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High resolution melting analysis (HRM) is a molecular technique that has been applied to 

bacterial strain identification . This technique is based on differentiation of melting profile of number 

of nucleotide in variable number of tandem repeats (VNTR) which are specific for each strain . In the 

present, the analysis of the size of VNTR was based on capillary electrophoresis (CE) technique. 

However, this CE technique is relatively expensive and laborious. Therefore, the aim of this study 

was to develop HRM technique for differentiation of the size of VNTR by using a melting profile 

property of different VNTR size. The feasibility of HRM method was demonstrated in testing of 

different allele variants for 4 of 4 selected loci in S. Typhimurium and only single locus of 4 selected 

loci in S. Enteritidis. For S. Typhimurium, this method produced repeatable, reproducible and robust 

results for 4 loci and the distinguishable melting profile results were consistent with CE results 

obtained for the same alleles. Therefore, HRM, a rapid accurate and inexpensive technique can be 

used to discriminate VNTR variants in S. Typhimurium but required some development for 

S. Enteritidis. 
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บทที่  1 
บทนํา 

 ปจจุบันประเทศตางๆทั่วโลกไดใหความสําคัญในเร่ืองความปลอดภัยของอาหารอยางยิ่ง 
เนื่องจากพบวาโรคเนื่องจากอาหารเปนส่ือนํา ( Foodborne disease) ไดกลายเปนสาเหตุสําคัญ
ของปญหาซ่ึงเกิดข้ึนตอสุขภาพของมนุษย สรางความสูญเสียทั้งในดานเศรษฐกิจและสังคมไป               
ทั่วโลก หนวยงานซ่ึงมีหนาที่รับผิดชอบ ไดแก องคการอนามัยโลกและประเทศสมาชิกไดตระหนัก
ถึงปญหาที่เกิดข้ึนจึงมีความพยายามกําหนดแผนยุทธศาสตรเพื่อลดอันตรายซ่ึงเกิดจากโรค
เนื่องจากอาหารเปนส่ือนําโดยเฉพาะอยางยิ่งอันตรายที่เกิดจากเชื้อจุลินทรีย  ในหลายๆประเทศมี
รายงานอุบัติการณการเกิดโรคซึ่งมีสาเหตุมาจากเชื้อจุลินทรียซึ่งปนเปอนอยูในอาหาร เชน 
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. เปนตน (World Health 
Organization [WHO], 2002 : online) 

Salmonella spp. เปนหนึ่งในแบคทีเรียสําคัญที่ทําใหเกิดโรคเนื่องจากอาหารเปนส่ือนํา            
โดยเรียกโรคติดเชื้อที่เกิดจาก Salmonella spp. วา Salmonellosis จากรายงานการเฝาระวังโรค
ซึ่งเกิดจาก Salmonella พบวาในป 2008  Salmonella spp. เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรค
เนื่องจากอาหารเปนส่ือนํามากเปนลําดับที่สองในกลุมประเทศสหภาพยุโรป โดยมีผูปวยดวยโรค 
Salmonellosis  คิดเปนอัตรา 26.4 รายตอประชากร 100,000 ราย   (European Food Safety 
Authority [EFSA], 2010)  สําหรับประเทศสหรัฐอเมริกาพบวามีผูติดเชื้อ Salmonella spp. เปน
จํานวนถึง 7,444  ราย คิดเปนอัตรา 16.20 รายตอประชากร 100,000 ราย (Centers for Disease 
Control and Prevention [CDC], 2009)  นอกจากนี้มีการประมาณจํานวนผูเสียชีวิตวามากกวา 
500 รายในแตละป(Mead et al., 1999)   ในประเทศญ่ีปุน Infectious Disease Surveillance 
Center มีรายงานวาในระหวางป 2005 - 2009 มีผูปวยดวยโรค Salmonellosis เปนจํานวนถึง  
5,286 ราย (Infectious Disease Surveillance Center [IDSC], 2009) ในประเทศไทยนั้นไดมี
รายงานของสํานักงานระบาดวิทยาพบวาในป 2009 มีจํานวนผูปวยดวยโรคอาหารเปนพิษซึ่งเกิด
จากเช้ือ Salmonella spp. เปนจํานวน 192 ราย คิดเปนรอยละ 0.2  ของจํานวนผูปวยดวยโรค
อาหารเปนพิษทั้งหมด (อมรรัตน ชอบกตัญู, 2552) สาเหตุหลักของการติดเชื้อ Salmonella spp. 
เกิดจากการบริโภคอาหารท่ีปนเปอน  โดยเฉพาะอยางยิ่งอาหารที่ผลิตจากเนื้อหรือไขของสัตวปก
และผลิตภัณฑนมซ่ึงเปนแหลงที่พบการปนเปอน Salmonella มาก( Yan et al., 2003) 
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ประเทศไทยซ่ึงเปนประเทศผูผลิตอาหารลําดับตนๆของโลกจึงควรติดตามอุบัติการณที่
เกิดข้ึนจากเชื้อ Salmonella spp. โดยการเฝาระวังโรคและการศึกษาระบาดวิทยาของเช้ือ 
Salmonella spp. ซึ่งถือเปนพื้นฐานในการกําหนดแผนกลยุทธเพื่อลดความเสี่ยงเนื่องมาจาก
อาหารที่ปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. โดยเฉพาะ Salmonella Typhimurium และ Salmonella 
Enteritidis ที่พบวาสรางปญหาอยางมากในอุตสาหกรรมอาหารโดยเฉพาะอยางยิ่งอุตสาหกรรม
สัตวปกและผลิตภัณฑแปรรูปจากสัตวปก เชน เนื้อไกสด เนื้อไกแชแข็งและไกแปรรูป ในการศึกษา
ทางระบาดวิทยาของ Salmonella ในประเทศไทยนิยมใชเทคนิค serotyping ในการวิเคราะหสาย
พันธุของ Salmonella ในระดับซีโรวารซึ่งไมเพียงพอตอการหาตนกําเนิดของการระบาดของโรค 
ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเทคนิคการจําแนกความแตกตางของเชื้อ Salmonella ในระดับซับซีโรวาร 
(subserovar) เพื่อเพิ่มขีดความสามารถของการจําแนกความแตกตางระหวางไอโซเลทใหมากข้ึน 
โดยจําแนกความแตกตางจากลักษณะที่แสดงออกเชน เทคนิค phage typing หรือจําแนกความ
แตกตางจากลักษณะทางพันธุกรรม เชน เทคนิค Pulse-field gel electrophoresis เปนตน  
อยางไรก็ตามเทคนิคเหลานั้นยังมีขอจํากัดบางประการ ไดแก  ขีดความสามารถในการจําแนก
ความแตกตางระหวางไอโซเลทที่ยังไมดีนักและบางเทคนิคไมสามารถปฏิบัติไดภายในประเทศจึง
ตองสงตัวอยางไปวิเคราะหที่หนวยงานในตางประเทศ (ปฐมาพร เอมะวิศิษฎ และคณะ, 2546)    

ดังนั้นเทคนิคการจําแนกความแตกตางของเช้ือ Salmonella ในระดับซับซีโรวาร 
(subserovar) ที่มีประสิทธิภาพในการจําแนกสูงจะชวยใหการศึกษาระบาดวิทยาหรือการจัดการ
ดานความปลอดภัยของอาหารทําไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน ในปจจุบันนิยมใชการจําแนก
เชื้อ Salmonella ในระดับซับซีโรวารดวยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลโดยการวิเคราะห variable 
number of tandem repeatเพื่อดูความแตกตางของจํานวน repeat units ในบริเวณโลคัส (locus) 
ซึ่งนิยมทํามากกวา 1 โลคัส เรียกเทคนิคนี้วา multi-locus variable number of tandem repeats 
(MLVA) (Belkum,  2008)  เทคนิคนี้มีขอจํากัดคือจะตองวัดขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณ
ดวยเทคนิค capillary electrophoresis (CE) ทําใหเสียคาใชจายสูงและใชเวลานาน งานวิจัยนี้จึง
มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาเทคนิค High Resolution Melting Analysis (HRM) สําหรับจําแนก
ความแตกตางของขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอจากความแตกตางของ melting profile ที่จําเพาะตอขนาด
ชิ้นสวนดีเอ็นเอนั้นๆเพื่อทดแทนการใชเทคนิค CE ซึ่งถาสามารถพัฒนาไดจะทําใหไดเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการจําแนกสายพันธุของ S. Typhimurium และ Enteritidis ในระดับซับซีโรวาร
ที่สามารถนําประยุกตใชในทางระบาดวิทยาและการจัดการความปลอดภัยของอาหารไดใน
อนาคต  



    

บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

2.1 สกลุ (genus) Salmonella  

 Salmonella เปนแบคทีเรียกอโรคซึ่งถูกคนพบในปคริสตศักราช 1885 โดย Theobald 
Smith นักแบคทีเรียชาวอเมริกันที่แยกเช้ือนี้ไดจากสุกรซึ่งปวยเปนอหิวาตกโรคและชื่อสกุล 
Salmonella ถูกต้ังข้ึนเพื่อเปนเกียรติแก Daniel E Salmon นักแบคทีเรียชาวอเมริกันซึ่งดํารง
ตําแหนงเปนผูอํานวยการหองปฏิบัติการในขณะนั้น หลังจากนั้นมีการคนพบ Salmonella               
สายพันธุใหมๆเพิ่มมากข้ึนทําใหเกิดความยุงยากในการตั้งช่ือสายพันธุเหลานี้ ซึ่งในปคริสตศักราช 
1926 Kauffmann, Edwards และ Ewing ไดรวมกันจัดทําหนังสือ Kauffmann – White Schema 
ข้ึนเพื่อเปนหลักเกณฑการแยกลักษณะทางแอนติเจนของ Salmonella และใชเปนมาตรฐานใน
การตั้งช่ือ Salmonella สายพันธุตางๆจนถึงปจจุบัน (อรุณ บางตระกูลนนท, สุมณฑา วัฒนสินธุ 
และชัยวัฒน พูลศรีกาญจน, ม.ป.ป. : online)  

  

2.1.1 จุลชีววิทยาของ Salmonella   
    Salmonella เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนแทงส้ัน ไมสรางสปอร ถูกจัด                  
อยู ในวงศ  Enterobacteriaceae สามารถเจริญเติบโตไดในที่ๆมีอากาศหรือไมมีอากาศ                       
(facultative anaerobe) และเคล่ือนที่โดยใชแฟลกเจลลารอบเซลล (Peritrichous flagella)                     
(Yan et al., 2003) โดยลักษณะเซลลของ Salmonella แสดงในรูป 2-1  อุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การเจริญเติบโตอยูในชวงประมาณ 35 – 37 องศาเซลเซียส ปริมาณน้ําอิสระ (water activity, Aw)              
ที่ Salmonella สามารถเจริญไดอยูในชวง 0.94 – 0.99 และคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมอยู
ในชวง 7 – 7.5  โคโลนีของ Salmonella มีลักษณะเรียบและผิวหนาเปนมันเงา มีขนาด 2 – 4 
มิลลิเมตร (สุมณฑา วัฒนสินธุ, 2545 ; New Zealand Food Safety Authority, 2001 : online) 
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รูป2-1 ลักษณะเซลลของ Salmonella  

ที่มา : Kunkel, 2004 : online 

2.1.2 อนุกรมวิธานและระบบการเรียกชื่อSalmonella  

การจําแนกชนิด (species ) และชนิดยอย (subspecies) ในสกุล Salmonella 
จะใชผลการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) ดังแสดงในตาราง2-1 และพิจารณาจาก
ลักษณะทางพันธุกรรมของเช้ือที่ปรากฏบนผิวเซลล (O-antigen) และแฟลกเจลลา (H-antigen) 
ตามแบบแผนของ Kauffmann-White Scheme ทําใหการจําแนกชนิดของ Salmonella มีความ
แมนยํามากข้ึน (อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.) นอกจากนี้ดวยวิธีการทางอณูชีววิทยา
ทําใหทราบวาในสกุล Salmonella ประกอบดวย Salmonella enterica และ Salmonella bongori 
เพียง 2 ชนิดเทานั้น ไดแก Salmonella enterica และ Salmonella bongori  ซึ่ง Salmonella 
enterica ประกอบดวย 6 ชนิดยอย ไดแก S. enterica subsp. enterica (Group I), S. enterica 
subsp. salamae (Group II), S. enterica subsp. arizonae (Group IIIa), S. enterica subsp. 
diarizonae (Group IIIb), S. enterica subsp. houteane (Group IV) และ S. enterica subsp. 
indica (Group VI)  สําหรับ Salmonella bongori ไมมีชนิดยอย  (Grimont and Weill, 2007)   

ปจจุบัน Salmonella มีประมาณ 2,579 ซีโรวาร (serovars) หรือซีโรไทป 
(serotype) แสดงในตารางที่ 2-2 ซึ่งหนวยงานท่ีมีหนาที่รวบรวมและรายงานจํานวนซีโรวาร 
(serovar) ที่คนพบไดแก WHO Collaborating Center for Reference and Research on 
Salmonella Institut Pasteur, Paris, France โดยตีพิมพในหนังสือ “ANTIGENIC FORMULAE 
OF THE SALMONELLA SEROVARS” 
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ตาราง2-1 คุณสมบัติทางชีวเคมีของ Salmonella ในแตละชนิดและชนิดยอย 

species 

subspecies 

Salmonella enterica Salmonella

 bongori Enterica 

(I) 

Salamae 

(II) 

Arizonae 

(IIIa) 

Diarizonae 

(IIIb) 

Houtenae 

(IV) 

Indica 

(VI) 

คุณสมบัติ 

Dulcitol 

ONPG (2 h) 

Malonate 

Gelatinase 

Sorbitol 

Growth with KCN 

L(+)-tartrate (a) 

Galacturonate 
 

�  - glucuronidase 

ß-glucuronidase 

Mucate 

Salicine 

Lactose 

Lysed by phage O1 

 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+(*) 

d 

+ 

- 

- 

+ 

 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

d 

+ 

- 

- 

+ 

 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- (75%) 

- 

 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- (70%) 

- 

+ (75%) 

+ 

 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

 

d 

d 

- 

+ 

_ 

- 

- 

+ 

+ 

d 

+ 

- 

d 

+ 

 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

d 

Usual habitat Warm-blooded animals                          Cold-blooded animals 

(a) = d-tartrate , (*)  = Typhimurium , d, Dublin -.,  + = 90% หรือมากกวาใหผลบวก, -  = 90% หรือมากกวาใหผลลบ 

    d  = ปฏิกิริยาแตกตางกันข้ึนกับซีโรไทปของเช้ือ 

ที่มา : Grimont and Weill, 2007 
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ตาราง2-2 จํานวนซีโรวารที่พบในแตละชนิดและชนิดยอยในปตางๆ 

Species Subspecies 
Year

1997 2001 2007
Salmonella 
enterica 

enterica 
salamae 
arizonae 
diarizonae 
houtenae 
indica 

1,435
485 
94 

321 
69 
11 

1,478
498 
94 

327 
71 
12 

1,531
505 
99 

336 
73 
13 

Salmonella 
bongori 

 20 21 22

Total  2,435 2,501 2,579
 
ที่มา : ดัดแปลงจาก อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.; Grimont and Weill, 2007 
  

จากรายงานพบวาในป 1997 มีจํานวน Salmonella 2,435 ซีโรวาร ตอมาในป 
2001 มีเพิ่มข้ึนเปน 2,501 ซีโรวารและในป 2007 มีจํานวน 2,579 ซีโรวาร (อรุณ บางตระกูลนนท
และคณะ, ม.ป.ป. ; Grimont and Weill, 2007) 
  ในระบบการเขียนช่ือซีโรวารของ Salmonella สามารถแบงไดเปน 2 กรณี ไดแก 
  2.1.2.1 Salmonella enterica subsp. enterica ใหเขียนช่ือสกุล ชนิดและช่ือของ
ชนิดยอยดวยตัวเอน สวนชื่อซีโรวารใหเขียนดวยตัวตรงโดยตัวอักษรตัวแรกเขียนเปนตัวพิมพใหญ 
เชน Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium หรือ S. enterica 
serovar Typhimurium หรือ Salmonella ser. Typhimurium แตในทางปฏิบัตินิยมเขียนแบบสั้นๆ
เพียงช่ือสกุลตามดวยช่ือซีโรวาร เชน Salmonella Typhimurium หรือ S. Typhimurium  
  2.1.2.2 Salmonella enterica subsp. II, IIIa, IIIb, IV, VI และ Salmonella 
bongori  ชื่อซีโรวารจะเขียนอยูในรูปแบบโครงสรางของแอนติเจนเทานั้น เชน Salmonella ซึ่งอยู
ในชนิดยอยกลุม II มี 0-antigen 6 และ 7 มี H-antigen Phase I คือ a และ H-antigen Phase II 
คือ Z6 ใหเขียนช่ือสกุล ชนิดและชนิดยอยดวยตัวเอน  สวนชื่อซีโรวารใหเขียนโครงสรางของ
แอนติเจนดวยตัวตรงโดยเรียงตามลําดับ O-antigen : H-antigen Phase I : H-antigen Phase II 
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ตามลําดับ เชน Salmonella enterica subspecies salamae serovar 6,7 : a : Z6 ในทางปฏิบัติ
นิยมเขียนแบบสั้นๆเพียงชื่อสกุลตามดวยหมายเลขกลุมและโครงสรางแอนติเจน เชน Salmonella 
II 6,7 : a : Z6 (อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.; Ellermeier and Slauch, 2006; Grimont 
and Weill, 2007)   
 2.1.3 แหลงที่อยูอาศัยตามธรรมชาติของ Salmonella  
  Salmonella อาศัยอยูในทางเดินอาหารและลําไสของสัตวตางๆ เชน มนุษย            
สัตวปก สัตวเล้ือยคลาน สัตวเล้ียง รวมถึงแมลง บางคร้ังอาจพบเชื้อ Salmonella ในสิ่งแวดลอม 
เชน น้ําหรืออาหาร เนื่องจากการแพรกระจายของเชื้อผานทางอุจจาระของสัตว เมื่อมนุษยหรือสัตว
บริโภคอาหารหรือน้ําที่ปนเปอนเชื้อเขาไป อาจทําใหแสดงอาการของโรคออกมาหรือกลายเปน
พาหะ (carriers) ของเช้ือ (Todar, 2008 : online)  
  
 2.1.4 การจําแนก Salmonella ในทางระบาดวิทยา 
  นอกจากวิธีการจําแนกโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีแลวยังสามารถจําแนก 
Salmonella ตามหลักระบาดวิทยาและการเกิดโรคเปน 3 กลุมใหญๆ ไดแก 
  2.1.4.1 Salmonella ที่อาศัยคนเปนเจาบาน ไดแก S. Typhi ทําใหเกิดโรค
ไทฟอยด (Typhoid fever, S. Paratyphi A, B และ C ทําใหเกิดโรคไขรากสาดนอย (Paratyphoid 
fever) ในมนุษย                           
  2.1.4.2 Salmonella ที่ปรับตัวตามเจาบาน เปนกลุมของ Salmonella ที่โดย
ปกติจะพบจําเพาะในสัตวแตละชนิด เชน S. Gallinarum และ S. Pullorum ซึ่งอาศัยเปดหรือไก
เปนโฮสต S. Dublin อาศัยวัวเปนโฮสต S. Choleraesuis อาศัยสุกรเปนโฮสต  

2.1.4.3 Salmonella ที่ไมจําเพาะตอเจาบาน เปนกลุมของ Salmonella                      
ที่สามารถแพรกระจายจากคนและสัตวไปยังส่ิงแวดลอม อาหาร น้ํา ดิน กอใหเกิดโรคอาหารเปน
พิษ เชน S. Typhimurium และ S. Enteritidis การแพรกระจายของโรคเรียกวา non-typhoidal 
salmonellosis ทํา ใหเกิดโรค Salmonellosis ซึ่งสวนใหญจะทําใหเกิดอาการทางลําไส คล่ืนไส 
อาเจียน ปวดทอง ปวดศีรษะ หนาวส่ัน  

ตัวอยางเจาบานของ Salmonella enterica subsp. enterica ซีโรวารตางๆดัง
แสดงในตาราง2-3  
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ตาราง2-3 กลุมเจาบานของ Salmonella enterica subsp. enterica ซีโรวารตางๆ 
 

ประเภทของ Salmonella ซีโรวาร เจาบาน 
Salmonella ที่อาศัยคนเปนเจาบาน
 
Salmonella ที่ปรับตัวตามชนิดของเจาบาน    
 
 
Salmonella ที่ไมจําเพาะตอชนิดของเจาบาน 

Typhi
Paratyphi A and C 

Choleraesuis 
Dublin 

Gallinarum 
Typhimurium 

 
Enteritidis 

มนุษย 
มนุษย 
สุกร 
วัว 

สัตวปก 
มนุษย สัตวปก สุกร 
วัว และ สัตวกดัแทะ 
มนุษย สัตวปก และ

สัตวกัดแทะ 
 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Ellermeier and Slauch, 2006 
 

2.1.5 อาการของผูปวยท่ีไดรับ Salmonella 
เม่ือมีการบริโภคอาหารที่มีSalmonella เขาไปในรางกาย จะมีเสนทางการเคล่ือนที่

ของเช้ือดังรูป 2-2 
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รูป2-2 แสดงเสนทางของ Salmonella เมื่อเขาไปในรางกาย 

ที่มา : อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป. 
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ผูปวยที่มีการติดเชื้อ Salmonella มีอาการแบงออกเปน 3 แบบ (International 
Commision on Microbiological Specifications for Foods [ICMSF], 1996) ไดแก 

  2.1.5.1 อาการของระบบทางเดินอาหาร (Gastroenteritis) โดยทั่วไปเกิดจาก 
Salmonella ที่ไมเลือกเจาบาน ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ ชวงระยะเวลาฟกตัวของโรคอยู
ระหวาง 5 ชั่วโมงถึง 5 วัน แตปกติมักเกิดประมาณ 12-36 ชั่วโมง หลังจากไดรับเชื้อผูปวยจะมี
อาการทองเดิน คล่ืนไส ปวดทอง ไขสูงปานกลาง หนาวส่ัน อาการทองรวงจะรุนแรงตางกันตาม
ลักษณะการถายอุจจาระ เชน อุจจาระอาจมีลักษณะเหลว จนถึงการถายเปนนํ้าและเกิดอาการ
ขาดนํ้า(dehydration) ในบางคร้ังผูปวยอาจอาเจียน ออนเพลีย เบ่ืออาหาร ปวดศีรษะ 
กระสับกระสาย โดยทั่วไปอาการดังกลาวจะปรากฏอยูนาน 2-5 วัน  
  2.1.5.2 อาการไขไทฟอยด (Enteric fever) เกิดจาก S. Typhi, S. Paratyphi 
A, S. Paratyphi B (S. Schottmuelleri) และ S. Paratyphi C (S. Hirschfeldii) ระยะเวลาฟกตัว
ของเชื้อไขไทฟอยดอยูระหวาง 7-28 วัน ผูปวยจะมีอาการไมสบาย ปวดศีรษะ ไขข้ึนสูงมากเปน
เวลาหลายวัน ปวดทองและปวดเมื่อยตามรางกาย ออนเพลีย ถายอุจจาระเหลวเปนนํ้า  
นอกจากนี้ยังมีอาการคล่ืนไส อาเจียน ไอ มีเหงื่อออกตามตัว หนาวส่ัน และเบ่ืออาหาร มีจุดแดง
ตามลําตัว แผนหลังและหนาอก หัวใจเตนชาและออน ทองบวมนํ้า มามโต บางคร้ังมีเลือดออก
จากชองทองหรือจมูกและอาจหมดสติได ในบางคร้ังหลังจากอาการทุเลาแลว ผูปวยอาจเปนพาหะ
ของโรคตอไปได  
  2.1.5.3 อาการติดเชื้อในกระแสโลหิต (Bacteremia/Septicemia) เกิดจาก
Salmonella ที่ฟกตัวในลําไสเล็ก แลวเขาสูกระแสโลหิต ผูปวยอาจจะมีไขสูง ปวดหลัง ปวดทอง 
และเจ็บหนาอก หนาวส่ัน เหงื่อออกตามลําตัว ไมสบาย เบื่ออาหาร นํ้าหนักลด อาการที่เกิดข้ึน
อาจเกิดข้ึนอยางฉับพลันหรือเปนเร้ือรังได 
 
 2.1.6 บทบาทของ Salmonella ในอุตสาหกรรมอาหาร 
  การปนเปอนของ Salmonella สามารถเกิดข้ึนไดตลอดหวงโซอาหารตั้งแตแหลง
ผลิตเบื้องตนไปจนถึงอาหารที่ใชบริโภค โดยพบการปนเปอนในอาหารที่มี ไข เนื้อและผลิตภัณฑ
นมเปนองคประกอบ โดยมีสัตวปกเปนแหลงปนเปอนที่สําคัญ (Yan et al., 2003) จากการสุม
ตรวจหาการปนเปอนของ Salmonella ในฟารมไกเนื้อในระหวางป 2548 – 2549 โดยหนวยงาน
ความปลอดภัยดานอาหารของสหภาพยุโรป (European Food Safety Authority’s Zoonoses 
Task Force : EFSA) พบวาไกเนื้อรอยละ 23.7 ในสหภาพยุโรป นอรเวย และสวิสเซอรแลนด         
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เกิดการติดเชื้อ Salmonella ในระดับสูง (อนุชา มุมออน, วสันต เคยเหลา และสุดารัตน เคยเหลา, 
2550 : ออนไลน) นอกจากนี้การศึกษาความชุกของ Salmonella ในฟารมไกและสุกรในประเทศ
ไทยระหวางป 2546 – 2548 พบวาอัตราการพบเช้ือในฟารมไกและสุกรมีคาเทากับ 21.71% และ 
19.47% ตามลําดับซ่ึงแสดงวาความชุกของ Salmonella ยังคงเปนปญหาสําคัญที่พบในฟารม 
(พรเพ็ญ พัฒนโสภณ,  วัชรชัย ณรงคศักด์ิ และศศิ เจริญพจน, 2550)  
  ฟารมไกไขเปนอีกแหลงหนึ่งซ่ึงพบการปนเปอนของ Salmonella โดยพบวาการ
ปนเปอนอาจเร่ิมจากระดับฟารมเล้ียงสัตว ศูนยรวบรวมไข ไปจนถึงสถานท่ีจําหนาย ซึ่งสวนใหญ
จะพบการปนเปอนที่เปลือกไขมากกวาในเนื้อไข ซึ่งการแพรกระจายของ Salmonella เกิดจาก
มาตรการดานสุขาภิบาลที่ไมดีพอที่จะควบคุมการแพรกระจายของ Salmonella (ชุลีพร ศักด์ิสงา
วงษ และคณะ, 2550)  
  นอกจากจะพบการปนเปอน Salmonella ในแหลงผลิตเบ้ืองตนแลวยังพบวาเกิด
การปนเปอน Salmonella ในโรงฆาสัตวอีกดวย โดยการปนเปอนเกิดจากสุขลักษณะในขบวนการ
ฆาสัตวที่ไมดีพอทําให Salmonella ปนเปอนขามไปยังซากสัตวและผลิตภัณฑที่ผานการแปรรูป
จากซากสัตวนั้นไปสูผูบริโภคได โดยเฉพาะอยางยิ่งพวกสัตวปก เชน เนื้อไก ซึ่งเปนเนื้อสัตวที่มี
ปริมาณในการบริโภคสูงและมีแนวโนมการบริโภคเพิ่มมากข้ึนทุกป (เพ็ญนภา มัธยมพงศ, 2551 : 
ออนไลน; อนุชา มุมออน, และคณะ, 2552 : ออนไลน) 
  ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค ประเทศผูนําเขาอาหาร โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งการนําเขาเนื้อไกและผลิตภัณฑจากเนื้อไก เชน สหภาพยุโรป ซึ่งเปนตลาดสงออกที่สําคัญของ
ประเทศไทยจึงไดกําหนดมาตรฐานใหเนื้อไกและผลิตภัณฑจากเนื้อไกปลอดจากการปนเปอน 
Salmonella ซึ่งถาสินคามีมาตรฐานไมถึงเกณฑที่กาํหนดจะทําใหพบกับบทลงโทษทางการคา เชน 
การระงับการนําเขาสินคาที่มีการปนเปอนได นอกจากการสงออกแลวการกําหนดมาตรฐานเนื้อไก
และผลิตภัณฑจากเนื้อไกใหปลอดจากการปนเปอน Salmonella จะทําใหผูบริโภคภายในประเทศ
มีสุขภาพที่ดีอีกดวย ดังนั้นจึงมีการกําหนดมาตรการในการจัดการและควบคุม Salmonella 
ทั้งหมดในระบบการผลิตไกต้ังแตฟารมเล้ียงไกจนถึงโรงอาหารปรุงสุกใหมีความเหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพ อยางไรก็ตามพบวายังมีการปนเปอน Salmonella เกิดข้ึนอยูเสมอ ซึ่งการที่ไม
สามารถจัดการและควบคุมหรือลดระดับการปนเปอน Salmonella ไดนั้นอาจมีสาเหตุมาจากการ
ไมสามารถหาแหลงตนกําเนิดการปนเปอนหรือเสนทางการปนเปอนที่แทจริง ทําใหมาตรการ
จัดการและควบคุม Salmonella  มีประสิทธิภาพไมเพียงพอ จึงมีการพัฒนาวิธีการจําแนกสาย
พันธุ Salmonella วิธีตางๆมาใชประโยชนในทางระบาดวิทยาเพื่อติดตามแหลงตนกําเนิดหรือ
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เสนทางการปนเปอนที่แทจริงซ่ึงจะทําใหการจัดการและควบคุมการปนเปอนของ Salmonella มี
ประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน (เพ็ญนภา มัธยมพงศ, 2551 : ออนไลน; อนุชา มุมออน, และคณะ, 2552 
: ออนไลน) 
 

2.2 การจาํแนกสายพันธุจุลินทรีย (Microbial Typing)  

 Microbial typing ใชในการระบุสายพันธุจุลินทรียในระดับที่ลึกกวาสปชีส สามารถแบง
การจําแนกออกเปน 2 แบบ ไดแก epityping และ pathotyping การจําแนกแบบ epityping นั้น
เปนการระบุสายพันธุแบคทีเรียเพื่อวัตถุประสงคในทางระบาดวิทยาเพียงอยางเดียวแตการจําแนก
แบบ pathotyping นั้นจะเปนการวิเคราะหความแตกตางของการกอโรคของสายพันธุแบคทีเรีย
จากความแตกตางทางพันธุกรรม ดังนั้น microbial typing จึงเปนเคร่ืองมือสําคัญที่มีประโยชนใน
ดานระบาดวิทยามากเนื่องจากสามารถบอกความเช่ือมโยงระหวางผูปวย อาหารที่ปนเปอนเช้ือที่
ผูปวยบริโภคไปจนถึงแหลงของการปนเปอนเช้ือแบคทีเรีย (Foley, Lynne and Nayak, 2009; 
Belkum, 2008)  

วิธีการจําแนกความแตกตางของเช้ือแบคทีเรียสามารถแบงออกเปน 2 ประเภทใหญๆ 
ไดแก การจําแนกความแตกตางของสายพันธุโดยใชลักษณะที่แสดงออก (Phenotyping) และการ
จําแนกความแตกตางของสายพันธุโดยใชลักษณะทางพันธุกรรม (Genotyping)  

 
2.2.1 การจําแนกสายพันธุโดยใชลักษณะที่แสดงออก (Phenotyping) จะใช

ผลิตภัณฑที่เกิดจากการแสดงออกของยีนในการแยกความแตกตางของสายพันธุแบคทีเรีย เชน 
คุณสมบัติทางชีวเคมี ชนิดของไวรัสแบคทีเรีย (bacteriophage) ชนิดของแอนติเจนบนผนังเซลล 
ความไวตอสารตานจุลชีพ ซึ่งการจําแนกประเภทนี้คอนขางจะมีความผันแปรจากตัวแปรตางๆ 
เชน สภาวะในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ระยะการเจริญเติบโตของจุลินทรีย หรือการกลาย
พันธุของจุลินทรีย  ตัวอยางการจําแนกสายพันธุ โดยใชลักษณะที่แสดงออก  ไดแก  วิธี 
serotyping, phage typing  

 
2.2.2 การจําแนกสายพันธุโดยใชลักษณะทางพันธุกรรม (Genotyping) จะใชการ

วิเคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมของจุลินทรียและการมีหรือไมมีสารพันธุกรรมที่อยูนอก
โครโมโซม (extrachrmosomal DNA) (Tenover, Arbeit and Goering, 1997) โดยใชการตัดดวย
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เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme digestion) การเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิก (nucleic acid 
amplification) หรือ การวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide sequencing) เปนตน   

 
2.3 การจําแนกสายพันธุ Salmonella (Salmonella typing and subtyping) 

การจําแนกความแตกตางของ Salmonella ในระดับสายพันธุ เร่ิมมีความสําคัญมากข้ึนใน
ดานระบาดวิทยาและการเฝาระวังโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ Salmonella  เนื่องจากวิธีการจําแนก
ความแตกตางที่มีประสิทธิภาพสูงอาจชวยใหติดตามตนกําเนิดของการระบาดของโรคและ
สามารถติดตามแนวโนมของการดื้อยาปฏิชีวนะซึ่งสัมพันธกับรูปแบบที่จําเพาะได โดยการจําแนก
ความแตกตางของเช้ือ Salmonella  นั้น นอกจากจะใชวิธีการจําแนกในระดับซีโรวารดวยเทคนิค 
serotyping แลว ยังมีการพัฒนาเทคนิคอ่ืนๆข้ึนมาเพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการจําแนกความ
แตกตางของเชื้อแตละไอโซเลทอีกดวย (Yan et al, 2003; Wiedmann and Nightingale, 2009) 

การจําแนกสายพันธุ Salmonella สามารถแบงออกเปน 2 ประเภทใหญๆ ไดแก การ
จําแนกสายพันธุ Salmonella โดยใชลักษณะที่แสดงออกและการจําแนกสายพันธุ Salmonella 
โดยใชลักษณะทางพันธุกรรม  

 
2.3.1 การจําแนกสายพันธุ Salmonella โดยใชลักษณะท่ีแสดงออก (Phenotyping)  

  2.3.1.1 Serotyping  
   Serotyping เปนเทคนิคมาตรฐานที่นิยมใชมากที่สุดในการจําแนกเชื้อ 
Salmonella ในระดับซีโรวาร หลักการของ serotyping คือ การใชแอนติซีรัมที่มีความจําเพาะทํา
ปฏิกิริยากับแอนติเจนทําใหเกิดการตกตะกอนของโปรตีนข้ึน โดยพิจารณาจากโครงสราง
แอนติเจน 3 ชนิด ไดแก แอนติเจนบนผนังเซลล (Somatic antigens, O-antigens), แอนติเจน
บริเวณแส (Flagella antigens, H-antigens) และแอนติเจนบริเวณแคปซูล (Capsular antigens, 
Vi-antigens) (รูป2-3) 
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รูป2-3 แผนภาพแสดงโครงสรางและตําแหนงของแอนติเจน O, H, Vi ของ Salmonella  
ที่มา : Murray et al., 2002 
 

     2.3.1.1.1 แอนติเจนบนผนังเซลล (Somatic antigens, O-antigens) 
ปรากฏบนผนังเซลลชั้นนอกซึ่งพบในแบคทีเรียแกรมลบ องคประกอบสวนใหญคือลิพอพอลิแซค
คาไรด (lipopolysaccharide, LPS) ซึ่งเกิดจากการเช่ือมยึดกันของ lipid A, core 
oligosaccharide และพอลิเมอรของ O polysaccharide (รูป2-4) 

 
 

 
                                                          
 
 
           

 
รูป2-4 โครงสรางทั่วไปของลิพอพอลิแซคคาไรดใน Salmonella เม่ือ Glc = glucose, GlcNac = N-

acetyp-glucosamine, Gal = galactose, Hep = heptose, P = Phosephate, Etn = ethanolymine, R1 and 
R2 = phosphoethanolamine or aminoarabinose, Ra to Re indicate incomplete form of LPS, The Rc, Rd2, 
and Rd1 mutants lack the phosphate group attached to Hep.  

ที่มา : Todar, 2008 : online 
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หนวยยอยของ O-polysaccharide นั้นจะประกอบดวยน้ําตาล 4 – 6 
โมเลกุลซึ่งความผันแปรที่เกิดจากการผาเหลาของเชื้ออาจสงผลตอชนิดของน้ําตาลและพันธะใน
โครงสรางของผิวเซลลทําใหเกิดแอนติเจน O หลายชนิด (Todar, 2003; Amonrattana 
Roobthaisong, 2006; Ellermeier and Slauch, 2006; Desroy, 2009) 

ปจจุบัน Salmonella มีจํานวนแอนติเจน O ประมาณ 67 แอนติเจน             
โดยหนังสือ “ANTIGENIC FORMULAE OF THE SALMONELLA SEROVARS” ฉบับป 2007 ได
เปล่ียนแปลงการเขียนช่ือกลุมของแอนติเจน O ซึ่งแตเดิมนั้นแอนติเจน O กลุม 1- 50 จะใช
ตัวอักษรภาษาอังกฤษ A – Z และกลุม 51 – 67 จะแทนดวยตัวเลขนั้น ใหเปล่ียนจากกลุมตัวอักษร
ภาษาอังกฤษมาใชตัวเลขตามลักษณะคาแอนติเจน O factors ดังตาราง 2-4 (Ellermeier and 
Slauch, 2006; Grimont and Weill, 2007)  

 
ตาราง 2-4 ชื่อกลุมแอนติเจน O แบบเกาและแบบใหมและแอนติเจน O factors ซึ่งแสดงในกลุม 
 
กลุมแอนติเจน O 

แบบเกา 
กลุมแอนติเจน O 

แบบใหม 
แอนติเจน O factors 

A 
B 
 

C1-C4 
C2-C3 

D1 
D2 
D3 

E1-E2-E3 
E4 
F 

G1-G2 
H 
 
I 
J 
K 
 

2 
4 
 

6,7 
8 
9 

9.46 
9.46,27 

3,10 
1,3,19 

11 
13 

6,14 
 

16 
17 
18 

1,2,12
4,12 ; 4,12,27, 4,12,[27] ; 4,[5],12 ; 1,4,12 ;1,4,12,27 ; 1,4,[5],12 ; 
1,4,12,[27] ; 1,4,[5],12,[27]  
6,7 ; 6,7[Vi] ; 6,7,14  
6,8; 8 ; 8,20 
9,12 ; 1,9,12 ; 9,12[Vi] ; 1,9,12[Vi] 
9,46, 1,9,46 
1,9,12,46,27 ; 9,12,46,27 
3,10 ; 3,{10}{15} ; 3,{10}{15}{15,34} ; 3,{10}{15,34} 
1,3,19 ; 1,3,10,19 ; 1,3,15,19 ; 1,3,{10}{15},19 
11 
13,22 ; 13,23 ; 1,13,22 ; 1,13,23 
6,14 ; 6,14,24 ; 1,6,14, ; 1,6,14,25 ; [1],6,14 ; [1],6,14,[25] ; (6), 14 ; 
6,14,[24] ; 1,6,14,24  
16 
17 
18, 6,14,18 
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กลุมแอนติเจน O 
แบบเกา 

กลุมแอนติเจน O 
แบบใหม 

แอนติเจน O factors 

L 
M 
N 
O 
P 
Q 
R 
S 
T 
U 
V 
W 
X 
Y 
Z 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
65 
66 
67 

21 
28 
30 
35 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
47 
48 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
65 
66 
67 

 

21
28 
30 
35 
38 
39 
40 ; 1,40 
41 
42 ; 1,42 
43 
44 ; 1,44 
45 
47; 1,47 
48 
50 
51; 1,51 
52 
53, 1,53 
54 ; 21,54 ; 3,54 ; 4,12,54 ; 8,20,54 ; 6,7,54 ; {6,7,14}{54} ; 3,15,54 
55 
56 
57 
58 
59 : 1, 59 
60 
61 
62 
63 
65 
66 
67 

 
ที่มา : Grimont and Weill, 2007 
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   ในบางกรณีอาจไมมีการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน O และแอนติซีรัม           
ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก Salmonella ที่ทดสอบนั้นสราง Vi แคปซูล ซึ่งไปขัดขวางแอนติซีรัมไมให
เขาไปทําปฏิกิริยากับแอนติเจนหรือเกิดจากการผาเหลาของเชื้อซึ่งสงผลตอโครงสรางของ                         
O-polysaccharide ทําใหไมมีแอนติเจน O สงผลตอโคโลนีของ Salmonella ทําใหโคโลนีมี
ลักษณะขรุขระ เมื่อนําไปทดสอบพบวาจะไมเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติซีรัมหรือ
ในทางตรงกันขามอาจเกิดปฏิกิริยากับแอนติซีรัมทุกตัวที่ใชในการทดสอบแอนติเจน O ทําใหไม
สามารถแปรผลได (Ellermeier and Slauch, 2006)    
 

  2.3.1.1.2 แอนติเจนบริเวณแส (Flagella antigens, H-antigens)                
แส (flagella) เปนออรแกเนลลที่ยื่นออกมาจากเซลลหรือเกิดออกมาจากช้ันเนื้อเยื่อ ทําหนาที่
เกี่ยวของกับการเคล่ือนที่ของแบคทีเรีย สรางจากโปรตีนหนวยยอยซ่ึงเรียกวาแฟลกเจลลิน 
(flagellin) (รูป2-5) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูป2-5 ลักษณะแสของ Salmonella  
ที่มา : Häusler, 2007 : online 
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 Salmonella จะมีแอนติเจน H  2 แบบ ไดแกแอนติเจน H phase 1 และ phase 2 
โดยปรกติจะพบแอนติเจน H ใน Salmonella ทั้ง 2 แบบ ยกเวน Salmonella บางซีโรวารซึ่งพบ
แอนติเจน H เพียง 1 แบบ เชน S. Enteritidis, S. Typhi, S. Rissen และซีโรวารสวนใหญในกลุม 
subsp. IIIa และ IV (Amonrattana Roobthaisong, 2006; Ellermeier and Slauch, 2006) 

   สําหรับการเขียนช่ือแอนติเจน H ใน phase 1 จะเขียนดวยตัวอักษร
ภาษาอังกฤษตัวเล็กต้ังแต “a” ถึง “z” และ z1, z2, z3 เรียงไปตามลําดับสวน phase 2 จะเขียนดวย
ตัวเลขอารบิค (Jay, 1992) 

  2.3.1.1.3 แอนติเจนบริเวณแคปซูล (Capsular antigens, Vi-
antigens, K-antigen) แคปซูล (capsule) เปนพอลิแซคคาไรดจําเพาะที่สะสมอยูบนผิวรอบนอก
ของเซลล มีหนาที่ชวยในการยึดเกาะหรือจับกับพื้นผิวหรือปกปองเซลลจากอันตรายแตไมทนตอ
ความรอนและปรากฏในบางซีโรวารเทานั้น ไดแก S. Typhi, S. Paratyphi C และในบางคร้ังอาจ
พบใน S. Dublin สามารถตรวจสอบแอนติเจนบริเวณแคปซูลไดโดยการทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัม
ที่มีความจําเพาะ ในบางกรณีแอนติเจนบริเวณแคปซูลอาจไปขัดขวางการทดสอบแอนติเจน O ทํา
ใหไมเกิดการตกตะกอนซ่ึงสามารถแกไขไดโดยการทําลายแอนติเจนบริเวณแคปซูลดวยความรอน 
เชนการตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้นจึงนําไปทดสอบแอนติเจน O 
(Todar, 2008 : online)   

 
   2.3.1.1.4 วิธีการทั่วไปในการตรวจวิเคราะห Salmonella                  
    วิ ธี ก า ร ม า ต ร ฐ า น ใ น ก า ร ต ร ว จ วิ เ ค ร า ะ ห  Salmonella                        
จะประกอบดวย 5 ข้ันตอนหลักไดแก  

1) การกระตุนใหเชื้อที่บาดเจ็บแข็งแรง (Pre-enrichment)                  
โดยเล้ียงเชื้อในอาหารเล้ียงเชื้อที่ไมมีสารยับยั้งแบคทีเรียผสมอยู เชน buffered peptone water, 
nutrient of lactose broths เพื่อทําใหเซลลที่บาดเจ็บหรือใกลตายแข็งแรงข้ึน และเพิ่มจํานวนของ
เชื้อ Salmonella ใหมากข้ึน  

2) เพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวที่เลือกเฉพาะชนิด 
(Selective enrichment step) นําเช้ือ Salmonella จากข้ันตอนที่ 1) มาเพาะลงในอาหารเล้ียง
เช้ือเหลวซ่ึงเติมสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ไมตองการ และนําไปบมที่อุณหภูมิในชวง 35 
– 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 – 24 ชั่วโมง ตัวอยางอาหารเล้ียงเชื้อเหลวเลือกเฉพาะชนิดที่
นิยมไดแก Selenite – cystine broth, Tetrathionate broth, Selenite F broth, Brilliant Green 
MacConkey broth และ RV broth เปนตน 
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3) แยกเช้ือบนวุนอาหารเลือกเฉพาะชนิด (Selective – 
differential Plating Media) วุนอาหาร (Plating media) ที่นิยมใชสามารถแบงออกไดเปน 3 
ระดับ ไดแก 

-ระดับที่หนึ่ง low selective plating media เชน MacConkey, 
Endo Agar  

-ระดับที่สองไดแก intermediate selective plating media เชน 
Xylose Lysine Deoxycholate (XLD), Deoxycholate Citrate Agar (DCA)  

-ระดับที่สามไดแก High selective plating media ไดแก 
Bismuth Sulfide (BS), Xylose Lysine Tergitol4 (XLT4) และMSRV (Modified Semi – solid 
Rappaport Vassiliadis agar) ในการจําแนก Salmonella จะอาศัยลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏ
อยูบนอาหารเล้ียงเชื้อ เชน โคโลนีของ Salmonella บนวุนอาหาร XLD จะมีลักษณะขอบเรียบ 
โคโลนีสีแดงมีจุดดําอยูตรงกลาง โคโลนีของ Salmonella บนวุนอาหาร BS จะมีลักษณะสีน้ําตาล
หรือเทาดํา บริเวณรอบๆโคโลนีจะมีสีน้ําตาลหรือบางสายพันธุจะใหโคโลนีสีเขียวและรอบๆโคโลนี
เปนสีดําเล็กนอย และโคโลนีของ Salmonella บนวุนอาหาร MSRV จะมีลักษณะเปนสีขาวขุน
รอบๆจุดที่หยดเช้ือ (รูป2-6) 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
รูป2-6 ลักษณะโคโลนีของ Salmonella บนอาหารเล้ียงเชื้อเลือกเฉพาะชนิดประเภทตางๆ                   
ก: XLD Agar, ข: BS Agar, ค: MSRV Agar 
ที่มา : อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.  

ก ข

ค
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    4) การทดสอบทางชีวเคมี การกล่ันกรองเบ้ืองตนใชอาหารเล้ียง
เช้ือที่ไมจํากัดชนิดของเช้ือ เชน Triple Sugar Iron Agar (TSI), Lysine Iron Agar (LIA), เปนตน 
จากนั้นจึงทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีโดยการทดสอบข้ันแรกนิยมทดสอบ lysine, urease และ 
Indole กอน จากนั้นจึงทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีอีก 14 อยาง เพื่อจําแนกสมาชิกในตระกูล 
Enterobacteriaceae ในระดับสกุล  
    5) การทดสอบทางซีโรวิทยา (serological test) เมื่อไดเช้ือที่
คาดวาจะเปน Salmonella ใหทําการทดสอบทางซีโรวิทยาโดยวิธี slide agglutination  โดยข้ัน
แรกใหทดสอบเชื้อกับ Normal Saline Solution ความเขมขน 0.85% หากเกิดการตกตะกอนข้ึน
แสดงวาเช้ือดังกลาวไมสามารถทดสอบหาซีโรวารไดเนื่องจากเช้ือจะตกตะกอนกับแอนติซีรัมทุก
ชนิด หากไมเกิดการตกตะกอนใหนําเชื้อนั้นไปทดสอบกับแอนติซีรัม Salmonella Polyvalent A-
67 และ Salmonella Polyvalent  A-I ถาตกตะกอนตอแอนติซีรัมใดแสดงวาเช้ือมีแอนติเจนตอ
แอนติซีรัมนั้น (รูป2-7) 
  

 
 

รูป2-7 การทดสอบดวยเทคนิค slide agglutination โดยตัวอยางดานซายมือเกิดปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติซีรัมเกิดการตกตะกอนข้ึน ตัวอยางดานขวามือไมเกิดปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติซีรัม  
ที่มา : Lindquist, 2006 : online  

การตรวจสอบข้ันตอนนี้ยังไมสามารถบอกกลุมของ Salmonella 
ไดเนื่องจากใช antiserum รวมหลายชนิด จึงตองทดสอบกับแอนติซีรัมเด่ียวของแตละกลุมตอไป
ถาให    ผลบวกกับกลุมใดแสดงวาเปน Salmonella กลุมนั้น ข้ันตอนสุดทายคือสงทดสอบยืนยัน
เช้ือที่ WHO National Salmonella and Shigella Center สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี เพื่อตรวจรายละเอียดวาเปนซีโรวารใดตอไป ตัวอยาง
แอนติเจนของ Salmonella ซีโรวารตางๆดังแสดงในตาราง2-5 
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ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห Salmonella ในตัวอยางตาม
มาตรฐานขอกําหนด ISO 6579 แสดงในรูป 2-8 

 

 
 

รูป2-8 แผนภาพการตรวจวิเคราะห Salmonella ในตัวอยางตามมาตรฐานขอกําหนด ISO 6579  
ที่มา : อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป. 
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ตาราง 2-5 ตัวอยางแอนติเจนของ Salmonella ซีโรวารตางๆ 
 

Serovar Serogroup Somatic 
antigen 

Flagella (H) antigen Capsular 
antigen Phase 1 Phase 2 

S. Typhimurium 
S. Enteritidis 
S. Gallinarum 
S. Typhi 
S. Hadar 
S. Virchow 

O : 4 (B) 
O : 9 (D1) 
O : 9 (D1) 
O : 9 (D1) 
O : 8 (C2) 
O : 7 (C1) 

1 , 4 ,[5],12 
1,9,12 
1 ,9,12 
9,12[Vi] 
6,8 
6,7,14 

I 
g,m 
- 
d 
z10 
r 

1,2 
- 
- 
- 
e,n,x 
1,2 

 
 
 
[j],[z66] 
 
 

 

ที่มา : Grimont and Weill, 2007 
   serotyping จึงเปนเทคนิคซ่ึงเปนที่ยอมรับอยางแพรหลายในการจําแนก   
สายพันธุ Salmonella และเปนเคร่ืองมือสําคัญในดานสาธารณสุข อยางไรก็ตามเทคนิคนี้ยังมี
ขอจํากัดอยูเนื่องจากเปนเทคนิคที่สามารถจําแนกความแตกตางไดเพียงในระดับซีโรวารเทานั้น 
ดังนั้นเทคนิคการจําแนกความแตกตางของเช้ือ Salmonella ในระดับซับซีโรวารที่มีประสิทธิภาพ
สูงอ่ืนๆจึงเปนส่ิงจําเปนเพื่อเพิ่มขีดความสามารถใหการจําแนกมีความละเอียดมากข้ึน (Yan et 
al., 2003; อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.) 
 
  2.3.1.2 Phage Typing 

เปนเทคนิคซึ่งใชในการจําแนกความแตกตางของสายพันธุ Salmonella              
ในระดับซับซีโรวาร โดยใชหลักการความจําเพาะของไวรัสแบคทีเรีย (bacteriophage) กับตัวรับ              
(phage receptors) ซึ่งต้ังอยูบนผิวของเซลลแบคทีเรีย ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวาง             
ไอโซเลทได โดยไวรัสแบคทีเรียจะเขาไปจับกับตัวรับที่เหมาะสมทําใหสามารถยึดติดกับผนังเซลล
แบคทีเรียและเกิดการยอยสลายเซลลแบคทีเรียดังแสดงในรูป2-9  

 
 
 
 
. 
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รูป2-9 การติดตามการติดเช้ือไวรัสแบคทีเรียโดยดูจากการยอยสลายเซลลแบคทีเรีย 
ที่มา : ธีระ ยิ้มอยู, 2547 : ออนไลน 
 
   ข้ันตอนการจําแนกสายพันธุ Salmonella ดวยเทคนิค bacteriophage 
typing ประกอบดวยการใชสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียเทบนผิวหนาวุนอาหาร จากนั้นทําใหแหง
แลวเติมสารแขวนลอยไวรัสแบคทีเรียบนผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อแลวปลอยใหแหงจากนั้นนําวุน
อาหารบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกและวิเคราะหผลการติดเชื้อ
ไวรัสแบคทีเรียที่เกิดข้ึนดังแสดงในรูป 2-10 
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รูป2-10 แผนภาพแสดงข้ันตอนการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค 
bacteriophage typing  
ที่มา : National Salmonella Reference Laboratory [NSRL], 2010 : online 

 
 

Flood a liquid culture of the bacteria isolate 
 on  rich nutrient dry agar plate, remove liquid  
culture and  dry plate 

Inoculate set of phage suspensions 
 onto the surface of the plate culture and  
dry plate 

Incubate overnight at 37oC. 

Analyze phage lysis pattern 
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 ในป 1938 Craigie และ Yen ไดจําแนกซีโรวารของ S. Typhi โดยใช              
Vi-phage 4 ชนิด ไดแก I, II, III และ IV และมีการปรับปรุง phage ที่ใชจนสามารถจําแนกได 11 
รูปแบบ ตอมาในป 1943 Felix และ Callow ไดใช phage 11 ชนิดเพื่อจําแนก S.Paratyphi B 
และ S.Typhimurium โดยสามารถจําแนกซีโรวาร Typhimurium ได 12 รูปแบบและไดเพิ่ม 
phage เปน 29 ชนิด ทําใหจําแนกเช้ือไดเปน 34 รูปแบบ หลังจากนั้นในป 1977 Anderson และ
คณะไดกําหนดรูปแบบจากการจําแนกเช้ือ S. Typhimurium เปน definitive types (DT) โดยใช 
phage 34 ชนิด ทําใหไดรูปแบบถึง 207 รูปแบบ (Anderson and Williams, 1956 ; Anderson 
et.al., 1977) อยางไรก็ตามวิธีนี้ยังมีขอจํากัดบางประการเนื่องจากเทคนิค phage typing 
จําเปนตองใช standard phage typing sets ในการวิเคราะหและการเก็บรักษา phage typing 
set ที่ไดมาตรฐาน  ทําใหวิธีนี้สามารถปฏิบัติในหองปฏิบัติการบางแหงเทานั้น (Yan et. al, 2003)  
นอกจากนี้ยังประสบปญหาไมสามารถวิเคราะหเช้ือบางสายพันธุไดเนื่องจากไมมี phage ที่มี
ความจําเพาะกับตัวรับบนผิวเซลลทําใหไมสามารถวิเคราะหรูปแบบที่เกิดข้ึนได 
   เนื่องจากการจําแนกความแตกตางของ Salmonella ในระดับซับซีโรวาร
โดยใชเทคนิค serotyping รวมกับ phage typing ที่พบวายังมีขอจํากัดหลายประการ เชน ขีด
ความสามารถในการจําแนกความแตกตางของเทคนิค มาตรฐานและความสามารถในการทําซ้ํา
ของเทคนิค เปนตน ทําใหมีการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลมาใชรวมกับเทคนิค serotyping 
เพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการจําแนกความแตกตางของ Salmonella ในระดับซับซีโรวารให
สูงข้ึน   
 

2.3.2 การจําแนกสายพันธุ Salmonella โดยใชลักษณะทางพันธุกรรม (genotyping) 
  จากขอจํากัดของการจําแนกสายพันธุ Salmonella ในระดับซับซีโรวารดวย
ลักษณะที่แสดงออกทําใหมกีารพฒันาเทคนิคการจําแนกสายพันธุแบคทีเรียดวยเทคนิคทางอณูชีว
โมเลกุลซ่ึงเปนเทคนิคซ่ึงมีความสามารถในการจําแนกสูงกวาการจําแนกดวยลักษณะที่แสดงออก 
โดยสามารถแบงการจําแนกดวยลักษณะทางพันธุกรรมออกเปน 3 ประเภทใหญๆตามเทคนิคที่ใช
ในการวิเคราะหไดแก restriction-based method, amplification-based method และ 
sequencing-based method 
   
  2.3.2.1 Restriction-based methods 
   เปนเทคนิคการวิเคราะหที่ใชหลักการการแยกดีเอ็นเอและวิเคราะห
ชิ้นสวนดีเอ็นเอซึ่งถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยสามารถแบงเปนวิธีตางๆไดอีกหลายวิธี ไดแก 
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plasmid analysis, restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis, ribotyping, 
insertional sequences (IS)-RFLP และ pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)  

  2.3.2.1.1 Plasmid analysis   
   พลาสมิด คือ โม เลกุ ล ดี เ อ็น เอที่ อยู ภายนอกโคร โมโซม 

(extrachromosomal DNA) ที่มีลักษณะเปนวงแหวน (circular DNA) อยูในไซโทพลาสซึมของ
แบคทีเรีย เมื่อแบคทีเรียมีการแบงเซลลจะเกิดการทําสําเนาพลาสมิดมายังเซลลลูกดวย ดังนั้น
แบคทีเรียซ่ึงมาจากตนกําเนิดเดียวกันโดยปกติมักจะพบพลาสมิดชนิดเดียวกัน ทําใหสามารถ
เปรียบเทียบความแตกตางระหวางสายพันธุแบคทีเรียได ข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของ
แบคทีเรียดวยเทคนิค plasmid analysis แสดงในรูป2-11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูป2-11 แผนภาพแสดงข้ันตอนการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค plasmid 
analysis  
ที่มา : รวงผ้ึง สุทเธนทร, 2545 : online 

สกัดพลาสมิดจากแบคทีเรีย 

แยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเจลอิเล็กโทร 
โฟรีซิส 

ยอมแผนเจล

ตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ

วิเคราะหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ 
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ข้ั น แ ร ก แ ย ก ดี เ อ็ น เ อ ข อ ง พ ล า ส มิ ด ซึ่ ง เ ป น ส ว น 
extrachromosomal DNA ออกจากแบคทีเรีย ตัดดีเอ็นเอดวย restriction enzymes จากนั้นนําไป
ทํา agarose gel electrophoresis ดูขนาดช้ินสวนและปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแต
ละสายพันธุ โดยในป 1982 Taylor และคณะไดรายงานถึงชนิดของพลาสมิดซ่ึงพบใน Salmonella 
spp. หลังจากนั้นไดมีความพยายามนําเทคนิคนี้มาใชจําแนกสายพันธุ Salmonella อยางไรก็ตาม
พบวาในบางคร้ังเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางของพลาสมิดซึ่งอาจสงผลกระทบตอคุณสมบัติ
การเคลื่อนที่ระหวางการวิเคราะหเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Olsen et al., 1992; Foley et al., 2009) 
และอาจทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอหลายแถบบนแผนเจลทําใหการวิเคราะหรูปแบบทําไดยาก ในบาง
กรณีพบวาแบคทีเรียมีพลาสมิดหลายชนิดซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกันอาจเกิดการเคล่ือนที่ไป
พรอมกันและปรากฏแถบดีเอ็นเอเพียงหนึ่งแถบบนแผนเจล ดังนั้นจึงมีการพัฒนาโดยใชเอนไซม
ตัดจําเพาะตัดพลาสมิดเพื่อสรางรูปแบบการตัด (plasmid fingerprint) ข้ึน ในป 1987 Platt และ
คณะไดประสบความสําเร็จในการใชเทคนิค plasmid fingerprinting ในดานระบาดวิทยาของ S. 
Typhimurium (Threlfall et al., 1990) อยางไรก็ตามวิธีนี้ยังคงมีขอจํากัดอยูที่แบคทีเรียบางไอโซ
เลทไมมีพลาสมิด หรือการเจริญในบางสภาวะทําใหพลาสมิดสามารถหายไปไดซึ่งการมีหรือไมมีพ
ลาสมิดจะสงผลกระทบตอการวิเคราะหความเกี่ยวของทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย (Foley et 
al., 2009) 

 
  2.3.2.1.2 Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

analysis 
   เปนเทคนิคที่ใชเอนไซมตัดจําเพาะตัด chromosomal DNA ที่                

ตําแหนงที่มีการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดแบบจําเพาะ ซึ่งเรียกวาตําแหนงจดจํา (recognition site) 
(ตาราง  2-6) และแยกช้ินสวนที่เกิดจากการตัดดวยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ถาดีเอ็นเอ
เปาหมายมีลําดับเบสที่เปล่ียนแปลงไปเมื่อนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกัน จะได
ขนาดชิ้นสวน         ดีเอ็นเอและจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอแตกตางกัน ข้ันตอนการวิเคราะหความ
แตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค RFLP แสดงในรูป2-12 
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ตาราง2-6 ตัวอยางเอนไซมตัดจําเพาะและบริเวณจดจําที่ใชในเทคนิค RFLP 
 

Restriction enzyme Recognition site 
MboI ^GATC 
HhaI GCG^C 
Hphl GGTGA(N8)^ 

 
 
 

 
 

รูป2-12 แผนภาพแสดงข้ันตอนการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค RFLP  
ที่มา : Hancock, 1992  

     
 



  29  

เทคนิคนี้ถูกนําไปใชวิเคราะหเช้ือ Salmonella ซีโรวารตางๆ เชน Typhimurium, Dublin 
และ Enteritidis (Tompkins et al., 1986) ตอมามีการพัฒนานําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction (PCR)) มาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในบริเวณที่ตองการและตัด
ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและแยกช้ินสวนที่เกิดจากการตัดดวยเทคนิค
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เรียกเทคนิคนี้วา PCR-RFLP โดยยีนที่นิยมใชในการทดสอบเชื้อ Salmonella 
คือยีน fliC ซึ่งเทคนิคนี้ประสบความสําเร็จในการจําแนกความแตกตางของซีโรวาร Gallinarum แต
ไมสามารถแยกความแตกตางของซีโรวารอ่ืนๆได (Foley et al., 2009) 

   
2.3.2.1.3 Ribotyping 

   เปนเทคนิคที่ถูกพัฒนามาจากเทคนิค PCR-RFLP โดยอาศัย
ความแตกตางของตําแหนงและจํานวนของยีนบริเวณ 16 S และ 23 S ribosomal RNA (rRNA) 
ใชเอนไซมตัดจําเพาะตัดดีเอ็นเอจากนั้นแยกชิ้นสวนที่ถูกตัดเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสและตรึงดี
เอ็นเอบนแผนเมมเบรนและนําแผนเมมเบรนมาไฮบริไดซพรอมกับโพรบซ่ึงจําเพาะตอบริเวณ
อนุรักษของยีน rRNA รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดสามารถนําไปใชในการจําแนกความแตกตาง
ของสายพันธุแบคทีเรียได โดยในป1989 Altwegg และคณะไดใชเทคนิค ribotyping ในการ
จําแนกความแตกตางของ S. Typhi โดยสามารถจําแนกได 16 สายพันธุจาก 8 phage type 
(Altwegg, Hickman-Brenner and Farmer, 1989) ถึงแมวิธีนี้จะใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่
แปรผลงายและทําซ้ําไดแตมีขอจํากัดอยูที่จํานวนของยีน rRNA ซึ่งถาหากมีจํานวน ribosomal 
operons นอยก็จะทําใหความสามารถในการจําแนกความแตกตางลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับวิธี
อ่ืนๆ (Nielsen et al., 2000, Foley et al., 2009) 

 
  2.3.2.1.4 Insertional sequences (IS)-RFLP 
   ความแตกตางระหวางเทคนิค IS – RFLP และ ribotyping คือ

โพรบที่ใชใน IS-RFLP จะจําเพาะกับบริเวณ insertion sequences (IS) โดยเฉพาะ IS200 ซึ่งนิยม
ใชในการจําแนกความแตกตางของเชื้อ Salmonella ในซีโรวาร Typhimurium และ Enteritidis 
ขอดอยของเทคนิคนี้เกิดจากเชื้อ Salmonella บางไอโซเลทไมมี IS200 ทําใหวิธีการนี้ไมมี
ประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือเหลานี้ อยางไรก็ตามวิธีนี้ยังคงมีประโยชนในการจําแนกความ
แตกตางระหวางเชื้อ Salmonella สายพันธุที่ด้ือยาปฏิชีวนะและสายพันธุที่ไวตอยาปฏิชีวนะ 
(Threlfall et al, 1994; Millemann et al., 2000;  Foley et al., 2009)  
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2.3.2.1.5 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)  
    เปนเทคนิคซ่ึงถูกพัฒนาข้ึนในป 1984 เพื่อแยกช้ินสวนดีเอ็นเอ
ของยีสตซึ่งมีขนาดใหญ (Schwartz and Cantor, 1984) และถูกนํามาประยุกตใชรวมกับเทคนิค 
RFLP เพื่อจําแนกความแตกตางในระดับซีโรวารของเชื้อ Salmonella ในป 1995 โดย Murase 
และคณะ (Murase et al., 1995) เอนไซมตัดจําเพาะซึ่งนิยมใชในการตัดดีเอ็นเอของเชื้อ 
Salmonella ไดแก XbaI, BlnI หลังจากการตัดเปนข้ันตอนการแยกช้ินสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิ
เล็กโทรโฟรีซิส ในระหวางข้ันตอนนี้จะมีการสลับข้ัวกระแสไฟฟาเปนจังหวะทําใหเกิดการแยก
ชิ้นสวนดีเอ็นเอตามขนาดซึ่งมีต้ังแต 20 – 800 กิโลเบสเกิดเปนรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอดัง
แสดงในรูป2-13 
    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูป2-13 แผนภาพแสดงข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของเชื้อแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิค 
PFGE 
ที่มา : Martin and Nightingale, 2009 



  31  

เทคนิค PFGE เปนเทคนิคทางอณูชีววิทยาซ่ึงถูกจัดใหเปน                         
“gold standard” ในการจําแนกเชื้อ Salmonella ในระดับซับซีโรวารเนื่องจากเปนเทคนิคซ่ึงมี
ประโยชนและสามารถทําซํ้าไดจึงถูกนํามาใชในการศึกษาทางระบาดวิทยาอยางแพรหลาย 
นอกจากนี้ยังสามารถเปรียบเทียบผลการทดสอบจากหองปฏิบัติการตางๆผานฐานขอมูลกลาง 
“PulseNet” (http://www.cdc.gov/pulsenet/) ซึ่งเปน National Molecular Subtyping Network 
for Foodborne Disease Surveillance  บริหารโดย Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC) อยางไรก็ตามเทคนิคนี้เปนเทคนิคซ่ึงใชแรงงานมากและอาจตองใชเวลา 2 – 4 
วันในการดําเนินการวิเคราะหและแปรผลและอาจตองใชเอนไซมตัดจําเพาะมากกวาหนึ่งตัวเพื่อให
มั่นใจวาเช้ือนั้นมีความแตกตางทางพันธุกรรมจริงๆ (Yan et al., 2003 ; Zheng et al., 2007 ; 
Foley et al., 2009)  
 

2.3.2.2 Amplification-based methods 
เปนเทคนิคที่ถูกพัฒนาข้ึนเพื่อใชจําแนกความแตกตางของสายพันธุ

แบคทีเรียโดยหลักการของเทคนิคนี้คือการวิเคราะหความผันแปรทางพันธุกรรมของแบคทีเรียดวย
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (Polymerase Chain Reaction [PCR]) 
เพื่อดูการมีหรือไมมียีนในตําแหนงเปาหมาย โดยสามารถแบงเปนวิธีตางๆไดอีกหลายวิธี ไดแก 
amplified fragment length polymorphism (AFLP), random amplified polymorphic DNA 
PCR (RAPD-PCR), repetitive element PCR (Rep – PCR) และ variable number of tandem 
repeat (VNTR) analysis และ multiple locus VNTR analysis (MLVA) 
  
   2.3.2.2.1 Amplified fragment length polymorphism (AFLP) 

    การวิเคราะหดวยเทคนิค AFLP เปนเทคนิคซึ่งใชการตัด           
ดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะรวมกับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอารในการหา              
จีโนไทปโดยมีข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค AFLP แสดงในรูป2-14 
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รูป2-14 แผนภาพแสดงข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของเชื้อแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิค 
AFLP 
ที่มา : ดัดแปลงจาก University OF OSLO, n.d. : online 
 

ในการวิเคราะหดวยเทคนิค AFLP นั้น จีโนมของแบคทีเรียจะ             
ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและนําช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถูกตัดไปเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอดวยเทคนิค            
พีซีอาร โดยทําการเชื่อมตอ adapter เขาที่ปลายของช้ินดีเอ็นเอตอจากตําแหนงตัดจําเพาะของ
เอนไซมเพื่อเปนตําแหนงสําหรับใหไพรเมอรมาจับในการทําพีซีอาร โดยไพรเมอรที่ใชการทําพีซี
อารจะถูกเพิ่มเบสเขาไปที่ปลาย 3’ ประมาณ 1 – 3 เบสตอจากเบสที่ตําแหนงตัดจําเพาะของ
เอนไซมเพื่อใหเลือกจับกับช้ินดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสสอดคลองกับไพรเมอรทําใหสามารถลดจํานวน
ชิ้นดีเอ็นเอที่จะตองวิเคราะหทั้งหมดได หลังจากทําปฏิกิริยาพีซีอารแลวช้ินดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่ม
ปริมาณจะถูกแยกดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อหาลายพิมพดีเอ็นเอมาใชในการจําแนกความ
แตกตางของแบคทีเรียตอไป เทคนิคนี้ถูกนําไปประยุกตใชในการจําแนกเช้ือ Salmonella  ต้ังแตป 
1998 เปนตนมา Aarts และคณะไดใชเทคนิคนี้ในการจําแนกความแตกตางในระดับซับสปชียและ 
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ในป 2000 Lindstedt และคณะไดจําแนกความแตกตางของเช้ือ 
Salmonella enterica supsp. enterica ในระดับซีโรวาร ซึ่งเทคนิคนี้มีความสามารถในการ
จําแนกเทากับเทคนิค PFGE อยางไรก็ตามภายหลังไดมีการนําเคร่ือง automate DNA 
sequencer มาใชในแยกและตรวจวัดช้ินสวนดีเอ็นเอทําใหเทคนิคนี้มีความถูกตองมากข้ึนแตก็ทํา
ใหเกิดขอจํากัดสําหรับหองปฏิบัติหลายๆแหงซึ่งไมมีเคร่ืองมือตัวนี้ (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2552;  
Aarts, Lith and Keijer, 1998; Lindstedt et al., 2000; Foley et al., 2009) 
 
   2.3.2.2.2 Random amplified polymorphic DNA PCR(RAPD-PCR)  

   RAPD-PCR เปนวิธีตรวจลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคพีซีอาร
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุมเนื่องจากไพรเมอรที่ใชไมจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใด 
หลังจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอารแลว ชิ้นสวนที่ถูกเพิ่มปริมาณจะถูกแยกดวย
เทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสและลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจะถูกนําไปเปรียบเทียบความเก่ียวของทาง
พันธุกรรมของสายพันธุแบคทีเรีย หลักการวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค 
RAPD-PCR แสดงในรูป2-15 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป2-15 หลักการวิเคราะหความแตกตางของเชื้อแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิค RAPD-PCR 
ที่มา : Silver, 1995 : online 
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ในป 2000 Chansiripornchai และคณะ ไดรายงานถึงการใช
เทคนิค RAPD-PCR ในการจําแนกความแตกตางของเชื้อ Salmonella พบวาเทคนิคนี้สามารถ
จําแนกความแตกตางระหวางซีโรวารไดแตยังมีขอจํากัดในการแยกความแตกตางของเช้ือในระดับ
ซับซีโรวาร นอกจากนี้ยังพบปญหาในเร่ืองการทําซํ้าของเทคนิค เนื่องจากการเปลี่ยนแปลง
สวนผสมของสารเคมี สภาวะในการทําพีซีอาร หรือปจจัยอ่ืนๆเพียงเล็กนอยอาจสงผลทําให
รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเปล่ียนแปลงไปสงผลตอ repeatability และ reproducibility ของเทคนิค 
(สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2552  ; Chansiripornchai et al., 2000 ; Foley et al., 2009) 
 

  2.3.2.2.3 Repetitive element PCR (Rep – PCR)   
    Rep-PCR เปนเทคนิคในการจําแนกความแตกตางของ
แบคทีเรียโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่มีลําดับนิวคลีโอไทดซ้ําๆกัน (repetitive DNA) ซึ่งกระจาย
อยูทั่วจีโนมของแบคทีเรีย หลังจากนั้นชิ้นสวนที่ถูกเพิ่มปริมาณจะถูกแยกดวยเทคนิคอิเล็กโทร            
โฟรีซีสและลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจะถูกนํามาเปรียบเทียบกันเพื่อหาความเกี่ยวของทางพันธุกรรม 
โดยมีหลักการวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค Rep-PCR ดังแสดงในรูป2-16 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูป2-16 หลักการวิเคราะหความแตกตางของเชื้อแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิค Rep-PCR 
ที่มา : Sarita Raengpradub, 2009 : online 
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ความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนเกิดจากความแตกตาง
ของจํานวน repetitive DNA และตําแหนงภายในจีโนมของแบคทีเรีย สําหรับ repetitive DNA ที่
นิยมใช ไดแก enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC), repetitive extragenic 
palindromic (REP) และ BOX sequence เปนตน ERIC- PCR ถูกใชในการจําแนกความแตกตาง
ของเช้ือแบคทีเรียกอโรครวมถึงเช้ือ Salmonella ดวย อยางไรก็ตามความสามารถในการจําแนก
ความแตกตางยังดอยกวาเทคนิค PFGE  นอกจากนี้ยังพบปญหาในเร่ืองการทําซํ้าซ่ึงเกิดจากการ
เปล่ียนแปลงสวนผสมของสารเคมี สภาวะในการทําพีซีอารหรือปจจัยอ่ืนๆเพียงเล็กนอยอาจสงผล
ทําใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป (Versalovic et al., 1991; Foley et al., 2009) 
 
    2.3.2.2.4 Variable number of tandem repeat (VNTR) analysis 
and multiple locus VNTR analysis (MLVA) 
    เปนเทคนิคในการจําแนกความแตกตางของสายพันธุแบคทีเรีย
โดยพิจารณาจากความผันแปรของจํานวน variable number of tandem repeats (VNTR) ใน
จีโนมของแบคทีเรีย โดยมีข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค MLVA ดัง
แสดงในรูป  2-17 
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รูป2–17 แผนภาพแสดงแนวคิดและข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของเช้ือแบคทีเรียกอโรค
ดวยเทคนิค MLVA โดยสมมติจํานวน VNTR ของเช้ือไอโซเลท A และ B และภาพเจลสมมติซึ่งเกิด
เกิดากการแยกช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณของไอโซเลท A และ B (เมื่อแถว M คือ DNA 
marker ถบบนแทนช้ินสวนดีเอ็นเอซึง่มขีนาดใหญสุดและแถบลางแทนช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งมีขนาด
เล็กสุดแถว 2 – 7 แสดงขนาดช้ินสวน VNTR ทั้ง 3 ตําแหนงของไอโซเลท A และ B 
ที่มา : Martin and Nightingale, 2009 
 

 
ในข้ันแรกนั้นจําเปนตองหาตําแหนง VNTR ทั้งหมดในจีโนมของ

แบคทีเรียที่สนใจ หลังจากเลือกตําแหนงไดแลวจึงออกแบบไพรเมอรเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน
บริเวณที่ตองการ จากนั้นช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณจะถูกนําไปหาขนาดเพื่อนําไปคํานวณ
จํานวน repeat  ความแตกตางของจํานวน repeat ที่ไดจะนํามาพิจารณาความแตกตางของสาย
พันธุแบคทีเรีย ในบางคร้ังการวิเคราะห VNTR เพียงตําแหนงเดียวอาจทําใหความสามารถในการ
จําแนกความแตกตางไมเพียงพอ ดังนั้นจึงมีการพัฒนาโดยเพิ่มจํานวนบริเวณ VNTR ใหมีหลาย
ตําแหนงและพัฒนาไพรเมอรที่ใชในการทดสอบโดยการติดสีฟลูออเรสเซนตเขาไปที่ไพรเมอรซึ่งทํา
ใหสามารถแยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอไดดวยเคร่ือง automated sequencer หรือ capillary gel 
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electrophoresis (CE)  ทําใหการหาขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอมีความแมนยํามากจนสามารถ
เปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการได (Yan et al, 2003; Belkum, 2008; Foley et al., 2009; 
Martin and Nightingale, 2009) 

ในป 2003 Lindstedt และคณะศึกษาการจําแนกความแตกตาง
ใน           ซีโรวาร  Typhimurium จากขนาดของ VNTR ดวยเทคนิค MLVA เปรียบเทียบกับวิธี 
PFGE โดยเลือก VNTR ที่ตําแหนงตางๆทั้งหมด 8 ตําแหนง พบวาเทคนิค MLVA สามารถจําแนก
ความแตกตางในระดับซีโรวารไดดีกวาเทคนิค PFGE โดยเฉพาะการจําแนกความแตกตางของเช้ือ                     
S. Typhimurium DT 104 phage type ซึ่งมีความใกลชิดทางพันธุกรรมสูงเชนเดียวกับ 
Torphdahl และคณะ (2006) ซึ่งใชเทคนิค MLVA ในการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ S. 
Typhimurium DT12 (Lindstedt et al., 2003; Torphdahl et al., 2006)  นอกจากนี้เทคนิค 
MLVA ยังสามารถจําแนกความแตกตางในระดับซีโรวารของเช้ือ S. Enteritidis ไดดีกวาเทคนิค 
PFGE และ phage typing อีกดวย(Boxrud et al., 2007) ดังนั้นเทคนิค MLVA จึงเปนเทคนิคที่มี
ความสามารถในการจําแนกความแตกตางในระดับซีโรวารของเชื้อ S. Typhimurium สูงกวา
เทคนิคอ่ืนๆและสามารถทําซํ้าได อยางไรก็ตามขอจํากัดของเทคนิคนี้คือในการวิเคราะหขนาด
ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค capillary gel electrophoresis นั้นคาใชจายในการ
วิเคราะหตอตัวอยางและเคร่ืองมือที่ใชวิเคราะหมีราคาคอนขางสูง ทําใหไมเหมาะสมในการใช
วิเคราะหกับตัวอยางจํานวนมาก 

   
2.3.2.3 Sequencing-based methods 

   เมื่อขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับนิวคลีโอไทดทั้งจีโนมของ
แบคทีเรียมีมากข้ึนจึงมีการพัฒนาเทคนิคในการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียโดยพิจารณา
จากการเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดซึ่งจะทําใหสามารถจําแนกความแตกตางระหวางไอโซ
เลทและดูความสัมพันธทางวิวัฒนาการระหวางไอโซเลทได 
 

  2.3.2.3.1 Multilocus sequence typing (MLST) 
   เปนเทคนิคการวิเคราะหความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดใน ชิ้นสวน
ของ house keeping gene  ซึ่งเปนยีนที่มีความเกี่ยวของกับฟงกชันพื้นฐานที่มีความจําเปนตอ
การดํารงอยูของส่ิงมีชีวิต นอกจากนี้ยังเปนยีนที่ปรากฏในทุกไอโซเลทและการเปล่ียนแปลงของ
ลําดับนิวคลีโอไทดเกิดข้ึนอยางชาๆ ประโยชนของการหาลําดับนิวคลีโอไทดคือสามารถแปรผลได
งาย และสามารถจัดเก็บขอมูลในระบบฐานขอมูลอิเล็กทรอนิกสทําใหสามารถเปรียบเทียบขอมูล
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ลําดับนิวคลีโอไทดไดทั่วโลก (Urwin and Maiden, 2003) ข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของ
แบคทีเรียดวยเทคนิค MLST ดังแสดงในรูป2-18 
 

  

 

รูป2-18 หลักการวิเคราะหความแตกตางของเช้ือแบคทเีรียกอโรคดวยเทคนิค MLST 
ที่มา : Urwin and Maiden, 2003 
  
   ในป 2002 Kotetishvili และคณะ ใชเทคนิค MLST จําแนกความ
แตกตางในซีโรวาร Typhimurium เปรียบเทียบกับเทคนิค PFGE และ serotyping พบวาเทคนิค 
MLST ซึ่งใช house keeping gene  4 ตําแหนงใหความสามารถในการจําแนกความแตกตาง
ดีกวาเทคนิค PFGE และ serotyping ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Foley และคณะ ในป 2006 
พบวาเทคนิค MLST สามารถจําแนกความแตกตางระหวางไอโซเลทซ่ึงมีลายพิมพดีเอ็นเอจาก
เทคนิค PFGE เดียวกันได อยางไรก็ตามในป 2005 Fakhr และคณะ ไดรายงานวาเทคนิค MLST 
มีความสามารถในการจําแนกความแตกตางในซีโรวาร Typhimurium นอยกวาเทคนิค PFGE ซึ่ง
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การรายงานที่ไมสอดคลองกันนี้อาจเกิดจากการเลือกยีนและจํานวนโลไซที่ใชในการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด ขอจํากัดของเทคนิค MLST คือตองการผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพ
ทําใหตองใชเอนไซมที่มีคุณภาพดีและจําเปนตองทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสองทิศทางทําให
เสียคาใชจายคอนขางสูง (Kotetishvili et al., 2002; Yan et al, 2003; Fakhr et al., 2005; Foley 
et al., 2009; Martin and Nightingale, 2009) 
 
2.4 Capillary gel electrophoresis (CE)  

เปนเทคนิคการวิเคราะหขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งพัฒนามาจากเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช
ระบบแคปลารีแทนแผนเจลเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการแยกขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอ โดยแคปลารีจะ
มีขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 20 – 100 ไมโครเมตรและมีความยาว 20 – 100 เซนติเมตร 
ภายในแคปลารีประกอบดวยซิลิกาซึ่งภายนอกถูกเคลือบดวยสารโพลิเมอร จากการที่แคปลารีมี
ขนาดเล็กทําใหสามารถใชบัฟเฟอรและตัวอยางในการวิเคราะหในปริมาณนอย สวนประกอบ
พื้นฐานของแคปลารีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสดังแสดงในรูป2-19 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
รูป2-19 สวนประกอบพืน้ฐานของเคร่ืองมือ capillary electrophoresis 
ที่มา : วีณัน บณัฑิตย, 2548 : ออนไลน  
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สวนประกอบพื้นฐานในระบบของแคปลารีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจะประกอบดวย เคร่ืองจาย
กระแสไฟฟาแรงสูง ภาชนะใสบัฟเฟอร อิเล็กโทรดที่ตอกับเคร่ืองจายไฟและเคร่ืองตรวจจับ
สัญญาณ  เมื่อเร่ิมการวิเคราะหตัวอยางจะถูกฉีดเขาไปในปลายดานหนึ่งของแคปลารีโดยใช
สนามไฟฟาหรือใชความดัน หลังจากที่ตัวอยางปริมาณหนึ่งเขาไปในแคปลารีแลวแคปลารีจะถูก
ยายไปยังภาชนะใสบัฟเฟอรและจะเร่ิมการทําอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยตรวจวัดสัญญาณดวยเคร่ือง
ตรวจจับสัญญาณที่ปลายอีกดานหนึ่งของแคปลารีซึ่งขอมูลจะถูกบันทึกและจัดเก็บโดย
เคร่ืองประมวลผล (Zhu, 2005) 

ขอดีของเทคนิคแคปลารีเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสคือลดข้ันตอนในการเตรียมแผนเจลเนื่องจาก
เจลเปนแบบพรอมใชและใชเวลาในการแยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอนอยกวาวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส
แบบด้ังเดิมทําใหสามารถวิเคราะหตัวอยางไดรวดเร็วกวา อยางไรก็ตามเทคนิคนี้ยังมีขอจํากัดโดย
เคร่ืองมือวิเคราะหนี้ยังคงมีราคาแพงทําใหมีอยูในเฉพาะหองปฏิบัติการบางที่เทานั้น นอกจากนี้
คาใชจายในการวิเคราะหตอตัวอยางยังคงมีราคาสูง (วีณัน บัณฑิตย, 2548) 

 
2.5 High Resolution Melting (HRM) Analysis 

เปนเทคนิคทางอณูชีววิทยาซ่ึงถูกพัฒนาข้ึนเพื่อใชในการตรวจวัดอุณหภูมิหลอมเหลวของ           
ดีเอ็นเอ (melting temperature, Tm) โดยตรวจวัดสัญญาณสีฟลูออเรสเซนตอ่ิมตัวสูงเร่ิมต้ังแตถูก
ยึดเกาะในดีเอ็นเอสายคูจนกระทั่งถูกปลดปลอยออกมาจากตําแหนงยึดเกาะในขณะที่มีการเพิ่ม
อุณหภูมิจนดีเอ็นเอสายคูแยกตัวออกจากกันเปนดีเอ็นเอสายเด่ียวโดยสมบูรณอุณหภูมิ ณ จุดที่
การแยกสายดีเอ็นเอเกิดข้ึน 50 เปอรเซ็นตคือคาที่เปนตัวแทนคาอุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอ
สายคูนั้นโดย หลักการเบื้องตนของการหาคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอดวยเทคนิค HRM ดัง
แสดงในรูป2-20  
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ภาพ2-20 หลักการเบ้ืองตนในการพลอตคาสัญญาณฟลูออเรสเซนตและอุณหภูมิในการวิเคราะห
ดวยเทคนิค HRM 
ที่มา : Corbett Research, 2006 : online 
 

ปจจัยที่สงผลตออุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอ ไดแก ปริมาณGC ที่อยูในช้ินสวนดีเอ็น
เอ ความยาวของสายดีเอ็นเอและลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอนัน้ซึ่งทาํใหคาการหลอมเหลว
ของชิ้นสวนดีเอ็นเอคอนขางมีความเฉพาะเจาะจง เทคนิค HRM ถูกนําไปใชประโยชนในทาง
การแพทยอยางแพรหลาย เชน การวิเคราะห single strand conformation polymorphism 
(SSCP) หรือนําไปใชในการจําแนกชนิดสายพันธุของ mycobacteria ในกลุม Mycobacterium 
chelonae-abscessus  นอกจากนี้เทคนิค HRM ยังถูกนําไปใชในการวิเคราะหจีโนไทปของ 
Staphylococcus aureus, และใชจําแนกความแตกตางในระดับซับซีโรวารของเช้ือ Bacillus 
anthrcis และ Yersinia petis อีกดวย (Erali, Voelkerding and Wittwer, 2008; Wittwer, 
Rasmussen and Ririe, 2009;  Witter, 2009)   
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 Erali และคณะ (2006) ศึกษาการใชเทคนิค HRM ในการจําแนกความแตกตางของ
แบคทีเรียในระดับสปชีย โดยใช Aspergillus 4 สายพันธุ ไดแก A. terreus,  A. flavus,                 
A. fumigatus และ A. niger  พบวาเทคนิค HRM ใหรูปแบบ melting profile เปน 4 รูปแบบที่
แยกจากกันอยางชัดเจนสอดคลองกับการทดลองของ Jeffery และคณะ ในป 2007  ซึ่งจัดกลุม
สายพันธุของ Mycoplasma synoviae จํานวน 33 ไอโซเลท โดยเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอ
บริเวณยีน variable lipoprotein and haemagglutinin gene (vlhA) โดยใชเทคนิค HRM 
เปรียบเทียบกับเทคนิค single-strand conformation polymorphisms (SSCP)  พบวาเทคนิค 
HRM ใหผลที่สอดคลองกับผลของ SSCP และเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาในแตละ
รูปแบบมีลําดับนิวคลีโอไทดตางกันเพียง 1 เบสเทานั้น (Erali et al., 2006; Jeffery et al., 2007) 

Fortini และคณะ (2007)   ศึกษาการใชเทคนิค HRM ในการจําแนกความแตกตางใน
ระดับตํ่ากวาสปชีสของเชื้อ Bacillus anthracis จํานวน 19 สายพันธุ เปรียบเทียบผลการทดลอง
กับเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค CE ที่ตําแหนงอัลลีลเดียวกันเปนจํานวน 6 ตําแหนง พบวา 
melting profile ที่ไดมีความแตกตางกันอยางชัดเจนและสอดคลองกับผลของเทคนิค MLVA 
รวมกับเทคนิค CE  (Fortini et al., 2007)  
 Ciammaruconi และคณะ (2009) ศึกษาการใชเทคนิค HRM ในการจําแนกความ
แตกตางของอัลลีลอยางรวดเร็วใน Y. pestis จํานวน 10 ไอโซเลท โดยใชตําแหนงเปาหมาย
จํานวน 25 ตําแหนงจากการวิเคราะหดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค capillary 
electrophoresis (CE) พบวามีตําแหนงเปาหมาย 14 ตําแหนงที่มี melting profile แตกตางกัน
และสามารถใชทดสอบความแตกตางของอัลลีลไดอยางถูกตอง (Ciammaruconi, 2009)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เชื้อแบคทีเรยี 
เช้ือ S. Typhimurium และ S. Enteritidis จํานวน 50 ไอโซเลทที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ไดรับ

ความอนุเคราะหจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข โดยมีไอโซเลทดังตอไปนี้ 
STTR01, STTR02, STTR03, STTR04, STTR05, STTR06, STTR07, STTR08, STTR09, 
STTR10, STTR11, STTR14, STTR15, STTR16, STTR17, STTR18, STTR23, STTR24, 
STTR25, STTR26, STTR27, STTR29, STTR31, STTR32, STTR33, STTR35, STTR37, 
STTR38, STTR42, SAP21194/08, SAP00433/09, SAP00444/09, SAP00445/09, 
SAP00564/09, SAP01571/09, SAP03057/09, SAO4202, SAP4282, SAP4570, SAP4572, 
SAP5447, SAP6077, SAP9184/09, MLST12, MLST13, MLST23, MLST24, MLST33, 
ATCC13311 และ DMST17242 

3.2 เครื่องมือที่ใชในการวจิัย 

3.2.1 สารเคมีและสารละลาย 
  Absolute ethanol (Merck, Germany) 

dNTPs (Fermentus, USA) 
LightCycle®480 Resolight Dye (Roche, Germany)   

   Magnesium chloride (Invitrogen, Brazil) 
  Oligonucleotide primer (1st base, Singapore) 
  PCR RXN buffer (Invitrogen, Brazil) 
  Taq DNA polymerase (Invitrogen, Brazil) 
  Triptic Soy Broth (TSB) (Merck, Germanay) 

3.2.2 ชุดทดสอบ 

Genomic DNA extraction kit (Qiagen, Germany)   
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3.2.3 อุปกรณและเครื่องมือ 

LightCycle®480 Real time PCR system (Roche, Germany)                             
PCR Thermocycle (Corbette, Australia)                          
Pipette, 2, 10,20,100,200,1,000 μl (Biohit, Germany)                                                    
UV-Vis Spectrophotometer Model U-1900 (Hitachi, Japan)                              
Mikro 200 zentrifugen (HeHich, Germany)                                           
 Incubator (Binder, Germany )    

 3.3 การเตรยีมดีเอ็นเอจากเช้ือ S. Typhimurium และ S. Enteritidis                                                 

3.3.1 การสกดัดีเอ็นเอดวยชุดทดสอบ  
  เช้ือ S. Typhimurium และ S. Enteritidis ถูกสกัดดีเอ็นเอดวย Genomic DNA 
Extraction Kit โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
  1) ดูด suspension ของเชื้อ S. Typhimurium หรือ S. Enteritidis ซึ่งถูก
เพาะเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
16 – 24 ชั่วโมง  ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  ทิ้งสารละลายสวนใส ทําซํ้า 2 คร้ัง 
  2) ลางตะกอนเซลลดวยน้ําปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดี
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ทิ้งสารละลายสวนใส 
  3) เติม GT buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปนผสมใหเขากนัดี ต้ังทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 5 นาท ี
  4) เติม GB buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปนผสมนาน 5 วินาที 
  5) นําสารละลายในขอ 4 บมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที                      
จนสารละลายใสกลับหลอดทุกๆ 3 นาที 
  6) นําหลอดน้ําปราศจากไอออนเขาตูที่มีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมงเพื่อใชเปนตัวทําละลายดีเอ็นเอ  
  7) เติม Absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปนสวนผสมนาน 10 วินาที             
ในข้ันตอนนี้หากมีตะกอนเกิดข้ึนใหปนสวนผสมจนตะกอนแตก 
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  8) สวม GD column ลงใน collection tube ใสสารละลายในขอ 7 ลงใน GD 
column ปดฝานําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที เทสารละลายใน 
collection tube ทิ้ง สวม GD column ลงใน collection tube  
  9) เติม W1 buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตรลงใน GD column นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีนาน 30 วินาที เทสารละลายใน collection tube ทิ้งสวม GD 
column ลงใน collection tube 
  10) เติม wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตรลงใน GD column นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที  เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง สวม 
GD column ลงใน collection tube 
  11) นํา GD column ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 3 นาที 
ยาย GD column ใสใน microcentrifuge tube เติมน้ําปราศจากไอออนที่บมที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงใน column matrix 
  12) ทิ้งไวนาน 2 นาที ให column matrix ดูดซับน้ําปราศจากไอออนจนหมด 
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีนาน 30 วินาที จะไดสารละลาย DNA นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงและเจือจางใหไดความเขมขนตามตองการ เก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
 
 3.3.2 การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีการตม 
  1) ดูดสารละลายเชื้อ S. Typhimurium หรือ S. Enteritidis ซึ่งถูกเพาะเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเชื้อ TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16 – 24 
ชั่วโมง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสในหลอดทําพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีนาน 10 นาที  ทิ้งสารละลายสวนใส  

2) ลางตะกอนเซลลดวยน้ําปราศจากไอออนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กันดีนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ทิ้งสารละลายสวนใสเติมน้ํา
ปราศจากไอออนปริมาตร 100 ไมโครลิตรแลวนําไปตมดวย PCR thermocycler ดวยโปรแกรม
อุณหภูมิ 99 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที   

3) นําสารละลายเชื้อที่ตมแลวไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว13,000 รอบตอนาที              
นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนใสใชงานไดทันที 
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3.4 การเก็บรักษาดีเอ็นเอ 
 ดีเอ็นเอจากการสกัดดวยชุดทดสอบและการสกัดดวยการตมจะถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ         
-20 องศาเซลเซียส 
 
3.5 การคัดเลือกตําแหนงเปาหมายและไพรเมอร 
 การทดสอบ S. Typhimurium ใชตําแหนงเปาหมายและไพรเมอรตามงานวิจัยของ 
Linstedt และคณะ (2004) ดังตาราง3-1 สําหรับการทดสอบ S. Enteritidis ใชตําแหนงเปาหมาย
และไพรเมอรตามงานวิจัยของ Cho และคณะ (2007) ดังตาราง 3-2  
 
ตาราง3-1 ตําแหนงเปาหมายและลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอรที่ใชในการทดสอบดวยเทคนิค 
MLVA ของ S. Typhimurium  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Locus Primer Primer Sequence (5’- 3’) Repeat Length

STTR3 
 

STTR5 
 

STTR6 
 

STTR9 

FORWARD     
REVERSE 

FORWARD     
REVERSE 

FORWARD 
REVERSE 

FORWARD 
REVERSE 

CCCCTAAGCCCGATAATGG
TGACGCCGTTGCTGAAGGTAATAA 
ATGGCGAGGCGAGCAGCAGT 
GGTCAGGCCGAATAGCAGGAT 
TCGGGCATGCGTTGAAA 
CTGGTGGGGAGAATGACTGG 
AGAGGCGCTGCGATTGACGATA 
CATTTTCCACAGCGGCAGTTTTTC 

33 
 

6 
 

6 
 

9 
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ตาราง3-2 ตําแหนงเปาหมายและลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอรที่ใชในการทดสอบดวยเทคนิค 
MLVA ของ S. Enteritidis  

 
 

3.6 ขอมูล repeat units ของเชื้อ S. Typhimurium และ S. Enteritidis จากการวิเคราะห 
บริเวณ VNTR ของตําแหนงเปาหมายดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE 

ขอมูล repeat units ของเชื้อ S. Typhimurium และ S. Enteritidis ไดจากการวิเคราะห
บริเวณ VNTR ของตําแหนงเปาหมายดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE โดยสงวิเคราะหดวยเคร่ือง 
Genescan (ABI, USA) ที่บริษัท Applied Biosystems 
  
3.7 สภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการวิเคราะหบริเวณ VNTR ของ                    
S. Typhimurium และ S. Enteritidis ดวยเทคนิค MLVA และ High resolution melting 
(HRM) 
 3.7.1 S. Typhimurium  
  สภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารดัดแปลงจากสภาวะ
และสวนผสมของสารเคมีในงานวิจัยของ Linstedt และคณะ (2004)    

1)ตัวอยางดีเอ็นเอของ S. Typhimuium จากขอ 3.3 ถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย
ใชไพรเมอรจํานวน 4 คู (ตาราง3-1) มีสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 
 
 

Locus Primer Primer Sequence (5’- 3’) Repeat 
Length 

SE1 
 

SE2 
 

SE5 
 

SE9 

FORWARD     
REVERSE 

FORWARD     
REVERSE 

FORWARD 
REVERSE 

FORWARD 
REVERSE 

AGACGTGGCAAGGAACAGTAG
CCAGCCATCCATACCAAGAC 
CTTCGGATTATACCTGGATTG 
TGGACGGAGGCGATAG 
CGGGAAACCACCATCAC 
CAGGCCGAACAGCAGGAT 
CGTAGCCAATCAGATTCATCCC 
GCGTTTGAAACGGGGGTGTGGCGCTG 

7
 

7 
 

6 
 

9 
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  10x PCRRXN buffer   2.00   ไมโครลิตร        
  10 mM dNTP Mix        0.40  ไมโครลิตร 
  50 mM MgCl2                0.48                  ไมโครลิตร 
 10 μM Forward Primer   0.40  ไมโครลิตร 

10 μM Reverse Primer   0.40  ไมโครลิตร 
  5U Taq DNA Polymerase  0.20  ไมโครลิตร 
  LightCycle®480 Resolight Dye  0.20  ไมโครลิตร 
  ddH2O                      14.92                ไมโครลิตร 

สารละลายดีเอ็นเอ                          1.00                ไมโครลิตร  
  ปริมาตรรวม             20.00                 ไมโครลิตร 
           

2) ต้ังโปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอารจํานวน 30 รอบ ภายใตเงื่อนไขของ
ปฏิกิริยาดังนี้  

รอบ1 denaturation 95 องศาเซลเซียส      10        นาที 
รอบ2 denaturation 95 องศาเซลเซียส      20        วินาที 
 annealing         58 องศาเซลเซียส      30        วินาที 
 extension 72 องศาเซลเซียส        1        นาที 
 

  3) สภาวะในการทํา HRM 
ต้ังโปรแกรมสําหรับ HRM acquisition ภายใตเงื่อนไขของปฏิกิริยาดังนี้  
Duplex formation  

heating  95 องศาเซลเซียส        1        นาที 
cooling down  40 องศาเซลเซียส        1        นาที 

  HRM 
   heating  70 – 99 องศาเซลเซียส   25 acquisitions / 1 0C 
   cooling  40 องศาเซลเซียส      30       วินาที 
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  4) การวิเคราะหขอมูล HRM 
  วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480                     
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative plots 
เพื่อดูลักษณะและความแตกตางของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 
 
 3.7.2 S. Enteritidis 
  สภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารดัดแปลงจากสภาวะ
และสวนผสมของสารเคมีในงานวิจัยของ Cho และคณะ (2007)   
  1) ตัวอยางดีเอ็นเอของ S. Enteritidis จากขอ 3.1 ถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช             
ไพรเมอรจํานวน 4 คู (ตาราง3-2) มีสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 
  10x PCRRXN buffer   2.00   ไมโครลิตร        
  10 mM dNTP Mix        0.40  ไมโครลิตร 
  50 mM MgCl2                0.80                  ไมโครลิตร 
 10 μM Forward Primer   0.30  ไมโครลิตร 

10 μM Reverse Primer   0.30  ไมโครลิตร 
  5U Taq DNA Polymerase  0.20  ไมโครลิตร 
  LightCycle®480 Resolight Dye  0.20  ไมโครลิตร 
  ddH2O                      14.80                ไมโครลิตร 

สารละลายดีเอ็นเอ                          1.00                ไมโครลิตร  
  ปริมาตรรวม             20.00                 ไมโครลิตร           

 2) ต้ังโปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอารจํานวน 30 รอบ ภายใตเงื่อนไขของ
ปฏิกิริยาดังนี้  

รอบ1 denaturation 95 องศาเซลเซียส      10        นาที 
รอบ2 denaturation 95 องศาเซลเซียส      20        วินาที 
 annealing         60 องศาเซลเซียส      30        วินาที 
 extension 72 องศาเซลเซียส        1        นาที 

  3) สภาวะในการทํา HRM 
ต้ังโปรแกรมสําหรับ HRM acquisition ภายใตเงื่อนไขของปฏิกิริยาดังนี้  
 



  50  

Duplex formation  
heating  95 องศาเซลเซียส        1        นาที 
cooling down  40 องศาเซลเซียส        1        นาที 

  HRM 
   heating  75 – 99 องศาเซลเซียส   25 acquisitions / 1 0C 
   cooling  40 องศาเซลเซียส      30       วินาที 
  4) การวิเคราะหขอมูล HRM 
  วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 Gene 
Scanning                     software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative 
melting plots เพื่อดูลักษณะและความแตกตางของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน  
 
3.8 การวิเคราะหความเปนไปไดของการใชเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จําแนก
ความแตกตางของ melting profile จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ในตําแหนงเปาหมาย  
 เชื้อ S. Typhimurium หรือ S. Enteritis ถูกคัดเลือกจากขอมูล repeat units ซึ่งไดจากการ
วิเคราะหบริเวณ VNTR 4 ตําแหนงดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE (จากขอ 3.6) โดยคัดเลือก            
ไอโซเลทซ่ึงมีขอมูล repeat units ตางกันมาวิเคราะหความแตกตางของ melting profile บริเวณ 
VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงเปาหมาย ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  
 1) เช้ือ S. Typhimuium หรือ S. Enteritidis ซึ่งมี repeat units ตางกันถูกนํามาสกัดดีเอ็น
เอดวยชุดทดสอบตามข้ันตอนในขอ 3.3.1    
 2) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 1) ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยใช         
ไพรเมอร 4 คู ดังตารางที่ 3-1 สําหรับทดสอบ S. Typhimurium และตารางที่ 3-2 สําหรับทดสอบ             
S. Enteritidis โดยมีสภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทดสอบตามหัวขอ 3.7 
 3) การวิเคราะหผล 
     วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 Gene Scanning 
software version 1.5 (Roche, Germany) เพื่อดูลักษณะและความแตกตางของ melting peak 
ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน สําหรับตําแหนงเปาหมายที่สามารถแยกความแตกตางบริเวณ VNTR 
ดวย melting profile ได ไอโซเลทซ่ึงเปนตัวแทนของอัลลีลนั้นจะถูกคัดเลือกเปน  internal control 
ตอไป   
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3.9 การพัฒนาเทคนิค HRM เพื่อวิเคราะห melting profile บริเวณ VNTR ในตําแหนง
เปาหมายของเชื้อ S. Enteritidis 
 ในกรณีที่ไมสามารถแยกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ได              
ไพรเมอรจะถูกออกแบบใหมโดยออกแบบใหเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ VNTR ตําแหนงที่
ไมสามารถแยกความแตกตางของ melting profile ได ใหมีขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ส้ันข้ึนเพื่อเพิ่ม
ขีดความสามารถของเทคนิค HRM  

1) หาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณตําแหนงเปาหมายที่ไมสามารถแยก
ความแตกตางของบริเวณ VNTR ในฐานขอมูลของ Genbank ดวยโปรแกรม BLAST 

2) ออกแบบไพรเมอรใหมดวยโปรแกรม primer 3 (Rozen and Skaletsky, 2000)              
โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากขอ 1) โดยการออกแบบไพรเมอรใหมนั้นตองครอบคลุมบริเวณ 
VNTR เดิมแตใหขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอสั้นข้ึนภายหลังการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

3) นําไพรเมอรที่ออกแบบใหมไปตรวจสอบความเฉพาะเจาะจงกับฐานขอมูลของ 
Genbank ดวยโปรแกรม BLAST 

4)  วิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR จากความแตกตางของ melting profile 
ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยใชสภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทดสอบ
ตามหัวขอ 3.7 แตเปล่ียนไพรเมอรเปนไพรเมอรที่ออกแบบใหม และวิเคราะหขอมูล melting 
profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 Gene Scanning software version 1.5 (Roche, 
Germany) เพื่อดูลักษณะและความแตกตางของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน  
 
3.10 การประเมินความแมนยํา (precision) และความคงทนตอการเปลี่ยนแปลงสภาวะ
ของการทดสอบ (Robustness) ของเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM 
 3.10.1 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ 

ใชตัวอยางดีเอ็นเอของเช้ือ S. Typhimuium จากขอ 3.8 โดยคัดเลือกจากขอมูล 
repeat units ซึ่งไดจากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนง ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค CE (จากขอ 3.6) ซึ่งตัวอยางดีเอ็นเอนี้จะใชในการทดสอบตามหัวขอ 3.10.2 และ 3.10.3  

 
 3.10.2 การประเมินความแมนยํา (precision) 
  การประเมินความแมนยําของเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จะพิจารณา
จาก 2 กรณี ไดแก ความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในการทดลองคร้ังเดียวกัน 
(repeatability) และความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในวันที่ตางกัน (reproducibility) 
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  3.10.2.1 การทดสอบความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในการทดลองคร้ัง
เดียวกัน (repeatability) ดัดแปลงจากวิธีของ Norambuena และคณะ ในป 2009 (Norambuena 
et al., 2009) โดยเปรียบเทียบผลการทดสอบการจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR ดวยความ
แตกตางของ melting profile ในการทดสอบคร้ังเดียวกัน ภายในวันเดียวกันและผูทดลองคน
เดียวกัน 
   1) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 3.10.1 ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค HRM คัดเลือกตัวแทนของอัลลีลอยางนอย 2 อัลลีลในแตละตําแหนงเปาหมายมา
วิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ตัวอยางละ 5 ซ้ํา โดยมีสภาวะ
และสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารตามหัวขอ 3.7 
   2) การวิเคราะหผล 
         วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative plots 
เพื่อดูลักษณะและตําแหนงของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 

  3.10.2.2 การทดสอบความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในวันที่ตางกัน 
(reproducibility) ดัดแปลงจากวิธีของ Norambuena และคณะ ในป 2009 (Norambuena et al., 
2009) โดยเปรียบเทียบผลการทดสอบการจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR ดวยความแตกตาง
ของ melting profile ซึ่งกระทําในวันที่ตางกัน 

1) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 3.10.1 ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค HRM คัดเลือกตัวแทนของอัลลีลอยางนอย 2 อัลลีลในแตละตําแหนงเปาหมายมา
วิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ตัวอยางละ 2 ซ้ํา โดยมีสภาวะ
และสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารตามหัวขอ 3.7 

2) การวิเคราะหผล 
   วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative 
melting plots เพื่อดูลักษณะและตําแหนงของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 
เปรียบเทียบผลการทดลองระหวางการทดลองวันที่หนึ่งและวันที่สอง 
 
 3.10.3 ความคงทนตอการเปล่ียนแปลงสภาวะของการทดสอบ (Robustness) 
  คือความสามารถของเทคนิคทดสอบที่จะไมเปล่ียนแปลงไปเม่ือไดรับอิทธิพลจาก
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ปจจัยตางๆ โดยเลือกทดสอบ 2 ปจจัยเพื่อดูเสถียรภาพของเทคนิค MLVA รวมกับ HRM ไดแก 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอ และ ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
  3.10.3.1 วิธีการสกัดดีเอ็นเอ 

1) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอของ S. Typhimurium จากขอ 3.10.1 และ
ตัวอยางดีเอ็นเอซึ่งถูกสกัดดวยวิธีการตมตามข้ันตอนในหัวขอ 3.3.2 ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค HRM โดยเลือกวิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวยความแตกตางของ melting 
profile ที่ตําแหนง STTR9 วิเคราะห 2 อัลลีล ซึ่งมี repeat units เทากับ 3 และ 4 repeat units 
โดยมีสภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารตามหัวขอ 3.7.1 
   2) การวิเคราะหผล 
   วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative plots 
เพื่อดูลักษณะและตําแหนงของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 
 
  3.10.3.2 ความเขมขนดีเอ็นเอ 
   1) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอของ S. Typhimurium จากขอ 3.10.1 ดวย
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยเลือกวิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย 
ความแตกตางของ melting profile ที่ตําแหนง STTR 9 วิเคราะห 2 อัลลีล ซึ่งมี repeat units 
เทากับ 3 และ 4 repeat units แปรระดับความเขมขนของตัวอยางดีเอ็นเอเปน 4 ระดับ ไดแก 10, 
20, 50 และ 100 นาโนกรัม ตัวอยางละ 2 ซ้ํา โดยมีสภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารตามหัวขอ 3.7.1 

 2) การวิเคราะหผล 
   วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative plots 
เพื่อดูลักษณะและตําแหนงของ melting peak ของ แตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 
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3.11 การเปรียบเทียบผลการจําแนกความแตกตางของ VNTR ระหวางเทคนิค MLVA 
รวมกับเทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  
 1) เช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 ตัวอยางถูกคัดเลือกจากขอมูล repeat units ซึ่งได
จากการวิเคราะห VNTR ทั้ง 4 ยีนเปาหมาย ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE (จากขอ 3.6) นํามา
สกัดดีเอ็นเอตามข้ันตอนในหัวขอ 3.3.2 
 2) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 1) ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยมี
สภาวะและสวนผสมของสารเคมีและการวิเคราะหผล HRM ตามหัวขอ 3.6 รวมถึงไอโซเลทที่ถูก
คัดเลือกเปน internal control จากหัวขอ 3.7  
 3) การวิเคราะหผล 
      พิจารณา melting profile ที่เกิดข้ึนจากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ถา melting peak 
ของตัวอยางตกอยูกลุมเดียวกับ internal control ของแตละอัลลีลใดใหถือวาตัวอยางนั้นมี                       
repeat units เทากับไอโซเลทซ่ึงเปน internal control นั้น ทําการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหการ
จําแนกความแตกตางของขนาด VNTR ดวยเทคนิค CE กับการจําแนกความแตกตางของขนาด 
VNTR ดวยเทคนิค HRM โดยดูความถูกตองของการแปรผล repeat units จาก melting profile 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

บทที่  4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 การวิเคราะหความเปนไปไดของการใชเทคนคิ MLVA รวมกับเทคนิค HRM จําแนก
ความแตกตางของ melting profile จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ในตําแหนงเปาหมาย 

จากการทดสอบ S. Typhimurium และ S. Enteritidis ซึ่งมีขอมูล repeat units                         
ที่ตางกันดังตาราง 4-1 โดยวิเคราะหความแตกตางในบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงดวยเทคนิค 
MLVA รวมกับเทคนิค HRM พบวาในการทดสอบเชื้อ S. Typhimurium ตําแหนง STTR9, STTR5, 
STTR 6 และ STTR3 มีความแตกตางของ melting profile เกิดข้ึนสอดคลองกับความแตกตางของ 
repeat units ในทุกๆ อัลลีลดังแสดงในรูป4-1 
ตาราง4-1 จํานวน repeat units ในแตละอัลลีลซึ่งไดจากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง                    
4 ตําแหนงของ S. Typhimurium ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค CE 

Isolates 
Repeat units 

STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 

ST1    1 

ST10  12 9 2 

ST14  15 11  

ST17   8  

ST23 4 13 10  

ST27   12  

ST42 3 5   

SAP3057  11   

SAP5447  18   
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รูป4-1 Derivative melting plot จากการวเิคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงของเชื้อ                      
S. Typhimurium 9 isolate ที่ถูกคัดเลือกเปนตัวแทนของไอโซเลทที่ม ี repeat units ตางกัน
กําหนดให ก = locus STTR9, ข = locus STTR5, ค = locus STTR6 และ ง = locus STTR3  

18 RU 
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โดยตําแหนง STTR9 มีความแตกตางกัน 2 อัลลีล (3, 4 repeat units) เกิด 2 melting 
profile ตําแหนง STTR5 มีความแตกตางกัน 6 อัลลีล (5, 11,12,13,15, 18 repeat units) เกิด 6 
melting profile ตําแหนง STTR6 มีความแตกตางกัน 5 อัลลีล (8, 9, 10, 11, 12 repeat units) 
เกิด 5 melting profile และตําแหนง STTR3 มีความแตกตาง 2 อัลลีล (1, 2 repeat units) เกิด 2 
melting profile  
 การทดสอบเช้ือ S. Enteritidis ซึ่งมีขอมูล repeat units ที่ตางกันดังตาราง 4-2 โดย
วิเคราะหความแตกตางในบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนง ไดแก SE1, SE2, SE5 และ SE9 พบวามี
เพียงบริเวณ VNTR ตําแหนง SE2 เทานั้นที่มีความแตกตางของ melting profile เกิดข้ึนดังแสดง
ในรูป4-2 

ตาราง4-2 จํานวน repeat units ในแตละอัลลีลซ่ึงไดจากการวิเคราะหบริเวณ VNTR                         
ทั้ง 4 ตําแหนงของ S. Enteritidis ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค CE 

Isolates 
Repeat units 

SE1 SE2 SE5 SE9 

SAP5262 3  10  

080900035 - 2 4  11 3 

080900798 - 3  5 8  

081200075 - 2 5   2 

SAP2137   7  

080900796 - 1   9  

080900025 - 1   12  

SAP6090   13  

MLSE64  8   

MLSE118  6   
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รูป4-2 Derivative melting plot จากการวเิคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงของเชื้อ                      
S. Enteritidis 10 isolate ที่ถูกคัดเลือกเปนตัวแทนของไอโซเลทที่มี repeat units ตางกัน
กําหนดให ก = locus SE1, ข = locus SE2, ค = locus SE3 และ ง = locus SE9 
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ความแตกตางของ melting profie ในตําแหนง SE2 ที่เกิดข้ึนนั้นสอดคลองกับความ
แตกตางของ repeat units ในทุกๆ อัลลีล โดยตําแหนง SE2 มีความแตกตางกัน 3 อัลลีล (5, 6, 8 
repeat units) เกิด 3 melting profile ในขณะที่ melting profile ที่ตําแหนง SE1, SE5 และ SE9 มี
ความแตกตางของ melting profile นอยมากไมสอดคลองกับความแตกตางของ repeat units ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของ Fortini et al. (2007) และ Ciammaruconi et al.(2009) ที่ศึกษาการใช
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จําแนกความแตกตางของอัลลีลอยางรวดเร็วใน B. anthracis 
และ Y. pestis ตามลําดับและพบวามีเพียงบางตําแหนงเปาหมายเทานั้นที่ melting profile มี
ความแตกตางกันในทุกอัลลีล  
 ดังนั้นการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile จึงมีความเปนไป
ไดสูงในเชื้อ S. Typhimurium ที่ใหความแตกตางของ melting profile ในทุกอัลลีลของทุกตําแหนง
เปาหมาย ในขณะที่การจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ในเชื้อ             
S. Enteritidis มีความเปนไปไดเพียง 1 ตําแหนงเปาหมายเทานั้นซ่ึงไมเพียงพอตอการนําไป
ประยุกตใชตอไป ดังนั้นไอโซเลทของ S. Typhimurium ที่ถูกเลือกเปนตัวแทนในการวิเคราะห
ความเปนไปไดทุก   ไอโซเลท (ตาราง 4-1) จะถูกคัดเลือกเปน internal control เพื่อการแปรผลคา 
melting profile ไปเปน repeat units ในการทดสอบเชื้อ S. Typhimurium 50 ไอโซเลทในการ
ทดลองตอไป สําหรับเชื้อ S. Enteritidis ในตําแหนง SE1, SE5 และ SE9 จะถูกนําไปพัฒนาหา
ไพรเมอรใหมเพื่อใชในการจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR ดวย melting profile ตอไป 
 
4.2 ผลการพัฒนาเทคนิค HRM เพื่อวิเคราะห melting profile บริเวณ VNTR ในตําแหนง
เปาหมายของ S. Enteritidis 

จากผลการทดลองในหัวขอ 4.1 ซึ่งพบวาไมสามารถจําแนกความแตกตางของบริเวณ 
VNTR จากความแตกตางของ melting profile ในตําแหนง SE1, SE5 และ SE9 ในเชื้อ S. 
Enteritidis ดวย melting profile ไดนั้น อาจเกิดจากปริมาณ GC ที่อยูในองคประกอบของช้ินสวน
ดีเอ็นเอ เนื่องจากปริมาณ GC เปนปจจัยหนึ่งซึ่งมีอิทธิพลตอคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอ ดังนั้น
จึงมีการตรวจสอบปริมาณ GC เบ้ืองตนดวยโปรแกรมสําเร็จรูป Tm utility (Bommarito et al., 
2000) โดยปริมาณ GC และคาการหลอมเหลวที่ไดจากการคํานวณดังแสดงในตาราง 4-3 
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ตาราง 4-3 การประมาณปริมาณ GC และคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอของชิ้นสวนดีเอ็นเอซ่ึง
ถูกเพิ่มปริมาณโดยไพรเมอรจากงานวิจัยของ Cho และคณะ (2007) ซึ่งคํานวณจากโปรแกรม Tm 
utility 
 

Locus Repeat units 
Properties 

%GC content Length Tm calculated
SE1 3 42.7 260 83.87

 4 42.7 267 83.91
 5 42.7 274 83.95

SE2 5 50.5 208 84.64
 6 51.2 215 87.26
 8 52.4 229 88.01

SE5 7 51.5 194 87.58
 8 51.5 200 87.64
 9 51.5 206 87.70
 10 51.4 212 87.76
 11 51.4 218 87.82
 12 51.3 224 87.87
 13 51.3 230 87.92

SE9 2 54.4 329 90.17
 3 54.1 338 90.10

 
 
  จากการตรวจสอบปริมาณ GC เบ้ืองตนพบวาที่ตําแหนง SE2 ซึ่งเปนตําแหนงเดียวที่

สามารถจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR จากความแตกตางของ melting profile ในอัลลีล           
5, 6 และ  8 repeat units ดวยเทคนิคHRM ไดนั้นมีปริมาณ GC เทากับ 50.5, 51.2 และ52.4 
ตามลําดับ ในขณะที่ตําแหนง SE1 ซึ่งมีอัลลีล 3, 4 และ 5 repeat units มีปริมาณ GC เทากับ 
42.7 % เทากันทั้ง 3 อัลลีล ในตําแหนง SE5 ซึ่งมีอัลลีล 7 – 13  repeat units มีปริมาณ GC 
เทากับ 51.5 %, 51.4, 51.3 %  สวนตําแหนง SE9 ซึ่งมีอัลลีล 2 และ 3 มีปริมาณ GC เทากับ 
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54.4 และ 54.1 %  ตามลําดับ ถึงแมวาคาการหลอมเหลวที่ไดจากการคํานวณจะมีความแตกตาง
จากคาการหลอมเหลวที่ไดจากการทดลองจริงแตสามารถทําใหทราบถึงแนวโนมการเพิ่มข้ึนหรือ
ลดลงของคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอซ่ึงสัมพันธกับปริมาณ GC ซึ่งเมื่อพิจารณาแนวโนมของ
คาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอที่ไดจากการคํานวณพบวา ถามีปริมาณ GC ตางกันมากข้ึน
แนวโนมความแตกตางของคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอจะมีมากข้ึน ในขณะที่ถาปริมาณ GC 
เทากันหรือใกลเคียงกันมากๆ คาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอของแตละอัลลีลจะแตกตางกันเพียง
เล็กนอยซ่ึงสอดคลองกับความแตกตางของ melting peak ดังแสดงในภาพ4-2  ซึ่งอุณหภูมิที่
ตางกันนั้นอาจเปนผลมาจากจํานวนของ repeat units ที่เพิ่มเขามาทําใหนิวคลีโอไทดในช้ินสวนดี
เอ็นเอมีจํานวนเพิ่มข้ึนจึงทําใหชิ้นสวนดีเอ็นเอนั้นมีคาการหลอมเหลวสูงข้ึนเล็กนอย อยางไรก็ตาม
พบวาที่ตําแหนง SE 9 เม่ือจํานวนของ repeat units เพิ่มข้ึนคาการหลอมเหลวกลับมีคาลดลงซ่ึง
เม่ือพิจารณาปริมาณ GC พบวาเมื่อ repeat units เพิ่มข้ึน ปริมาณ GC จะลดลงสงผลใหคาการ
หลอมเหลวของดีเอ็นเอลดลงดวย 

ดังนั้นจึงไดออกแบบไพรเมอรใหมโดยออกแบบใหชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณเพื่อ
การวิเคราะหบริเวณ VNTR มีขนาดช้ินสวนเล็กลง เพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการจําแนกของ
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยการออกแบบไพรเมอรใชตําแหนง VNTR เดิมแตเปล่ียน
ตําแหนงของไพรเมอรใหม ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ออกแบบใหมแสดงในตาราง 4-4  
 
ตาราง 4-4 คูไพรเมอรของการวิเคราะหบริเวณ VNTR ของ S. Enteritidis ตําแหนง SE1, SE5 
และ SE9 ที่ออกแบบใหม 

 
Locus Primer Primer sequence (5’-3’) Product size
SE1 Forward 

Reverse 
ccaggcaactattcgctatca
caatggcaacgagaccatc 

96 

SE5 Forward 
Reverse 

cgggaaaccaccatcac
tgatacgcttttgacgttgc 

121 

SE9 Forward 
Reverse 

tactgtccaccagcgttttt
tgcataccaacgatcaccac 

96 
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หลังจากไดไพรเมอรที่ออกแบบใหมแลวนําไพรเมอรที่ไดไปหาขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอจาก
ฐานขอมูลของ Genbank แลวนํามาทํานายปริมาณ GC และคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอดวย
โปรแกรมสําเร็จรูป Tm utility  จากการตรวจสอบปริมาณ GC เบ้ืองตนของลําดับนิวคลีโอไทดซึ่ง
ไดจากการใชไพรเมอรที่ออกแบบใหมพบวาที่ตําแหนง SE1 ซึ่งมีอัลลีล 3, 4 และ 5 repeat units มี
ปริมาณ GC เทากับ 44.4 และ 44.3 % ตามลําดับ ในตําแหนง SE5 ซึ่งมีอัลลีล 7 – 13  repeat 
units มีปริมาณ GC เทากับ 50.5  และ 50.4  %  สวนตําแหนง SE9 ซึ่งมีอัลลีล 2 และ 3 repeat 
units มีปริมาณ GC เทากับ 52.9 และ 52.1 ตามลําดับ ซึ่งเมื่อพิจารณาแนวโนมของคาการ
หลอมเหลวของดีเอ็นเอที่ไดจากการคํานวณพบวา ถึงแมปริมาณ GC มีคาเทากันหรือใกลเคียงกัน
แตคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอของแตละอัลลีลมีแนวโนมที่จะมีความแตกตางกัน  ดังนั้นจึงมี
ความเปนไปไดวาเม่ือนําไปทดสอบดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  melting profile ของ
แตละอัลลีลนาจะมีความแตกตางกันดวย 
 
ตาราง 4-5 การประมาณปริมาณ GC และคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอจากลําดับนิวคลีโอไทด
ซึ่งไดจากไพรเมอรที่ออกแบบใหม โดยคํานวณจากโปรแกรม Tm utility 

 

Locus Repeat units 
Properties 

%GC content Length Tm calculated
SE1 3 44.4 135 82.42

 4 44.4 142 82.56
 5 44.3 149 82.70

SE5 7 50.5 103 84.54
 8 50.5 109 84.83
 9 50.4 115 85.09
 10 50.4 121 85.32
 11 50.4 127 85.53
 12 50.4 133 85.72
 13 50.4 119 85.89

SE9 2 52.9 87 85.40
 3 52.1 96 85.58
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เมื่อนําไพรเมอรที่ออกแบบใหมไปทดสอบวิเคราะหความแตกตางของ melting profile 
บริเวณ VNTR ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยคัดเลือกไอโซเลทของเช้ือเฉพาะ
บางอัลลีลที่แตกตางกันมาเปนตัวแทนดังแสดงในตาราง4-6 พบวาไพรเมอรคูใหมซึ่งใชเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดสั้นลงยังคงไมสามารถแยกความแตกตางของ melting profile 
บริเวณ VNTR ตําแหนง SE1, SE5 และ SE9ในเช้ือ S. Enteritidis ไดดังแสดงในรูป4-3 

 
ตาราง 4-6 ไอโซเลทของ S. Enteritidis และ อัลลีลที่ถูกคัดเลือกเพื่อใชทดสอบไพรเมอรที่
ออกแบบใหม    
 

Isolates 
Repeat units 

SE1 SE5 SE9 

SAP5262 3 10  

080900035 - 2 4 11 3 

081200075 - 2 5  2 

080900796 - 1  9  
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รูป4-3 Derivative melting plot จากการวเิคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 3 ตําแหนงของเชื้อ                         
S. Enteritidis 4 ไอโซเลท ทีม่ี repeat units ตางกันดวยไพรเมอรที่ออกแบบใหม 
กําหนดให ก = locus SE1, ข = locus SE5, ค = locus SE9  
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การที่ไมสามารถแยกความแตกตางของ melting profile บริเวณ VNTR ตําแหนง SE1, 
SE5 และ SE9ในเช้ือ S. Enteritidis ไดนั้นไมสอดคลองกับรายงานวิจัยของ Wittwer et al. (2003), 
Leiw et al. (2004) และ Seipp et al. (2009) ที่รายงานวาเทคนิค HRM สามารถจําแนกความ
แตกตางของช้ินสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดส้ันไดดีกวาช้ินสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญและให melting 
peak ที่แยกความแตกตางไดชัดเจนข้ึน ทั้งนี้อาจเปนเพราะไพรเมอรที่ออกแบบใหมยังใหขนาด
ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไมเหมาะสมพอหรือชิ้นสวนบริเวณ VNTR ที่ถูกเพิ่มปริมาณนั้นมีปริมาณ GC ใน
องคประกอบใกลเคียงกันมากทําใหอุณหภูมิที่ตองใชในการแยกสายดีเอ็นเอมีคาใกลเคียงกัน แต
ปริมาณ GC ไมไดเปนปจจัยเดียวที่สงผลกระทบตอคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอเนื่องจากเมื่อดู
แนวโนมของคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอซ่ึงเกิดจากการคํานวณดวยโปรแกรมสําเร็จรูปพบวา
ถึงแมปริมาณ GC จะมีคาเทากันแตคาการหลอมเหลวจะมีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอยเมื่อจํานวนของ 
VNTR เพิ่มมากข้ึนซ่ึงสนับสนุนขอเท็จจริงที่วาปจจัยที่มีอิทธิพลตอคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอ
นอกจากจะมีปริมาณ GC แลวยังข้ึนอยูกับความยาวของสายดีเอ็นเอหรือลําดับนิวคลีโอไทดใน
ชิ้นสวนดีเอ็นเออีกดวย นอกจากนี้อาจเกิดจากประสิทธิภาพของเครื่องมือที่ไมสามารถจําแนก
ความแตกตางของช้ินสวนดีเ อ็นเอที่มีคาการหลอมเหลวของดีเ อ็นเอตางกันนอยกวา                        
0.4 องศาเซลเซียสได  (Reed, Kent and Wittwer, 2007; Seipp et al., 2009) 

 

4.3 การประเมินความแมนยํา (precision) และความคงทนตอการเปลี่ยนแปลง
สภาวะของการทดสอบ (Robustness) ของเทคนิค MLVA รวมกบัเทคนิค HRM 
  S. Typhimurium ถูกทดสอบบริเวณ VNTR ในทุกๆตําแหนงเปาหมาย (STTR9, 
STTR5, STTR6 และ STTR3)  คัดเลือกไอโซเลทจากอัลลีลตางๆในตําแหนงเปาหมายทั้ง 4 
ตําแหนงตําแหนงละ 2  อัลลีล ดังแสดงในตาราง 4-7 เพื่อเปนตัวแทนอัลลีลอ่ืนๆ ประเมินความ
แมนยําของเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในการทดลองคร้ัง
เดียวกัน (repeatability) ตัวอยางละ 5 ซ้ํา พบวามีความแตกตางของ melting profile ของแตละ 
repeat units ที่ใชในการทดสอบเกิดข้ึนดังแสดงในรูป4-4  
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ตาราง 4-7 ไอโซเลทของ S. Typhimurium และ repeat units ซึ่งถูกนํามาทดสอบการประเมิน
ความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในสภาวะเดียวกัน (repeatability)  
 

Isolates 
Repeat units 

STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 

ST1    1 

ST10    2 

ST14  15   

ST17   8  

ST23 4  10  

ST27   12  

ST42 3 5   

SAP3057  11   
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รูป4-4 Derivative melting plot ของการวิเคราะหบริเวณ VNTR ในตําแหนง STTR9, STTR5, 
STTR6 และ STTR3 ของ S. Typhimurium ในการทดสอบ repeatability 
กําหนดให ก = locus STTR9, ข = locus STTR5, ค = locus STTR6 และ ง = locus STTR3  
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โดยในตําแหนง STTR9 ทดสอบ 2 อัลลีล (3, 4 repeat units) เกิด 2 melting profile 
ตําแหนง STTR5 ทดสอบ 3 อัลลีล (5, 11, 15 repeat units) เกิด 3 melting profile ตําแหนง 
STTR6 ทดสอบ 3 อัลลีล (8, 10, 12 repeat units) เกิด 3 melting profile และตําแหนง STTR3 
ทดสอบ 2 อัลลีล (1, 2 repeat units) เกิด 2 melting profile โดยตัวอยางทั้ง 5 ซ้ําของแตละอัลลีล
ในตําแหนงทั้ง 4 ตําแหนง มีรูปรางของ melting peak ใกลเคียงกันและจัดอยูในกลุมเดียวกันได
อยางถูกตอง 

ผลการทดสอบความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในวันที่ตางกัน (reproducibility) 
เม่ือพิจารณา melting profile ของวันที่ทําการทดลองวันที่หนึ่งเปรียบเทียบกับวันที่ทําการทดลอง
วันที่สอง พบวาสามารถจําแนกความแตกตางของ melting profile ไดถูกตองสอดคลองกับจํานวน 
repeat units  ในทุกอัลลีลที่ถูกคัดเลือกมา โดยที่ตําแหนง STTR9 melting peak มีความแตกตาง
กัน 2 กลุม ไดแก กลุมที่มี repeat units เทากับ 3 และ 4 ตามลําดับทั้งในวันที่หนึ่งและวันที่สอง 
และเม่ือพิจารณา melting peak ของแตละกลุมตัวอยางทั้งสามซ้ําในวันที่ทําการทดลองท้ังสองวัน
พบวามีลักษณะรูปรางของ melting peak ใกลเคียงกันดังแสดงในรูป4-6  และผลการทดสอบใน
ตําแหนง STTR5, STTR6 และ STTR3 เปนไปในทิศทางเดียวกันกับผลการทดสอบที่ตําแหนง 
STTR9   
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รูป4-5 Derivative melting plot ของการทดสอบ reproducibility ของเทคนิค MLVA รวมกับ 
HRM ในเช้ือ S. Typhimurium กําหนดให ก, ข = การทดสอบที่ตําแหนง STTR9 วันทดสอบวันที่
หนึ่งและวันที่สองตามลําดับ ค,ง = การทดสอบที่ตําแหนง STTR5 วันทดสอบวันที่หนึ่งและวันที่
สองตามลําดับ จ,ฉ = การทดสอบที่ตําแหนง STTR6 และช, ฌ = การทดสอบที่ตําแหนง STTR3 
วันทดสอบวันที่หนึ่งและวันที่สองตามลําดับ  

locus STTR9 

locus STTR5 

locus STTR6 

locus STTR3 
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ดังนั้นการวิเคราะหดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จึงมีความแมนยําในการ
วิเคราะหซ้ําทั้งในการทดลองคร้ังเดียวกัน (repeatability) และการทดลองในวันที่ตางกัน 
(reproducibility)  สอดคลองกับรายงานของ Fortini et al. (2007) และ Ciammaruconi et 
al.(2009) ที่พบวาเทคนิค HRM วิเคราะหความแตกตางของอัลลีลในตําแหนงเปาหมายของ             
B. anthracis และ Y. pestis  ซ้ําไดทั้งในสภาวะการทดลองคร้ังเดียวกันและการทดลองในวันที่
ตางกัน 

ผลการทดสอบความคงทนตอการเปล่ียนแปลงสภาวะของการทดสอบ (Robustness) 
โดยเลือกทดสอบเช้ือ S. Typhimurium บริเวณ VNTR ตําแหนง STTR9 ซึ่งมี 2 อัลลีล ไดแก             
3 และ 4 repeat units ตามลําดับ พบวาการใชดีเอ็นเอซึ่งถูกสกัดดวยชุดทดสอบและสกัดดวยการ
ตมเปนตัวอยางดีเอ็นเอในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเพื่อจําแนกความแตกตางของบริเวณ 
VNTR ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จะใหผลของ melting peak ที่มีรูปรางคลายคลึง
กันและถูกจัดอยูในกลุมเดียวกันดังแสดงในรูป4-6 

เม่ือพิจารณาการแปรระดับความเขมขนดีเอ็นเอเปน 4 ระดับ ไดแก 10, 20, 50 และ 100 
นาโนกรัมพบวาในการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ในแตละ
ระดับความเขมขนดีเอ็นเอนั้นพบวาเกิด melting profile ที่แตกตางกัน 2 กลุมสอดคลองกับจํานวน 
repeat units 3 และ 4 repeat units  อยางถูกตองในทุกระดับความเขมขนดีเอ็นเอ และเมื่อ
พิจารณาเปรียบเทียบที่ความเขมขนดีเอ็นเอทุกระดับพรอมกันพบวา melting peak จะถูกจัดเปน 
2 กลุมใหญๆ คือกลุมของอัลลีล 3 และ  4 repeat units แตพบวา melting peak ที่ระดับความ
เขมขนดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัมที่ 3 repeat units จะมีการเล่ือนออกจากกลุมไปเล็กนอยแตไมสงผล
ตอการแปรผลแตอยางใดดังแสดงในรูป4-7 
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รูป4-6 Derivative melting plot ของการวิเคราะห VNTR บริเวณ STTR9 โดยการเพิ่มปริมาณ         
ดีเอ็นเอซึ่งมาจากวิธีการสกัดดวยชุดทดสอบและการตม 
กําหนดให  ก : melting peak ซึ่งเกิดจากการวิเคราะห VNTR ดวยดีเอ็นเอสกัดดวยชุดทดสอบ, ข : 
melting peak ซึ่งเกิดจากการวิเคราะห VNTR ดวยดีเอ็นเอสกัดดวยการตม และค : melting peak 
ซึ่งเกิดจากการวิเคราะห VNTR ดวยดีเอ็นเอสกัดดวยชุดทดสอบและการตมรวมกัน 
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รูป4-7 Derivative melting plot ของการวิเคราะห VNTR บริเวณ STTR9 โดยแปรระดับความ
เขมขนดีเอ็นเอตั้งแต 10 -100 นาโนกรัม 
กําหนดให  ก : ความเขมขนดีเอ็นเอระดับ 10 นาโนกรัม, ข : ความเขมขนดีเอ็นเอระดับ 20 นาโน
กรัม, ค : ความเขมขนดีเอ็นเอระดับ 50 นาโนกรัม, ง : ความเขมขนดีเอ็นเอระดับ 100 นาโนกรัม
และ จ : ความเขมขนดีเอ็นเอตั้งแตระดับ 10 – 100 นาโนกรัม  



  73  

การทดสอบความคงทนตอการเปล่ียนแปลงสภาวะของการทดสอบ (Robustness) ของ
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM พบวาวิธีการสกัดดีเอ็นเอดวยชุดทดสอบและการตมสงผลตอ
คุณภาพของดีเอ็นเอในดานของความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดทําใหสัญญาณสีฟลูออเรสเซนตใน
ขณะที่ทําการวิเคราะหดวยเทคนิค HRM ของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยตัวอยางดีเอ็นเอซึ่งได
จากการตมมีสัญญาณสีที่ตํ่ากวาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยตัวอยางดีเอ็นเอซึ่งไดจากการสกัด
ดวยชุดทดสอบ  อยางไรก็ตามวิธีการสกัดทั้งสองวิธีไมสงผลตอการวิเคราะหซ้ําดวยเทคนิค HRM 
สอดคลองกับรายงานของ Fortini et al. (2007) ซึ่งพบวา melting peak ที่เกิดจากการวิเคราะห
ดวยเทคนิค HRM โดยใชดีเอ็นเอซ่ึงสกัดจากชุดทดสอบและการสกัดดวยวิธีการตมสามารถ
วิเคราะหซ้ําได  ในขณะที่ผลการทดสอบการแปรระดับความเขมขนของดีเอ็นเอพบวาระดับความ
เขมขนของดีเอ็นเอไมสงผลตอการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile 
อยางไรก็ตามที่ความเขมขนดีเอ็นเอในระดับ 10 – 50 นาโนกรัมเปนระดับที่เหมาะสมสําหรับการ
สําหรับการทดสอบการจําแนกความแตกตางของ VNTR  ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ  Fortini et 
al (2007) และ Ciammaruconi et al.(2009) ที่รายงานวาความเขมขนดีเอ็นเอในระดับที่
เหมาะสมสําหรับการทดสอบการจําแนกความแตกตางของ VNTR ในเชื้อ B. anthracis และ           
Y. pestis ดวยเทคนิค HRM อยูในชวง 20 – 40 และ 3- 50 นาโนกรัมตามลําดับ 
 
4.4 ผลการเปรียบเทียบผลของการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ระหวาง
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM 
 จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ตําแหนง STTR9, STTR5, STTR6 และ STTR3 ของเชื้อ                 
S. Typhimurium จํานวน 50 ไอโซเลท โดยใชเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ในการจําแนก
ความแตกตางของอัลลีลใน VNTR ดวย melting profile โดยแปรผล repeat units จาก melting 
peak ของตัวอยางที่ตรงกับ melting peak ของ internal control  ดังแสดงในรูป4-8 จากนั้นนําผล
ที่ไดเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ 
CE พบวาไมมีความแตกตางของการจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR ระหวางเทคนิค MLVA 
รวมกับเทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ดังแสดงในตาราง4-8  
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รูป4-8 Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงของเชื้อ                      
S. Typhimurium จํานวน 50 ไอโซเลท  
กําหนดให ก = locus STTR9, ข = locus STTR5, ค = locus STTR6, ง = locus STTR3                      
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ตาราง 4-8 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหบริเวณ VNTR ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ของ                              
S. Typhimurium  
 

Isolates 
Allelic variants analyzed by MLVA with CE Allelic variants analyzed by MLVA with HRM 

STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 
STTR 01 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 02 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 03 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 04 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 05 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 06 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 07 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 08 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 09 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 10 3 12 9 2 3 12 9 2 
STTR 11 3 13 8 2 3 13 8 2 

STTR 14 4 15 11 2 4 15 11 2 
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Isolates 

Allelic variants analyzed by MLVA with CE Allelic variants analyzed by MLVA with HRM 

STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 
STTR 15 4 13 10 2 4 13 10 2 
STTR 16 4 15 11 2 4 15 11 2 
STTR 17 3 12 8 2 3 12 8 2 
STTR 18 3 12 8 2 3 12 8 2 
STTR 23 4 13 10 2 4 13 10 2 
STTR 24 3 12 8 2 3 12 8 2 
STTR 25 3 12 8 2 3 12 8 2 
STTR 26 4 15 12 2 4 15 12 2 
STTR 27 4 15 12 2 4 15 12 2 
STTR 29 3 13 8 2 3 13 8 2 
STTR 31 3 12 8 2 3 12 8 2 
STTR 32 3 12 8 2 3 12 8 2 
STTR 33 3 12 8 2 3 12 8 2 
STTR 35 3 12 8 2 3 12 8 2 
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Isolates 

Allelic variants analyzed by MLVA with CE 
Allelic variants analyzed by MLVA with HRM 

STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 
STTR 37 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 38 3 5 0 1 3 5 0 1 
STTR 42 3 5 0 1 3 5 0 1 

SAP 21194/08 3 12 9 2 3 12 9 2 
SAP 00433/09 3 5 0 1 3 5 0 1 
SAP 00444/09 3 5 0 1 3 5 0 1 
SAP 00445/09 3 5 0 1 3 5 0 1 
SAP 00564/09 4 15 12 2 4 15 12 2 
SAP 01571/09 3 12 8 2 3 12 8 2 
SAP 03057/09 3 11 8 2 3 11 8 2 

SAP4202 3 5 0 1 3 5 0 1 
SAP4282 3 12 8 2 3 12 8 2 
SAP4570 3 12 8 2 3 12 8 2 
SAP4572 3 12 8 2 3 12 8 2 

SAP5447 3 18 8 1 3 18 8 1 
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Isolates 

Allelic variants analyzed by MLVA with CE Allelic variants analyzed by MLVA with HRM 

STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 STTR9 STTR5 STTR6 STTR3 
SAP6077 3 11 8 2 3 11 8 2 

SAP9184/09 3 12 8 2 3 12 8 2 
MLST12 4 13 10 2 4 13 10 2 
MLST13 4 13 10 2 4 13 10 2 
MLST23 3 13 8 2 3 13 8 2 
MLST24 3 13 8 2 3 13 8 2 
MLST33 4 13 10 2 4 13 10 2 

ATCC13311 3 18 8 1 3 18 8 1 
DMST17242 3 15 10 3 3 15 10 3 
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บทที่  5 
สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 

 การจําแนกความแตกตางของ S. Typhimurium และ Enteritidis ในระดับซับซีโรวาร ดวย
เทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลภายหลังจากการจําแนกความแตกตางของสายพันธุ Salmonella ใน
ระดับซีโรวารยังคงไดรับการพัฒนาอยางตอเนื่อง โดยมีเปาหมายเพื่อประโยชนในการศึกษาทาง
ระบาดวิทยาและนําไปประยุกตใชในการจัดการดานความปลอดภัยของอาหาร (Foley et al, 
2009; Wiedmann and Nightingale, 2009) ดังนั้นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจ
วิเคราะหโดยอาศัยคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเออยางเทคนิค HRM จึงถูกนํามาประยุกตใช
รวมกับเทคนิค MLVA เพื่อจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ในตําแหนงเปาหมายของเชื้อ 
S. Typhimurium และ S. Enteritidis ดวย melting profile 

 เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM มีประสิทธิภาพในการวิเคราะหความแตกตางของ
บริเวณ VNTR ดวย melting profile ใน S. Typhimurium โดยสามารถจําแนกความแตกตางของ
บริเวณ VNTR ไดทั้ง 4 ตําแหนงเปาหมาย ไดแก STTR9, STTR5, STTR6 และ STTR3 โดยให 
melting profile ตางกันในทุกอัลลีล แตสําหรับเช้ือ S. Enteritidis  พบความแตกตางของ                
melting profile เกิดข้ึนเพียง 1 ตําแหนงเปาหมายเทานั้น ไดแกตําแหนง SE2 สวนอีก 3 ตําแหนง
เปาหมายที่เหลือ ไดแก SE1, SE5 และSE9 ไมพบความแตกตางของ melting profile หรือความ
แตกตางของ melting profile ไมเกิดข้ึนในทุกๆอัลลีล เมื่อพัฒนาเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค 
HRM ในการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR    ใน 3 ตําแหนงเปาหมาย ไดแก SE1, SE5 
และ SE9 ใน S. Enteritidis โดยการออกแบบไพรเมอรใหเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดส้ัน
ลงพบวาเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ยังไมสามารถจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR 
ดวย melting profile ได  

 การประเมินความแมนยํา (precision) ของเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  โดย
พิจารณาจากการวิเคราะหซ้ําในการทดลองคร้ังเดียวกัน (repeatability) และการวิเคราะหซ้ําใน
วันที่ตางกัน (reproducibility) ดําเนินการทดสอบกับเชื้อ S. Typhimurium เทานั้นเนื่องจากการ
จําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ในเช้ือ S. Enteritidis ทําไดเพียง             
1 ตําแหนงซ่ึงไมเพียงพอตอการนําไปทดลองตอ โดยพบวาเทคนิค HRM สามารถวิเคราะหความ
แตกตางของบริเวณ VNTR ใน S. Typhimurium ซ้ําไดทุกอัลลีลทั้ง 4 ตําแหนงเปาหมายและการ
ทดสอบความคงทนตอการเปล่ียนแปลงสภาวะของการทดสอบ (Robustness) ของเทคนิค MLVA 
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รวมกับเทคนิค HRM พบวาวิธีการสกัดดีเอ็นเอดวยชุดทดสอบและการตม และความเขมขนของ            
ดีเอ็นเอไมสงผลตอการวิเคราะหซ้ําของเทคนิค HRM  

การเปรียบเทียบผลการจําแนกความแตกตางของ VNTR ระหวางเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  โดยวิเคราะหบริเวณ VNTR ตําแหนง 
STTR9, STTR5, STTR6 และ STTR3 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 ไอโซเลท                    
พบวาเทคนิค HRM สามารถจําแนกความแตกตางของ VNTR ดวย melting profile ไดทั้ง                   
50 ไอโซเลทที่ใชทดสอบ  การแปรผล repeat units จาก melting peak ของตัวอยางที่ตรงกับ 
melting peak ของ internal control  ใหผลของ repeat units ตรงกับผลของ repeat units ซึ่งได
จากการวิเคราะหดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE  ทั้ง 50 ตัวอยาง  
 ดังนั้นการใชเทคนิค MLVA รวมกับ HRM มาวิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR 
ดวย melting profile ในตําแหนงเปาหมายจึงมีความเปนไปไดสูงโดยเฉพาะอยางยิ่งในเช้ือ                         
S. Typhimurium ที่การวิเคราะหดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM สามารถจําแนกความ
แตกตางไดในทุกอัลลีลและทุกตําแหนงเปาหมาย แตสําหรับ S. Enteritidis จําเปนตองมีการ
พัฒนาเทคนิค HRM ในแนวทางอ่ืนนอกเหนือจากการปรับปรุงใหขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอมีขนาดส้ัน
ลง เพื่อใหสามารถวิเคราะห melting profile บริเวณ VNTR ในตําแหนงเปาหมาย SE1, SE5 และ 
SE9 ตอไป โดยอาจปรับปรุงเทคนิคดวยการใชวิธี GC clamp ซึ่งเปนการเพิ่มปริมาณนิวคลีโอไทด 
GC จํานวนมากเขาไปที่บริเวณไพรเมอรเพื่อใหคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอมีความแตกตางกัน
มากข้ึนหรือทําใหรูปแบบของ melting domain เปล่ียนแปลงไป หรือหาบริเวณ VNTR ตําแหนง
เปาหมายใหมที่สามารถใชเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จําแนกความแตกตางของบริเวณ 
VNTR จาก  melting profile ได เนื่องจากการจําแนกความแตกตางของ VNTR ไดเพียงหนึ่ง
ตําแหนงไมเพียงพอตอการนําไปใชในการศึกษาทางระบาดวิทยาหรือการจัดการดานความ
ปลอดภัยของอาหาร 
 ถึงแมวาการนําเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล เชน เทคนิค MLVA ไปจําแนกความแตกตาง
ของ Salmonella ในระดับซับซีโรวารในทางปฏิบัติเพื่อแกไขปญหาการปนเปอนของ Salmonella 
หรือการศึกษาทางระบาดวิทยาในโรงงานอุตสาหกรรมจะเปนการเพิ่มตนทุนการผลิตใหสูงข้ึน 
เนื่องจากเคร่ืองมือและสารเคมีที่มีราคาสูงและตองวิเคราะหตัวอยางเปนจํานวนมาก แตอยางไรก็
ตามการจําแนก Salmonella ลงไปในระดับซับซีโรวารนั้นจะทําใหสามารถจัดการแหลงกําเนิดของ
การปนเปอน Salmonella ไดถูกจุดและมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน นอกจากนี้การมีฐานขอมูลใน 
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ระดับซับซีโรวารของ Salmonella อาจเปนแหลงขอมูลสําคัญในการตอบขอโตแยงกับคูคาเม่ือเกิด
การปนเปอนของ Salmonella ในสินคาได 
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1.การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 1.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) 

1.1.1 ชั่ง Tryptic Soy Broth 4.5 กรัม 
1.1.2 เติมน้าํปราศจากไอออนปริมาตร 150 มิลลิลิตร 
1.1.3 นาํสารละลายไปสเตอริไลซที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

นาท ี
1.1.4 ทิง้ใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง 
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2. Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงของ                   
S. Typhimurium 
ภาพ ภ.1 Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR บริเวณตําแหนงเปาหมาย 
STTR9 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 isolate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โดยภาพ ภ.1 ก ม ีS. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี:้ STTR03, STTR04, STTR05, STTR06, 
STTR07, STTR08, STTR09, STTR10, STTR24, STTR31, STTR37, SAP00445/09, SAP4570, 
STTR14, STTR15, STTR23 และ STTR42 
      ภาพ ภ.1 ข มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR01, STTR02, STTR11, STTR16,  
STTR17,STTR18, STTR25, STTR26, STTR29, STTR35, SAP21194/08, SAP00433/09, 
SAP00564, SAP4282, SAP5447, SAP6077, MLST33, STTR23, STTR42 
      ภาพ ภ.1 ค มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR32, STTR33, STTR38, 
SAP00444/09, SAP01571/09, SAP03057/09, SAP4572, SAP9184/09, MLST23, STTR27, 
STTR23, STTR42  
      ภาพ ภ.1 ง ม ีS. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี:้ SAP4202, MLST13, MLST24, ATCC 
13311, DMST17242, MLST12, ST23, ST42 
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ภาพ ภ.2 Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR บริเวณตําแหนงเปาหมาย 
STTR5 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 isolate 

 

โดยภาพ ภ.2 ก มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR01, STTR02, STTR03, STTR04, 
STTR05, STTR08, STTR09, STTR16, STTR24, STTR27, STTR32, SAP4202, SAP00564,  
STTR10, STTR14, STTR23, STTR42, SAP3057, SAP4570, SAP5447  
 ภาพ ภ.2 ข มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปน้ี: STTR06, STTR07, STTR17, STTR25, 
STTR33, STTR35, STTR37, SAP21194/08, SAP00433/09, SAP00444/09, SAP00445/09, 
STTR10, STTR14, STTR23, STTR42, SAP3057, SAP4570, SAP5447  
     ภาพ ภ.2 ค มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR11, STTR15, STTR18, STTR26, 
STTR29, STTR31, STTR38, SAP01571/09, SAP6077, SAP4282, SAP4572, STTR10, 
STTR14, STTR23, STTR42, SAP3057, SAP4570, SAP5447  
     ภาพ ภ.2 ง มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: SAP9184/09, MLST13, MLST23, 
MLST24, MLST33, ATCC 13311, DMST17242, MLST12, STTR10, STTR14, STTR23, 
STTR42, SAP3057, SAP4570, SAP5447  
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ภาพ ภ.3 Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR บริเวณตําแหนงเปาหมาย 
STTR6 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 isolate 

 
โดยภาพ ภ.3 ก มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR01, STTR02, STTR03, STTR04, 
STTR05, STTR11, STTR16, STTR18, STTR24, STTR29, SAP00444/09, SAP00564/09, 
SAP01571/09, SAP4282, STTR10, STTR14, STTR17, STTR23, STTR27 
 ภาพ ภ.3 ข มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปน้ี: STTR06, STTR07, STTR08, STTR09, 
STTR25, STTR26, STTR32, STTR33, STTR35, SAP3057/09, SAP4282, STTR10, STTR14, 
STTR17, STTR23, STTR27 
     ภาพ ภ.3 ค มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR15, STTR37, STTR38, STTR42, 
SAP21194, SAP4570, SAP4572, SAP5447, STTR10, STTR14, STTR17, STTR23, STTR27 
     ภาพ ภ.3 ง มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: SAP00433/09, SAP00445/09, 
SAP4202, SAP6077, SAP9184/09, MLST12, MLST13, MLST23, MLST24, MLST33, 
ATCC13311, DMST17243, STTR10, STTR14, STTR17, STTR23, STTR27 
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ภาพ ภ.4 Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR บริเวณตําแหนงเปาหมาย 
STTR3 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 isolate 
 

 

 
 

โดยภาพ ภ.4 ก มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR01, STTR02, STTR03, STTR04, 
STTR05, STTR06, STTR07, STTR08, STTR09, STTR11, STTR24, STTR25, STTR26, 
STTR27, STTR28, STTR29, STTR31, STTR32, STTR33, STTR42, SAP21194/09, STTR01, 
STTR10  
     ภาพ ภ.4 ข มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR14, STTR15, STTR16, STTR17, 
STTR18, STTR23, STTR35, SAP6077, SAP9184/09, MLST12, MLST13, MLST23, MLST24, 
MLST33, ATCC13311, DMST17242, STTR01, STTR10  
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 

 
นางสาวพนัสนันท ศิลมัฐ เกิดเมื่อวันที่ 22 เมษายน 2523 ที่จังหวัดชลบุรี สําเร็จการศึกษา

ระ ดับป ริญญาต รี  วิ ทยาศาสตร บัณฑิต  สาขา เทคโน โลยี ชี วภาพ  คณะเทคโน โลยี 
มหาวิทยาลัยขอนแกน เม่ือปการศึกษา 2546 และไดศึกษาตอในระดับปริญญาโทหลักสูตร             
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ในปการศึกษา 2550 ผลงานที่ผานมาไดแกการนําเสนอผลงานวิจัยแบบโปสเตอรในหัวขอเร่ือง                         
“การพัฒนาเทคนิค High Resolution Melting Analysis (HRM) เพื่อจําแนกความแตกตางของ 
Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) ใน Salmonella Typhimurium” ในการประชุม
ทางวิชาการเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา คร้ังที่18 วันที่ 16 – 17 กันยายน 2553 ณ 
สถาบันบัณฑิตพัฒนบริหารศาสตร   
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