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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 

 ปจจุบันประเทศตางๆทั่วโลกไดใหความสําคัญในเร่ืองความปลอดภัยของอาหารอยางยิ่ง 
เนื่องจากพบวาโรคเนื่องจากอาหารเปนส่ือนํา ( Foodborne disease) ไดกลายเปนสาเหตุสําคัญ
ของปญหาซ่ึงเกิดข้ึนตอสุขภาพของมนุษย สรางความสูญเสียทั้งในดานเศรษฐกิจและสังคมไป               
ทั่วโลก หนวยงานซ่ึงมีหนาที่รับผิดชอบ ไดแก องคการอนามัยโลกและประเทศสมาชิกไดตระหนัก
ถึงปญหาที่เกิดข้ึนจึงมีความพยายามกําหนดแผนยุทธศาสตรเพื่อลดอันตรายซ่ึงเกิดจากโรค
เนื่องจากอาหารเปนส่ือนําโดยเฉพาะอยางยิ่งอันตรายที่เกิดจากเชื้อจุลินทรีย  ในหลายๆประเทศมี
รายงานอุบัติการณการเกิดโรคซึ่งมีสาเหตุมาจากเชื้อจุลินทรียซึ่งปนเปอนอยูในอาหาร เชน 
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. เปนตน (World Health 
Organization [WHO], 2002 : online) 

Salmonella spp. เปนหนึ่งในแบคทีเรียสําคัญที่ทําใหเกิดโรคเนื่องจากอาหารเปนส่ือนํา            
โดยเรียกโรคติดเชื้อที่เกิดจาก Salmonella spp. วา Salmonellosis จากรายงานการเฝาระวังโรค
ซึ่งเกิดจาก Salmonella พบวาในป 2008  Salmonella spp. เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรค
เนื่องจากอาหารเปนส่ือนํามากเปนลําดับที่สองในกลุมประเทศสหภาพยุโรป โดยมีผูปวยดวยโรค 
Salmonellosis  คิดเปนอัตรา 26.4 รายตอประชากร 100,000 ราย   (European Food Safety 
Authority [EFSA], 2010)  สําหรับประเทศสหรัฐอเมริกาพบวามีผูติดเชื้อ Salmonella spp. เปน
จํานวนถึง 7,444  ราย คิดเปนอัตรา 16.20 รายตอประชากร 100,000 ราย (Centers for Disease 
Control and Prevention [CDC], 2009)  นอกจากนี้มีการประมาณจํานวนผูเสียชีวิตวามากกวา 
500 รายในแตละป(Mead et al., 1999)   ในประเทศญ่ีปุน Infectious Disease Surveillance 
Center มีรายงานวาในระหวางป 2005 - 2009 มีผูปวยดวยโรค Salmonellosis เปนจํานวนถึง  
5,286 ราย (Infectious Disease Surveillance Center [IDSC], 2009) ในประเทศไทยนั้นไดมี
รายงานของสํานักงานระบาดวิทยาพบวาในป 2009 มีจํานวนผูปวยดวยโรคอาหารเปนพิษซึ่งเกิด
จากเช้ือ Salmonella spp. เปนจํานวน 192 ราย คิดเปนรอยละ 0.2  ของจํานวนผูปวยดวยโรค
อาหารเปนพิษทั้งหมด (อมรรัตน ชอบกตัญู, 2552) สาเหตุหลักของการติดเชื้อ Salmonella spp. 
เกิดจากการบริโภคอาหารท่ีปนเปอน  โดยเฉพาะอยางยิ่งอาหารที่ผลิตจากเนื้อหรือไขของสัตวปก
และผลิตภัณฑนมซ่ึงเปนแหลงที่พบการปนเปอน Salmonella มาก( Yan et al., 2003) 



  2  

ประเทศไทยซ่ึงเปนประเทศผูผลิตอาหารลําดับตนๆของโลกจึงควรติดตามอุบัติการณที่
เกิดข้ึนจากเชื้อ Salmonella spp. โดยการเฝาระวังโรคและการศึกษาระบาดวิทยาของเช้ือ 
Salmonella spp. ซึ่งถือเปนพื้นฐานในการกําหนดแผนกลยุทธเพื่อลดความเสี่ยงเนื่องมาจาก
อาหารที่ปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. โดยเฉพาะ Salmonella Typhimurium และ Salmonella 
Enteritidis ที่พบวาสรางปญหาอยางมากในอุตสาหกรรมอาหารโดยเฉพาะอยางยิ่งอุตสาหกรรม
สัตวปกและผลิตภัณฑแปรรูปจากสัตวปก เชน เนื้อไกสด เนื้อไกแชแข็งและไกแปรรูป ในการศึกษา
ทางระบาดวิทยาของ Salmonella ในประเทศไทยนิยมใชเทคนิค serotyping ในการวิเคราะหสาย
พันธุของ Salmonella ในระดับซีโรวารซึ่งไมเพียงพอตอการหาตนกําเนิดของการระบาดของโรค 
ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเทคนิคการจําแนกความแตกตางของเชื้อ Salmonella ในระดับซับซีโรวาร 
(subserovar) เพื่อเพิ่มขีดความสามารถของการจําแนกความแตกตางระหวางไอโซเลทใหมากข้ึน 
โดยจําแนกความแตกตางจากลักษณะที่แสดงออกเชน เทคนิค phage typing หรือจําแนกความ
แตกตางจากลักษณะทางพันธุกรรม เชน เทคนิค Pulse-field gel electrophoresis เปนตน  
อยางไรก็ตามเทคนิคเหลานั้นยังมีขอจํากัดบางประการ ไดแก  ขีดความสามารถในการจําแนก
ความแตกตางระหวางไอโซเลทที่ยังไมดีนักและบางเทคนิคไมสามารถปฏิบัติไดภายในประเทศจึง
ตองสงตัวอยางไปวิเคราะหที่หนวยงานในตางประเทศ (ปฐมาพร เอมะวิศิษฎ และคณะ, 2546)    

ดังนั้นเทคนิคการจําแนกความแตกตางของเช้ือ Salmonella ในระดับซับซีโรวาร 
(subserovar) ที่มีประสิทธิภาพในการจําแนกสูงจะชวยใหการศึกษาระบาดวิทยาหรือการจัดการ
ดานความปลอดภัยของอาหารทําไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน ในปจจุบันนิยมใชการจําแนก
เชื้อ Salmonella ในระดับซับซีโรวารดวยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลโดยการวิเคราะห variable 
number of tandem repeatเพื่อดูความแตกตางของจํานวน repeat units ในบริเวณโลคัส (locus) 
ซึ่งนิยมทํามากกวา 1 โลคัส เรียกเทคนิคนี้วา multi-locus variable number of tandem repeats 
(MLVA) (Belkum,  2008)  เทคนิคนี้มีขอจํากัดคือจะตองวัดขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณ
ดวยเทคนิค capillary electrophoresis (CE) ทําใหเสียคาใชจายสูงและใชเวลานาน งานวิจัยนี้จึง
มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาเทคนิค High Resolution Melting Analysis (HRM) สําหรับจําแนก
ความแตกตางของขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอจากความแตกตางของ melting profile ที่จําเพาะตอขนาด
ชิ้นสวนดีเอ็นเอนั้นๆเพื่อทดแทนการใชเทคนิค CE ซึ่งถาสามารถพัฒนาไดจะทําใหไดเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการจําแนกสายพันธุของ S. Typhimurium และ Enteritidis ในระดับซับซีโรวาร
ที่สามารถนําประยุกตใชในทางระบาดวิทยาและการจัดการความปลอดภัยของอาหารไดใน
อนาคต  



    

บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

2.1 สกลุ (genus) Salmonella  

 Salmonella เปนแบคทีเรียกอโรคซึ่งถูกคนพบในปคริสตศักราช 1885 โดย Theobald 
Smith นักแบคทีเรียชาวอเมริกันที่แยกเช้ือนี้ไดจากสุกรซึ่งปวยเปนอหิวาตกโรคและชื่อสกุล 
Salmonella ถูกต้ังข้ึนเพื่อเปนเกียรติแก Daniel E Salmon นักแบคทีเรียชาวอเมริกันซึ่งดํารง
ตําแหนงเปนผูอํานวยการหองปฏิบัติการในขณะนั้น หลังจากนั้นมีการคนพบ Salmonella               
สายพันธุใหมๆเพิ่มมากข้ึนทําใหเกิดความยุงยากในการตั้งช่ือสายพันธุเหลานี้ ซึ่งในปคริสตศักราช 
1926 Kauffmann, Edwards และ Ewing ไดรวมกันจัดทําหนังสือ Kauffmann – White Schema 
ข้ึนเพื่อเปนหลักเกณฑการแยกลักษณะทางแอนติเจนของ Salmonella และใชเปนมาตรฐานใน
การตั้งช่ือ Salmonella สายพันธุตางๆจนถึงปจจุบัน (อรุณ บางตระกูลนนท, สุมณฑา วัฒนสินธุ 
และชัยวัฒน พูลศรีกาญจน, ม.ป.ป. : online)  

  

2.1.1 จุลชีววิทยาของ Salmonella   
    Salmonella เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนแทงส้ัน ไมสรางสปอร ถูกจัด                  
อยู ในวงศ  Enterobacteriaceae สามารถเจริญเติบโตไดในที่ๆมีอากาศหรือไมมีอากาศ                       
(facultative anaerobe) และเคล่ือนที่โดยใชแฟลกเจลลารอบเซลล (Peritrichous flagella)                     
(Yan et al., 2003) โดยลักษณะเซลลของ Salmonella แสดงในรูป 2-1  อุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การเจริญเติบโตอยูในชวงประมาณ 35 – 37 องศาเซลเซียส ปริมาณน้ําอิสระ (water activity, Aw)              
ที่ Salmonella สามารถเจริญไดอยูในชวง 0.94 – 0.99 และคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมอยู
ในชวง 7 – 7.5  โคโลนีของ Salmonella มีลักษณะเรียบและผิวหนาเปนมันเงา มีขนาด 2 – 4 
มิลลิเมตร (สุมณฑา วัฒนสินธุ, 2545 ; New Zealand Food Safety Authority, 2001 : online) 
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รูป2-1 ลักษณะเซลลของ Salmonella  

ที่มา : Kunkel, 2004 : online 

2.1.2 อนุกรมวิธานและระบบการเรียกชื่อSalmonella  

การจําแนกชนิด (species ) และชนิดยอย (subspecies) ในสกุล Salmonella 
จะใชผลการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) ดังแสดงในตาราง2-1 และพิจารณาจาก
ลักษณะทางพันธุกรรมของเช้ือที่ปรากฏบนผิวเซลล (O-antigen) และแฟลกเจลลา (H-antigen) 
ตามแบบแผนของ Kauffmann-White Scheme ทําใหการจําแนกชนิดของ Salmonella มีความ
แมนยํามากข้ึน (อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.) นอกจากนี้ดวยวิธีการทางอณูชีววิทยา
ทําใหทราบวาในสกุล Salmonella ประกอบดวย Salmonella enterica และ Salmonella bongori 
เพียง 2 ชนิดเทานั้น ไดแก Salmonella enterica และ Salmonella bongori  ซึ่ง Salmonella 
enterica ประกอบดวย 6 ชนิดยอย ไดแก 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 ไมมีชนิดยอย  (Grimont and Weill, 2007)   

ปจจุบัน Salmonella มีประมาณ 2,579 ซีโรวาร (serovars) หรือซีโรไทป 
(serotype) แสดงในตารางที่ 2-2 ซึ่งหนวยงานท่ีมีหนาที่รวบรวมและรายงานจํานวนซีโรวาร 
(serovar) ที่คนพบไดแก WHO Collaborating Center for Reference and Research on 
Salmonella Institut Pasteur, Paris, France โดยตีพิมพในหนังสือ “ANTIGENIC FORMULAE 
OF THE SALMONELLA SEROVARS” 
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ตาราง2-1 คุณสมบัติทางชีวเคมีของ Salmonella ในแตละชนิดและชนิดยอย 

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% หรือมากกวาใหผลบวก, -  = 90% หรือมากกวาใหผลลบ 

    d  = ปฏิกิริยาแตกตางกันข้ึนกับซีโรไทปของเช้ือ 

ที่มา : Grimont and Weill, 2007 
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ตาราง2-2 จํานวนซีโรวารที่พบในแตละชนิดและชนิดยอยในปตางๆ 

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 บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.; Grimont and Weill, 2007 
  

จากรายงานพบวาในป 1997 มีจํานวน Salmonella 2,435 ซีโรวาร ตอมาในป 
2001 มีเพิ่มข้ึนเปน 2,501 ซีโรวารและในป 2007 มีจํานวน 2,579 ซีโรวาร (อรุณ บางตระกูลนนท
และคณะ, ม.ป.ป. ; Grimont and Weill, 2007) 
  ในระบบการเขียนช่ือซีโรวารของ Salmonella สามารถแบงไดเปน 2 กรณี ไดแก 
  2.1.2.1 Salmonella enterica subsp. enterica ใหเขียนช่ือสกุล ชนิดและช่ือของ
ชนิดยอยดวยตัวเอน สวนชื่อซีโรวารใหเขียนดวยตัวตรงโดยตัวอักษรตัวแรกเขียนเปนตัวพิมพใหญ 
เชน Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium หรือ S. enterica 
serovar Typhimurium หรือ Salmonella ser. Typhimurium แตในทางปฏิบัตินิยมเขียนแบบสั้นๆ
เพียงช่ือสกุลตามดวยช่ือซีโรวาร เชน Salmonella Typhimurium หรือ S. Typhimurium  
  2.1.2.2 Salmonella enterica subsp. II, IIIa, IIIb, IV, VI และ Salmonella 
bongori  ชื่อซีโรวารจะเขียนอยูในรูปแบบโครงสรางของแอนติเจนเทานั้น เชน Salmonella ซึ่งอยู
ในชนิดยอยกลุม II มี 0-antigen 6 และ 7 มี H-antigen Phase I คือ a และ H-antigen Phase II 
คือ Z6 ใหเขียนช่ือสกุล ชนิดและชนิดยอยดวยตัวเอน  สวนชื่อซีโรวารใหเขียนโครงสรางของ
แอนติเจนดวยตัวตรงโดยเรียงตามลําดับ O-antigen : H-antigen Phase I : H-antigen Phase II 
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ตามลําดับ เชน Salmonella enterica subspecies salamae serovar 6,7 : a : Z6 ในทางปฏิบัติ
นิยมเขียนแบบสั้นๆเพียงชื่อสกุลตามดวยหมายเลขกลุมและโครงสรางแอนติเจน เชน Salmonella 
II 6,7 : a : Z6 (อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.; Ellermeier and Slauch, 2006; Grimont 
and Weill, 2007)   
 2.1.3 แหลงที่อยูอาศัยตามธรรมชาติของ Salmonella  
  Salmonella อาศัยอยูในทางเดินอาหารและลําไสของสัตวตางๆ เชน มนุษย            
สัตวปก สัตวเล้ือยคลาน สัตวเล้ียง รวมถึงแมลง บางคร้ังอาจพบเชื้อ Salmonella ในสิ่งแวดลอม 
เชน น้ําหรืออาหาร เนื่องจากการแพรกระจายของเชื้อผานทางอุจจาระของสัตว เมื่อมนุษยหรือสัตว
บริโภคอาหารหรือน้ําที่ปนเปอนเชื้อเขาไป อาจทําใหแสดงอาการของโรคออกมาหรือกลายเปน
พาหะ (carriers) ของเช้ือ (Todar, 2008 : online)  
  
 2.1.4 การจําแนก Salmonella ในทางระบาดวิทยา 
  นอกจากวิธีการจําแนกโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีแลวยังสามารถจําแนก 
Salmonella ตามหลักระบาดวิทยาและการเกิดโรคเปน 3 กลุมใหญๆ ไดแก 
  2.1.4.1 Salmonella ที่อาศัยคนเปนเจาบาน ไดแก S. Typhi ทําใหเกิดโรค
ไทฟอยด (Typhoid fever, S. Paratyphi A, B และ C ทําใหเกิดโรคไขรากสาดนอย (Paratyphoid 
fever) ในมนุษย                           
  2.1.4.2 Salmonella ที่ปรับตัวตามเจาบาน เปนกลุมของ Salmonella ที่โดย
ปกติจะพบจําเพาะในสัตวแตละชนิด เชน S. Gallinarum และ S. Pullorum ซึ่งอาศัยเปดหรือไก
เปนโฮสต S. Dublin อาศัยวัวเปนโฮสต S. Choleraesuis อาศัยสุกรเปนโฮสต  

2.1.4.3 Salmonella ที่ไมจําเพาะตอเจาบาน เปนกลุมของ Salmonella                      
ที่สามารถแพรกระจายจากคนและสัตวไปยังส่ิงแวดลอม อาหาร น้ํา ดิน กอใหเกิดโรคอาหารเปน
พิษ เชน S. Typhimurium และ S. Enteritidis การแพรกระจายของโรคเรียกวา non-typhoidal 
salmonellosis ทํา ใหเกิดโรค Salmonellosis ซึ่งสวนใหญจะทําใหเกิดอาการทางลําไส คล่ืนไส 
อาเจียน ปวดทอง ปวดศีรษะ หนาวส่ัน  

ตัวอยางเจาบานของ Salmonella enterica subsp. enterica ซีโรวารตางๆดัง
แสดงในตาราง2-3  
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ตาราง2-3 กลุมเจาบานของ Salmonella enterica subsp. enterica ซีโรวารตางๆ 
 

ประเภทของ Salmonella ซีโรวาร เจาบาน 
Salmonella ที่อาศัยคนเปนเจาบาน
 
Salmonella ที่ปรับตัวตามชนิดของเจาบาน    
 
 
Salmonella ที่ไมจําเพาะตอชนิดของเจาบาน 

Typhi
Paratyphi A and C 

Choleraesuis 
Dublin 

Gallinarum 
Typhimurium 

 
Enteritidis 

มนุษย 
มนุษย 
สุกร 
วัว 

สัตวปก 
มนุษย สัตวปก สุกร 
วัว และ สัตวกดัแทะ 
มนุษย สัตวปก และ

สัตวกัดแทะ 
 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Ellermeier and Slauch, 2006 
 

2.1.5 อาการของผูปวยท่ีไดรับ Salmonella 
เม่ือมีการบริโภคอาหารที่มีSalmonella เขาไปในรางกาย จะมีเสนทางการเคล่ือนที่

ของเช้ือดังรูป 2-2 
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รูป2-2 แสดงเสนทางของ Salmonella เมื่อเขาไปในรางกาย 

ที่มา : อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป. 
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ผูปวยที่มีการติดเชื้อ Salmonella มีอาการแบงออกเปน 3 แบบ (International 
Commision on Microbiological Specifications for Foods [ICMSF], 1996) ไดแก 

  2.1.5.1 อาการของระบบทางเดินอาหาร (Gastroenteritis) โดยทั่วไปเกิดจาก 
Salmonella ที่ไมเลือกเจาบาน ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ ชวงระยะเวลาฟกตัวของโรคอยู
ระหวาง 5 ชั่วโมงถึง 5 วัน แตปกติมักเกิดประมาณ 12-36 ชั่วโมง หลังจากไดรับเชื้อผูปวยจะมี
อาการทองเดิน คล่ืนไส ปวดทอง ไขสูงปานกลาง หนาวส่ัน อาการทองรวงจะรุนแรงตางกันตาม
ลักษณะการถายอุจจาระ เชน อุจจาระอาจมีลักษณะเหลว จนถึงการถายเปนนํ้าและเกิดอาการ
ขาดนํ้า(dehydration) ในบางคร้ังผูปวยอาจอาเจียน ออนเพลีย เบ่ืออาหาร ปวดศีรษะ 
กระสับกระสาย โดยทั่วไปอาการดังกลาวจะปรากฏอยูนาน 2-5 วัน  
  2.1.5.2 อาการไขไทฟอยด (Enteric fever) เกิดจาก S. Typhi, S. Paratyphi 
A, S. Paratyphi B (S. Schottmuelleri) และ S. Paratyphi C (S. Hirschfeldii) ระยะเวลาฟกตัว
ของเชื้อไขไทฟอยดอยูระหวาง 7-28 วัน ผูปวยจะมีอาการไมสบาย ปวดศีรษะ ไขข้ึนสูงมากเปน
เวลาหลายวัน ปวดทองและปวดเมื่อยตามรางกาย ออนเพลีย ถายอุจจาระเหลวเปนนํ้า  
นอกจากนี้ยังมีอาการคล่ืนไส อาเจียน ไอ มีเหงื่อออกตามตัว หนาวส่ัน และเบ่ืออาหาร มีจุดแดง
ตามลําตัว แผนหลังและหนาอก หัวใจเตนชาและออน ทองบวมนํ้า มามโต บางคร้ังมีเลือดออก
จากชองทองหรือจมูกและอาจหมดสติได ในบางคร้ังหลังจากอาการทุเลาแลว ผูปวยอาจเปนพาหะ
ของโรคตอไปได  
  2.1.5.3 อาการติดเชื้อในกระแสโลหิต (Bacteremia/Septicemia) เกิดจาก
Salmonella ที่ฟกตัวในลําไสเล็ก แลวเขาสูกระแสโลหิต ผูปวยอาจจะมีไขสูง ปวดหลัง ปวดทอง 
และเจ็บหนาอก หนาวส่ัน เหงื่อออกตามลําตัว ไมสบาย เบื่ออาหาร นํ้าหนักลด อาการที่เกิดข้ึน
อาจเกิดข้ึนอยางฉับพลันหรือเปนเร้ือรังได 
 
 2.1.6 บทบาทของ Salmonella ในอุตสาหกรรมอาหาร 
  การปนเปอนของ Salmonella สามารถเกิดข้ึนไดตลอดหวงโซอาหารตั้งแตแหลง
ผลิตเบื้องตนไปจนถึงอาหารที่ใชบริโภค โดยพบการปนเปอนในอาหารที่มี ไข เนื้อและผลิตภัณฑ
นมเปนองคประกอบ โดยมีสัตวปกเปนแหลงปนเปอนที่สําคัญ (Yan et al., 2003) จากการสุม
ตรวจหาการปนเปอนของ Salmonella ในฟารมไกเนื้อในระหวางป 2548 – 2549 โดยหนวยงาน
ความปลอดภัยดานอาหารของสหภาพยุโรป (European Food Safety Authority’s Zoonoses 
Task Force : EFSA) พบวาไกเนื้อรอยละ 23.7 ในสหภาพยุโรป นอรเวย และสวิสเซอรแลนด         
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เกิดการติดเชื้อ Salmonella ในระดับสูง (อนุชา มุมออน, วสันต เคยเหลา และสุดารัตน เคยเหลา, 
2550 : ออนไลน) นอกจากนี้การศึกษาความชุกของ Salmonella ในฟารมไกและสุกรในประเทศ
ไทยระหวางป 2546 – 2548 พบวาอัตราการพบเช้ือในฟารมไกและสุกรมีคาเทากับ 21.71% และ 
19.47% ตามลําดับซ่ึงแสดงวาความชุกของ Salmonella ยังคงเปนปญหาสําคัญที่พบในฟารม 
(พรเพ็ญ พัฒนโสภณ,  วัชรชัย ณรงคศักด์ิ และศศิ เจริญพจน, 2550)  
  ฟารมไกไขเปนอีกแหลงหนึ่งซ่ึงพบการปนเปอนของ Salmonella โดยพบวาการ
ปนเปอนอาจเร่ิมจากระดับฟารมเล้ียงสัตว ศูนยรวบรวมไข ไปจนถึงสถานท่ีจําหนาย ซึ่งสวนใหญ
จะพบการปนเปอนที่เปลือกไขมากกวาในเนื้อไข ซึ่งการแพรกระจายของ Salmonella เกิดจาก
มาตรการดานสุขาภิบาลที่ไมดีพอที่จะควบคุมการแพรกระจายของ Salmonella (ชุลีพร ศักด์ิสงา
วงษ และคณะ, 2550)  
  นอกจากจะพบการปนเปอน Salmonella ในแหลงผลิตเบ้ืองตนแลวยังพบวาเกิด
การปนเปอน Salmonella ในโรงฆาสัตวอีกดวย โดยการปนเปอนเกิดจากสุขลักษณะในขบวนการ
ฆาสัตวที่ไมดีพอทําให Salmonella ปนเปอนขามไปยังซากสัตวและผลิตภัณฑที่ผานการแปรรูป
จากซากสัตวนั้นไปสูผูบริโภคได โดยเฉพาะอยางยิ่งพวกสัตวปก เชน เนื้อไก ซึ่งเปนเนื้อสัตวที่มี
ปริมาณในการบริโภคสูงและมีแนวโนมการบริโภคเพิ่มมากข้ึนทุกป (เพ็ญนภา มัธยมพงศ, 2551 : 
ออนไลน; อนุชา มุมออน, และคณะ, 2552 : ออนไลน) 
  ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค ประเทศผูนําเขาอาหาร โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งการนําเขาเนื้อไกและผลิตภัณฑจากเนื้อไก เชน สหภาพยุโรป ซึ่งเปนตลาดสงออกที่สําคัญของ
ประเทศไทยจึงไดกําหนดมาตรฐานใหเนื้อไกและผลิตภัณฑจากเนื้อไกปลอดจากการปนเปอน 
Salmonella ซึ่งถาสินคามีมาตรฐานไมถึงเกณฑที่กาํหนดจะทําใหพบกับบทลงโทษทางการคา เชน 
การระงับการนําเขาสินคาที่มีการปนเปอนได นอกจากการสงออกแลวการกําหนดมาตรฐานเนื้อไก
และผลิตภัณฑจากเนื้อไกใหปลอดจากการปนเปอน Salmonella จะทําใหผูบริโภคภายในประเทศ
มีสุขภาพที่ดีอีกดวย ดังนั้นจึงมีการกําหนดมาตรการในการจัดการและควบคุม Salmonella 
ทั้งหมดในระบบการผลิตไกต้ังแตฟารมเล้ียงไกจนถึงโรงอาหารปรุงสุกใหมีความเหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพ อยางไรก็ตามพบวายังมีการปนเปอน Salmonella เกิดข้ึนอยูเสมอ ซึ่งการที่ไม
สามารถจัดการและควบคุมหรือลดระดับการปนเปอน Salmonella ไดนั้นอาจมีสาเหตุมาจากการ
ไมสามารถหาแหลงตนกําเนิดการปนเปอนหรือเสนทางการปนเปอนที่แทจริง ทําใหมาตรการ
จัดการและควบคุม Salmonella  มีประสิทธิภาพไมเพียงพอ จึงมีการพัฒนาวิธีการจําแนกสาย
พันธุ Salmonella วิธีตางๆมาใชประโยชนในทางระบาดวิทยาเพื่อติดตามแหลงตนกําเนิดหรือ
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เสนทางการปนเปอนที่แทจริงซ่ึงจะทําใหการจัดการและควบคุมการปนเปอนของ Salmonella มี
ประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน (เพ็ญนภา มัธยมพงศ, 2551 : ออนไลน; อนุชา มุมออน, และคณะ, 2552 
: ออนไลน) 
 

2.2 การจาํแนกสายพันธุจุลินทรีย (Microbial Typing)  

 Microbial typing ใชในการระบุสายพันธุจุลินทรียในระดับที่ลึกกวาสปชีส สามารถแบง
การจําแนกออกเปน 2 แบบ ไดแก epityping และ pathotyping การจําแนกแบบ epityping นั้น
เปนการระบุสายพันธุแบคทีเรียเพื่อวัตถุประสงคในทางระบาดวิทยาเพียงอยางเดียวแตการจําแนก
แบบ pathotyping นั้นจะเปนการวิเคราะหความแตกตางของการกอโรคของสายพันธุแบคทีเรีย
จากความแตกตางทางพันธุกรรม ดังนั้น microbial typing จึงเปนเคร่ืองมือสําคัญที่มีประโยชนใน
ดานระบาดวิทยามากเนื่องจากสามารถบอกความเช่ือมโยงระหวางผูปวย อาหารที่ปนเปอนเช้ือที่
ผูปวยบริโภคไปจนถึงแหลงของการปนเปอนเช้ือแบคทีเรีย (Foley, Lynne and Nayak, 2009; 
Belkum, 2008)  

วิธีการจําแนกความแตกตางของเช้ือแบคทีเรียสามารถแบงออกเปน 2 ประเภทใหญๆ 
ไดแก การจําแนกความแตกตางของสายพันธุโดยใชลักษณะที่แสดงออก (Phenotyping) และการ
จําแนกความแตกตางของสายพันธุโดยใชลักษณะทางพันธุกรรม (Genotyping)  

 
2.2.1 การจําแนกสายพันธุโดยใชลักษณะที่แสดงออก (Phenotyping) จะใช

ผลิตภัณฑที่เกิดจากการแสดงออกของยีนในการแยกความแตกตางของสายพันธุแบคทีเรีย เชน 
คุณสมบัติทางชีวเคมี ชนิดของไวรัสแบคทีเรีย (bacteriophage) ชนิดของแอนติเจนบนผนังเซลล 
ความไวตอสารตานจุลชีพ ซึ่งการจําแนกประเภทนี้คอนขางจะมีความผันแปรจากตัวแปรตางๆ 
เชน สภาวะในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ระยะการเจริญเติบโตของจุลินทรีย หรือการกลาย
พันธุของจุลินทรีย  ตัวอยางการจําแนกสายพันธุ โดยใชลักษณะที่แสดงออก  ไดแก  วิธี 
serotyping, phage typing  

 
2.2.2 การจําแนกสายพันธุโดยใชลักษณะทางพันธุกรรม (Genotyping) จะใชการ

วิเคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมของจุลินทรียและการมีหรือไมมีสารพันธุกรรมที่อยูนอก
โครโมโซม (extrachrmosomal DNA) (Tenover, Arbeit and Goering, 1997) โดยใชการตัดดวย
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เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme digestion) การเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิก (nucleic acid 
amplification) หรือ การวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide sequencing) เปนตน   

 
2.3 การจําแนกสายพันธุ Salmonella (Salmonella typing and subtyping) 

การจําแนกความแตกตางของ Salmonella ในระดับสายพันธุ เร่ิมมีความสําคัญมากข้ึนใน
ดานระบาดวิทยาและการเฝาระวังโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ Salmonella  เนื่องจากวิธีการจําแนก
ความแตกตางที่มีประสิทธิภาพสูงอาจชวยใหติดตามตนกําเนิดของการระบาดของโรคและ
สามารถติดตามแนวโนมของการดื้อยาปฏิชีวนะซึ่งสัมพันธกับรูปแบบที่จําเพาะได โดยการจําแนก
ความแตกตางของเช้ือ Salmonella  นั้น นอกจากจะใชวิธีการจําแนกในระดับซีโรวารดวยเทคนิค 
serotyping แลว ยังมีการพัฒนาเทคนิคอ่ืนๆข้ึนมาเพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการจําแนกความ
แตกตางของเชื้อแตละไอโซเลทอีกดวย (Yan et al, 2003; Wiedmann and Nightingale, 2009) 

การจําแนกสายพันธุ Salmonella สามารถแบงออกเปน 2 ประเภทใหญๆ ไดแก การ
จําแนกสายพันธุ Salmonella โดยใชลักษณะที่แสดงออกและการจําแนกสายพันธุ Salmonella 
โดยใชลักษณะทางพันธุกรรม  

 
2.3.1 การจําแนกสายพันธุ Salmonella โดยใชลักษณะท่ีแสดงออก (Phenotyping)  

  2.3.1.1 Serotyping  
   Serotyping เปนเทคนิคมาตรฐานที่นิยมใชมากที่สุดในการจําแนกเชื้อ 
Salmonella ในระดับซีโรวาร หลักการของ serotyping คือ การใชแอนติซีรัมที่มีความจําเพาะทํา
ปฏิกิริยากับแอนติเจนทําใหเกิดการตกตะกอนของโปรตีนข้ึน โดยพิจารณาจากโครงสราง
แอนติเจน 3 ชนิด ไดแก แอนติเจนบนผนังเซลล (Somatic antigens, O-antigens), แอนติเจน
บริเวณแส (Flagella antigens, H-antigens) และแอนติเจนบริเวณแคปซูล (Capsular antigens, 
Vi-antigens) (รูป2-3) 
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รูป2-3 แผนภาพแสดงโครงสรางและตําแหนงของแอนติเจน O, H, Vi ของ Salmonella  
ที่มา : Murray et al., 2002 
 

     2.3.1.1.1 แอนติเจนบนผนังเซลล (Somatic antigens, O-antigens) 
ปรากฏบนผนังเซลลชั้นนอกซึ่งพบในแบคทีเรียแกรมลบ องคประกอบสวนใหญคือลิพอพอลิแซค
คาไรด (lipopolysaccharide, LPS) ซึ่งเกิดจากการเช่ือมยึดกันของ lipid A, core 
oligosaccharide และพอลิเมอรของ O polysaccharide (รูป2-4) 

 
 

 
                                                          
 
 
           

 
รูป2-4 โครงสรางทั่วไปของลิพอพอลิแซคคาไรดใน 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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หนวยยอยของ O-polysaccharide นั้นจะประกอบดวยน้ําตาล 4 – 6 
โมเลกุลซึ่งความผันแปรที่เกิดจากการผาเหลาของเชื้ออาจสงผลตอชนิดของน้ําตาลและพันธะใน
โครงสรางของผิวเซลลทําใหเกิดแอนติเจน O หลายชนิด (Todar, 2003; Amonrattana 
Roobthaisong, 2006; Ellermeier and Slauch, 2006; Desroy, 2009) 

ปจจุบัน Salmonella มีจํานวนแอนติเจน O ประมาณ 67 แอนติเจน             
โดยหนังสือ “ANTIGENIC FORMULAE OF THE SALMONELLA SEROVARS” ฉบับป 2007 ได
เปล่ียนแปลงการเขียนช่ือกลุมของแอนติเจน O ซึ่งแตเดิมนั้นแอนติเจน O กลุม 1- 50 จะใช
ตัวอักษรภาษาอังกฤษ A – Z และกลุม 51 – 67 จะแทนดวยตัวเลขนั้น ใหเปล่ียนจากกลุมตัวอักษร
ภาษาอังกฤษมาใชตัวเลขตามลักษณะคาแอนติเจน O factors ดังตาราง 2-4 (Ellermeier and 
Slauch, 2006; Grimont and Weill, 2007)  

 
ตาราง 2-4 ชื่อกลุมแอนติเจน O แบบเกาและแบบใหมและแอนติเจน O factors ซึ่งแสดงในกลุม 
 
กลุมแอนติเจน O 

แบบเกา 
กลุมแอนติเจน 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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กลุมแอนติเจน O 
แบบเกา 

กลุมแอนติเจน 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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   ในบางกรณีอาจไมมีการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน O และแอนติซีรัม           
ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก Salmonella ที่ทดสอบนั้นสราง Vi แคปซูล ซึ่งไปขัดขวางแอนติซีรัมไมให
เขาไปทําปฏิกิริยากับแอนติเจนหรือเกิดจากการผาเหลาของเชื้อซึ่งสงผลตอโครงสรางของ                         
O-polysaccharide ทําใหไมมีแอนติเจน O สงผลตอโคโลนีของ Salmonella ทําใหโคโลนีมี
ลักษณะขรุขระ เมื่อนําไปทดสอบพบวาจะไมเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติซีรัมหรือ
ในทางตรงกันขามอาจเกิดปฏิกิริยากับแอนติซีรัมทุกตัวที่ใชในการทดสอบแอนติเจน O ทําใหไม
สามารถแปรผลได (Ellermeier and Slauch, 2006)    
 

  2.3.1.1.2 แอนติเจนบริเวณแส (Flagella antigens, H-antigens)                
แส (flagella) เปนออรแกเนลลที่ยื่นออกมาจากเซลลหรือเกิดออกมาจากช้ันเนื้อเยื่อ ทําหนาที่
เกี่ยวของกับการเคล่ือนที่ของแบคทีเรีย สรางจากโปรตีนหนวยยอยซ่ึงเรียกวาแฟลกเจลลิน 
(flagellin) (รูป2-5) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูป2-5 ลักษณะแสของ Salmonella  
ที่มา : Häusler, 2007 : online 
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 Salmonella จะมีแอนติเจน H  2 แบบ ไดแกแอนติเจน H phase 1 และ phase 2 
โดยปรกติจะพบแอนติเจน H ใน Salmonella ทั้ง 2 แบบ ยกเวน Salmonella บางซีโรวารซึ่งพบ
แอนติเจน H เพียง 1 แบบ เชน S. Enteritidis, S. Typhi, S. Rissen และซีโรวารสวนใหญในกลุม 
subsp. IIIa และ IV (Amonrattana Roobthaisong, 2006; Ellermeier and Slauch, 2006) 

   สําหรับการเขียนช่ือแอนติเจน H ใน phase 1 จะเขียนดวยตัวอักษร
ภาษาอังกฤษตัวเล็กต้ังแต “a” ถึง “z” และ z1, z2, z3 เรียงไปตามลําดับสวน phase 2 จะเขียนดวย
ตัวเลขอารบิค (Jay, 1992) 

  2.3.1.1.3 แอนติเจนบริเวณแคปซูล (Capsular antigens, Vi-
antigens, K-antigen) แคปซูล (capsule) เปนพอลิแซคคาไรดจําเพาะที่สะสมอยูบนผิวรอบนอก
ของเซลล มีหนาที่ชวยในการยึดเกาะหรือจับกับพื้นผิวหรือปกปองเซลลจากอันตรายแตไมทนตอ
ความรอนและปรากฏในบางซีโรวารเทานั้น ไดแก S. Typhi, S. Paratyphi C และในบางคร้ังอาจ
พบใน S. Dublin สามารถตรวจสอบแอนติเจนบริเวณแคปซูลไดโดยการทําปฏิกิริยากับแอนติซีรัม
ที่มีความจําเพาะ ในบางกรณีแอนติเจนบริเวณแคปซูลอาจไปขัดขวางการทดสอบแอนติเจน O ทํา
ใหไมเกิดการตกตะกอนซ่ึงสามารถแกไขไดโดยการทําลายแอนติเจนบริเวณแคปซูลดวยความรอน 
เชนการตมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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                        
จะประกอบดวย 5 ข้ันตอนหลักไดแก  

1) การกระตุนใหเชื้อที่บาดเจ็บแข็งแรง (Pre-enrichment)                  
โดยเล้ียงเชื้อในอาหารเล้ียงเชื้อที่ไมมีสารยับยั้งแบคทีเรียผสมอยู เชน buffered peptone water, 
nutrient of lactose broths เพื่อทําใหเซลลที่บาดเจ็บหรือใกลตายแข็งแรงข้ึน และเพิ่มจํานวนของ
เชื้อ Salmonella ใหมากข้ึน  

2) เพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวที่เลือกเฉพาะชนิด 
(Selective enrichment step) นําเช้ือ Salmonella จากข้ันตอนที่ 1) มาเพาะลงในอาหารเล้ียง
เช้ือเหลวซ่ึงเติมสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ไมตองการ และนําไปบมที่อุณหภูมิในชวง 35 
– 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 – 24 ชั่วโมง ตัวอยางอาหารเล้ียงเชื้อเหลวเลือกเฉพาะชนิดที่
นิยมไดแก Selenite – cystine broth, Tetrathionate broth, Selenite F broth, Brilliant Green 
MacConkey broth และ RV broth เปนตน 
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3) แยกเช้ือบนวุนอาหารเลือกเฉพาะชนิด (Selective – 
differential Plating Media) วุนอาหาร (Plating media) ที่นิยมใชสามารถแบงออกไดเปน 3 
ระดับ ไดแก 

-ระดับที่หนึ่ง low selective plating media เชน MacConkey, 
Endo Agar  

-ระดับที่สองไดแก intermediate selective plating media เชน 
Xylose Lysine Deoxycholate (XLD), Deoxycholate Citrate Agar (DCA)  

-ระดับที่สามไดแก High selective plating media ไดแก 
Bismuth Sulfide (BS), Xylose Lysine Tergitol4 (XLT4) และMSRV (Modified Semi – solid 
Rappaport Vassiliadis agar) ในการจําแนก Salmonella จะอาศัยลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏ
อยูบนอาหารเล้ียงเชื้อ เชน โคโลนีของ Salmonella บนวุนอาหาร XLD จะมีลักษณะขอบเรียบ 
โคโลนีสีแดงมีจุดดําอยูตรงกลาง โคโลนีของ Salmonella บนวุนอาหาร BS จะมีลักษณะสีน้ําตาล
หรือเทาดํา บริเวณรอบๆโคโลนีจะมีสีน้ําตาลหรือบางสายพันธุจะใหโคโลนีสีเขียวและรอบๆโคโลนี
เปนสีดําเล็กนอย และโคโลนีของ Salmonella บนวุนอาหาร MSRV จะมีลักษณะเปนสีขาวขุน
รอบๆจุดที่หยดเช้ือ (รูป2-6) 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
รูป2-6 ลักษณะโคโลนีของ Salmonella บนอาหารเล้ียงเชื้อเลือกเฉพาะชนิดประเภทตางๆ                   
ก: XLD Agar, ข: BS Agar, ค: MSRV Agar 
ที่มา : อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.  

ก ข

ค
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    4) การทดสอบทางชีวเคมี การกล่ันกรองเบ้ืองตนใชอาหารเล้ียง
เช้ือที่ไมจํากัดชนิดของเช้ือ เชน Triple Sugar Iron Agar (TSI), Lysine Iron Agar (LIA), เปนตน 
จากนั้นจึงทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีโดยการทดสอบข้ันแรกนิยมทดสอบ lysine, urease และ 
Indole กอน จากนั้นจึงทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีอีก 14 อยาง เพื่อจําแนกสมาชิกในตระกูล 
Enterobacteriaceae ในระดับสกุล  
    5) การทดสอบทางซีโรวิทยา (serological test) เมื่อไดเช้ือที่
คาดวาจะเปน Salmonella ใหทําการทดสอบทางซีโรวิทยาโดยวิธี slide agglutination  โดยข้ัน
แรกใหทดสอบเชื้อกับ Normal Saline Solution ความเขมขน 0.85% หากเกิดการตกตะกอนข้ึน
แสดงวาเช้ือดังกลาวไมสามารถทดสอบหาซีโรวารไดเนื่องจากเช้ือจะตกตะกอนกับแอนติซีรัมทุก
ชนิด หากไมเกิดการตกตะกอนใหนําเชื้อนั้นไปทดสอบกับแอนติซีรัม Salmonella Polyvalent A-
67 และ Salmonella Polyvalent  A-I ถาตกตะกอนตอแอนติซีรัมใดแสดงวาเช้ือมีแอนติเจนตอ
แอนติซีรัมนั้น (รูป2-7) 
  

 
 

รูป2-7 การทดสอบดวยเทคนิค slide agglutination โดยตัวอยางดานซายมือเกิดปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติซีรัมเกิดการตกตะกอนข้ึน ตัวอยางดานขวามือไมเกิดปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติซีรัม  
ที่มา : Lindquist, 2006 : online  

การตรวจสอบข้ันตอนนี้ยังไมสามารถบอกกลุมของ Salmonella 
ไดเนื่องจากใช antiserum รวมหลายชนิด จึงตองทดสอบกับแอนติซีรัมเด่ียวของแตละกลุมตอไป
ถาให    ผลบวกกับกลุมใดแสดงวาเปน Salmonella กลุมนั้น ข้ันตอนสุดทายคือสงทดสอบยืนยัน
เช้ือที่ WHO National Salmonella and Shigella Center สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี เพื่อตรวจรายละเอียดวาเปนซีโรวารใดตอไป ตัวอยาง
แอนติเจนของ Salmonella ซีโรวารตางๆดังแสดงในตาราง2-5 
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ข้ันตอนการตรวจวิเคราะห Salmonella ในตัวอยางตาม
มาตรฐานขอกําหนด ISO 6579 แสดงในรูป 2-8 

 

 
 

รูป2-8 แผนภาพการตรวจวิเคราะห Salmonella ในตัวอยางตามมาตรฐานขอกําหนด ISO 6579  
ที่มา : อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป. 
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ตาราง 2-5 ตัวอยางแอนติเจนของ Salmonella ซีโรวารตางๆ 
 

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 จึงเปนเทคนิคซ่ึงเปนที่ยอมรับอยางแพรหลายในการจําแนก   
สายพันธุ Salmonella และเปนเคร่ืองมือสําคัญในดานสาธารณสุข อยางไรก็ตามเทคนิคนี้ยังมี
ขอจํากัดอยูเนื่องจากเปนเทคนิคที่สามารถจําแนกความแตกตางไดเพียงในระดับซีโรวารเทานั้น 
ดังนั้นเทคนิคการจําแนกความแตกตางของเช้ือ Salmonella ในระดับซับซีโรวารที่มีประสิทธิภาพ
สูงอ่ืนๆจึงเปนส่ิงจําเปนเพื่อเพิ่มขีดความสามารถใหการจําแนกมีความละเอียดมากข้ึน (Yan et 
al., 2003; อรุณ บางตระกูลนนทและคณะ, ม.ป.ป.) 
 
  2.3.1.2 Phage Typing 

เปนเทคนิคซึ่งใชในการจําแนกความแตกตางของสายพันธุ Salmonella              
ในระดับซับซีโรวาร โดยใชหลักการความจําเพาะของไวรัสแบคทีเรีย (bacteriophage) กับตัวรับ              
(phage receptors) ซึ่งต้ังอยูบนผิวของเซลลแบคทีเรีย ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวาง             
ไอโซเลทได โดยไวรัสแบคทีเรียจะเขาไปจับกับตัวรับที่เหมาะสมทําใหสามารถยึดติดกับผนังเซลล
แบคทีเรียและเกิดการยอยสลายเซลลแบคทีเรียดังแสดงในรูป2-9  

 
 
 
 
. 
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รูป2-9 การติดตามการติดเช้ือไวรัสแบคทีเรียโดยดูจากการยอยสลายเซลลแบคทีเรีย 
ที่มา : ธีระ ยิ้มอยู, 2547 : ออนไลน 
 
   ข้ันตอนการจําแนกสายพันธุ Salmonella ดวยเทคนิค bacteriophage 
typing ประกอบดวยการใชสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียเทบนผิวหนาวุนอาหาร จากนั้นทําใหแหง
แลวเติมสารแขวนลอยไวรัสแบคทีเรียบนผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อแลวปลอยใหแหงจากนั้นนําวุน
อาหารบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกและวิเคราะหผลการติดเชื้อ
ไวรัสแบคทีเรียที่เกิดข้ึนดังแสดงในรูป 2-10 
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รูป2-10 แผนภาพแสดงข้ันตอนการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค 
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 ไดจําแนกซีโรวารของ S. Typhi โดยใช              
Vi-phage 4 ชนิด ไดแก I, II, III และ IV และมีการปรับปรุง phage ที่ใชจนสามารถจําแนกได 11 
รูปแบบ ตอมาในป 1943 Felix และ Callow ไดใช phage 11 ชนิดเพื่อจําแนก S.Paratyphi B 
และ S.Typhimurium โดยสามารถจําแนกซีโรวาร Typhimurium ได 12 รูปแบบและไดเพิ่ม 
phage เปน 29 ชนิด ทําใหจําแนกเช้ือไดเปน 34 รูปแบบ หลังจากนั้นในป 1977 Anderson และ
คณะไดกําหนดรูปแบบจากการจําแนกเช้ือ S. Typhimurium เปน definitive types (DT) โดยใช 
phage 34 ชนิด ทําใหไดรูปแบบถึง 207 รูปแบบ (Anderson and Williams, 1956 ; Anderson 
et.al., 1977) อยางไรก็ตามวิธีนี้ยังมีขอจํากัดบางประการเนื่องจากเทคนิค phage typing 
จําเปนตองใช standard phage typing sets ในการวิเคราะหและการเก็บรักษา phage typing 
set ที่ไดมาตรฐาน  ทําใหวิธีนี้สามารถปฏิบัติในหองปฏิบัติการบางแหงเทานั้น (Yan et. al, 2003)  
นอกจากนี้ยังประสบปญหาไมสามารถวิเคราะหเช้ือบางสายพันธุไดเนื่องจากไมมี phage ที่มี
ความจําเพาะกับตัวรับบนผิวเซลลทําใหไมสามารถวิเคราะหรูปแบบที่เกิดข้ึนได 
   เนื่องจากการจําแนกความแตกตางของ Salmonella ในระดับซับซีโรวาร
โดยใชเทคนิค serotyping รวมกับ phage typing ที่พบวายังมีขอจํากัดหลายประการ เชน ขีด
ความสามารถในการจําแนกความแตกตางของเทคนิค มาตรฐานและความสามารถในการทําซ้ํา
ของเทคนิค เปนตน ทําใหมีการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลมาใชรวมกับเทคนิค serotyping 
เพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการจําแนกความแตกตางของ Salmonella ในระดับซับซีโรวารให
สูงข้ึน   
 

2.3.2 การจําแนกสายพันธุ Salmonella โดยใชลักษณะทางพันธุกรรม (genotyping) 
  จากขอจํากัดของการจําแนกสายพันธุ Salmonella ในระดับซับซีโรวารดวย
ลักษณะที่แสดงออกทําใหมกีารพฒันาเทคนิคการจําแนกสายพันธุแบคทีเรียดวยเทคนิคทางอณูชีว
โมเลกุลซ่ึงเปนเทคนิคซ่ึงมีความสามารถในการจําแนกสูงกวาการจําแนกดวยลักษณะที่แสดงออก 
โดยสามารถแบงการจําแนกดวยลักษณะทางพันธุกรรมออกเปน 3 ประเภทใหญๆตามเทคนิคที่ใช
ในการวิเคราะหไดแก restriction-based method, amplification-based method และ 
sequencing-based method 
   
  2.3.2.1 Restriction-based methods 
   เปนเทคนิคการวิเคราะหที่ใชหลักการการแยกดีเอ็นเอและวิเคราะห
ชิ้นสวนดีเอ็นเอซึ่งถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยสามารถแบงเปนวิธีตางๆไดอีกหลายวิธี ไดแก 
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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) ที่มีลักษณะเปนวงแหวน (circular DNA) อยูในไซโทพลาสซึมของ
แบคทีเรีย เมื่อแบคทีเรียมีการแบงเซลลจะเกิดการทําสําเนาพลาสมิดมายังเซลลลูกดวย ดังนั้น
แบคทีเรียซ่ึงมาจากตนกําเนิดเดียวกันโดยปกติมักจะพบพลาสมิดชนิดเดียวกัน ทําใหสามารถ
เปรียบเทียบความแตกตางระหวางสายพันธุแบคทีเรียได ข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของ
แบคทีเรียดวยเทคนิค plasmid analysis แสดงในรูป2-11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูป2-11 แผนภาพแสดงข้ันตอนการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค plasmid 
analysis  
ที่มา : รวงผ้ึง สุทเธนทร, 2545 : online 

สกัดพลาสมิดจากแบคทีเรีย 

แยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเจลอิเล็กโทร 
โฟรีซิส 

ยอมแผนเจล

ตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ

วิเคราะหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ 
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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 ตัดดีเอ็นเอดวย restriction enzymes จากนั้นนําไป
ทํา agarose gel electrophoresis ดูขนาดช้ินสวนและปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแต
ละสายพันธุ โดยในป 1982 Taylor และคณะไดรายงานถึงชนิดของพลาสมิดซ่ึงพบใน Salmonella 
spp. หลังจากนั้นไดมีความพยายามนําเทคนิคนี้มาใชจําแนกสายพันธุ Salmonella อยางไรก็ตาม
พบวาในบางคร้ังเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางของพลาสมิดซึ่งอาจสงผลกระทบตอคุณสมบัติ
การเคลื่อนที่ระหวางการวิเคราะหเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Olsen et al., 1992; Foley et al., 2009) 
และอาจทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอหลายแถบบนแผนเจลทําใหการวิเคราะหรูปแบบทําไดยาก ในบาง
กรณีพบวาแบคทีเรียมีพลาสมิดหลายชนิดซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลใกลเคียงกันอาจเกิดการเคล่ือนที่ไป
พรอมกันและปรากฏแถบดีเอ็นเอเพียงหนึ่งแถบบนแผนเจล ดังนั้นจึงมีการพัฒนาโดยใชเอนไซม
ตัดจําเพาะตัดพลาสมิดเพื่อสรางรูปแบบการตัด (plasmid fingerprint) ข้ึน ในป 1987 Platt และ
คณะไดประสบความสําเร็จในการใชเทคนิค plasmid fingerprinting ในดานระบาดวิทยาของ S. 
Typhimurium (Threlfall et al., 1990) อยางไรก็ตามวิธีนี้ยังคงมีขอจํากัดอยูที่แบคทีเรียบางไอโซ
เลทไมมีพลาสมิด หรือการเจริญในบางสภาวะทําใหพลาสมิดสามารถหายไปไดซึ่งการมีหรือไมมีพ
ลาสมิดจะสงผลกระทบตอการวิเคราะหความเกี่ยวของทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย (Foley et 
al., 2009) 

 
  2.3.2.1.2 Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

analysis 
   เปนเทคนิคที่ใชเอนไซมตัดจําเพาะตัด chromosomal DNA ที่                

ตําแหนงที่มีการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดแบบจําเพาะ ซึ่งเรียกวาตําแหนงจดจํา (recognition site) 
(ตาราง  2-6) และแยกช้ินสวนที่เกิดจากการตัดดวยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ถาดีเอ็นเอ
เปาหมายมีลําดับเบสที่เปล่ียนแปลงไปเมื่อนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกัน จะได
ขนาดชิ้นสวน         ดีเอ็นเอและจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอแตกตางกัน ข้ันตอนการวิเคราะหความ
แตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค RFLP แสดงในรูป2-12 

 
 
 
 
 



  28  

ตาราง2-6 ตัวอยางเอนไซมตัดจําเพาะและบริเวณจดจําที่ใชในเทคนิค RFLP 
 

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

 
 
 

 
 

รูป2-12 แผนภาพแสดงข้ันตอนการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค RFLP  
ที่มา : Hancock, 1992  
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เทคนิคนี้ถูกนําไปใชวิเคราะหเช้ือ Salmonella ซีโรวารตางๆ เชน Typhimurium, Dublin 
และ Enteritidis (Tompkins et al., 1986) ตอมามีการพัฒนานําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction (PCR)) มาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในบริเวณที่ตองการและตัด
ผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและแยกช้ินสวนที่เกิดจากการตัดดวยเทคนิค
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เรียกเทคนิคนี้วา PCR-RFLP โดยยีนที่นิยมใชในการทดสอบเชื้อ Salmonella 
คือยีน fliC ซึ่งเทคนิคนี้ประสบความสําเร็จในการจําแนกความแตกตางของซีโรวาร Gallinarum แต
ไมสามารถแยกความแตกตางของซีโรวารอ่ืนๆได (Foley et al., 2009) 

   
2.3.2.1.3 Ribotyping 

   เปนเทคนิคที่ถูกพัฒนามาจากเทคนิค PCR-RFLP โดยอาศัย
ความแตกตางของตําแหนงและจํานวนของยีนบริเวณ 16 S และ 23 S ribosomal RNA (rRNA) 
ใชเอนไซมตัดจําเพาะตัดดีเอ็นเอจากนั้นแยกชิ้นสวนที่ถูกตัดเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสและตรึงดี
เอ็นเอบนแผนเมมเบรนและนําแผนเมมเบรนมาไฮบริไดซพรอมกับโพรบซ่ึงจําเพาะตอบริเวณ
อนุรักษของยีน rRNA รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดสามารถนําไปใชในการจําแนกความแตกตาง
ของสายพันธุแบคทีเรียได โดยในป1989 Altwegg และคณะไดใชเทคนิค ribotyping ในการ
จําแนกความแตกตางของ S. Typhi โดยสามารถจําแนกได 16 สายพันธุจาก 8 phage type 
(Altwegg, Hickman-Brenner and Farmer, 1989) ถึงแมวิธีนี้จะใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่
แปรผลงายและทําซ้ําไดแตมีขอจํากัดอยูที่จํานวนของยีน rRNA ซึ่งถาหากมีจํานวน ribosomal 
operons นอยก็จะทําใหความสามารถในการจําแนกความแตกตางลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับวิธี
อ่ืนๆ (Nielsen et al., 2000, Foley et al., 2009) 

 
  2.3.2.1.4 Insertional sequences (IS)-RFLP 
   ความแตกตางระหวางเทคนิค IS – RFLP และ ribotyping คือ

โพรบที่ใชใน IS-RFLP จะจําเพาะกับบริเวณ insertion sequences (IS) โดยเฉพาะ IS200 ซึ่งนิยม
ใชในการจําแนกความแตกตางของเชื้อ Salmonella ในซีโรวาร Typhimurium และ Enteritidis 
ขอดอยของเทคนิคนี้เกิดจากเชื้อ Salmonella บางไอโซเลทไมมี IS200 ทําใหวิธีการนี้ไมมี
ประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือเหลานี้ อยางไรก็ตามวิธีนี้ยังคงมีประโยชนในการจําแนกความ
แตกตางระหวางเชื้อ Salmonella สายพันธุที่ด้ือยาปฏิชีวนะและสายพันธุที่ไวตอยาปฏิชีวนะ 
(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)  
    เปนเทคนิคซ่ึงถูกพัฒนาข้ึนในป 1984 เพื่อแยกช้ินสวนดีเอ็นเอ
ของยีสตซึ่งมีขนาดใหญ (Schwartz and Cantor, 1984) และถูกนํามาประยุกตใชรวมกับเทคนิค 
RFLP เพื่อจําแนกความแตกตางในระดับซีโรวารของเชื้อ Salmonella ในป 1995 โดย Murase 
และคณะ (Murase et al., 1995) เอนไซมตัดจําเพาะซึ่งนิยมใชในการตัดดีเอ็นเอของเชื้อ 
Salmonella ไดแก XbaI, BlnI หลังจากการตัดเปนข้ันตอนการแยกช้ินสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิ
เล็กโทรโฟรีซิส ในระหวางข้ันตอนนี้จะมีการสลับข้ัวกระแสไฟฟาเปนจังหวะทําใหเกิดการแยก
ชิ้นสวนดีเอ็นเอตามขนาดซึ่งมีต้ังแต 20 – 800 กิโลเบสเกิดเปนรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอดัง
แสดงในรูป2-13 
    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูป2-13 แผนภาพแสดงข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของเชื้อแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิค 
PFGE 
ที่มา : Martin and Nightingale, 2009 
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เทคนิค PFGE เปนเทคนิคทางอณูชีววิทยาซ่ึงถูกจัดใหเปน                         
“gold standard” ในการจําแนกเชื้อ Salmonella ในระดับซับซีโรวารเนื่องจากเปนเทคนิคซ่ึงมี
ประโยชนและสามารถทําซํ้าไดจึงถูกนํามาใชในการศึกษาทางระบาดวิทยาอยางแพรหลาย 
นอกจากนี้ยังสามารถเปรียบเทียบผลการทดสอบจากหองปฏิบัติการตางๆผานฐานขอมูลกลาง 
“PulseNet” (http://www.cdc.gov/pulsenet/) ซึ่งเปน National Molecular Subtyping Network 
for Foodborne Disease Surveillance  บริหารโดย Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC) อยางไรก็ตามเทคนิคนี้เปนเทคนิคซ่ึงใชแรงงานมากและอาจตองใชเวลา 2 – 4 
วันในการดําเนินการวิเคราะหและแปรผลและอาจตองใชเอนไซมตัดจําเพาะมากกวาหนึ่งตัวเพื่อให
มั่นใจวาเช้ือนั้นมีความแตกตางทางพันธุกรรมจริงๆ (Yan et al., 2003 ; Zheng et al., 2007 ; 
Foley et al., 2009)  
 

2.3.2.2 Amplification-based methods 
เปนเทคนิคที่ถูกพัฒนาข้ึนเพื่อใชจําแนกความแตกตางของสายพันธุ

แบคทีเรียโดยหลักการของเทคนิคนี้คือการวิเคราะหความผันแปรทางพันธุกรรมของแบคทีเรียดวย
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (Polymerase Chain Reaction [PCR]) 
เพื่อดูการมีหรือไมมียีนในตําแหนงเปาหมาย โดยสามารถแบงเปนวิธีตางๆไดอีกหลายวิธี ไดแก 
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) 

    การวิเคราะหดวยเทคนิค AFLP เปนเทคนิคซึ่งใชการตัด           
ดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะรวมกับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอารในการหา              
จีโนไทปโดยมีข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค AFLP แสดงในรูป2-14 
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รูป2-14 แผนภาพแสดงข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของเชื้อแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิค 
AFLP 
ที่มา : ดัดแปลงจาก University OF OSLO, n.d. : online 
 

ในการวิเคราะหดวยเทคนิค AFLP นั้น จีโนมของแบคทีเรียจะ             
ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและนําช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถูกตัดไปเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอดวยเทคนิค            
พีซีอาร โดยทําการเชื่อมตอ adapter เขาที่ปลายของช้ินดีเอ็นเอตอจากตําแหนงตัดจําเพาะของ
เอนไซมเพื่อเปนตําแหนงสําหรับใหไพรเมอรมาจับในการทําพีซีอาร โดยไพรเมอรที่ใชการทําพีซี
อารจะถูกเพิ่มเบสเขาไปที่ปลาย 3’ ประมาณ 1 – 3 เบสตอจากเบสที่ตําแหนงตัดจําเพาะของ
เอนไซมเพื่อใหเลือกจับกับช้ินดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสสอดคลองกับไพรเมอรทําใหสามารถลดจํานวน
ชิ้นดีเอ็นเอที่จะตองวิเคราะหทั้งหมดได หลังจากทําปฏิกิริยาพีซีอารแลวช้ินดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่ม
ปริมาณจะถูกแยกดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีสเพื่อหาลายพิมพดีเอ็นเอมาใชในการจําแนกความ
แตกตางของแบคทีเรียตอไป เทคนิคนี้ถูกนําไปประยุกตใชในการจําแนกเช้ือ Salmonella  ต้ังแตป 
1998 เปนตนมา Aarts และคณะไดใชเทคนิคนี้ในการจําแนกความแตกตางในระดับซับสปชียและ 
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ในป 2000 Lindstedt และคณะไดจําแนกความแตกตางของเช้ือ 
Salmonella enterica supsp. enterica ในระดับซีโรวาร ซึ่งเทคนิคนี้มีความสามารถในการ
จําแนกเทากับเทคนิค PFGE อยางไรก็ตามภายหลังไดมีการนําเคร่ือง automate DNA 
sequencer มาใชในแยกและตรวจวัดช้ินสวนดีเอ็นเอทําใหเทคนิคนี้มีความถูกตองมากข้ึนแตก็ทํา
ใหเกิดขอจํากัดสําหรับหองปฏิบัติหลายๆแหงซึ่งไมมีเคร่ืองมือตัวนี้ (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 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 เปนวิธีตรวจลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคพีซีอาร
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุมเนื่องจากไพรเมอรที่ใชไมจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใด 
หลังจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอารแลว ชิ้นสวนที่ถูกเพิ่มปริมาณจะถูกแยกดวย
เทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสและลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจะถูกนําไปเปรียบเทียบความเก่ียวของทาง
พันธุกรรมของสายพันธุแบคทีเรีย หลักการวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค 
RAPD-PCR แสดงในรูป2-15 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป2-15 หลักการวิเคราะหความแตกตางของเชื้อแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิค RAPD-PCR 
ที่มา : Silver, 1995 : online 
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ในป 2000 Chansiripornchai และคณะ ไดรายงานถึงการใช
เทคนิค RAPD-PCR ในการจําแนกความแตกตางของเชื้อ Salmonella พบวาเทคนิคนี้สามารถ
จําแนกความแตกตางระหวางซีโรวารไดแตยังมีขอจํากัดในการแยกความแตกตางของเช้ือในระดับ
ซับซีโรวาร นอกจากนี้ยังพบปญหาในเร่ืองการทําซํ้าของเทคนิค เนื่องจากการเปลี่ยนแปลง
สวนผสมของสารเคมี สภาวะในการทําพีซีอาร หรือปจจัยอ่ืนๆเพียงเล็กนอยอาจสงผลทําให
รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเปล่ียนแปลงไปสงผลตอ repeatability และ reproducibility ของเทคนิค 
(สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2552  ; Chansiripornchai et al., 2000 ; Foley et al., 2009) 
 

  2.3.2.2.3 Repetitive element PCR (Rep – PCR)   
    Rep-PCR เปนเทคนิคในการจําแนกความแตกตางของ
แบคทีเรียโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่มีลําดับนิวคลีโอไทดซ้ําๆกัน (repetitive DNA) ซึ่งกระจาย
อยูทั่วจีโนมของแบคทีเรีย หลังจากนั้นชิ้นสวนที่ถูกเพิ่มปริมาณจะถูกแยกดวยเทคนิคอิเล็กโทร            
โฟรีซีสและลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจะถูกนํามาเปรียบเทียบกันเพื่อหาความเกี่ยวของทางพันธุกรรม 
โดยมีหลักการวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค Rep-PCR ดังแสดงในรูป2-16 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูป2-16 หลักการวิเคราะหความแตกตางของเชื้อแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิค Rep-PCR 
ที่มา : Sarita Raengpradub, 2009 : online 
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ความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนเกิดจากความแตกตาง
ของจํานวน repetitive DNA และตําแหนงภายในจีโนมของแบคทีเรีย สําหรับ repetitive DNA ที่
นิยมใช ไดแก enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC), repetitive extragenic 
palindromic (REP) และ BOX sequence เปนตน ERIC- PCR ถูกใชในการจําแนกความแตกตาง
ของเช้ือแบคทีเรียกอโรครวมถึงเช้ือ Salmonella ดวย อยางไรก็ตามความสามารถในการจําแนก
ความแตกตางยังดอยกวาเทคนิค PFGE  นอกจากนี้ยังพบปญหาในเร่ืองการทําซํ้าซ่ึงเกิดจากการ
เปล่ียนแปลงสวนผสมของสารเคมี สภาวะในการทําพีซีอารหรือปจจัยอ่ืนๆเพียงเล็กนอยอาจสงผล
ทําใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป (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) 
    เปนเทคนิคในการจําแนกความแตกตางของสายพันธุแบคทีเรีย
โดยพิจารณาจากความผันแปรของจํานวน variable number of tandem repeats (VNTR) ใน
จีโนมของแบคทีเรีย โดยมีข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของแบคทีเรียดวยเทคนิค MLVA ดัง
แสดงในรูป  2-17 
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รูป2–17 แผนภาพแสดงแนวคิดและข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของเช้ือแบคทีเรียกอโรค
ดวยเทคนิค MLVA โดยสมมติจํานวน VNTR ของเช้ือไอโซเลท A และ B และภาพเจลสมมติซึ่งเกิด
เกิดากการแยกช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณของไอโซเลท A และ B (เมื่อแถว M คือ DNA 
marker ถบบนแทนช้ินสวนดีเอ็นเอซึง่มขีนาดใหญสุดและแถบลางแทนช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งมีขนาด
เล็กสุดแถว 2 – 7 แสดงขนาดช้ินสวน VNTR ทั้ง 3 ตําแหนงของไอโซเลท A และ B 
ที่มา : Martin and Nightingale, 2009 
 

 
ในข้ันแรกนั้นจําเปนตองหาตําแหนง VNTR ทั้งหมดในจีโนมของ

แบคทีเรียที่สนใจ หลังจากเลือกตําแหนงไดแลวจึงออกแบบไพรเมอรเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน
บริเวณที่ตองการ จากนั้นช้ินสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณจะถูกนําไปหาขนาดเพื่อนําไปคํานวณ
จํานวน repeat  ความแตกตางของจํานวน repeat ที่ไดจะนํามาพิจารณาความแตกตางของสาย
พันธุแบคทีเรีย ในบางคร้ังการวิเคราะห VNTR เพียงตําแหนงเดียวอาจทําใหความสามารถในการ
จําแนกความแตกตางไมเพียงพอ ดังนั้นจึงมีการพัฒนาโดยเพิ่มจํานวนบริเวณ VNTR ใหมีหลาย
ตําแหนงและพัฒนาไพรเมอรที่ใชในการทดสอบโดยการติดสีฟลูออเรสเซนตเขาไปที่ไพรเมอรซึ่งทํา
ใหสามารถแยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอไดดวยเคร่ือง automated sequencer หรือ capillary gel 
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electrophoresis (CE)  ทําใหการหาขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอมีความแมนยํามากจนสามารถ
เปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการได (Yan et al, 2003; Belkum, 2008; Foley et al., 2009; 
Martin and Nightingale, 2009) 

ในป 2003 Lindstedt และคณะศึกษาการจําแนกความแตกตาง
ใน           ซีโรวาร  Typhimurium จากขนาดของ VNTR ดวยเทคนิค MLVA เปรียบเทียบกับวิธี 
PFGE โดยเลือก VNTR ที่ตําแหนงตางๆทั้งหมด 8 ตําแหนง พบวาเทคนิค MLVA สามารถจําแนก
ความแตกตางในระดับซีโรวารไดดีกวาเทคนิค PFGE โดยเฉพาะการจําแนกความแตกตางของเช้ือ                     
S. Typhimurium DT 104 phage type ซึ่งมีความใกลชิดทางพันธุกรรมสูงเชนเดียวกับ 
Torphdahl และคณะ (2006) ซึ่งใชเทคนิค MLVA ในการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ S. 
Typhimurium DT12 (Lindstedt et al., 2003; Torphdahl et al., 2006)  นอกจากนี้เทคนิค 
MLVA ยังสามารถจําแนกความแตกตางในระดับซีโรวารของเช้ือ S. Enteritidis ไดดีกวาเทคนิค 
PFGE และ phage typing อีกดวย(Boxrud et al., 2007) ดังนั้นเทคนิค MLVA จึงเปนเทคนิคที่มี
ความสามารถในการจําแนกความแตกตางในระดับซีโรวารของเชื้อ S. Typhimurium สูงกวา
เทคนิคอ่ืนๆและสามารถทําซํ้าได อยางไรก็ตามขอจํากัดของเทคนิคนี้คือในการวิเคราะหขนาด
ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค capillary gel electrophoresis นั้นคาใชจายในการ
วิเคราะหตอตัวอยางและเคร่ืองมือที่ใชวิเคราะหมีราคาคอนขางสูง ทําใหไมเหมาะสมในการใช
วิเคราะหกับตัวอยางจํานวนมาก 

   
2.3.2.3 Sequencing-based methods 

   เมื่อขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับนิวคลีโอไทดทั้งจีโนมของ
แบคทีเรียมีมากข้ึนจึงมีการพัฒนาเทคนิคในการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียโดยพิจารณา
จากการเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดซึ่งจะทําใหสามารถจําแนกความแตกตางระหวางไอโซ
เลทและดูความสัมพันธทางวิวัฒนาการระหวางไอโซเลทได 
 

  2.3.2.3.1 Multilocus sequence typing (MLST) 
   เปนเทคนิคการวิเคราะหความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดใน ชิ้นสวน
ของ house keeping gene  ซึ่งเปนยีนที่มีความเกี่ยวของกับฟงกชันพื้นฐานที่มีความจําเปนตอ
การดํารงอยูของส่ิงมีชีวิต นอกจากนี้ยังเปนยีนที่ปรากฏในทุกไอโซเลทและการเปล่ียนแปลงของ
ลําดับนิวคลีโอไทดเกิดข้ึนอยางชาๆ ประโยชนของการหาลําดับนิวคลีโอไทดคือสามารถแปรผลได
งาย และสามารถจัดเก็บขอมูลในระบบฐานขอมูลอิเล็กทรอนิกสทําใหสามารถเปรียบเทียบขอมูล
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ลําดับนิวคลีโอไทดไดทั่วโลก (Urwin and Maiden, 2003) ข้ันตอนการวิเคราะหความแตกตางของ
แบคทีเรียดวยเทคนิค MLST ดังแสดงในรูป2-18 
 

  

 

รูป2-18 หลักการวิเคราะหความแตกตางของเช้ือแบคทเีรียกอโรคดวยเทคนิค MLST 
ที่มา : Urwin and Maiden, 2003 
  
   ในป 2002 Kotetishvili และคณะ ใชเทคนิค MLST จําแนกความ
แตกตางในซีโรวาร Typhimurium เปรียบเทียบกับเทคนิค PFGE และ serotyping พบวาเทคนิค 
MLST ซึ่งใช house keeping gene  4 ตําแหนงใหความสามารถในการจําแนกความแตกตาง
ดีกวาเทคนิค PFGE และ serotyping ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Foley และคณะ ในป 2006 
พบวาเทคนิค MLST สามารถจําแนกความแตกตางระหวางไอโซเลทซ่ึงมีลายพิมพดีเอ็นเอจาก
เทคนิค PFGE เดียวกันได อยางไรก็ตามในป 2005 Fakhr และคณะ ไดรายงานวาเทคนิค MLST 
มีความสามารถในการจําแนกความแตกตางในซีโรวาร Typhimurium นอยกวาเทคนิค PFGE ซึ่ง
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การรายงานที่ไมสอดคลองกันนี้อาจเกิดจากการเลือกยีนและจํานวนโลไซที่ใชในการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด ขอจํากัดของเทคนิค MLST คือตองการผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพ
ทําใหตองใชเอนไซมที่มีคุณภาพดีและจําเปนตองทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสองทิศทางทําให
เสียคาใชจายคอนขางสูง (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)  

เปนเทคนิคการวิเคราะหขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอซึ่งพัฒนามาจากเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช
ระบบแคปลารีแทนแผนเจลเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการแยกขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอ โดยแคปลารีจะ
มีขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 20 – 100 ไมโครเมตรและมีความยาว 20 – 100 เซนติเมตร 
ภายในแคปลารีประกอบดวยซิลิกาซึ่งภายนอกถูกเคลือบดวยสารโพลิเมอร จากการที่แคปลารีมี
ขนาดเล็กทําใหสามารถใชบัฟเฟอรและตัวอยางในการวิเคราะหในปริมาณนอย สวนประกอบ
พื้นฐานของแคปลารีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสดังแสดงในรูป2-19 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
รูป2-19 สวนประกอบพืน้ฐานของเคร่ืองมือ capillary electrophoresis 
ที่มา : วีณัน บณัฑิตย, 2548 : ออนไลน  
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สวนประกอบพื้นฐานในระบบของแคปลารีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจะประกอบดวย เคร่ืองจาย
กระแสไฟฟาแรงสูง ภาชนะใสบัฟเฟอร อิเล็กโทรดที่ตอกับเคร่ืองจายไฟและเคร่ืองตรวจจับ
สัญญาณ  เมื่อเร่ิมการวิเคราะหตัวอยางจะถูกฉีดเขาไปในปลายดานหนึ่งของแคปลารีโดยใช
สนามไฟฟาหรือใชความดัน หลังจากที่ตัวอยางปริมาณหนึ่งเขาไปในแคปลารีแลวแคปลารีจะถูก
ยายไปยังภาชนะใสบัฟเฟอรและจะเร่ิมการทําอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยตรวจวัดสัญญาณดวยเคร่ือง
ตรวจจับสัญญาณที่ปลายอีกดานหนึ่งของแคปลารีซึ่งขอมูลจะถูกบันทึกและจัดเก็บโดย
เคร่ืองประมวลผล (Zhu, 2005) 

ขอดีของเทคนิคแคปลารีเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสคือลดข้ันตอนในการเตรียมแผนเจลเนื่องจาก
เจลเปนแบบพรอมใชและใชเวลาในการแยกขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอนอยกวาวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส
แบบด้ังเดิมทําใหสามารถวิเคราะหตัวอยางไดรวดเร็วกวา อยางไรก็ตามเทคนิคนี้ยังมีขอจํากัดโดย
เคร่ืองมือวิเคราะหนี้ยังคงมีราคาแพงทําใหมีอยูในเฉพาะหองปฏิบัติการบางที่เทานั้น นอกจากนี้
คาใชจายในการวิเคราะหตอตัวอยางยังคงมีราคาสูง (วีณัน บัณฑิตย, 2548) 

 
2.5 High Resolution Melting (HRM) Analysis 

เปนเทคนิคทางอณูชีววิทยาซ่ึงถูกพัฒนาข้ึนเพื่อใชในการตรวจวัดอุณหภูมิหลอมเหลวของ           
ดีเอ็นเอ (melting temperature, Tm) โดยตรวจวัดสัญญาณสีฟลูออเรสเซนตอ่ิมตัวสูงเร่ิมต้ังแตถูก
ยึดเกาะในดีเอ็นเอสายคูจนกระทั่งถูกปลดปลอยออกมาจากตําแหนงยึดเกาะในขณะที่มีการเพิ่ม
อุณหภูมิจนดีเอ็นเอสายคูแยกตัวออกจากกันเปนดีเอ็นเอสายเด่ียวโดยสมบูรณอุณหภูมิ ณ จุดที่
การแยกสายดีเอ็นเอเกิดข้ึน 50 เปอรเซ็นตคือคาที่เปนตัวแทนคาอุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอ
สายคูนั้นโดย หลักการเบื้องตนของการหาคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอดวยเทคนิค HRM ดัง
แสดงในรูป2-20  
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ภาพ2-20 หลักการเบ้ืองตนในการพลอตคาสัญญาณฟลูออเรสเซนตและอุณหภูมิในการวิเคราะห
ดวยเทคนิค HRM 
ที่มา : Corbett Research, 2006 : online 
 

ปจจัยที่สงผลตออุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอ ไดแก ปริมาณGC ที่อยูในช้ินสวนดีเอ็น
เอ ความยาวของสายดีเอ็นเอและลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอนัน้ซึ่งทาํใหคาการหลอมเหลว
ของชิ้นสวนดีเอ็นเอคอนขางมีความเฉพาะเจาะจง เทคนิค HRM ถูกนําไปใชประโยชนในทาง
การแพทยอยางแพรหลาย เชน การวิเคราะห single strand conformation polymorphism 
(SSCP) หรือนําไปใชในการจําแนกชนิดสายพันธุของ mycobacteria ในกลุม Mycobacterium 
chelonae-abscessus  นอกจากนี้เทคนิค HRM ยังถูกนําไปใชในการวิเคราะหจีโนไทปของ 
Staphylococcus aureus, และใชจําแนกความแตกตางในระดับซับซีโรวารของเช้ือ Bacillus 
anthrcis และ Yersinia petis อีกดวย (Erali, Voelkerding and Wittwer, 2008; Wittwer, 
Rasmussen and Ririe, 2009;  Witter, 2009)   
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 Erali และคณะ (2006) ศึกษาการใชเทคนิค HRM ในการจําแนกความแตกตางของ
แบคทีเรียในระดับสปชีย โดยใช Aspergillus 4 สายพันธุ ไดแก A. terreus,  A. flavus,                 
A. fumigatus และ A. niger  พบวาเทคนิค HRM ใหรูปแบบ melting profile เปน 4 รูปแบบที่
แยกจากกันอยางชัดเจนสอดคลองกับการทดลองของ Jeffery และคณะ ในป 2007  ซึ่งจัดกลุม
สายพันธุของ Mycoplasma synoviae จํานวน 33 ไอโซเลท โดยเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอ
บริเวณยีน variable lipoprotein and haemagglutinin gene (vlhA) โดยใชเทคนิค HRM 
เปรียบเทียบกับเทคนิค single-strand conformation polymorphisms (SSCP)  พบวาเทคนิค 
HRM ใหผลที่สอดคลองกับผลของ SSCP และเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาในแตละ
รูปแบบมีลําดับนิวคลีโอไทดตางกันเพียง 1 เบสเทานั้น (Erali et al., 2006; Jeffery et al., 2007) 

Fortini และคณะ (2007)   ศึกษาการใชเทคนิค HRM ในการจําแนกความแตกตางใน
ระดับตํ่ากวาสปชีสของเชื้อ Bacillus anthracis จํานวน 19 สายพันธุ เปรียบเทียบผลการทดลอง
กับเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค CE ที่ตําแหนงอัลลีลเดียวกันเปนจํานวน 6 ตําแหนง พบวา 
melting profile ที่ไดมีความแตกตางกันอยางชัดเจนและสอดคลองกับผลของเทคนิค MLVA 
รวมกับเทคนิค CE  (Fortini et al., 2007)  
 Ciammaruconi และคณะ (2009) ศึกษาการใชเทคนิค HRM ในการจําแนกความ
แตกตางของอัลลีลอยางรวดเร็วใน Y. pestis จํานวน 10 ไอโซเลท โดยใชตําแหนงเปาหมาย
จํานวน 25 ตําแหนงจากการวิเคราะหดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค capillary 
electrophoresis (CE) พบวามีตําแหนงเปาหมาย 14 ตําแหนงที่มี melting profile แตกตางกัน
และสามารถใชทดสอบความแตกตางของอัลลีลไดอยางถูกตอง (Ciammaruconi, 2009)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เชื้อแบคทีเรยี 
เช้ือ S. Typhimurium และ S. Enteritidis จํานวน 50 ไอโซเลทที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ไดรับ

ความอนุเคราะหจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข โดยมีไอโซเลทดังตอไปนี้ 
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 เครื่องมือที่ใชในการวจิัย 

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 อุปกรณและเครื่องมือ 

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 การสกดัดีเอ็นเอดวยชุดทดสอบ  
  เช้ือ S. Typhimurium และ S. Enteritidis ถูกสกัดดีเอ็นเอดวย Genomic DNA 
Extraction Kit โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
  1) ดูด suspension ของเชื้อ S. Typhimurium หรือ S. Enteritidis ซึ่งถูก
เพาะเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
16 – 24 ชั่วโมง  ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  ทิ้งสารละลายสวนใส ทําซํ้า 2 คร้ัง 
  2) ลางตะกอนเซลลดวยน้ําปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดี
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ทิ้งสารละลายสวนใส 
  3) เติม GT buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปนผสมใหเขากนัดี ต้ังทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 5 นาท ี
  4) เติม GB buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปนผสมนาน 5 วินาที 
  5) นําสารละลายในขอ 4 บมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที                      
จนสารละลายใสกลับหลอดทุกๆ 3 นาที 
  6) นําหลอดน้ําปราศจากไอออนเขาตูที่มีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมงเพื่อใชเปนตัวทําละลายดีเอ็นเอ  
  7) เติม Absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปนสวนผสมนาน 10 วินาที             
ในข้ันตอนนี้หากมีตะกอนเกิดข้ึนใหปนสวนผสมจนตะกอนแตก 
 



  45  

  8) สวม GD column ลงใน collection tube ใสสารละลายในขอ 7 ลงใน GD 
column ปดฝานําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที เทสารละลายใน 
collection tube ทิ้ง สวม GD column ลงใน collection tube  
  9) เติม W1 buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตรลงใน GD column นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีนาน 30 วินาที เทสารละลายใน collection tube ทิ้งสวม GD 
column ลงใน collection tube 
  10) เติม wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตรลงใน GD column นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที  เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง สวม 
GD column ลงใน collection tube 
  11) นํา GD column ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 3 นาที 
ยาย GD column ใสใน microcentrifuge tube เติมน้ําปราศจากไอออนที่บมที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงใน column matrix 
  12) ทิ้งไวนาน 2 นาที ให column matrix ดูดซับน้ําปราศจากไอออนจนหมด 
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีนาน 30 วินาที จะไดสารละลาย DNA นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงและเจือจางใหไดความเขมขนตามตองการ เก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
 
 3.3.2 การสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีการตม 
  1) ดูดสารละลายเชื้อ S. Typhimurium หรือ S. Enteritidis ซึ่งถูกเพาะเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเชื้อ TSB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 16 – 24 
ชั่วโมง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสในหลอดทําพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีนาน 10 นาที  ทิ้งสารละลายสวนใส  

2) ลางตะกอนเซลลดวยน้ําปราศจากไอออนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กันดีนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ทิ้งสารละลายสวนใสเติมน้ํา
ปราศจากไอออนปริมาตร 100 ไมโครลิตรแลวนําไปตมดวย PCR thermocycler ดวยโปรแกรม
อุณหภูมิ 99 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที   

3) นําสารละลายเชื้อที่ตมแลวไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว13,000 รอบตอนาที              
นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนใสใชงานไดทันที 
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3.4 การเก็บรักษาดีเอ็นเอ 
 ดีเอ็นเอจากการสกัดดวยชุดทดสอบและการสกัดดวยการตมจะถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ         
-20 องศาเซลเซียส 
 
3.5 การคัดเลือกตําแหนงเปาหมายและไพรเมอร 
 การทดสอบ S. Typhimurium ใชตําแหนงเปาหมายและไพรเมอรตามงานวิจัยของ 
Linstedt และคณะ (2004) ดังตาราง3-1 สําหรับการทดสอบ S. Enteritidis ใชตําแหนงเปาหมาย
และไพรเมอรตามงานวิจัยของ Cho และคณะ (2007) ดังตาราง 3-2  
 
ตาราง3-1 ตําแหนงเปาหมายและลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอรที่ใชในการทดสอบดวยเทคนิค 
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 ตําแหนงเปาหมายและลําดับนิวคลีโอไทดของคูไพรเมอรที่ใชในการทดสอบดวยเทคนิค 
MLVA ของ S. Enteritidis  

 
 

3.6 ขอมูล repeat units ของเชื้อ S. Typhimurium และ S. Enteritidis จากการวิเคราะห 
บริเวณ VNTR ของตําแหนงเปาหมายดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE 

ขอมูล repeat units ของเชื้อ S. Typhimurium และ S. Enteritidis ไดจากการวิเคราะห
บริเวณ VNTR ของตําแหนงเปาหมายดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE โดยสงวิเคราะหดวยเคร่ือง 
Genescan (ABI, USA) ที่บริษัท Applied Biosystems 
  
3.7 สภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการวิเคราะหบริเวณ VNTR ของ                    
S. Typhimurium และ S. Enteritidis ดวยเทคนิค MLVA และ High resolution melting 
(HRM) 
 3.7.1 S. Typhimurium  
  สภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารดัดแปลงจากสภาวะ
และสวนผสมของสารเคมีในงานวิจัยของ Linstedt และคณะ (2004)    

1)ตัวอยางดีเอ็นเอของ S. Typhimuium จากขอ 3.3 ถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย
ใชไพรเมอรจํานวน 4 คู (ตาราง3-1) มีสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 
 
 

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 



  48  

  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) ต้ังโปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอารจํานวน 30 รอบ ภายใตเงื่อนไขของ
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 ภายใตเงื่อนไขของปฏิกิริยาดังนี้  
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 
 
 
 



  49  

  4) การวิเคราะหขอมูล HRM 
  วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480                     
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative plots 
เพื่อดูลักษณะและความแตกตางของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 
 
 3.7.2 S. Enteritidis 
  สภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารดัดแปลงจากสภาวะ
และสวนผสมของสารเคมีในงานวิจัยของ Cho และคณะ (2007)   
  1) ตัวอยางดีเอ็นเอของ S. Enteritidis จากขอ 3.1 ถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช             
ไพรเมอรจํานวน 4 คู (ตาราง3-2) มีสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 
  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) ต้ังโปรแกรมสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอารจํานวน 30 รอบ ภายใตเงื่อนไขของ
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 ภายใตเงื่อนไขของปฏิกิริยาดังนี้  
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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) การวิเคราะหขอมูล HRM 
  วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 Gene 
Scanning                     software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative 
melting plots เพื่อดูลักษณะและความแตกตางของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน  
 
3.8 การวิเคราะหความเปนไปไดของการใชเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จําแนก
ความแตกตางของ melting profile จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ในตําแหนงเปาหมาย  
 เชื้อ S. Typhimurium หรือ S. Enteritis ถูกคัดเลือกจากขอมูล repeat units ซึ่งไดจากการ
วิเคราะหบริเวณ VNTR 4 ตําแหนงดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE (จากขอ 3.6) โดยคัดเลือก            
ไอโซเลทซ่ึงมีขอมูล repeat units ตางกันมาวิเคราะหความแตกตางของ melting profile บริเวณ 
VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงเปาหมาย ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  
 1) เช้ือ S. Typhimuium หรือ S. Enteritidis ซึ่งมี repeat units ตางกันถูกนํามาสกัดดีเอ็น
เอดวยชุดทดสอบตามข้ันตอนในขอ 3.3.1    
 2) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 1) ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยใช         
ไพรเมอร 4 คู ดังตารางที่ 3-1 สําหรับทดสอบ S. Typhimurium และตารางที่ 3-2 สําหรับทดสอบ             
S. Enteritidis โดยมีสภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทดสอบตามหัวขอ 3.7 
 3) การวิเคราะหผล 
     วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 Gene Scanning 
software version 1.5 (Roche, Germany) เพื่อดูลักษณะและความแตกตางของ melting peak 
ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน สําหรับตําแหนงเปาหมายที่สามารถแยกความแตกตางบริเวณ VNTR 
ดวย melting profile ได ไอโซเลทซ่ึงเปนตัวแทนของอัลลีลนั้นจะถูกคัดเลือกเปน  internal control 
ตอไป   
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3.9 การพัฒนาเทคนิค HRM เพื่อวิเคราะห melting profile บริเวณ VNTR ในตําแหนง
เปาหมายของเชื้อ S. Enteritidis 
 ในกรณีที่ไมสามารถแยกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ได              
ไพรเมอรจะถูกออกแบบใหมโดยออกแบบใหเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ VNTR ตําแหนงที่
ไมสามารถแยกความแตกตางของ melting profile ได ใหมีขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ส้ันข้ึนเพื่อเพิ่ม
ขีดความสามารถของเทคนิค HRM  

1) หาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณตําแหนงเปาหมายที่ไมสามารถแยก
ความแตกตางของบริเวณ VNTR ในฐานขอมูลของ Genbank ดวยโปรแกรม BLAST 

2) ออกแบบไพรเมอรใหมดวยโปรแกรม primer 3 (Rozen and Skaletsky, 2000)              
โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากขอ 1) โดยการออกแบบไพรเมอรใหมนั้นตองครอบคลุมบริเวณ 
VNTR เดิมแตใหขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอสั้นข้ึนภายหลังการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

3) นําไพรเมอรที่ออกแบบใหมไปตรวจสอบความเฉพาะเจาะจงกับฐานขอมูลของ 
Genbank ดวยโปรแกรม BLAST 

4)  วิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR จากความแตกตางของ melting profile 
ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยใชสภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทดสอบ
ตามหัวขอ 3.7 แตเปล่ียนไพรเมอรเปนไพรเมอรที่ออกแบบใหม และวิเคราะหขอมูล melting 
profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 Gene Scanning software version 1.5 (Roche, 
Germany) เพื่อดูลักษณะและความแตกตางของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน  
 
3.10 การประเมินความแมนยํา (precision) และความคงทนตอการเปลี่ยนแปลงสภาวะ
ของการทดสอบ (Robustness) ของเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM 
 3.10.1 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ 

ใชตัวอยางดีเอ็นเอของเช้ือ S. Typhimuium จากขอ 3.8 โดยคัดเลือกจากขอมูล 
repeat units ซึ่งไดจากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนง ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค CE (จากขอ 3.6) ซึ่งตัวอยางดีเอ็นเอนี้จะใชในการทดสอบตามหัวขอ 3.10.2 และ 3.10.3  

 
 3.10.2 การประเมินความแมนยํา (precision) 
  การประเมินความแมนยําของเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จะพิจารณา
จาก 2 กรณี ไดแก ความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในการทดลองคร้ังเดียวกัน 
(repeatability) และความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในวันที่ตางกัน (reproducibility) 
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  3.10.2.1 การทดสอบความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในการทดลองคร้ัง
เดียวกัน (repeatability) ดัดแปลงจากวิธีของ Norambuena และคณะ ในป 2009 (Norambuena 
et al., 2009) โดยเปรียบเทียบผลการทดสอบการจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR ดวยความ
แตกตางของ melting profile ในการทดสอบคร้ังเดียวกัน ภายในวันเดียวกันและผูทดลองคน
เดียวกัน 
   1) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 3.10.1 ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค HRM คัดเลือกตัวแทนของอัลลีลอยางนอย 2 อัลลีลในแตละตําแหนงเปาหมายมา
วิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ตัวอยางละ 5 ซ้ํา โดยมีสภาวะ
และสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารตามหัวขอ 3.7 
   2) การวิเคราะหผล 
         วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative plots 
เพื่อดูลักษณะและตําแหนงของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 

  3.10.2.2 การทดสอบความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในวันที่ตางกัน 
(reproducibility) ดัดแปลงจากวิธีของ Norambuena และคณะ ในป 2009 (Norambuena et al., 
2009) โดยเปรียบเทียบผลการทดสอบการจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR ดวยความแตกตาง
ของ melting profile ซึ่งกระทําในวันที่ตางกัน 

1) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 3.10.1 ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค HRM คัดเลือกตัวแทนของอัลลีลอยางนอย 2 อัลลีลในแตละตําแหนงเปาหมายมา
วิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ตัวอยางละ 2 ซ้ํา โดยมีสภาวะ
และสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารตามหัวขอ 3.7 

2) การวิเคราะหผล 
   วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative 
melting plots เพื่อดูลักษณะและตําแหนงของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 
เปรียบเทียบผลการทดลองระหวางการทดลองวันที่หนึ่งและวันที่สอง 
 
 3.10.3 ความคงทนตอการเปล่ียนแปลงสภาวะของการทดสอบ (Robustness) 
  คือความสามารถของเทคนิคทดสอบที่จะไมเปล่ียนแปลงไปเม่ือไดรับอิทธิพลจาก
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ปจจัยตางๆ โดยเลือกทดสอบ 2 ปจจัยเพื่อดูเสถียรภาพของเทคนิค MLVA รวมกับ HRM ไดแก 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอ และ ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
  3.10.3.1 วิธีการสกัดดีเอ็นเอ 

1) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอของ S. Typhimurium จากขอ 3.10.1 และ
ตัวอยางดีเอ็นเอซึ่งถูกสกัดดวยวิธีการตมตามข้ันตอนในหัวขอ 3.3.2 ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค HRM โดยเลือกวิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวยความแตกตางของ melting 
profile ที่ตําแหนง STTR9 วิเคราะห 2 อัลลีล ซึ่งมี repeat units เทากับ 3 และ 4 repeat units 
โดยมีสภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทําปฏิกิริยาพีซีอารตามหัวขอ 3.7.1 
   2) การวิเคราะหผล 
   วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative plots 
เพื่อดูลักษณะและตําแหนงของ melting peak ของแตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 
 
  3.10.3.2 ความเขมขนดีเอ็นเอ 
   1) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอของ S. Typhimurium จากขอ 3.10.1 ดวย
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยเลือกวิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย 
ความแตกตางของ melting profile ที่ตําแหนง STTR 9 วิเคราะห 2 อัลลีล ซึ่งมี repeat units 
เทากับ 3 และ 4 repeat units แปรระดับความเขมขนของตัวอยางดีเอ็นเอเปน 4 ระดับ ไดแก 10, 
20, 50 และ 100 นาโนกรัม ตัวอยางละ 2 ซ้ํา โดยมีสภาวะและสวนผสมของสารเคมีในการทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารตามหัวขอ 3.7.1 

 2) การวิเคราะหผล 
   วิเคราะหขอมูล melting profile ดวยซอฟทแวร LightCycler®480 
Gene Scanning software version 1.5 (Roche, Germany) โดยพิจารณาจาก Derivative plots 
เพื่อดูลักษณะและตําแหนงของ melting peak ของ แตละอัลลีลที่เกิดข้ึน 
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3.11 การเปรียบเทียบผลการจําแนกความแตกตางของ VNTR ระหวางเทคนิค MLVA 
รวมกับเทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  
 1) เช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 ตัวอยางถูกคัดเลือกจากขอมูล repeat units ซึ่งได
จากการวิเคราะห VNTR ทั้ง 4 ยีนเปาหมาย ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE (จากขอ 3.6) นํามา
สกัดดีเอ็นเอตามข้ันตอนในหัวขอ 3.3.2 
 2) ทดสอบตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 1) ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยมี
สภาวะและสวนผสมของสารเคมีและการวิเคราะหผล HRM ตามหัวขอ 3.6 รวมถึงไอโซเลทที่ถูก
คัดเลือกเปน internal control จากหัวขอ 3.7  
 3) การวิเคราะหผล 
      พิจารณา melting profile ที่เกิดข้ึนจากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ถา melting peak 
ของตัวอยางตกอยูกลุมเดียวกับ internal control ของแตละอัลลีลใดใหถือวาตัวอยางนั้นมี                       
repeat units เทากับไอโซเลทซ่ึงเปน internal control นั้น ทําการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหการ
จําแนกความแตกตางของขนาด VNTR ดวยเทคนิค CE กับการจําแนกความแตกตางของขนาด 
VNTR ดวยเทคนิค HRM โดยดูความถูกตองของการแปรผล repeat units จาก melting profile 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

บทที่  4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 การวิเคราะหความเปนไปไดของการใชเทคนคิ MLVA รวมกับเทคนิค HRM จําแนก
ความแตกตางของ melting profile จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ในตําแหนงเปาหมาย 

จากการทดสอบ S. Typhimurium และ S. Enteritidis ซึ่งมีขอมูล repeat units                         
ที่ตางกันดังตาราง 4-1 โดยวิเคราะหความแตกตางในบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงดวยเทคนิค 
MLVA รวมกับเทคนิค HRM พบวาในการทดสอบเชื้อ S. Typhimurium ตําแหนง STTR9, STTR5, 
STTR 6 และ STTR3 มีความแตกตางของ melting profile เกิดข้ึนสอดคลองกับความแตกตางของ 
repeat units ในทุกๆ อัลลีลดังแสดงในรูป4-1 
ตาราง4-1 จํานวน repeat units ในแตละอัลลีลซึ่งไดจากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง                    
4 ตําแหนงของ S. Typhimurium ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค 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 จากการวเิคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงของเชื้อ                      
S. Typhimurium 9 isolate ที่ถูกคัดเลือกเปนตัวแทนของไอโซเลทที่ม ี repeat units ตางกัน
กําหนดให ก = locus STTR9, ข = locus STTR5, ค = locus STTR6 และ ง = locus STTR3  

18 RU 
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โดยตําแหนง STTR9 มีความแตกตางกัน 2 อัลลีล (3, 4 repeat units) เกิด 2 melting 
profile ตําแหนง STTR5 มีความแตกตางกัน 6 อัลลีล (5, 11,12,13,15, 18 repeat units) เกิด 6 
melting profile ตําแหนง STTR6 มีความแตกตางกัน 5 อัลลีล (8, 9, 10, 11, 12 repeat units) 
เกิด 5 melting profile และตําแหนง STTR3 มีความแตกตาง 2 อัลลีล (1, 2 repeat units) เกิด 2 
melting profile  
 การทดสอบเช้ือ S. Enteritidis ซึ่งมีขอมูล repeat units ที่ตางกันดังตาราง 4-2 โดย
วิเคราะหความแตกตางในบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนง ไดแก SE1, SE2, SE5 และ SE9 พบวามี
เพียงบริเวณ VNTR ตําแหนง SE2 เทานั้นที่มีความแตกตางของ melting profile เกิดข้ึนดังแสดง
ในรูป4-2 

ตาราง4-2 จํานวน repeat units ในแตละอัลลีลซ่ึงไดจากการวิเคราะหบริเวณ VNTR                         
ทั้ง 4 ตําแหนงของ S. Enteritidis ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค 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 จากการวเิคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงของเชื้อ                      
S. Enteritidis 10 isolate ที่ถูกคัดเลือกเปนตัวแทนของไอโซเลทที่มี repeat units ตางกัน
กําหนดให ก = locus SE1, ข = locus SE2, ค = locus SE3 และ ง = locus SE9 
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ความแตกตางของ melting profie ในตําแหนง SE2 ที่เกิดข้ึนนั้นสอดคลองกับความ
แตกตางของ repeat units ในทุกๆ อัลลีล โดยตําแหนง SE2 มีความแตกตางกัน 3 อัลลีล (5, 6, 8 
repeat units) เกิด 3 melting profile ในขณะที่ melting profile ที่ตําแหนง SE1, SE5 และ SE9 มี
ความแตกตางของ melting profile นอยมากไมสอดคลองกับความแตกตางของ repeat units ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของ Fortini et al. (2007) และ Ciammaruconi et al.(2009) ที่ศึกษาการใช
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จําแนกความแตกตางของอัลลีลอยางรวดเร็วใน B. anthracis 
และ Y. pestis ตามลําดับและพบวามีเพียงบางตําแหนงเปาหมายเทานั้นที่ melting profile มี
ความแตกตางกันในทุกอัลลีล  
 ดังนั้นการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile จึงมีความเปนไป
ไดสูงในเชื้อ S. Typhimurium ที่ใหความแตกตางของ melting profile ในทุกอัลลีลของทุกตําแหนง
เปาหมาย ในขณะที่การจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ในเชื้อ             
S. Enteritidis มีความเปนไปไดเพียง 1 ตําแหนงเปาหมายเทานั้นซ่ึงไมเพียงพอตอการนําไป
ประยุกตใชตอไป ดังนั้นไอโซเลทของ S. Typhimurium ที่ถูกเลือกเปนตัวแทนในการวิเคราะห
ความเปนไปไดทุก   ไอโซเลท (ตาราง 4-1) จะถูกคัดเลือกเปน internal control เพื่อการแปรผลคา 
melting profile ไปเปน repeat units ในการทดสอบเชื้อ S. Typhimurium 50 ไอโซเลทในการ
ทดลองตอไป สําหรับเชื้อ S. Enteritidis ในตําแหนง SE1, SE5 และ SE9 จะถูกนําไปพัฒนาหา
ไพรเมอรใหมเพื่อใชในการจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR ดวย melting profile ตอไป 
 
4.2 ผลการพัฒนาเทคนิค HRM เพื่อวิเคราะห melting profile บริเวณ VNTR ในตําแหนง
เปาหมายของ S. Enteritidis 

จากผลการทดลองในหัวขอ 4.1 ซึ่งพบวาไมสามารถจําแนกความแตกตางของบริเวณ 
VNTR จากความแตกตางของ melting profile ในตําแหนง SE1, SE5 และ SE9 ในเชื้อ S. 
Enteritidis ดวย melting profile ไดนั้น อาจเกิดจากปริมาณ GC ที่อยูในองคประกอบของช้ินสวน
ดีเอ็นเอ เนื่องจากปริมาณ GC เปนปจจัยหนึ่งซึ่งมีอิทธิพลตอคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอ ดังนั้น
จึงมีการตรวจสอบปริมาณ GC เบ้ืองตนดวยโปรแกรมสําเร็จรูป Tm utility (Bommarito et al., 
2000) โดยปริมาณ GC และคาการหลอมเหลวที่ไดจากการคํานวณดังแสดงในตาราง 4-3 
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ตาราง 4-3 การประมาณปริมาณ GC และคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอของชิ้นสวนดีเอ็นเอซ่ึง
ถูกเพิ่มปริมาณโดยไพรเมอรจากงานวิจัยของ 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 เบ้ืองตนพบวาที่ตําแหนง SE2 ซึ่งเปนตําแหนงเดียวที่

สามารถจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR จากความแตกตางของ melting profile ในอัลลีล           
5, 6 และ  8 repeat units ดวยเทคนิคHRM ไดนั้นมีปริมาณ GC เทากับ 50.5, 51.2 และ52.4 
ตามลําดับ ในขณะที่ตําแหนง SE1 ซึ่งมีอัลลีล 3, 4 และ 5 repeat units มีปริมาณ GC เทากับ 
42.7 % เทากันทั้ง 3 อัลลีล ในตําแหนง SE5 ซึ่งมีอัลลีล 7 – 13  repeat units มีปริมาณ GC 
เทากับ 51.5 %, 51.4, 51.3 %  สวนตําแหนง SE9 ซึ่งมีอัลลีล 2 และ 3 มีปริมาณ GC เทากับ 
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54.4 และ 54.1 %  ตามลําดับ ถึงแมวาคาการหลอมเหลวที่ไดจากการคํานวณจะมีความแตกตาง
จากคาการหลอมเหลวที่ไดจากการทดลองจริงแตสามารถทําใหทราบถึงแนวโนมการเพิ่มข้ึนหรือ
ลดลงของคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอซ่ึงสัมพันธกับปริมาณ GC ซึ่งเมื่อพิจารณาแนวโนมของ
คาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอที่ไดจากการคํานวณพบวา ถามีปริมาณ GC ตางกันมากข้ึน
แนวโนมความแตกตางของคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอจะมีมากข้ึน ในขณะที่ถาปริมาณ GC 
เทากันหรือใกลเคียงกันมากๆ คาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอของแตละอัลลีลจะแตกตางกันเพียง
เล็กนอยซ่ึงสอดคลองกับความแตกตางของ melting peak ดังแสดงในภาพ4-2  ซึ่งอุณหภูมิที่
ตางกันนั้นอาจเปนผลมาจากจํานวนของ repeat units ที่เพิ่มเขามาทําใหนิวคลีโอไทดในช้ินสวนดี
เอ็นเอมีจํานวนเพิ่มข้ึนจึงทําใหชิ้นสวนดีเอ็นเอนั้นมีคาการหลอมเหลวสูงข้ึนเล็กนอย อยางไรก็ตาม
พบวาที่ตําแหนง SE 9 เม่ือจํานวนของ repeat units เพิ่มข้ึนคาการหลอมเหลวกลับมีคาลดลงซ่ึง
เม่ือพิจารณาปริมาณ GC พบวาเมื่อ repeat units เพิ่มข้ึน ปริมาณ GC จะลดลงสงผลใหคาการ
หลอมเหลวของดีเอ็นเอลดลงดวย 

ดังนั้นจึงไดออกแบบไพรเมอรใหมโดยออกแบบใหชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณเพื่อ
การวิเคราะหบริเวณ VNTR มีขนาดช้ินสวนเล็กลง เพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการจําแนกของ
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยการออกแบบไพรเมอรใชตําแหนง VNTR เดิมแตเปล่ียน
ตําแหนงของไพรเมอรใหม ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ออกแบบใหมแสดงในตาราง 4-4  
 
ตาราง 4-4 คูไพรเมอรของการวิเคราะหบริเวณ VNTR ของ S. Enteritidis ตําแหนง 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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หลังจากไดไพรเมอรที่ออกแบบใหมแลวนําไพรเมอรที่ไดไปหาขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอจาก
ฐานขอมูลของ Genbank แลวนํามาทํานายปริมาณ GC และคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอดวย
โปรแกรมสําเร็จรูป Tm utility  จากการตรวจสอบปริมาณ GC เบ้ืองตนของลําดับนิวคลีโอไทดซึ่ง
ไดจากการใชไพรเมอรที่ออกแบบใหมพบวาที่ตําแหนง SE1 ซึ่งมีอัลลีล 3, 4 และ 5 repeat units มี
ปริมาณ GC เทากับ 44.4 และ 44.3 % ตามลําดับ ในตําแหนง SE5 ซึ่งมีอัลลีล 7 – 13  repeat 
units มีปริมาณ GC เทากับ 50.5  และ 50.4  %  สวนตําแหนง SE9 ซึ่งมีอัลลีล 2 และ 3 repeat 
units มีปริมาณ GC เทากับ 52.9 และ 52.1 ตามลําดับ ซึ่งเมื่อพิจารณาแนวโนมของคาการ
หลอมเหลวของดีเอ็นเอที่ไดจากการคํานวณพบวา ถึงแมปริมาณ GC มีคาเทากันหรือใกลเคียงกัน
แตคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอของแตละอัลลีลมีแนวโนมที่จะมีความแตกตางกัน  ดังนั้นจึงมี
ความเปนไปไดวาเม่ือนําไปทดสอบดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  melting profile ของ
แตละอัลลีลนาจะมีความแตกตางกันดวย 
 
ตาราง 4-5 การประมาณปริมาณ GC และคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอจากลําดับนิวคลีโอไทด
ซึ่งไดจากไพรเมอรที่ออกแบบใหม 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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เมื่อนําไพรเมอรที่ออกแบบใหมไปทดสอบวิเคราะหความแตกตางของ melting profile 
บริเวณ VNTR ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM โดยคัดเลือกไอโซเลทของเช้ือเฉพาะ
บางอัลลีลที่แตกตางกันมาเปนตัวแทนดังแสดงในตาราง4-6 พบวาไพรเมอรคูใหมซึ่งใชเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดสั้นลงยังคงไมสามารถแยกความแตกตางของ melting profile 
บริเวณ VNTR ตําแหนง SE1, SE5 และ SE9ในเช้ือ S. Enteritidis ไดดังแสดงในรูป4-3 

 
ตาราง 4-6 ไอโซเลทของ S. Enteritidis และ อัลลีลที่ถูกคัดเลือกเพื่อใชทดสอบไพรเมอรที่
ออกแบบใหม    
 

Isolates 
Repeat units 

SE1 SE5 SE9 

SAP5262 3 10  

080900035 - 2 4 11 3 

081200075 - 2 5  2 

080900796 - 1  9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  64  

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  

รูป4-3 Derivative melting plot จากการวเิคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 3 ตําแหนงของเชื้อ                         
S. Enteritidis 4 ไอโซเลท ทีม่ี repeat units ตางกันดวยไพรเมอรที่ออกแบบใหม 
กําหนดให ก = locus SE1, ข = locus SE5, ค = locus SE9  
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การที่ไมสามารถแยกความแตกตางของ melting profile บริเวณ VNTR ตําแหนง SE1, 
SE5 และ SE9ในเช้ือ S. Enteritidis ไดนั้นไมสอดคลองกับรายงานวิจัยของ Wittwer et al. (2003), 
Leiw et al. (2004) และ Seipp et al. (2009) ที่รายงานวาเทคนิค HRM สามารถจําแนกความ
แตกตางของช้ินสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดส้ันไดดีกวาช้ินสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญและให melting 
peak ที่แยกความแตกตางไดชัดเจนข้ึน ทั้งนี้อาจเปนเพราะไพรเมอรที่ออกแบบใหมยังใหขนาด
ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไมเหมาะสมพอหรือชิ้นสวนบริเวณ VNTR ที่ถูกเพิ่มปริมาณนั้นมีปริมาณ GC ใน
องคประกอบใกลเคียงกันมากทําใหอุณหภูมิที่ตองใชในการแยกสายดีเอ็นเอมีคาใกลเคียงกัน แต
ปริมาณ GC ไมไดเปนปจจัยเดียวที่สงผลกระทบตอคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอเนื่องจากเมื่อดู
แนวโนมของคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอซ่ึงเกิดจากการคํานวณดวยโปรแกรมสําเร็จรูปพบวา
ถึงแมปริมาณ GC จะมีคาเทากันแตคาการหลอมเหลวจะมีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอยเมื่อจํานวนของ 
VNTR เพิ่มมากข้ึนซ่ึงสนับสนุนขอเท็จจริงที่วาปจจัยที่มีอิทธิพลตอคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอ
นอกจากจะมีปริมาณ GC แลวยังข้ึนอยูกับความยาวของสายดีเอ็นเอหรือลําดับนิวคลีโอไทดใน
ชิ้นสวนดีเอ็นเออีกดวย นอกจากนี้อาจเกิดจากประสิทธิภาพของเครื่องมือที่ไมสามารถจําแนก
ความแตกตางของช้ินสวนดีเ อ็นเอที่มีคาการหลอมเหลวของดีเ อ็นเอตางกันนอยกวา                        
0.4 องศาเซลเซียสได  (Reed, Kent and Wittwer, 2007; Seipp et al., 2009) 

 

4.3 การประเมินความแมนยํา (precision) และความคงทนตอการเปลี่ยนแปลง
สภาวะของการทดสอบ (Robustness) ของเทคนิค MLVA รวมกบัเทคนิค HRM 
  S. Typhimurium ถูกทดสอบบริเวณ VNTR ในทุกๆตําแหนงเปาหมาย (STTR9, 
STTR5, STTR6 และ STTR3)  คัดเลือกไอโซเลทจากอัลลีลตางๆในตําแหนงเปาหมายทั้ง 4 
ตําแหนงตําแหนงละ 2  อัลลีล ดังแสดงในตาราง 4-7 เพื่อเปนตัวแทนอัลลีลอ่ืนๆ ประเมินความ
แมนยําของเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในการทดลองคร้ัง
เดียวกัน (repeatability) ตัวอยางละ 5 ซ้ํา พบวามีความแตกตางของ melting profile ของแตละ 
repeat units ที่ใชในการทดสอบเกิดข้ึนดังแสดงในรูป4-4  
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ตาราง 4-7 ไอโซเลทของ S. Typhimurium และ repeat units ซึ่งถูกนํามาทดสอบการประเมิน
ความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในสภาวะเดียวกัน (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 ของการวิเคราะหบริเวณ VNTR ในตําแหนง 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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โดยในตําแหนง STTR9 ทดสอบ 2 อัลลีล (3, 4 repeat units) เกิด 2 melting profile 
ตําแหนง STTR5 ทดสอบ 3 อัลลีล (5, 11, 15 repeat units) เกิด 3 melting profile ตําแหนง 
STTR6 ทดสอบ 3 อัลลีล (8, 10, 12 repeat units) เกิด 3 melting profile และตําแหนง STTR3 
ทดสอบ 2 อัลลีล (1, 2 repeat units) เกิด 2 melting profile โดยตัวอยางทั้ง 5 ซ้ําของแตละอัลลีล
ในตําแหนงทั้ง 4 ตําแหนง มีรูปรางของ melting peak ใกลเคียงกันและจัดอยูในกลุมเดียวกันได
อยางถูกตอง 

ผลการทดสอบความแมนยําที่เกิดจากการวิเคราะหซ้ําในวันที่ตางกัน (reproducibility) 
เม่ือพิจารณา melting profile ของวันที่ทําการทดลองวันที่หนึ่งเปรียบเทียบกับวันที่ทําการทดลอง
วันที่สอง พบวาสามารถจําแนกความแตกตางของ melting profile ไดถูกตองสอดคลองกับจํานวน 
repeat units  ในทุกอัลลีลที่ถูกคัดเลือกมา โดยที่ตําแหนง STTR9 melting peak มีความแตกตาง
กัน 2 กลุม ไดแก กลุมที่มี repeat units เทากับ 3 และ 4 ตามลําดับทั้งในวันที่หนึ่งและวันที่สอง 
และเม่ือพิจารณา melting peak ของแตละกลุมตัวอยางทั้งสามซ้ําในวันที่ทําการทดลองท้ังสองวัน
พบวามีลักษณะรูปรางของ melting peak ใกลเคียงกันดังแสดงในรูป4-6  และผลการทดสอบใน
ตําแหนง STTR5, STTR6 และ STTR3 เปนไปในทิศทางเดียวกันกับผลการทดสอบที่ตําแหนง 
STTR9   
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รูป4-5 Derivative melting plot ของการทดสอบ reproducibility ของเทคนิค MLVA รวมกับ 
HRM ในเช้ือ S. Typhimurium กําหนดให ก, ข = การทดสอบที่ตําแหนง STTR9 วันทดสอบวันที่
หนึ่งและวันที่สองตามลําดับ ค,ง = การทดสอบที่ตําแหนง STTR5 วันทดสอบวันที่หนึ่งและวันที่
สองตามลําดับ จ,ฉ = การทดสอบที่ตําแหนง STTR6 และช, ฌ = การทดสอบที่ตําแหนง STTR3 
วันทดสอบวันที่หนึ่งและวันที่สองตามลําดับ  

locus STTR9 

locus STTR5 

locus STTR6 

locus STTR3 
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ดังนั้นการวิเคราะหดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จึงมีความแมนยําในการ
วิเคราะหซ้ําทั้งในการทดลองคร้ังเดียวกัน (repeatability) และการทดลองในวันที่ตางกัน 
(reproducibility)  สอดคลองกับรายงานของ Fortini et al. (2007) และ Ciammaruconi et 
al.(2009) ที่พบวาเทคนิค HRM วิเคราะหความแตกตางของอัลลีลในตําแหนงเปาหมายของ             
B. anthracis และ Y. pestis  ซ้ําไดทั้งในสภาวะการทดลองคร้ังเดียวกันและการทดลองในวันที่
ตางกัน 

ผลการทดสอบความคงทนตอการเปล่ียนแปลงสภาวะของการทดสอบ (Robustness) 
โดยเลือกทดสอบเช้ือ S. Typhimurium บริเวณ VNTR ตําแหนง STTR9 ซึ่งมี 2 อัลลีล ไดแก             
3 และ 4 repeat units ตามลําดับ พบวาการใชดีเอ็นเอซึ่งถูกสกัดดวยชุดทดสอบและสกัดดวยการ
ตมเปนตัวอยางดีเอ็นเอในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอเพื่อจําแนกความแตกตางของบริเวณ 
VNTR ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จะใหผลของ melting peak ที่มีรูปรางคลายคลึง
กันและถูกจัดอยูในกลุมเดียวกันดังแสดงในรูป4-6 

เม่ือพิจารณาการแปรระดับความเขมขนดีเอ็นเอเปน 4 ระดับ ไดแก 10, 20, 50 และ 100 
นาโนกรัมพบวาในการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ในแตละ
ระดับความเขมขนดีเอ็นเอนั้นพบวาเกิด melting profile ที่แตกตางกัน 2 กลุมสอดคลองกับจํานวน 
repeat units 3 และ 4 repeat units  อยางถูกตองในทุกระดับความเขมขนดีเอ็นเอ และเมื่อ
พิจารณาเปรียบเทียบที่ความเขมขนดีเอ็นเอทุกระดับพรอมกันพบวา melting peak จะถูกจัดเปน 
2 กลุมใหญๆ คือกลุมของอัลลีล 3 และ  4 repeat units แตพบวา melting peak ที่ระดับความ
เขมขนดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัมที่ 3 repeat units จะมีการเล่ือนออกจากกลุมไปเล็กนอยแตไมสงผล
ตอการแปรผลแตอยางใดดังแสดงในรูป4-7 
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รูป4-6 Derivative melting plot ของการวิเคราะห VNTR บริเวณ STTR9 โดยการเพิ่มปริมาณ         
ดีเอ็นเอซึ่งมาจากวิธีการสกัดดวยชุดทดสอบและการตม 
กําหนดให  ก : melting peak ซึ่งเกิดจากการวิเคราะห VNTR ดวยดีเอ็นเอสกัดดวยชุดทดสอบ, ข : 
melting peak ซึ่งเกิดจากการวิเคราะห VNTR ดวยดีเอ็นเอสกัดดวยการตม และค : melting peak 
ซึ่งเกิดจากการวิเคราะห VNTR ดวยดีเอ็นเอสกัดดวยชุดทดสอบและการตมรวมกัน 
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รูป4-7 Derivative melting plot ของการวิเคราะห VNTR บริเวณ STTR9 โดยแปรระดับความ
เขมขนดีเอ็นเอตั้งแต 10 -100 นาโนกรัม 
กําหนดให  ก : ความเขมขนดีเอ็นเอระดับ 10 นาโนกรัม, ข : ความเขมขนดีเอ็นเอระดับ 20 นาโน
กรัม, ค : ความเขมขนดีเอ็นเอระดับ 50 นาโนกรัม, ง : ความเขมขนดีเอ็นเอระดับ 100 นาโนกรัม
และ จ : ความเขมขนดีเอ็นเอตั้งแตระดับ 10 – 100 นาโนกรัม  
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การทดสอบความคงทนตอการเปล่ียนแปลงสภาวะของการทดสอบ (Robustness) ของ
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM พบวาวิธีการสกัดดีเอ็นเอดวยชุดทดสอบและการตมสงผลตอ
คุณภาพของดีเอ็นเอในดานของความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดทําใหสัญญาณสีฟลูออเรสเซนตใน
ขณะที่ทําการวิเคราะหดวยเทคนิค HRM ของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยตัวอยางดีเอ็นเอซึ่งได
จากการตมมีสัญญาณสีที่ตํ่ากวาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยตัวอยางดีเอ็นเอซึ่งไดจากการสกัด
ดวยชุดทดสอบ  อยางไรก็ตามวิธีการสกัดทั้งสองวิธีไมสงผลตอการวิเคราะหซ้ําดวยเทคนิค HRM 
สอดคลองกับรายงานของ Fortini et al. (2007) ซึ่งพบวา melting peak ที่เกิดจากการวิเคราะห
ดวยเทคนิค HRM โดยใชดีเอ็นเอซ่ึงสกัดจากชุดทดสอบและการสกัดดวยวิธีการตมสามารถ
วิเคราะหซ้ําได  ในขณะที่ผลการทดสอบการแปรระดับความเขมขนของดีเอ็นเอพบวาระดับความ
เขมขนของดีเอ็นเอไมสงผลตอการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile 
อยางไรก็ตามที่ความเขมขนดีเอ็นเอในระดับ 10 – 50 นาโนกรัมเปนระดับที่เหมาะสมสําหรับการ
สําหรับการทดสอบการจําแนกความแตกตางของ VNTR  ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ  Fortini et 
al (2007) และ Ciammaruconi et al.(2009) ที่รายงานวาความเขมขนดีเอ็นเอในระดับที่
เหมาะสมสําหรับการทดสอบการจําแนกความแตกตางของ VNTR ในเชื้อ B. anthracis และ           
Y. pestis ดวยเทคนิค HRM อยูในชวง 20 – 40 และ 3- 50 นาโนกรัมตามลําดับ 
 
4.4 ผลการเปรียบเทียบผลของการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ระหวาง
เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM 
 จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ตําแหนง STTR9, STTR5, STTR6 และ STTR3 ของเชื้อ                 
S. Typhimurium จํานวน 50 ไอโซเลท โดยใชเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ในการจําแนก
ความแตกตางของอัลลีลใน VNTR ดวย melting profile โดยแปรผล repeat units จาก melting 
peak ของตัวอยางที่ตรงกับ melting peak ของ internal control  ดังแสดงในรูป4-8 จากนั้นนําผล
ที่ไดเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวยเทคนิค MLVA รวมกับ 
CE พบวาไมมีความแตกตางของการจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR ระหวางเทคนิค MLVA 
รวมกับเทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ดังแสดงในตาราง4-8  
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รูป4-8 Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงของเชื้อ                      
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 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะหบริเวณ VNTR ดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค 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 

 
 

nkam
Typewritten Text
75



         
    

          

76
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 
สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 

 การจําแนกความแตกตางของ S. Typhimurium และ Enteritidis ในระดับซับซีโรวาร ดวย
เทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลภายหลังจากการจําแนกความแตกตางของสายพันธุ Salmonella ใน
ระดับซีโรวารยังคงไดรับการพัฒนาอยางตอเนื่อง โดยมีเปาหมายเพื่อประโยชนในการศึกษาทาง
ระบาดวิทยาและนําไปประยุกตใชในการจัดการดานความปลอดภัยของอาหาร (Foley et al, 
2009; Wiedmann and Nightingale, 2009) ดังนั้นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจ
วิเคราะหโดยอาศัยคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเออยางเทคนิค HRM จึงถูกนํามาประยุกตใช
รวมกับเทคนิค MLVA เพื่อจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ในตําแหนงเปาหมายของเชื้อ 
S. Typhimurium และ S. Enteritidis ดวย melting profile 

 เทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM มีประสิทธิภาพในการวิเคราะหความแตกตางของ
บริเวณ VNTR ดวย melting profile ใน S. Typhimurium โดยสามารถจําแนกความแตกตางของ
บริเวณ VNTR ไดทั้ง 4 ตําแหนงเปาหมาย ไดแก STTR9, STTR5, STTR6 และ STTR3 โดยให 
melting profile ตางกันในทุกอัลลีล แตสําหรับเช้ือ S. Enteritidis  พบความแตกตางของ                
melting profile เกิดข้ึนเพียง 1 ตําแหนงเปาหมายเทานั้น ไดแกตําแหนง SE2 สวนอีก 3 ตําแหนง
เปาหมายที่เหลือ ไดแก SE1, SE5 และSE9 ไมพบความแตกตางของ melting profile หรือความ
แตกตางของ melting profile ไมเกิดข้ึนในทุกๆอัลลีล เมื่อพัฒนาเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค 
HRM ในการจําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR    ใน 3 ตําแหนงเปาหมาย ไดแก SE1, SE5 
และ SE9 ใน S. Enteritidis โดยการออกแบบไพรเมอรใหเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดส้ัน
ลงพบวาเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM ยังไมสามารถจําแนกความแตกตางบริเวณ VNTR 
ดวย melting profile ได  

 การประเมินความแมนยํา (precision) ของเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  โดย
พิจารณาจากการวิเคราะหซ้ําในการทดลองคร้ังเดียวกัน (repeatability) และการวิเคราะหซ้ําใน
วันที่ตางกัน (reproducibility) ดําเนินการทดสอบกับเชื้อ S. Typhimurium เทานั้นเนื่องจากการ
จําแนกความแตกตางของบริเวณ VNTR ดวย melting profile ในเช้ือ S. Enteritidis ทําไดเพียง             
1 ตําแหนงซ่ึงไมเพียงพอตอการนําไปทดลองตอ โดยพบวาเทคนิค HRM สามารถวิเคราะหความ
แตกตางของบริเวณ VNTR ใน S. Typhimurium ซ้ําไดทุกอัลลีลทั้ง 4 ตําแหนงเปาหมายและการ
ทดสอบความคงทนตอการเปล่ียนแปลงสภาวะของการทดสอบ (Robustness) ของเทคนิค MLVA 
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รวมกับเทคนิค HRM พบวาวิธีการสกัดดีเอ็นเอดวยชุดทดสอบและการตม และความเขมขนของ            
ดีเอ็นเอไมสงผลตอการวิเคราะหซ้ําของเทคนิค HRM  

การเปรียบเทียบผลการจําแนกความแตกตางของ VNTR ระหวางเทคนิค MLVA รวมกับ
เทคนิค CE และเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM  โดยวิเคราะหบริเวณ VNTR ตําแหนง 
STTR9, STTR5, STTR6 และ STTR3 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 ไอโซเลท                    
พบวาเทคนิค HRM สามารถจําแนกความแตกตางของ VNTR ดวย melting profile ไดทั้ง                   
50 ไอโซเลทที่ใชทดสอบ  การแปรผล repeat units จาก melting peak ของตัวอยางที่ตรงกับ 
melting peak ของ internal control  ใหผลของ repeat units ตรงกับผลของ repeat units ซึ่งได
จากการวิเคราะหดวยเทคนิค MLVA รวมกับ CE  ทั้ง 50 ตัวอยาง  
 ดังนั้นการใชเทคนิค MLVA รวมกับ HRM มาวิเคราะหความแตกตางของบริเวณ VNTR 
ดวย melting profile ในตําแหนงเปาหมายจึงมีความเปนไปไดสูงโดยเฉพาะอยางยิ่งในเช้ือ                         
S. Typhimurium ที่การวิเคราะหดวยเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM สามารถจําแนกความ
แตกตางไดในทุกอัลลีลและทุกตําแหนงเปาหมาย แตสําหรับ S. Enteritidis จําเปนตองมีการ
พัฒนาเทคนิค HRM ในแนวทางอ่ืนนอกเหนือจากการปรับปรุงใหขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอมีขนาดส้ัน
ลง เพื่อใหสามารถวิเคราะห melting profile บริเวณ VNTR ในตําแหนงเปาหมาย SE1, SE5 และ 
SE9 ตอไป โดยอาจปรับปรุงเทคนิคดวยการใชวิธี GC clamp ซึ่งเปนการเพิ่มปริมาณนิวคลีโอไทด 
GC จํานวนมากเขาไปที่บริเวณไพรเมอรเพื่อใหคาการหลอมเหลวของดีเอ็นเอมีความแตกตางกัน
มากข้ึนหรือทําใหรูปแบบของ melting domain เปล่ียนแปลงไป หรือหาบริเวณ VNTR ตําแหนง
เปาหมายใหมที่สามารถใชเทคนิค MLVA รวมกับเทคนิค HRM จําแนกความแตกตางของบริเวณ 
VNTR จาก  melting profile ได เนื่องจากการจําแนกความแตกตางของ VNTR ไดเพียงหนึ่ง
ตําแหนงไมเพียงพอตอการนําไปใชในการศึกษาทางระบาดวิทยาหรือการจัดการดานความ
ปลอดภัยของอาหาร 
 ถึงแมวาการนําเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล เชน เทคนิค MLVA ไปจําแนกความแตกตาง
ของ Salmonella ในระดับซับซีโรวารในทางปฏิบัติเพื่อแกไขปญหาการปนเปอนของ Salmonella 
หรือการศึกษาทางระบาดวิทยาในโรงงานอุตสาหกรรมจะเปนการเพิ่มตนทุนการผลิตใหสูงข้ึน 
เนื่องจากเคร่ืองมือและสารเคมีที่มีราคาสูงและตองวิเคราะหตัวอยางเปนจํานวนมาก แตอยางไรก็
ตามการจําแนก Salmonella ลงไปในระดับซับซีโรวารนั้นจะทําใหสามารถจัดการแหลงกําเนิดของ
การปนเปอน Salmonella ไดถูกจุดและมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน นอกจากนี้การมีฐานขอมูลใน 
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ระดับซับซีโรวารของ Salmonella อาจเปนแหลงขอมูลสําคัญในการตอบขอโตแยงกับคูคาเม่ือเกิด
การปนเปอนของ Salmonella ในสินคาได 
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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 นาํสารละลายไปสเตอริไลซที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

นาท ี
1.1.4 ทิง้ใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง 
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2. Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR ทั้ง 4 ตําแหนงของ                   
S. Typhimurium 
ภาพ ภ.1 Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR บริเวณตําแหนงเปาหมาย 
STTR9 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 isolate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โดยภาพ ภ.1 ก ม ีS. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี:้ 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 ไอโซเลทดังตอไปนี้: 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 ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR32, STTR33, STTR38, 
SAP00444/09, SAP01571/09, SAP03057/09, SAP4572, SAP9184/09, MLST23, STTR27, 
STTR23, STTR42  
      ภาพ ภ.1 ง ม ีS. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี:้ SAP4202, MLST13, MLST24, ATCC 
13311, DMST17242, MLST12, ST23, ST42 
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ภาพ ภ.2 Derivative melting plot จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR บริเวณตําแหนงเปาหมาย 
STTR5 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 isolate 

 

โดยภาพ ภ.2 ก มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: 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 ไอโซเลทดังตอไปน้ี: 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 ไอโซเลทดังตอไปนี้: 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 ไอโซเลทดังตอไปนี้: 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 จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR บริเวณตําแหนงเปาหมาย 
STTR6 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 isolate 

 
โดยภาพ ภ.3 ก มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: 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 ไอโซเลทดังตอไปน้ี: STTR06, STTR07, STTR08, STTR09, 
STTR25, STTR26, STTR32, STTR33, STTR35, SAP3057/09, SAP4282, STTR10, STTR14, 
STTR17, STTR23, STTR27 
     ภาพ ภ.3 ค มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR15, STTR37, STTR38, STTR42, 
SAP21194, SAP4570, SAP4572, SAP5447, STTR10, STTR14, STTR17, STTR23, STTR27 
     ภาพ ภ.3 ง มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: 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 จากการวิเคราะหบริเวณ VNTR บริเวณตําแหนงเปาหมาย 
STTR3 ของเช้ือ S. Typhimurium จํานวน 50 isolate 
 

 

 
 

โดยภาพ ภ.4 ก มี S. Typhimurium ไอโซเลทดังตอไปนี้: 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 ไอโซเลทดังตอไปนี้: STTR14, STTR15, STTR16, STTR17, 
STTR18, STTR23, STTR35, SAP6077, SAP9184/09, MLST12, MLST13, MLST23, MLST24, 
MLST33, ATCC13311, DMST17242, STTR01, STTR10  
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 

 
นางสาวพนัสนันท ศิลมัฐ เกิดเมื่อวันที่ 22 เมษายน 2523 ที่จังหวัดชลบุรี สําเร็จการศึกษา

ระ ดับป ริญญาต รี  วิ ทยาศาสตร บัณฑิต  สาขา เทคโน โลยี ชี วภาพ  คณะเทคโน โลยี 
มหาวิทยาลัยขอนแกน เม่ือปการศึกษา 2546 และไดศึกษาตอในระดับปริญญาโทหลักสูตร             
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ในปการศึกษา 2550 ผลงานที่ผานมาไดแกการนําเสนอผลงานวิจัยแบบโปสเตอรในหัวขอเร่ือง                         
“การพัฒนาเทคนิค High Resolution Melting Analysis (HRM) เพื่อจําแนกความแตกตางของ 
Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) ใน Salmonella Typhimurium” ในการประชุม
ทางวิชาการเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา คร้ังที่18 วันที่ 16 – 17 กันยายน 2553 ณ 
สถาบันบัณฑิตพัฒนบริหารศาสตร   
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