
การตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการสรางสารพิษเอนเทอโรท็อกซินของเช้ือสตาฟฟโลคอคคัส ออเรียสท่ีเพาะแยก

ไดจากแหนมหมู

นายพงศธร  พุมแตงออน

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต

สาขาวิชาสัตวแพทยสาธารณสุข ภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุข

คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

ปการศึกษา 2550

ลิขสิทธ์ิของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย



IDENTIFICATION OF ENTEROTOXIN ENCODING GENES OF Staphylococcus aureus ISOLATED

FROM THAI-STYLE FERMENTED PORK SAUSAGE (NHAM-MHOO)

Mr. Pongthorn Pumtang-on

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements

For the Degree of Master of Science Program in Veterinary Public Health

Department of Veterinary Public Health

Faculty of Veterinary Science

Chulalongkorn University

Academic Year 2007

Copyright of Chulalongkorn University









ฉ

กิตติกรรมประกาศ

วิทยานิพนธเลมน้ีสําเร็จลุลวงตามความมุงหมายไดดวยการสนับสนุนและชวยเหลือจาก ผศ.

น.สพ.ดร. ศุภชัยเนื้อนวลสุวรรณ ผูซ่ึงไดใหขาพเจาไดมีโอกาสไดรับทุนวิจัยจากโครงการการประเมิน

ความเส่ียงเชิงปริมาณของเช้ือกอโรค Staphylococcus aureus และสารประกอบไนโตรซามีนใน

แหนมหมูของสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ ศูนยพันธุวิศวกรรมและ

เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ โดยมี ดร. รุจ วัลยะเสวี เปนหัวหนาโครงการ 

ขอขอบพระคุณ ดร. นิภา โชคสัจจะวาที, คุณ ศริญญา พรเอ่ียม, คุณกิตติมา กองทอง, คุณ

สนิตย คําดี ตลอดจนเจาหนาท่ีในหนวยปฏิบัติการทางอาหารทุกทานท่ีชวยเหลือและใหคําแนะนําใน

การทําแล็ปจนสําเร็จลุลวง 

ขอขอบพระคุณ ผศ.ส.พญ.ดร. รุงทิพย ชวนช่ืน, นายชานนท เอกภพโยธิน, น.ส.เวชสิริ วรรณ

ประสาท, น.ส.ศิรินทิพย เข็มทอง, น.ส. ปรัชญา อยูเอี่ยมยุทธ, คุณไฉไล คูวัฒนานุกูล ตลอดจน

บุคลากรทั้งในภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุข และนอกภาควิชา สําหรับความชวยเหลือและ

คําแนะนํา



ช

สารบัญ

หนา

บทคัดยอภาษาไทย....………………………………………………………………………. ง

บทคัดยอภาษาอังกฤษ……………………………………………………………………… จ

กิตติกรรมประกาศ……………………………………………………………………......... ฉ

สารบัญ………………………………………………………………………………..........    ช

สารบัญตาราง………………………………………………………………………………. ฌ

สารบัญภาพ…..…………………………………………………………………………. ญ

สารบัญตัวยอ……………………………………………………………………................ ฎ

บทที่ 1 บทนํา...…………………………………………………………………………...... 1

บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ..…………………………………………………... 6

การผลิตแหนมหมู........................................................................……………... 6

ลักษณะทั่วไปของ S. aureus.……………………………………......................... 8

สารพิษของ S. aureus และการกอโรคอาหารเปนพิษ…………….………………. 9

การวินิจฉัยและการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ……..…................. 10

ความหลากหลายทางพันธุกรรม ………………………………………................. 12

ความชุกและการระบาด................................................………………….......... 13

บทที่ 3 วิธีการดําเนินวิจัย…………………………………………………….......……...... 16

ระยะท่ี 1 การเพาะแยกและพิสูจน S. aureus จากแหนมหมู………………........ 17

ระยะท่ี 2 การพิสูจนเพื่อยืนยันเช้ือและตรวจยีน sea-see ................................. 19

ระยะท่ี 3 ศึกษาการแสดงออกของยีนดวยการตรวจ classical SEs……............. 23

ระยะท่ี 4 ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus .…………….... 25

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย.................................................................................. 26

การวิเคราะหขอมูล.......................................……….…………………………… 27

บทที่ 4 ผลการวิจัย………………………………………………………………………… 28

การเพาะแยกและพิสูจน S. aureus จากแหนมหมู………………....................... 28

การพิสูจนเพื่อยืนยันเช้ือและตรวจยีน sea - see ดวย multiplex PCR................. 29

ศึกษาการแสดงออกของยีนดวยการตรวจ classical SEs…….……..................... 33



ซ

บทที่ หนา

ความสัมพันธของยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs กับการสราง SEs…….. 38

ผลศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม..........................……………………. 39

บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ……….....………………......…… 46

รายการอางอิง……………………………………………………………………………… 57

ภาคผนวก………………………………………………………………………………….. 65

ภาคผนวก ก………………………………………………………………….…….. 66

ภาคผนวก ข…………………………………………………………………….….. 70

ภาคผนวก ค…………………………………………………………………….….. 72

ภาคผนวก ง……………………………………………………………………..….. 75

ภาคผนวก จ……………………………………………………………………..….. 76

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ………………………………………………………………..… 77



ฌ

สารบัญตาราง

ตาราง หนา

ตารางท่ี 1 เกณฑระดับการแข็งตัวของ coagulase test……………………………………… 18

ตารางท่ี 2 แสดง multiplex PCR condition …………………………………………………. 20

ตารางท่ี 3 primers จําเพาะตอชนิดของ S. aureus Sa442 และ ยีน sea-see …………….. 21

ตารางท่ี 4 แสดงอัตราสวนผสมของ primers และสารเคมีเพื่อทํา multiplex PCR………...... 22

ตารางท่ี 5 แสดง S. aureus มาตรฐานท่ีใชเปนตัวควบคุม…………………………………… 22

ตารางท่ี 6 แสดงอัตราสวนผสมของ primers และสารเคมีเพื่อทํา rep-PCR…………………. 25

ตารางท่ี 7 แสดง rep-PCR condition………………………………………………………… 26

ตารางท่ี 8 แสดงปริมาณการปนเปอน S. aureus ในแหนมหมู………………………………. 28

ตารางท่ี 9 แสดงจํานวน isolate ที่มีการตรวจพบ classical SEs- encoding gene ……….. 29

ตารางท่ี 10 แสดงจํานวน isolate ที่พบยีน Sa 442 และclassical SEs encoding genes…. 30

ตารางท่ี 11 แสดงผลการตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการสราง classical SEs และการตรวจ

classical SEs จาก S. aureus ทุก isolate ดวย Transia Plate Plus kit ELISA.. 33

ตารางท่ี 12 แสดงคา OD จาก S. aureus isolate, positive control (PC) และ BHI ท่ีวัดได 

รวมท้ังคา Threshold ของ culture supernatant ที่คํานวณได………………….. 35

ตารางท่ี 13 แสดงผลการตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการสราง classical SEs และการตรวจพบ 

classical SEs ดวย Transia ID kit ELISA……………….……………………… 36

ตารางท่ี 14 แสดงคา OD จาก S. aureus isolate ท่ีวัดได และคา Threshold ของ culture

supernatant ที่คํานวณได…………………………..………….………………… 37

ตารางท่ี 15 สรุปผลความหลากหลายทางพันธุกรรม………………………………………….. 41

ตารางท่ี 16 สรุปผลการศึกษาท้ังหมด…………………………………………………………. 42



ญ

สารบัญภาพ

ภาพประกอบ หนา

แผนภาพท่ี 1 แสดงขั้นตอนการวิจัยโดยสังเขป……………………………………………….. 16

รูปท่ี 1 แสดงผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษโดยใช S. aureus มาตรฐาน

และ S. aureus isolate ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู..................………………..…….. 31

รูปท่ี 2 แสดงผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษจาก S. auerus isolates......... 32

รูปท่ี 3 แสดงการตรวจการสราง classical SEs ดวย Transia Plate Plus kit ELISA……….. 34

รูปท่ี 4 แสดงผลการตรวจการสราง SEs ดวย Transia ID kit ELISA ……………………….. 36

รูปท่ี 5 สรุปผล clustering analysis ของ S. aurues isolate ……………………………….. 40

รูปท่ี 6 แสดงผลการจัดกลุม isolates ที่มียีนที่ควบคุมการสราง classical SEs

ที่ similarity value รอยละ 90………………………………………………………… 45



ฎ

สารบัญตัวยอ

BHI Brain Heart Infusion Broth

bp base pair

BP Baird-Parker Agar

et al. Et alii, and others

kDa kilo daltons

MPN Most Probability Number method

PTSAg Pyrogenic Toxin Superantigens

rep - PCR repetitive sequence-based PCR

SEs Staphylococcal enterotoxins

S. aureus Staphylococcus aureus

TBE Tris-Buffer-EDTA

TSB Tryptic Soy Broth

U unit



1

บทท่ี  1

บทนํา

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา

แหนมหมูเปนผลิตภัณฑอาหารประเภทเน้ือสัตวหมักพื้นบานของไทย ซ่ึงเปนที่นิยมบริโภค

ของประชากรภายในประเทศอยางแพรหลาย และดวยเหตุจากการที่มีความตองการในการบริโภค

เพิ่มสูงขึ้น จึงมีการพัฒนาการผลิตแหนมหมูจากในระดับครัวเรือนข้ึนสูระดับอุตสาหกรรม ทําให

ผูบริโภคสามารถหาซ้ือไดงาย ตามทองตลาด หรือหางสรรพสินคาท่ัวไป ซ่ึงมีคอนขางหลากหลาย

และแตกตางกันไปทั้งดานรสชาติและคุณภาพตามแตละผูผลิต ในปจจุบันการผลิตแหนมหมูมีปญหา

ดานการควบคุมคุณภาพ โดยเฉพาะความไมสะอาดและความไมปลอดภัยของวัตถุดิบ เนื่องจาก

กระบวนการผลิตแหนมหมูยังคงอาศัยกระบวนการหมักโดยเช้ือจุลินทรียท่ีปนเปอนมากับวัตถุดิบท่ีใช

เปนสวนผสม ซ่ึงผูผลิตไมสามารถควบคุมชนิดและปริมาณของจุลินทรียได ดังน้ันจึงมีโอกาส

ปนเปอนจุลินทรียกอโรคมากับวัตถุดิบได อีกท้ังผูผลิตบางรายขาดความรูความเขาใจในการควบคุม

กระบวนการผลิตของผลิตภัณฑแหนมหมูใหไดมาตรฐาน  สงผลใหเกิดปญหาในการควบคุมคุณภาพ

ของผลิตภัณฑแหนมหมู และที่สําคัญอีกประการหนึ่งคือ เนื่องจากผูบริโภคนิยมบริโภคแหนมหมูโดย

ไมผานการปรุงดวยความรอน ทําใหเพิ่มโอกาสเส่ียงตอการเกิดโรคอาหารเปนพิษจากการบริโภค

แหนมหมูท่ีมีการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคสูงข้ึน โดยจุลินทรียกอโรคท่ีพบไดบอยในแหนมหมูคือ 

Staphylococcus aureus (S. aureus) ซ่ึงเปนจุลินทรียที่พบไดทั่วไปในส่ิงแวดลอมและบนรางกาย

สัตวเล้ียงลูกดวยนม จึงมีโอกาสท่ีจะปนเปอนในผลิตภัณฑแหนมหมูได อีกท้ัง S. aureus ยังสามารถ

สรางสารพิษท่ีสามารถทนความรอนทําใหแมวาการปรุงอาหารผานความรอนแลวสารพิษยัง

กอใหเกิดอันตรายได นอกจากนี้ S. aureus เปนจุลินทรียกอโรคอาหารเปนพิษสูงเปนอันดับท่ี 3 ของ

โลก (Tirado and Schimdt, 2001) รวมทั้งในประเทศไทยดวยเชนกัน (วรรณา และคณะ, 2548)

จากการศึกษาที่ผานมาพบการปนเปอนของ S. aureus ในแหนมหมูสูงถึงรอยละ 15

(Paukatong and Kunawasen, 2001) พรศิริ และ อนิรุธ (2548) ไดรายงานพบการปนเปอนของ S.

aureus ในเน้ือหมูจากตลาดสดในภาคเหนือท่ีเกิน 100 CFU ตอกรัม คิดเปนรอยละ 14.0 ขอมูล

เหลาน้ีแสดงใหเห็นวาผูบริโภคมีความเส่ียงตอการเกิดโรคอาหารเปนพิษจากการบริโภคผลิตภัณฑ

จากเน้ือหมูท่ีปนเปอน S. aureus คอนขางสูง ในขณะท่ีมาตรฐานแหนมและเนื้อสัตวโดยสํานักงาน
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มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (2546) ไดกําหนดวาจะตองไมพบ S. aureus ในแหนม 100

มิลลิกรัม

โรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus ไมไดเกิดจากการบริโภคตัวจุลินทรียโดยตรง แตเปน

ผลมาจากการบริโภคอาหารที่ปนเปอนสารพิษที่ S.aureus บางสายพันธุสรางข้ึน เรียกวา 

Staphylococcal enterotoxins (SEs) ซ่ึงสามารถทนความรอนได เม่ือบริโภคอาหารท่ีปนเปอน SEs

น้ีจะทําใหมีไข มีการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันอยางรุนแรง และเกิดปญหาทางระบบทางเดิน

อาหาร อาการเดนคือ อาเจียน และมีระยะเวลาแสดงอาการปวยอยางรวดเร็ว (Dinges et al., 2000)

ปจจุบันมีการคนพบ SEs มากกวา 20 ชนิด (Atanassova et al., 2001; Jorgensen et al., 2005;

Thomas et al., 2006) และ SEs ที่พบวากอปญหาในการระบาดของโรคอาหารเปนพิษบอยท่ีสุดคือ 

สารพิษชนิด A, B, C, D และ E (Balaban and Rasooly, 2000)

โดยท่ัวไปในการวิเคราะหโรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus ทางระบาดวิทยา และการ

ควบคุมกระบวนผลิตอาหาร ยังคงใชวิธีการตรวจปริมาณการปนเปอนของ S. aureus  ซ่ึงอาศัย

วิธีการเพาะแยกเช้ือแบบดั้งเดิม (conventional method) ซ่ึงจัดเปนวิธีมาตรฐาน enumeration

method ไดแก Direct Plate Count method และ Most Probable Number method (AOAC,

1995) โดยถาพบ S. aureus ในปริมาณท่ีมากกวา 100,000 CFU ตอกรัม คาดวาจะสามารถสราง

สารพิษและกอโรคได (U.S. FDA/CFSAN, 1992) ซ่ึงมีขอจํากัดคือ ความไมจําเพาะทางชีวเคมีของ

S. aureus ใชระยะเวลาในการตรวจพิสูจนนาน และตองใชแรงงานในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือและ

อุปกรณมาก และที่สําคัญคือ ถึงแมวาผลท่ีไดจากการตรวจพิสูจนเชิงปริมาณนี้ อาจพบ S. aureus

ในปริมาณสูง แตก็อาจยังไมสามารถระบุวา S. aureus ที่แยกไดนั้นเปนสาเหตุท่ีแทจริงของโรค

อาหารเปนพิษน้ัน เน่ืองจากมี S. aureus เพียงบางสายพันธุที่สามารถสราง SEs และกอโรคได 

ดังน้ันจึงไดมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะหการปนเปอนของ SEs ที่ปนเปอนในอาหารและ

ตัวอยางทางคลินิก โดยพัฒนาเปนชุดทดสอบสําเร็จรูป เชน TECRA® EIA kit และ TRANSIA® EIA

kit ซ่ึงเปนการตรวจหาสารพิษโดยอาศัยเทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

เปนตน แมวาชุดทดสอบเหลาน้ีมีความไวและความจําเพาะสูง แตก็ยังมีขอจํากัดคือ สามารถ

ตรวจหาสารพิษไดชนิด A – E เทาน้ัน อีกทั้งในการตรวจหาสารพิษในอาหารนั้นจําเปนตองสกัด

สารพิษจากอาหารใหมีความบริสุทธ์ิกอน ซ่ึงวิธีสกัด SEs จะขึ้นอยูกับชนิดและองคประกอบของ

อาหาร จําเปนตองมีการ optimize วิธีสกัด SEs จากตัวอยางอาหารชนิดน้ันๆ เพื่อหลีกเล่ียง false

positive และ false negative ทําใหเสียเวลาในการเตรียมตัวอยางและถาตัวอยางไมบริสุทธ์ิเพียงพอ 
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ก็มีผลทําใหผลการตรวจคลาดเคล่ือนได (Park et al., 1992) และปญหาท่ีสําคัญอีกประการหน่ึงคือ 

ชุดทดสอบเหลานี้มีราคาแพงจึงไมเหมาะกับการตรวจตัวอยางจํานวนมาก

ดวยเหตุน้ีในปจจุบันจึงมีนักวิจัยหลายคณะไดพัฒนาเทคนิคในการตรวจวิเคราะหโรคอาหาร

เปนพิษที่เกิดจาก S. aureus ท่ีมีประสิทธิภาพ ราคาไมแพง มีความไวและความแมนยําสูง สามารถ

ตรวจตัวอยางไดครั้งละจํานวนมาก แนวทางหน่ึงของการพัฒนาดังกลาวคือ การนําเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) มาประยุกตใช โดยศึกษาจาก S. aureus  ท่ีเพาะแยกไดจาก

ตัวอยางอาหาร หรือตัวอยางทางคลินิก ซ่ึงสามารถชวยพิสูจนใหทราบวาเปน S. aureus และมียีน

ควบคุมการสรางสารพิษหรือไมในเวลาเดียวกัน รวมท้ังทําใหทราบถึงความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของเช้ือ ซ่ึงจะมีประโยชนในแงการวิเคราะหหาแหลงการปนเปอนของ S. aureus ใน

ตางประเทศมีการนําเทคนิค PCR มาประยุกตใชในการเฝาระวังและวิเคราะหโรคอาหารเปนพิษจาก 

S. aureus รวมทั้งการควบคุมคุณภาพการผลิตอาหารกันอยางแพรหลาย โดยทําการศึกษาใน S.

aureus ท่ีเพาะแยกไดจากอาหารชนิดตางๆ เชน เนื้อหมูและเนื้อไกดิบ (Hwang et al.,2007) และ

ผลิตภัณฑจากเน้ือสัตว (Normano et al., 2005 and Atanassova et al.,2001) เปนตน รวมถึง S.

aureus ท่ีเพาะแยกไดจากการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus (Nema et al., 2007,

Ikeda et al., 2005, Kitai et al.,2005 and Martin et al., 2004)

 แตในประเทศไทยมีขอมูลของ S. aureus ในแงการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ การ

ปนเปอนในอาหารชนิดตางๆ โดยเฉพาะแหนมหมูมีอยูอยางจํากัด ประกอบกับยังไมมีขอมูลทาง

พันธุกรรมของ S. aureus ท่ีมีของยีนที่ควบคุมการสรางสารพิษปนเปอนในแหนมหมู และยีนเหลานั้น

มีความสัมพันธกับการสราง SEs หรือไม อีกทั้งยังไมทราบขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของ 

S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูมากอน

ดังน้ันในการศึกษาครั้งนี้จึงไดทําการเพาะแยก S. aureus เพื่อศึกษาตรวจพิสูจนยีนที่

ควบคุมการสรางสารพิษ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ที่เพาะแยกไดจาก

แหนมหมูเบื้องตน โดยศึกษาใน S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากตัวอยางแหนมหมูดวยวิธี 

conventional method รวมกับการพิสูจนเช้ือดวยวิธีทางชีวเคมี  จากน้ันตรวจพิสูจนยืนยันชนิด S.

aureus และการตรวจพิสูจนพบยีน sea, ยีน seb, ยีน sec, ยีน sed และยีน see ดวยเทคนิค

multiplex PCR ศึกษาความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs กับ

การสราง classical SEs ดวยเทคนิค ELISA เพื่อยืนยันการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสราง

สารพิษ รวมท้ังทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับสายพันธุโดยใชลายพิมพ DNA
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ท่ีสรางจากจากเทคนิค repetitive sequence-based PCR (rep - PCR)  ซ่ึงผลจากการศึกษาครั้งนี้

จะทําใหทราบถึงขอมูลพื้นฐานทางพันธุกรรมของ S. aureus ความสัมพันธของยีนควบคุมการสราง

สารพิษกับการสรางสารพิษ รวมทั้งความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ที่ปนเปอนใน

แหนมหมู  ซ่ึงขอมูลที่ไดจากการศึกษาครั้งน้ีสามารถนําไปใชวิเคราะหและเฝาระวังการระบาดโรค

อาหารเปนพิษจาก S. aureus ตอไป และใชเปนสวนหน่ึงในการระบุอันตรายของ S. aureus ในแง

ของการประเมินความเส่ียงของผูบริโภคแหนมหมูได รวมทั้งเทคนิคท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้ยังสามารถ

นําไปประยุกตใช หรือพัฒนาเทคนิคเพื่อการวิเคราะห S. aureus และ SEs ตอไปในงานวิจัยใน

อนาคตได

วัตถุประสงคของการวิจัย

1. เพื่อศึกษาการปรากฎของยีนควบคุมการสรางสารพิษและความสัมพันธของยีนควบคุม

การสรางสารพิษกับการสราง classical SEs ที่เพาะแยกไดจากแหนมหมู

2. เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับสายพันธุของ S. aureus ที่เพาะแยก

ไดจากแหนมหมู

ขอบเขตของการวิจัย

การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (descriptive study) มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจ

พิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และความสัมพันธของยีนควบคุมการสรางสารพิษกับ

การสรางสารพิษ ตลอดจนความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ที่เพาะแยกจากแหนมหมู 

เพื่อใหสามารถบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาคร้ังนี้จึงไดดําเนินการแบงเปน 4 ระยะ ดังน้ี

1.เพาะแยก S. aureus จากตัวอยางแหนมหมูรวมกับการพิสูจนเช้ือดวยคุณสมบัติทาง

ชีวเคมี

2.พิสูจนยืนยันเช้ือและการตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการสราง classical SEs

3.ศึกษาการสรางสารพิษของเช้ือท่ีมียีนควบคุมการสราง classical SEs



5

4.ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ที่ปนเปอนในแหนมหมู

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย

สตาฟฟโลคอคคัส ออเรียส, โรคอาหารเปนพิษที่เกิดจากบริโภคสารพิษ, ยีนควบคุมการสราง

สารพิษ, เทคนิค PCR, เรพ พีซีอาร

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ

1. ดานองคความรูใหม

1.1 เปนขอมูลเบื้องตนของขอมูลพันธุกรรมของยีนควบคุมการสรางสารพิษของ S. aureus

ท่ีแยกไดจากแหนมหมู 

1.2 เปนขอมูลดานความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีแยกไดจากแหนมหมู 

1.3 เปนขอมูลที่ใชในการระบุอันตรายของ S. aureus และ SEs ที่ปนเปอนในแหนมหมู

2.ดานการนําไปใช

2.1 สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อนําไปพัฒนาเทคนิคในตรวจพิสูจนวิเคราะห S.

aureus และ SEs ที่ปนเปอนในอุตสาหกรรมอาหารตอไป

2.2 สามารถใชเปนขอมูลสวนหนึ่งประกอบการเฝาระวัง S. aureus และสารพิษท่ีปนเปอน

ในแหนมหมู

2.3 ใชเปนแนวทางในการนําระบบ การจัดการความเส่ียงมาควบคุม การปนเปอนของ S.

aureus ในกระบวนการผลิตแหนมในระดับอุตสาหกรรม
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บทท่ี  2

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ

แนวคิดและทฤษฏี

แหนมหมูเปนอาหารประเภทเนื้อสัตวหมักพื้นบาน และเปนท่ีนิยมบริโภคกันอยางแพรหลาย

ท้ังภายในประเทศและประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต ซ่ึงในการผลิตแหนมหมูน้ันตอง

อาศัยกระบวนการหมักของจุลินทรียท่ีปนเปอนมากับวัตถุดิบอาหาร จึงมีโอกาสปนเปอน S. aureus

ซ่ึงเปนจุลินทรียกอโรคได โดย S. aureus เปนจุลินทรียที่พบไดทั่วไปในส่ิงแวดลอมและบนรางกาย

สัตวเล้ียงลูกดวยนม จึงมีโอกาสท่ีจะปนเปอนในผลิตภัณฑแหนมหมูได อีกท้ัง S. aureus ยังสามารถ

สรางสารพิษซ่ึงทนความรอนไดและกอใหเกิดปญหาโรคอาหารเปนพิษตามมา ในประเทศไทยยังไมมี

ขอมูลเกี่ยวกับการตรววจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษตลอดจนความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของ S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูมากอน อีกท้ังยังไมทราบวาการพบยีนเหลาน้ันจะมี

ความสัมพันธกับการสรางสารพิษหรือไม ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาการตรวจพิสูจนยีนที่

ควบคุมการสรางสารพิษของ S. aureus ที่เพาะแยกไดจากแหนมหมูดวยเทคนิค multiplex PCR

รวมกับการตรวจการสราง classical SEs เนื่องจากการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษนี้

ไมไดยืนยันวา S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูน้ันมีความสามารถในการสรางสารพิษได ดังน้ันจึง

ตองตรวจการแสดงออกของยีนเหลานั้นดวย ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้จะเปนการตรวจสารพิษที่ S.

aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเหลานั้นสรางขึ้น ดวยเทคนิค  ELISA และหาความสัมพันธ

ของการตรวจพิสูจนพบยีนเหลาน้ันและการสรางสารพิษ นอกจากนี้ยังทําการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูวามีความหลากหลายอยางไรบาง

ซ่ึงจะเปนประโยชนในแงการศึกษาแหลงท่ีมาของการปนเปอนตอไป และเพื่อใหบรรลุวัตถุประสงค

ดังกลาวจึงตองมีการรวบรวมขอมูลตางๆ ดังนี้

1. การผลิตแหนมหมู

แหนมเปนผลิตภัณฑประเภทเนื้อสัตวหมักพื้นบานที่มีการบริโภคอยางแพรหลาย  ปจจุบันมี

การผลิตเปนอุตสาหกรรมใหญ  การผลิตแหนมสามารถทําไดโดยใชเทคโนโลยีที่ไมซับซอน วัตถุดิบที่

ใชนํามาประกอบผสมเปนแหนมหมู ไดแก เน้ือหมู หนังหมู กระเทียม พริก ขาว เกลือ นํ้าตาล 
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สารประกอบไนเตรท ไนไตรท และสวนผสมอ่ืนๆ นํามาผสมกันบรรจุใสถุงอัดแนน จากนั้นบมใหเกิด

กระบวนหมักเปนเวลา 3-4 วัน จึงสามารถนํามาบริโภคได กระบวนการหมักแหนมหมูสวนใหญอาศัย

การทํางานของจุลินทรียท่ีปะปนมาในธรรมชาติที่ปะปนมากับวัตถุดิบท่ีใชทําแหนมหมู  โดยจุลินทรีย

ท่ีมีบทบาทตอกระบวนการหมักแหนมหมูมีหลายกลุมแตกลุมที่มีบทบาทสําคัญไดแก จุลินทรียพวก

แบคทีเรียแลคติค  (lactic acid bacteria)  ซ่ึงชนิดของแบคทีเรียในกลุมนี้ท่ีมีความสําคัญในระหวาง

การหมักแหนมคือกลุม lactobacilli ไดแก L. plantarum L. pentosus และ L. sakei และกลุม 

pediococci ไดแก P. acidilactici และ P. pentosaceus (Thanasupawat  และ 

Daengsubha 1983; Thanasupawat al., 1992) แบคทีเรียแลคติคเหลานี้จะทําหนาที่ผลิตกรด

อินทรีย ไดแก lactic acid, volatile organic acid, hydrogen peroxide และ bacteriocin เปนตน  

โดยกรดอินทรียไดจากยอยสลายสารประกอบพวกคารโบไฮเดรตในวัตถุดิบสงผลใหความเปนกรด

ดางของแหนมลดลงแหนมจึงมีรสเปรี้ยว และเกิดการกอตัวเปนแหนม นอกจากน้ีสภาวะการเปนกรด

ยังชวยปองกันการเจริญของจุลินทรียกอโรคบางชนิดอีกดวย  นอกจากแบคทีเรียแลคติคที่กลาว

ขางตนแลวยังมีจุลินทรียพวก  Micrococci และ Staphylococci ท่ีมีบทบาทตอกระบวนการหมัก

แหนมหมู กลาวคือจุลินทรียดังกลาวมีความสามารถในการรีดิวสสารประกอบไนเตรทเปนไนไตรทซ่ึง

เปนสารประกอบท่ีเกี่ยวของกับการเกิดสีแดงในแหนม  อีกทั้งจุลินทรียดังกลาวยังเปนแหลงของ

เอนไซมที่สามารถยอยสลายโปรตีนและไขมัน  ทําใหเกิดกล่ินรสตอผลิตภัณฑแหนม

นอกจากจุลินทรียท่ีกลาวมาขางตนน้ัน ยังพบจุลินทรียอ่ืนๆท่ีสามารถกอใหเกิดโรคไดเชน S.

aureus, Clostridium perfingens, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni/coli,

Escherichia coli และ Salmonella spp. เปนตน การปนเปอนเหลานี้สามารถเกิดไดท้ังในวัตถุดิบ

กระบวนการผลิต ตลอดจน การปรุงและบริโภค พบการปนเปอนของจุลินทรียกอโรค โคลิฟอรม

แบคทีเรีย (coliform bacteria), Clostridium perfringens, Salmonella spp. และ S. aureus ใน

ตัวอยางแหนมหมูท่ีเก็บตัวอยางจาก ภาคกลาง ภาคเหนือ และภาคอีสานของประเทศไทย 

(Wongsommart et al., 1994) จากการศึกษาของ Vichienroj and Kunawasen (1998) พบวามีการ

ปนเปอนของ S. aureus , Salmonella spp. และ Listeria monocytogenes ในแหนม  
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2. ลักษณะท่ัวไปของ S. aureus

S. aureus เปนจุลินทรียท่ีสามารถพบไดท่ัวไปในส่ิงแวดลอม อากาศ ฝุนละออง ขยะมูลฝอย 

นํ้า อาหาร นม อาหารบรรจุเสร็จ รวมท้ังมนุษยและสัตว ซ่ึงจะพบอยูตามทางเดินหายใจ (Schleifer,

1986) ลําคอ หรือ เสนผมและผิวหนังถึงรอยละ 50 (Arbuthnott et al.,1990) ดังนั้น S. aureus ท่ี

ปนเปอนในอาหารจึงมีความแตกตางกันไปตาม ชนิดอาหาร วิธีการผลิต และส่ิงแวดลอม จากการ

รวบรวมขอมูลพบวา สวนใหญมักพบ S. aureus ในอาหารพรอมบริโภค (ready-to-eat) และอาหาร

ท่ีผานกระบวนการเตรียมท่ีตองใชมือสัมผัส (food handling) เชน สลัด เนยแข็ง ผัก นม เน้ือ 

เครื่องด่ืม ไขและ ผลิตภัณฑจากไขเปนตน

S. aureus  เปนแบคทีเรียที่อยูใน family Micrococcaceae ยอมติดสีแกรมบวก (Gram

positive) มีลักษณะกลม (coccus) ไมเคล่ือนท่ี (non- motile) เม่ือมองผานกลองจุลทรรศนแสงสวาง

จะพบ การเรียงตัวเปนกลุมคลายพวงองุน (grape-like clusters) หรือเปนคู หรือเปนสายส้ันๆ เปนจุ

ลินทรียท่ีสามารถเจริญเติบโตไดในชวงอุณหภูมิกวาง คือสามารถเจริญเติบโตไดต้ังแตอุณหภูมิ 7-

48.5°C (mesophilic bacteria) ชวงอุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญเติบโตคือ 30-37°C (Schmitt et

al., 1990) การสรางสารพิษของ S. aureus สามารถสรางไดตั้งแตชวงอุณหภูมิ 10-48°C และชวง

อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับสรางสารพิษอยูในชวง 40-45 องศาเซลเซียส (ICMSF, 1996)  คา

ปริมาณน้ําอิสระ (water activity) ตํ่าสุดในอาหารท่ี S. aureus ตองการใชในการเจริญเติบโต คือ 

0.86 (ในสภาวะที่มีอากาศ) และ 0.90 (ในสภาวะที่ไมมีอากาศ) สามารถเจริญไดท้ังในสภาวะท่ีมี

และไมมีออกซิเจน (facultatively anaerobic) ไมสรางสปอร S. aureus   สามารถเจริญเติบโตได 

ในชวงความเปนกรด-ดาง 4.2-9.3 แตชวงความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเติบโต คือ 7-7.5

(Bergdoll, 1989) สามารถทนความเค็มไดในชวงรอยละ 7-15 สามารถสรางเอนไซม catalase

เพราะสามารถเปล่ียนไฮโดรเจน เปอรออกไซด เปนนํ้าและออกซิเจนได  อีกทั้ง S. aureus ยัง

สามารถสรางเอนไซม coagulase ไดในขณะที่เช้ือ Staphylococcus species อื่นๆ ไมสามารถสราง

เอนไซมดังกลาวได (Ryan and Ray,2004) นอกจากนี้ เมื่อเพาะเล้ียง S. aureus ในอาหารเล้ียงเช้ือ

ท่ัวไปพบวาโคโลนี จะมีสีเหลืองทอง ผิวเรียบ เมื่อเพาะเช้ือลงอาหารเล้ียงเช้ือ sheep blood agar จะ

พบวามีการโซนใสรอบโคโลนี (ß-haemolysis) (Ryan and Ray, 2004 ) ผนังเซลลของ S. aureus

ยังสามารถตานทานตอเอนไซม lysozymeได แตไวตอ lysostaphin (Le Lior et al., 2003) ปจจุบัน 

S. aureus  สามารถแบงไดเปน 6 biotype ตามตนกําเนิดจากคนหรือสัตว ไดแก human, non-ß-

haemolytic human, avian, bovine, ovine และ non specific (Hennekinne et al.,2003) โดยใช
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คุณสมบัติทางชีวเคมีในการจําแนก นอกจากน้ีจากการศึกษาทางพันธุกรรมพบวา S. aureus มี

ประมาณ 2,600 ยีน และมี DNA ยาวขนาด 2.8 ลานคูเบสแพร ในโครโมโซม และมี plasmid ซ่ึง

อาจเปนสวนหนึ่งของ genome ได

3. สารพิษของ S. aureus และการกอโรคอาหารเปนพิษ

การเกิดโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus ไมไดเกิดจากการรับประทานตัวเซลล S. aureus

เขาสูรางกายโดยตรง เน่ืองจาก S. aureus จะถูกทําลายโดยกระบวนการยอยการอาหารภายใน

รางกาย (Dabrowaki and Medrala, 2005) แตปญหาโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus นั้นเกิดจาก

การบริโภคอาหารท่ีมีการปนเปอนสารพิษท่ีผลิตจาก S. aureus  บางสายพันธุ เรียกวา 

staphylococcal enterotoxins (SEs) ซ่ึงมีคุณสมบัติไมทําใหลักษณะของอาหารเปล่ียนไป 

(Bergdoll, 1990) สามารถละลายน้ําและทนความรอนได 

SEs เปน Polypeptide สายเดี่ยว ขนาด 26-31 kDa ทนตอ proteolytic enzymes เชน 

pepsin และทนในสภาวะที่มีความเปนกรดสูง เชน สภาวะในกระเพาะอาหาร SEs จัดอยูในกลุม 

Pyrogenic Toxin Superantigens (PTSAg) (Dinges et al., 2000) มีคุณสมบัติทําใหเกิดไข  

สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดอยางรุนแรง  และทําใหเกิดปญหาทางระบบทางเดินอาหาร ไดแก 

อาเจียน ปวดทอง ทองเสีย เนื่องจาก SEs กระตุนปลายประสาทบริเวณกระเพาะซ่ึงควบคุมดวย 

emetic responses แตในกรณีที่เกิดสภาวะกระตุนภูมิคุมกันอยางรุนแรง อาจทําใหช็อก หรือ

เสียชีวิตได เรียกอาการโรคอาหารเปนพิษน้ีวา Staphylococcal Foodborne Poisoning (SFP)

โดยท่ัวไปจะแสดงอาการปวย 1-6 ช่ัวโมง หลังจากบริโภคอาหารที่ปนเปอนสารพิษ (Tranter, 1990)

โดยกลไกการกอโรคของ SEs นั้นยังไมมีขอมูลที่แนชัด สําหรับคุณสมบัติของการกระตุนภูมิคุมกัน

อยางรุนแรงนั้น มีสมมุติฐานของการกอโรคคือ เม่ือผูบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนสารพิษเขาไป 

สารพิษจะถูกดูดซึมผานทางลําไสเขาสูกระแสเลือด  จากนั้นสารพิษจะจับกับ major

histocompatibility class II ท่ีอยูบนภูมิคุมกันชนิดเซลล และกระตุนเม็ดเลือดขาวชนิด T

lymphocytes ใหเขามาจับ SEs สามารถกระตุน T lymphocytes ไดอยางรุนแรง ผูปวยสามารถหาย

จากอาการโรคไดเอง ภายใน 2-3 วัน ความรุนแรงของโรคข้ึนกับปริมาณสารพิษที่ไดรับ และการ

ตอบสนองของรางกาย โดยพบวาการบริโภคอาหารที่มี SEs ปนเปอนนอยกวา 1.0 ไมโครกรัม

สามารถกอใหเกิดอาการปวยได (U.S. FDA/CFSAN,1992)
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นอกจากน้ี SEs มีคุณสมบัติทางชีววิทยาและโครงสรางคลายกัน แตแตกตางกันที่ 

antigenicity ทําใหปจจุบันมีการคนพบ SEs หลายชนิด ต้ังแต ชนิด SEA ถึง SEH ปจจุบันมีการพบ

สารพิษชนิดใหมๆ มากขึ้น เชน SEI, SEG, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEU และ SEV (Orwin et

al.,2001,2003; Letertre et al.,2003; Le Loir et al., 2003; Thomas et al., 2006) สัดสวนเชิง

ปริมาณของ S. aureus ท่ีสามารถสราง SEs ไดน้ันแตกตางกันไปแลวแตประเภทของอาหาร และ

สภาวะแวดลอมที่เอื้ออํานวยตอการเจริญเติบโตและสรางสารพิษ เชนในรายงานของ Le Loir (2003)

ไดสรุปการศึกษาการระบาดของอาหารเปนพิษจาก S. aureus ไววา มีการพบรอยละของ S. aureus

ท่ีสามารถสราง SEs ไดระหวาง 15.9-72.8 จากตัวอยางอาหารประเภทตางๆ (Bergdoll 1989;

Rosec et al., 1997; Cardoso et al., 1999; Akineden et al., 2001) ในการศึกษาเหลาน้ีไดรายงาน

ปริมาณและชนิด SEs ที่แตกตางกันดวย แต SEs ท่ีพบไดบอยในการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ 

คือ SEA, SEB, SEC, SED และ SEE (Balaban and Rasooly, 2000)

4. การวินิจฉัยสาเหตุโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus และการตรวจพิสูจนยีนที่

ควบคุมการสรางสารพิษ

วิธีที่เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยสาเหตุโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจาก S. aureus คือ การ

ตรวจหาการปนเปอนของ SEs ในอาหาร ซ่ึงปจจุบันไดมีการพัฒนาเปนชุดทดสอบสําเร็จรูปเพื่อ

ตรวจหา SEs ที่ปนเปอนในอาหาร ตัวอยางทางคลินิก โดยชุดตรวจสําเร็จรูปอาศัยหลักการของ

ปฏิกิริยาระหวางสารพิษท่ีเปนโปรตีนและภูมิคุมกันท่ีจําเพาะ ซ่ึงมีอยูหลายวิธี  เชน เทคนิค Enzyme-

Linked Immunosorbent assay (ELISA) เทคนิค radioimmunoassay (RIA) เทคนิค enzyme-

linked fluorescent immunoassay (ELFA) และเทคนิค reverse passive latex agglutination

assay (RPLA)เปนตน ชุดทดสอบสําเร็จรูป แมวาจะมีความไวและความจําเพาะสูง แตก็ยังมี

ขอจํากัดคือ สามารถตรวจหาสารพิษไดเฉพาะ classical SEs เทาน้ัน สําหรับการตรวจหาสารพิษใน

อาหารนั้นตองเสียเวลาในการเตรียมตัวอยาง เพื่อสกัดสารพิษจากอาหารใหมีความบริสุทธ์ิกอน และ

ถาตัวอยางไมบริสุทธ์ิเพียงพอ ก็ทําใหผลการตรวจคลาดเคล่ือนได (Park et al., 1992) และปญหา

สําคัญคือ ชุดทดสอบเหลาน้ีมีราคาแพงจึงไมเหมาะกับการตรวจตัวอยางเปนจํานวนมาก
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โดยท่ัวไปในการปฏิบัติจริง จึงยังคงใชวิธีการตรวจปริมาณการปนเปอนของ S. aureus อยู 

โดยการพบ S. aureus ในปริมาณที่มากกวา 100,000 CFU ตอกรัม คาดวาจะสามารถสรางสารพิษ

และกอโรคได (U.S. FDA/CFSAN,1992) อยางไรก็ตาม วิธีในการตรวจยังคงเปนแบบดั้งเดิม 

(conventional method) และวิธีที่ใชกันมากคือ วิธีมาตรฐาน enumeration method ไดแก Direct

Plate Count Method และ Most Probable Number method (MPN) (AOAC, 1995) วิธีเหลานี้ก็

ยังมีขอจํากัดคือ ตองใชแรงงานในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือและอุปกรณมาก ความไมจําเพาะทาง

ชีวเคมีของ S. aureus ใชระยะเวลาในการตรวจพิสูจนนาน อีกทั้งผลท่ีไดจากการตรวจพิสูจนเชิง

ปริมาณนี้อาจยังไมสามารถระบุชัดวา S. aureus ท่ีแยกไดน้ันเปนสาเหตุที่แทจริงของโรคอาหารเปน

พิษนั้น เน่ืองจากมี S. aureus เพียงบางสายพันธุเทาน้ันท่ีสามารถสราง SEs ได 

ดวยเหตุน้ีจึงมีนักวิจัยหลายคณะไดพัฒนาเทคนิคในการตรวจวิเคราะหโรคอาหารเปนพิษท่ี

เกิดจาก S. aureus การเฝาระวังโรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus รวมถึงการควบคุมคุณภาพ

การผลิตอาหารในแงการปนเปอน S. aureus ท่ีมีประสิทธิภาพ ราคาไมแพง มีความไวและความ

แมนยําสูง ซ่ึงในการพัฒนาเทคนิคดังกลาว จําเปนตองอาศัยขอมูลการตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการ

สรางสารพิษท่ีพบใน S. aureus  การสราง SEs ของ S. aureus ที่พบยีนเหลาน้ัน รวมท้ังความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ซ่ึงแนวทางหน่ึงของการพัฒนาดังกลาวคือ การใชเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อตรวจพิสูจน S. aureus  พรอมกับตรวจการตรวจพิสูจน

ยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ และศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ซ่ึงสามารถ

ชวยใหทราบวาเปน S. aureus  และมียีนควบคุมการสรางสารพิษหรือไมในเวลาเดียวกัน รวมท้ังทํา

ใหทราบถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ ซ่ึงมีประโยชนในแงการศึกษาทางระบาดวิทยา 

ขอดีของเทคนิคน้ีคือ เปนเทคนิคที่มีความไวและความจําเพาะสูง สามารถตรวจตัวอยางไดครั้งละ

จํานวนมาก และคาใชจายไมสูง

การนําเทคนิค PCR มาใชในการพิสูจน S. aureus และตรวจพิสูจนยีนควบคุมการสราง

สารพิษ น้ันตองเลือกใช  primers ท่ีมีความจําเพาะ จากการรวบรวมขอมูลพบวามีหลายยีนท่ีนิยมใช

ในการพิสูจน S. aureus เชน 16s RNA (Monday and Bohach, 1999), nucA (Brakstad et al.,

1992), Sa442 (Ishii et al., 2006) และ femA (Hwang et al., 2007) เปนตน อีกทั้งในกรณีการ

ตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ ตองใช primers ท่ีมีความจําเพาะตอรหัสพันธุกรรมที่
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ควบคุมการสรางสารพิษแตละชนิด  ซ่ึงปจจุบันสามารถตรวจหายีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษได

หลายชนิดต้ังแตยีน sea ถึง seu (Dabrowski and Medrala, 2005; Mehrotra et al., 2000)

5. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus โดยใชลายพิมพ DNA

(DNA fingerprint)

ปจจุบันมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยอาศัยการศึกษาลายพิมพของสาร

พันธุกรรม (DNA fingerprint) เพื่อการจําแนกสายพันธุและชนิดของจุลินทรีย ซ่ึงนิยมนํามา

ประยุกตใชวิเคราะหทางระบาดวิทยาเพื่อสืบหาแหลงท่ีมาของการปนเปอนของจุลินทรียกอโรค โดย

อาศัยลักษณะจําเพาะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียแตละชนิดและแตละสายพันธุมาเปรียบเทียบกัน

ซ่ึงปจจุบันมีหลายเทคนิคท่ีใชศึกษา เชน เทคนิค Random amplified polymorphic DNA (RAPD)

ใหผลรวดเร็วแตยังไมจําเพาะ (Naffa et al., 2006), เทคนิค Restriction Fragment Length

Polymorphisms (RFLPs) รวดเร็ว ตองอาศัยความชํานาญ และคาใชจายสูง (Atanassova et

al.,2001), Pulse Field Gel electrophoresis (PFGE) เปนวิธีท่ีใชกันเปนมาตรฐาน ใหผลแนนอนสูง

(Weller, 2000) แตใชระยะเวลานาน คาใชจายสูง มีขอจํากัดคือไมสามารถตรวจตัวอยางจํานวนมาก

ได, เทคนิค repetitive sequence-based PCR fingerprinting (rep - PCR) เปนวิธีที่สรางลายพิมพ

โดยใชลําดับเบสซํ้า (ZEE et al .,1999; Nascimento et al., 2005; Rantsiou et al., 2005; Vivoni

and Moreira, 2005; Casey et al., 2006), เทคนิค Ribosome spacer PCR (RS-PCR) (Oliveira

and Ramos, 2002) เปนวิธีที่สรางลายพิมพ ในสวนของ 16S-23S rRNA internal transcribed

spacer sequences  และเทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE)

(Muyer et al., 1993) เปนตน ซ่ึงในแตละวิธีเหลานี้มีทั้งขอดีและขอเสีย สวนการนําไปใชน้ันข้ึนกับ

รูปแบบและวัตถุประสงคการวิจัยของผูวิจัย  เทคนิค rep - PCR เปนอีกเทคนิคหน่ึงที่นิยมใชศึกษา

รูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรมเบื้องตนของจุลินทรีย โดยสรางลายพิมพจากลําดับเบสซํ้า

(Casey et al., 2006; Rantsiou et al., 2005) เทคนิคนี้ชวยใหสามารถจําแนกจุลินทรียที่ศึกษาออก

จากจุลินทรียอื่นไดอยางรวดเร็วท้ังในระดับชนิดและสายพันธุเบื้องตน สามารถใหผลภายใน

ระยะเวลาท่ีรวดเร็ว มีความแมนยําสูง ใชแรงงาน และวัสดุอุปกรณนอยกวาเทคนิคอื่น (Svec et al.,

2005) โดยลักษณะและจํานวนของแถบ DNA ท่ีเกิดข้ึนจะเปนลักษณะจําเพาะทางพันธุกรรมของ

แบคทีเรียแตละสายพันธุ เนื่องจากจํานวนและระยะหางระหวางเบสท่ีซํ้ากันในแบคทีเรียแตละสาย

พันธุมีความแตกตางกัน ทําใหสามารถจําแนกความหลากหลายของสายพันธุของ S. aureus ได   ซ่ึง
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จะมีประโยชนดานการวิเคราะหทางระบาดวิทยา โดยใชเปนขอมูลวิเคราะหหาแหลงการปนเปอน

ของเช้ือ เพื่อวางแนวทางการปองกันและเฝาระวังโรคระบาด รวมท้ังการควบคุมคุณภาพการผลิต

อาหารตอไป

6. ความชุกและการระบาดของโรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus

การวิเคราะหความชุกและการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus ในตางประเทศ

มักจะเปนการศึกษาความชุกทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ โดยใชวิธีแบบด้ังเดิมรวมกับการตรวจ

พิสูจนหายีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษดวยเทคนิค PCR ตลอดจนการตรวจหา SEs ท่ีปนเปอนใน

อาหารและ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากอาหาร 

จากการรวบรวมขอมูลเกี่ยวกับความชุกของการปนเปอน S. aureus ในอาหารชนิดตางๆ 

พบวามีรายงานการสํารวจพบ S. aureus ในอาหารพรอมบริโภคถึงรอยละ 9.4 และมีปริมาณที่ S.

aureus อยูระหวาง 2.2-4.3 log CFUตอกรัมในโรงอาหารของกองทัพในเมือง Ankara ประเทศตุรกี 

(Aycicek et al., 2005) จากการรายงานของ Soriano และคณะ (2002) พบ S. aureus รอยละ

17.3, 18.9 และ 16.9 ในตัวอยางอาหาร Russian Salad, สลัดผัก และแฮมเบอรเกอร ตามลําดับ

Atanassova และคณะ (2001) ไดรายงานพบ S. aureus ปนเปอนในเน้ือหมูดิบและแฮมรอยละ 

25.9 โดยวิธีการเพาะแยกเช้ือเชิงคุณภาพ และพบ   S. aureus ปนเปอนรอยละ 51.1 โดยใชเทคนิค 

PCR ตามลําดับ Borelli และคณะ (2006) พบวามีการปนเปอนของ S. aureus ปริมาณ 2-4.9 log

CFUตอมิลลิลิตร และมี SEBและ SEC ปนเปอนในนํ้านม นอกจากน้ียังมีรายงานการศึกษา S.

aureus ท่ีปนเปอนในเน้ือดิบ ไดแก เน้ือไก เน้ือหมู เน้ือวัว ซ่ึงพบการปนเปอนถึงรอยละ 23.9 โดยใช

เทคนิค PCR (Pesavento et al., 2007)

จากการรวบรวมขอมูลการระบาด พบวา S. aureus เปนสาเหตุการระบาดของโรคอาหาร

เปนพิษสูงเปนอันดับที่ 3 ของโลก (Tirado and Schimdt, 2001) ป 1991 มีรายงานการระบาดโรค

อาหารเปนพิษจาก S. aureus มากกวา 265 ครั้งในอาหารจําพวกเนยและชีส (Steinhart et al.,

1996) ประเทศบราซิล มีรายงานการระบาด 5 ครั้งที่เกิดจากการปนเปอน S. aureus (Cerqueira-

Campos et al., 1993) และ พบผูปวยโรคอาหารเปนพิษจํานวน 42 ราย จากการตรวจสอบ พบวา

เกิดจากโรคอาหารเปนพิษจากท่ีมีการปนเปอนสารพิษของ S. aureus นอกจากน้ีมีรายงานการพบ
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สารพิษ SEA ปนเปอนในนํ้านมรสช็อกโกแลต ทําใหเด็กเกิดอาการอาหารเปนพิษ (Evenson et al.,

1988) ประเทศญ่ีปุนป 2000 พบการระบาดโรคอาหารเปนพิษจากสารพิษ SEA และ SEH ท่ี

ปนเปอนในผลิตภัณฑนม โดยใชเทคนิค PCR มาทําการวิเคราะห (Ikeda et al., 2005) นอกจากนี้ 

Carmo และคณะ (2003) ไดรายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจากสารพิษ SEA, SEB และ 

SED ปนเปอนในแพนเคกไก และมี S. aureus ที่ปนเปอนจํานวนมากกวา 8.3 log CFUตอกรัม 

การวิเคราะหหาสาเหตุและการเฝาระวังโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus ในประเทศไทย

สวนใหญจะเปนการตรวจหาการปนเปอน S. aureus ในอาหารเชิงคุณภาพ และขอมูลเก่ียวกับการ

ปนเปอน SEs ในอาหารมีอยูอยางจํากัด แตยังไมมีขอมูลดานพันธุกรรมของ S. aureus ที่มีกาการ

ตรวจพิสูจนพบยีนที่ควบคุมการสรางสารพิษเลย 

จากการรวบรวมขอมูล พบวาไดมีการสํารวจการปนเปอน S. aureus ในเนื้อหมูของจังหวัด

เชียงใหมโดย นงคราญ (2544) พบวาเนื้อหมูดิบมีการปนเปอนของ S. aureus รอยละ 44.4 และ

จากการศึกษาของ พรศิริ และอนิรุธ (2548) พบการปนเปอน S. aureus ในเนื้อสัตวและเนื้อหมูจาก

ตลาดสดในภาคเหนือที่เกิน 100 CFUตอกรัม คิดเปนรอยละ 11.7 และรอยละ 14.0 ตามลําดับ จาก

การรวบรวมขอมูลการปนเปอนจุลินทรียกอโรคในแหนม พบวามีการปนเปอน Salmonella spp., S.

aureus และ Listeria monocytogenes (Paukatong and Kunawasen, 2001) และพบการ

ปนเปอนของจุลินทรียกอโรค โคลิฟอรมแบคทีเรีย (coliform bacteria), Clostridium perfringens,

Salmonella spp. และ S. aureus ในตัวอยางแหนมหมูที่เก็บตัวอยางจาก ภาคกลาง ภาคเหนือ และ

ภาคอีสานของประเทศไทย (Wongsommart et al., 1994) จากการศึกษาของ Vichienroj and

Kunawasen (1998) พบวามีการปนเปอนของ S. aureus , Salmonella spp. และ Listeria

monocytogenes ในแหนมดวยเชนกัน  

สวนรายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus ในประเทศไทยจะใชวิธีการ

วิเคราะหเปนวิธีแบบดั้งเดิมเพียงอยางเดียว จากการรวบรวมขอมูลพบวา วรรณา และคณะ (2548)

ไดรายงานวา S. aureus เปนจุลินทรียท่ีทําใหเกิดปญหาโรคอาหารเปนพิษสูงเปนอันดับที่ 3 รองจาก

Vibrio parahaemolyticus และ Salmonella spp. ตามลําดับ สมคิด และคณะ  (2544) ไดรายงาน

การสอบสวนการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ ในสถานสงเคราะหเด็กในจังหวัดขอนแกน พบวามี

การปนเปอนของ S. aureus ในอาหารวางท่ีผูปวยรับประทาน อมรา (2548) ไดรายงานการระบาด
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โรคอาหารเปนพิษ S. aureus ในจังหวัดฉะเชิงเทราโดยพบวา S. aureus ปนเปอนในลูกชุบ สงผลให

มีผูปวยโรคอาหารเปนพิษจํานวน 50 คน นอกจากน้ีจากการสอบสวนโรคอาหารเปนพิษในตําบล

หนองตอง จังหวัดเชียงใหม โดยสุรเชษฐ และคณะ (2549) พบการระบาดของโรคอาหารเปนพิษท่ี

เกิดจาก S. aureus โดยปนเปอนมากับหลูและลาบหมู 

ขอมูลการวิเคราะหโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus รวมถึงขอมูลทางพันธุกรรมของ S.

aureus ท่ีกอโรคอาหารเปนพิษในประเทศไทยมีอยูอยางจํากัด เน่ืองจากการวิเคราะหการระบาดโรค

อาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus สวนใหญเปนเพียงสังเกตจากอาการปวย ระยะเวลาแสดงอาการ

ปวย รวมกับการเพาะแยกเช้ือ S. aureus จากอาหาร และตัวอยางทางคลินิกเทาน้ัน ซ่ึงจากการ

วิเคราะหดังกลาวยังไมสามารถระบุยืนยันไดวาการระบาดที่เกิดขึ้นนั้นเกิดจากโรคอาหารเปนพิษที่

เกิดจาก S. aureus ไดอยางชัดเจน เนื่องจากยังไมไดศึกษาถึงการตรวจพบ SEs ท่ีปนเปอนในอาหาร 

หรือตัวอยางทางคลินิก ตลอดจนการตรวจพิสูจนของยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเลย อีกทั้งขอมูล

ทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีพบยีนที่ควบคุมการสราง SEs และความสัมพันธกับการสราง SEs

ในประเทศไทยยังมีอยูอยางจํากัด นอกจากน้ียังไมทราบขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของ 

S. aureus ท่ีเพาะแยกจากอาหารมากอน โดยเฉพาะอยางย่ิงในแหนมหมู



16

บทท่ี  3

วิธีดําเนินการวิจัย

ในการศึกษาครั้งน้ีมีจุดประสงคเพื่อการตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการสรางสารพิษ ความ

หลากหลายของสายพันธุของ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมู ตลอดจนความสัมพันธของ

การตรวจพิสูจนพบยีน sea-see และการแสดงออกของยีนเหลาน้ันโดยดการตรวจสารพิษท่ีสรางขึ้น 

โดยขั้นตอนการวิจัยจะแบงเปน 4 ระยะดังแผนภาพที่ 1

แผนภาพที่ 1 แสดงขั้นตอนการวิจัยโดยสังเขป

ระยะที่ 1

เพาะแยกและพิสูจน S. aureus ดวยวิธี

MPN รวมกับ biochemical test

ระยะที่ 3

ตรวจการสรางClassical SEs

ดวยเทคนิค ELISA

ระยะที่ 2

พิสูจนยืนยัน S. aureus และ

ตรวจยีนclassical SEs ดวย

เทคนิค multiplex PCR

ระยะที่ 4

ศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของ S. aureus ดวย

เทคนิค rep - PCR

วิเคราะหและรายงานผล
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ระยะท่ี 1 การเพาะแยกและพิสูจน S. aureus ดวยคุณสมบัติทางชีวเคมี

ในศึกษาครั้งน้ีไดทําการเพาะแยก S. aureus จากตัวอยางแหนมหมู จํานวนทั้งหมด 90 แทง

ใชระยะเวลาศึกษา 3 เดือน (มิ.ย. – ส.ค. 2549) โดยตัวอยางแหนมหมูท่ีเลือกศึกษานั้นไดจากการสุม

ตัวอยางท่ีจําหนายอยูในตลาดสดและหางสรรพสินคาในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล โดย

แหนมหมูแตละเครื่องหมายการคาจะทําการทดสอบ 3 แทงท่ีเปนรหัสการผลิตเดียวกัน แตเน่ืองจาก

การกระจายตัวของจุลินทรียอาจมีลักษณะเปนจุด ไมสม่ําเสมอท่ัวท้ังแทง จึงตองนวดผสมแหนมทั้ง

แทงใหเปนเน้ือเดียวกันกอนนําไปเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณ (enumeration)

การตรวจ S. aureus  เชิงปริมาณ

ตัวอยางแหนมหมูแตละแทงออกจากพลาสติกหุมโดยใชเทคนิคปลอดเช้ือ (aseptic

technique) ใสลงในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ นวดผสมดวยเครื่อง Stomacher Model 400 ที่ความเร็ว 

200 rpm จนกวาแหนมท้ังตัวอยางจะผสมเปนเนื้อเดียวกัน ช่ังแหนมแตละแทงลงถุงพลาสติกปลอด

เช้ือถุงละ 25 กรัม จากนั้นทําการวิเคราะหหา S. aureus เชิงปริมาณจากตัวอยางแหนมหมู โดยใชวิธี 

conventional method ดวยเทคนิค MPN ชนิด 5-tube ตามที่อธิบายไวใน U.S.FDA/CFSAN

(2001) ดังน้ี

1. นําตัวอยางแหนม 25 กรัม เติมสารละลาย peptone 0.1 % จํานวน 225 ml ผสมใหเขา

กันดวยเครื่องเคร่ือง Stomacher Model 400 ท่ีความเร็ว 200 rpm นาน 1 นาที

2. ทําสารละลายใหเจือจางลงครั้งละ 10 เทา โดยใชสารละลาย peptone 0.1 % อยางนอย 

3 ความเขมขน

3. ปเปตสารละลายที่ความเจือจางตางๆ มา ใสใน Trypticase Soy Broth (TSB) ที่ผสม

NaCl รอยละ 10 และ sodium pyruvate รอยละ 1  ความเจือจางละ 5 หลอดๆละ 1 มิลลิลิตร บม

เช้ือที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมงในตูบมเช้ือ

4. นําทุกหลอดทุกความเจือจางท่ีพบการเจริญเติบโตของจุลินทรียมาอานผล แลวใช Loop

แตะเช้ือจากหลอด TSB มา steak บนอาหารเล้ียงเช้ือ  Baird - Parker Agar (BP) เพื่อใหได โคโลนี

เด่ียวบมเช้ือที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ในตูบมเช้ือ

5. อานผล โดยโคโลนีของ S. aureus บน BP จะมีลักษณะกลม ขอบเรียบ ขนาด 2-3

มิลลิเมตร สีเทาหรือดํารอบๆ โคโลนีมีโซนทึบแสงท่ีลอมรอบดวยโซนใส
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การพิสูจนยืนยันโคโลนีท่ีสงสัยวาเปน S. aureus ดวยวิธีทางชีวเคมี

1. ใช loop แตะเอาโคโลนีเด่ียวที่สงสัยจะเปน S. aureus มาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

ดวยปฏิกิริยา coagulase test โดยเล้ียงใน Brain Heart Infusion broth (BHI) 5 มิลลิลิตร บมเพาะ

ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง ในตูบมเพาะแบบเขยา โดยเขยาใชความเร็ว 200 rpm

2. นําหลอดที่บมจนครบ 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลายมา 0. 5 มิลลิลิตร เติม rabbit plasma-

EDTA 0.5 มิลลิลิตร แลวบมเพาะตอเปนเวลา 4-6 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจดูการ

แข็งตัว (clot) ของ plasma ทุกๆ ช่ัวโมง โดยการแข็งตัวระดับ 3+ หรือ 4+ ภายใน 4-6 ช่ัวโมง จึงจะ

ถือวาใหผลบวก สําหรับหลอดที่ใหผลลบจะตรวจผลอีกครั้งหลังจากบมไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง หากมีการแข็งตัวของ rabbit plasma ถือวาใหผลบวก ดังตารางท่ี 1

ตารางที่ 1  เกณฑระดับการแข็งตัวของ coagulase test

ระดับของการจับตัว ลักษณะการแข็งตัว (clot)
0 ไมเกดิการแขง็ตวั

1+ แข็งตัวเปนกอนนอย ไมรวมกลุม

2+ แข็งตัวเปนกอนนอย รวมกลุม

3+ แข็งตวัเปนกอนใหญ

4+ แข็งตัวเปนกอนทัง้หมด และไมขยับเม่ือคว่ําหลอด

3. สุมเก็บ S. aureus ที่แยกไดจากแหนมหมูเครื่องหมายการคาละ 5 isolates ผสมกับ 

Nutrient Broth และกลีเซอรอลรอยละ 20 ท่ีอุณหภูมิ   – 80 องศาเซลเซียส 

รายงานผลโดยนับจํานวนหลอดของแตละความเจือจางที่พบ นําคาท่ีไดไปเปรียบเทียบกับ

ตาราง 5 tube MPN รายงานผล S . aureus ในตัวอยาง โดยมีหนวยเปน MPN ตอกรัมตัวอยาง

แหนมหมู
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ระยะท่ี 2 การพิสูจนเพ่ือยืนยัน S. aureus และการตรวจพิสูจนยีน sea-see ดวย

เทคนิค multiplex PCR

นํา S. aureus ที่ไดจากการเก็บตัวอยางทั้งหมดจํานวน 155 isolates มาทําการพิสูจนยืนยัน

เช้ือและการตรวจพิสูจนยีน sea-see โดยสกัด DNA ดวยชุดสกัด DNA (Wizard® Genomic DNA

Purification Kit, Promega) จากน้ันทําการวัดความเขมขนของ DNA ท่ีสกัดได โดยวัดการดูดกลืน

แสงท่ี 260 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer (Nanodrop®) ทําการเจือจาง DNA ใหได

ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดวยสารละลาย TE (Tris-Cl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.6)

ในการศึกษาครั้งน้ีจะทําการทดสอบยืนยันเช้ือและตรวจพิสูจนยีน sea-see โดยการเพิ่มจํานวน 

DNA ดวยเทคนิค multiplex PCR ใชชุดทดสอบ PCR (TAKARA Biomedicals, Otsu, Japan) ซ่ึง

ประกอบดวย 10X Buffer (15 mM MgCl2), dNTPs (2.5 mM), Taq (5U/ul) การพิสูจนยืนยันวาเปน

S. aureus ในการศึกษาครั้งนี้ใช primer Sa442 (Martineau et al., 1998) ดังตารางท่ี 2 Sa442 ที่

ใชมีลําดับเบสดังตารางท่ี 3 สําหรับการตรวจพิสูจนยีน sea - see primers ที่เลือกใชเปน primers

ท่ีมีความจําเพาะของสารพันธุกรรมที่สรางสารพิษยีน sea - see ในการศึกษาครั้งนี้ไดดัดแปลง

วิธีการทํา multiplex PCR condition ของ Becker และคณะ (1998) โดยมีการเพิ่ม primer ท่ีมี

ความจําเพาะตอชนิด S. aureus (primer Sa 442) ลงไปในปฏิกิริยาดวยเพื่อยืนยัน S. aureus

รวมกับการตรวจพิสูจนยีน sea – see ในวลาเดียวกัน ดังตารางท่ี 3 ทําการผสม master mix สําหรับ 

PCR ดังตารางท่ี 4 นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งน้ียังไดใช S. aureus มาตรฐานที่ใชเปนตัวควบคุม

การทดลองดังตารางที่ 5

วิเคราะห PCR products ดวย 2.75% agarose Gel electrophoresis ใน 0.5X TBE buffer

ความตางศักยกระแสไฟฟา 100 V ใน minigel chamber (Toyobo® ,Gelmate2000) เปนเวลา 60

นาที ยอมเจลดวย Ethidium Bromine (EtBr) (0.5 ไมโครกรัมตอลิตรl) เปนเวลา 15 นาที ถายภาพ

เจลดวยเครื่อง Gel Documentation Model Syngene Gene Genious ( Syngene, Maryland

,USA) ยืนยัน PCR products โดยการสุมตรวจรหัส DNA (sequencing) ของช้ินสวน DNA ที่ได 

บันทึกผลการศึกษา
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ตารางที่ 2 แสดง multiplex PCR condition ในการทดสอบยืนยัน S. aureus และการการ

ตรวจพิสูจนยีน sea-see

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ระยะเวลา (นาที) จํานวนรอบ
95 2 1

95 1

55 1 30

72 2

72 5 1
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ตารางท่ี 3 primers จําเพาะตอชนิดของ S. aureus Sa442 และ ยีน sea-see ที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี

Gene Primer Oligonucleotide sequence (5’-3’) PCR product (bp) Reference

Sa442 Sa442-1 AATCTTTGTCGGTACACG ATATTCTTCACG 108 Martineau et al., 1998

Sa442-2 CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA

sea SEA-1 CCTTTGGAAACGGTTAAAACG 127 Becker et al., 1998

SEA-2 TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC

seb SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG 477 Becker et al., 1998

SEB-2 GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC

sec SEC-1 CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG 271 Becker et al., 1998

SEC-2 TCAAAATCGGATTAACATTATCC

sed SED-1 CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG 319 Becker et al., 1998

SED-2 TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC

see SEE-1 CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC 178 Becker et al., 1998

SEE-2 TAACTTACCGTGGACCCTTC

nkam
Typewritten Text
21
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ตารางท่ี 4 แสดงอัตราสวนผสมของ primers และสารเคมีเพื่อทํา multiplex PCR

สารเคมี ปริมาตรท่ีใช (µl)
DNase free water 25.75

10xBuffer ( with 15 mM MgCl2) 5

dNTPs (2.5 mM) 4

sea-1 (20 µM) 1

sea-2 (20 µM) 1

seb-1 (20 µM) 1

seb-2 (20 µM) 1

sec-1 (20 µM) 1

sec-2 (20 µM) 1

sed-1 (20 µM) 2

sed-2 (20 µM) 2

see-1 (20 µM) 1

see-2 (20 µM) 1

Sa 442-1 (20 µM) 1

Sa 442-2 (20 µM) 1

Taq (5U/ul) 0.25

DNA (50 ng/ul) 1

Total 50

ตารางท่ี 5 แสดง S. aureus มาตรฐานท่ีใชเปนตัวควบคุม

สายพันธุ ตัวควบคุม
S. aureus ATCC6538, ATCC29213 positive control

S. aureus SA 169* sea และ sec

S. aureus ATCC25923 sea

S. aureus ATCC14458 seb

S. aureus ATCC19095 sec

S. aureus ATCC23235 sed

S. aureus ATCC27664 see

Staphylococcus xylosus** Negative control

* S. aureus ที่ยืนยันการสรางสารพิษแลวจากกองอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย

** เปนเช้ือที่แยกไดจากหองปฏิบัติการของศูนยพันธุกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
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ระยะท่ี 3 ศึกษาการแสดงออกของยีน sea-see ดวยการตรวจ SEs

นํา S. aureus ทุก isolates ท่ีผานการตรวจพิสูจนยืนยันเช้ือและตรวจพบยีน sea - see

ในระยะท่ี 2 แลว จํานวน 29 isolates ศึกษาการแสดงออกของยีน sea-see ในระดับ translation

ดวยการตรวจการสรางสารพิษ SEA, SEB, SEC, SED และ SEE โดยใชชุดตรวจสารพิษ Transia®

ID kit และ Transia® Plate plus kit ELISA (Lyon,France) ซ่ึงตองเตรียมตัวอยางและทําการ

ทดสอบตามคําแนะนําของผูผลิต ดังน้ี

การเตรียมตัวอยาง 

นํา S. aureus ท่ีเก็บใน - 80 องศาเซลเซียส มาเพาะลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Baird Parker

Agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันเลือก 1 โคโลนี มาเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือ BHI 5 ml โดยใชหลอดพลาสติกปลอดเช้ือ ขนาด 50 ml บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เขยา เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปนแยกเซลลและอาหารเล้ียงเช้ือออกท่ีความเร็ว 3,000 x g

เปนเวลา 10 นาที จากน้ันทําการกรองผาน filter ปลอดเช้ือ ขนาด 0.2 ไมครอน เอาสวน

สารละลายมาทําการเจือจาง  50 เทาใน BHI ปรับ pH ใหอยูในชวงระหวาง 7.0 – 7.5 แลวทํามา

ทดสอบ ELISA plate โดยใช BHI เปน negtative control

การตรวจหาสารพิษโดยใช Transia® ID kit และ Transia® Plate plus kit ELISA

Transia® Plate Plus kit เปนชุดตรวจ ELISA ท่ีมีคุณสมบัติในการตรวจจับ SEs โดยใช 

antibodies ตอ SEA-SEE โดยในแตละหลุมจะ coat ดวย antibody ท่ีจําเพาะตอ SEA-SEE

รวมกัน สวนTransia® ID kit plate เปน plate 96 หลุม (8 แถว 12 คอลัมน) โดยจะแบงเปน แถว

A-H และคอลัมนท่ี 1-12 โดยแถว A, B, C, D และ E จะ coat ดวย antibody ท่ีจําเพาะ ตอสารพิษ

SEA, SEB, SEC, SED และ SEE แยกชนิดกันตามลําดับ แถว F และ G ใชสําหรับ negative

control แถว H ใชสําหรับ positive control สวนคอลัมนจะใช 1 ตัวอยางสารละลายตอ 1 คอลัมน 

ข้ันตอนการทดสอบหาสารพิษดวยวิธี ELISA มีดังน้ี

1. ดูดสารละลาย diluted positive control 100 µl ลงหลุมแถว H

2. ดูดสารละลาย HBI negative control 100 µl ลงหลุมแถว F และ G

3. ดูดสารละลายตัวอยาง 100 µl ลงหลุม แถว A-E

4. บม plate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที

5. เทสารละลาย แลวลาง plate ดวยใช washing buffer แลวควํ่าลงบนกระดาษหลายๆ

คร้ัง ทําอยางนอย 5 คร้ัง

6. ใสสารละลาย conjugate 100 µl ลงในแตละหลุม 

7. บม plate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที
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8. เทสารละลาย แลวลาง plate ดวยใช washing buffer แลวควํ่าลงบนกระดาษหลายๆ

คร้ัง ทําอยางนอย 5 คร้ัง

9. ใส substrate 50 µl และ chromogen 50 µl ลงในแตละหลุม

10. บม plate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที (สําหรับ Transia® ID kit ) หรือ 30 นาที

(สําหรับ Transia® Plate plus kit)

11. ใส stop solution 50 µl นําไป วัดคาการดูดกลืนแสง (Optical Density; OD) โดยใช

เคร่ือง VERSAmax microplate reader วัดความเขมของสีท่ีความยาวคล่ืนแสง 450 nm คํานวณ

แปลผลคา OD ท่ีวัดไดน้ันเปน positive หรือไม

กรณี Transia Plate Plus kit

Threshold ของculture (T) = OD(NC) + 0.1

โดย OD(NC) คือ คาดูดกลืนแสงของ negative control (BHI)

Positive control ตองมีคา OD ≥ 0.50

Negative control ตองมีคา OD ≤ 0.30

หากตัวอยางมีคา OD มากกวา T จะถือวาเปน positive หรือแสดงวาตรวจพบสารพิษ

คา OD ท่ีวัดไดมีคานอยกวา T จะถือวาเปน negative หรือแสดงวาตรวจไมพบสารพิษ

กรณี Transia® ID kit จะมีการคํานวณ คา Positive Threshold (PT)

Positive Threshold (PT) = OD(NC1) + OD(NC2) + 0.1

2

โดย OD(NC1) และOD(NC2) คือ คา OD ของ negative control

หลุมแถว F และ G

Positive control ตองมีคา OD ≥ 0.50

Negative control ตองมีคา OD ≤ 0.20

หากตัวอยางมีคา OD มากกวา PT จะถือวาเปน positive หรือแสดงวาตรวจพบสารพิษ

คา OD ท่ีวัดไดมีคานอยกวา PT จะถือวาเปน negative หรือแสดงวาตรวจไมพบสารพิษ
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ระยะท่ี 4 ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus

นํา S. aureus ท่ีไดผานการพิสูจนในระยะท่ี 2 แลวท้ังหมดจํานวน 155 isolates มา

ทําการศึกษาความหลากหลายของสายพันธุ S. aureus ดวยเทคนิค rep - PCR เร่ิมจากเตรียม 

DNA template ดวยชุดสกัด Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI)

จากน้ันทําการวัดความเขมขนของ genomic DNA ท่ีสกัดไดดวยเคร่ือง Spectrophotometer

(Nanodrop®) ทําการเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครมิลลิลิตร ในการศึกษาคร้ังน้ี

จะใช primers (GTG)5 (IDT, Coraville, IA, USA) ซ่ึงเปน universal primers โดยดัดแปลงมาจาก

วิธีของ Gevers และคณะ (2001) ซ่ึงไดรายงานวาใหผลในการชวยจําแนกความหลากหลายของ

พันธุกรรมของแบคทีเรียแกรมบวกไดดี และมีความจําเพาะสูง (Casey et al., 2006; Elli et al.,

2006; Marilley et al., 2004; Svec et al., 2005) สารเคมีท่ีใชในเทคนิค rep - PCR น้ี จะไดชุด

ทดสอบ PCR (TAKARA Biomedicals, Otsu, Japan) ซ่ึงประกอบดวย 10X Buffer (15 mM

MgCl2), dNTPs (2.5 mM), Taq (5U/µl) ทําการผสม master mix สําหรับทํา rep - PCR ดังตาราง

ท่ี 6 และ rep - PCR condition ดังตารางท่ี 7

ตารางท่ี 6 แสดงอัตราสวนผสมของ primers และสารเคมีเพื่อทํา rep - PCR

สารเคมี ปริมาตรท่ีใช (µl)
DNase free water 18.375

10xBuffer (with15 mM MgCl2) 2.5

dNTPs (2.5 mM) 2

pGTG5 (20 µM) 1

Taq (5U/µl) 0.125

Total 25
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ตารางท่ี 7 แสดง rep - PCR condition ท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ี

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ระยะเวลา จํานวนรอบ

95 5 นาที 1

94 45 วินาที

40 1 นาที 30

65 10 นาที

65 20 นาที 1

วิเคราะห PCR products ท่ีไดดวย Gel electrophoresis โดยใช 1% LE agarose

Seakem® (Rockland, ME USA) ใน 0.5X TBE buffer ดวยกระแสไฟฟา 135 V ตอเซนติเมตร

เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที ยอมเจลดวยสารละลาย EtBr (5 นาโนกรัมตอลิตร) เปนเวลา 5 นาที 

de-stain ดวยนํ้าประปานาน 20 นาที ทําการสแกนและอานผลเจลดวยเคร่ือง Typhoon scanner

(Amershame Biosciences Ltd, USA) นําแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการสแกนมาวิเคราะหดวย

โปรแกรม Gel Compar® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA) แลวนําขอมูลท้ังหมด

วิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus จากทุก isolate ท่ีเพาะแยกได จัด

กลุมโดยการเทียบเปนคาเปอรเซ็นตความเหมือนกัน (similarity value) โดยคาเสนตัด (cut off) จะ

มาจากการใชคาเปอรเซ็นตความเหมือนของ DNA-size marker และ S. aureus ATCC19095 ซ่ึง

ในการศึกษาคร้ังน้ีไดใชเปนมาตรฐานในการหา cut off ของคาเปอรเซนตความเหมือน 

เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย

ในงานวิจัยน้ีแบงไดเปน 2  สวน คือ

1. การเพาะแยกเชื้อทางจุลชีววิทยา

เคร่ืองมือและอุปกรณ

ขวดดูแรน ไมโครปเปตและปเปตทิป

เคร่ืองตีตัวอยางและถุงใสตัวอยาง ตูบมเช้ือ

หลอดทดลอง และ Rack ลูป (loop) เข่ียเช้ือ

กรรไกรตัดตัวอยางและปากคีบผานการฆาเช้ือแลว  เคร่ืองช่ังอานคาได 2 ตําแหนง

ตูน่ึงฆาเช้ือ เคร่ืองเขยา (vortex®)
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ตะเกียงแอลกอฮอล ตูบมเช้ือแบบเขยา

      หลอดเก็บเช้ือแชแข็ง                                VERSAmax microplate reader

อาหารเล้ียงเชื้อและสารทดสอบ

peptone Trypticase Soy Broth

NaCl Sodium pyruvate

Baird-parker agar Egg Yolk tellurite

Brain Heart Infusion Broth (BHI) Rabbit plasma EDTA

2. การวิเคราะหอณูชีววิทยา

เคร่ืองมือและอุปกรณ

Thermomixer (Eppendorf®,Germany) หลอดทดลองสําหรับ PCR

Gel electrophoresis set Centrifuge, Microcentrifuge

อุปกรณเคร่ืองแกววิทยาศาสตร Micropipete และ Micropipete tips

เคร่ืองวัดปริมาณสารพันธุกรรม (nanodrop®) เคร่ืองสแกนเจล(Typhoon®)

ตูแชแข็ง – 80 องศาเซลเซียส โปรแกรม Gel compare®

เคร่ืองถายภาพ Gel doc and Densitometer Block heater (Stuart®, England)

เคร่ืองช่ังสาร เคร่ือง PCR

Typhoon scanner Gel doc machine

Gel compare II software

สารเคมี 

0.5X TBE buffer สารเคมีสําหรับสกัดสารพันธุกรรม

Agarose gel อาหารเล้ียงเช้ือ BHI

Ethidium Bromide ชุดสารเคมีสําหรับทํา PCR

การวิเคราะหขอมูล

การวิเคราะหขอมูลของการศึกษาคร้ังน้ีเปนการวิเคราะหโดยใชสถิติเชิงพรรณนา โดย

ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังน้ีจะทําใหทราบถึง ปริมาณและความชุกของ S. aureus ท่ีเพาะแยก

ไดจากตัวอยางแหนมหมูท่ีทําการศึกษา และใช Chi – square หาความสัมพันธของการพบยีน

sea-see และการแสดงออกของยีน sea-see โดยการตรวจสารพิษ ดวยเทคนิค ELISA
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บทท่ี  4

ผลการวิเคราะหขอมูล

การตรวจการปนเปอน S. aureus เชิงปริมาณ และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

การศึกษาคร้ังน้ีไดทําการศึกษา S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูเชิงปริมาณ ดวยวิธี 

MPN แบบ 5 tube พบวา ตัวอยางแหนมหมูท่ีทําการศึกษาจํานวน 90 แทง พบการปนเปอน S.

aureus จํานวน 41 แทง (รอยละ 45.56) มีปริมาณ S. aureus ปนเปอนอยูระหวาง 2 จนถึง 

มากกวา 16,000 MPN ตอกรัมแหนมหมู (0.30 จนถึง มากกวา 4.20 log MPN ตอกรัมแหนมหมู)

โดยสรุปแทงท่ีพบการปนเปอน S. aureus ไดดังตารางท่ี 8 และในการศึกษาคร้ังน้ีไดทําการสุมเก็บ

ตัวอยาง S. aureus ท่ีใหผลบวกตอ coagulase test ไดจํานวนท้ังหมด 155 isolates

ตารางท่ี 8 แสดงปริมาณการปนเปอน S. aureus ในตัวอยางแหนมหมู

    รหัสแทง S. aureus (MPN/g)    รหัสแทง S. aureus (MPN/g)
13 350 55 200

14 350 56 580

15 140 57 210

16 17 59 2

17 12 61 13

18 14 62 7.8

19 12 65 2

20 130 66 9.3

21 7.8 69 2

25 220 79 49

26 34 80 23

27 110 81 33

31 210 82 7.8

32 17 83 23

33 3500 85 92

46 2 86 >16,000

47 6.8 87 24

48 13 88 20

52 4.5 89 40

53 4 90 20

54 8.3
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การพิสูจนยืนยันเชื้อและการตรวจพิสูจนยีนควบคุมการสราง classical SEs

S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมูไดจํานวนท้ังหมด 155 isolates ทําการพิสูจนยืนยัน

เช้ือดวยการตรวจพิสูจนยีน Sa442 และการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs

(SEA-SEE) โดยใชเทคนิค multiplex PCR พบวาทุก isolates ท่ีทําการศึกษาคร้ังน้ีพบสามารถ

ตรวจพบยีน Sa442 (รอยละ 100) และมี isolates ท่ีใหผลปรากฏของยีนท่ีควบคุมการสราง

classical SEs จํานวน 29 isolates (รอยละ 18.71) โดยมี S. aureus isolates ท่ีตรวจพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs อยูเพียงยีนเดียว คือ ยีน sea หรือยีน seb หรือยีน sec อยาง

เดียวเทาน้ัน จํานวน 21 isolates ดังตารางท่ี 10 จาก isolates เมื่อพิจารณาเฉพาะการตรวจพิสูจน

ของยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs พบวา สามารถตรวจพบยีน sec มากท่ีสุด จํานวน 18

isolates รองลงมาคือพบยีน sea รวมกับ sec จํานวน 8 isolates ยีน sea จํานวน 2 isolates

และยีน seb จํานวน 1 isolate ตามลําดับ และมี S. aureus isolates ท่ีตรวจพบยีนท่ีควบคุมการ

สราง classical SEs 2 ยีน คือ ยีน sea และยีน sec  มีจํานวน 8 isolates อีกท้ังจากการศึกษาคร้ัง

น้ีไมพบ isolate ใดเลยท่ีมียีน sed และยีน see ดังตารางท่ี 9 นอกจากน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีไดมีการ

ควบคุมการทดลอง โดยใช S. aureus มาตรฐานและ DNase free water เปน positive และ

negative control ตามลําดับ ดังรูปท่ี 1 และ 2  ผลการสุมตัวอยางถอดรหัสพันธุกรรมเพื่อยืนยัน

ยีน Sa442, ยีน sea, ยีน seb และยีน sec พบวาทุกตัวอยางมีลำดับเบสท่ีเปนสวนประกอบของ

ยีนเหลาน้ันจริง แตสําหรับยีน sec น้ันพบวามีลําดับเบสท่ีเปนสวนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC หรือ 

SEC3 อยางใดอยางหน่ึง

ตารางท่ี 9 แสดงจํานวน isolates ท่ีตรวจพบ classical SEs- encoding gene

Classical SE encoding gene จํานวน isolate ท่ีพบ
classical SEs- encoding gene (%)

sea 2 (1.29)

seb 1 (0.65)

sec 18 (11.61)

sed 0

see 0

sea รวมกับ sec 8 (5.16)

Total 29 (18.71)
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ตารางท่ี 10 แสดงจํานวน isolates ท่ีตรวจพิสูจนพบยีน Sa 442 และยีน classical SEs

encoding genes

Sample Sa442 detected SE-encoding genes detected

SA14 + sec

SA31 + sec

SA32 + sec

SA44 + sec

SA45 + sec

SA46 + sec

SA54 + sec

SA61 + sec

SA63 + sea

SA64 + sea

SA65 + sec

SA67 + sec

SA77 + sec

SA90 + sec

SA97 + sec

SA99 + sec

SA101 + sec

SA104 + sec

SA114 + sec

SA127 + sea, sec

SA128 + sea, sec

SA129 + sea, sec

SA130 + sea, sec

SA135 + sec

SA139 + sea, sec

SA141 + sea, sec

SA142 + sea, sec

SA143 + sea, sec

SA182 + seb
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w

รูปท่ี 1 แสดงการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษโดยใช S. aureus มาตรฐาน

และ S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู Lane M; marker ขนาดแบนดละ 100 bp, Lane 1,17

Sa 442-size, classical SEs-size markers, Lane 2; SA170, Lane 3; S. xylosus, Lane 4; S.

aureus ATCC6538, Lane 5; S. aureus ATCC29213 , Lane 6; S. aureus ATCC 25923 ,

Lane 7; S. aureus ATCC 19095 , Lane 8; S. aureus ATCC 23235 , Lane 9; S. aureus

ATCC 27664 , Lane 10; S. aureus ATCC 14458, และ Lane 11-16; S. aureus isolates

จากรูปท่ี 1 เปนการพิสูจนยืนยัน S. aureus โดยการตรวจพิสูจนยีน Sa442 และการตรวจ

พิสูจนยีน sea-see ดวยเทคนิค multiplex PCR โดยใช S. aureus ท่ีเปนเช้ือมาตรฐานและจาก

ตัวอยางแหนมหมู รวมท้ัง isolate ท่ีไมใช S. aureus ซ่ึงผานการเพาะแยกและพิสูจนเช้ือดวย

คุณสมบัติทางชีวเคมีแลว จากการศึกษา พบวา Lane 2 คือ SA 170 ซ่ึงเปน isolate ท่ีสงสัยวา

อาจจะเปน S. aureus เน่ืองจากมีลักษณะโคโลนีคลาย S. aureus เมื่อเพาะแยกเช้ือบนอาหาร

เล้ียงเช้ือจําเพาะ BP แตใหผลลบตอ coagulase test ซ่ึงถือวาไมใช S. aureus และ Lane 3 คือ

S. xylosus มาตรฐาน ท้ังสองตัวอยางใชเปน negative control สําหรับการไมปรากฏของยีน 

Sa442 และผลจากการศึกษาท้ังสองตัวอยางท่ีตรวจไมพบยีน Sa442 และยีน sea-see เลย Lane

4-10 คือ S.aureus มาตรฐานท่ีใชเปน positive control ตอการตรวจพิสูจนยีน Sa442 โดยLane

4 คือ S. aureus ATCC6538 และLane 5 คือ S. aureus ATCC29213 พบยีน Sa442 ซ่ึงมี

ขนาดแบนด 108 bp แตไมพบยีน sea-see ในขณะท่ี Lane 6-10 คือ S. aureus ATCC25923,

S. aureus ATCC19095, S. aureus ATCC23235, S. aureus ATCC27664 และ S. aureus

ATCC14458 ใชเปน S. aureus มาตรฐาน และในการศึกษาคร้ังน้ีใชเปนตัวควบคุมการตรสจ



32

พิสูจนยีน sea, ยีน sec, ยีน sed,ยีน see และยีน seb ตามลําดับ จากการศึกษาตรวจพบยีน 

Sa442 มีขนาดแบนด 108 bp รวมกับตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs โดย Lane 6

ตรวจพบยีน sea มีขนาดแบนด 128 bp, Lane 7 ตรวจพบยีน sec มีขนาดแบนด 271 bp, Lane

8 ตรวจพบยีน sed มีขนาดแบนด 319 bp, Lane 9 ตรวจพบยีน see มีขนาดแบนด 178 bp และ

Lane 10 ตรวจพบยีน seb มีขนาดแบนด 447 bp เมื่อเทียบกับขนาดของ sea-see marker

นอกจากน้ีใน Lane 11-16 คือ S. aureus isolates ท่ีแยกจากตัวอยางแหนมหมู ตรวจพบยีน 

Sa442 ทุก isolates แตตรวจพบยีน seb เพียง isolate เดียว คือ ใน Lane 14 ซ่ึงเปนตัวอยาง SA

182

รูปท่ี 2 แสดงการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษจาก S. auerus isolate Lane

M; DNA-size marker ขนาด 100 bp, Lane 1,17; Sa 442-size, Classical SEs-size markers,

Lane 7; SA 124, Lane 2-6, 8-15; S. aureus isolates และ Lane 16; DNase free water

จากรูปท่ี 2 เปนการพิสูจนยืนยัน S. aureus โดยการตรวจพิสูจนยีน Sa442 และการตรวจ

พิสูจนยีน sea-see ดวยเทคนิค multiplex PCR ในตัวอยาง isolate จากแหนมหมู ซ่ึงประกอบดวย 

isolate ท่ีเปน S. aureus และ isolate ท่ีไมใช S. aureus ท่ีผานการเพาะแยกและพิสูจนเช้ือดวย

คุณสมบัติทางชีวเคมีแลว จากการศึกษา พบวา Lane 7 คือ SA 124 ซ่ึงเปน isolate ท่ีมีสงสัยวา

อาจจะเปน S. aureus เน่ืองจากมีลักษณะโคโลนีคลาย S. aureus แตเมื่อเพาะแยกบนเพลท

อาหารเล้ียงเช้ือจําเพาะ BP ใหผลลบตอ coagulase test จากการศึกษา ตรวจไมพบยีน Sa442

และยีน sea-see ในขณะท่ี Lane 2-6 และ 8-15 ซ่ึงเปน S. aureus isolates จากแหนมหมูท่ีให

ผลบวกตอ coagulase test ตรวจพบยีน Sa442 มีขนาดแบนด 108 bp ทุก isolates และตรวจพบ
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ยีน sec จํานวน 4 isolates คือ Lane 2-4 และ 12 โดยแบนดท่ีพบมีขนาด 271 bp เมื่อเมื่อเทียบ

กับขนาดแบนดของ sec marker นอกจากน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีไดใช DNase free water เปนตัว

ควบคุมของปฏิกิริยา PCR

การตรวจการสรางสารพิษของ S. aureus ท่ีมียีนควบคุมการสราง classical SEs

ในการศึกษาคร้ังน้ีเปนการศึกษาถึงการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสราง classical

SEs โดยตรวจในระดับโปรตีน หรือตรวจหา classical SEs ท่ี S. aureus สรางข้ึน โดยใช Transia®

Plate Plus kit ELISA ซ่ึงเปนชุดตรวจหาสารพิษ classical SEs รวม 5 ชนิด คือ SEA-SEE และใช

Transia® ID kit ELISA ซ่ึงเปนชุดตรวจหาสารพิษ classical SEs แบบแยกชนิด SEA-SEE

จากการศึกษาการตรวจการสราง classical SEs ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

โดยการวัดคา Optical Density (OD) ของสีของสารละลายท่ีเปล่ียนแปลงไปหลังจากหยด

สารละลายหยุดปฏิกิริยาแลวกับคา threshold ท่ีคํานวณจาก OD ของ positive control และ 

negative control พบวา S. aureus ทุก isolate น้ันสามารถตรวจพบ classical SEs  ซ่ึงสรุปไดดัง

ตารางท่ี 11 และตัวอยางรูปท่ี 3

ตารางท่ี 11 สรุปผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และการตรวจ

พบ classical SEs จาก S. aureus ทุก isolate ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

classical SEs encoding จํานวน isolate ท่ีพบ classical SEs

gene detection detection (isolate)

sea 2 2

seb 1 1

sec 18 18

sea รวมกับ sec 8 8
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รูปท่ี 3 แสดงการตรวจการสราง classical SEs ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

รูปท่ี 3 เปนการตรวจการสราง classical SEs โดยใช Transia® Plate Plus kit ELISA เมื่อ

มองดวยตาเปลา พบวา ทุกหลุมท่ีเปนตัวอยาง S. aureus isolates มีการเปล่ียนแปลงของสีของ

สารละลายเปนสีเหลืองเขม เมื่อเทียบกับสีของหลุมท่ีเปน Brain Heart Infusion (BHI) ซ่ึงใชเปน 

negative control และสีของหลุมท่ีเปน positive control (PC) เมื่อนําไปวัดคา OD พบวา ทุก

หลุมของตัวอยาง S. aureus isolates มีคา OD มากกวาคา threshold ของ culture supernatant

ดังตารางท่ี 12 สามารถแปลผลไดวา ทุก S. aureus isolates ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมูและ

ตรวจพิสูนยีน sea-see ในรูป มีการสราง classical SEs แตไมสามารถบอกไดวา classical SEs ท่ี

ตรวจพบเปน SEs ชนิดใด เน่ืองจาก Transia® Plate Plus kit ELISA น้ีเปนชุดตรวจสําเร็จรูปท่ี

ตรวจ classical SEs โดยไมแยกชนิด
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ตารางท่ี 12 แสดงคา OD จาก S. aureus isolate, positive control (PC) และ BHI ท่ีวัด

ได รวมท้ังคา Threshold ของ culture supernatant ท่ีคํานวณได ในการตรวจหา classical SEs

ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

Isolate OD Isolate OD

SA44 0.44 SA114 4

SA45 3.68 SA127 4

SA65 4 SA130 4

SA54 4 SA141 4

SA67 4 SA142 4

SA77 4 SA143 4

SA97 0.74 BHI 0.32

SA99 0.65 PC 3.54

Threshold ของ culture supernatant (T) = 0.4181

เมื่อทําการตรวจการสราง classical SEs ดวย Transia® ID kit ELISA ซ่ึงเปนชุดตรวจ

classical SEs ท่ีสามารถแยกชนิด SEA-SEE ได โดยการวัดคา OD ของสีของสารละลายท่ี

เปล่ียนแปลงไปหลังจากหยดสารละลายหยุดปฏิกิริยาแลวกับคา threshold ท่ีคํานวณจาก OD

ของ positive และ negative control เชนกัน ผลจากการตรวจการสราง SEA-SEE พบวา S.

aureus isolate ท่ีตรวจพบยีน sea, seb เพียงอยางเดียว สามารถตรวจพบ SEA และ SEB ทุก

ตัวอยาง ตามลําดับ ในขณะท่ี S. aureus isolate ท่ีตรวจพบยีน sec เพียงอยางเดียวสามารถ

ตรวจพบ SEC เพียง 2 isolate เทาน้ัน (รอยละ 11.11) แต S. aureus isolate ท่ีตรวจพบยีน sea

รวมกับยีน sec น้ัน จากการศึกษาคร้ังน้ีตรวจพบ SEA เพียงอยางเดียวเทาน้ัน สามารถสรุปผลการ

ตรวจ SEs ไดดังตารางท่ี 13 และตัวอยางดังรูปท่ี 4
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ตารางท่ี 13 แสดงการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และการตรวจพบ 

classical SEs ดวย Transia® ID kit ELISA

classical SEs encoding จํานวน isolate ท่ีพบ classical SEs

gene detection detection (isolate)

sea 2 SEA (2)

seb 1 SEB (1)

sec 18 SEC (2)

sea รวมกับ sec 8 SEA (8) , SEC (0)
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รูปท่ี 4 แสดงผลการตรวจการสราง SEs ดวย Transia® ID kit ELISA โดยใชตัวอยาง 

isolate SA64, SA 135 และ SA143 ซ่ึงมีการตรวจพิสูจนพบยีน sea, ยีน sec และยีน sea รวมกับ

ยีน sec ตามลําดับ เพื่อตรวจการ classical SEs แบบแยกชนิด SEA - SEE

จากรูปท่ี 4 เปนการตรวจการสราง classical SEs แบบแยกชนิด SEA-SEE โดยใช

Transia® ID kit ELISA เมื่อมองดวยตาเปลา พบวา หลุมท่ีมีการเปล่ียนแปลงของสีของสารละลาย

เมื่อหยด stop solution คือ หลุมท่ี coat ดวยantibody ตอ SEA ของ SA64 และ SA143 เทาน้ัน

เมื่อเทียบกับสีของหลุมท่ีเปน BHI ซ่ึงใชเปน negative control และสีเกิดข้ึนของหลุมท่ีเปน 

positive control เมื่อนําไปวัดคา OD พบวาหลุมท่ีมี antibody ตอ SEA ของตัวอยาง SA64 และ 

SA143 มีคา OD มากกวาคา Threshold ของ culture supernatant ดังตารางท่ี 14 แสดงวา

สามารถตรวจพบการสราง SEA จาก SA64 และSA143 ในขณะท่ี SA135 ตรวจไมพบสราง SEs

เลย 

เมื่อพิจารณารวมกับตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs จะเห็นไดวาคอลัมนท่ี

เปนตัวอยาง SA 64 มีการตรวจพบ SEA สอดคลองกับผลการตรวจพบยีน sea คอลัมนท่ีเปน

ตัวอยาง SA 135 ตรวจไมพบ SEs แมวาจะมีการตรวจพบยีน sec ก็ตาม ในขณะท่ีคอลัมนท่ีเปน
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ตัวอยาง SA143 มีการตรวจพบ SEA แตผลการตรวจพิสูจนพบของยีน sea รวมกับ sec ซ่ึงผลการ

ตรวจดังกลาวมีความแตกตางกับการตรวจหา classical SEs ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

ตารางท่ี 14 แสดงคา OD จาก S. aureus isolate ท่ีวัดได และคา Threshold ของ

culture supernatant ท่ีคํานวณได

ตัวอยาง OD หลุม A OD หลุม C

SA 64 3.12 0.05

SA 135 0.06 0.04

SA 143 3.41 0.05

BHI1 0.06 0.06

BHI2 0.06 0.06

PC 1.19 1.18

Threshold ของ culture supernatant (T) = 0.16

การหาความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs กับการ
สราง classical SEs

จากการวิเคราะหหาความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบของยีนท่ีควบคุมการสราง

classical SEs และการสราง SEs ดวย  Transia® Plate Plus kit ELISA ทางสถิติเชิงคุณภาพ โดย

ใช chi-square ดวยโปรแกรม SPSS version 16.0  พบวา S. aureus ทุก isolate ท่ีตรวจพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs มีความสัมพันธกับการสราง SEsอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.01)

สรุปไดวา S. aureus isolate ท่ีมีการตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs มี

ความสัมพันธกับการสราง classical SEs
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ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมู

S. aureus ท่ีเพาะแยกและพิสูจนจากแหนมหมูจํานวน 155 isolates นํามาทําการศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเทคนิค rep – PCR เมื่อนํา pattern ท่ีไดจากการวิเคราะห 

PCR product ดวย gel electrophoresis มาเขาโปรแกรม Gel Compar® II version 4.5 (Applied

Maths Inc., USA) เพื่อเปรียบเทียบความความหลากหลายของสายพันธุในแตละ isolate จาก

การศึกษาพบวา S. aureus ทุก isolates สามารถจัดกลุม patterns ไดเปน 3 กลุมใหญ ซ่ึงในแต

ละกลุมจะมี subcluster ยอย และภายในกลุม cluster น้ันมีความคลายกันของ pattern มากกวา

ตางกลุม cluster โดยกลุม cluster 1 มี 5 subclusters และตรวจพบยีน sec และยีน seb จํานวน 

4 และ 1 isolate ตามลําดับ กลุม cluster 2 มี 18 subclusters และตรวจพบยีน sea ยีน sec และ

ยีน sea รวมกับยีน sec จํานวน 2, 12 และ 8 isolates ตามลําดับ กลุม cluster 3 มี 5

subclusters และตรวจพบยีน sec จํานวน 2 isolates ตามลําดับ ดังรูปท่ี 5  เมื่อพิจารณาท่ีคา

ความเหมือน (similarity value) มากกวารอยละ 90 จะจัดกลุม isolates ออกเปนจํานวน 27 กลุม 

ซ่ึงในแตละกลุมจะมี S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบและไมพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical

SEs กระจายอยูในกลุม ดังท่ีไดสรุปไวในตารางท่ี15 และในภาคนวก ค ในการศึกษาคร้ังน้ี

similarity value พิจารณาจากคา similarity value ของ DNA - size marker และ S. aureus

ATCC19095 ซ่ึงใชเปนตัวเทียบในการหาคา cut off ท่ีเหมาะสม ซ่ึงผลจากการศึกษา พบวา มีคา 

similarity value เทากับรอยละ 93.8 และรอยละ 91.9 ตามลําดับ ดังภาคผนวก ง และ จ

การกระจายของ classical SEs encoding genes น้ันมีกระจายอยูใน 13 patterns ดังรูป

ท่ี 6 โดยพบวา isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sec อยางเดียวกระจายอยูในกลุม pattern 9

กลุม ประกอบดวยกลุม D, J, H, J, K, L, S, T ,U ,X และ Z มาจากแหนมรหัสแทง 14, 16, 17, 18,

27, 32, 61, 69, 82, 85 และ 89 isolates ท่ีตรวจพบยีน sea รวมกับยีน sec พบกระจายอยูใน 2

กลุม patterns คือ กลุม J และ L มาจากแหนมหมูรหัสแทง 52, 53, 54, 79 และ 80 isolates ท่ีมี

การตรวจพิสูจนพบยีน sea อยางเดียวกระจายอยูในกลุม pattern 1 กลุม คือ กลุม N มาจาก

แหนมหมูรหัสแทง 85 และ isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน seb อยางเดียวกระจายอยูในกลุม 

pattern 1 กลุม คือ กลุม A มาจากแหนมหมูรหัสแทง 89 ดังสรุปไวในตารางท่ี 16
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รูปท่ี 5 สรุปผล clustering analysis ของ S. aurues isolates
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ตารางท่ี 15 สรุปผลความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus isolates ท่ีแยกไดจาก

แหนมหมู

Pattern group จํานวน isolate Classical SEs encoding

genes (no. of isolate)

geneA 20 sea (3) และ seb (1)

B 1 -

C 1 -

D 2 sec (1)

E 1 -

F 5 -

G 11 sec (2)

H 5 sec (1)

I 1 -

J 7 sec (2) และ sea รวมกับ sec

K 2 sec (2)

L 5 sec (1) และ sea รวมกับ sec

M 5 -

N 4 sea (2)

O 4 -

P 3 -

Q 2 -

R 1 -

S 1 sec (1)

T 23 sec (1)

U 18 sec (2)

V 2 -

W 19 -

X 1 sec (1)

Y 1 -

Z 2 sec (1)

α 8 -
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ตารางท่ี 16 สรุปผลการศึกษา S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู การเก็บตัวอยาง 

isolates ผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และผลการศึกษาความหลาก

ลายทางพันธุกรรม ดวยเทคนิค rep - PCR

รหัส

แหนม

หมู

S. aureus
(MPN/g)

จํานวน isolate

(รหัส)

classical SEs

encoding

gene(รหัส)

rep - PCR

pattern(รหัส)

13 350 5 (SA38/39/40/41/42) - T(SA38/39/41) และ 

W(SA40/42)

14 350 5 (SA43/44/45/46/47) sec (SA44/45/46) A (SA45/46), B(SA43) และ 

T(SA44/47)

15 140 4 (SA48/50/51/ 52) - T(SA48/50/51/52)

16 17 5 (SA90/91/92/93/94) sec (SA90) G(SA90) และ 

U(SA91/92/93/94)

17 12 5 (SA95/96/97/98/99) sec (SA97/99) A(SA98) และ 

U(SA95/96/97/99)

18 14 5

(SA100/101/102/103/104)

sec (SA101/104) A(SA102), J(SA100/101),

G(SA104) และ U(SA103)

19 12 5 (SA78/79/80/81/82) - F(SA81), G(SA80/82),

Y(SA78) และ Z(SA79)

20 130 5 (SA83/84/85/86/87) - G(SA83/84/85/87) และ 

U(SA86)

21 7.8 2 (SA88/89) - G (SA88/89)

25 220 5 (SA1/2/3/4/5) - H(SA5), M(SA4), P (SA3)และ 

T(SA1/2)

26 34 5 (SA6/7/8/9/10) - A(SA9), M(SA6/7) และ 

T(SA8/10)

27 110 5 (SA11/12/13/14/15) sec (SA14) L(SA14), M(SA11/15) และ 

T(SA12/13)

31 210 5

(SA105/106/107/108/109)

- A(SA108), F(SA107),

Q(SA105) และ U(SA106/109)

32 17 5

(SA110/111/112/113/114)

sec (SA114) R(SA112), S(SA114),

U(SA110/111) และ V(SA113)

33 3500 5

(SA115/116/117/118/119)

- A(SA116/117/119),

Q(SA118) และ V(SA115)

46 2 1 (SA120) - F(SA120)



43

ตารางท่ี 16 (ตอ) สรุปผลการศึกษา S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู การเก็บตัวอยาง 

isolates ผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และผลการศึกษาความหลาก

ลายทางพันธุกรรม ดวยเทคนิค rep - PCR

รหัส

แหนม

หมู

S. aureus
(MPN/g)

จํานวน isolate

(รหัส)

classical SEs

encoding

gene(รหัส)

rep - PCR

pattern(รหัส)

47 6.8 1 (SA121) - Z(SA121)

48 13 2 (SA122/123) - M(SA122/123)

52 4.5 2 (SA139/140) sea รวมกับ sec (SA139) L(SA139) และ T(SA140)

53 4 2 (SA141/142) sea รวมกับ sec

(SA141/42)

L(SA141/142)

54 8.3 4 (SA143/144/145/146) sea รวมกับ sec (SA143) L(SASA143) และ 

U(SA144/145/146)

55 20 5

(SA147/148/149/150/151)

- W(SA147/148/149/150/151)

56 58 5 (SA152-156) - F(SA152), T(SA155) และ 

W(SA153/154/156)

57 21 5

(SA157/158/159/160/161)

- U(SA158) และ 

W(SA157/159/160/161)

59 2 1 (SA76) - D(SA76)

61 13 4 (SA31/32/33/34) sec (SA31/32) A(SA33), K(SA31/32) และ 

W(SA34)

62 7.8 3 (SA35/36/37) - A(SA36), T(SA35) และ 

W(SA37)

65 2 1 (SA162) - I (SA162)

66 9.3 4 (SA163/164/165/166) - A(SA163/164) และ 

H(SA165/166)

69 2 1 (SA77) sec (SA77) X (SA77)

79 49 4 (SA125/126/127/128) sea รวมกับ sec

(SA127/128)

J(SA127/128) และ 

O(SA125/126)

80 23 5

(SA129/130/131/132/133)

sea รวมกับ sec

(SA129/130)

A(SA132), C(SA131),

J(SA129/130) และ O(SA133)

81 33 5

(SA134/135/136/137/138)

- A(SA137), G(SA134), J(135),

O(SA138) และ W(SA136)
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ตารางท่ี 16 (ตอ) สรุปผลการศึกษา S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู การเก็บตัวอยาง 

isolates ผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และผลการศึกษาความหลาก

ลายทางพันธุกรรม ดวยเทคนิค rep - PCR

รหัส

แหนม

หมู

S. aureus
(MPN/g)

จํานวน isolate

(รหัส)

classical SEs

encoding

gene(รหัส)

rep - PCR

pattern(รหัส)

82 7.8 3 (SA53/54/55) sec (SA54) A(SA54) และ W(SA53/55)

83 23 5 (SA56/57/58/59/60) - H(SA60) และ 

T(SA56/57/58/59)

85 92 5 (SA61/62/63/64/65) sec (SA61/65),

sea (SA63/64)

D(SA65), H(SA62),

N(SA63/64) และ T(SA61)

86 >16,000 5 (SA66/67/68/69/70) sec (SA67) Z(SA67) และ

α(SA66/68/69/70)

87 24 5 (SA71/72/73/74/75) - E(SA75) และ

α(SA71/72/73/74)

88 20 2 (SA179/180) - A(SA179/180)

89 40 2 (SA181/182) seb (SA182) A(SA181/182)

90 20 2 (SA183/184) - P(SA183/184)
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Pearson correlation [0.0%-100.0%]

GTG

1
0

0

8
0

98.3

99.3

95

91

90.1

99.8

89.1

98.1

87.4

98.5

99

97.5

94.8

85.5

81.4

95.4

89.5

80.3

94.1

86.7

76.1

83.8

67.7

99.9

97.7

94.4

76.2

61.2

GTG

SA127

SA128

SA129

SA130

SA135

SA101

SA31

SA32

SA63

SA64

SA141

SA142

SA139

SA143

SA14

SA114

SA90

SA104

SA60

SA97

SA99

SA44

SA67

SA77

SA45

SA46

SA54

SA182

SA65

sea, sec

sea, sec

sea, sec

sea, sec

sec

sec

sec

sec

sea

sea

sea, sec

sea, sec

sea, sec

sea, sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

seb

sec

รูปท่ี 6 แสดงผลการจัดกลุม isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง 

classical SEs ท่ี similarity value รอยละ 90

Classical SEs

encoding gene
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บทท่ี  5

อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ

อภิปรายผลการวิจัย

S. aureus เปนจุลินทรียกอโรคอาหารเปนพิษท่ีมีการระบาดกระจายไปท่ัวโลก โดยการกอ

โรคอาหารเปนพิษเกิดจากการบริโภค SEs ท่ีปนเปอนอยูในอาหาร โดย SEs ท่ีมีการระบาดมาก

ท่ีสุดคือ classical SEs (SEA-SEE) ปจจุบันไดมีขอมูลการศึกษาเก่ียวกับการตรวจพิสูจนยีนท่ี

ควบคุมการสราง SEs เปนจํานวนมากไมวาจะเปน classical SEs หรือ SEs ชนิดใหมๆ โดย

การศึกษาสวนใหญน้ันจะเปนในแงการระบาดและการเฝาระวัง ซ่ึงในประเทศไทยยังไมมีขอมูลการ

ตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S.

aureus โดยเฉพาะในแหนมหมูมากอน

การศึกษาคร้ังน้ีไดทําการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมูจํานวน 90 แทง 

โดยแหนมหมูน้ันไดจากการสุมตัวอยางจากแหนมหมู 27 เคร่ืองหมายการคาท่ีมีจําหนายอยูใน

ตลาดสดและหางสรรพสินคาในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล ในการศึกษาจะเร่ิมจากนํา

แหนมหมู 25 กรัมมาเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณดวยวิธี MPN จากน้ันทําการเพาะแยก S.

aureus อาหารเล้ียงเช้ือท่ีจําเพาะ BP ซ่ึงสามารถแยก S. aurues ออกจาก Staphylococcus

species ได เลือกโคโลนีท่ีสงสัยวาเปน S. aureus ทดสอบ coagulase test  ซ่ึงเปนการทดสอบท่ี

สามารถแบงแยก S. aureus ออกจาก Staphylococcus species อ่ืนๆ ได เน่ืองจาก

Staphylococcus species ไมสามารถสรางเอนไซมดังกลาวได (Ryan and Ray,2004) ทําการ

เก็บตัวอยาง S. aureus ท่ีใหผลบวกตอการทดสอบ coagulase test ใน – 80 องศาเซลเซียส จาก

การศึกษาพบวา มีความชุกของการปนเปอน S. aureus สูงถึงรอยละ 45.56 และมีปริมาณการ

ปนเปอนของ S. aureus อยูระหวาง 2 จนถึงมากกวา 16,000 MPN ตอกรัมแหนมหมู ความชุก

ของการปนเปอนดังกลาวน้ีมีความแตกตางจากความชุกของการปนเปอนของ S. aureus ในแหนม

หมู Paukatong and Kunawasen (2001) ไดรายงานไว คือ พบการปนเปอนเพียงรอยละ 15 เหตุ

ท่ีมีการรายงานผลท่ีแตกตางกันเน่ืองจากวิธีการเพาะแยกเช้ือท่ีตางกัน โดย Paukatong and

Kunawasen (2001) ใชเทคนิค Direct Plate Count ซ่ึงเปนการตรวจหาการปนเปอนเช้ือโดยตรง 

สามารถตรวจการปนเปอนเช้ือในกรณีท่ีตัวอยางมีปริมาณการปนเปอนสูงๆ ในขณะท่ีการศึกษา

คร้ังน้ีไดใชเทคนิค MPN ซ่ึงเปนการตรวจเพาะแยกเช้ือเชิงปริมาณ สามารถตรวจหาการปนเปอน

เช้ือนอยๆในตัวอยางได ทําใหโอกาสพบ S. aureus ปนเปอนแหนมหมูไดมากกวา ดังน้ันผลจาก

การศึกษาความชุกของการปนเปอนคร้ังน้ีจึงมีความชุกมากกวา เมื่อพิจารณาขอมูลปริมาณของ
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การปนเปอน S. aureus ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวามีปริมาณการปนเปอน S. aureus สูงเกิน

มาตรฐานท่ีกําหนดโดยสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (2546) ซ่ึงไดกําหนดมาตรฐาน

แหนมและเน้ือสัตวไววาจะตองไมพบ S. aureus ในแหนม 100 มิลลิกรัม เมื่อพิจารณาเทียบกับ

เกณฑมาตรฐานแหนมหมูท่ีกําหนดโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (2550) วาจะตอง

ไปพบ S. aureus ไมเกิน 100 ตอกรัม จากการศึกษา พบวา มีแหนมหมูเพียง 12 แทงท่ีมีปริมาณ

การปนเปอน S. aureus สูงเกินมาตรฐานคิดเปนรอยละ  13.33 จากขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวา

คุณภาพแหนมหมูท่ีไดสุมเลือกมาทําการศึกษาน้ันยังไมไดมาตรฐาน และทําใหผูบริโภคมีความ

เส่ียงท่ีจะบริโภคแหนมหมูท่ีมีการปนเปอน S. aureus ท่ีสูงเกินมาตรฐาน

ในการศึกษาคร้ังน้ีไดทําการใช primers หลายชนิดท่ีมีความจําเพาะในการพิสูจนยืนยัน

เช้ือ ไดแก femA, 16s RNA, nucA และ Sa442 ซ่ึงเปน primers ท่ีมีผูวิจัยหลายคณะนิยมใชกัน

ในปจจุบัน (Brakstad et al., 1992; Monday and Bohach, 1999; Ishii et al., 2006; Hwang et

al., 2007) จากการศึกษาคร้ังน้ี พบวา primer Sa442 ใหผลขางแมนยําท่ีสุดสําหรับใน PCR

condition ท่ีศึกษาคร้ังน้ี โดยยีน Sa442 เปนยีนสวนของโครโมโซมท่ีพบไดเฉพาะใน S. aureus

เทาน้ัน ไดจากการตัดแบบสุมดวยเอนไซม Sau3AI แลวพบวาท่ีขนาด 442 bp สามารถพบไดใน S.

aureus เทาน้ัน และหาลําดับเบสท่ีตําแหนงดังกลาวมา ออกแบบเปน primer (Martineau,1998)

ปจจุบันจึงไดมีนักวิจัยหลายคณะไดใช primer Sa 442 เพื่อใชในการพิสูจนชนิด S. aureus

แต Klaassen และคณะ (2003) ไดรายงานวา primer Sa442 ไมสามารถใชยืนยันชนิด S.

aureus ท่ีเปน isolate จากตัวอยางทางคลินิก S. aureus 550226 ทําใหมีโอกาสท่ี S. aureus บาง

สายพันธุอาจไมสามารถใช primer น้ีได ซ่ึงอาจจะทําใหเกิดการผิดพลาดในการพิสูจนเช้ือเมื่อใช 

ในเทคนิค PCR อยางไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ีไดทําการเพาะแยกเช้ือโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

จําเพาะตอ S. aureus รวมกับการพิสูจนคุณสมบัติทางชีวเคมีแลว ซ่ึงผลท่ีไดจากการศึกษาน้ัน

แสดงวาเปน S. aureus ท่ีแนนอน ดังน้ันในการศึกษาคร้ังน้ีจึงไดใช primer Sa 442 เพื่อการพิสูจน

เช้ือรวมกับการตรวจพิสูจนหายีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ดวยเทคนิค multiplex PCR

ผลจากการศึกษา พบวา S. aureus ท่ีเลือกทําการศึกษาท้ังหมดจํานวน 155 isolates พบวา ทุก 

isolates มีการตรวจพบยีน Sa442 และใหผลบวกตอ coagulase test เมื่อตรวจพิสูจนการพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs หรือ การตรวจพิสูจนพบยีน sea, ยีน seb, ยีน sec, ยีน sed และ

ยีน see พบวา S. aureus ท่ีศึกษาสามารถตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs

ถึง 29 isolates (รอยละ 18.71) โดยพบวา S. aureus isolate ท่ีตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการ

สราง classical SEs จะมีการยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเพียงชนิดเดียว จํานวน 21 isolates

และ 2 ยีน จํานวน 8 isolates เมื่อพิจารณาชนิดของยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษท่ีปรากฏ พบ
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ตรวจพิสูจนพบยีน sec ซ่ึงยีนท่ีควบคุมการสราง SEC มากท่ีสุด รองลงมาคือพบยีน sea และ seb

ซ่ึงเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEA และ SEB ตามลําดับ และในการศึกษาคร้ังน้ีตรวจไมพบยีน sed

และ see เลย ท้ังน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีไดทําการสกัด DNA ในสวนของโครโมโซมเทาน้ันไมได

รวมถึงพลาสมิด ดังน้ันอาจจะตองทําการศึกษาการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical

SEs ในพลาสมิดตอไป

การศึกษาคร้ังน้ีเมื่อทําการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ซ่ึงเปนการ

พิสูจนวา S. aureus น้ันมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs จริง แตยังไม

สามารถบอกยืนยันไดวาการตรวจพิสูจนพบยีนเหลาน้ันมีการแสดงออกของยีนหรือไม ดังน้ันใน

การศึกษาคร้ังน้ีจึงไดทําการศึกษาการแสดงออกของยีนเหลาน้ัน ดวยการตรวจการสราง classical

SEs ดวยเทคนิค ELISA ซ่ึงเปนการตรวจการแสดงออกของยีนในระดับการสรางโปรตีน หรือ 

translation level ซ่ึงเปนสวนท่ีทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษไดโดยตรง โดยในการศึกษาคร้ังน้ีจะทํา

การตรวจหา Classical SEs ดวย ชุดทดสอบ 2 ชุด ไดแก Transia® Plate Plus kit ELISA และ 

Transia® ID kit ELISA

การตรวจการสราง classical SEs แบบไมแยกชนิด ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

ซ่ึงเปน European reference method พบวา S. aureus ทุก isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs น้ันสามารถตรวจพบ classical SEs แสดงวามีการแสดงออกของ

ยีนในระดับ translation เมื่อพิจารณาความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง 

classical SEs กับการสราง classical SEs น้ันพบวามีความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญ (p <

0.01) อาจกลาวไดวา S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน  classical SEs ท่ีปนเปอนในแหนม

หมูมีโอกาสท่ีสราง classical SEs ได และอาจเปนอันตรายตอผูบริโภคแหนมหมูได 

การตรวจการสราง classical SEs แบบแยกชนิด SEA, SEB, SEC, SED และ SEE ดวย

Transia® ID kit ELISA พบวา S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sea เพียงอยางเดียวตรวจพบ 

SEA ไดทุก isolate และ isolate ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน seb เพียงอยางเดียวตรวจพบ SEB ทุก 

isolate เชนกัน ในขณะท่ี S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sec เพียงอยางเดียวตรวจพบ SEC

เพียง 2 isolate และ S. aureus isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sea รวมกับยีน sec ตรวจพบ

เพียง SEA เทาน้ัน การท่ีไมสามารถตรวจพบ SEC ไดในชุดตรวจชุดน้ี อาจจะเกิดจากขอจํากัดของ

ชุดตรวจน้ี กลาวคือ ชุดตรวจ Transia® ID kit ELISA จะใช antibody ตอ SEC1 และ SEC2

เทาน้ัน หรืออาจจะเกิดจากความหลากหลายชนิดของ SEC ดังน้ันในการศึกษาคร้ังน้ีไดมีการตรวจ
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การสราง SEC โดยใช S. aureus ATCC 19095 ซ่ึงเปน S. aureus มาตรฐานสามารถสราง SEC

ได เพื่อเปนตัวเปรียบเทียบขอจํากัดของชุดตรวจดังกลาว พบวาสามารถตรวจหา SEC ได แสดงวา 

ขอจํากัดนาจะเกิดจากความหลากหลายของ SEC เอง โดยในปจจุบันมีการคนพบวา SEC มี 3

subtypes คือ SEC1, SEC2 และ SEC3 ซ่ึงมี epitope ท่ีแตกตางกัน ทําใหโอกาสท่ี antibody ของ 

SEC ท่ีติดกับหลุม ELISA จะจับกับ SEC1, SEC2 และ SEC3 มีความแตกตางกันได ข้ึนกับ

ขอจํากัดและคุณสมบัติของแตละชุดตรวจหา classical SEs ดวยเหตุน้ีจึงไดทําการศึกษาตอไปวา

การตรวจพิสูจนพบยีน sec น้ันเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC1, SEC2 หรือ SEC3 ตอไป ซ่ึงผล

จากการสุมตัวอยางสงตรวจ DNA sequencing พบวา isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sec แต

ตรวจไมพบ SEC มีลําดับเบสเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC3 ในขณะท่ี isolates มียีน sec และ

ตรวจพบ SEC น้ันมีลําดับเบสท่ีเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC ในกรณี S. aureus ท่ีมีการตรวจ

พิสูจนพบยีน sea รวมกับ sec ซ่ึงตรวจพบ SEA เพียงอยางเดียว และไมพบ SEC น้ันอาจจะเกิด

จากปจจัยดังท่ีไดกลาวมาแลว หรือยีน sec อาจไมมีการแสดงออกของยีนเลยก็เปนได เน่ืองจาก

การตรวจหา SEs ดวยTransia Plate Plus kit ELISA สามารถบอกไดเพียงวา isolates ท่ีมีการ

ตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs มีการสราง classical SEs ได ดังน้ันผลใน

การตรวจพบ classical SEs ใน S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sea รวมกับ sec จึงไม

สามารถบอกวาได ยีน sea หรือยีน sec มีการแสดงออกของยีน แตเมื่อพิจารณารวมกับผลการ

ตรวจ SEs ดวย Transia® ID kit ELISA ซ่ึงพบ SEA เทาน้ัน จึงอาจมีความเปนไปไดวามีการ

แสดงออกของยีน sea เทาน้ันก็ได หรือเกิดจากขอจํากัดของชุดตรวจ หรือความหลากหลายของ 

SEC ก็ได ซ่ึงผล DNA sequencing พบวาเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC3 จากขอมูลท้ังหมดอาจ

กลาวไดวา ชุดตรวจ Transia® ID kit ELISA ไมสามารถตรวจหา SEC3 ได นอกจากน้ีน่ืองจาก

การตรวจพบ SEs ดวยชุดตรวจ SEs ท้ัง 2 ชุดน้ีเปนการตรวจ โปรตีน SEs ซ่ึงเปนการตรวจการ

แสดงออกของยีนในระดับ translation ซ่ึงยีน sec อาจมีการแสดงออกของยีนในระดับ 

transcription แตมีความเปนไปไดท่ีไมมีการแสดงออกในระดับ translation ซ่ึงตองศึกษาตอไป

จากการวิเคราะหความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical

SEs กับการสราง classical SEs น้ันพบวามีความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.01) โดย

พิจารณาผลจากชุดตรวจ Transia® Plate Plus kit ELISA เทาน้ัน ไมสามารถคํานวณผลจาก 

Transia® ID kit ELISA  ได เพราะจํานวนตัวอยางท่ีทําการทดสอบยังไมเพียงพอมาสามารถนํามา

คํานวณได
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ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู

จํานวน 155 isolates โดยการศึกษาลายพิมพ DNA ท่ีสรางดวยเทคนิค rep–PCR ซ่ึงเปนเทคนิคท่ี

สามารถจําแนกจุลินทรียในระดับสายพันธุได (Casey et al., 2006; Elli et al., 2006; Marilley et

al., 2004; Svec et al., 2005) จากการศึกษาพบวาสามารถจัดกลุม S. aureus ท่ีเพาะแยกจาก

แหนมหมูท้ังหมดได 27 กลุม ท่ีคาความเหมือน (similarity value) รอยละ 90 โดบพบ isolate ท่ีจัด

อยูในกลุม pattern T มากท่ีสุด ซ่ึงอาจจัดกลุมไดวาเปน S. aureus สายพันธุเดียวกัน อีกท้ังพบ

การกระจายตัวของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ใน 13 กลุม pattern

จากขอมูลน้ีอาจกลาวไดวา S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมูมี S. aureus จํานวน 27 สายพันธุ

ปนเปอนอยูในผลิตภัณฑแหนมหมู และในจํานวนน้ีมี 13 สายพันธุท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs

เมื่อพิจารณาในแตละกลุม pattern ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง

classical SEs พบวาในแตละกลุมแมวามีลักษณะของ pattern ท่ีเหมือนกัน ไมจําเปนตองมีการ

ตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs เสมอไป เชน กลุม pattern H มี 5 isolates ท่ี 

similarity value รอยละ 92.8 เพาะแยกจากแหนมหมู 3 แทงคนละเคร่ืองหมายการคากัน ซ่ึง

เปนไปไดวา S. aureus สายพันธุน้ีมีการปนเปอนในแหลงรวมท่ีใชในการผลิตแหนมหมูของ 3

เคร่ืองหมายการคาน้ี แตมีการพบยีนท่ีควบคุมการสราง SEC จํานวน 1 isolate เทาน้ัน ในขณะท่ี 

isolates อ่ืนๆ ตรวจไมพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs เลย ซ่ึงผลจากการศึกษาคร้ังน้ี

สอดคลองกับ Naffa และคณะ (2007) ท่ีรายงานไววาการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง

สารพิษไมมีความสัมพันธกับ genotype อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เน่ืองจาก rep – PCR เปนการ

สรางลายพิมพ DNA จาก genome ไมรวมถึง genetic mobile elements  อีกท้ังในการสกัด DNA

คร้ังน้ีเปนการสกัด genomic DNA ในสวนของโครโมโซม ไมรวมถึง พลาสมิด และจากการศึกษา

พบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ไดในบาง isolates ดังน้ันจึงมีความเปนไปไดวายีน

ดังกลาวอาจจะสามารถอยูไดท้ังในโครโมโซมและนอกโครโมโซม ซ่ึงตองทําการศึกษาตอไปวามี

การพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ใน genetic mobile elements อ่ืนๆ หรือไมของ S.

aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมูตอไป แตจากการรวบรวมขอมูลเก่ียวกับการพบยีน classical

SEs  พบวา จากการรายงานของ Loir และคณะ (2003) ท่ีไดรายงานวา SEs encoding gene มี

หลาย genetic support ซ่ึงสวนใหญเปน mobile gene elements เชน ยีน sea สามารถถายทอด

ไปยัง S. aureus ตัวอ่ืนโดย temperate phages (Coleman et al., 1989), ยีน seb พบอยูใน

โครโมโซมของ S. aureus ท่ีเปน clinical isolates (Shafer and Iandolo, 1978) แตอาจพบอยูใน

750 - kb พลาสมิด ของ S. aureus บางสายพันธุได (Shalita et al., 1977), ยีน sec พบใน
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pathogenicity island (Fitzgerald et al., 2001), ยีน sed อยูใน 27.5 kb พลาสมิด โดยพบใน

สายพันธุท่ีด้ือตอยา penicillin และ แคดเมี่ยม รวมอยูดวย (Dabrowski and Medrala, 2005)

และยีน see สามารถถายทอดไปยัง S. aureus ตัวอ่ืนไดโดย defective phage (Couch et al.,

1988) อีกท้ัง ยีน sea และ see สามารถถายทอดไดโดย lysogenic phage (Betley and

Mekalanos, 1985) นอกจากน้ี Dabrowski and Medrala (2005) ไดรายงานเพิ่มเติมวา ยีน seb

และยีน sec สามารถถายทอดโดยพลาสมิดท่ีมียีนท่ีด้ือยาตอ penicillin ดวย จากขอมูลดังกลาวน้ี

จึงมีความเปนไปไดวายีนท่ีควบคุมการสราง Classical SEs น้ี อาจอยูในโครโมโซม หรือ mobile

genetic elements ก็ได และอาจสามารถถายทอดจาก S. aureus ตัวหน่ึงไปยังอีกตัวหน่ึงได โดย

ไมสงผลตอลายพิมพ DNA เมื่อทําการตรวจดวยเทคนิค rep - PCR

เมื่อพิจารณาในความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู

ในแตละเคร่ืองหมายการคา ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs พบวา ใน

แหนมหมูแตละเคร่ืองหมายการคามีความหลากหลายทางพันธุกรรมท่ีแตกตางกัน ข้ึนกับปริมาณ

การปนเปอน แหนมหมูท่ีมีการปนเปอนนอย อาจพบความหลากหลายของสายพันธุนอย หรือมา

จากการปนเปอนนอยแหลง ในขณะท่ีแหนมหมูท่ีมีการปนเปอนมาก อาจพบความหลากหลายของ

สายพันธุมาก หรือมาจากการปนเปอนมากแหลง เชน การท่ีพบ S. aureus เพียง 1 กลุม pattern

ในแหนมหมูเคร่ืองหมายการคาเดียวกัน อาจสามารถบอกไดวาแหนมหมูแทงน้ันมีการปนเปอน

เพียง S. aureus สายพันธุเดียว หรือมีแหลงการปนเปอน S. aureus มาจากแหลงเดียวกัน การท่ี

พบ S. aureus 4 กลุม pattern ในแหนมท่ีมีเคร่ืองหมายการคาเดียวกัน อาจสามารถบอกไดวา 

แหนมแทงเคร่ืองหมายการคาน้ันๆ มีการปนเปอน S. aureus 4 สายพันธุ หรือมีแหลงการปนเปอน

S. aureus มาจากอยางนอย 4 แหลง เปนตน

ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีพบวาแหนมหมูท่ีทําการศึกษามีปริมาณการปนเปอนของ S. aureus

ท่ีเกินมาตรฐานอยู  อีกท้ัง S. aureus บาง isolates ท่ีเพาะแยกมาจากแหนมหมูน้ีมีตรวจพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs และสามารถสราง classical SEs ท่ีทนความรอนได แมวาจะมี

ปริมาณการปนเปอน S.aureus ในแหนมหมูนอยกวามาตรฐานก็ตาม อาจกลาวไดวาผูบริโภค

แหนมหมูน้ันมีโอกาสท่ีจะบริโภคแหนมหมูท่ีปนเปอน classical SEs ท่ี S. aureus เหลาน้ีสรางข้ึน

ได แมวาจะปรุงอาหารผานความรอนแลว หรือมีโอกาสท่ีจะบริโภคแหนมหมูท่ีปนเปอน S. aureus

ท่ีมีความสามารถในการสรางสารพิษได แมวาจะมีการปนเปอน S. aureus เพียงเล็กนอยก็ตาม

อาจเปนเหตุใหผูบริโภคมีโอกาสท่ีจะเกิดโรคอาหารเปนพิษได ดังน้ันมาตรฐานแหนมหมูท่ีกําหนด

อาจจะยังไมสามารถปองกันอันตรายจะอาจเกิดข้ึนจากการบริโภคแหนมหมูท่ีปนเปอน S. aureus
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ได เมื่อพิจารณาจากขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของการศึกษาคร้ังน้ี พบวา ในแหนมหมู

ท่ีมีพบการปนเปอน S. aureus น้ัน มีการปนเปอน S. aureus จากแหลงปนเปอนมากกวา 1 แหลง

สามารถจัดกลุมไดเปน 27 กลุม และมีการกระจายของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง

สารพิษใน S. aureus ในสายพันธุตางๆ จํานวน 13 กลุม ซ่ึงในสายพันธุเดียวกันอาจพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs หรือไมก็ได ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีเปนการสกัดโครโมโซมไม

รวมถึงพลาสมิด แตผลท่ีไดคือมีการพบยีนในโครโมโซมซ่ึงเช้ือท่ีอยูในกลุมเดียวกันอาจจะไมพบยีน

ก็ได จากขอมูลน้ีอาจแสดงใหเห็นวายีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs น้ีอาจอยูไดท้ังใน

โครโมโซมหรือนอกโครโมโซมก็ได รวมท้ังจากรายงานการศึกษาการพบยีนดังกลาวพบวา สามารถ

พบยีนท่ีควบคุมการสราง SEs ไดใน genetic mobile elements ได ซ่ึงจากขอมูลน้ีอาจเปนไปได

วา S. aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs น้ีอาจมีคุณสมบัติสามารถเคล่ือนยายไปสู 

S. aureus สายพันธุอ่ืนๆ ได ดังน้ันแหนมหมูท่ีมีการปนเปอน S. aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง 

classical SEs น้ันมีโอกาสถายทอดยีนไปสู S. aureus ตัวอ่ืนได ตองตองศึกษาตอไป ดวยเหตุน้ีจึง

มีความจําเปนท่ีตองศึกษาหาแหลงท่ีมาของการปนเปอนท้ังหมด โดยเฉพาะแหลงท่ีมี S. aureus ท่ี

มียีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ และควบคุมไมใหเกิดการปนเปอนในผลิตภัณฑสุดทายได
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สรุปผลการวิจัย

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการปรากฎของยีนควบคุมการสรางสารพิษและ

ความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนควบคุมการสรางสารพิษและการสรางสารพิษของ S.

aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมู อีกท้ังเพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับสาย

พันธุของ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมู โดยแหนมหมูท่ีทําการศึกษาในคร้ังน้ีมีจํานวน 90

แทง จากการศึกษาพบวา

1. ความชุกของการปนเปอน S. aureus สูงถึงรอยละ 45.56 (จํานวน 41 แทง) มีปริมาณ

การปนเปอนอยูระหวาง 2 จนถึงมากกวา 16,000 MPN ตอกรัมแหนมหมู และมี 17 แทงท่ีพบ S.

aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs (รอยละ 18.9)

2. การศึกษาการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ของ S. aureus ท่ี

เพาะแยกไดจากแหนมหมู จํานวน 155 isolates ดวยเทคนิค multiplex PCR ตรวจพบยีน 

classical SEs encoding genes จํานวน 29 isolates (รอยละ 18.71) โดยตรวจพบยีน sec มาก

ท่ีสุด (รอยละ 11.61) รองลงมาคือ ยีน sea รวมกับยีน sec (รอยละ 5.16), ยีน sea (รอยละ 1.29)

และ seb (รอยละ 0.65) ตามลําดับ และไมพบยีน sed และยีน see เลย

3. S. aureus ท้ังหมดจํานวน 29 isolates ท่ีตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs

พบวา สวนใหญจะมียีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเพียงชนิดเดียว จํานวน 21 isolates (รอยละ 

13.55) อีกท้ังยังพบ S. aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง สารพิษ 2 ยีน จํานวน 8 isolates (รอยละ 

5.16)

4. การตรวจการสราง classical SEs ของ S. aureus isolates ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง

classical SEs น้ันดวย Transia Plate Plus kit ELISA พบวา ทุก isolates น้ันมีการตรวจพบ 

classical SEs เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธทางสถิติพบวา S. aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง 

classical SEs น้ันมีความสัมพันธกับการสราง classical SEs อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <

0.01) แสดงวาทุก isolates ท่ีมีการพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเหลาน้ีมีโอกาสกอใหเกิด

อันตรายเมื่อปนเปอนในแหนมหมูได

5. เมื่อทําการตรวจการสราง SEA-SEE แบบแยกชนิด ดวย Transia ID kit ELISA พบวา

S. aureus isolates ท่ีมียีน sea และยีน seb มีการตรวจพบการสราง SEA และ SEB ทุก isolates

ในขณะท่ี isolates ท่ีมียีน sec ตรวจพบ SEC เพียง 2 isolates และ S. aureus isolates ท่ีมียีน

sea รวมกับ sec ตรวจพบ SEA เทาน้ัน ทุก isolates ซ่ึงเกิดจากขอจํากัดของชุดตรวจท่ีไมสามารถ

ตรวจ SEC3 ได 
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6. ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus isolates ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู

ดวยเทคนิค rep -PCR พบวา มีท้ังหมดจํานวน 27 patterns และมีการกระจายของยีนท่ีควบคุม

การสราง classical SEs อยูในกลุม pattern เหลาน้ี จํานวน 13 กลุม ท่ีจัดกลุมกันท่ี similarity

value รอยละ 90 ซ่ึงอาจเปนไปไดวา S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมูในการศึกษาคร้ังน้ีมี

สายพันธุท่ีแตกตางกัน 27 สายพันธุ และมี 13 สายพันธุท่ีมีตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง

สารพิษ 

7. S. aureus สายพันธุเดียวกันอาจมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ

หรือไมก็ได เน่ืองจากการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs น้ี พบเพียง S.

aureus บาง isolate ท่ีอยูในกลุม pattern เดียวกัน

จากท่ีกลาวมาท้ังหมดสรุปไดวาผูบริโภคแหนมหมูมีโอกาสบริโภคแหนมหมูท่ีมีปริมาณ S.

aureus ปนเปอนเกินมาตรฐานถึงรอยละ 45.56 และมีโอกาสท่ีบริโภคแหนมหมูท่ีมี S. aureus ท่ี

สามารถสรางสารพิษไดถึง 18.9% โดย S. aureus isolate ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมูใน

การศึกษาคร้ังน้ีมีความหลายหลายทางพันธุกรรมถึง 27 สายพันธุ และมี 13 สายพันธุท่ีมีกการ

ตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ โดย isolates เหลาน้ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sec

มากท่ีสุด รองลงมาคือ ยีน sea และยีน seb ตามลําดับ ซ่ึงการตรวจพิสูจนพบยีนเหลาน้ันมี

ความสัมพันธกับการสรางสารพิษอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p value < 0.01) นอกจากน้ียังพบวา

การตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษน้ันไมจําเพาะตอสายพันธุ ดังน้ันผูบริโภคท่ีบริโภค

แหนมหมูน้ันมีโอกาสท่ีจะไดรับ SEs ท่ีปนเปอนในแหนมหมูได เน่ืองจากมีการพบ S. aureus ท่ีมี

การตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ท่ีสามารถสราง SEs ได ซ่ึงอาจกอใหเกิด

โรคอาหารเปนพิษได
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ขอเสนอแนะ

ขอมูลท่ีไดในการศึกษาคร้ังน้ีเปนเปนเพียงขอมูลเบื้องตน ท่ีศึกษาถึงพันธุกรรมในสวนของ

ยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus isolate

ซ่ึงมีขอจํากัดและขอเสนอแนะในการทําวิจัยคร้ังตอไป

1. เน่ืองจากในการศึกษาคร้ังน้ีเปนการสุมตัวอยางโคโลนี เพียง 1-5 isolatesจากตัวอยาง

แหนมหมูแตละแทง (สูงสุด 15 isolates จาก 1 เคร่ืองหมายการคา) ดังน้ันความเปนไปไดท่ีศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรมยังไมเพียงพอ ซ่ึงอาจตองเก็บ isolates เพิ่มมากข้ึน

2. การตรวจการสรางสารพิษน้ันมีความแตกตางกันของผลการตรวจเมื่อใชชุดตรวจท่ี

แตกตางกัน ซ่ึงอาจจะเกิดจากความหลากหลายของสารพิษ หรืออาจเกิดจากขอจํากัดของชุดตรวจ

เองได จึงตองมีการพิสูจนเพิ่มเติม 

3. ความหลากหลายทางพันธุกรรม ยังไมสามารถบอกไดถึงความหลากหลายในแงความ

เปนตัวแทนของแหนมหมูในแตละเคร่ืองหมายการคาไดท้ังหมด แตสามารถบอกถึงความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus isolate ของการศึกษาคร้ังน้ี ซ่ึงขอมูลในการศึกษาคร้ังน้ี

เปนเพียงขอมูลนํารอง เพื่องานวิจัยในอนาคต

4. S. aureus isolates ในการศึกษาคร้ังน้ีศึกษาเพียงแค classical SEs encoding

genes (ยีน sea-see) เทาน้ัน ซ่ึงยังสามารถศึกษาพันธุกรรม S. aureus ในดานอ่ืนๆไดเชน ยีนด้ือ

ยา mecA, SEs encoding genes อ่ืนๆ และ Toxic shock syndrome gene เปนตน

5. ในการศึกษาคร้ังน้ีไดใช Chi-square มาวิเคราะหหาความสัมพันธทางสถิติของ

การตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs กับการสราง classical SEs ซ่ึงยังคงมี

อคติจากการวิเคราะหเน่ืองจากไมไดทําการศึกษาการสราง classical SEs ใน S. aureus ท่ีไมมี

การตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ดังน้ันจึงตองทําการศึกษาการสราง 

classical SEs ใน S. aureus ดังกลาวดวย หรืออาจตองหาวิธีการวิเคราะหหาความสัมพันธทาง

สถิติชนิดอ่ืน
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6. ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเทคนิค rep - PCR เปนการสรางลาย

พิมพ DNA สวน genomic DNA เทาน้ัน ไมไดรวมถึง plasmid ซ่ึงในการตรวจหายีนท่ีควบคุมการ

สราง classical SEs น้ัน อาจจะตองทําการสกัด plasmid รวมดวย เน่ืองจาก classical SEs

encoding genes สามารถอยูใน plasmid หรือ genetic mobile elements อ่ืนๆ ได

7. จากการศึกษาคร้ังน้ีการทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีเพาะ

แยกจากแหนมหมูน้ัน จะเปนขอมูลชวยการจัดการลดความเส่ียงของการปนเปอน S. aureus ใน

กระบวนการผลิตได โดยจะตองทําการศึกษาเพิ่มเติมในกระบวนการผลิตแหนมหมูในโรงงาน

อุตสาหกรรมเพื่อหาแหลงการปนเปอน

8. ในการศึกษาคร้ังน้ีเปนการสกัด DNA สวนท่ีเปนโครโฒโซมเทาน้ันไมรวมพลาสมิด ซ่ึง

ยีนท่ีควบคุมการสราง SEs อาจอยูในพลาสมิดก็ได  ดังน้ันจึงตองทําการสกัดพลาสมิด เพื่อศึกษา

ยีนเหลาน้ีในพลาสมิดดวย
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ภาคผนวก ก

สรุปผลขอมูลการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมู 

แทง

แหนมหมู

ท่ี Sample ID Temp. pH Aw S. aureus

(°C) (MPN/g)

1 3RT702121 4 4.67 0.97 <1.8

2 3RT702122 4 4.73 0.97 <1.8

3 3RT702123 4 4.69 0.97 <1.8

4 ARR702141 4 4.6 0.97 <1.8

5 ARR702142 4 4.57 0.97 <1.8

6 ARR702143 4 4.53 0.97 <1.8

7 CMH612181 6.6 4.55 0.96 <1.8

8 CMH612182 6.6 4.43 0.96 <1.8

9 CMH612183 6.6 4.43 0.96 <1.8

10 DJD702041 4 4.28 0.96 <1.8

11 DJD702042 4 4.21 0.96 <1.8

12 DJD702043 4 4.26 0.96 <1.8

13 DJS612181 2.8 4.96 0.95 350

14 DJS612182 2.8 5.13 0.95 350

15 DJS612183 2.8 4.97 0.95 140

16 DNP701171 25 5.99 0.97 17

17 DNP701172 25 5.83 0.97 12

18 DNP701173 25 5.98 0.97 14

19 INT701171 25 4.84 0.97 12

20 INT701172 25 4.81 0.97 130

21 INT701173 25 4.82 0.97 7.8

22 JRS702041 4 4.38 0.97 <1.8

23 JRS702042 4 4.36 0.98 <1.8

24 JRS702043 4 4.36 0.97 <1.8

25 K26611201 4 5.05 0.96 220

26 K26611202 4 4.96 0.95 34

27 K26611203 4 4.98 0.95 110
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ภาคผนวก ก (ตอ)

สรุปผลขอมูลการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมู 

แทง

แหนม
หมูท่ี Sample ID Temp. pH Aw S. aureus

(°C) (MPN/g)

29 MKK701172 25 4.85 0.96 <1.8

30 MKK701173 25 4.36 0.96 <1.8

31 MSV701171 25 4.85 0.97 210

32 MSV701172 25 4.91 0.97 17

33 MSV701173 25 4.74 0.97 3500

34 NBP702041 4 4.47 0.97 <1.8

35 NBP702042 4 4.46 0.97 <1.8

36 NBP702043 4 4.46 0.97 <1.8

37 NLP702121 4 4.41 0.97 <1.8

38 NLP702122 4 4.48 0.98 <1.8

39 NLP702123 4 4.41 0.97 <1.8

40 NMD701081 4 4.63 0.96 <1.8

41 NMD701082 4 4.54 0.96 <1.8

42 NMD701083 4 4.46 0.96 <1.8

43 NTC702041 4 4.46 0.97 <1.8

44 NTC702042 4 4.48 0.97 <1.8

45 NTC702043 4 4.45 0.97 <1.8

46 NTY701171 25 4.81 0.97 2

47 NTY701172 25 4.79 0.97 6.8

48 NTY701173 25 4.85 0.97 13

49 NVN702211 4 4.43 0.97 <1.8

50 NVN702212 4 4.45 0.97 <1.8

51 NVN702213 4 4.4 0.97 <1.8

52 ORS702121 4 5.05 0.97 4.5

53 ORS702122 4 4.9 0.97 4

54 ORS702123 4 4.75 0.97 8.3
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ภาคผนวก ก (ตอ)

สรุปผลขอมูลการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมู 

แทง

แหนม

หมูท่ี Sample ID Temp. pH Aw S. aureus

(°C) (MPN/g)

55 PVP702121 4 5.05 0.98 200

56 PVP702122 4 5.18 0.98 580

57 PVP702123 4 5.03 0.98 210

58 PYB701081 4 4.65 0.96 <1.8

59 PYB701082 4 4.58 0.96 2

60 PYB701083 4 4.6 0.96 <1.8

61 SKK612181 2 4.7 0.96 13

62 SKK612182 2 4.71 0.96 7.8

63 SKK612183 2 4.66 0.96 <1.8

64 SNS702211 4 4.57 0.98 <1.8

65 SNS702212 4 4.59 0.98 2

66 SNS702213 4 4.6 0.98 9.3

67

SPG701081 4 4.46 0.97 <1.8

68

SPG701082 4 4.48 0.96 <1.8

69

SPG701083 4 4.57 0.96 2

70 STL701081 4 4.62 0.95 <1.8

71 STL701082 4 4.68 0.95 <1.8

72 STL701083 4 4.62 0.95 <1.8

73 TOP702141 4 4.47 0.97 <1.8

74 TOP702142 4 4.47 0.97 <1.8

75 TOP702143 4 4.42 0.97 <1.8

76 VNB701081 4 4.46 0.96 <1.8

77 VNB701082 4 4.58 0.96 <1.8

78 VNB701083 4 4.49 0.96 <1.8



69

ภาคผนวก ก (ตอ)

สรุปผลขอมูลการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมู 

แทง

แหนม
หมูท่ี Sample ID Temp. pH Aw S. aureus

(°C) (MPN/g)

79 VSN702041 30 4.89 0.97 49

80 VSN702042 30 4.98 0.97 23

81 VSN702043 30 4.91 0.97 33

82 NDJ107011 4 4.62 0.96 7.8

83 NDJ107012 4 4.68 0.96 23

84 NDJ107013 4 4.62 0.95 <1.8

85 DM2607011 4 5.12 0.96 92

86 DM2607012 4 5.06 0.97 >16,000

87 DM2607013 4 4.88 0.95 24

88 GSN 1 4 4.75 0.97 20

89 GSN 2 4 4.66 0.98 40

90 GSN 3 4 4.7 0.98 20
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ
สารละลาย Peptone 0.1%

ผสมอัตราสวน peptone 1 กรัมในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร อบฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที

Brain Heart Infusion (BHI)

ประกอบดวย Brain extract 12.5 กรัม

Heart extract 5.0 กรัม

Proteose peptone 10.0 กรัม

Dextose 2.0 กรัม

Sodium chloride 5.0 กรัม

Disodium phosphate 2.5 กรัม

Thiamine hydrochloride 0.1 มิลลิกรัม

ผสมสารท้ังหมดเขาดวยกัน แลวนําสวนผสม Brain Heart Infusion (BHI) 37 กรัม ตอนํ้า

กล่ัน 1 ลิตร  อบฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด ตอตารางน้ิว เปนเวลา

15 นาที

Trypticase Soy Broth (TSB) with NaCl 10%, pyruvate 1%

ช่ัง TSB 30 กรัม NaCl 100 กรัม และ pyruvate 10 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 1 ลิตร อบฆาเช้ือท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที

อาหาร Baird Parker Agar (BP)

ประกอบดวย Tryptone 10.0 กรัม

Meat Extract 5.0 กรัม

Yeast Extract 1.0 กรัม

Lithium Chloride 5.0 กรัม

Agar 20 กรัม

ช่ังสาร Baird Parker 58 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 950 มิลลิลิตร อบฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที ท้ิงใหเย็นลง 50 องศาเซลเซียส เติม

สารละลาย egg yolk tellurite emulsion 50 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดวย

Glycine 20% 6.3 มิลลิลิตร

Potassium tellurite 1% 1.0 มิลลิลิตร
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ภาคผนวก ข (ตอ)

Sodium pyruvate 20% 5.0 มิลลิลิตร

Egg Yolk emulsion 5.0 มิลลิลิตร

การสกัด DNA ดวย Wizard® Genomic DNA Purification Kit (ดัดแปลงจาก วิธีPromega)

นําสารละลายอาหารเล้ียงเช้ือท่ีบมเช้ือไวแลว ใสในหลอด microcentrifuge

ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 2 นาที เพื่อตกตะกอนเซลลและเทสารละลาย

ท้ิง

เติม EDTA เขมขน 50 mM จํานวน 480 µl

เติม lysosyme เขมขน 10 mg/ml จํานวน 60 µl, mutanolysin เขมขน 5,000-10,000

units/ml จํานวน 20 µl ปเปตข้ึนลงอยางชาๆ

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อยางนอย 2 ช่ัวโมง

ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 2 นาที เพื่อตกตะกอนเซลลและเทสารละลาย

ท้ิง

เติม Nuclei lysis Solution จํานวน 600 µl ปเปตข้ึนลงอยางชาๆ

บมท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส อยางนอย 10 นาที เพื่อยอยเซลล

เติม RNAse เขมขน 4 mg/ml จํานวน 10 µl แลวผสมโดยคลํ่าหลอด อยางนอย 25 คร้ัง 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง แลวต้ังท้ิงท่ีอุณหภูมิหอง

เติม Protein Precipitation Solution จํานวน 200 µl แลว vortex ท่ีความเร็วสูงเปนเวลา

อยางนอย 20 วินาที

วางหลอดบนนํ้าแข็ง อยางนอย 5 นาที ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 5 นาที

เทสารละลายท่ีมี DNA ลงในหลอด microcentrifuge ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g

เปนเวลา 5 นาที

เทสารละลายท่ีมี DNA ลงในหลอด microcentrifuge เติม isopropanol จํานวน 600 µl

แลวควํ่า – หงายหลอด จะเห็นเสน DNA สีขาว

ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 2 นาที เทสาระลายออก เติม 70% alcohol

จํานวน 600 µl แลวควํ่า – หงายหลอด หลายคร้ัง เพื่อให DNA สะอาด

ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 2 นาที เทสาระลายออก 

Air – dry เปนเวลา 20 นาที เติม DNA rehydration Solution จํานวน 100 µl แลวบมท่ี

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง

เก็บสารละลาย DNA ท่ี – 20 องศาเซลเซียส
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แสดงผล clustering analysis ของ S. aureus ท่ีแยกไดจากแหนมหมู ดวยโปรแกรม Gel
Compare® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA)
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แสดงผล clustering analysis ของ S. aureus ท่ีแยกไดจากแหนมหมู ดวยโปรแกรม Gel
Compare® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA)
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ภาคผนวก ค (ตอ)

แสดงผล clustering analysis ของ S. aureus ท่ีแยกไดจากแหนมหมู ดวยโปรแกรม Gel
Compare® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA)
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ภาคผนวก ง

แสดงผลการ clustering analysis ของ marker ท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ดวยโปรแกรม Gel Compare® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA)
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ภาคผนวก จ

แสดงผลการ clustering analysis ของ SA175 ซึ่งใชเปน reference control ของการทดลอง
และการวิเคราะห

Pearson correlation [0.0%-100.0%]
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นาย พงศธร พุมแตงออน เกิดเมื่อวันท่ี 7 ธันวาคม พ.ศ. 2524 สําเร็จการศึกษาสัตว

แพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป พ.ศ. 2547 และ

เขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชา สัตวแพทย

สาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
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