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บทคัดย่อภาษ าไทย  

กฤตาภรณ์ ถนัดสร้าง : การพัฒนาเทคนิคระดับโมเลกุลเพื่อการจ าแนกสายพันธุ์ Listeria innocua  โดย High 
Resolution Melting Analysis. (DEVELOPMENT OF MOLECULAR TECHNIQUE FOR Listeria innocua 
STRAINS DIFFERENTIATION BY HIGH RESOLUTION MELTING ANALYSIS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. 
ดร.สุวิมล กีรติพิบูล , 79 หน้า. 

             Listeria innocua เป็น Listeria สปีชีส์ที่พบว่ามีการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ปรุงสุกและอาหาร
พร้อมบริโภคค่อนข้างมากจึงเป็นปัญหาในการส่งออกผลิตภัณฑ์ดังกล่าว  แม้ว่าประเทศผู้น าเข้า เช่น สหรัฐอเมริกาและประเทศ
ญี่ปุ่นจะก าหนดเกณฑ์มาตรฐานทางจุลินทรีย์เฉพาะ L. monocytogenes แต่เนื่องจากผู้น าเข้าในสหภาพยุโรปได้ก าหนดไม่ให้พบ 
Listeria ทุกสปีชีส์ซ่ึงรวมถึง L. innocua ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นต้องควบคุมไม่ให้มีการปนเปื้อน Listeria spp. ในผลิตภัณฑ์ มี
งานวิจัยหลายฉบับรายงานว่า L. innocua มักจะปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิต ดังนั้นการศึกษา
เส้นทางการปนเปื้อนของ L. innocua จากสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตสู่ผลิตภัณฑ์จึงเป็นสิ่งที่จ าเป็นในการควบคุมและ
ป้องกันการปนเปื้อนของ L. innocua เข้าสู่ผลิตภัณฑ์อาหาร ปัจจุบันมีงานวิจัยที่ใช้เทคนิคระดับโมเลกุลหลายวิธีในการตรวจ
ติดตามแหล่งการปนเปื้อนของแบคทีเรียในอาหาร  การวิเคราะห์ความแตกต่างที่บริเวณต าแหน่ง Tandem Repeat (TR) ภายใน
จีโนมของแบคทีเรียเป็นเทคนิคระดับโมเลกุลที่ใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียหลายชนิดและพบว่ามีความสามารถในการ
จ าแนกสายพันธุ์สูงกว่าเทคนิคอื่นๆ แต่จ าเป็นต้องใช้ Capillary Electrophoresis (CE) ซ่ึงมีค่าใช้จ่ายสูงในการวิเคราะห์ขนาดของ
ชิ้นดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาเทคนิค High Resolution Melting Analysis (HRM) เพื่อวิเคราะห์ความ
แตกต่างที่บริเวณต าแหน่ง TR ของ L. innocua เพื่อใช้ในการการจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua จ านวน 93 ไอโซเลทที่แยกได้จาก
ผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อมภายในโรงงานผลิตไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็งในโรงงานแห่งหนึ่ง ในขั้นแรกได้ใช้โปรแกรม Unipro UGENE 
ในการค้นหาต าแหน่ง TR ภายในจีโนมของ L. innocua และได้คัดเลือก TR 13 ต าแหน่งที่มีนิวคลีโอไทด์ซ้ ากันเป็นชุดอย่างน้อย 
5 นิวคลีโอไทด์เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ความแตกต่างด้วย CE และเทคนิค HRM  จากนั้นออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอบริเวณต าแหน่ง TR ด้วยโปรแกรม Primer3 การพัฒนาเทคนิค HRM เร่ิมจากการทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR 
โดยได้เลือก L. innocua 11 ไอโซเลทจากแหล่งต่างๆกันภายในโรงงานผลิตไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็ง มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่
ต าแหน่ง TR ทั้ง 13 ต าแหน่งด้วยไพรเมอร์ 13 คู่โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาและ
วิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอโดย CE ส าหรับต าแหน่ง TR ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ จะน ามาวิเคราะห์ความเป็นไปได้ใน
การจ าแนกความแตกต่างบริเวณต าแหน่ง TR ด้วยเทคนิค HRM พบว่า ไพรเมอร์ 8 คู่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของทั้ง 11ไอโซ
เลทได้ที่ต าแหน่ง TR1, TR2, TR3, TR5, TR6, TR10, TR12 และ TR13 ซ่ึงผลการวิเคราะห์ขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วย CE สอดคล้อง
กับผลการวิเคราะห์ด้วย HRM ในทุกต าแหน่ง ยกเว้นต าแหน่ง TR5 และ TR13 ที่มีการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์บริเวณ TR 
ในบางไอโซเลท ซ่ึง CE ไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันได้ ในขณะที่เทคนิค HRM นั้นสามารถ
จ าแนกได้โดยให้รูปแบบของ melting profile ที่แตกต่างกัน  ในขั้นต่อมา จ าแนกความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นเอของ L. 
innocua ทั้ง 93 ไอโซเลทที่ต าแหน่ง TR ทั้ง 8 ต าแหน่งด้วย CE แล้ววิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค HRM พบว่า 
ที่ต าแหน่ง TR1, TR3, TR6 และ TR13 มีความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นเอและมีรูปแบบ melting profile จากการวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค HRM เป็น 2, 6, 4, และ 6 รูปแบบที่ต าแหน่ง TR1, TR3, TR6 และ TR13 ตามล าดับ ในขณะที่ต าแหน่ง TR2, TR5, 
TR10 และ TR12 ไม่มีความแตกต่างของ TR ใน 93 ไอโซเลทที่ใช้ทดสอบ ซ่ึงเทคนิค HRM สามารถจ าแนกไอโซเลทที่มีขนาดชิ้นดี
เอ็นเอแตกต่างกันออกจากกันและจัดกลุ่มไอโซเลทที่มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเท่ากันไว้ด้วยกันได้อย่างถูกต้องในทุกต าแหน่ง  โดยมี
ข้อยกเว้นในไอโซเลทที่เกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ในต าแหน่ง TR5 และ TR13 การประเมินความแม่นย าของเทคนิคโดย
การทดสอบความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ า พบว่า เทคนิค HRM มีความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ าภายในครั้งเดียวกันและวันที่
ต่างกันในทุกต าแหน่ง การจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua โดยการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณต าแหน่ง TR ด้วย CE และเทคนิค 
HRM สามารถจ าแนก L. innocua 93 ไอโซเลทได้เป็น 10 จีโนไทป์และมีค่า Discriminatory index เป็น 0.45 โดยสามารถ
เชื่อมโยงสายพันธุ์ที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อมภายในบริเวณผลิตได้   สรุปได้ว่าเทคนิค HRM เป็นเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพในการจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua โดยการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR และสามารถใช้ทดแทนการวิเคราะห์
ด้วย CE โดยให้ผลการวิเคราะห์ที่สอดคล้องกับ CE จึงเป็นเทคนิคที่สามารถน าไปใช้ติดตามสายพันธุ์ของ L. innocua ที่ปนเปื้อน
ในอุตสาหกรรมอาหารได้    
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KRITTAPORN THANATSANG: DEVELOPMENT OF MOLECULAR TECHNIQUE FOR Listeria innocua 
STRAINS DIFFERENTIATION BY HIGH RESOLUTION MELTING ANALYSIS. ADVISOR: ASSOC. PROF. 
SUWIMON KEERATIPIBUL, Ph.D., 79 pp. 

Listeria innocua is the most common specie found in ready-to-eat meat products which lead to 
rejection of food products. Especially, the foods imported to European countries require “Zero-Tolerance” 
for all species of Listeria, which is including L. innocua. Many researches worldwide have reported that L. 
innocua is the most frequently found species in food products and plant environments. Therefore, 
understanding the routes of contamination of L. innocua is necessary for controlling and preventing L. 
innocua contamination into food products. Currently, molecular subtyping techniques are frequently used for 
tracking sources of microbial contamination in food products. Variance detection of Tandem Repeat (TR) loci 
was a technique previously used for subtyping many microorganisms and showed higher discriminatory power 
than other techniques. However, this technique still needs Capillary Electrophoresis (CE) for detecting 
difference of amplicon size, which is relatively expensive. Therefore, in this study, High Resolution Melting 
Analysis (HRM) was developed for variant detection of Tandem Repeat loci for strain differentiation of L. 
innocua. Ninety-three isolates of L. innocua obtained from a cooked frozen chicken plant were used for 
experiment. Unipro UGENE program was used to locate TR loci within L. innocua genome and 13 TR loci 
(designated TR1-TR13) which had at least 5 nucleotides repeated were chosen. Primers for amplification of 
these TR loci were designed by Primer3. For primer validation, 11 isolates were selected from different 
locations in the processing plant and used to amplify TR region with 13 primers by Polymerase Chain 
Reaction (PCR). Amplified products were separated and sized by Capillary Electrophoresis (CE). Feasibility of 
HRM technique to differentiate variances of TR was also demonstrated on the 11 isolates at the TR loci which 
were successfully amplified. The results showed that 8 primer sets were successfully amplified the 11 isolates 
at TR1, TR2, TR3, TR5, TR6, TR10, TR12 and TR13. The results of size analysis by CE were consistent with HRM 
melting profile at every locus, except TR5 and TR13 where the point mutation occurred within amplicon 
which could not be detected by CE but HRM could discriminate the amplified products of the same size with 
differing in nucleotide composition. Then, these 8 loci were used for size analysis of 93 isolates of L. innocua 
by CE followed by HRM analysis. Four TR loci (TR1, TR3, TR6 and TR13) were found discriminatory in size 
analysis. HRM analysis revealed 2, 6, 4 and 6 different types at TR1, TR3, TR6 and TR13, respectively, while no 
variation were detected at TR2, TR5, TR10 and TR12. The isolates with different sizes could be discriminate 
from each other by HRM and the isolates which had the same amplicon size were grouped together. 
Repeatability and reproducibility of HRM technique were also evaluated and the results showed that HRM 
technique was repeatable and reproducible. Subtyping of L. innocua by variance detection of TR loci using CE 
and HRM could discriminate 93 isolates into 10 genotypes with discriminatory index of 0.45. This technique 
could also infer relationship between strains contaminated in products and plant environments. In 
conclusion, detection of TR loci by HRM technique is a highly potential technique for subtyping of L. innocua 
which can be used to replace CE and can be applied for tracking sources of L. innocua contamination in food 
processing plants. 
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ค าปรึกษาในการท าวิจัยนี้ 

ขอขอบคุณเพ่ือนๆภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร ที่เป็นก าลังใจ และให้ความช่วยเหลือใน
ทุกๆเรื่องตลอดระยะเวลาการท าวิจัย 

ขอขอบคุณกองทุนรัชดาภิเษกสมโภช จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (RES 560530011 FW) ที่
ได้ให้การสนับสนุนงบประมาณในการท าวิจัย 

สุดท้ายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดาและครอบครัว ผู้ซึ่งส่งเสริม สนับสนุนในทุกๆ
ด้านและให้ก าลังใจอันมีค่าตลอดมา จนวิทยานิพนธ์นี้ส าเร็จลุล่วงด้วยดี 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

การปนเปื้อนของ Listeria spp. โดยเฉพาะ L. monocytogenes เป็นปัญหาส าหรับ
อุตสาหกรรมอาหารประเภทอาหารพร้อมบริโภค เนื่องจาก L. monocytogenes เป็นแบคทีเรียที่
ก่อให้เกิดโรค listeriosis ซึ่งมีอัตราการเสียชีวิตของผู้ป่วยสูงถึงประมาณร้อยละ 30 (Lukinmaa, 
Nakari, Eklund, & Siitonen, 2004; Vázquez-Boland et al., 2001) ดังนั้นทั้งผู้ผลิตและผู้น าเข้า
จึงได้ให้ความส าคัญกับการปนเปื้อนของ L. monocytogenes ในผลิตภัณฑ์อาหารเป็นอย่างมาก  
Codex Committee on Food Hygiene จึงได้ก าหนดเกณฑ์มาตรฐานด้านจุลินทรีย์ส าหรับ  
L. monocytogenes โดยอาหารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของ Listeria  ซึ่ง Listeria สามารถ
เจริญเติบโตได้มากกว่า 0.5 log CFU/g นั้นต้องไม่พบ L. monocytogenes ในอาหาร 25 กรัม 
ส าหรับอาหารที่ไม่ได้ส่งเสริมการเจริญเติบโตของ Listeria (น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.5 log CFU/g) 
เช่น อาหารแช่เยือกแข็งหรืออาหารที่มี pH ต่ ากว่า 4.4 และ aw < 0.92  ให้พบ  
L. monocytogenes ได้ไม่เกิน 100 CFU ต่อ 25 กรัม (Codex Alimentarius, 2007; Nørrung, 
2000) ส าหรับมาตรฐานด้านจุลินทรีย์ของประเทศไทย กรมปศุสัตว์ได้ก าหนดว่าต้องไม่พบ  
L. monocytogenes ในอาหาร 25 กรัม (กรมปศุสัตว์, 2551) แต่ผู้น าเข้าจากประเทศในสหภาพ
ยุโรปได้ให้ความส าคัญกับ Listeria ทุกสปีชีส์ โดยระบุไม่ให้พบ Listeria spp. ในผลิตภัณฑ์เนื่องจาก
การตรวจพบเชื้อ Listeria สปีชีส์อ่ืนๆเป็นการสะท้อนถึงระบบการจัดการด้านสุขอนามัยในการผลิต 
(Pesavento, Ducci, Nier, Comodo, & Lonostro, 2010) ดังนั้นจึงควรให้ความส าคัญกับปัญหา
การปนเปื้อนของ Listeria spp. มากขึ้น และศึกษาถึงแนวทางที่จะควบคุมไม่ให้เกิดการปนเปื้อนใน
อุตสาหกรรมอาหาร 

 Listeria เป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิต่ า ในสภาวะที่มีอากาศหรือไม่มี
อากาศก็ได้ และยังสามารถสร้างฟิล์มชีวภาพในเครื่องจักรหรืออุปกรณ์ท่ีมีความเปียกชื้นซึ่งยากแก่การ
ท าความสะอาดและฆ่าเชื้อ จึงท าให้เกิดการปนเปื้อนข้ามสู่ผลิตภัณฑ์หลังกระบวนการให้ความร้อนใน
ขั้นตอนแช่เย็นและแช่เยือกแข็ง (Alessandria, Rantsiou, Dolci, & Cocolin, 2010; Blackman & 
Frank, 1996) ที่ผ่านมาได้มีการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของ Listeria spp. ภายในโรงงาน
อุตสาหกรรมอาหารและพบการปนเปื้อนของ Listeria หลายสปีชีส์ในผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อมใน
บริเวณผลิต  Pritchard, Flanders, and Donnelly (1995) ได้ศึกษาการปนเปื้อนของ Listeria 
spp. ในอุปกรณ์การผลิตและสิ่งแวดล้อมบริเวณโรงงานแปรรูปนมในประเทศสหรัฐอเมริกา พบ
ปริมาณการปนเปื้อนของ L. innocua ร้อยละ 60 L. monocytogenes ร้อยละ 35 และ  
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L. seeligeri ร้อยละ 5 Cagri-Mehmetoglu et al. (2011) ได้ตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของ 
Listeria spp. ในวัตถุดิบ ผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อมของโรงงานผลิตชีส 2 แห่งในประเทศตุรกี พบ
การปนเปื้อนของ L. innocua มากที่สุดทั้ง 2 โรงงาน (ร้อยละ 53.8 และ 57.1) รองลงมาคือ  
L. monocytogenes (ร้อยละ 23.1 และ 28.6)  และ L. grayi (ร้อยละ 23.1 และ 14.3) 
Keeratipibul and Techaruwichit (2012) ได้ตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของ Listeria spp. ใน
โรงงานไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็งในประเทศไทย พบการปนเปื้อนของ Listeria 4 สปีชีส์ คือ  
L. innocua, L. welshimeri, L. seeligery และ L. monocytogenes คิดเป็นปริมาณการพบร้อย
ละ 82.3, 11.2, 5.5 และ 1 ตามล าดับ นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยอีกหลายฉบับที่พบว่าการปนเปื้อนของ 
Listeria spp. ส่วนใหญ่ในผลิตภัณฑ์เป็นการปนเปื้อนของ L. innocua (Bouayad & Hamdi, 
2012; Choi, Cho, Park, Chung, & Oh, 2001; Moharem, Charith, & Janardhana, 2007) 
ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องศึกษาเส้นทางการปนเปื้อน รวมถึงมีการติดตามการปนเปื้อนของ  
L. innocua  เพ่ือเป็นแนวทางในการจัดการการปนเปื้อนจากสิ่งแวดล้อมสู่ผลิตภัณฑ์ 

การตรวจวิเคราะห์ Listeria spp. ในโรงงานอุตสาหกรรมใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์แบบดั้งเดิม 
ซึ่งใช้วิธีทางชีวเคมีในการจ าแนกชนิดของ Listeria โดยดูจากลักษณะปรากฏ วิธีนี้มีข้อจ ากัดคือ
สามารถวิเคราะห์ได้ในระดับสปีชีส์เท่านั้น ซึ่งไม่ละเอียดเพียงพอต่อการเชื่อมโยงการแพร่กระจายของ 
Listeria ในโรงงาน เนื่องจาก Listeria ภายในโรงงานอุตสาหกรรมมีการปรับตัวให้ทนต่อสภาวะ
แวดล้อม จึงท าให้ Listeria แต่ละสปีชีส์นั้นมีหลากหลายสายพันธุ์ อาจมีเพียงบางสายพันธุ์ใน
สิ่งแวดล้อมเท่านั้นที่ปนเปื้อนเข้าสู่ผลิตภัณฑ์ การตรวจวิเคราะห์ Listeria ด้วยวิธีดั้งเดิมนี้จึงไม่
สามารถใช้ในการระบุแหล่งปนเปื้อนท่ีแท้จริงได้ ท าให้กระบวนการค้นหาแหล่งก าเนิด หรือต้นต่อการ
แพร่ระบาดในโรงงานนั้นท าได้ยาก  

  เทคนิคทางอณูชีววิทยาจึงได้ถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือการจ าแนกความแตกต่างของแบคทีเรียใน
ระดับสายพันธุ์ ซึ่งจ าแนกความแตกต่างของแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์จากความแตกต่างภายในดีเอ็นเอ 
(Deoxyribonucleic acid-DNA) หรืออาร์เอ็นเอ (Ribonucleic acid-RNA) เทคนิคเหล่านี้เป็น
เครื่องมือที่มีความส าคัญต่อการศึกษาทางด้านระบาดวิทยาของแบคทีเรีย โดยเฉพาะการน ามาใช้
ตรวจสอบและหาแหล่งที่มาของการระบาดหรือปนเปื้อนของแบคทีเรีย ซึ่งจะช่วยให้กระบวนการ
ค้นหาต้นตอของการปนเปื้อนเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ (Norton et al., 2001) เทคนิคทาง 
อณูชีววิทยาที่ในการจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียมีหลายเทคนิค เช่น Pulsed Field Gel 
Electrophoresis (PFGE) เป็นเทคนิคที่ถูกจัดเป็น “gold standard” ในการจ าแนกสายพันธุ์ 
Listeria และนิยมใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียก่อโรคอ่ืนๆ เทคนิคนี้มีความสามารถในการ
จ าแนกสายพันธุ์สูง แต่มีข้อจ ากัดคือใช้แรงงานมาก และใช้เวลาในการวิเคราะห์นานหลายวัน รวมทั้ง
ต้องใช้เครื่องมือที่จ าเพาะในการตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอ (Jiang et al., 2008; Murphy et al., 2007) 
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Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) เป็นเทคนิคทีม่ีความสามารถในการจ าแนก
สายพันธุ์สูง แต่มีขั้นตอนในการวิเคราะห์ค่อนข้างซับซ้อน (Graves, Swaminathan, & Hunter, 
2007; Lomonaco, Nucera, Parisi, Normanno, & Bottero, 2011) Random Amplification of 
Polymorphic DNA (RAPD) เป็นเทคนิคที่มีวิธีการวิเคราะห์ไม่ซับซ้อน แต่มีปัญหาเรื่องการท าซ้ า
ระหว่างห้องปฏิบัติการ (Gravesen et al., 2000) ต่อมาจึงมีการพัฒนาเทคนิคในการวิเคราะห์ความ
แปรผันของจ านวน Tandem Repeat (TR) ที่ซ้ าๆกันบนต าแหน่งจ าเพาะในดีเอ็นเอ โดยการเพ่ิม
ปริมาณต าแหน่ง TR ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส แล้วตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ด้วย 
Capillary Electrophoresis (CE) เทคนิคนี้ถูกน าไปใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียหลายชนิด 
เช่น Escherichia coli (Lindstedt, Vardund, & Kapperud, 2004a), Salmonella 
Typhimurium (Lindstedt, Vardund, Aas, & Kapperud, 2004b) และ Listeria 
monocytogenes (Lindstedt et al., 2008) พบว่ามีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ที่สูงกว่า
เทคนิคอ่ืนๆ มีขั้นตอนไม่ซับซ้อน และมีความสามารถในการท าซ้ า อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้มีข้อจ ากัด
คือต้องใช้ Capillary Electrophoresis ในการวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอซึ่งมีค่าใช้จ่ายต่อ
ตัวอย่างค่อนข้างสูง จึงอาจไม่เหมาะส าหรับวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวนมาก 

 High Resolution Melting Analysis (HRM) เป็นเทคนิคที่ถูกใช้ในการวิเคราะห์ความแปร
ผันของล าดับนิวคลีโอไทด์โดยการตรวจวัดอุณหภูมิหลอมเหลวของดีเ อ็นเอ (DNA Melting 
Temperature-Tm) ซึ่งขึ้นกับความยาวของชิ้นดีเอ็นเอ ปริมาณ G/C และล าดับนิวคลีโอไทด์ภายใน
ชิ้นดีเอ็นเอ ที่ผ่านมาได้มีการใช้เทคนิค HRM ในการวิเคราะห์ความแปรผันของ TR ในแบคทีเรียหลาย
ชนิด เช่น Bacillus anthracis (Fortini et al., 2007), Yersinia pestis (Ciammaruconi et al., 
2009), Mycobacteriam tuberculocis (Pang et al., 2011) และ Bacillus licheniformis 
(Dhakal et al., 2013) โดยจ าแนกความแตกต่างของชิ้นดีเอ็นเอท่ีมีจ านวน TR ต่างๆกันโดยพิจารณา
จาก melting profile ที่จ าเพาะต่อขนาดของชิ้นดีเอ็นเอนั้นๆ พบว่าเป็นเทคนิคที่มีราคาไม่แพงและ
ใช้เวลาในการวิเคราะห์รวดเร็ว  

 การตรวจติดตามสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่ปนเปื้อนภายในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารนั้น 
จะต้องวิเคราะห์แบคทีเรียที่แยกได้จากพ้ืนผิวสิ่งแวดล้อม อุปกรณ์การผลิต รวมถึงตัวอย่างจาก
ผลิตภัณฑ์ในขั้นตอนต่างๆเป็นจ านวนมาก ดังนั้นเทคนิคที่ใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์จึงต้องมีราคาถูก
และใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์รวดเร็ว  งานวิจัยนี้จึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาเทคนิคระดับโมเลกุลเพ่ือ
ตรวจสอบและจ าแนกความแตกต่างบริเวณต าแหน่ง TR โดยเทคนิค HRM เพ่ือทดแทนการใช้ CE ใน
การจ าแนกสายพันธุ์ของ L. innocua หากประสบผลส าเร็จจะท าให้สามารถจ าแนก L. innocua ได้
ในระดับสายพันธุ์และสามารถหาความสัมพันธ์ของการแพร่กระจายของ L. innocua ในผลิตภัณฑ์
ระหว่างกระบวนการผลิต สิ่งแวดล้อม และผลิตภัณฑ์สุดท้ายได้ ท าให้การตรวจติดตามการ
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แพร่กระจายของ L. innocua มีประสิทธิภาพ รวมทั้งช่วยให้มาตรการควบคุมและจัดการการ
ปนเปื้อนภายในโรงงานมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น  



 5 

บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

 Listeria spp. เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่พบได้ทั่วไปตามสิ่งแวดล้อมและอาหารโดยมักปนเปื้อนใน
อาหารพร้อมบริโภค ซึ่งผู้ผลิตและผู้น าเข้าต่างให้ความส าคัญกับการปนเปื้อนของ Listeria โดยเฉพาะ 
L. monocytogenes ซึ่งก่อให้เกิดโรค listeriosis อย่างไรก็ตามพบว่าการปนเปื้อนของ Listeria 
ส่วนใหญ่ภายในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารเป็นการปนเปื้อนของ L. innocua ซึ่งการพบ Listeria 
สปีชีส์อ่ืนๆในบริเวณผลิตเป็นการบ่งชี้ถึงความเสี่ยงในการตรวจพบ L. monocytogenes ดังนั้นการ
ติดตามการปนเปื้อนของ Listeria spp. จึงเป็นสิ่งจ าเป็นในการควบคุมการปนเปื้อนภายในโรงงาน
อุตสาหกรรม    

 

2.1 Listeria spp.  

 Listeria เป็นจุลินทรีย์แกรมบวก รูปร่างแท่งสั้น ไม่สร้างสปอร์ (รูป 2-1) สามารถ
เจริญเติบโตได้ในสภาวะไม่มีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนต่ ามาก สามารถเคลื่อนที่โดยใช้เฟลกเจล่าที่
อุณหภูมิต่ ากว่า 30 องศาเซลเซียส แต่ไม่เคลื่อนที่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

 

 

รูป 2- 1 Listeria monocytogenes (Food Safety Information Council) 

 
 Listeria เป็นแบคทีเรียประเภท mesophillic โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญเติบโต
ที่สุด คือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แต่สามารถเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวนได้ที่อุณหภูมิต่ าและมี
ชีวิตอยู่ได้ในสภาวะแช่แข็ง นอกจากนี้ Listeria ยังสามารถมีชีวิตรอดได้ในสภาวะที่มี pH ตั้งแต่ 4.4-
9.4 และความเข้มข้นของเกลือ 10 % โดยมี pH ที่เหมาะสมเท่ากับ 7.0 เมื่ออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม 
จะมีระยะเวลาการแบ่งตัวประมาณ 45 นาที ปัจจัยและขอบเขตของการเจริญเติบโตของ Listeria 
spp. แสดงในตาราง 2-1 



 6 

ตาราง 2- 1 ปัจจัยที่จ ากัดการเติบโตของ Listeria spp. (ICMSF, 1996)  

ปัจจัย ต่ าสุด สูงสุด 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) -0.4 45 

pH 4.4 9.4 

aw 0.92 - 

เกลือ (%) - 10 

   

 Listeria spp. ประกอบด้วย 15 สปีชีส์ คือ ได้แก่ L. monocytogenes, L. innocua,  
L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii, L. grayi L. marthii, L. rocourtiae,  
L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis,  
L. riparia และ L. grandensis (Bakker et al., 2014; Bertsch et al., 2013; Graves et al., 
2010; Jadhav, Bhave, & Palombo, 2012; Lang Halter, Neuhaus, & Scherer, 2013; 
Leclercq et al., 2010) การจ าแนก Listeria spp. ออกจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆในขั้นต้นจะใช้ 
selective media เช่น Oxford agar, Agar Listeria Ottaviani Agosti (ALOA) และ PALCAM 
agar โดยลักษณะของโคโลนีของ Listeria spp. ที่ขึ้นบน Oxford agar จะเป็นสีเทา มี clear zone 
สีด าล้อมรอบ ลักษณะของโคโลนีบน ALOA มีสีเขียวหรือฟ้าอ่อน ส าหรับ L. monocytogenes จะมี 
clear zone สีขาวขุ่น และลักษณะของโคโลนีบน PALCAM agar มีสีเขียวอมเทา และมี clear zone 
สีด า (USFDA, 2011) 

 ส าหรับการจ าแนก Listeria แต่ละสปีชีส์สามารถแบ่งแยกได้โดยการทดสอบทางชีวเคมี เช่น 
การทดสอบ hemolytic การหมักและสร้างกรดจากน้ าตาล mannitol, rhamnose และ xylose 
รวมทั้งการทดสอบ CAMP test (Christie Atkins Munch-Peterson phenomenon) โดยลักษณะ
ของ Listeria แต่ละสปีชีส์จากการทดสอบแสดงในตาราง 2-2 

 Listeria spp. สปีชีส์ที่ท าให้เกิดโรคคือ L. monocytogenes โดยท าให้เกิดการติดเชื้อได้ทั้ง
คนและสัตว์ อย่างไรก็ตามมีเพียงบางสายพันธุ์ของ L. monocytogenes เท่านั้นที่เป็นแบคทีเรียก่อ
โรค โดยมีเพียง 3 serotypes จากทั้งหมด 13 serotypes ดังแสดงในตาราง 2-3 ที่เป็นสาเหตุของ
โรค listeriosis ซ่ึงส่วนใหญ่เกิดจาก serotype 4b, 1/2a และ 1/2b โดยก่อให้เกิดโรคได้มากถึงร้อย
ละ 89-96 (Farber & Peterkin, 1991) 
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ตาราง 2- 2 ลักษณะที่จ าแนกสปีชีส์ของ Listeria spp. โดยวิธีทางชีวเคมี (ICMSF, 1996; USFDA, 
2011) 

Species 
Acid produced from CAMP test 

β-Hemolysisf 
Mannitol Rhamnose Xylose Se Re 

L. monocytogenes - +c _ + - + 

L. ivanoviia - - + - + + 

L. innocua - +/-d _ - - - 

L. welshimeri - +/-d + - - - 

L. seeligeri - - + + - + 

L. grayib + +/-d - - - - 

a = สายพันธุ์ท่ีสามารถหมักน้ าตาล ribose ได้ จัดอยู่ใน L. ivanovii subsp. ivanovii และสายพันธุ์ท่ีไม่สามารถหมัก 
ribose จัดอยู่ใน L. ivanovii subsp. londiniensis 
b =  L. grayi subsp. murrayi สามารถ reduces ไนเตรท L. grayi subsp. grayi ไม่สามารถ reduce ไนเตรท 
c = L. monocytogenes บางสายพันธุ์ท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิด listeriosis ในสัตว์ให้ผลเป็นลบ 
d = สามารถให้ผลได้ท้ังบวกและลบ 
e= ทดสอบกับเชื้อจุลินทรีย์มาตรฐาน Staphylococcus aureus และ Rhodococcus equi 
f = ทดสอบบน blood sheep agar 
 

 ตาราง 2- 3 Serotypes ของ Listeria สปีชีส์ต่างๆ (USFDA, 2011) 

สปีชีส ์ serotypes 

L. monocytogenes 
1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 
4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7 

L. ivanovii 5 

L. innocua 4ab, 6a, 6b, un* 

L. welshimeri 6a, 6b 

L. seeligeri 1/2b, 4c, 4d, 6b, un* 

*un = ยังไม่ก าหนด 
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2.2 Listeriosis  

  โรค listeriosis เป็นโรคที่เกิดจากสปีชีส์ L. monocytogenes โดยสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรค 
listeriosis พบว่ามักเกิดจาก serotype 4b, 1/2a และ 1/2b, ซึ่ง serotype 4b เป็นสาเหตุของโรค
นี้ถึงร้อยละ 50 เส้นทางหลักในการส่งผ่านของเชื้อในคนและสัตว์เกิดจากการบริโภคอาหารที่มีการ
ปนเปื้อน L. monocytogenes ซึ่งมีรายงานความเกี่ยวข้องระหว่างการระบาดของโรค listeriosis 
และอาหาร โรคนี้มีโอกาสพบค่อนข้างยาก แต่เมื่อเป็นแล้วจะมีความรุนแรงและมีอัตราการเสียชีวิตสูง 
ซึ่งโรคนี้จะส่งผลกระทบต่อประชากรบางกลุ่ม เช่น หญิงมีครรภ์ เด็กในครรภ์มารดา ทารกแรกเกิด 
และผู้สูงอายุมากกว่าประชากรทั่วไป 

  โรค listeriosis แบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ invasive และ non-invasive โดยทั่วไปประเภท 
invasive จะเกิดการติดเชื้อที่เนื้อเยื่อของล าไส้ และลุกลามไปยังส่วนอ่ืนๆของร่างกาย เช่น รกของ
เด็กในครรภ์ ระบบประสาทส่วนกลาง เลือด หรือหลายส่วนร่วมกัน โดยผู้ที่มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรค
คือ หญิงมีครรภ์ ผู้สูงอายุ ผู้ที่เป็นมะเร็ง ตับอักเสบ เบาหวาน เอดส์ เนื่องจากโรคนี้จะท าให้มี
ภูมิคุ้มกันต่ าลง และมีอัตราการเสียชีวิตสูงถึงร้อยละ 20-30 ท าให้โรคนี้เป็นหนึ่งในโรคติดต่อทาง
อาหารที่รุนแรงซึ่งส่งผลกระทบต่อสังคมและเศรษฐกิจสูงที่สุดในบรรดาโรคที่เกิดจากจุลินทรีย์ก่อโรค
ในอาหาร (Mead et al., 1999; Roberts, 1989; Roberts & Pinner, 1990) ส าหรับ listeriosis 
ประเภท non-invasive ผู้ป่วยจะมีอาการของโรคทางเดินอาหารอักเสบ เช่น ท้องร่วง ปวดหัว และ
ปวดกล้ามเนื้อ ซึ่งสามารถหายได้ด้วยตัวเอง (Aureli et al., 200; Dalton et al., 1997; Reido et 
al., 1994; Salamina et al., 1996)  

  Todd and Notermans (2011) ได้รายงานการระบาดของโรค listeriosis ซึ่งมีความ
เกี่ยวข้องกับอาหาร แสดงในตาราง 2-4 พบว่าการระบาดของ listeriosis ส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจาก
การปนเปื้อนในชีสและ deli meats ในปี 2005 มีผู้ติดเชื้อและเสียชีวิตในประเทศออสเตรเลีย 2 ราย 
โดยที่ทั้ง 2 รายนี้เป็นผู้ป่วยมะเร็งและได้รับเชื้อมาจากอาหารในโรงพยาบาล ในปี 2007 การระบาด
ของโรค listeriosis มีสาเหตุมาจากการปนเปื้อนของ L. monocytogenes ในชีสซึ่งผลิตจากนมที่
ไม่ได้ผ่านการฆ่าเชื้อ  และในปีเดียวกัน ประเทศในสหราชอาณาจักรมีรายงานการระบาดของ 
listeriosis ในผู้ป่วย 1,157 ราย ซึ่งผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นกลุ่มผู้สูงอายุ (อายุมากกว่า 65 ปี) และเด็ก
อายุต่ ากว่า 5 ปี ซึ่งมีรายงานผู้เสียชีวิตสูงถึงร้อยละ 20    
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ตาราง 2- 4 ตัวอย่างการระบาดของ listeriosis ในประเทศต่างๆ (Todd & Notermans, 2011) 

ปี ประเทศ แหล่งปนเปื้อน จ านวนผู้ป่วย 
จ านวน

ผู้เสียชีวิต 
อ้างอิง 

2005 สเปน เนื้อสัตว์ 2 - EFSA (2007) 

2005 โปแลนด์ - 9 0 EFSA (2007) 

2005 นอร์เวย์ เนื้อสัตว์ - - EFSA (2007) 

2005 เยอรมัน - - - EFSA (2007) 

2005 อเมริกา (เท็กซัส) ซอฟต์ชีส 12 - CDC (2009) 

2005 อเมริกา (แมรี่แลนด์) เนื้อไก่งวง 13 - CDC (2009) 

2005 อเมริกา (นิวยอร์ก) - 6 - CDC (2009) 

2005 อเมริกา (นิวยอร์ก) ไก่ย่าง 3 - CDC (2009) 

2005 ออสเตรเลีย Deli meats 2 2 ABC (2005) 

2006 สวิตเซอรแ์ลนด์ ผลิตภัณฑ์นม - - EFSA (2007) 

2006 สาธารณรัฐเช็ก ซอฟต์ชีส 78 13 EFSA (2007) 

2006 เยอรมัน Harz cheese 6 1 EFSA (2007) 

2006 อเมริกา (โอไฮโอ) แฮม 3 0 CDC (2009) 

2007 นอร์เวย์ - 21 5 EFSA (2009) 

2008 แคนาดา Deli meat 58 20 (2009) 

2008 แคนาดา (ควิเบก) ซอฟต์ชีส 21 1 (2008) 
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2.3 การปนเปื้อนของ Listeria spp. ในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารและผลิตภัณฑ์อาหาร  

  Listeria เป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่กระจายอยู่ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม โดยทั่วไปมักพบ Listeria spp. 
ในดิน น้ า สิ่งสกปรก พืชผักที่เน่าเปื่อย น้ าเสียจากโรงฆ่าสัตว์ น้ านมของทั้งแม่วัวปกติและที่เป็นโรค
เต้านมอักเสบ อุจจาระของคนและสัตว์ (Farber, 1991; MacGowan, Bowker, & Mclauchlin, 
1994; Van Renterghem, Huysman, Rygole, & Verstraete, 1991) ส าหรับโรงงานอุตสาหกรรม
ผลิตอาหาร พบการปนเปื้อนของ Listeria ได้ตามพ้ืน ผนัง สายพานและเครื่องจักรอุปกรณ์ ซึ่งบริเวณ
พ้ืนผิวที่เปียกชื้นภายในโรงงานและซอกมุมของเครื่องจักรที่ยากต่อการท าความสะอาด เป็นสภาวะที่
เหมาะสมต่อการกักเก็บและเจริญเติบโตของ Listeria ซึ่ง Listeria สามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ
ต่ าและมีชีวิตอยู่ได้ในสภาวะแช่แข็ง ท าให้เกิดการปนเปื้อนในขั้นตอนแช่เย็นและแช่เยือกแข็งหลัง
กระบวนการให้ความร้อน จึงเป็นปัญหาส าคัญส าหรับการเก็บรักษาอาหารพร้อมบริโภค (ICMSF, 
1996)  

 Audurier and Martin (1989) ได้อธิบายเส้นทางการปนเปื้อนของ L. monocytogenes 
ระหว่างแหล่งการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมและอาหารสู่คน แสดงในรูป 2-2 ซึ่งการปนเปื้อนข้ามของ  
L. monocytogenes ระหว่างกระบวนการผลิตในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารเป็นสาเหตุหลักของการ
เกิดโรค listeriosis  โดย Listeria ที่ปนเปื้อนเข้าสู่โรงงานอุตสาหกรรมนั้น อาจมาจากวัตถุดิบ อากาศ 
หรือคน (Nightingale et al., 2004) 

 

 
รูป 2- 2 เส้นทางการปนเปื้อนของ L. monocytogenes ระหว่างสิ่งแวดล้อม สัตว์ อาหาร และคน 
(Audurier & Martin, 1989) 

 



 11 

 Pritchard et al. (1995) ศึกษาการปนเปื้อนของ Listeria spp. ในสิ่งแวดล้อมและอุปกรณ์
การผลิตของโรงงานผลิตนมในประเทศสหรัฐอเมริกา เช่น สายพาน ตะกร้า โต๊ะ และเครื่องกรอง 
ทั้งหมด 378 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อนของ L. innocua อยู่มากที่สุดถึงร้อยละ 60 รองลงมาเป็น  
L. monocytogenes และ L. seeligeri ตามล าดับ ดังแสดงในตาราง 2-5 

 

ตาราง 2- 5 ปริมาณการพบ Listeria สปีชีส์ต่างๆในสิ่งแวดล้อมและอุปกรณ์การในโรงงานผลิตนมใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา (Pritchard et al., 1995)  

สปีชีส ์ ปริมาณการพบ (ร้อยละ) 

L. innocua 60 

L. monocytogenes 35 

L. seeligeri 5 

 
  นอกจากนี้ งานวิจัยของ Cagri-Mehmetoglu et al. (2011) พบว่า L. innocua เป็นสปีชีส์
ที่มีการปนเปื้อนมากที่สุดในสิ่งแวดล้อมภายในโรงงานผลิตชีสในประเทศตุรกี รองลงมาคือการ
ปนเปื้อนจาก L. monocytogenes และ L. grayi ตามล าดับ (ตาราง 2-6)  

 

ตาราง 2- 6 ปริมาณการพบ Listeria สปีชีส์ต่างๆในสิ่งแวดล้อมในโรงงานผลิตชีส ประเทศตุรกี 
(Cagri-Mehmetoglu et al., 2011) 

สปีชีส ์ ปริมาณการพบ (ร้อยละ) 
L. innocua 56 
L. monocytogenes 26 
L. grayi 18 

 

 Keeratipibul and Techaruwichit (2012) ได้ศึกษาความชุกของการปนเปื้อน Listeria 
spp. บริเวณสิ่งแวดล้อมภายในโรงงานผลิตเนื้อไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็งในประเทศไทย จ านวน 7,643 
ตัวอย่าง และตรวจพบ Listeria 401 ตัวอย่าง ซึ่งพบการปนเปื้อนของ L. innocua มากที่สุด 
รองลงมาคือ L. welshimeri, L. seeligeri และ L. monocytogenes ตามล าดับ โดยเกิดการ
ปนเปื้อนของ Listeria spp. มากที่สุดที่บริเวณท่อระบายอากาศของเครื่องแช่เย็น สายพาน และน้ า
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ทิ้งจากเครื่องแช่เยือกแข็ง ปริมาณการพบ Listeria สปีชีส์ต่างๆบริเวณสิ่งแวดล้อมในโรงงาน แสดงใน
ตาราง 2-7 

 

ตาราง 2- 7 ปริมาณการพบ Listeria สปีชีส์ต่างๆในสิ่งแวดล้อมในโรงงานผลิตไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็ง
ในประเทศไทย (Keeratipibul & Techaruwichit, 2012)  

 

สปีชีส ์ ปริมาณการพบ (ร้อยละ) 

L. innocua 82.3 

L. welshimeri 11.2 

L. seeligeri 5.5 

L. monocytogenes 1 

 
 ในผลิตภัณฑ์อาหารพบ Listeria spp. มากในผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ สัตว์ปีก และผลิตภัณฑ์
จากนม อย่างไรก็ตามยังสามารถพบ Listeria ได้ในอาหารชนิดอ่ืนๆเช่น ผักสดและผลไม้ Karakolev 
(2009) ได้ตรวจวิเคราะห์  Listeria spp. ในอาหารโดยวิธี ISO 11290-1 ในเนื้อวัว เนื้อวัวสับ เนื้อหมู 
เนื้อหมูสับ และไส้กรอก พบว่า จากตัวอย่างอาหารทั้งหมด 786 ตัวอย่าง พบว่า 133 ตัวอย่าง (ร้อย
ละ 16.9) มีการปนเปื้อนของ Listeria spp. โดยแบ่งเป็นการปนเปื้อนของ L. monocytogenes ถึง 
87 ตัวอย่าง (ร้อยละ 65.4) ตามด้วย L. innocua 35 ตัวอย่าง (ร้อยละ 26.3) L. welshimeri  6 
ตัวอย่าง (ร้อยละ 4.5) และ L. ivanovii 5 ตัวอย่าง (ร้อยละ 3.8)  นอกจากนี้ ยังตรวจพบ  
L. monocytogenes ทีภ่ายในชิ้นเนื้อสัตว์ ซึ่งสันนิษฐานได้ว่าสัตว์อาจเกิดการติดเชื้อจากอาหารหรือ
น้ าดื่ม และการตรวจพบเชื้อในเนื้อสับและหมูสับมากกว่าเนื้อสดนั้น  เกิดจากการปนเปื้อนระหว่าง
กระบวนการผลิต ผู้วิจัยยังได้กล่าวว่าไม่ควรมองข้ามการปนเปื้อนของ Listeria สปีชีส์อ่ืนๆที่ไม่ก่อโรค 
เนื่องจากการพบ L. ivanovii ร่วมกับ L. innocua หรือ Listeria ที่ไม่ก่อโรคสปีชีส์อ่ืนๆในอาหาร
หรือสิ่งแวดล้อม สามารถบ่งชี้ถึงความเสี่ยงในการพบ L. monocytogenes นอกจากนี้ Bouayad 
and Hamdi (2012) ตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของ Listeria spp. ในผลิตภัณฑ์จากนม (ชีสชนิด
ต่างๆ ครีมชีส และเวย์) เนื้อสัตว์สไลด์และเนื้อสัตว์ปรุงสุก พบว่าตัวอย่างอาหารที่น ามาวิเคราะห์
ทั้งหมด 227 ตัวอย่าง มีการปนเปื้อนของ Listeria ในซอฟต์ชีส เวย์ เนื้อสไลด์และเนื้อปรุงสุก 21 
ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 9.3 โดยแบ่งเป็นการปนเปื้อนของ L. innocua มากที่สุด 11 ตัวอย่าง (ร้อย
ละ 52.4) รองลงมาเป็น L. monocytogenes 6 ตัวอย่าง (ร้อยละ 28.6), L. ivanovii 3 ตัวอย่าง 
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(ร้อยละ14.3) และ L. welshimeri 1 ตัวอย่าง (ร้อยละ 4.7) ตามด าดับ ซึ่งการพบการปนเปื้อนใน
ผลิตภัณฑ์อาหารที่ผ่านการให้ความร้อนแล้วมีสาเหตุมาจาก i) การให้ความร้อนที่ไม่เพียงพอระหว่าง
กระบวนการ ii) ความต้านทานของแบคทีเรียต่อ pH ที่ต่ าลงระหว่างกระบวนการผลิตชีส และ iii) 
การปนเปื้อนข้ามผ่านทางอากาศ เครื่องมือ หรือพนักงาน (Farber & Peterkin, 1991; Jouve, 
1996; Rosset, 2001) Tompkin, Scott, Bernard, Sveum, and Gombas (1999) ได้ศึกษาการ
ปนเปื้อนของ Listeria spp. ในผลิตภัณฑ์อาหารและได้สรุปว่าการปนเปื้อนส่วนใหญ่เกิดจากการที่
ผลิตภัณฑ์อาหารสัมผัสพ้ืนผิวของสิ่งแวดล้อมภายในโรงงานผลิตที่มีการปนเปื้อน  

จากข้อมูลข้างต้นนี้จะเห็นได้ว่า L. innocua เป็นสปีชีส์ที่มักพบว่าปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม
และผลิตภัณฑ์อาหารมากกว่า L. monocytogenes ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่ก่อโรค เนื่องจาก L. innocua 
สามารถเพ่ิมจ านวนได้เร็วกว่า L. monocytogenes (Curiale & Lewus, 1994) ซึ่งการพบทั้ง  
L. innocua และ L. monocytogenes ร่วมกันแสดงว่าทั้ง 2 สปีชีส์นี้สามารถเจริญได้ในระบบ
นิเวศน์เดียวกัน ดังนั้น L. innocua จึงใช้เป็นตัวชี้วัดของการตรวจพบ L. monocytogenes 
Tompkin (2002) ได้แนะน าว่า ในการควบคุม L. monocytogenes ให้ใช้การควบคุม Listeria 
spp. แทน โดยที่การตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของ Listeria spp. นั้นให้ผลการวิเคราะห์ที่รวดเร็ว
กว่า จะท าให้สามารถด าเนินการจัดการและแก้ไขได้อย่างรวดเร็ว และเป็นการสร้างความตระหนักให้
มีการแก้ไขปัญหาการปนเปื้อนทุกครั้งที่มีการพบ Listeria spp. ในทุกสปีชีส์ ให้ถือว่ามีความส าคัญ
เทียบเท่าการพบ L. monocytogenes  

  เพ่ือความปลอดภัยของผู้บริโภค กรมปศุสัตว์ได้ก าหนดมาตรฐานด้านจุลินทรีย์ส าหรับผู้ผลิต 
เพ่ือให้มีการควบคุมและจัดการการปนเปื้อนของ L. monocytogenes ภายในโรงงานผลิตอาหาร
ส าเร็จรูป โดยก าหนดไม่ให้พบ L. monocytogenes ในผลิตภัณฑ์อาหารจากสัตว์ 25 กรัม (กรมปศุ
สัตว์, 2551) แต่ประเทศผู้น าเข้าในสหภาพยุโรปได้ให้ความส าคัญกับ Listeria สปีชีส์อ่ืนๆแม้ว่าจะไม่
ก่อโรคก็ตาม โดยก าหนดไม่ให้พบ Listeria ทุกสปีชีส์ในผลิตภัณฑ์อาหาร (Pesavento et al., 2010) 
อย่างไรก็ตามการปนเปื้อนของ L. monocytogenes และ Listeria สปีชีส์อ่ืนๆในผลิตภัณฑ์ยังคงเกิด
ขึ้นอยู่บ่อยครั้ง อาจมีสาเหตุมาจากไม่สามารถหาแหล่งต้นก าเนิดหรือเส้นทางการปนเปื้อนที่แท้จริง
ของการปนเปื้อนได้ ท าให้ประสิทธิภาพการควบคุมและจัดการการปนเปื้อนไม่เพียงพอ ดังนั้น
การศึกษาเส้นทางการปนเปื้อนจากสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิตสู่ผลิตภัณฑ์ จึงเป็นสิ่งที่จ าเป็นใน
การควบคุมและป้องกันการปนเปื้อนของ Listeria เข้าสู่ผลิตภัณฑ์อาหาร ซึ่งในปัจจุบันได้มีการพัฒนา
เทคนิคส าหรับจ าแนกสายพันธุ์ Listeria หลายเทคนิคเพ่ือใช้ในการศึกษาระบาดวิทยาและติดตามการ
ปนเปื้อนเพ่ือศึกษาเส้นทางการปนเปื้อนซึ่งจะท าให้การควบคุมและจัดการการปนเปื้อนของ Listeria 
มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น     

  



 14 

2.4 การจ าแนกสายพันธุ์ Listeria  

 การตรวจวิเคราะห์ Listeria spp. ในโรงงานอุตสาหกรรมและหน่วยงานของรัฐนั้นใช้การ
จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธีดั้งเดิมหรือวิธีมาตรฐาน (เช่น วิธีมาตรฐาน ISO 11290-1:1996 และ 
AOAC 2003.12) ซึ่งใช้การทดสอบทางชีวเคมีในการจ าแนกความแตกต่างของแบคทีเรียในระดับ 
สปีชีส์ อย่างไรก็ตามการจ าแนกในระดับสปีชีส์นั้นไม่เพียงพอต่อการน าไปศึกษาการระบาดของ
แบคทีเรียก่อโรคหรือติดตามการปนเปื้อนของแบคทีเรียในโรงงานอุตสาหกรรม เนื่องจากแบคทีเรียที่
ปนเปื้อนอยู่ภายในโรงงานอุตสาหกรรมนั้นมีหลายสายพันธุ์แม้ว่าจะเป็นสปีชีส์เดียวกัน เกิดจากการที่
แบคทีเรียมีการปรับตัวให้ทนต่อสภาวะแวดล้อม แบคทีเรียที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์อาจไม่ใช่สายพันธุ์
เดียวกับที่ตรวจพบในสิ่งแวดล้อมภายในโรงงาน ท าให้ไม่สามารถจัดการการปนเปื้อนได้อย่างถูกต้อง  
ดังนั้นวิธีการจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียที่สามารถระบุได้ลึกกว่าระดับสปีชีส์จึงเป็นเครื่องมือส าคัญใน
การเชื่อมโยงการปนเปื้อนของแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อม ท าให้สามารถติดตามการ
ปนเปื้อนและแก้ปัญหาได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

การจ าแนกความแตกต่างของ Listeria ในระดับสายพันธุ์สามารถแบ่งได้เป็น 2 วิธี คือ การ
จ าแนกความแตกต่างของสายพันธุ์แบคทีเรียโดยใช้ลักษณะที่แสดงออก (Phenotyping) และการ
จ าแนกความแตกต่างของสายพันธุ์แบคทีเรียโดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรม (Genotyping) 

 

 2.4.1 การจ าแนกสายพันธุ์ Listeria โดยใช้ลักษณะที่แสดงออก (Phenotyping)    

  การจ าแนกสายพันธุ์โดยใช้ลักษณะที่แสดงออกจะใช้ลักษณะหรือผลิตภัณฑ์ที่เกิด
จากการแสดงออกของยีนในการจ าแนกความแตกต่าง เช่น คุณสมบัติทางชีวเคมี ชนิดของแอนติเจน
บนผนังเซลล์ ความไวต่อสารต้านจุลชีพ และความไวต่อไวรัสแบคทีเรีย (Zadoks & Watts, 2009) 
ตัวอย่างการจ าแนกสายพันธุ์โดยใช้ลักษณะที่แสดงออก เช่น serotyping และ phage typing 

 

   2.4.1.1 Serotyping 

    หลักการของ serotyping คือ การใช้แอนติซีรัม (antisera) ที่มี
ความจ าเพาะท าปฏิกิริยากับแอนติเจนบนผนังเซลล์ (somatic antigens, O-antigens) หรือ
แอนติเจนบริเวณแส้  (flagella antigens, H-antigens) ท าให้เกิดการตกตะกอนโปรตีนขึ้น Listeria 
spp. แบ่งออกได้เป็น 16 serotypes โดยที่ L. monocytogenes แบ่งได้เป็น 13 serotypes แสดง
ในตาราง 2-3 (Jeršek, Tcherneva, Rijpens, & Herman, 1996) โดยทั่วไป L. monocytogenes 
ที่พบมากในสิ่งแวดล้อมของโรงงานผลิตอาหาร คือ serotype 1/2a ตามมาด้วย 4b, 1/2b, 4c และ 
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1/2c และ ร้อยละ 95 ของตัวอย่างอาหารที่ปนเปื้อน Listeria และผู้ป่วยเป็น serotype 1/2a, 
1/2b, 4b และ 1/2c (Doumith, Buchrieser, Glaser, Jacquet, & Martin, 2004)  

      ข้อเสียของเทคนิคนี้ คือแอนติซีรัมที่ใช้ในการวิเคราะห์ต้องมีคุณภาพดี 
จ าเป็นต้องมีสายพันธุ์เปรียบเทียบ ราคาแพง ใช้เวลานานในการวิเคราะห์ ใช้แรงงานมาก และมี
ความสามารถในการท าซ้ าที่ต่ าเนื่องจาก L. monocytogenes บางสายพันธุ์มีแอนติเจนบนผิวเซลล์ที่
เหมือนกัน (Palumbo, Borucki, Mandrell, & Gorski, 2003)  นอกจากนี้ สปีชีส์ต่างกันอาจให้ผล 
serotype ที่เหมือนกันได้ เช่น  L. monocytogenes และ L. seeligeri มี serotype ที่เหมือนกัน 
คือ 1/2a, 1/2b, 3b, 4a, 4c และ 6b ซึ่งอาจท าให้ไม่สามารถระบุสปีชีส์ที่ถูกต้องได้ (Liu, 2006) 

 

   2.4.1.2 Phage typing  

     เป็นเทคนิคที่ ใช้ ในการจ าแนกสายพันธุ์ของแบคที เรียโดยใช้หลัก
ความจ าเพาะของไวรัสแบคทีเรีย (bacteriophage) และตัวรับ (phage receptors) บนผิวเซลล์
แบคทีเรีย โดยไวรัสแบคทีเรียจะเข้าไปจับกับตัวรับที่เหมาะสม ยึดติดกับผนังเซลล์และเกิดการย่อย
สลายเซลล์แบคทีเรีย เมื่อเกิดการย่อยผนังเซลล์ของแบคทีเรียจะเกิด clear zone บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ซึ่งน ามาเป็นเกณฑ์ในการจ าแนกสายพันธุ์ (Graves et al., 2007) Capita, Prieto, Mereghetti, 
and Alonso-Calleja (2005) ได้จ าแนกสายพันธุ์ของ L. monocytogenes จ านวน 96 ไอโซเลทที่
แยกได้จากโรงงานช าแหละเนื้อไก่โดยใช้ phage typing set พบว่ามีเพียง 53 ไอโซเลทเท่านั้นที่
สามารถจ าแนกสายพันธุ์ได้ (phage typeable) ซึ่งจ าแนก L. monocytogenes 53 ไอโซเลทออก
เป็น 42 รูปแบบ เทคนิคนี้มีข้อจ ากัดเนื่องจากต้องใช้ bacteriophage หลายชนิดในการวิเคราะห์และ
ต้องมีการเก็บรักษาที่ได้มาตรฐาน ท าให้สามารถใช้เทคนิคนี้ในห้องปฏิบัติการบางแห่งเท่านั้น 
นอกจากนี้ยังมี Listeria บางสายพันธุ์ที่ไม่สามารถจ าแนกสายพันธุ์ได้ (untypeable) เนื่องจากไม่มี 
phage ที่จ าเพาะกับตัวรับบนผิวเซลล์แบคทีเรียนั้น ท าให้ไม่สามารถวิ เคราะห์รูปแบบที่เกิดขึ้นได้ 
(Jeyaletchumi et al., 2010) 

 

  2.4.2 การจ าแนกสายพันธุ์ Listeria โดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรม (Genotyping) 

   เนื่องจากข้อจ ากัดในการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยการดูลักษณะที่แสดงออก จึงได้มีการ
พัฒนาเทคนิคส าหรับจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาโดยวิเคราะห์จาก
ความแตกต่างของลักษณะทางพันธุกรรมบนดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid-DNA) หรืออาร์เอ็นเอ 
(Ribonucleic acid-RNA)  ของแบคทีเรีย ซึ่งมีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์สูงกว่าการ
จ าแนกโดยใช้ลักษณะที่แสดงออก ตัวอย่างเทคนิคจ าแนกสายพันธุ์โดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรม ได้แก่ 
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Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Pulsed-field Gel Electrophoresis 
(PFGE), Ribotyping, Amplify Fragment Length Polymorphism (AFLP), Random 
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Repetitive extragenic palindromic element-
based PCR (REP-PCR), Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis (MLVA) 
และ Multi-Locus Sequence Typing (MLST)  

 

  2.4.2.1 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

    เป็นเทคนิคที่ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ตัดดีเอ็นเอที่ต าแหน่งที่มีการเรียงตัว
ของนิวคลีโอไทด์แบบจ าเพาะซึ่งเรียกว่า ต าแหน่งจดจ า (recognition site) และแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
ที่ได้จากการตัดด้วยเอนไซม์โดยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ถ้าดีเอ็นเอเป้าหมายมีล าดับของนิวคลีโอไทด์
เปลี่ยนแปลงไปเมื่อน ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดเดียวกัน จะได้ขนาดชิ้นส่วนและจ านวน
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอแตกต่างกัน ขั้นตอนการวิเคราะห์ความแตกต่างของดี เอ็นเอด้วยเทคนิค RFLP แสดง
ในรูป 2-3  

    ข้อเสียของเทคนิคนี้คือ ชิ้นดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ อาจมี
จ านวนมากถึง 100 ชิ้นจึงท าให้เกิดความยุ่งยากในการเปรียบเทียบแถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (Olsen, 
Brown, Skov, & Christensen, 1993) ต่อมาจึงได้มีการน าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction-PCR) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณที่ต้องการก่อน แล้วจึงตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ แล้วแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เรียกเทคนิคนี้ว่า PCR-RFLP 

  

  

รูป 2- 3 แผนภาพแสดงขั้นตอนการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยเทคนิค RFLP (Harishvasudevan, 2006)  
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  2.4.2.2 Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) 

    PFGE เป็นเทคนิคที่ใช้จ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียโดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
ตัดดีเอ็นเอได้เป็นชิ้นส่วนที่มีขนาดใหญ่ประมาณ 40-600 kb แล้วแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วย 
อิเล็กโทรโฟรีซิสซึ่งจะมีการสลับขั้วกระแสไฟฟ้าเป็นจังหวะท าให้เกิดการแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาด
ใหญ่ได้ โดยขั้นตอนการจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยเทคนิค PFGE แสดงในรูป 2-4 การจ าแนก
สายพันธุ์ L. monocytogenes ด้วยเทคนิค PFGE ส่วนมากมักจะใช้เอนไซม์ AscI ร่วมกับเอนไซม์ 
ApaI เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ (Wiedmann, 2002) เทคนิค PFGE ถือว่าเป็น 
gold standard ส าหรับการศึกษาระบาดวิทยาของแบคทีเรียก่อโรค (Jiang et al., 2008) ถึงแม้ว่า
เทคนิค PFGE เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูงในการจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรีย แต่เทคนิคนี้ยังมี
ข้อด้อยคือใช้แรงงานมาก ต้องใช้เครื่องมือวิเคราะห์ที่จ าเพาะ เอนไซม์ราคาแพง และใช้เวลาในการ
วิเคราะห์นาน (Murphy et al., 2007)  

 

 

รูป 2- 4 แผนภาพแสดงขั้นตอนการจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยเทคนิค PFGE (Food Safety 
News, 2009a) 

 

    2.4.2.3 Ribotyping 

    เป็นเทคนิคการจ าแนกสายพันธุ์โดยอาศัยความแตกต่างของยีนบริเวณ 16s 
และ 23s ribosomal RNA (rRNA) ดีเอ็นเอจะถูกตัดโดยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ เช่น EcoRI, PvuII หรือ 
XhoI แล้วแยกชิ้นส่วนที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส จากนั้นตรึงดีเอ็นเอบนแผ่นเมม
เบรน เช่น ไนโครเซลลูโลสหรือแผ่นไนลอน แล้วน าแผ่นเมมเบรนมาไฮบริไดซ์พร้อมกับโพรบ (probe) 
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ซึ่งติดฉลากกัมมันตรังสีและจ าเพาะต่อบริเวณอนุรักษ์ของยีน rRNA สารกัมมันตรังสีที่ติดอยู่กับโพรบ
ท าให้สามารถติดตามชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจได้โดยอาศัยการเรืองแสงของกัมมันตรังสีภายใต้แสงอุลตร้า 
ไวโอเลต (Jadhav et al., 2012)  ซึ่งความแตกต่างของรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้ จะน าไปใช้ใน
การจ าแนกความแตกต่างของสายพันธุ์แบคทีเรียดังแสดงในรูป 2-5 ถึงแม้ว่าเทคนิคนี้มีความสามารถ
ในการท าซ้ า แต่ก็ยังคงไม่สามารถจ าแนก L. monocytogenes serotype 1/2b กัน 4b ได้ (Graves 
et al., 2007) 

 

 
รูป 2- 5 หลักการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยเทคนิค ribotyping (Bouchet, Huot, & Goldstein, 2008) 

 

  2.4.2.4 Amplify Fragment Length Polymorphism (AFLP) 

    เป็นเทคนิคซึ่งใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะมาตัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่ต้องการ
ตรวจสอบเพ่ือให้ได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาดต่างๆ แล้วจึงเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเพียงบางชิ้นด้วยปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส เนื่องจากถ้าเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดได้ทั้งหมดจะมีปริมาณมากจนไม่สามารถ
ตรวจสอบได้ ขั้นตอนในการวิเคราะห์ความแตกต่างของแบคทีเรียด้วยเทคนิค AFLP แสดงในรูป 2-6  

   ในการวิเคราะห์ด้วย AFLP ใช้วิธีต่อ adapter เข้าไปที่ปลายของชิ้น 
ดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้งหมด แล้วเลือกเพ่ิมปริมาณเพียงบางชิ้นด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือน adapter ต่อด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น
ต าแหน่งตัดของเอนไซม์และเพ่ิมนิวคลีโอไทด์อ่ืนๆที่ปลาย 3’ ประมาณ 1-3 นิวคลีโอไทด์ เรียกว่า 
selective nucleotides ซึ่งจะท าให้ไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอต้นแบบที่ตัดไว้ได้เพียงบางส่วน หลังจาก
ท าปฏิ กิ ริ ย าลู ก โซ่พอลิ เมอ เรสแล้ ว  ชิ้ นดี เ อ็น เอที่ ถู ก เ พ่ิมปริ มาณจะถูกตรวจสอบด้ วย 
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เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และน าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้มาใช้จ าแนกความแตกต่างของสายพันธุ์แบคทีเรีย 
(สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) Lomonaco et al. (2011) ได้ใช้เทคนิค AFLP ในการจ าแนกสาย
พันธุ์ L. monocytogenes โดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI ร่วมกับ EcoRI  และ HindIII ร่วมกับ 
HhaI พบว่า มีความสามารถในการจ าแนกเทียบเท่ากับเทคนิค PFGE และมีความสามารถในการ
ท าซ้ า อย่างไรก็ตาม เทคนิคนี้ยังคงใช้เวลาในการวิเคราะห์มากเนื่องจากขั้นตอนการตัดเอนไซม์และ
การต่อ adapter 

 

 

รูป 2- 6 หลักการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยเทคนิค AFLP (Skipper, 2009) 

 

  2.4.2.5 Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) 

    เป็นการประยุกตก์ารท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ขนาดสั้น 
ประมาณ 10-12 bp (ตาราง 2-8) เพียงชนิดเดียวสุ่มเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากหลายๆต าแหน่งพร้อมๆ
กันและใช้อุณหภูมิในข้ันตอน annealing ต่ า (ประมาณ 37 องศาเซลเซียส) ถ้าต าแหน่งใดที่ไพรเมอร์
จับกับดีเอ็นเอต้นแบบ 2 ทิศทางแบบที่ปลาย 3’ เข้าหากันและอยู่ห่างจากกันไม่มากนัก (ไม่เกิน 500 
bp) จะสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ ไพรเมอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค RAPD ใช้วิธีการ
สังเคราะห์แบบสุ่ม จึงไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อที่ต้องการศึกษา ส่วนของ 
ดีเอ็นเอที่สามารถเพ่ิมปริมาณได้จะกระจายอยู่ทั่วจีโนมโดยไม่เฉพาะเจาะจง โดยความแตกต่างของ
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สายพันธุ์พิจารณาจากการมีหรือไม่มีแถบดีเอ็นเอที่ต าแหน่งหนึ่งๆ ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนแปลง เพ่ิม
หรือหายไปของชิ้นส่วนดีเอ็นเอในบริเวณนั้น (Tyler, Wang, Tyler, & Johnson, 1997) หลักการ
วิเคราะห์ความแตกต่างของแบคทีเรียด้วยเทคนิค RAPD แสดงในรูป 2-7 

      

ตาราง 2- 8 ตัวอย่างไพรเมอร์ส าหรับใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค RAPD  

RAPD Primer Primer sequence 

HLWL74 5’ ACGTATCTGC 3’ 

HLWL85 5’ ACAACTGCTC 3’ 

OPM-01 5’ GTTGGTGGCT 3’ 

PB1 5’ GGAACTGCTA 3’ 

PB4 5’ AAGGATCAGC 3’ 

UBC127 5’ ATCTGGCAGC 3’ 

UBC155 5’ CTGGCGGCTG 3’ 

UBC156 5’ GCCTGGTTGC 3’ 

Universal forward sequencing  
primer 

5’ TTATGTAAAACGACGGCCAGT 3’ 

Lis5 5’ GCTGGAGTCA 3’ 

Lis11 5’ AGCCAGGTCA 3’ 

CsM13 5’ GAGGGTGGCGGTTCT 3’ 

inIAF 5’ CAGGCAGCTACAATTACACA 3’ 

PH 5’ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’ 
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รูป 2- 7 หลักการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยเทคนิค RAPD (Rutgers University) 

 

   Giovannacci et al. (1999) ได้จ าแนกสายพันธุ์ L. monocytogenes 
จ านวน 287 ไอโซเลทโดยเทคนิค RAPD พบว่า สามารถจ าแนก L. monocytogenes ได้เป็น 17 
กลุ่มโดยใช้ ไพรเมอร์ 5 ชนิด (HLWL74, PB4, UBC127, Lis5 และ Lis11) และพบว่ามี
ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ใกล้เคียงกับเทคนิค PFGE  อย่างไรก็ตาม เทคนิค RAPD มี
ข้อจ ากัดเรื่องการท าซ้ าระหว่างห้องปฏิบัติการ เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงสภาวะและส่วนผสมของ
สารเคมีเพียงเล็กน้อย อาจท าให้รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป 

 

  2.4.2.6 Repetitive extragenic palindromic element-based PCR (REP-
PCR) 

    REP เป็นเทคนิคซ่ึงจ าแนกความแตกต่างของแบคทีเรียโดยการเพ่ิมปริมาณ
ส่วนของดีเอ็นเอที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ าๆกัน (repetitive sequence) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรส จากนั้นแยกชิ้นส่วนที่ถูกเพ่ิมปริมาณด้วยอิเล็กโทรโฟรีซิส repetitive element ที่นิยมใช้ ได้แก่ 
repetitive extragenic palindromic (REP) และ enterobacterial repetitive intergenic 
consensus (ERIC) ซึ่ง repetitive element นี้จะเป็นส่วนที่จับกับไพรเมอร์ในการเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอ ถ้าในจีโนมของแบคทีเรียมี repetitive sequence ในต าแหน่งต่างๆกันจะท าให้เกิดความ
หลากหลายของรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ และใช้ในการพิจารณาความแตกต่างของสายพันธุ์แบคทีเรีย 
(Harvey, Norwood, & Gilmour, 2004) หลักการวิเคราะห์ความแตกต่างของแบคทีเรียด้วยเทคนิค 
REP-PCR แสดงในรูป 2-8  
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รูป 2- 8 หลักการจ าแนกความแตกต่างของแบคทีเรียด้วยเทคนิค REP-PCR (Microbe Inotech 
Laboratory) 

 

   Jeršek et al. (1999) ได้ใช้เทคนิค REP-PCR ในการจ าแนก  
L. monocytogenes 46 ไอโซเลทที่แยกได้จากคน สัตว์ และอาหาร ซึ่งเทคนิคนี้ได้จ าแนก  
L. monocytogenes ออกเป็น 4 กลุ่ม และสามารถจ าแนก serotype 1/2a, 1/2b และ 4b ออก
จากกันได้อย่างชัดเจน และ Chou and Wang (2006)ได้ใช้เทคนิค REP-PCR จ าแนกสายพันธุ์  
L. monocytogenes ที่แยกได้จากอาหารทะเล พบว่ามีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์
ใกล้เคียงเทคนิค PFGE อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้ยังมีข้อจ ากัดเรื่องการท าซ้ าระหว่างห้องปฏิบัติการ  

 

   2.4.2.7 Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis 
(MLVA) 

     MLVA เป็นเทคนิคที่ใช้ในการจ าแนกความแตกต่างของสายพันธุ์แบคทีเรีย
โดยพิจารณาความแปรผันของจ านวน Tandem Repeat ที่ต าแหน่งจ าเพาะภายในจีโนมของ
แบคทีเรีย  Tandem Repeat คือส่วนของดีเอ็นเอที่มีนิวคลีโอไทด์ 2 โมเลกุลขึ้นไปซ้ ากันเป็นชุดๆ
ภายในจีโนมของแบคทีเรีย ซึ่งมีขั้นตอนการวิเคราะห์แสดงในรูป 2-9 โดยเริ่มจากการหาต าแหน่ง 
Tandem Repeat ทั้งหมดภายในจีโนมของแบคทีเรียที่สนใจแล้วออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอในบริเวณ Tandem Repeat ที่ต้องการ จากนั้น เพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ แล้วน าไปหา
ขนาดเพ่ือน าไปค านวณจ านวน Tandem Repeat ด้วย Capillary Electrophoresis หรือ 
automated sequencing ความแตกต่างของจ านวน Tandem Repeat จะน ามาใช้ในการจ าแนก
ความแตกต่างของสายพันธุ์แบคทีเรีย ซึ่งการวิเคราะห์ Tandem หลายต าแหน่งเป็นการเพ่ิม
ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ให้เพียงพอต่อการน าไปใช้ตรวจติดตามการปนเปื้อนหรือศึกษา
ระบาดวิทยา (Miya et al., 2008; Murphy et al., 2007; Sperry, Kathariou, Edwards, & Wolf, 
2008) 
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รูป 2- 9 แผนภาพแสดงขั้นตอนการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยเทคนิค MLVA (Food Safety News, 
2009b) 

 

    Lindstedt et al. (2008) ได้ใช้เทคนิค MLVA ในการจ าแนก  
L. monocytogenes โดยใช้ Tandem Repeat ทั้งหมด 5 ต าแหน่ง เปรียบเทียบกับเทคนิค PFGE 
พบว่า เทคนิค MLVA มีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์มากกว่าเทคนิค PFGE เช่นเดียวกัน 
Chen 2011 ที่พบว่าเทคนิค MLVA มีความสามารถเปรียบเทียบการจ าแนกสายพันธุ์สูงกว่าเทคนิค 
MLVA, AFLP และ PFGE และมีความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ า อย่างไรก็ตามข้อจ ากัดของเทคนิคนี้
คือต้องค้นหาหาต าแหน่ง Tandem Repeat และออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ และค่าใช้จ่าย
ในการวิเคราะห์ขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วย Capillary Electrophoresis ค่อนข้างสูง ท าให้ไม่เหมาะ
กับการใช้วิเคราะห์ตัวอย่างจ านวนมาก 

  

   2.4.2.8 Multi-locus Sequence Typing (MLST) 

    เป็นเทคนิคที่วิ เคราะห์ความแปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายใน 
housekeeping gene ซึ่งเป็นยีนที่มีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของเชื้อนั้นๆและเป็นยีนที่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของล าดับนิวคลีโอไทด์อย่างช้าๆ วิธีการวิเคราะห์ท าได้โดยเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ  
housekeeping gene ที่มีความยาวประมาณ 450-500 bp และตามด้วย automated 
sequencing ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากเชื้อแต่ละไอโซเลทจะน ามาเปรียบเทียบกันเพ่ือหา
ความสัมพันธ์และสามารถหาความเชื่อมโยงระหว่างแหล่งที่พบซึ่งใช้ในการศึกษาระบาดวิทยาได้ 
นอกจากนี้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการวิเคราะห์สามารถเก็บในฐานข้อมูลอิเล็กทรอนิกส์ซึ่งสามารถ
เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์อ่ืนๆได้ทั่วโลก (Maiden et al., 1998; Urwin & Maiden, 2003) 
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ถึงแม้ว่าเทคนิค MLST จะมีค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ค่อนข้างสูง แต่เทคนิคนี้มีข้อดีคือ มีความแม่นย า
สูง สามารถใช้ในการจ าแนกความแตกต่างของชิ้นดีเ อ็นเอที่ไม่สามารถจ าแนกได้ด้วยการวิเคราะห์
ขนาด และง่ายต่อการเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการ (Graves et al., 2007)  

 

2.5 Capillary Electrophoresis (CE) 

 CE เป็นเทคนิคส าหรับวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พัฒนามาจากเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสโดย
ใช้ระบบแคปปิลารีแทนการใช้แผ่นเจล โดยแคปปิลารีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายในประมาณ 50 
ไมโครเมตร และมีความยาวประมาณ 30-80 เซนติเมตร แคปปิลารีมักท าจากแก้วหรือซิลิก้า ภายใน
บรรจุสารพอลิเมอร์ เช่น dimethyl polyacrylamide จากการที่แคปปิลารีมีขนาดเล็ก ท าให้สามารถ
ใช้บัฟเฟอร์และตัวอย่างปริมาณน้อยในการวิเคราะห์ นอกจากนี้ยังใช้เวลาในการวิเคราะห์รวดเร็ว  
และยังสามารถแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอได้ละเอียดกว่าการใช้เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบดั้งเดิม อย่างไรก็
ตามการใช้ CE ยังมีข้อจ ากัด เนื่องจากเครื่องมือวิเคราะห์นี้ยังมีราคาแพงท าให้สามารถใช้ได้ใน
ห้องปฏิบัติการบางแห่งเท่านั้น และค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ต่อตัวอย่างค่อนข้างสูง (Butler, 2011; 
Petersen, Okorodudu, Mohammad, & Payne, 2003) 

  ส่วนประกอบพ้ืนฐานในระบบแคปปิลารี ประกอบด้วยแคปปิลารี เครื่องจ่ายกระแส
ไฟฟ้าแรงสูงที่ต่อกับอิเล็กโทรด ภาชนะใส่บัฟเฟอร์ ถาดใส่ตัวอย่าง และเครื่องตรวจจับสัญญาณ แสดง
ในรูป 2-10 ตัวอย่างดีเอ็นเอจะถูกฉีดเข้าไปในแคปปิลารีโดยใช้สนามไฟฟ้าแล้วเกิดการแยกของชิ้น 
ดีเอ็นเอภายในแคปปิลารี เครื่องตรวจจับสัญญาณที่ปลายข้างหนึ่งของแคปปิลารีจะตรวจวัดสัญญาณ
แล้วบันทึกข้อมูลที่ได้โดยเครื่องประมวลผล  

 

 
รูป 2- 10 ส่วนประกอบของเครื่องมือ Capillary Electrophoresis (Butler, 2011) 
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2.6 High Resolution Melting Analysis (HRM) 

 เป็นเทคนิคที่พัฒนาขึ้นเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ความแปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์โดยการ
ตรวจวัดอุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอ หลักการของ HRM คือการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอต าแหน่งที่
สนใจด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยมี fluorescent dye  ซึ่งจะยึดเกาะกับดีเอ็นเอสายคู่และ
เกิดการเปล่งแสง จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิเพ่ือให้ดีเอ็นเอสายคู่แยกตัวออกจากกัน และตรวจวัดสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนต์ที่ลดลง อุณหภูมิจุดที่การแยกสายดีเอ็นเอเกิดขึ้น 50 เปอร์เซ็นต์คืออุณหภูมิ
หลอมเหลว (Melting Temperature; Tm) ของชิ้นดีเอ็นเอนั้น  หลักการของการหาอุณหภูมิ
หลอมเหลวของดีเอ็นเอ แสดงในรูป 2-11 

  ปัจจัยที่ส่งผลต่ออุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอได้แก่ ความยาวของชิ้นดีเอ็นเอ รวมถึง
ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในชิ้นดีเอ็นเอ และปริมาณ G/C ที่อยู่ในชิ้นดีเอ็นเอนั้น นอกจากนี้ยังมีปัจจัย
ภายนอก คือความเข้มข้นของ MgCl2 ในปฏิกิริยา ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ
หลอมเหลวของดีเอ็นเอ เทคนิค HRM ถูกน าไปประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ Single Nucleotide 
Polymorphisms (SNPs), DNA methylation และ gene mutation นอกจากนี้ ยังมีการใช้เทคนิค 
HRM เพ่ือจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียหลายชนิด เช่น Bacillus anthracis (Fortini et al., 
2007), Yersinia pestis (Ciammaruconi et al., 2009), Mycobacteriam tuberculocis (Pang 
et al., 2011) และ Bacillus licheniformis (Dhakal et al., 2013)  

 

 

รูป 2- 11 หลักการเบื้องต้นในการวิเคราะห์อุณหภูมิหลอมเหลวขอดีเอ็นเอด้วยเทคนิค HRM (The 
Witter Lab)  
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 แบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัย   

 Listeria innocua จ านวน 93 ไอโซเลทที่ใช้ในการวิจัยนี้ แยกมาจากผลิตภัณฑ์และ
สิ่งแวดล้อมภายในโรงงานผลิตเนื้อไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็ง โดยเชื้อทั้งหมดได้ผ่านการตรวจวิเคราะห์ว่า
เป็นสปีชีส์ L. innocua โดยวิธี ISO 11290-1:1996 และเก็บในสารละลายกลีเซอรอล 15% ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

   

3.2 การเตรียมดีเอ็นเอจาก L. innocua  

  เพาะเลี้ยง L. inncoua บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Triptic Soy Agar + 0.6% Yeast Extract 
(TSA-YE) (Merck, Germany) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายโคโลนีเดียวลงใน 
Triptic Soy Broth + 0.6% Yeast Extract (TSB-YE) (Merck, Germany) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมงจนอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวขุ่น จากนั้นดูดสารแขวนลอย 1.5 มิลลิลิตรใส่ในหลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
(ท าซ้ า 2ครั้ง) ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ าปราศจากไอออน 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง เก็บเซลล์ L. innocua ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

  การสกัดดีเอ็นเอจากเซลล์ L. innocua ท าโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ RBC Real Genomic 
(RBC bioscience, Taiwan) วิธีสกัดดีเอ็นเอดัดแปลงจากข้อแนะน าของผู้ผลิตส าหรับสกัดดีเอ็นเอ
จากแบคทีเรียแกรมบวก (รายละเอียดในภาคผนวก) วัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเครื่องมือ 
NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) แล้วเจือจางดีเอ็นเอให้ได้ความ
เข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.3 ส่วนผสมของสารเคมีและสภาวะที่ใช้ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและวิเคราะห์ความแตกต่าง
บริเวณต าแหน่ง TR โดย High Resolution Melting Analysis (HRM) 

  1) ส่วนผสมของสารเคมีในการเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  

   10X PCR buffer (Invitrogen, Brazil)  2.5  ไมโครลิตร 

    50 mM MgCl2 (Invitrogen, Brazil)  0.75 ไมโครลิตร 
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   10 mM dNTP (Thermo Scientific, USA) 0.25  ไมโครลิตร 

   10 µM Forward primer (IDT, USA)  0.5 ไมโครลิตร 

   10 µM Reverse primer (IDT, USA)  0.5  ไมโครลิตร 

   20X ResoLight®Dye (Roche, Germany)  
   (ส าหรับขั้นตอน HRM)    0.2 ไมโครลิตร 

   Taq DNA polymerase (Invitrogen, Brazil)  0.1  ไมโครลิตร 

   Template DNA (10ng/µL)      5  ไมโครลิตร 

   Deionized water     15.2 ไมโครลิตร 

   ปริมาตรรวม     25  ไมโครลิตร 

 2) สภาวะที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (Miya et al., 
2008)  

   Initial denaturation    94 องศาเซลเซียส 5 นาที 

   Denaturation   94 องศาเซลเซียส  30 วินาที 

   Annealing   60 องศาเซลเซียส  40 วินาที      30 รอบ  

   Extension   72 องศาเซลเซียส  1 นาที 

   Final extension  72 องศาเซลเซียส     4 นาที 

  3) สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM  

      Duplex formation    

     95 องศาเซลเซียส   1 นาที 

      40 องศาเซลเซียส   1 นาที   

   HRM   60-99 องศาเซลเซียส (50 acquisition/องศาเซลเซียส) 
  Cooling   40 องศาเซลเซียส 
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3.4 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

 3.4.1 การคัดเลือกต าแหน่ง Tandem repeats (TR) และการออกแบบไพรเมอร์ 

   ค้นหาต าแหน่ง TR ภายในจีโนมของ L. innocua CLIP 11262 (NCBI Reference 
Sequence: NC_003212.1) ซึ่งใช้เป็นสายพันธุ์อ้างอิงโดยโปรแกรม Unipro UGENE (Unipro, 
Russia) แล้วคัดเลือกต าแหน่ง TR โดยมีเงื่อนไขว่าต าแหน่ง TR นั้นจะต้องมีนิวคลีโอไทด์ซ้ ากันเป็นชุด
อย่างน้อย 5 นิวคลีโอไทด์เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ความแตกต่างด้วย CE และเทคนิค HRM 

    หาล าดับนิวคลิโอไทด์ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ TR ในฐานข้อมูลของ National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) ด้วยโปรแกรม Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST) จากนั้นออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR 
โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ primer 3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, USA) แล้ว
ตรวจสอบอุณหภูมิหลอมเหลวของชิ้นดีเอ็นเอ (DNA melting temperature-Tm) ด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป Tm Utility  เพ่ือตรวจสอบ Tm ของชิ้นดีเอ็นเอที่มีจ านวน TR ต่างๆกัน 

  ในการวิเคราะห์ความแตกต่างของ TR ด้วย เทคนิค HRM ความแตกต่างของ Tm 
ของชิ้นดีเอ็นเอที่มีจ านวน TR ใกล้เคียงกันควรห่างกันอย่างน้อย 0.2 องศาเซลเซียส เพ่ือที่จะให้เห็น
ความแตกต่างของ melting profile อย่างชัดเจน ในกรณีที่ความแตกต่างของ Tm น้อยกว่า 0.2 
องศาเซลเซียส ไพรเมอร์จะถูกออกแบบใหม่โดยให้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ครอบคลุมบริเวณต าแหน่ง TR มี
ขนาดเล็กลงเพ่ือเพ่ิมขีดความสามารถของเทคนิค HRM รายละเอียดของต าแหน่ง TR ที่ถูกคัดเลือก
และไพรเมอร์แสดงในตาราง 3-1 
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ตาราง 3- 1 รายละเอียดของต าแหน่ง TR และไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

TR locus Repeat sequence location Primer Sequence (5’3’) 

TR1  ACAAAT 118054 F-TCGGTCGATTAAAGTCGAAA 

R-CCACCTTCATTTGCGTTACC 

TR2 AAAAT 678153 F-CGATAAACAGCAGGTCCATT 

R-GGCACAAAGCATGCTAGAAA 

TR3  CGGTAGACC 1124290 F-GACAAAAGTAAGTCATGCGGGTATTT 

R-TAGCTACAATCGGATTAACGG 

TR4  GCTGTAGAATGGTTTAATACGAACATTT
GGGAACCGATTAAATTAGCAGTTTCAAC
TGTGGCTTATGCAATATCAAGCTACTTT
TCAACCTCATGGGAAATGATAAAATTAG
TTTGGTTCCTT 

1285178 F-CGCCGCCCGCCGCCCGCCCCCCGTGAAAT 
CGTAGGCTCTGCA 

R-ACTGCATCGTGAGCAGTTTG 

TR5  TGCTTT 1695412 F-CGATGTTTGTGATTTTGTCCTCT 

R-GAAGGAGGAAACGTGGATGA 

TR6  AATCGGC 1924244 F-GTACCTCCATTTGCTGTTCC 

R-ATGTTATCCACCTTCAAGTAACTG 

TR7  TCGGCA 1924542 F-TGGATTGACAGTTGGTTTTTCA 

R-CTGATGCTGACGCCGATG 

TR8  TCGGCA 1924709 F-GGATTGACAGTTGGTTTTTCAACTAGGA 

R-TGACGCCGACGCTGATGCTGACG 

TR9  GCATCC 1924762 F-ATCAGCGTCAGCATCGGCATCA 

R-TGACGCTGATGCCGACGC 

TR10  CAATCG 2172229 F-CACTGATGATTCGAAAAGCAAC 

R-ACAAATCCTAAAACGTGGTCA 

TR11  TAAAGA 2444015 F-CGCCGCCCGCCGCCCGCCCCCCGTGCCTA 
GACTAACTTCTAAGGCAAT 

R-TCCTTTTAAATCTTCATAAGAAACAAG 

TR12  TTTTA 2471516 F-AAAAACTGTCACCATTCGATGT 

R-ACTTAATCAATCAGTTCCAAATGC 

TR13  TTTACTGGG 2741368 F-ATGTGCTGGATCTGCTGGT 

R-AAAATCCAGTAGTTCCGGTAGAC 
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 3.4.2 การพัฒนาเทคนิค HRM เพื่อจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua  

   3.4.2.1 การทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR และวิเคราะห์ขนาด
ของช้ินดีเอ็นเอด้วย Capillary Electrophoresis (CE) 

    เลือก L. innocua จ านวน 11 ไอโซเลทที่แยกได้จากแหล่งต่างๆภายใน
โรงงานผลิตไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็ง มาทดสอบการเพ่ิมจ านวนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วย
เครื่อง PCR Thermocycle (Techne, UK) โดยใช้ไพรเมอร์ 13 คู่ในตาราง 3-1 ใช้ส่วนผสมของ
สารเคมีตามข้อที่ 3.3 (1) และสภาวะในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ตามข้อที่ 3.3 (2) ในการท า
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสทุกครั้งจะมีการควบคุมคุณภาพโดยใช้น้ าปราศจากไอออนแทนดีเอ็นเอของ 
L. innocua เพ่ือตรวจสอบว่าแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาและไม่เกิดการ
ปนเปื้อนระหว่างการเตรียม จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสและวิเคราะห์
ขนาดของผลิตภัณฑ์โดย Capillary Electrophoresis (CE) ด้วยเครื่อง QIAxcel (QIAGEN, 
Germany)    

 

  3.4.2.2 การวิเคราะห์ความเป็นไปได้ในการจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR 
ด้วยเทคนิค HRM 

    ส าหรับต าแหน่ง TR ที่ประสบความส าเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจาก
ข้อ 3.4.2.1 น า L. innocua จ านวน 11 ไอโซเลทนี้มาวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณต าแหน่ง TR 
โดยเทคนิค HRM ด้วยเครื่อง LightCycler®480 (Roche, Germany) เพ่ือวิเคราะห์ความเป็นไปได้
ในการจ าแนกความแตกต่างของรูปแบบ melting profile ในแต่ละต าแหน่ง  โดยใช้ส่วนผสมของ
สารเคมีตามข้อที่ 3.3 (1) และสภาวะในการท าปฏิกิริยาตามข้อที่ 3.3 (2-3) วิเคราะห์ข้อมูลของ 
melting profile ในแต่ละต าแหน่ง TR ด้วยซอฟต์แวร์ LightCycler®480 Gene Scanning 
software (Roche, Germany) 

 

  3.4.2.3 การเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอด้วย CE และผล
การวิเคราะห์ความเป็นไปได้ในการจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค HRM 

    ขนาดชิ้นดีเอ็นเอของ L. innocua ทั้ง 11 ไอโซเลทที่ได้จากการวิเคราะห์
ด้วย CE จะถูกน ามาเปรียบเทียบกับรูปแบบของ melting profile ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
HRM โดยไอโซเลทที่มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเท่ากันควรมีรูปแบบของ melting profile เหมือนกันและ 
ไอโซเลทที่มีขนาดของขิ้นดีเอ็นเอต่างกันควรมีรูปแบบของ melting profile ที่แตกต่างกัน ส าหรับ 
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ไอโซเลทที่มีผลการวิเคราะห์ด้วย CE ไม่สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM จะน ามา
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในชิ้นดีเอ็นเอโดยส่งวิเคราะห์ที่บริษัท Bioneer ประเทศเกาหลี 
  

 3.4.3 การจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua ด้วยเทคนิค HRM 

  3.4.3.1 การวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอด้วย Capillary Electrophoresis 
(CE) 

    ส าหรับต าแหน่ง TR ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้จากข้อ 3.4.2.1 น า 
ดีเอ็นเอของ L. innocua ทั้ง 93 ไอโซเลท มาเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครื่อง 
PCR Thermocycle (Techne, UK)  ใช้ส่วนผสมของสารเคมีตามข้อที่ 3.3 (1) และใช้สภาวะในการ
ท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตามข้อที่ 3.3 (2) แล้ววิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ โดย CE ด้วย
เครื่องมือ QIAxcel (QIAGEN, Germany)  

    จ านวน TR (Repeat Unit: RU) ของทุกไอโซเลท ในแต่ละต าแหน่ง 
ค านวณได้โดยสมการ:  

 

จ านวน TR (RU) = amplicon size – flanking size 

                              Repeat size 

 

   3.4.3.2 การการจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค HRM 

   น าดีเอ็นเอของ L. innocua ทั้ง 93 ไอโซเลท มาวิเคราะห์ความแตกต่าง
บริเวณต าแหน่ง TR โดยเทคนิค HRM ด้วยเครื่อง LightCycler®480 (Roche, Germany)  โดยใช้
ต าแหน่ง TR ที่ประสบความส าเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในข้อ 3.4.2.1 ใช้ส่วนผสมของสารเคมี
ตามข้อที่ 3.3 (1) และสภาวะในการท าปฏิกิริยาตามข้อที่ 3.3 (2-3) 

    วิเคราะห์ข้อมูลของ melting profile ในแต่ละต าแหน่ง TR ด้วยซอฟต์แวร์ 
LightCycler®480 Gene Scanning software (Roche, Germany) เพ่ือดูลักษณะและความ
แตกต่างของ melting profile โดยพิจารณาจากรูปแบบของ Normalized melting peak ส าหรับ
ต าแหน่ง TR ที่พบความแตกต่างของ melting profile จะถูกน ามาทดสอบต่อไป 
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  3.4.3.3 การเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอด้วย CE และผล
การจ าแนกความแตกต่างของ TR ด้วยเทคนิค HRM 

    ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย CE ทั้ง 93 ไอโซเลทจะ
น ามาเปรียบเทียบกับรูปแบบของ melting profile ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ส าหรับ
ไอโซเลทที่มีผลการวิเคราะห์ด้วย CE ไม่สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM จะน ามา
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในชิ้นดีเอ็นเอโดยส่งวิเคราะห์ที่บริษัท Bioneer ประเทศเกาหลี 

 

 3.4.4 การประเมินความแม่นย าของเทคนิค HRM 

   ส าหรับต าแหน่ง TR ที่มีรูปแบบของ melting profile แตกต่างกันในข้อ 3.4.3.2 
เลือก L. innocua รูปแบบละ 1 ไอโซเลทในแต่ละต าแหน่ง TR เพ่ือเป็นตัวแทนในการทดสอบความ
แม่นย าของเทคนิค โดยแบ่งเป็นการทดสอบความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ าภายในการทดลองครั้ง
เดียวกันและความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ าในวันที่ต่างกัน ดังนี้ 

 

  3.4.4.1 การทดสอบความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ าภายในครั้งเดียวกัน 
(Repeatability)  

    ทดสอบดีเอ็นเอของไอโซเลทที่ถูกเลือกในแต่ละต าแหน่งด้วยเทคนิค HRM 
โดยเครื่อง LightCycler®480 (Roche, Germany) ตัวอย่างละ 3 ซ้ าภายในการทดสอบครั้งเดียวกัน  
โดยใช้สภาวะและส่วนผสมของสารเคมีตามข้อที่ 3.3 วิเคราะห์ผลโดยซอฟต์แวร์ LightCycler®480 
Gene Scanning software (Roche, Germany) แล้วพิจารณาลักษณะของ melting profile ในแต่
ละตัวอย่าง (ดัดแปลงวิธีทดสอบจาก Norambuena, Copeland, Křenková, Štambergová, and 
MacekJr (2009))  

 

   3.4.4.2 การทดสอบความสามารถในการ วิ เคราะห์ซ้ า ใน วันที่ ต่ า งกัน 
(Reproducibility) 

    ทดสอบตัวอย่างดีเอ็นเอของไอโซเลทที่ถูกคัดเลือกในแต่ละต าแหน่งด้วย
เทคนิค HRM โดย LightCycler®480 (Roche, Germany) ตัวอย่างละ 3 ซ้ า โดยทดสอบ 2 ครั้งใน
วันที่ต่างกันใช้สภาวะและส่วนผสมของสารเคมีตามข้อที่ 3.3  วิเคราะห์ผลโดยซอฟต์แวร์ 
LightCycler®480 Gene Scanning software (Roche, Germany) แล้วพิจารณาลักษณะของ 
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melting profile เปรียบเทียบกันในแต่ละวัน (ดัดแปลงวิธีทดสอบจาก Norambuena et al. 
(2009)) 

 

   3.4.5 การประเมินความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์   

 ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ โดยการจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR 
ประเมินโดยพิจารณาจากจ านวนของสายพันธุ์ (จีโนไทป์) ที่จ าแนกได้จาก CE และเทคนิค HRM การ
ก าหนดจีโนไทป์ของ L. innocua ทั้ง 93 ไอโซเลทจากการวิเคราะห์ด้วย CE ท าโดยการน าจ านวน 
repeat unit ของแต่ละไอโซเลทในการวิเคราะห์ทั้ง 4 ต าแหน่งมารวมเข้าด้วยกัน (เช่น 4-4-7-5 เป็น
จ านวน repeat unit ที่ต าแหน่ง TR1, TR3, TR6 และ TR13 ตามล าดับ) ส าหรับการก าหนดจีโนไทป์
ของ L. innocua ในการจ าแนกด้วยเทคนิค HRM ท าโดยน ารูปแบบของ melting profile ของ TR 
ทั้ง 4 ต าแหน่งของแต่ละไอโซเลทมารวมเข้าด้วยกัน (เช่น A-A-C-B เป็นรูปแบบของ melting profile 
ที่ต าแหน่ง TR1, TR3, TR6 และ TR13 ตามล าดับ) และพิจารณาความสามารถในการจ าแนกสาย
พันธุ์จากการประเมินค่า Hunter and Gaston Discriminatory Index (D-value) (Hunter & 
Gaston, 1988) ตามสมการ:  

 

D =   
 

      
∑          

    

 
โดยที่ N = จ านวนไอโซเลทที่ใช้ทดสอบ 
   S =จ านวนของจีโนไทป์ที่จ าแนกได้ 
  nj = จ านวนของไอโซเลทที่เป็นสมาชิกในจีโนไทป์ j 
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บทที่ 4  
ผลการด าเนินงานวิจัยและการอภิปรายผล 

 

4.1 ผลการค้นหาต าแหน่ง TR และออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR 
ของ L. innocua  

Tandem Repeat (TR) คือส่วนของดีเอ็นเอที่มีนิวคลีโอไทด์ซ้ ากันเป็นชุดๆ ซึ่งสามารถเกิด
การเพ่ิมหรือลดของ repeat unit ได้ในระหว่างการจ าลองตัวของดีเอ็นเอ (DNA replication) ท าให้
เกิดความหลายหลายของจ านวน TR ในแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์และใช้ความแตกต่างของจ านวน TR 
นี้เป็น marker ในการจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรีย การวิเคราะห์ความแตกต่างของ TR เพียงต าแหน่ง
เดียวอาจท าให้ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ไม่เพียงพอที่จะใช้ในการติดตามการปนเปื้อนใน
โรงงานอุตสาหกรรม ดังนั้นจึงมีการพัฒนาโดยเพ่ิมจ านวนต าแหน่ง TR ให้มีหลายต าแหน่งเพ่ือเพ่ิม
ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ (Dhakal et al., 2013; Keim et al., 2000)   

ในการค้นหาต าแหน่ง TR ส าหรับน ามาวิเคราะห์ความแตกต่างด้วย CE และ HRM ได้เลือก 
complete genome ของ L. innocua CLIP 11262 จากฐานข้อมูลของ NCBI (NCBI Reference 
Sequence: NC_003212.1)  เพ่ือเป็นสายพันธุ์อ้างอิง แล้วถ่ายโอนข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ  
L. innocua CLIP 11262  ในโปรแกรม Unipro UGENE โดยก าหนดเงื่อนไขว่าต าแหน่ง TR นั้นต้อง
มีนิวคลีโอไทด์ซ้ ากันอย่างน้อย 5 นิวคลีโอไทด์  จากเงื่อนไขดังกล่าวท าให้ได้ต าแหน่ง TR ทั้งหมด 13 
ต าแหน่ง (TR1-TR13) ซึ่งกระจายตัวอยู่ภายในจีโนมดังแสดงในรูป 4-1 

 ไพรเมอร์ 13 คู่ส าหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณต าแหน่ง TR ทั้ง 13 ต าแหน่งถูกออกแบบ
โดยโปรแกรม primer3 รายละเอียดของต าแหน่ง TR และไพรเมอร์ แสดงในตาราง 3-1  
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รูป 4- 1 แผนผังแสดงต าแหน่งของ TR ทั้ง 13 ต าแหน่ง (TR1-TR13) ภายในจีโนมของ L. innocua 
CLIP 11262 

 

4.2 ผลการพัฒนาเทคนิค HRM เพื่อจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua 

  4.2.1 ผลการทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR และวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดี
เอ็นเอด้วย Capillary Electrophoresis (CE) 

  การทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง TR ได้เลือก L. innocua จ านวน 11 
ไอโซเลทที่แยกได้จากแหล่งต่างๆภายในโรงงานผลิตเนื้อไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็ง ได้แก่ พ้ืนบริเวณผลิต 
สายพาน ถุงมือพนักงาน เครื่องชั่ง รองเท้าบูต และแผ่นซูพีลีนรองใต้สายพาน ซึ่งคาดว่าจะพบความ
แตกต่างบริเวณ TR มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส พบว่ามี TR 8 ต าแหน่ง
จาก 13 ต าแหน่งที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR ได้ ได้แก่ ต าแหน่ง TR1, TR2, TR3, 
TR5, TR6, TR10, TR12 และ TR13 จากนั้นน าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้มาวิเคราะห์ขนาดของ
ชิ้นดีเอ็นเอด้วย CE ได้ผลดังตาราง 4-1 
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ตาราง 4- 1 ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอของ L. innocua จ านวน 11 ไอโซเลทที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 
Capillary Electrophoresis 

Isolate 
Size (bp) 

TR1 TR2 TR3 TR5 TR6 TR10 TR12 TR13 

05 250 140 458 125 244 99 124 149 

18 250 140 494 125 244 99 124 167 

24 250 140 485 125 244 99 124 149 

28 250 140 485 125 244 99 124 167 

52 250 140 485 125 244 99 124 167 

55 250 140 485 125 244 99 124 77 

58 250 140 485 125 244 99 124 149 

59 256 140 395 125 226 99 124 104 

60 250 140 431 125 256 99 124 167 

67 250 140 449 125 244 99 124 149 

91 250 140 485 125 244 99 124 140 

  

  ในการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR  มักใช้ capillary electrophoresis (CE) 
ในการจ าแนกขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน เนื่องจากการตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอด้วย CE 
มีความละเอียดและแม่นย าสูง โดยสามารถจ าแนกความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน
มากกว่า 5 bp ได้ (Nederbragt et al., 2008; Petersen et al., 2003) 

  ผลการวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอบริเวณต าแหน่ง TR ทั้ง 8 ต าแหน่งด้วย CE 
จากตาราง 4-1 พบว่ามี TR 4 ต าแหน่ง ได้แก่ TR1, TR3, TR6 และ TR13 ที่มีความแตกต่างของ
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ซึ่งบ่งบอกถึงการมีความแตกต่างของจ านวน TR ภายใน 11  ไอโซเลทที่คัดเลือกมา
ทดสอบ โดยพบชิ้นดีเอ็นเอขนาด 250 และ 256 bp ที่ต าแหน่ง TR1 ชิ้นดีเอ็นเอขนาด 395, 431, 
449, 458, 485 และ 494 ที่ต าแหน่ง TR3 ชิ้นดีเอ็นเอขนาด 226, 244 และ 256 ที่ต าแหน่ง TR6 
และชิ้นดีเอ็นเอขนาด 77, 104, 140, 149, 167 ที่ต าแหน่ง TR13 ส าหรับต าแหน่ง TR2, TR5, TR10 
และ TR12 นั้นไม่พบความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นเอใน 11 ไอโซเลทที่ทดสอบ โดยต าแหน่ง TR2 
ชิ้นดีเอ็นเอของทั้ง 11 ไอโซเลทมีขนาด 140 bp ต าแหน่ง TR5 ชิ้นดีเอ็นเอมีขนาด 125 bp ต าแหน่ง 
TR10 ชิ้นดีเอ็นเอมีขนาด 99 bp และต าแหน่ง TR 12 ชิ้นดีเอ็นเอมีขนาด 124 bp 



 37 

   4.2.2 ผลการวิเคราะห์ความเป็นไปได้ในการจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ด้วย
เทคนิค HRM  

  ส าหรับ TR ทั้ง 8 ต าแหน่งที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ L. innocua ทั้ง 11 
ไอโซเลทได้จากข้อ 4.1.1 ได้แก่ TR1, TR2, TR3, TR5, TR6, TR10, TR12 และ TR13 ถูกน ามา
ทดสอบต่อโดยน า L. innocua ทั้ง 11 ไอโซเลทนั้นมาวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค 
HRM เพ่ือประเมินลักษณะของ melting profile ที่ได้ในแต่ละต าแหน่งได้ผลดังรูป 4-2 ซึ่งพบว่า
ต าแหน่ง TR1 มี melting profile 2 รูปแบบ ต าแหน่ง TR2 มี melting profile 1 รูปแบบ ต าแหน่ง 
TR3 มี melting profile 6 รูปแบบ ต าแหน่ง TR5 มี melting profile 2 รูปแบบ ต าแหน่ง TR6 มี 
melting profile 3 รูปแบบ ต าแหน่ง TR10 มี melting profile 1 รูปแบบ ต าแหน่ง TR12 มี 
melting profile 1 รูปแบบ และต าแหน่ง TR13 มี melting profile 6 รูปแบบ  

 

 4.2.3 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วย CE และ HRM 

  จากผลการวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอด้วย CE และผลการวิเคราะห์การจ าแนก
ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค HRM ทั้ง 8 ต าแหน่ง (TR1, TR2, TR3, TR5, TR6, TR10, 
TR12 และ TR13) ในหัวข้อ 4.2.1 และ 4.2.2 พบว่าขนาดชิ้นดีเอ็นเอของทั้ง 11 ไอโซเลทที่ได้จาก
การวิเคราะห์ด้วย CE สอดคล้องกับ melting profile ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย HRM ทั้ง 8 
ต าแหน่งโดยเทคนิค HRM สามารถจัดกลุ่มไอโซเลทที่มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเท่ากันไว้ด้วยกันและจ าแนก
ไอโซเลทที่มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอต่างกันออกจากกันได้ โดยมีรูปแบบของ melting profile ที่แตกต่างกัน
อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตามพบว่ามีไอโซเลทที่มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอไม่สอดคล้องกับ melting profile 
จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ที่ต าแหน่ง TR5 และ TR13 โดยพบว่าที่ต าแหน่ง TR5  
L. innocua ทั้งหมด 11 ไอโซเลทมีขนาดของชิ้นดีเอ็นเอเป็น 125 bp ในทุกๆไอโซเลทแต่เกิด 
melting profile 2 รูปแบบ โดยที่ไอโซเลท 60 มี melting profile ที่แตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนๆ (รูป 
4-2 VII-VIII) และต าแหน่ง TR13 ซึ่งไอโซเลท 18, 28, 52 และ 60 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 167 bp 
แต่ไอโซเลท 60 มี melting profile แตกต่างจากไอโซเลทอ่ืนๆที่มีขนาดขิ้นดีเอ็นเอเท่ากัน (รูป 4-2 
XV-XVI) ในกรณีนี้ไอโซเลท 60 จะถูกน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) เปรียบเทียบ
กับไอโซเลทอ่ืนๆเพื่อตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในชิ้นดีเอ็นเอที่อาจส่งผลต่อ melting profile  
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รูป 4- 2 แถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์โดย Capillary electrophoresis (ซ้าย) และ melting peak 
จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM (ขวา) ของ L. innocua 11 ไอโซเลท ก าหนดให้รูป I, II = ผลการ
ทดสอบที่ต าแหน่ง TR1 รูป III, IV = ผลการทดสอบที่ต าแหน่ง TR2 รูป V, VI = ผลการทดสอบที่
ต าแหน่ง TR3 รูป VII, VIII = ผลการทดสอบที่ต าแหน่ง TR5 รูป IX, X = ผลการทดสอบที่ต าแหน่ง 
TR6 รูป XI, XII = ผลการทดสอบที่ต าแหน่ง TR10 รูป XIII, XIV = ผลการทดสอบที่ต าแหน่ง TR12 
รูป XV, XVI = ผลการทดสอบที่ต าแหน่ง TR13 โดยแถบดีเอ็นเอ Lane1 = ไอโซเลท 24 Lane2 = 
ไอโซเลท 58 Lane3 = ไอโซเลท 05 Lane4 = ไอโซเลท 28 Lane5 = ไอโซเลท 52 Lane6 = ไอโซ
เลท 18 Lane7 = ไอโซเลท 59 Lane8 = ไอโซเลท 55 Lane9 = ไอโซเลท 60 Lane10 = ไอโซเลท 
67 Lane11 = ไอโซเลท 91 
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   ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR5 และ TR13 
พบว่าเกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์แบบ point mutation ภายในชิ้นดีเอ็นเอของไอโซเลท 
60  (รูป 4-3 และรูป 4-4) ซึ่ง point mutation คือการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์เพียงโมเลกุล
เดียวภายในชิ้นส่วนดีเอ็นเอซึ่งเกิดขึ้นได้ในขั้นตอนการจ าลองตัวของดีเอ็นเอหรือเกิดจากปัจจัยอ่ืนๆ 
เช่น X-ray หรือ UV radiation โดยการเกิด point mutation มี 2 ประเภท คือ i) การแทนที่ของ 
นิวคลีโอไทด์ และ ii) การเพ่ิมขึ้น (Insertion) หรือขาดหายไป (Deletion) ของนิวคลีโอไทด์ (Lodish 
et al., 2000) การเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง TR5 และ TR13 นี้เป็นการแทนที่ของ 
นิวคลีโอไทด์ ซึ่งไม่ได้ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของขนาดชิ้นดีเอ็นเอจึงไม่สามารถตรวจสอบได้ด้วย 
CE แต่การแทนที่ของนิวคลีโอไทด์นี้อาจส่งผลต่อปริมาณ G/C และอุณหภูมิหลอมเหลวของชิ้น 
ดีเอ็นเอท าให้สามารถตรวจสอบได้ด้วย HRM โดยไอโซเลทที่เกิด point mutation จะมี melting 
profile ที่มีรูปแบบแตกต่างจากไอโซเลทที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาดเท่ากัน ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลอง
ของ Distefano, Caruso, La Malfa, Gentile, and Wu (2012) และ Ganopoulos, Argiriou, 
and Tsaftaris (2011) ที่พบว่า CE ไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างที่เกิดจากการแทนที่ของ 
นิวคลีโอไทด์ภายในชิ้นดีเอ็นเอได้ แต่เทคนิค HRM สามารถจ าแนกความแตกต่างได้จากรูปแบบ 
melting profile ที่แตกต่างกัน  

  เมื่อพิจารณาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง TR5 พบว่าเกิด point mutation ขึ้น
นอกบริเวณ TR ในไอโซเลท 60 (รูป 4-3) การแทนที่ของนิวคลีโอไทด์จาก G เป็น T (GT) ในชิ้น 
ดีเอ็นเอมีผลให้ปริมาณ G/C โดยรวมของชิ้นดีเอ็นเอลดลง ท าให้อุณหภูมิหลอมเหลวของชิ้นดีเอ็นเอ
ต่ ากว่าไอโซเลทอ่ืนๆ และที่ต าแหน่ง TR13 (รูป 4-4) พบว่าเกิด point mutation 2 ต าแหน่งภายใน 
TR ซึ่งเกิดการแทนที่จาก T เป็น C (TC) และ A เป็น G (AG) ภายในชิ้นดีเอ็นเอของไอโซเลท 
60 ส่งผลให้อุณหภูมิหลอมเหลวของชิ้นดีเอ็นเอสูงขึ้น เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์นี้ท า
ให้ปริมาณ G/C ในชิ้นดีเอ็นเอของไอโซเลทนี้เพ่ิมขึ้น ท าให้เกิดความแตกต่างของรูปแบบ melting 
profile ถึงแม้ว่าชิ้นดีเอ็นเอจะมีขนาดเท่ากัน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Derzelle, Mendy, 
Laroche, and Madani (2011) ที่ได้รายงานว่าการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์จาก G หรือ C เป็น A 
หรือ T ภายในชิ้นดีเอ็นเอจะท าให้อุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอต่ าลง ในขณะที่ การแทนที่ของ 
นิวคลีโอไทด์จาก A หรือ T เป็น G หรือ C มีผลให้อุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอสูงขึ้น 
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รูป 4- 3 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง TR5  

 

 

รูป 4- 4 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต าแหน่ง TR13 
 

4.3 ผลการจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua ด้วยเทคนิค HRM  

  4.3.1 ผลการวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอด้วย Capillary Electrophoresis (CE) 

  จากผลการพัฒนาเทคนิค HRM ในหัวข้อ 4.2 พบว่า TR 8 ต าแหน่ง (TR1, TR2, 
TR3, TR5, TR6, TR10, TR12 และ TR13) สามารถเพ่ิมประมาณดีเอ็นเอที่บริเวณ TR ได้ใน  
L. innocua ทั้ง 11 ไอโซเลท ดังนั้นในขั้นตอนนี้จึงได้วิเคราะห์ความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่
บริเวณ TR ทั้ง 8 ต าแหน่งด้วย CE เพ่ือตรวจสอบความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นทั้งหมดใน  
L. innocua ทั้ง 93 ไอโซเลท ผลการวิเคราะห์ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR ทั้ง 8 ต าแหน่ง
แสดงในตาราง 4-2 โดยต าแหน่ง TR1 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 250 และ 256 bp คิดเป็น 3 และ 4 
RU ตามล าดับ ต าแหน่ง TR2 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 140 bp คิดเป็น 3 RU ทั้ง 93 ไอโซเลท 
ต าแหน่ง TR3 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 395, 431, 449, 458, 485 และ 494 bp คิดเป็น 4, 8, 10, 
11, 14 และ 15 RU ตามล าดับ ต าแหน่ง TR5 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 125 bp คิดเป็น 2 RU 
ต าแหน่ง TR6 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 226, 238,244 และ 256 bp คิดเป็น 7, 9, 10 และ 12 RU 

>>TR5-125 bp 

>>TR5-125 bp (Isolate 60) 
bp 

>TR13-167 bp 

>TR13-167 bp 

(Isolate 60) 
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ตามล าดับ ต าแหน่ง TR10 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 99 bp คิดเป็น 3 RU ต าแหน่ง TR12 มีขนาดชิ้น 
ดีเอ็นเอเป็น 124 bp คิดเป็น 3 RU และต าแหน่ง TR13 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 77, 104, 140, 149 
167 bp คิดเป็น 2, 5, 9, 10 และ 12 RU ตามล าดับ 

 

  4.3.2 ผลการวิเคราะห์การจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค HRM 

  การวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ของ L. innocua ทั้ง 93 ไอโซเลทด้วย
เทคนิค HRM ที่ต าแหน่ง TR1, TR2, TR3, TR5, TR6, TR10, TR12 และ TR13 ได้ผลดังแสดงในรูป 
4-5 พบว่าที่ต าแหน่ง TR1, TR3, TR5, TR6 และ TR13 เกิด melting profile หลายรูปแบบ โดยที่
ต าแหน่ง TR1 เทคนิค HRM สามารถจ าแนก L. innocua 93 ไอโซเลท ได้เป็น 2 รูปแบบ  คือ A 
และ B ต าแหน่ง TR3 จ าแนกได้เป็น 6 รูปแบบ คือ A, B, C, D, E และ F ต าแหน่ง TR5 จ าแนกได้ 2 
รูปแบบ คือ A และ B ต าแหน่ง TR6 จ าแนกได้ 4 รูปแบบ คือ A, B, C และ D และต าแหน่ง TR13 
จ าแนกได้ 6 รูปแบบ คือ A, B, C, D, E และ F ในขณะที่ไม่พบความแตกต่างของรูปแบบ melting 
profile ที่ต าแหน่ง TR2, TR10 และ TR12 ใน L. innocua ทั้ง 93 ไอโซเลท  

  ในงานวิจัยนี้ เทคนิค HRM สามารถจ าแนกความแตกต่างของชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด
ตั้งแต่ 77 bp จนถึง 494 bp ได้อย่างชัดเจน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Liew et al. (2004) และ 
Chou, Lyon, and Wittwer (2005) ที่รายงานว่าขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค HRM ควรมีขนาดน้อยกว่า 500 bp ซึ่งจะท าให้เห็นความแตกต่างของ melting profile 
ได้อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตาม Stephens, Inman-Bamber, Giffard, and Huygens (2008) และ 
Naze et al. (2010) พบว่าเทคนิค HRM สามารถจ าแนกความแตกต่างของชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดตั้งแต่ 
168 bp ถึง 890 bp ได้  
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รูป 4- 5 melting peak จากการวิเคราะห์ความแตกต่างที่ต าแหน่ง TR ทั้ง 4 ต าแหน่งของ  
L. innocua 93 ไอโซเลท ก าหนดให้ I =locus TR1, II=locus TR2, III=locus TR3, IV=locus 
TR5, V=locus TR6, VI=locus TR10, VII=locus TR12, VIII=locus TR13  
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4.3.3 ผลการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วย CE และ HRM 

   จากการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR1, TR2, TR3, 
TR5, TR6, TR10, TR12 และ TR13 ด้วย CE กับผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของ melting 
profile ด้วยเทคนิค HRM (ตาราง 4-2) พบว่าต าแหน่ง TR1 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 250 (3 RU) 
และ 256 bp (4 RU) ซึ่งสอดคล้องกับ melting profile ในรูปแบบ B และ A ตามล าดับ ต าแหน่ง 
TR2 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 140 bp (3 RU) ในทุกไอโซเลทซึ่งสอดคล้องกับ melting profile ที่มี
เพียงรูปแบบเดียวคือรูปแบบ A  ต าแหน่ง TR3 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 395 (4 RU), 431 (8 RU), 
449 (10 RU), 458 (11 RU), 485 (14 RU) และ 494 bp (15 RU) ให้ผลสอดคล้องกับ melting 
profile รูปแบบ A, B, C, D, E และ F ตามล าดับ ต าแหน่ง TR5 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 125 bp 
(2RU) ในทุกไอโซเลท อย่างไรก็ตามพบว่ามี melting profile 2 รูปแบบ (A และ B) ซึ่งความแตกต่าง
ของ melting profile ที่ต าแหน่งนี้ไม่ได้เกิดจากความแตกต่างบริเวณ TR แต่เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์นอกบริเวณ TR ดังที่อธิบายไว้ในหัวข้อ 4.2.3 ดังนั้นต าแหน่ง TR5 จะ
ไม่ถูกน ามาใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์ร่วมกับต าแหน่ง TR อ่ืนๆ ส าหรับต าแหน่ง TR6 มีขนาดชิ้น 
ดีเอ็นเอเป็น 226 (7 RU), 238 (9 RU), 244 (10 RU) และ 256 bp (12 RU) สอดคล้องกับ melting 
profile รูปแบบ C, D, A และ B ตามล าดับ ต าแหน่ง TR10 และ TR12 ไม่มีความแตกต่างของขนาด
ชิ้นดีเอ็นเอทั้ง 2 ต าแหน่ง โดยทั้ง 93 ไอโซเลทมีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 99 bp (3 RU) และ 124 bp 
(3 RU) ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HRM ที่มีรูปแบบของ melting 
profile เพียงรูปแบบเดียวคือรูปแบบ A และที่ต าแหน่ง TR13 มีขนาดชิ้นดีเอ็นเอเป็น 77 (2 RU), 
104 (5 RU), 140 (9 RU), 149 (10 RU) และ 167 bp (12 RU) ซึ่งไอโซเลทที่มีขนาดเป็น 77, 104, 
140 และ 149 bp ให้ผลตรงกับ melting profile รูปแบบ A, B, C, D ตามล าดับ ในขณะไอโซเลทที่
มีขนาด 167 bp เกิด melting profile 2 รูปแบบ คือ E และ F เนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงของ 
นิวคลีโอไทด์ภายใน TR ตามท่ีอธิบายในหัวข้อ 4.2.3  

  การจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค HRM ที่ต าแหน่ง TR1, TR3 และ 
TR6 สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ciammaruconi et al. (2009) ซึ่งพบว่าเทคนิค HRM สามารถ
จ าแนกไอโซเลทที่มีจ านวน repeat unit ต่างกันได้อย่างถูกต้องเมื่อทดสอบกับ Yersinia pestis 
ในขณะที่ melting profile ที่เกิดจาก point mutation ภายในชิ้นดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR5 และ 
TR13 นั้นให้ผลไปในทิศทางเดียวกับงานวิจัยของ Distefano et al. (2012) ที่รายงานว่าการแทนที่
ของนิวคลีโอไทด์ภายในชิ้นดีเอ็นเอนี้ไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างได้ด้วย CE เนื่องจาก CE จ าแนก
ความแตกต่างโดยขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ ในขณะที่เทคนิค HRM จ าแนกความแตกต่างจากอุณหภูมิ
หลอมเหลวของดีเอ็นเอ ซึ่งขึ้นกับล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในชิ้นดีเอ็นเอนั้น ท าให้เกิดรูปแบบของ 
melting profile เพ่ิมข้ึน ถือว่าเป็นข้อได้เปรียบของเทคนิค HRM ที่เหนือกว่า CE 
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   เมื่อพิจารณาระหว่างขนาดของชิ้นดีเอ็นเอและอุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอ 
พบว่า ที่ต าแหน่ง TR3 และ TR13 การเพ่ิมขึ้นของจ านวน repeat unit จะแปรผันกับอุณหภูมิ
หลอมเหลวของชิ้นดีเอ็นเอ ในขณะที่ต าแหน่ง TR1 เมื่อจ านวน repeat unit เพ่ิมขึ้น อุณหภูมิ
หลอมเหลวของชิ้นดีเอ็นเอกลับมีค่าลดลง เนื่องจาก repeat sequence ที่ต าแหน่ง TR1 มีล าดับ 
นิวคลีโอไทด์เป็น ACAAAT (ตาราง 3-1) การเพ่ิมขึ้นของ repeat unit จะเพ่ิมปริมาณของ 
นิวคลีโอไทด์ A/T ในชิ้นดีเอ็นเอและท าให้อัตราส่วนของปริมาณ G/C ลดลง ส่งผลให้อุณหภูมิ
หลอมเหลวของชิ้นดีเอ็นเอลดลงด้วย นอกจากนี้ ที่ต าแหน่ง TR6 จะเห็นได้ว่าอุณหภูมิหลอมเหลวของ
ดีเอ็นเอไม่ได้แปรผันตามจ านวน TR ซึ่งเกิดจาก 2 ปัจจัย คือ i) ความแตกต่างของจ านวน TR ใน 
ไอโซเลทที่ทดสอบ และ ii) เกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ (point mutation) หลายต าแหน่ง
ภายในชิ้นดีเอ็นเอท าให้ล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบ A และ B แตกต่างจากรูปแบบ C และ D (รูป 4-
6) ถึงแม้ว่ารูปแบบ C และ D จะมีขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่สั้นกว่ารูปแบบ A และ B แต่การเกิด point 
mutation ท าให้ปริมาณ G/C ภายในชิ้นดีเอ็นเอสูงกว่ารูปแบบ A และ B จึงท าให้อุณหภูมิ
หลอมเหลวของดีเอ็นเอในรูปแบบ C และ D สูงกว่ารูปแบบ A และ B ซึ่งสนับสนุนทฤษฎีที่ว่า
นอกจากความยาวของชิ้นดีเอ็นเอแล้ว  ล าดับนิวคลีโอไทด์รวมทั้งปริมาณ G/C ภายในชิ้นดีเอ็นเอก็
เป็นปัจจัยที่มีผลต่ออุณหภูมิหลอมเหลวของดีเอ็นเอ 

 

 
รูป 4- 6 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต าแหน่ง TR6 แสดงการเปลี่ยนแปลงของ 
นิวคลีโอไทด์และความแปรผันของจ านวน Tandem Repeat ในแต่ละรูปแบบ 
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4.4 ผลการประเมินความแม่นย าของเทคนิค HRM 

 4.4.1 ผลการทดสอบความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ าภายในครั้งเดียวกัน 
(Repeatability)  

   ไอโซเลทที่มีรูปแบบ melting profile แตกต่างกันในแต่ละต าแหน่ง (TR1, TR3, 
TR6 และ TR13) ถูกคัดเลือกเพ่ือเป็นตัวแทนของไอโซเลทอ่ืนๆในการทดสอบความสามารถในการ
วิเคราะห์ซ้ าภายในครั้งเดียวกัน (Repeatability) ของเทคนิค HRM ผลการวิเคราะห์พบว่า มีความ
แตกต่างของ melting profile ในไอโซเลทที่ทดสอบดังแสดงในรูป 4-7 โดยต าแหน่ง TR1 เกิด 
melting profile 2 รูปแบบ (A และ B) ต าแหน่ง TR3 เกิด melting profile  6 รูปแบบ (A, B, C, 
D, E และ F) ต าแหน่ง TR6 เกิด melting profile 4 รูปแบบ (A, B, C และ D)  และต าแหน่ง TR13 
เกิด melting profile 6 รูปแบบ (A, B, C, D, E และ F) ซึ่งรูปแบบของ melting profile ที่เกิดขึ้น
ทุกต าแหน่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ในหัวข้อที่ 4.3.2 และการวิเคราะห์ทั้ง 3 ซ้ าของแต่ละ 
ไอโซเลทมีลักษณะของ melting profile ใกล้เคียงกันและถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันได้อย่างถูกต้อง   

 

 4.4.2 ผลการทดสอบความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ า ใน วันที่ต่ างกัน 
(Reproducibility) 

  ผลการทดสอบความสามารถในการวิเคราะห์ซ้ าในวันที่ต่างกัน (Reproducibility) 
เมื่อพิจารณาลักษณะของ melting profile ของวันที่หนึ่งเปรียบเทียบกับวันที่สอง  พบว่าสามารถ
จ าแนกความแตกต่างของ melting profile ของแต่ละรูปแบบได้อย่างถูกต้องและสอดคล้องกับผล
การวิเคราะห์ในหัวข้อที่ 4.3.2 และการวิเคราะห์ซ้ าทั้งสองวัน ให้ผลไปในทิศทางเดียวกันในการ
ทดสอบที่ต าแหน่ง TR ทั้ง 4 ต าแหน่ง (รูป 4-8) ซึ่งสามารถยืนยันได้ว่าการวิเคราะห์ความแตกต่าง
ของ L. innocua ที่ต าแหน่ง TR ด้วยเทคนิค HRM มีความสามารถในการท าซ้ าทั้งในการทดลอง
ภายในครั้งเดียวกันและการทดลองในวันที่ต่างกัน ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Fortini et al. 
(2007) และ Ciammaruconi et al. (2009) ที่พบว่าเทคนิค HRM วิเคราะห์ความแตกต่างที่ต าแหน่ง 
TR ของ Bacillus anthracis และ Yersinia pestis ซ้ าได้ทั้งในการทดลองภายในครั้งเดียวกันและ
การทดลองในวันที่ต่างกัน 
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รูป 4- 7  melting peak จากการวิเคราะห์ที่ต าแหน่ง TR ทั้ง 4 ต าแหน่งของ L. innocua ในการ
ทดสอบความสามารถในการท าซ้ าภายในครั้งเดียวกัน (repeatability) ก าหนดให้ I=locus TR1, 
II=locus TR3, III=locus TR6, IV=locus TR13 
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รูป 4- 8 melting peak ที่ได้จากการวิเคราะห์ความสามารถในการท าซ้ าในวันที่ต่างกัน 
(reproducibility) ด้วยเทคนิค HRM ก าหนดให้ I, II = การทดสอบที่ต าแหน่ง TR1 วันทดสอบที่หนึ่ง
และสองตามล าดับ III, IV = การทดสอบที่ต าแหน่ง TR3 วันทดสอบที่หนึ่งและสองตามล าดับ V, VI = 
การทดสอบที่ต าแหน่ง TR6 วันทดสอบที่หนึ่งและสองตามล าดับ VII, VIII = การทดสอบที่ต าแหน่ง 
TR13 วันทดสอบที่หนึ่งและสองตามล าดับ  

  

  

I-วันท่ีหนึ่ง 

III-วันท่ีหนึ่ง 

V-วันท่ีหนึ่ง 

VII-วันท่ีหนึ่ง 

ข-วันท่ีสอง 

ง-วันท่ีสอง 

ฉ-วันท่ีสอง 

ซ-วันท่ีสอง 

Locus TR1 

Locus TR3 

Locus TR6 

Locus TR13 

II-วันท่ีสอง 

IV-วันท่ีสอง 

VI-วันท่ีสอง 

VIII-วันท่ีสอง 
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4.5 ผลการประเมินความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ 

  ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ประเมินได้จากการวิเคราะห์จ านวนของสายพันธุ์  
(จีโนไทป์) ที่จ าแนกได้การวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR จาก L. innocua 93 ไอโซเลทด้วย CE 
และเทคนิค HRM และประเมินความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์โดยใช้ค่า Discriminatory 
index (D-value) ซึ่งเป็นค่าบ่งบอกความน่าจะเป็นที่แบคทีเรียสองไอโซเลทจะถูกจัดให้อยู่ในกลุ่ม
ต่างกัน เทคนิคที่มีค่า D-value สูงจะถือว่าเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการจ าแนกสายพันธุ์ของ
แบคทีเรีย (Hunter & Gaston, 1988) 

 จาก TR ทั้งหมด 8 ต าแหน่งที่น ามาวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วย CE และเทคนิค 
HRM นั้นพบว่ามี 4 ต าแหน่ง ได้แก่ TR1, TR3, TR6 และ TR13 ที่มีความแตกต่างของขนาดชิ้น 
ดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์ด้วย CE และสามารถจ าแนกความแตกต่างของ melting profile ได้ด้วย
เทคนิค HRM จึงได้ใช้ 4 ต าแหน่งนี้ส าหรับการประเมินความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ เมื่อ
เปรียบเทียบจ านวนจีโนไทป์จากการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วย CE และเทคนิค HRM 
พบว่าการจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ด้วย CE สามารถจัดกลุ่ม L. innocua 93 ไอโซเลทได้เป็น 
10 จีโนไทป์เช่นเดียวกับการจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค HRM ถึงแม้ว่ามีบาง 
ไอโซเลทที่ต าแหน่ง TR13 ซึ่งผลการวิเคราะห์ด้วย CE และเทคนิค HRM ไม่สอดคล้องกัน แต่เมื่อ
พิจารณาจาก TR ทั้ง 4 ต าแหน่งแล้ว ทั้ง 10 จีโนไทป์นั้นมีความสอดคล้องกันระหว่างผลการวิเคราะห์
จาก CE และเทคนิค HRM โดยรายละเอียดของแต่ละจีโนไทป์แสดงในตาราง 4-3 ส าหรับค่า  
D-value ในการจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ด้วย CE และเทคนิค HRM มีค่าเป็น 0.45  
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ตาราง 4- 3 จีโนไทป์ที่จ าแนกได้จากการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR โดย CE และเทคนิค 
HRM 

Genotype 
CE HRM จ านวน 

(ไอโซเลท) TR1 TR3 TR6 TR13 TR1 TR3 TR6 TR13 

1 4 4 7 5 A A C B 2 

2 4 4 9 5 A A D B 1 

3 3 8 12 12 B B B F 1 

4 3 10 10 10 B C A D 1 

5 3 11 10 10 B D A D 2 

6 3 14 10 2 B E A A 1 

7 3 14 10 9 B E A C 1 

8 3 14 10 10 B E A D 68 

9 3 14 10 12 B E A E 14 

10 3 15 10 12 B F A E 2 

 

 ผลการจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua ด้วยการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณต าแหน่ง TR 
ด้วยเทคนิค HRM พบว่า L. innocua ในจีโนไทป์ 8 เป็นจีโนไทป์กลุ่มที่พบมากที่สุด (68 ไอโซเลท) 
ในกลุ่ม L. innocua ที่ศึกษา รองลงมาคือจีโนไทป์ 9 มี 14 ไอโซเลท จีโนไปท์ 1, 5 และ 10 มี 
จีโนไทป์ละ 2 ไอโซเลท และจีโนไทป์ 2, 3, 4, 6 และ 7 มีจีโนไทป์ละ 1 ไอโซเลท ซึ่งผลการจ าแนก
สายพันธุ์นี้ สามารถน ามาเชื่อมโยงสายพันธุ์ที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อม โดยไอโซเลทที่ถูก
จัดกลุ่มอยู่ในจีโนไทป์เดียวกัน มีความเป็นไปได้ว่าจะปนเปื้อนมาจากแหล่งเดียวกัน ความสัมพันธ์ของ
จีโนไทป์และบริเวณท่ีพบ L. innocua ในโรงงานผลิตไก่ปรุงสุกแช่เยือกแข็ง แสดงในตาราง 4-4 
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ตาราง 4- 4 ความสัมพันธ์ของจีโนไทป์และบริเวณท่ีพบ L. innocua ในโรงงานผลิตไก่ปรุงสุกแช่
เยือกแข็ง 

Genotype 
จ านวน 

(ไอโซเลท) 
บริเวณท่ีพบ 

1 2 ท่ออากาศ ถุงมือพนักงาน 

2 1 ตู้ควบคุม IQF 

3 1 พ้ืนบริเวณผลิต 

4 1 รองเท้าบู๊ต 

5 2 สายพานเข้า IQF 

6 1 เครื่องชั่ง 

7 1 แผ่นซูพีลีนรองสายพานเข้า IQF 

8 68 ผลิตภัณฑ์ พ้ืนบริเวณผลิต สายพาน ถาด โต๊ะบรรจุผลิตภัณฑ์ 
เครื่องปิดผนึก น้ าทิ้งจากตู้แช่เยือกแข็ง ถุงมือพนักงาน ท่อระบาย
อากาศ 

9 14 แผ่นสเตนเลส พ้ืนบริเวณผลิต สายพานออกจาก IQF ถุงมือ
พนักงาน 

10 2 พ้ืนบริเวณผลิต 

 

จากตาราง 4-4 พบว่าผลิตภัณฑ์มีการปนเปื้อนจาก L. innocua ในจีโนไทป์ 8 เท่านั้น 
นอกจากนี้ยังพบ L. innocua ในจีโนไทป์ 8 ปนเปื้อนอยู่ในอุปกรณ์และสิ่งแวดล้อมหลายแห่งภายใน
โรงงาน เช่น พ้ืนบริเวณผลิต สายพาน ถาด โต๊ะบรรจุผลิตภัณฑ์ เครื่องปิดผนึก น้ าทิ้งรวมถึงถุงมือของ
พนักงาน ซึ่งเป็นที่น่าสังเกตว่ามือของพนักงานอาจเป็นตัวกลางในการแพร่กระจายของ L. innocua 
ไปยังสิ่งแวดล้อม แล้วปนเปื้อนเข้าสู่ผลิตภัณฑ์ เช่นเดียวกับจีโนไทป์ 1 และ 9 ซึ่งพบการปนเปื้อนบน
มือของพนักงานและสิ่งแวดล้อมในบริเวณผลิต ในขณะที่ L. innocua ในจีโนไทป์อ่ืนๆนั้น พบ
ปนเปื้อนอยู่ในอุปกรณ์และสิ่งแวดล้อมภายในบริเวณผลิต แต่ไม่พบการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์  

ในงานวิจัยที่ผ่านมา มีการใช้เทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ใน
การจ าแนกสายพันธุ์ของ L. innocua โดยใช้ L. innocua ไอโซเลทเดียวกับที่ใช้ในงานวิจัยนี้ โดยใช้
ไพรเมอร์ 4 ชนิด คือ HLWL74, HLWL85, OPM-01 และ UFS พบว่า เทคนิค RAPD สามารถ
จ าแนก L. innocua 93 ไอโซเลทไดเ้ป็น 6 จีโนไทป์ และมีค่า D-value เป็น 0.42  (Keeratipibul & 
Techaruwichit, 2012) ซึ่งเทคนิค RAPD มีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua ต่ า
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กว่าการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วยเทคนิค HRM ที่สามารถจ าแนกได้ 10 จีโนไทป์และมี
ค่า D-value เท่ากับ 0.45 ผลการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยเทคนิค HRM เปรียบเทียบกับเทคนิค RAPD 
ในงานวิจัยนี้ ให้ผลไปในทิศทางเดียวกันกับงานวิจัยของ Dhakal et al. (2013) ที่การวิเคราะห์ความ
แตกต่างบริเวณ TR ของ Bacillus licheniformis ด้วยเทคนิค HRM และรายงานว่าเทคนิค HRM มี
ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ได้ดีกว่าเทคนิค RAPD   

เทคนิคที่ถือว่ามีประสิทธิภาพสูงส าหรับจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียควรมีค่า D-value อย่าง
น้อย 0.90 (Arricau-Bouvery et al., 2006; Haguenoer et al., 2011) แต่ในงานวิจัยนี้ D-value 
ที่ได้จากการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยเทคนิค HRM มีค่าเพียง 0.45 เนื่องจาก L. innocua ที่ใช้ในงานวิจัย
นี้แยกได้จากโรงงานเพียงแห่งเดียว และแบคทีเรียที่กระจายอยู่ในโรงงานอาจมีความหลากหลายต่ า 
ท าให้ D-value มีค่าไม่สูงนัก แต่ผลการวิจัยได้ยืนยันว่าการจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua โดย
วิเคราะห์ความแตกต่างของ TR ด้วยเทคนิค HRM มีประสิทธิภาพในการจ าแนกสายพันธุ์มากกว่า
เทคนิค RAPD โดยสามารถจ าแนกได้จ านวนจีโนไทป์มากกว่าเทคนิค RAPD ซึ่งจะเป็นประโยชน์ใน
การเชื่อมโยงการปนเปื้อนระหว่างผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อม นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบการใช้  CE 
และเทคนิค HRM ในการวิเคราะห์ความแตกต่างของ TR พบว่าเทคนิค HRM ให้ผลการวิเคราะห์
สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วย CE ใช้เวลาในการวิเคราะห์ที่รวดเร็วและมีค่าใช้จ่ายถูกกว่าการ
วิเคราะห์ด้วย CE จึงสามารถใช้เทคนิค HRM ในการวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณต าแหน่ง TR 
ทดแทน CE ได้ ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่จะใช้การวิเคราะห์ความแตกต่างของ TR ด้วยเทคนิค 
HRM ในการจ าแนกสายพันธุ์ของ L. innocua เพ่ือติดตามสายพันธุ์ที่ปนเปื้อนในโรงงานอุตสาหกรรม
อาหาร   
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

1. การทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณต าแหน่ง TR พบว่า 8 ต าแหน่งจาก 13 
ต าแหน่ง ได้แก่ TR1, TR2, TR3, TR5, TR6, TR10 TR12 และ TR13 สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้ในตาราง 3-1 ได้  

2. การวิเคราะห์ความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วย CE พบว่าที่ต าแหน่ง TR1, TR3, 
TR6 และ TR13 มีความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นเอซึ่งแสดงถึงจ านวน repeat unit ที่แตกต่างกัน
ในแต่ละไอโซเลท ในขณะที่ไม่มีความแตกต่างของขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง TR2, TR5, TR10 และ 
TR12  

3. เทคนิค HRM สามารถจ าแนกความแตกต่างบริเวณ TR ได้ที่ต าแหน่ง TR1, TR3, TR6 
และ TR13 โดยให้ผลสอดคล้องกับ CE ในทุกต าแหน่งทั้ง93 ไอโซเลท ยกเว้นต าแหน่ง TR 13 ที่ผล
การวิเคราะห์ด้วย CE ไม่สอดคล้องกับ melting profile ที่ได้จาก HRM ในไอโซเลท 60 เนื่องจากเกิด 
point mutation ภายในชิ้นดีเอ็นเอ 

4. การประเมินความแม่นย าของเทคนิค HRM โดยการวิเคราะห์ซ้ าภายในครั้งเดียวกัน 
(repeatability) และการวิเคราะห์ซ้ าในวันที่ต่างกัน (reproducibility) พบว่า เทคนิค HRM สามารถ
วิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ใน L. innocua ได้ทุกต าแหน่งอย่างถูกต้องทั้งการวิเคราะห์ซ้ าใน
ครั้งเดียวกันและการวิเคราะห์ซ้ าในวันที่ต่างกัน  

 5. การวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณต าแหน่ง TR โดยการวิเคราะห์ความแตกต่างของขนาด
ชิ้นดีเอ็นเอด้วย CE และการวิเคราะห์ความแตกต่างของ melting profile ด้วยเทคนิค HRM สามารถ
จ าแนก L. innocua 93 ไอโซเลทได้เป็น 10 จีโนไทป์และมีค่า D-value เป็น 0.45 ทั้งสองเทคนิค 
โดยผลการจ าแนกสายพันธุ์สามารถน ามาเชื่อมโยงไอโซเลทที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อมใน
บริเวณผลิตได้  
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5.2 ข้อเสนอแนะ  

1. การวิเคราะห์ความแตกต่างบริเวณ TR ด้วย CE พบว่าไม่มีความแตกต่างขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 
TR ที่ต าแหน่ง TR2, TR5, TR10 และ TR12 ซึ่งเป็นไปได้ว่า L. innocua ที่ใช้ในการวิจัยนี้ เป็นเชื้อที่
แยกได้จากโรงงานผลิตอาหารเพียงแห่งเดียวท าให้เชื้อมีความหลากหลายต่ า หากใช้ L. innocua ที่
แยกได้จากอาหารหรือสิ่งแวดล้อมจากแหล่งที่หลากหลาย อาจพบความแตกต่างของ TR ที่ต าแหน่ง
ดังกล่าว และสามารถใช้ต าแหน่ง TR นั้นในการจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua ได ้

 2. การจ าแนกสายพันธุ์ L. innocua โดยการวิเคราะห์ความแตกต่างของ TR โดยเทคนิค 
HRM มีความเป็นไปได้ในการน าไปใช้ศึกษาระบาดวิทยาและติดตามสายพันธุ์ของ L. innocua ที่
ปนเปื้อนภายในโรงงานผลิตอาหารโดยการเชื่อมโยงสายพันธุ์ที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์และสายพันธุ์ที่
ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม ท าให้สามารถหาแหล่งต้นก าเนิดของการปนเปื้อนที่แท้จริงได้และสามารถ
จัดการกับการปนเปื้อนในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 1.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Agar (TSA) + 0.6% Yeast Extract (YE) 

   1.1.1 ชั่ง Tryptic Soy Broth (Merck, Germany) และ Yeast Extract (Merck,    
   Germany) 4.5 และ 0.9 กรัม ตามล าดับ 

  1.1.2 เติมน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 150 มิลลิลิตร  

1.1.3 เติม Agar (Merck, Germany) 2.25 กรัม 

  1.1.4 น าสารละลายไปสเตอริไลซ์ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

2.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) + 0.6% Yeast Extract (YE) 

  2.2.1 ชั่ง Tryptic Soy Broth และ Yeast Extract 4.5 และ 0.9 กรัม ตามล าดับ 

2.2.2 เติมน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 150 มิลลิลิตร 

2.2.3 น าสารละลายไปสเตอริไลซ์ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

2. การเตรียม lysozyme buffer ส าหรับสกัดดีเอ็นเอ   

  2.1 การเตรียม 1 M Tris Hydrochloride buffer (Tris-HCl) pH8 

  2.1.1 ชั่ง Tris base (Merck, Germany) 12.1 กรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออน 
   ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

2.1.2 ปรับค่า pH เป็น 8.0 โดยใช้ NaOH หรือ HCl (Merck, Germany) 

2.1.3 ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

2.1.4 น าสารละลายไปสเตอริไลซ์ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

2.2 การเตรียม 0.5 M Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) pH8 

2.2.1 ชั่ง Disodium Ethylene Diamine Tetraacetate (EDTA) (Merck,  
  Germany) 18.61 กรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

2.2.2 ปรับค่า pH เป็น 8.0 โดยใช้ NaOH ประมาณ 2 กรัม 

2.2.3 ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

.2.4 น าสารละลายไปสเตอริไลซ์ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

2.3 การเตรียม lysozyme buffer ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ประกอบด้วย  

  2.3.1 Lysozyme (Amresco, USA) 0.020 กรัม  

http://en.wikipedia.org/wiki/Ethylenediaminetetraacetic_acid
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   2.3.2 Tris-HCl     20 ไมโครลิตร 

2.3.3 EDTA    4 ไมโครลิตร 

2.3.4 น้ าปราศจากไอออน   976 ไมโครลิตร  

 

3. การสกัดดีเอ็นเอจาก L. innocua ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ RBC Real Genomic (RBC bioscience, 
Taiwan) 

3.1 เติมสารละลาย lysozyme 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 200 ไมโครลิตรในหลอด 
  เซลล์ ปั่นผสม แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง  

3.2 เติม GB buffer 200 ไมโครลิตร ปั่นผสม บ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15  
  นาที พลิกหลอดทุกๆ 3 นาท ี

3.3 เติมเอทานอล (Merck, Germany) 200 ไมโครลิตร ปั่นผสม แล้วดูดสารละลายใส่ใน  
  CD column ปั่นเหวี่ยงที่ 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสทิ้ง 

3.4 เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที  
  เทส่วนใสทิ้ง 

3.5 เติม wash buffer 600 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30  
วินาที เทส่วนใสทิ้ง 

3.6 ปั่นเหวี่ยงที่ 12000 rpm เป็นเวลา 3 นาที วาง column ลงบนหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดใหม่ 

3.7 เติมน้ าปราศจากไอออน 40 ไมโครลิตร ลงใน column บ่มที่อุณหภูมิห้อง 2 นาที  

3.8 ปั่นเหวี่ยงที่ 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เพ่ือให้ได้สารละลายดีเอ็นเอใน 
  หลอด 1.5 มิลลิลิตร  
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นางสาวกฤตาภรณ์ ถนัดสร้าง เกิดเมื่อวันที่ 4 พฤศจิกายน 2531 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต เกียรตินิยมอันดับ 2  สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2553 และเข้าศึกษาต่อในระดับปริญญา
วิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ใน
ปีการศึกษา 2554 ผลงานที่ผ่านมาได้น าเสนอผลงานวิจัยแบบโปสเตอร์ในหัวข้อ “Variant 
Detection of Variable Number Tandem Repeat Loci of Listeria innocua by High 
Resolution DNA Melting Analysis” ในการประชุมวิชาการ International Conference on 
Fermentation Technology for Value Added Agricultural Products (FerVAAP 2013) วันที่ 
21-23 สิงหาคม 2556 ณ โรงแรมเซ็นทาราคอนเวนชันเซ็นเตอร์  จังหวัดขอนแก่น 
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