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บทคัดยอ 

Staphylococcus aureus เปนเช้ือกอโรคท่ีสําคัญของมนุษยซึ่งสามารถกอใหเกิดอาหารเปนพิษจาก 

Staphylococcus (SFP) ท่ัวโลก Escherichia coli เปนดัชนีสุขลักษณะท่ีบงช้ีการปนเปอนอุจจาระโดยเฉพาะ

อยางยิ่งในอาหารและน้ํา การปนเปอน S. aureus และ E. coli บนเหรียญกษาปณและธนบัตรอาจกอใหเกิดโรค

ทางเดินอาหารในหมูประชากรไทย ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษา คือ ตรวจหาการปนเปอนของ 

Staphylococcus aureus และ Escherichia coli บนเหรียญกษาปณและธนบัตรของไทย เก็บเหรียญกษาปณ

และธนบัตรโดยสุมจากตลาดและโซนิเคตเพื่อแยกเซลลแบคทีเรียจากพื้นผิว สารแขวนลอยแบคทีเรียไดถูกทําให

เขมขนโดยการหมุนเหวี่ยงและนําไปสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ ตามดวยการเพิ่มจํานวนยีน SEA (Staphylococcal 

Enterotoxin A) โดยใชคูไพรเมอรท่ีจําเพาะ  นําสวนแบงของสารแขวนลอยแบคทีเรียมากระจายบนอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งเพื่อหาจํานวนเซลลแบคทีเรียท้ังหมด และเพาะเล้ียงบนแมนนิทอลซอลทอะการ (MSA) เชนเดียวกับ 

อีโอซินเมธิลีนบูลอะการ (EMB) เพื่อหาจํานวนของ S. aureus และ E. coli ตามลําดับ ผลไดแสดงวา PCR ท่ีใชคู

ไพรเมอรท่ีจําเพาะสําหรับ SEA ไมสามารถเพิ่มจํานวนยีน SEA ใน S. aureus ATCC 13565 ท่ีเปนเช้ือควบคุม

ผลบวก  การเพาะเล้ียง S. aureus ATCC 13565 และ E. coli MSCU 0620 บน MSA และ EMB ตามลําดับ ได

แสดงลักษณะโคโลนีท่ีควรเปน พบจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดมากท่ีสุดในเหรียญ 1 บาท คิดเปน 98.4 CFU/พื้นท่ีผิว 

(ตร.ซม.) ไมพบ S. aureus และ E. coli บน MSA และ EMB ตามลําดับ ผลเบ้ืองตนแสดงวาบนเหรียญกษาปณ

และธนบัตรมีเซลลแบคทีเรียนอยมากและไมพบการปนเปอนของ S. aureus และ E. coli   ควรทําการทดลอง

ตอไปโดยใชตัวอยางท่ีมากข้ึนเพื่อผลการทดลองท่ีมีนัยสําคัญทางสถิติ  
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Abstract 

Staphylococcus aureus is an important human pathogen which can cause staphylococcal 

food poisoning (SFP) worldwide.  Escherichia coli is an important hygienic index indicating for fecal 

contamination especially in food and water. Contamination of S. aureus and E. coli on coins and 

banknotes may cause gastroenteropathy among Thai population. Therefore, the objective of this 

study is to find the contamination of S. aureus and E. coli on Thai coins and banknotes. Coins 

and banknotes were collected randomly from market and sonicated to isolate bacterial cells 

from the surface. Bacterial suspensions were concentrated by centrifugation and subjected to 

genomic DNA isolation followed by PCR amplification using primer pair specific for SEA 

(Staphylococcal Enterotoxin A) gene. Aliquots of bacterial suspension were spreaded on NB agar 

to estimate the total bacterial cells number and cultivated on Mannitol Salt Agar (MSA) as well 

as Eosin Methylene Blue agar (EMB) in order to estimate the number of S. aureus and E. coli, 

respectively. The results revealed that PCR with specific primers for SEA failed to amplify SEA 

gene in a positive control strain S. aureus ATCC 13565. Cultivations of S. aureus ATCC 13565 and 

E. coli MSCU 0620 on MSA and EMB, respectively, showed the typical colony characteristics. The 

highest total bacterial cell count was on 1-baht coin 98.4 CFU/cm2 surface areas. No S. aureus 

and E. coli could be found on MSA and EMB, respectively. Our preliminary results indicated that 

there are very low bacterial cells on coins and banknotes and no contamination of S. aureus and             

E. coli was found. Further experiments with more samples would be suggested for the statistically 

significance of the experiments. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

Staphylococcus aureus 

  Staphylococcus aureus เปนแบคทีเรียในสกุล Staphylococcus ยอมติดสีแกรมบวก มีรูปรางเปนทรง

กลมอยูรวมกันคลายพวงองุน ไมสรางสปอร ใหผลบวกกับการทดสอบเอนไซม catalase สามารถเจริญไดท้ังใน

สภาวะท่ีมีออกซิเจน และไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) เจริญไดในชวงอุณหภูมิต้ังแต 7 – 48 องศา

เซลเซียส และต้ังแตชวงความเปนกรดดาง 4 - 10 เจริญไดดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิประมาณ 37 องศาเซลเซียส และคา

ความเปนกรดดางท่ี 6 – 7 นอกจากนี้ยังทนตอความเขมขนของเกลือสูงถึง 20 % (Wirtanen และ Salo, 2016) 

สามารถพบไดบนบริเวณผิวหนังและเยื่อเมือกของคนโดยเปนเช้ือประจําถ่ินมากกวาครึ่งในคนสุขภาพดี โดยเฉพาะ

ในจมูกและคอ และในประชาชนบางกลุมอาจพบเช้ือชนิดนี้มากกวา 80 % เชน กลุมคนท่ีประกอบอาชีพใน

สถานพยาบาล ผูท่ีใชเข็มฉีดยาเปนประจํา ไมวาจะเปนผูปวยท่ีตองอาศัยการฉีดยารักษาหรือผูใชสารเสพติดแบบ

ฉีดเขาเสนเลือด รวมไปถึงผูท่ีมีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง ซึง่เช้ือสามารถแพรจากคนสูคนไดผานการสัมผัสโดยตรง

หรือการสัมผัสวัตถุส่ิงของตาง ๆ (Taylor และ Unakul, 2020) อยางไรก็ตาม S. aureus ยังเปนเช้ือกอโรคสําคัญ

ในคนกอใหเกิดการติดเช้ือไดอยางหลากหลายรูปแบบ จากการติดเช้ือท่ีไดมาจากท้ังชุมชน (community-

acquired) และโรงพยาบาล (hospital-acquired) (Ricke และคณะ, 2012) ต้ังแตการติดเช้ือไมรุนแรง เชน หนอง 

ฝหัวเดียว (folliculitis) หรือฝหลายหัว (furunculosis) ตามบริเวณผิวหนังบนรางกาย ไปจนถึงกอโรครุนแรง เชน 

การติดเช้ือแบคทีเรียในกระแสเลือด ปอดอักเสบ กระดูกอักเสบ เยื่อหุมสมองอักเสบ รวมไปถึงเยื่อบุหัวใจอักเสบ 

(Gnanamani และคณะ, 2017; Taylor และ Unakul, 2020)  

ปจจัยในการกอโรค 

กลไกสําคัญของ S. aureus ในการกอโรคท่ีหลากหลาย เกิดจากการผลิตโปรตีนบนผิวเซลล และการสราง

virulence factor ท่ีเปนเอนไซมและโปรตีนซึ่งเปนอันตรายตอเซลลเจาบานหลายชนิด ไดแก 
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1. โปรตีนบนผิวเซลล (surface protein) 

โปรตีนบนผิวเซลลของ S. aureus เปน microbial surface components recognizing adhesive  

matrix molecules (MSCRAMM) ประกอบไปดวยโปรตีนบนผิวเซลลในกลุมใหญท่ีสุด เชน clumping factor, 

fibronectin binding protein, protein A และ collagen adhesin มีบทบาทในการยึดเกาะกับเนื้อเยื่อของเซลล

เจาบาน และหลบหลีกระบบภูมิคุมกัน (Kong และคณะ, 2016) 

2. เอนไซม 

S. aureus สามารถผลิตเอนไซมท่ีสําคัญหลายชนิด เชน coagulase, proteases และ staphylokinase 

ซึ่งเอนไซมเหลานี้ชวยให S. aureus หลบหลีกระบบภูมิคุมกันจากเซลลเจาบาน ท้ังยังชวยใหแทรกผานเนื้อเยื่อรุน

รานและทําลายเซลลเจาบาน หรือรบกวนการสงสัญญาณและวิถีเมแทบอลิซึมภายในเซลลเจาบาน (Kong และ

คณะ, 2016) 

3. สารพิษ (toxin) 

S. aureus สามารถสราง exotoxin ไดหลายชนิด สารพิษเปนสารชีวโมเลกุลประเภทโปรตีน ในการเจริญ 

ชวงหลังของระยะ exponential โปรตีนเหลานี้มีบทบาทในการแทรกผานเนื้อเยื่อ รุนรานและทําลายเซลลเจาบาน 

แบงออกไดหลายกลุม ไดแก 

3.1 Hemolysin และ Leukotoxin เปนสารพิษท่ีออกฤทธิ์ทําลายเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเม็ดเลือด

ขาว ตามลําดับ ประกอบดวย 

3.1.1 α-hemolysin สารพิษชนิดนี้เมื่อจับเขากับ proteinaceous receptor ADAM10 บน 

เซลลเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว (ยกเวน neutrophil) เกิดรูรั่วท่ีเยื่อหุมเซลล มีการแลกเปล่ียน Ca2+ และ K+ 

รบกวนการรักษาสมดุลภายในเซลล เกิดเซลลเสียหายและแตกในท่ีสุด (Kong และคณะ, 2016) 

3.1.2 β-hemolysin หรือ sphingomyelinase ออกฤทธิ์ทําลาย sphingomyelin ซึ่งเปน 

องคประกอบของเยื่อหุมเซลลตาง ทําใหเซลลเกิดความไมเสถียรท้ังเซลลเม็ดเลือดแดง และเม็ดเลือดขาว พบใน      

S. aureus ทุกสายพันธุ (Kong และคณะ, 2016) 
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3.1.3 γ-hemolysin ออกฤทธิ์ทําลายเซลลเม็ดเลือดของกระตาย และเมื่อออกฤทธิ์รวมกับ  

leucocidin สามารถทําลายเยื่อหุมเซลลของเม็ดเลือดขาว ท้ัง neutrophils, monocytes, granulocytes และ 

macrophages ทําใหเสียสมดุลของแรงดันออสโมติก เซลลจึงเสียหาย บวม และแตกในท่ีสุด (Kong และคณะ, 

2016) 

3.1.4 δ-hemolysin หรือ phenol-soluble modulin (PSM) เปนสายเปปไทดท่ีมีหนาท่ีหลาย 

อยางในการกอโรคของเช้ือสกุล Staphylococcus และ S. aureus หลายสายพันธุ ออกฤทธิ์ทําลายเซลลเม็ดเลือด

และเนื้อเยื่ออื่น ๆ โดยไมจําเปนตองอาศัย receptor ท้ังยังมีความสามารถในการจับกับสวนของไขมันไดดี (Kong 

และคณะ, 2016) 

3.2 Staphylococcal exfoliative toxin (ETs) 

exfoliative toxin มีคุณสมบัติเปนเอนไซม serine protease เปนสาเหตุของโรค staphylococcal 

scalded skin syndrome (SSSS) มักเกิดกับเด็กแรกเกิด ผูปวยโรคไตวายเรื้อรัง และผูมีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง 

เกิดการบวมท่ีผิวหนัง เนื่องจากในเด็กยังไมมีภูมิตานทานตอสารพิษชนิดนี้ และไตไมสามารถขับสารพิษไดอยาง

สมบูรณ การออกฤทธิ์นั้นแตกตางจากสารพิษอื่น ๆ ท่ี S. aureus สรางออกมา คือ มีเปาหมายท่ีโปรตีน 

desmoglein 1 และเมื่อเขาทําลายจะทําใหสูญเสียการยึดติดกันของเซลลผิวหนัง (Kong และคณะ, 2016; รัตนา

วลัย นิติยารมย, 2562) ภายใน 1- 2 วันหลังไดรับสารพิษ  จะเกิดผ่ืนแดง พองเปนตุมน้ํา (รูปท่ี 1.1 ก) สูญเสีย

ผิวหนังสวนหนามีลักษณะคลายผิวถูกน้ํารอนลวก จากนั้นจะแหง ตกสะเก็ด (รูปท่ี 1.1 ข) (Haasnoot และ Vries, 

2018)  

 

 

 

 

                                                            [ก]     [ข] 

รูปท่ี 1.1 อาการของโรค SSSS ในผูปวยเด็กอายุ 4 ป [ก] ตุมน้ําบริเวณหนาหลังแสดงอาการ 3 วัน, 

[ข] ผิวหนังตกสะเก็ดหลังรับการรักษา 7 วัน (Haasnoot และ Vries, 2018) 
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3.3 Staphylococcal enterotoxins (SEs) และ toxic-shock syndrome toxin-1 (TSST-1) 

Staphylococcal enterotoxins (SEs) เปนสาเหตุสําคัญท่ีพบบอยท่ีสุดในโรคท่ีเกิดจากอาหาร (food- 

borne disease) หรืออาหารเปนพิษ เรียกวา Staphylococcal food poisoning (SFP) มีสาเหตุจากการบริโภค

อาหารท่ีปนเปอน SEs โดยอาหารท่ีพบการปนเปอนบอย ไดแก เนื้อสัตว ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว สัตวปก ไขไก นม 

ผลิตภัณฑจากนม อาหารท่ีมีสวนผสมของนมหรือครีม รวมไปถึงอาหารท่ีมีเกลือสูง เชน แฮม เนื่องจากเช้ือมีความ

ทนตอความเขมขนเกลือสูง หรือมีคา water activity ตํ่า (aw = 0.86) การปนเปอนเกิดจากการประกอบอาหารของ

ผูประกอบอาหารเปนพาหะของ S. aureus สายพันธุท่ีสราง enterotoxin จากท้ังใน จมูก สารคัดหล่ังจากระบบ

ทางเดินหายใจ มือ หรือ ผิวหนัง รวมไปถึงการเก็บรักษาวัตถุดิบหรืออาหารท่ีไมไดมาตรฐาน ทําใหเช้ือสามารถเจริญ

และสรางสารพิษชนิดนี้ออกมา (Argudin และคณะ, 2010) หากผูบรโิภครับประทานเขาไปจะแสดงอาการภายใน 

2–8 ช่ัวโมง มีอาการ คล่ืนไส อาเจียน ปวดทองอยางรุนแรง หรืออาจมีอาการทองเสียรวมดวย (Langley และคณะ

, 2015) เนื่องจากมีสมบัติเปน enterotoxin ทนความรอนสูงแมผานความรอน 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 

นาทียังคงรักษาสมบัติทางชีวภาพได (Yehia และคณะ, 2019)  นอกจากนี้ยังทนกรดและเอนไซมในระบบทางเดิน

อาหาร เชน เปปซิน ทริปซิน เรนนิน และปาเปอิน (Pinchuk และคณะ, 2010) ดังนั้นการประกอบอาหารผานความ

รอนสามารถทําลายเช้ือได แตไมสามารถทําลายสารพิษท่ีเช้ือสรางไวได เรียกสารพิษท่ีเช้ือสรางไววา preformed 

toxin โดยกลไกในการกอโรคของสารพิษชนิดนี้ยังไมทราบชัดเจน (Kong และคณะ, 2016) 

ปจจุบันพบ SEs มากกวา 20 ชนิด จากลักษณะการเปนแอนติเจนท่ีหลากหลาย มีสมบัติเปน 

superantigen แมไดรับในเพียงนาโนกรัม-มิลลิกรัม จะทําใหระบบภูมิคุมกันตอบสนองอยางไมจําเพาะ หล่ัง 

cytokine ในปริมาณมากกวาปกติ สามารถกระตุนใหเกิดอาการไข ความดันโลหิตตํ่า อวัยวะลมเหลว และเสียชีวิต

จากการช็อคได (Krakauer และ Stiles, 2013) สามารถแบงได 2 กลุมใหญ คือ  Staphylococcal enterotoxins 

(SEs) และ Staphylococcal enterotoxin-like toxins (SELs) ท่ีกอใหเกิดอาการอาหารเปนพิษ (Yehia และคณะ

, 2019) ชนิดท่ีสําคัญและมีการศึกษาเชิงลึก คือ SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEF, SEG, SEH และ SEI ซึ่งมีบทบาท

แตกตางกัน คือ ชนิดท่ีเกี่ยวของกับการเกิดอาการอาหารเปนพิษ ไดแก SEA, SEB, SED, SEE, SEG และ SEH โดย 

SEA เกี่ยวของกับการเกิดอาการอาหารเปนพิษจาก Staphylococcal มากท่ีสุด สวน SEB นอกจากจะเกี่ยวของกับ

การเกิดอาการอาหารเปนพิษ ยังมีการศึกษาถึงศักยภาพในการใชเปนอาวุธชีวภาพผานการสูดดม (Pinchuk และ

คณะ, 2010) นอกจากนี้ SEF ไดรับการเปล่ียนช่ือใหมเปน TSST-1 (toxic-shock syndrome toxin-1) มีบทบาท
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ตอการเกิดกลุมอาการ toxic shock ทําใหมีไขสูงเฉียบพลัน ความดันโลหิตตํ่า ปวดหัวหรือกลามเนื้อ ชัก หรืออาจ

รายแรงถึงชีวิต (Kong และคณะ, 2016; Mayo clinic, 2020) (ตารางท่ี 1.1) 

ตารางท่ี 1.1 บทบาทของ Staphylococcal enterotoxins แตละชนิด (Pinchuk และคณะ, 2010) 

Staphylococcal 

enterotoxin 
บทบาทสําคัญ 

SEA เกี่ยวของกับ staphylococcal food poisoning มากท่ีสุด 

SEB ศึกษาในลักษณะของการเปนอาวุธชีวภาพ 

SEC สวนมากแยกไดจากสัตว 

SED อาหารเปนพิษ 

SEE อาหารเปนพิษ 

SEF เกี่ยวของกับ toxic shock syndrome 

SEG อาหารเปนพิษ (บทบาทนอย) 

SEH อาหารเปนพิษ 

SEI อาหารเปนพิษ (บทบาทนอย) 

 ในเดือนมิถุนายน ค.ศ. 2000 ณ เมืองโอซากา ประเทศญี่ปุน เกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษครั้งใหญ 

จากการบริโภคนมคืนรูป (reconstituted milk) ท่ีปนเปอน SEA ในปริมาณเพียง 80 นาโนกรัม โดยมีรายงานผูปวย

มากกวา 10,000 คน นอกจากนี้เมื่อตรวจสอบวัตถุดิบในการผลิด พบ SEH ในนมขาดมันเนยความเขมขน 10% 

w/v (skim milk solution) ดังนั้นจึงเปนการเกิดโรคอาหารเปนพิษจากการไดรับ staphylococcal enterotoxins 

หลายชนิดพรอมกัน (Ikeda และคณะ, 2005) 

 ในวันท่ี 30 เดือน กรกฎาคม ค.ศ. 2012 ณ แผนกฉุกเฉิน ประจําหนวยโรงพยาบาลทหาร ประเทศ

สหรัฐอเมริกา ไดรับผูปวยฉุกเฉิน 13 คนท่ีมีอาการทางระบบทางเดินอาหารหลังจากรับประทานอาหารในงานเล้ียง

อาหารกลางวัน 2-3 ช่ัวโมง  คือ คล่ืนไส อาเจียน ปวดทอง และทองเสีย หนวยงานปองกันโรคติดตอในประเทศ

สหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control and prevention: CDC) ไดวิเคราะหหาสาเหตุ เริ่มจากตรวจสอบ

อาหาร “perlo” ซึ่งทํามาจากไก ไสกรอก และขาว ท่ีเปนอาหารจานหลักในการเล้ียงครั้งนั้น จากการตรวจสอบทาง
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หองปฏิบัติการ ตรวจพบ staphylococcal enterotoxin A จึงยืนยันไดวาผูปวยเกิดอาการอาหารเปนพิษจากการ

ไดรับ SEA ยิ่งไปกวานั้น เมื่อตรวจสอบข้ันตอนการเตรียมอาหาร พบวา อาหารบางชนิดไดเตรียมไวลวงหนากอนวัน

จัดงาน 1-2 วัน โดยวัตถุดิบสวนมากเปนอาหารแชแข็ง ละลายน้ําแข็งโดยการอุนรอนดวยไมโครเวฟเทานั้น  จาก

การปรุงอาหารไวลวงหนา มักใชความรอนตํ่าในการประกอบอาหาร ไมไดอุนรอนอีกครั้งกอนรับประทาน อีกท้ังผู

ประกอบอาหารไมไดสวนถุงมือขณะประกอบอาหาร จึงเปนสาเหตุของเหตุการณครั้งนี้ (Centers for Disease 

Control and prevention , 2013) 

 ในวันท่ี 1 เดือนตุลาคม ค.ศ. 2014 ณ ประเทศสวิตเซอรแลนด เด็กนักเรียนและเจาหนาท่ีจากโรงเรียน

ประจําสวิส (Swiss boarding school) ไดรับประทาน “Tomme” เปนชีสออนชนิดหนึ่ง ทําจากน้ํานมวัวดิบ 

หลังจากนั้น 7 ช่ัวโมง มี 14 คนเกิดอาการอาหารเปนพิษ เปนเด็กนักเรียน 10 คนและเจาหนาท่ี 4 คน เวลาในการ

แสดงอาการข้ึนกับอายุผูปวย คือ เด็กอายุตํ่ากวา 10 ป ใชเวลาแสดงอาการใน 2 ช่ัวโมง 30 นาที เด็กโตถึงชวงวัยรุน 

แสดงอาการใน 3 ช่ัวโมง 30 นาที และผูใหญแสดงอาการใน 7 ช่ัวโมงหลังการรับประทาน จากการวิเคราะหตัวอยาง

อาหารพบ staphylococcal enterotoxin A ในปริมาณตํ่า คือ มากกวา 6 นาโนกรัมตอชีส 1 กรัม และ 

staphylococcal enterotoxin D ในปริมาณสูง คือ มากกวา 200 นาโนกรัมตอชีส 1 กรัม ดังนั้นชีส Tomme จึง

เปนแหลงของการระบาดครั้งนี้ (Johler และคณะ, 2015) 

 ในชวงฤดูรอน ค.ศ. 2017 เกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ ณ ประเทศอิตาลี ในกลุมคนทํางาน

กอสรางหลังเกิดแผนดินไหว 26 คน หลังรับประทานอาหารกลางวันท่ีศูนยอาหาร โดย 23 คนเกิดอาการทางระบบ

ทางเดินอาหารและเขารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล คาดวาเกิดจากการรับประทานสลัดพาสตา จากการตรวจสอบ

และวิเคราะหตัวอยางอาหารและผูประกอบอาหาร พบ staphylococcal enterotoxin A ในปริมาณ 0.033 ng 

ตอสลัดพาสตา 1 กรัม และพบ staphylococcal enterotoxin D ในปริมาณ 0.052 ng ตอสลัดพาสตา 1 กรัม 

นอกจากนี้ยังแยกเช้ือ S. aureus ได 23 สายพันธุท่ีมียีนสราง staphylococcal enterotoxin ชนิดเดียวหรือหลาย

ชนิดพรอมกัน ท้ัง SEA, SED, SEJ และ SER ดังนั้นสลัดพาสตาจึงเปนแหลงของการระบาดครั้งนี้ และการเกิดโรค

อาหารเปนพิษจากการไดรับ staphylococcal enterotoxins หลายชนิดพรอมกัน (Guidi และคณะ, 2018) 
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การรักษาและการตานยาของ Staphylococcus aureus 

การรักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ S. aureus ในป ค.ศ. 1941 ใชยาปฏิชีวนะในกลุมเบตา แลคแตม (β-

lactam) คือ penicillin G ตอมาพบวาเช้ือสามารถผลิตเอนไซม penicillinase จึงเกิดการตานตอยาชนิดนี้ข้ึน จึง

ไดพัฒนายาปฏิชีวนะในการรกัษาตอเช้ือตานยานี้ คือ methicillin หลังจากใชยาชนิดนี้ไมนาน พบเช้ือสายพันธุใหม

ท่ีตานตอยาชนิดนี้ นั่นคือ Methicillin-resistant    S. aureus (MRSA) และมีแนวโนมท่ีจะตานตอยาชนิดอื่นมาก

ข้ึน เชน สายพันธ ุท่ีตานตอยา vancomycin (vancomycin- resistant S. aureus: VRSA) เปนตน ท้ังยังมีขอจํากัด

ในการพัฒนายาปฏิชีวนะ จึงเปนความทาทายตอการรักษาโรคติดเช้ือสายพันธุนี้ (Gnanamani และคณะ, 2017; 

Kane และคณะ, 2018) มีรายงานวาอัตราการติดเช้ือ MRSA และอัตราการตายของผูปวยชาวอเมริกันสูงข้ึนอยาง

เห็นไดชัด เมื่อเทียบกับผูปวยโรคเอดส วัณโรค ไวรัสตับอักเสบ ซารส และไขหวัดนก (Boucher และ Corey, 2008) 

(ตารางท่ี 1.2) 

ตารางท่ี 1.2 อัตราการตายประจําปของผูปวยจากโรคติดเช้ือในสหรัฐอเมริกา (Boucher และ Corey, 2008) 

โรคติดเช้ือ จํานวนผูเสียชีวิต (โดยประมาณ) ป (ค.ศ.) 

การติดเช้ือ MRSA 19,000* 2005 

เอดส 15,798 2004 

วัณโรค 662 2004 

ไวรัสตับอักเสบ 5793 2002 

ซารส 0 ทุกป 

ไขหวัดนก 0 ทุกป 

* คือ จํานวนผูปวยท่ีเสียชีวิตในโรงพยาบาล 

ในประเทศไทยยังไมมีการศึกษาระดับประชากร มีเพียงการศึกษาภายในโรงพยาบาลเทานัน้ พบวาสาเหตุ

การติดเช้ือในกระแสเลือดอันดับท่ี 3 คือ S. aureus พบมากในผูปวยเด็กเล็ก และผูสูงอายุ มีอัตราการเสียชีวิตรอย

ละ 26 จากการติดเช้ือแบบลุกลาม โดยปจจัยท่ีมีความสัมพันธกับการเสียชีวิต ไดแก ผูปวยสูงอายุ ทารกคลอดกอน

กําหนด ผูปวยเรื้อรัง การติดเช้ือ MRSA และการไดรับการรักษาท่ีชาเกินไป (ปยรัชต สัตตะรัตติวงศ, 2554) 
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วิธีตรวจหาและระบุชนิดของเช้ือ Staphylococcus aureus 

1.การเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยงและทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test)  

วิธีท่ีนิยมใชระบุชนิดเช้ือทางคลินิก ในปจจุบันวิธีนี้ไดนํามาประยุกตใชในหองปฏิบัติการในการระบุชนิด

ของเช้ือเบ้ืองตน อาศัยความสามารถในการใชแหลงอาหาร การผลิตเอนไซม ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 

ชนิดตาง ๆ ท่ีมีลักษณะเฉพาะตัวในเช้ือแตละชนิด การระบุเช้ือ Staphylococcus aureus เบ้ืองตนเริม่จากนํา

ตัวอยางมาเล้ียงบนอาหาร mannitol salt agar (MSA) เพื่อทดสอบการหมักน้ําตาลแมนนิทอลในอาหารท่ีมีความ

เขมขนของเกลือสูง จะเกิดโซนสีเหลืองลอมรอบโคโลนีสีเหลือง ภายใน 24 ช่ัวโมง เมื่อบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส จากนั้นทดสอบ DNase โดยเล้ียงบนอาหาร DNase agar จะเกิด clear zone รอบโคโลนีเมื่อหยด 1N 

HCl และยืนยันผลดวยการทดสอบ bound และ free coagulase ดวยพลาสมาโดยจะเกิดกอน clump บนแผน

สไลดและ clot ในหลอดทดลองตามลําดับ (Kateete และคณะ, 2010)  

ตารางท่ี 1.3 สมบัติทางชีวเคมีและสัณฐานวิทยาของ S. aureus และ Staphylococcus สปชีสอื่น 

      (Al-Khafaji และ คณะ, 2013) 

biochemical test S. aureus S. epidermidis S. chromogenes 

Gram stain + + + 

Coagulase & clumping factor + - - 

catalase + + + 

oxidase - - - 

DNase + - - 

Growth on high salt media + + + 

Mannitol fermentation + - - 

Staphyloxanthin production + + - 

Nitrate reduction  + + + 

motility - - - 
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2. molecular method 

การใชวิธีทาง molecular biology เชน polymerase chain reaction (PCR) เปนเทคนิคการเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักการ DNA replication เปนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบและไพรเมอร

ท่ีจําเพาะตอยีนท่ีสนใจไดในเวลาอันส้ันและดีเอ็นเอสายใหมจํานวนมาก จึงนํามาใชตรวจหายีนท่ีเกี่ยวของกับ SEs 

พบรายงานการใชวิธี PCR ครั้งแรก โดย Wilson และคณะในป 1991 โดยใชไพรเมอรจํานวน 2 ชุดท่ีจําเพาะตอใน

การเพิ่มจํานวนยีน SEB และ SEC ไดสําเร็จ หลังจากนั้นไดมีการพฒันาวิธี PCR ในการตรวจหา SEs เชน multiplex 

PCR  real-time PCR  reverse transcription PCR รวมไปถึง loop-mediated isothermal amplification 

(LAMP) ซึ่งเปนเทคนิคท่ีพัฒนามาเพื่อลดขอจํากัดของวิธี PCR ในเรื่องของอุปกรณ เครื่องมือ เวลา และสถานท่ีท่ีมี

ขอกําจัด จึงเหมาะกับการใชการภาคสนาม (Suwanampai และคณะ, 2011; Wu และคณะ, 2016) 

 

Escherichia coli 

 Escherichia coli เปนแบคทีเรียยอมติดสีแกรมลบ มีรูปรางเปนแทง ไมสรางสปอร สวนใหญเคล่ือนท่ีได 

ดวยเพอริทริคัสแฟลกเจลลา (peritrichous flagella) สวนสายพันธุท่ีเปนเช้ือประจําถ่ิน (normal flora) ท่ีพบได

ในลําไสของคนและสัตวเลือดอุนไมกอโรค นอกจากนี้ยังมีสายพันธุท่ีสามารถกอโรคในคน เชน 

enterohemorrhagic (EHEC), enteropathogenic (EPEC), enterotoxigenic (ETEC) และ enteroinvasive 

(EIEC) จะทําใหเกิดการติดเช้ือรุนแรง เชน โรคกระเพาะปสสาวะอักเสบ (cystitis) จากการติดเช้ือในระบบทางเดิน

ปสสาวะ (urinary tract infection)  โรคเยื่อหุมสมองอักเสบและการติดเช้ือในกระแสเลือด นอกจากนี้ยังมีบาง

สายพันธุท่ีกอใหเกิดการทองเสีย ถายเปนเลือด ลําไสอักเสบเฉียบพลัน (acute enteritis) เปนตน มักเกิดในกลุม

นักทองเท่ียวหรือเด็กในพื้นท่ีดอยพัฒนา จากการปนเปอนของอาหารหรือน้ําด่ืม (Percival และคณะ, 2014; 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2557)  

การใชโคลิฟอรมแบคทีเรีย (coliform bacteria) ซึ่งกลุมแบคทีเรียแกรมลบ ไมกอโรค พบมากไดในลําไส

และอุจจาระของสัตวเลือดอุน เปนตัวบงช้ีถึงสุขลักษณะจากการปนเปอนของอุจจาระในอาหาร น้ํา และส่ิงแวดลอม 

มาตรฐานบงช้ีในปจจุบันใหความสําคัญกับ E. coli ท่ีเปนแบคทีเรียหนึ่งในกลุมโคลิฟอรม สามารถอยูรอดในน้ําได

นาน และมีหลักฐานท่ีตรวจพบ E. coli ในแหลงน้ําด่ืมอยางแนชัดวามาจากการปนเปอนอุจจาระ หากการปนเปอน

ตรวจพบเช้ืออื่นในกลุมโคลิฟอรม แตไมพบ E. coli นั้นอาจเกิดจากพืช ดิน หรืออาจใชเปนสัญญาณเตือนในระวัง



10 
 

การปนเปอนจากส่ิงอันตรายอื่น โดยเฉพาะอยางยิ่งหลังฝนตกหลัง (Brandt และคณะ, 2017) ดังนั้นการตรวจพบ 

E. coli จึงอาจใชเปนดัชนีบงช้ีการปนเปอนของอุจจาระได ซึ่งจะแสดงใหเห็นวาอาหารและน้ําด่ืมผลิตไดอยางถูก

สุขลักษณะหรือไม 

คุณภาพทางจุลชีววิทยาของมาตรฐานน้ําบริโภค 

ขอกําหนดคุณภาพทางจุลชีววิทยาของมาตรฐานน้ําบริโภคประเทศไทยมีมาตรฐานหลัก เรื่องน้ําบริโภคอยู 

2 มาตรฐาน คือ สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) กระทรวงสาธารณสุข และสํานักงานมาตรฐาน   ผลิต

ภัณฑอุตสาหกรรม (สมอ.) กระทรวงอุตสาหกรรม (สุพรรณี เทพอรุณรัตน, 2547) ซึ่งมีรายละเอียดแตกตางกันดังนี ้

1.  มาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 356 พ.ศ. 2556 เรื่องเครื่องด่ืมในภาชนะบรรจุท่ี 

ปดสนิท (สํานักสุขาภิบาลอาหารและน้ํา, 2560) ไดกําหนดคุณภาพทางจุลชีววิทยา ดังตารางท่ี 1.4 

ตารางท่ี 1.4 ขอกําหนดคุณภาพทางจุลชีววิทยาตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 356 พ.ศ. 2556 

ท่ีมา : ดัดแปลงจากประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 356 พ.ศ. 2556  

 

 

 

ดานชีวภาพ 

พารามิเตอร หนวยวัด คาท่ีกําหนด 

โคลิฟอรมแบคทีเรีย MPN/100 ml < 1.1 

E. coli MPN/100 ml < 1.1 

จุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรค   

     Salmonella spp. 100 ml ไมพบ 

     Clostridium perfringens 100 ml ไมพบ 

     Staphylococcus aureus 100 ml ไมพบ 
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2. มาตรฐานตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับท่ี 3470 พ.ศ. 2549 ไดกําหนดคุณภาพทางจุล 

ชีววิทยา (ศูนยหองปฏิบัติการกรมอนามัย, 2558)  ดังตารางท่ี 1.5 

ตารางท่ี 1.5 ขอกําหนดคุณภาพทางจุลชีววิทยาตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับท่ี 3470 พ.ศ. 2549 

ท่ีมา : ดัดแปลงจากประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับท่ี 3470 พ.ศ. 2549  

เหรียญและธนบัตรในประเทศไทย 

 ปจจุบันประเทศไทยมีการใชธนบัตรและเหรียญกษาปณหลายราคาในระบบเศรษฐกิจ เพื่อใหเพียงพอกับ

ความตองการใชในปจจุบัน และสงเสริมการขยายตัวทางเศรษฐกิจของประเทศ (กรมธนารักษ, 2561) 

จากบทความปริทัศนของ Angelakis และคณะ (2014) เรื่องปจจัยสําคัญในการแพรกระจายของโรคจาก

ธนบัตรและเหรียญจากงานวิจัยตาง ๆ รายงานวาพบการปนเปอนแบคทีเรียท่ีหลายหลายในเงินแตละประเทศ โดย

แบคทีเรียท่ีพบมาก คือ  E. coli และ S. aureus จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรท่ีเก็บจากรานอาหารและบริเวณ

โรงพยาบาล ท้ังนี้ยังพบการปนเปอนของเช้ือแบคทีเรียกอโรคอื่น ๆ ในสัดสวนแตกตางกัน ดังนั้นบทวิจารณงานวิจัย

สรุปวาเหรียญและธนบัตรเปนแหลงของเช้ือแบคทีเรียกอโรค 

ในเดือนกุมภาพันธ  และเดือนมิถุนายน ค.ศ. 2013 Maritz และคณะไดเก็บตัวอยางธนบัตรมูลคา 1 

ดอลลารสหรัฐท่ีหมุนเวียนในรัฐนิวยอรค สหรัฐอเมริกา เพื่อศึกษาเมตาจีโนมิกของจุลินทรียบนธนบัตร รายงานวา

พบท้ังดีเอ็นเอของมนุษย เซลลยูคาริโอต แบคทีเรีย และไวรัส ตามลําดับ ซึ่งสัดสวนของแบคทีเรียท่ีพบคิดเปน 29 

เปอรเซ็นต สวนมากเปนแบคทีเรียประจําถ่ินบนผิวหนังและชองปากของมนุษย โดยตัวอยางท่ีเก็บในฤดูรอน เดือน

มิถุนายนพบสัดสวนแบคทีเรียกอโรคในมนุษยมากกวาตัวอยางท่ีเก็บในฤดูหนาว เดือนกุมภาพันธ แสดงใหเห็นถึง

ดานชีวภาพ 

พารามิเตอร หนวยวัด คาท่ีกําหนด 

โคลิฟอรมแบคทีเรีย MPN/100 ml < 1.1 

E. coli - ไมพบ 

Salmonella spp. - ไมพบ 

Clostridium perfringens - ไมพบ 

Staphylococcus aureus - ไมพบ 
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ความหลากหลายของกลุมประชากรแบคทีเรียบนธนบัตรในแตละฤดูกาล ใชเปนตัวประเมินและควบคุมการ

แพรกระจายของเช้ือกอโรคผานเงินท่ีหมุนเวียนในระบบเศรษฐกิจ ยิ่งไปกวานั้นมนุษยมีสวนชวยใหเกิดความ

หลากหลายของกลุมประชากรแบคทีเรียมากยิ่งข้ึน จากความถ่ีในใชเงินนั้นในการแลกเปล่ียน ซื้อขาย รานบริการ

อาหาร หรือการเดินทาง (Maritz และคณะ, 2017) 

 จากการศึกษาเมตาจีโนมิกและรีซิสโตม (resistome) ของประชากรแบคทีเรียจากตัวอยางธนบัตรฮองกง

ท่ีเก็บจากโรงพยาบาลและสถานีรถไฟฟาของ Heshiki และคณะ (2017) พบความหลายหลากของประชากร

แบคทีเรียสูงบนตัวอยางธนบัตร ท้ังยังพบแบคทีเรียกอโรคในมนุษยท่ีมียีนตานตอยาปฏิชีวนะสูงเปน 5 เทาเมื่อ

เทียบกับประชากรแบคทีเรียท่ีวิเคราะหจากตัวอยางในส่ิงแวดลอม เชน ดินตะกอนทะเล น้ําทะเล เปนตน แสดงให

เห็นถึงมนุษยมีสวนชวยใหเกิดความหลากหลายและแพรกระจายกลุมประชากรแบคทีเรียท่ีตานตอยาปฏิชีวนะจาก

อัตราการใชเงินหมุนเวียนในระบบเศรษฐกิจ (Heshiki และคณะ, 2017) 

จากการแยกเช้ือแบคทีเรียและเช้ือรากอโรคในมนุษยจากตัวอยางเหรียญและธนบัตรจากเงินบริจาคใน

โบสถ ประเทศแอฟริกาใตของ Abia และ Ubonba-Jaswa (2019) พบ E. coli บนตัวอยางเหรียญและธนบัตร 76 

ตัวอยาง คิดเปน 39.6 เปอรเซ็นต โดยพบมากท่ีสุดในธนบัตรมูลคา 10 แรนด ท้ังนี้จาก Sanger sequencing พบ

เช้ือแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 3 สกุล คือ Bacillus, Staphylococcus และ Corynebacterium และเช้ือรากอ

โรคในมนุษย 2 สกุล คือ Clavispora และ Rhodotorula แสดงใหเปนวาเหรียญและธนบัตรเปนส่ือกลางในการยึด

เกาะของเช้ือกอโรคท่ีสามารถแพรกระจายประชากรได โดยเฉพาะอยางยิ่งธนบัตรท่ีมีรอยพับ (Abia และ 

Ubonba-Jaswa, 2019)  

ดวยเหตุนี้ในงานวิจัยนี้จึงสนใจตรวจหาการปนเปอนของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus ท่ีผลิต enterotoxins A 

และ E. coli จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรดวยวิธีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแบบ selective media และการใช

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ท่ีใชไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอ SEA gene เนื่องจากเหรียญและ

ธนบัตรเปนส่ิงท่ีทุกคนสัมผัสบอยครั้งในแตละวัน ไมทราบถึงท่ีมาท่ีไปของเหรียญและธนบัตรท่ีไดรับมา ท้ังยังเปน

ส่ิงท่ีไมไดรับการทําความสะอาดหรือผานความรอนและมีการหมุนเวียนใชหลายปกอนนําไปทําลาย 
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วัตถุประสงคของโครงการ        

 1.ตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย S. aureus และ E. coli จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรดวยการเล้ียงบนอาหาร 

selective media 

 2.ตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย S. aureus Enterotoxin A จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรดวยวิธี PCR ท่ีมีไพร

เมอรจําเพาะตอ SEA gene 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ทราบถึงการปนเปอนของ S. aureus enterotoxin A และ E. coli บนเหรียญและธนบัตรไทย 
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บทท่ี 2  

อุปกรณ และเคมีภัณฑท่ีใชในการทดลอง 

อุปกรณในการทดลอง 

1. กระบอกตวง (graduated cylinder) ขนาด 50 และ 100 มิลลิลิตร บริษัท Witeg, Germany 

2. ขวดดูแรน ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท SCHOTT, Germany  

3. เครื่องกําเนิดเสียงความถ่ีสูง (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน Sonorex super RK 100 บริษัท Banderlin 

Electronic, Germany 

4. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo block) รุน Mylab™ Thermo-Block 

SLTDB-120 บริษัท SeouLin BioScience, South Korea. 

5. เครื่องช่ัง รุน ME 3002 ของบริษัท METTLER-TOLEDO, Switzerland 

6. เครื่องทําน้ําปลอดประจุ (ultra-pure water) รุน Maxima บริษัท Alga, UK  

7. เครื่องทําอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) รุน Mupid-2plus system 

บริษัท Takara Bio, USA 

8. เครื่องนึ่งอบฆาเช้ือ (autoclave) รุน ES-315 บริษัท TOMY Digital Biology, Japan และ รุน HV-25 

ของบริษัท HIRAYAMA Manufacturing, Japan 

9. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries, USA 

10. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler) รุน T100 บริษัท Bio-Rad, USA 

11. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S20 SevenEasy ของบริษัท METTLER-TOLEDO, 

Switzerland 

12. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน Force 1418 บริษัท Micro force, USA 

13. จานเพาะเล้ียงเช้ือ (petri dish) บริษัท Greiner Bio-One (Thailand) 

14. ตูเข่ียเช้ือ (laminar air flow) รุน LV1250 ของบริษัท Official Equipment Manufacturing, 

Thailand 

15. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุน SF-PC697 ของบริษัท 

Panasonic, Thailand 

16. ตูบมเช้ือ (incubator) รุน ULE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 

17. ทิป (tip) ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร บริษัท Bio Science, Inc., USA  
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18. ไมโครปเปตต ขนาด 10, 100 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Eppendrof, Germany 

19. หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, USA 

20. หลอดไมโครเซ็นตริฟวก ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, USA 

21. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

- Gel Doc™ XR+ Gel Documentation บริษัท Bio-Rad, USA 

- โปรแกรม Quantity One เวอรช่ัน 4.4.1 บริษัท Bio-Rad, USA 

 

เคมีภัณฑ 

1. กรดอะซีติกเขมขน (acetic acid); (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

2. กรดเอทิลีนไดเอมีนเททระอาซีติก (EDTA disodium salt); (C10H14N2Na2O8) บริษัท Merck, Germany 

3. กลีเซอรอล (glycerol); (C3H5(OH)3) บริษัท Merck, Germany  

4. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany  

5. ผงวุน (agar)  

6. ผงอาการโรส (agarose powder) บริษัท Lonza Rockland, USA 

7. สารสกัดดีเอ็นเอ (DNAzol® Direct) บริษัท Molecular Research Center, USA 

8. DNA loading dye บริษัท New England Biolabs, USA 

9. เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium Bromide); (C21H20BrN3) บริษัท Bio-Rad, USA 

10. 100 bp DNA ladder บริษัท New England Biolabs, USA 

11. dNTPs บริษัท biotechrabbit, Germany 

12. Trizma base (Tris [hydroxymethyl] aminomethane), (NH2C(CH2OH)3) บริษัท Sigma, USA 

13. Taq DNA polymerase บริษัท New England Biolabs, USA 
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โอลิโกนิวคลีโอไทด 

1.  ไพรเมอร (primer) สําหรับ SEA gene สังเคราะหโดยบริษัท Integrated DNA Technologies, USA 

ตารางท่ี 2.1 ลําดับเบสของไพรเมอรสําหรับ SEA gene (Suwanampai และคณะ, 2011) 

 

2. ไพรเมอร (primer) สําหรับ 16s rRNA gene สังเคราะหโดยบริษัท Biodesign, Thailand 

ตารางท่ี 2.2 ลําดับเบสของไพรเมอรสําหรับ 16s rRNA gene (Freddriksson และคณะ, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Sequence (5’ – 3’) 

SEA-1F TTGGAAACGGTTAAAACGAA 

SEA-2R GAACCTTCCCATCAAAAACA 

Primer Sequence (5’ – 3’) 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

1492R TACGGHTACCTTGTTACGACTT 
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บทท่ี 3 

วิธีการดําเนินการทดลอง 

3.1 สายพันธุแบคทีเรียท่ีใช 

แบคทีเรียท่ีใชท้ังหมด 8 สายพันธุ ดังตารางท่ี 3.1 

ตารางท่ี 3.1 สายพันธุแบคทีเรียท่ีใชในการศึกษา 

สายพันธุแบคทีเรีย แหลงท่ีมา 

Staphylococcus aureus ATCC 13565 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 

รองศาสตราจารย ดร.นราพร สมบูรณนะ ภาควิชาจุล

ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

Staphylococcus aureus ATCC 6535 อาจารย ดร.สริสา ณ ปอมเพ็ชร ภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

Staphylococcus aureus MSCU 0270 

Bacillus subtilis MSCU 0271 

Pseudomonas aeruginosa MSCU 0359 

Escherichia coli MSCU 0260 

Enterobacter aerogenes MSCU 0260 

คลังจุลินทรีย ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

3.2 การแยกแบคทีเรียจากตัวอยางเหรียญและธนบตัร 

เก็บตัวอยางจากเหรียญจากทองตลาดท่ัวไปท้ังหมด 6 ชนิด ไดแกเหรียญ 25 สตางค 50 สตางค 1 บาท  

2 บาท 5 บาท  และ 10 บาท และธนบัตรท้ังหมด 5 ชนิด ไดแกธนบัตร 20 บาท, 50 บาท, 100 บาท, 500 บาท 

และ 1,000 บาท โดยนําเหรียญชนิดละ 50 เหรียญ และธนบัตรชนิดละ 10 ฉบับ นํามา sonicate ภายในเครื่อง 

Bandelin SONOREX™ SUPER without heating Ultrasonic baths (Bandelin, Germany) ในสารละลาย 

0.85%NaCl ปริมาตร 10 ml เปนเวลา  2 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที 

แขวนลอยตะกอนเซลลในสารละลาย 0.85% NaCl จํานวน 0.5 ml แบง 0.2 ml เพื่อใชในการตรวจหาเช้ือบน

อาหารเล้ียงเช้ือและอีก 0.3 ml นําไปสกัด DNA เพื่อในการทํา PCR ในลําดับตอไป 
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3.3 การสกัดดีเอ็นเอ 

เล้ียงแบคทีเรียและตัวอยางจากเหรียญและธนบัตรในอาหาร nutrient agar บมท่ี 37oC เปนเวลา 18-24 

ช่ัวโมง เพื่อเตรียมใชในการเตรียมดีเอ็นเอ และตัวอยาง DNA ท่ีไดจากตัวอยางเหรียญและธนบัตร ใช DNAzol® 

Direct ตามข้ันตอนของบริษัท (Molecular Research Center, USA) นําเซลลแบคทีเรียปริมาณ 1-10 mg หรือ 

1-10 µl ผสมลงในสารละลาย DNAzol® Direct ปริมาตร 100 µL แบคทีเรียแกรมลบ บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 

15 นาที และแบคทีเรียแกรมบวก บมท่ีอุณหภูมิ 80 – 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นผสมสารละลาย

ใหเขากันดวย vortex และนําสารละลายนี้ปริมาตร 2-5 µL ใชในการวิเคราะหดวยวิธี PCR ตอไป 

3.4 การตรวจหาเช้ือจากตัวอยางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

3.4.1 การตรวจหาจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด 

นําเซลลจากขอ 3.2 ของตัวอยางเหรียญและธนบัตรแตละชนิดมา 50 µL มากระจายเช้ือลงบน 

อาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar (NA) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนี

รายงานผลในหนวยของ Colony Forming Unit (CFU) ตอ 1 เหรียญหรือธนบัตร และ CFU ตอพื้นท่ีผิวของเหรียญ

และธนบัตร (ตารางเซนติเมตร) 

3.4.2 การแยกแบคทีเรียท่ีตองการบน selective medium 

3.4.2.1 Staphylococcus aureus 

นําเซลลจากขอ 3.2  ของตัวอยางเหรียญและธนบัตรแตละชนิดมา 50 µL มากระจายเช้ือลงบนอาหาร 

เล้ียงเช้ือ mannitol salt agar (MSA) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง เกิดโซนสีเหลือง

ลอมรอบโคโลนีสีเหลือง รายงานผลในหนวยของ Colony Forming Unit (CFU) ตอ 1 เหรียญหรือธนบัตร และ 

CFU ตอพื้นท่ีผิวของเหรียญและธนบัตร (ตารางเซนติเมตร) 

Escherichia coli 

นําเซลลจากขอ 3.2 ของตัวอยางเหรียญและธนบัตรแตละชนิดมา 50 µL มากระจายเช้ือลงบนอาหาร 

เล้ียงเช้ือ Eosin Methylene Blue (EMB) agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง เกิด 

metallic sheen สีเขียว รายงานผลในหนวยของ Colony Forming Unit (CFU) ตอ 1 เหรียญหรือธนบัตร และ 

CFU ตอพื้นท่ีผิวของเหรียญและธนบัตร (ตารางเซนติเมตร) 
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3.5 การตรวจหา S. aureus enterotoxin A ดวยวิธี PCR 

PCR reaction mix ปริมาตร 25 µl มีองคประกอบ ดังนี้ Tris-HCl (pH 7.4) 10 mM, KCl 10 mM, dNTP 

0.2 mM, Taq DNA polymerase (New England Biolabs, England) 0.625 U, primer ชนิดละ 0.2 µM และ 

DNA template 1 ng – 1 µg จากนั้นปรับปริมาตรดวย ultrapure H2O จนเปน 25 µl ใชอุณหภูมิและเวลาในชวง

ตาง ๆ ดังนี้ 

- Initial denaturation: 94 องศาเซลเซียส, 2 นาที 

- Denaturation: 94 องศาเซลเซียส, 30 วินาที 

- Primer annealing: 50 องศาเซลเซียส, 30 วินาที 

- Extension: 68 องศาเซลเซียส, 30 วินาที 

- Final extension: 68 องศาเซลเซียส, 5 นาที 

ทําปฏิกิริยาท้ังหมด 30 รอบ ภายในเครื่อง T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)  

โดยมี S. aureus ATCC25923 เปน positive control เนื่องจากมี SEA gene และ negative control คือ ไมเติม 

DNA จากนั้นตรวจสอบดีเอ็นเอขนาด 120 bp ดวยเทคนิค gel electrophoresis ดวยเครื่อง Mupid-2plus 

system (Takara Bio Inc, USA) โดยใช 2% agarose gel เปนเวลา 30 นาที ยอมดีเอ็นเอดวย ethidium bromide 

(Bio-Rad, USA) และถายภาพเจลภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel Doc™ XR+ Gel Documentation (Bio-Rad, 

USA) 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและการวิเคราะหผลการทดลอง 

4.1. การตรวจหา Staphylococcal enterotoxin A ดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 การหาความจําเพาะของไพรเมอร 

 การหาความจําเพาะของ forward primer คือ SEA-1F และ reverse primer คือ SEA-2R 

(Suwanampai และคณะ, 2011) ตอ SEA gene ใน Staphylococcus aureus โดยใช S. aureus ATCC 13565

เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control) โดยทดสอบความจําเพาะเทียบกับ S. aureus MSCU 0270 และน้ํา

ปลอดประจุปลอดเช้ือเปนตัวควบคุมผลลบ (negative control) จากการตรวจสอบผล PCR โดยวิธี agarose gel 

electrophoresis ไมพบผลิตภัณฑ PCR ท่ีตองการ คือแถบขนาด 120 bp แสดงดังรูปท่ี 4.1.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑจาก PCR จากการหาความจําเพาะของไพรเมอร 
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 จากผลขางตนจึงเกิดขอสงสัยถึงสาเหตุของการไมพบผลิตภัณฑ PCR ท่ีตองการ โดยต้ังสมมติฐานวาอาจ

เกิดจากข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรีย เนื่องจากข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอดวย DNAzol® Direct ตามวิธีของ

บริษัท Molecular Research Center, USA ระบุไววาสามารถใชตัวอยางแบคทีเรียไดท้ังตัวอยางของแข็งหรือ

ของเหลว ดังนั้นจึงทดลองสกัดดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 13565 และ S. aureus MSCU 0270 แบบใชโคโลนี

ของเช้ือและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว และน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือเปนตัวควบคุมผลลบ จากการนําดีเอ็นเอท่ีสกัด

ไดมาทํา agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ และคาดวาจะแสดงแถบดีเอ็นเออยู

เหนือ DNA ladder ภาพจากอะกาโรสเจล ไมพบแถบดีเอ็นเอท่ีตองการจากท้ังการสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและเช้ือ

ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว DNA แสดงดังรูปท่ี 4.1.2 ดังนั้นการใชเซลลจากโคโลนีหรือจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลวไมมีผล

ตอการสกดัดีเอ็นเอ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.2 อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยดวยโคโลนีและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวของเช้ือ 

จากผลขางตน จึงไดต้ังสมมติฐานวาอาจเกิดจากการเส่ือมสภาพของน้ํายา ดังนั้นจึงทดลองสกัดดีเอ็นเอ

ของ S. aureus ATCC 13565 เปนตัวแทนแบคทีเรียแกรมบวก และ E. coli MSCU 0260 เปนตัวแทนแบคทีเรีย

แกรมลบ โดยสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว ตามวิธีของบริษัท Molecular Research 
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Center, USA โดยผสม DNAzol® Direct กับแบคทีเรียแกรมลบ บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที และ

แบคทีเรียแกรมบวก บมท่ีอุณหภูมิ 80 – 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีเพื่อยืนยันสมมติฐาน และน้ําปลอด

ประจุปลอดเช้ือเปนตัวควบคุมผลลบ จากการนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทํา agarose gel electrophoresis เพื่อ

ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ ภาพจากอะกาโรสเจล พบแถบท่ีคาดวาอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของ E. coli MSCU 

0260 แตไมพบแถบดีเอ็นเอจากท้ังการสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวของ S. aureus 

ATCC 13565 แสดงดังรูปท่ี 4.1.3 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.3 อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวของเช้ือ E. coli MSCU 

0260 และ S. aureus ATCC 13565 

จากการพบแถบท่ีคาดวาอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของ E. coli MSCU 0260 ขางตน จึงทดลองปรับเวลาใน

การบมเช้ือกับสารสกัดดีเอ็นเอ ให S. aureus ATCC 13565 เปนตัวแทนแบคทีเรียแกรมบวก และ E. coli MSCU 

0260 เปนตัวแทนแบคทีเรียแกรมลบ สกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีจากเช้ือ โดยผสม DNAzol® Direct กับแบคทีเรีย  
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แกรมลบ บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที และแบคทีเรียแกรมบวก บมท่ีอุณหภูมิ 80 – 90 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที เพื่อหาเวลาท่ีเหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอ และใชน้ําปลอดประจุ

ปลอดเช้ือเปนตัวควบคุมผลลบ จากการนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทํา agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบ

คุณภาพของดีเอ็นเอ ภาพจากอะกาโรส พบแถบท่ีคาดวาอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 13565 เมื่อ

บมเปนเวลา 60 นาทีกับสารสกัดดีเอ็นเอ และแถบท่ีคาดวาอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของ E. coli MSCU 0260 ใน

ทุกเวลาการบม แสดงดังรูปท่ี 4.1.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.4 อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยดวยโคโลนีของเช้ือ S. aureus ATCC 13565 และ E. coli 

MSCU 0260 เมื่อบมในน้ํายาสกัดดีเอ็นท่ีเวลาตางกัน คือ 15, 30, 45 และ 60 นาที 

 ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดของ S. aureus ATCC 13565 ท่ีเวลา 60 นาที นํามาทํา gradient PCR เพื่อหา

ความจําเพาะและอุณหภูมิในข้ัน annealing ท่ีเหมาะสมของ forward primer คือ SEA-1F และ reverse primer 

คือ SEA-2R ตอยีน staphylococcal enterotoxin A (SEA gene) โดยมีชวงอุณหภูมิในข้ัน annealing ดังนี้ 49.1, 
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50.3, 51.7, 52.8, 53.5 และ 54 องศาเซลเซียส จากการตรวจสอบผล gradient PCR โดยวิธี agarose gel 

electrophoresis ไมพบผลิตภัณฑ PCR ท่ีตองการ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 120 bp จาก S. aureus ATCC 13565 

แสดงดังรูปท่ี 4.1.5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.5 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑจาก gradient PCR จากการหาความจําเพาะและอุณหภูมิในข้ัน 

annealing ท่ีเหมาะสมของไพรเมอรตอ SEA gene ของ S. aureus ATCC 13565  

 จากผลขางตนจึงต้ังสมมติฐานวาอาจเกิดจากการทํางานของ Taq DNA polymerase ท่ีเส่ือม

ประสิทธิภาพ จึงทดสอบการทํางานของ Taq DNA polymerase โดยทํา PCR กับ forward primer คือ 27F และ 

reverse primer คือ 1492R ของ 16s rRNA gene ดังตาราง 4.1 โดยใชสภาวะในปฏิกิริยา PCR ตามวิธีของ 

Freddriksson และคณะ (2013) กับดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 13565 และ E. coli MSCU 0260 ดวยโคโลนี

และในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีสกัดไดจาก DNAzol® Direct ขวดใหม โดยคาดวาผลิตภัณฑ PCR ของท้ังสองเช้ือจะ

แสดงแถบดีเอ็นเอในอะกาโรสเจล เนื่องจากเปนยีนท่ีพบในแบคทีเรียทุกชนิด มีความแปรผันทางวิวัฒนาการตํ่า มี
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ความเปนบริเวณอนุรักษสูง ท้ังยังมีขนาดท่ีเหมาะสมคือประมาณ 1500 bp จึงใชเปนขอมูลในการจําแนกแบคทีเรีย

ได (Srinivasan และคณะ, 2015) 

จากการตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR โดยวิธี agarose gel electrophoresis ไมพบผลิตภัณฑ PCR ท่ีตองการ

จากท้ัง S. aureus ATCC 13565 และ E. coli MSCU 0260 ดังรูปท่ี 4.1.6 แสดงวา Taq DNA polymerase ท่ี

ใหในการทดลองกอนหนาท้ังหมดอาจไมมีประสิทธิภาพ ดังนั้นจึงไมสามารถหาความจําเพาะของ forward primer 

คือ SEA-1F และ reverse primer คือ SEA-2R ตอ SEA gene ใน S. aureus ได และสืบเนื่องจากเหตุการณการ

ระบาดของ COVID-19 จึงไมไดทําการทดลองในสวนนี้ตอ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.6 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑจาก PCR จากไพรเมอร 16s rRNA gene 
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4.2 การคัดแยกเช้ือจากตัวอยางเหรียญและธนบัตรบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  

 4.2.1 ลักษณะโคโลนีของ Staphylococcus aureus และแบคทีเรียชนิดอื่นบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

mannitol salt agar  

  mannitol salt agar (MSA) ท่ีใชแยก Staphylococcus aureus มีความเขมขนเกลือสูง 7.5% 

ชวยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ และการใชน้ําตาลแมนนิทอล (D-mannitol) ท่ี S. aureus สามารถ

หมักได เกิดโซนสีเหลืองลอมรอบโคโลนีสีเหลืองทอง จากคาความเปนกรดท่ีเพิ่มข้ึนเปล่ียนสีของฟนอลเรดใน

อาหารจากสีแดงเปนสีเหลือง (Shields และ Tsang, 2006) เชน S. aureus ATCC 13565, S. aureus ATCC 

6535 และ S. aureus MSCU 0270 ซึ่งเช้ืออื่นในกลุม Staphylococci ท่ีไมสามารถใชน้ําตาลแมนนิทอลจะเจริญ

ได โดยไมเปล่ียนสีอาหาร มีโซนสีแดงลอมรอบโคโลนีและใหโคโลนีสีขาว เชน S. epidermidis ATCC 12228 และ 

B. subtilis MSCU 0271 และไมพบการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก P. aeruginosa MSCU 0359, E. coli 

MSCU 0260 และ E. aerogenes MSCU 0260 ดังรูปท่ี 4.2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.2.1 ลักษณะของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MSA 
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4.2.2 ลักษณะโคโลนีของ Escherichia coli และแบคทีเรียชนิดอื่นบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บนอาหาร

เลี้ยงเช้ือ Eosin Methylene Blue agar    

   Eosin methylene blue agar (EMB) ท่ีใชแยก Escherichia coli มีสี methylene blue และ

สี eosin เปนตัวยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก มีน้ําตาลแลคโตสและซูโครสเปนแหลงคารบอน ใน

แบคทีเรียท่ีหมักน้ําตาลแลคโตสได (lactose fermenting bacteria) ท้ัง   E. coli และกลุมโคลิฟอรมแบคทีเรียจะ

สรางกรดจากการใชน้ําตาลแลคโตสและเกิดการรวมตัวของสี ทําใหโคโลนีมีหลายสีตามความเปนกรดท่ีสรางข้ึน ใน

กลุมท่ีใชน้ําตาลแลคโตสไดเร็ว สรางกรดมาก จะเห็นโคโลนีเปนสีมวงเขมและสีเขียวของโลหะ (green metallic 

sheen) (Lal และ Cheeptham, 2007) เชน E. coli สวนกลุมท่ีสรางกลุมท่ีใชน้ําตาลแลคโตสไดชา สรางกรดนอย 

จะเห็นโคโลนีสีน้ําตาลชมพู และกลุมท่ีไมใชน้ําตาลแลคโตสจะปรากฏโคโลนีใส จากการนําเช้ืออางอิงในการทดลอง

มาเล้ียงบนอาหาร EMB ไมพบการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก S. aureus ATCC 13565, S. aureus 

ATCC 6535, S. aureus MSCU 0270, S. epidermidis ATCC 12228 และ B. subtilis MSCU 0271 พบโคโลนี

เปนสีมวงเขมและสีเขียวของโลหะของ E. coli MSCU 0260 โคโลนีใสของ P. aeruginosa MSCU 0359 และ

โคโลนีน้ําตาลชมพูของ E. aerogenes MSCU 0260 ดังรูปท่ี 4.2.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.2.2 ลักษณะของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร EMB agar 
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4.3 จํานวนแบคทีเรียท้ังหมดในตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

4.3.1 พื้นท่ีผิวของเหรียญและธนบัตร 

พื้นท่ีผิวท้ังหมดของเหรียญท่ีเตรียมใชในการทดลองท้ัง 6 ชนิด คือ มูลคา 25 สตางค 50 สตางค  

1 บาท 2 บาท 5 บาท และ 10 บาท ชนิดละ 5 เหรียญ โดยวัดเสนผานศูนยกลางและความหนาของเหรียญใน

หนวยเซนติเมตร และธนบัตร 1 ชนิด คือ มูลคา 20 บาท 50 บาท 100 บาท 500 บาท และ 1000 บาท ชนิดละ 

2 ฉบับ โดยวัดความกวางและความยาวของธนบัตรท้ังสองดานในหนวยเซนติเมตร เพื่อใชในการคํานวณหาปริมาณ

เช้ือปนเปอนตอพื้นท่ีผิวในตัวอยางเหรียญและธนบัตร ดังตาราง 4.1  

ตารางท่ี 4.1 พื้นท่ีผิวของเหรียญและธนบัตรตัวอยาง  

 

 

ตัวอยาง มูลคา (บาท) พื้นท่ีผิวท้ังหมด (ตร.ซม.) 

เหรียญ 0.25 4.5  

0.5 5.7 

1 6.9 

2 8.6  

5 10.6 

10 12.2 

ธนบัตร 20 198.7 

50 207.4 

100 216.0 

500 224.6 

1000 233.3 
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4.3.2 จํานวนแบคทีเรียท้ังหมดจากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

 จากการนําตัวอยางเหรียญ 6 ชนิด คือ มูลคา 25 สตางค 50 สตางค 1 บาท 2 บาท 5 บาท  และ 10 

บาท ชนิดละ 5 เหรียญ และธนบัตร 3 ชนิด คือ มูลคา 20 บาท 50 บาท และ 100 บาท ชนิดละ 1 ฉบับ มาหา

จํานวนแบคทีเรียท้ังหมดดวยวิธี total plate count บนอาหาร nutrient agar (NA) พบวา เหรียญมูลคา 1 บาท

มีการเจริญของแบคทีเรียมากท่ีสุด คือ 17 โคโลนี และคิดเปน 98.4 CFU/พื้นท่ีผิว (ตร.ซม.) และไมพบการเจริญ

ของแบคทีเรียจากตัวอยางธนบัตร ดังตารางท่ี 4.2 

ตารางท่ี 4.2 จํานวนโคโลนีของแบคทีเรียท้ังหมดบนอาหาร nutrient agar จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

 

 

 

 

 

ตัวอยาง มูลคา (บาท) 
ความเจือจาง 

(เทา) 
จํานวนโคโลนี 

CFU/1 เหรียญ

หรือธนบัตร 

CFU/พื้นท่ีผิว 

(ตร.ซม.) 

เหรียญ 0.25 10 5 200 44.2 

0.5 10 8 320 55.6 

1 10 17 680 98.4 

2 10 9 360 41.9 

5 10 11 440 41.7 

10 10 16 640 52.3 

ธนบัตร 20 10 0 0 0 

50 10 0 0 0 

100 10 0 0 0 
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4.3.3 จํานวน Staphylococcus aureus จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

จากการนําตัวอยางเหรียญ 6 ชนิด คือ มูลคา 25 สตางค 50 สตางค 1 บาท 2 บาท 5 บาท  และ 10 

บาท ชนิดละ 5 เหรียญ และธนบัตร 3 ชนิด คือ มูลคา 20 บาท 50 บาท และ 100 บาท ชนิดละ 1 ฉบับ มาหา

จํานวน S. aureus ดวยการเล้ียงบนอาหารคัดเลือก mannitol salt agar (MSA) ไมพบการเจริญของแบคทีเรีย

บนอาหารจากท้ังตัวอยางเหรียญและธนบัตร ดังตารางท่ี 4.3 

ตารางท่ี 4.3 จํานวนโคโลนีของ Staphylococcus aureus บนอาหาร MSA จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

 

 

 

 

ตัวอยาง มูลคา (บาท) 
ความเจือจาง 

(เทา) 
จํานวนโคโลนี 

CFU/1 เหรียญ

หรือธนบัตร 
CFU/พื้นท่ีผิว 

เหรียญ 0.25 10 0 0 0 

0.5 10 0 0 0 

1 10 0 0 0 

2 10 0 0 0 

5 10 0 0 0 

10 10 0 0 0 

ธนบัตร 20 10 0 0 0 

50 10 0 0 0 

100 10 0 0 0 
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4.3.3 จํานวน Escherichia coli จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

จากการนําตัวอยางเหรียญ 6 ชนิด คือ มูลคา 25 สตางค 50 สตางค 1 บาท 2 บาท 5 บาท  และ 10 

บาท ชนิดละ 5 เหรียญ และธนบัตร 3 ชนิด คือ มูลคา 20 บาท 50 บาท และ 100 บาท ชนิดละ 1 ฉบับ มาหา

ปริมาณ E. coli ดวยการเล้ียงบนอาหารคัดเลือก Eosin Methylene Blue (EMB) agar ไมพบการเจริญของ

แบคทีเรียบนอาหารจากท้ังตัวอยางเหรียญและธนบัตร ดังตารางท่ี 4.4 

ตารางท่ี 4.4 จํานวนโคโลนีของ Escherichia coli บนอาหาร EMB จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

 

 

 

 

 

ตัวอยาง มูลคา (บาท) 
ความเจือจาง 

(เทา) 
จํานวนโคโลนี 

CFU/1 เหรียญ

หรือธนบัตร 
CFU/พื้นท่ีผิว 

เหรียญ 0.25 10 0 0 0 

0.5 10 0 0 0 

1 10 0 0 0 

2 10 0 0 0 

5 10 0 0 0 

10 10 0 0 0 

ธนบัตร 20 10 0 0 0 

50 10 0 0 0 

100 10 0 0 0 
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 ในการวิจัยนี้มีจุดประสงคในการตรวจหาปนเปอนของเช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus aureus 

enterotoxins A โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอ SEA gene 

และการปนเปอน Escherichia coli จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรในประเทศไทย เนื่องจากเปนส่ิงท่ีทุกคนสัมผัส

บอยครั้งในแตละวัน ไมทราบถึงท่ีมาท่ีไปของเหรียญและธนบัตรท่ีไดรับ ท้ังยังเปนส่ิงท่ีไมไดรับการทําความสะอาด

หรือผานความรอน และมีการหมุนเวียนใชหลายป เพื่อใชเปนขอมูลในการประเมินความเส่ียงตอสุขภาพ ความ

สะอาด และสุขลักษณะ จากการสัมผัสเหรียญและธนบัตรในอนาคตได 

 ผลการศึกษาการตรวจหา Staphylococcal enterotoxin A ดวยวิธี Polymerase Chain Reaction 

(PCR) พบวาเกิดขอผิดพลาดในการหาความจําเพาะของ forward primer คือ SEA-1F และ reverse primer คือ 

SEA-2R ตอยีน Staphylococcal Enterotoxin A (SEA gene) ใน Staphylococcus aureus ATCC 13565 ท่ี

ใชเปนตัวควบคุมผลบวก จากการใช Taq DNA polymerase เส่ือมประสิทธิภาพ และไมไดทําการทดลองแกไขใน

สวนนี้ตอเนื่องจากเหตุการณการระบาดของ COVID-19 คาดวาหากไดแกไขขอผิดพลาดในข้ันตอนนี้ โดยการใช 

Taq DNA polymerase ท่ีมีประสิทธิภาพ จะสามารถหาความจําเพาะของไพรเมอรตอ SEA gene ใน S.  aureus 

ATCC 13565 ไดสําเร็จ โดยใหแถบดีเอ็นเอขนาด 120 bp (Suwanampai และคณะ, 2011) บนเจลอะการโรส 

และไมใหแถบดีเอ็นเอบนเจลอะการโรสเมื่อทดสอบความความจําเพาะของไพรเมอรกับเช้ือแบคทีเรียอื่น ดังนี้      

S. aureus ATCC 6535, S. aureus MSCU 0270, S. epidermidis ATCC 12228, B. subtilis MSCU 0271, E. 

coli MSCU 0260, P. aeruginosa MSCU 0359 และ E. aerogenes MSCU 0260 จากนั้นจึงนําไปใชตรวจหา

ยีน SEA จากตัวอยางท่ีเก็บไดจากเหรียญและธนบัตรดวยวิธี PCR และคาดวาจะตรวจพบ SEA gene ในตัวอยาง

เหรียญและธนบัตรเนื่องจากมีรายงานผลการศึกษาเมตาจีโนมิกของจุลินทรียท่ีพบบนเงินท่ีหมุนเวียนในรัฐนิวยอรค 

สหรัฐอเมริกา  โดยใชธนบัตรมูลคา 1 ดอลลารสหรัฐในการศึกษา เนื่องจากมีอัตราการใชสูงท่ีสุดและมีอายุการใช

งานในระบบเศรษฐกิจส้ันท่ีสุด คือ 5.8 ป เมื่อเทียบกับธนบัตรมูลคา 20 และ 100 ดอลลารสหรัฐ คือ 7.9 ปและ 15 

ปตามลําดับ พบท้ังดีเอ็นเอของมนุษย เซลลยูคาริโอต แบคทีเรีย และไวรัส ตามลําดับ ซึ่งสัดสวนของแบคทีเรียท่ีพบ

คิดเปน 29 เปอรเซ็นต โดยพบวาสวนมากเปนแบคทีเรียท่ีเปนเช้ือประจําถ่ินบนผิวหนังและชองปากของมนุษย ท้ังนี้

ยังพบ    S. aureus จากตัวอยางธนบัตรท่ีเก็บในฤดูรอนในสัดสวนท่ีมากกวาตัวอยางท่ีเก็บในฤดูหนาว แสดงใหเห็น
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ถึงความหลากหลายของกลุมประชากรแบคทีเรียบนธนบัตรในแตละฤดูกาล ท้ังยังใชเปนตัวประเมินและควบคุม

การแพรกระจายของเช้ือกอโรคผานเงินท่ีหมุนเวียนในระบบเศรษฐกิจ (Maritz และคณะ, 2017)  

นอกจากนี้มีรายงานผลการศึกษาการตรวจหา Staphylococcus aureus และ Staphylococcal 

enterotoxin genes ดวยวิธี quantitative PCR จากตัวอยางฝุนในบริเวณตาง ๆ ของบาน โดยใช 

Staphylococcus aureus ATCC 13565 เปนตัวควบคุมผลบวก พบ Staphylococcus aureus ท่ีมี SEA gene 

ถึง 25 เปอรเซ็นตจากฝุนในหองนอน (Ludwiga และคณะ, 2017) แสดงใหเห็นวาแมแตฝุนภายในหองนอนยงั

สามารถพบ Staphylococcus aureus enterotoxin A ได ดังนั้นเหรียญและธนบัตรท่ีเปนส่ิงหมุนเวียนในระบบ

เศรษฐกิจและส่ิงแวดลอมเปนเวลานานนั้นอาจตรวจพบไดเชนกัน  

ผลจากการหาจํานวนแบคทีเรียปนเปอนในตัวอยางเหรียญและธนบัตร ในการหาจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด 

บนอาหาร nutrient agar พบการเจริญของแบคทีเรียจากตัวอยางเหรยีญเทานั้น โดยเหรียญมูลคา 1 บาท

พบจํานวนแบคทีเรียมากท่ีสุด เนื่องมาจากเปนเหรียญท่ีมีอัตราการแลกเปล่ียน หมุนเวียนมากท่ีสุด จากสถิติการรับ

แลก-จายแลกเหรียญกษาปณหมุนเวียนกรมธนารกัษ ปงบประมาณ พ.ศ. 2563 ประจําเดือนเมษายน 2563 โดยมี

อัตราการแลกเปล่ียน หมุนเวียนประมาณ 886 ลานเหรียญ คิดเปน 50 เปอรเซ็นตเมื่อเปรียบเทียบกับเหรียญมูลคา

อื่น ไดแก ราคา 25 สตางค 50 สตางค 2 บาท 5 บาท และ 10 บาท และเชนเดียวกันกับในปงบประมาณ พ.ศ. 

2561 และ 2562 (กรมธนารักษ, 2563) ท้ังนี้ไมพบการเจริญของแบคทีเรียจากตัวอยางธนบัตร เนื่องจากธนบัตรใน

ประเทศไทยทําจากกระดาษท่ีมีใยฝายเปนสวนประกอบหลัก (ธนาคารแหงประเทศไทย, ม.ป.ป) ซึ่งชวยใหเซลล

แบคทีเรียยึดเกาะบนพื้นผิวไดดี จากการศึกษาการรอดชีวิต การยึดเกาะและความเปนพิษตอแบคทีเรียจากวัสดุท่ี

ใชทําเหรียญและธนบัตรของ Vriesekoop และคณะ (2016)  รายงานวา ธนบัตรท่ีทําจากใยฝายมีโครงสรางท่ีชวย

ใหแบคทีเรียยึดเกาะไดดีท่ีสุด เมื่อเทียบกับวัสดุอื่น ๆ เชน กระดาษวาชิ ใยฝายผสมลิกนิน และพลาสติกสังเคราะห  

นอกจากนี้ยังไมพบการปนเปอนของ S. aureus และ E. coli บนอาหารคัดเลือก Mannitol Salt Agar 

(MSA) และ Eosin Methylene Blue (EMB) agar ตามลําดับ จากวิธีโซนิเคตมาแยกเช้ือออกจากเหรียญและ

ธนบัตรนั้น อาจทําใหเซลลของแบคทีเรียท่ีตองการเกิดความเสียหายหรือแตก เนื่องจากความถ่ีท่ีใชอาจทําใหเกิด

การส่ันสะเทือนภายในเซลล และทําใหเซลลแตกได (Islam และคณะ, 2017) หรือเวลาท่ีใชในการโซนิเคตไม

เพียงพอตอการแยกเซลลแบคทีเรียออกจากพื้นผิวของตัวอยางเหรียญและธนบัตร ดังนัน้จะตองหาเวลาท่ีเหมาะสม

ในการโซนิเคต หรืออาจเปล่ียนวิธี ใชการ vortex แทน โซนิเคต อาจชวยใหเซลลไดรับความเสียหายนอยลงท้ังยัง

อาจชวยแยกเซลลไดดีข้ึน  



34 
 

จากการศึกษาของ Kumar และคณะ (2009) ไดรายงานการศึกษาการตรวจหายีนท่ีเกี่ยวของกับการกอ

โรคใน S. aureus ท่ีแยกไดจากธนบัตรในประเทศอินเดีย เก็บตัวอยางธนบัตร 96 ตัวอยางจากสถานท่ีตาง ๆ แยก

เซลลแบคทีเรียจากตัวอยางธนบัตรแตละชนิดมาปนผสม (vortex) กับสารละลายน้ําเกลือ 0.85% เปนเวลา 10 

นาที จากนั้นเจือจางถึงความเขมเขน 10-10 และนํามากระจายเช้ือลงบน mannitol salt agar เลือกโคโลนีสีเหลือง

ท่ีมีโซนสีเหลืองลอมรอบมาเล้ียงบนอาหารคัดเลือก Baird-Parker Agar และ brain heart infusion agar 

นอกจากนั้นยังทดสอบทางชีวเคมีอื่น ๆ เพิ่มเติมเพื่อยืนยันการระบุวาเปน S. aureus เชน coagulase test, β-

hemolysis, DNase test  และเล้ียงบนอาหารคัดเลือก HiCrome Staph Selective Agar ของบริษัท HiMedia, 

USA จากผลการศึกษาพบแบคทีเรียท้ังหมดในชวง 38 – 270 โคโลนี/1 ธนบัตร และไดโคโลนีของ S. aureus 

ในชวง 1 – 16 โคโลนีจากอาหารคัดเลือกและการระบุชนิดดวยการทดสอบทางชีวเคมี จะเห็นไดวาความถ่ีในการ

พบ S. aureus มีความหลากหลายสูง ดังนั้นในการทดลองตอไปควรใชตัวอยางมากข้ึน เพื่อใหไดผลการทดลองท่ี

ชัดเจนและมีนัยสําคัญทางสถิติ และจากการศึกษาของ Hiko และคณะ (2016) ไดรายงานการศึกษาการปนเปอน 

E. coli บนธนบัตรจากผูประกอบอาหารหลากหลายชนิดในประเทศเอธิโอเปยท้ังหมด 384 ตัวอยาง แยก E. coli 

บนธนบัตรโดยใชการใชกานสําลีปลอดเช้ือชุบ Buffered Peptone Water (BPW) ปายบนธนบัตรท้ัง 2 ดาน 

จากนั้นนํามา streak บน Eosin Methylene Blue (EMB) agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 

ช่ัวโมง เลือกโคโลนีท่ีเกิด metallic sheen มาเล้ียงบนอาหาร Nutrient Agar สําหรับเตรียมทดสอบทางชีวเคมี

เพิ่มเติม เพื่อยืนยันการระบุเช้ือเปน E. coli เชน  Indole production, Methylene red reduction, Voges 

Proskauer reaction และ Citrate utilization (IMViC) 

 ดังนั้นหากสามารถแกไขปญหาท่ีเกิดข้ึนไดคาดวาจะสามารถตรวจหาปนเปอนของเช้ือแบคทีเรีย 

Staphylococcus aureus enterotoxins A โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรท่ีมี

ความจําเพาะตอ SEA gene ท้ังนี้เพิ่มตัวอยางเหรียญและธนบัตรและใชวิธีท่ีเหมาะสมในการแยกเซลลแบคทีเรีย

ออกจากตัวอยางเหรียญและธนบัตรจะใหผลการทดลองท่ีชัดเจนมากข้ึน และคาดวาผลการทดลองท่ีไดจะใชเปน

ขอมูลในการประเมินความเส่ียงตอสุขภาพ ความสะอาด และสุขลักษณะ จากการสัมผัสเหรียญและธนบัตรใน

อนาคตได 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว Nutrient broth (NB) 

เพปโตน (peptone)     3  กรัม  

ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)    5  กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีความดันไอ 1 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Nutrient (NA) 

เพปโตน (peptone)     3  กรัม  

ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)    5  กรัม 

ผงวุน (agar)      15  กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีความดันไอ   

1 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 

3. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Mannitol Salt (MSA) 

Pancreatic Digest of Casein    5  กรัม 

Peptic Digest of Animal Tissue   5  กรัม 

ผงสกัดจากเนื้อ (beef extract)    1  กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)     75  กรัม 

น้ําตาลดี-แมนนิทอล (D-mannitol)   10  กรัม 

ฟนอลเรด (phenol red)     25  มิลลิกรัม 

  ผงวุน (agar)      15  กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีความดันไอ  

1 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 
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4. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Eosin Methylene Blue (EMB) 

Pancreatic Digest of gelatin    10  กรัม 

น้ําตาลแลคโตส (lactose)    10  กรัม 

ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)    2  กรัม 

อีโอซินวาย (eosin Y)     0.4  กรัม 

เมทิลีนบลู (methylene blue)    65  มิลลิกรัม 

  ผงวุน (agar)      15  กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีความดันไอ  

1 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต 

ละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.85 กรัม ดวยน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

2. สารละลายอีดีทีเอความเขมขน 0.5 โมลาร (0.5M EDTA) 

ละลายเกลือไดโซเดียมของอีดีทีเอ (C10H14N2Na2O8) 186.1 กรัม ปรับความเปนกรด-ดางดวยผลึก 

โซเดียมไฮดรอกไซด นมีคาเทากับ 8 และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

3. สารละลายบัฟเฟอรทริสอะซิเตตอีดีทีเอ 50 เทา (50X TAE) 

ทริส-เบส (C4H11NO3)       242 กรัม 

กรดอะซิติก (CH3COOH)       57.1 มิลลิลิตร 

สารละลายอีดีทีเอความเขมขน 0.5 โมลาร (ความเปนกรด-ดางเทากับ 8) 100 มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ําปลอดประจุ และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร 
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