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บทท่ี  1

บทนํา

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา

แหนมหมูเปนผลิตภัณฑอาหารประเภทเน้ือสัตวหมักพื้นบานของไทย ซ่ึงเปนที่นิยมบริโภค

ของประชากรภายในประเทศอยางแพรหลาย และดวยเหตุจากการที่มีความตองการในการบริโภค

เพิ่มสูงขึ้น จึงมีการพัฒนาการผลิตแหนมหมูจากในระดับครัวเรือนข้ึนสูระดับอุตสาหกรรม ทําให

ผูบริโภคสามารถหาซ้ือไดงาย ตามทองตลาด หรือหางสรรพสินคาท่ัวไป ซ่ึงมีคอนขางหลากหลาย

และแตกตางกันไปทั้งดานรสชาติและคุณภาพตามแตละผูผลิต ในปจจุบันการผลิตแหนมหมูมีปญหา

ดานการควบคุมคุณภาพ โดยเฉพาะความไมสะอาดและความไมปลอดภัยของวัตถุดิบ เนื่องจาก

กระบวนการผลิตแหนมหมูยังคงอาศัยกระบวนการหมักโดยเช้ือจุลินทรียท่ีปนเปอนมากับวัตถุดิบท่ีใช

เปนสวนผสม ซ่ึงผูผลิตไมสามารถควบคุมชนิดและปริมาณของจุลินทรียได ดังน้ันจึงมีโอกาส

ปนเปอนจุลินทรียกอโรคมากับวัตถุดิบได อีกท้ังผูผลิตบางรายขาดความรูความเขาใจในการควบคุม

กระบวนการผลิตของผลิตภัณฑแหนมหมูใหไดมาตรฐาน  สงผลใหเกิดปญหาในการควบคุมคุณภาพ

ของผลิตภัณฑแหนมหมู และที่สําคัญอีกประการหนึ่งคือ เนื่องจากผูบริโภคนิยมบริโภคแหนมหมูโดย

ไมผานการปรุงดวยความรอน ทําใหเพิ่มโอกาสเส่ียงตอการเกิดโรคอาหารเปนพิษจากการบริโภค

แหนมหมูท่ีมีการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคสูงข้ึน โดยจุลินทรียกอโรคท่ีพบไดบอยในแหนมหมูคือ 

Staphylococcus aureus (S. aureus) ซ่ึงเปนจุลินทรียที่พบไดทั่วไปในส่ิงแวดลอมและบนรางกาย

สัตวเล้ียงลูกดวยนม จึงมีโอกาสท่ีจะปนเปอนในผลิตภัณฑแหนมหมูได อีกท้ัง S. aureus ยังสามารถ

สรางสารพิษท่ีสามารถทนความรอนทําใหแมวาการปรุงอาหารผานความรอนแลวสารพิษยัง

กอใหเกิดอันตรายได นอกจากนี้ S. aureus เปนจุลินทรียกอโรคอาหารเปนพิษสูงเปนอันดับท่ี 3 ของ

โลก (Tirado and Schimdt, 2001) รวมทั้งในประเทศไทยดวยเชนกัน (วรรณา และคณะ, 2548)

จากการศึกษาที่ผานมาพบการปนเปอนของ S. aureus ในแหนมหมูสูงถึงรอยละ 15

(Paukatong and Kunawasen, 2001) พรศิริ และ อนิรุธ (2548) ไดรายงานพบการปนเปอนของ S.

aureus ในเน้ือหมูจากตลาดสดในภาคเหนือท่ีเกิน 100 CFU ตอกรัม คิดเปนรอยละ 14.0 ขอมูล

เหลาน้ีแสดงใหเห็นวาผูบริโภคมีความเส่ียงตอการเกิดโรคอาหารเปนพิษจากการบริโภคผลิตภัณฑ

จากเน้ือหมูท่ีปนเปอน S. aureus คอนขางสูง ในขณะท่ีมาตรฐานแหนมและเนื้อสัตวโดยสํานักงาน
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มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (2546) ไดกําหนดวาจะตองไมพบ S. aureus ในแหนม 100

มิลลิกรัม

โรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus ไมไดเกิดจากการบริโภคตัวจุลินทรียโดยตรง แตเปน

ผลมาจากการบริโภคอาหารที่ปนเปอนสารพิษที่ S.aureus บางสายพันธุสรางข้ึน เรียกวา 

Staphylococcal enterotoxins (SEs) ซ่ึงสามารถทนความรอนได เม่ือบริโภคอาหารท่ีปนเปอน SEs

น้ีจะทําใหมีไข มีการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันอยางรุนแรง และเกิดปญหาทางระบบทางเดิน

อาหาร อาการเดนคือ อาเจียน และมีระยะเวลาแสดงอาการปวยอยางรวดเร็ว (Dinges et al., 2000)

ปจจุบันมีการคนพบ SEs มากกวา 20 ชนิด (Atanassova et al., 2001; Jorgensen et al., 2005;

Thomas et al., 2006) และ SEs ที่พบวากอปญหาในการระบาดของโรคอาหารเปนพิษบอยท่ีสุดคือ 

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

โดยท่ัวไปในการวิเคราะหโรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus ทางระบาดวิทยา และการ

ควบคุมกระบวนผลิตอาหาร ยังคงใชวิธีการตรวจปริมาณการปนเปอนของ S. aureus  ซ่ึงอาศัย

วิธีการเพาะแยกเช้ือแบบดั้งเดิม (conventional method) ซ่ึงจัดเปนวิธีมาตรฐาน enumeration

method ไดแก Direct Plate Count method และ Most Probable Number method (AOAC,

1995) โดยถาพบ S. aureus ในปริมาณท่ีมากกวา 100,000 CFU ตอกรัม คาดวาจะสามารถสราง

สารพิษและกอโรคได (U.S. FDA/CFSAN, 1992) ซ่ึงมีขอจํากัดคือ ความไมจําเพาะทางชีวเคมีของ

S. aureus ใชระยะเวลาในการตรวจพิสูจนนาน และตองใชแรงงานในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือและ

อุปกรณมาก และที่สําคัญคือ ถึงแมวาผลท่ีไดจากการตรวจพิสูจนเชิงปริมาณนี้ อาจพบ S. aureus

ในปริมาณสูง แตก็อาจยังไมสามารถระบุวา S. aureus ที่แยกไดนั้นเปนสาเหตุท่ีแทจริงของโรค

อาหารเปนพิษน้ัน เน่ืองจากมี S. aureus เพียงบางสายพันธุที่สามารถสราง SEs และกอโรคได 

ดังน้ันจึงไดมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะหการปนเปอนของ SEs ที่ปนเปอนในอาหารและ

ตัวอยางทางคลินิก โดยพัฒนาเปนชุดทดสอบสําเร็จรูป เชน TECRA® EIA kit และ TRANSIA® EIA

kit ซ่ึงเปนการตรวจหาสารพิษโดยอาศัยเทคนิค Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

เปนตน แมวาชุดทดสอบเหลาน้ีมีความไวและความจําเพาะสูง แตก็ยังมีขอจํากัดคือ สามารถ

ตรวจหาสารพิษไดชนิด A – E เทาน้ัน อีกทั้งในการตรวจหาสารพิษในอาหารนั้นจําเปนตองสกัด

สารพิษจากอาหารใหมีความบริสุทธ์ิกอน ซ่ึงวิธีสกัด SEs จะขึ้นอยูกับชนิดและองคประกอบของ

อาหาร จําเปนตองมีการ optimize วิธีสกัด SEs จากตัวอยางอาหารชนิดน้ันๆ เพื่อหลีกเล่ียง false

positive และ false negative ทําใหเสียเวลาในการเตรียมตัวอยางและถาตัวอยางไมบริสุทธ์ิเพียงพอ 
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ก็มีผลทําใหผลการตรวจคลาดเคล่ือนได (Park et al., 1992) และปญหาท่ีสําคัญอีกประการหน่ึงคือ 

ชุดทดสอบเหลานี้มีราคาแพงจึงไมเหมาะกับการตรวจตัวอยางจํานวนมาก

ดวยเหตุน้ีในปจจุบันจึงมีนักวิจัยหลายคณะไดพัฒนาเทคนิคในการตรวจวิเคราะหโรคอาหาร

เปนพิษที่เกิดจาก S. aureus ท่ีมีประสิทธิภาพ ราคาไมแพง มีความไวและความแมนยําสูง สามารถ

ตรวจตัวอยางไดครั้งละจํานวนมาก แนวทางหน่ึงของการพัฒนาดังกลาวคือ การนําเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) มาประยุกตใช โดยศึกษาจาก S. aureus  ท่ีเพาะแยกไดจาก

ตัวอยางอาหาร หรือตัวอยางทางคลินิก ซ่ึงสามารถชวยพิสูจนใหทราบวาเปน S. aureus และมียีน

ควบคุมการสรางสารพิษหรือไมในเวลาเดียวกัน รวมท้ังทําใหทราบถึงความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของเช้ือ ซ่ึงจะมีประโยชนในแงการวิเคราะหหาแหลงการปนเปอนของ S. aureus ใน

ตางประเทศมีการนําเทคนิค PCR มาประยุกตใชในการเฝาระวังและวิเคราะหโรคอาหารเปนพิษจาก 

S. aureus รวมทั้งการควบคุมคุณภาพการผลิตอาหารกันอยางแพรหลาย โดยทําการศึกษาใน S.

aureus ท่ีเพาะแยกไดจากอาหารชนิดตางๆ เชน เนื้อหมูและเนื้อไกดิบ (Hwang et al.,2007) และ

ผลิตภัณฑจากเน้ือสัตว (Normano et al., 2005 and Atanassova et al.,2001) เปนตน รวมถึง S.

aureus ท่ีเพาะแยกไดจากการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus (Nema et al., 2007,

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

 แตในประเทศไทยมีขอมูลของ S. aureus ในแงการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ การ

ปนเปอนในอาหารชนิดตางๆ โดยเฉพาะแหนมหมูมีอยูอยางจํากัด ประกอบกับยังไมมีขอมูลทาง

พันธุกรรมของ S. aureus ท่ีมีของยีนที่ควบคุมการสรางสารพิษปนเปอนในแหนมหมู และยีนเหลานั้น

มีความสัมพันธกับการสราง SEs หรือไม อีกทั้งยังไมทราบขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของ 

S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูมากอน

ดังน้ันในการศึกษาครั้งนี้จึงไดทําการเพาะแยก S. aureus เพื่อศึกษาตรวจพิสูจนยีนที่

ควบคุมการสรางสารพิษ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ที่เพาะแยกไดจาก

แหนมหมูเบื้องตน โดยศึกษาใน S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากตัวอยางแหนมหมูดวยวิธี 

conventional method รวมกับการพิสูจนเช้ือดวยวิธีทางชีวเคมี  จากน้ันตรวจพิสูจนยืนยันชนิด S.

aureus และการตรวจพิสูจนพบยีน sea, ยีน seb, ยีน sec, ยีน sed และยีน see ดวยเทคนิค

multiplex PCR ศึกษาความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs กับ

การสราง classical SEs ดวยเทคนิค ELISA เพื่อยืนยันการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสราง

สารพิษ รวมท้ังทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับสายพันธุโดยใชลายพิมพ DNA
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ท่ีสรางจากจากเทคนิค repetitive sequence-based PCR (rep - PCR)  ซ่ึงผลจากการศึกษาครั้งนี้

จะทําใหทราบถึงขอมูลพื้นฐานทางพันธุกรรมของ S. aureus ความสัมพันธของยีนควบคุมการสราง

สารพิษกับการสรางสารพิษ รวมทั้งความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ที่ปนเปอนใน

แหนมหมู  ซ่ึงขอมูลที่ไดจากการศึกษาครั้งน้ีสามารถนําไปใชวิเคราะหและเฝาระวังการระบาดโรค

อาหารเปนพิษจาก S. aureus ตอไป และใชเปนสวนหน่ึงในการระบุอันตรายของ S. aureus ในแง

ของการประเมินความเส่ียงของผูบริโภคแหนมหมูได รวมทั้งเทคนิคท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้ยังสามารถ

นําไปประยุกตใช หรือพัฒนาเทคนิคเพื่อการวิเคราะห S. aureus และ SEs ตอไปในงานวิจัยใน

อนาคตได

วัตถุประสงคของการวิจัย

1. เพื่อศึกษาการปรากฎของยีนควบคุมการสรางสารพิษและความสัมพันธของยีนควบคุม

การสรางสารพิษกับการสราง classical SEs ที่เพาะแยกไดจากแหนมหมู

2. เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับสายพันธุของ S. aureus ที่เพาะแยก

ไดจากแหนมหมู

ขอบเขตของการวิจัย

การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (descriptive study) มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจ

พิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และความสัมพันธของยีนควบคุมการสรางสารพิษกับ

การสรางสารพิษ ตลอดจนความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ที่เพาะแยกจากแหนมหมู 

เพื่อใหสามารถบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาคร้ังนี้จึงไดดําเนินการแบงเปน 4 ระยะ ดังน้ี

1.เพาะแยก S. aureus จากตัวอยางแหนมหมูรวมกับการพิสูจนเช้ือดวยคุณสมบัติทาง

ชีวเคมี

2.พิสูจนยืนยันเช้ือและการตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการสราง classical SEs

3.ศึกษาการสรางสารพิษของเช้ือท่ีมียีนควบคุมการสราง classical SEs
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4.ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ที่ปนเปอนในแหนมหมู

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย

สตาฟฟโลคอคคัส ออเรียส, โรคอาหารเปนพิษที่เกิดจากบริโภคสารพิษ, ยีนควบคุมการสราง

สารพิษ, เทคนิค PCR, เรพ พีซีอาร

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ

1. ดานองคความรูใหม

1.1 เปนขอมูลเบื้องตนของขอมูลพันธุกรรมของยีนควบคุมการสรางสารพิษของ S. aureus

ท่ีแยกไดจากแหนมหมู 

1.2 เปนขอมูลดานความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีแยกไดจากแหนมหมู 

1.3 เปนขอมูลที่ใชในการระบุอันตรายของ S. aureus และ SEs ที่ปนเปอนในแหนมหมู

2.ดานการนําไปใช

2.1 สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนเพื่อนําไปพัฒนาเทคนิคในตรวจพิสูจนวิเคราะห S.

aureus และ SEs ที่ปนเปอนในอุตสาหกรรมอาหารตอไป

2.2 สามารถใชเปนขอมูลสวนหนึ่งประกอบการเฝาระวัง S. aureus และสารพิษท่ีปนเปอน

ในแหนมหมู

2.3 ใชเปนแนวทางในการนําระบบ การจัดการความเส่ียงมาควบคุม การปนเปอนของ S.

aureus ในกระบวนการผลิตแหนมในระดับอุตสาหกรรม
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บทท่ี  2

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ

แนวคิดและทฤษฏี

แหนมหมูเปนอาหารประเภทเนื้อสัตวหมักพื้นบาน และเปนท่ีนิยมบริโภคกันอยางแพรหลาย

ท้ังภายในประเทศและประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต ซ่ึงในการผลิตแหนมหมูน้ันตอง

อาศัยกระบวนการหมักของจุลินทรียท่ีปนเปอนมากับวัตถุดิบอาหาร จึงมีโอกาสปนเปอน S. aureus

ซ่ึงเปนจุลินทรียกอโรคได โดย S. aureus เปนจุลินทรียที่พบไดทั่วไปในส่ิงแวดลอมและบนรางกาย

สัตวเล้ียงลูกดวยนม จึงมีโอกาสท่ีจะปนเปอนในผลิตภัณฑแหนมหมูได อีกท้ัง S. aureus ยังสามารถ

สรางสารพิษซ่ึงทนความรอนไดและกอใหเกิดปญหาโรคอาหารเปนพิษตามมา ในประเทศไทยยังไมมี

ขอมูลเกี่ยวกับการตรววจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษตลอดจนความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของ S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูมากอน อีกท้ังยังไมทราบวาการพบยีนเหลาน้ันจะมี

ความสัมพันธกับการสรางสารพิษหรือไม ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาการตรวจพิสูจนยีนที่

ควบคุมการสรางสารพิษของ S. aureus ที่เพาะแยกไดจากแหนมหมูดวยเทคนิค multiplex PCR

รวมกับการตรวจการสราง classical SEs เนื่องจากการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษนี้

ไมไดยืนยันวา S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูน้ันมีความสามารถในการสรางสารพิษได ดังน้ันจึง

ตองตรวจการแสดงออกของยีนเหลานั้นดวย ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้จะเปนการตรวจสารพิษที่ S.

aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเหลานั้นสรางขึ้น ดวยเทคนิค  ELISA และหาความสัมพันธ

ของการตรวจพิสูจนพบยีนเหลาน้ันและการสรางสารพิษ นอกจากนี้ยังทําการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูวามีความหลากหลายอยางไรบาง

ซ่ึงจะเปนประโยชนในแงการศึกษาแหลงท่ีมาของการปนเปอนตอไป และเพื่อใหบรรลุวัตถุประสงค

ดังกลาวจึงตองมีการรวบรวมขอมูลตางๆ ดังนี้

1. การผลิตแหนมหมู

แหนมเปนผลิตภัณฑประเภทเนื้อสัตวหมักพื้นบานที่มีการบริโภคอยางแพรหลาย  ปจจุบันมี

การผลิตเปนอุตสาหกรรมใหญ  การผลิตแหนมสามารถทําไดโดยใชเทคโนโลยีที่ไมซับซอน วัตถุดิบที่

ใชนํามาประกอบผสมเปนแหนมหมู ไดแก เน้ือหมู หนังหมู กระเทียม พริก ขาว เกลือ นํ้าตาล 
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สารประกอบไนเตรท ไนไตรท และสวนผสมอ่ืนๆ นํามาผสมกันบรรจุใสถุงอัดแนน จากนั้นบมใหเกิด

กระบวนหมักเปนเวลา 3-4 วัน จึงสามารถนํามาบริโภคได กระบวนการหมักแหนมหมูสวนใหญอาศัย

การทํางานของจุลินทรียท่ีปะปนมาในธรรมชาติที่ปะปนมากับวัตถุดิบท่ีใชทําแหนมหมู  โดยจุลินทรีย

ท่ีมีบทบาทตอกระบวนการหมักแหนมหมูมีหลายกลุมแตกลุมที่มีบทบาทสําคัญไดแก จุลินทรียพวก

แบคทีเรียแลคติค  (lactic acid bacteria)  ซ่ึงชนิดของแบคทีเรียในกลุมนี้ท่ีมีความสําคัญในระหวาง

การหมักแหนมคือกลุม lactobacilli ไดแก L. plantarum L. pentosus และ L. sakei และกลุม 

pediococci ไดแก P. acidilactici และ P. pentosaceus (Thanasupawat  และ 

Daengsubha 1983; Thanasupawat al., 1992) แบคทีเรียแลคติคเหลานี้จะทําหนาที่ผลิตกรด

อินทรีย ไดแก lactic acid, volatile organic acid, hydrogen peroxide และ bacteriocin เปนตน  

โดยกรดอินทรียไดจากยอยสลายสารประกอบพวกคารโบไฮเดรตในวัตถุดิบสงผลใหความเปนกรด

ดางของแหนมลดลงแหนมจึงมีรสเปรี้ยว และเกิดการกอตัวเปนแหนม นอกจากน้ีสภาวะการเปนกรด

ยังชวยปองกันการเจริญของจุลินทรียกอโรคบางชนิดอีกดวย  นอกจากแบคทีเรียแลคติคที่กลาว

ขางตนแลวยังมีจุลินทรียพวก  Micrococci และ Staphylococci ท่ีมีบทบาทตอกระบวนการหมัก

แหนมหมู กลาวคือจุลินทรียดังกลาวมีความสามารถในการรีดิวสสารประกอบไนเตรทเปนไนไตรทซ่ึง

เปนสารประกอบท่ีเกี่ยวของกับการเกิดสีแดงในแหนม  อีกทั้งจุลินทรียดังกลาวยังเปนแหลงของ

เอนไซมที่สามารถยอยสลายโปรตีนและไขมัน  ทําใหเกิดกล่ินรสตอผลิตภัณฑแหนม

นอกจากจุลินทรียท่ีกลาวมาขางตนน้ัน ยังพบจุลินทรียอ่ืนๆท่ีสามารถกอใหเกิดโรคไดเชน S.

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

Escherichia coli และ Salmonella spp. เปนตน การปนเปอนเหลานี้สามารถเกิดไดท้ังในวัตถุดิบ

กระบวนการผลิต ตลอดจน การปรุงและบริโภค พบการปนเปอนของจุลินทรียกอโรค โคลิฟอรม

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

ตัวอยางแหนมหมูท่ีเก็บตัวอยางจาก ภาคกลาง ภาคเหนือ และภาคอีสานของประเทศไทย 

(Wongsommart et al., 1994) จากการศึกษาของ Vichienroj and Kunawasen (1998) พบวามีการ

ปนเปอนของ S. aureus , Salmonella spp. และ Listeria monocytogenes ในแหนม  
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2. ลักษณะท่ัวไปของ S. aureus

S. aureus เปนจุลินทรียท่ีสามารถพบไดท่ัวไปในส่ิงแวดลอม อากาศ ฝุนละออง ขยะมูลฝอย 

นํ้า อาหาร นม อาหารบรรจุเสร็จ รวมท้ังมนุษยและสัตว ซ่ึงจะพบอยูตามทางเดินหายใจ (Schleifer,

1986) ลําคอ หรือ เสนผมและผิวหนังถึงรอยละ 50 (Arbuthnott et al.,1990) ดังนั้น S. aureus ท่ี

ปนเปอนในอาหารจึงมีความแตกตางกันไปตาม ชนิดอาหาร วิธีการผลิต และส่ิงแวดลอม จากการ

รวบรวมขอมูลพบวา สวนใหญมักพบ S. aureus ในอาหารพรอมบริโภค (ready-to-eat) และอาหาร

ท่ีผานกระบวนการเตรียมท่ีตองใชมือสัมผัส (food handling) เชน สลัด เนยแข็ง ผัก นม เน้ือ 

เครื่องด่ืม ไขและ ผลิตภัณฑจากไขเปนตน

S. aureus  เปนแบคทีเรียที่อยูใน family Micrococcaceae ยอมติดสีแกรมบวก (Gram

positive) มีลักษณะกลม (coccus) ไมเคล่ือนท่ี (non- motile) เม่ือมองผานกลองจุลทรรศนแสงสวาง

จะพบ การเรียงตัวเปนกลุมคลายพวงองุน (grape-like clusters) หรือเปนคู หรือเปนสายส้ันๆ เปนจุ

ลินทรียท่ีสามารถเจริญเติบโตไดในชวงอุณหภูมิกวาง คือสามารถเจริญเติบโตไดต้ังแตอุณหภูมิ 7-

48.5°C (mesophilic bacteria) ชวงอุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญเติบโตคือ 30-37°C (Schmitt et

al., 1990) การสรางสารพิษของ S. aureus สามารถสรางไดตั้งแตชวงอุณหภูมิ 10-48°C และชวง

อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับสรางสารพิษอยูในชวง 40-45 องศาเซลเซียส (ICMSF, 1996)  คา

ปริมาณน้ําอิสระ (water activity) ตํ่าสุดในอาหารท่ี S. aureus ตองการใชในการเจริญเติบโต คือ 

0.86 (ในสภาวะที่มีอากาศ) และ 0.90 (ในสภาวะที่ไมมีอากาศ) สามารถเจริญไดท้ังในสภาวะท่ีมี

และไมมีออกซิเจน (facultatively anaerobic) ไมสรางสปอร S. aureus   สามารถเจริญเติบโตได 

ในชวงความเปนกรด-ดาง 4.2-9.3 แตชวงความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเติบโต คือ 7-7.5

(Bergdoll, 1989) สามารถทนความเค็มไดในชวงรอยละ 7-15 สามารถสรางเอนไซม catalase

เพราะสามารถเปล่ียนไฮโดรเจน เปอรออกไซด เปนนํ้าและออกซิเจนได  อีกทั้ง S. aureus ยัง

สามารถสรางเอนไซม coagulase ไดในขณะที่เช้ือ Staphylococcus species อื่นๆ ไมสามารถสราง

เอนไซมดังกลาวได (Ryan and Ray,2004) นอกจากนี้ เมื่อเพาะเล้ียง S. aureus ในอาหารเล้ียงเช้ือ

ท่ัวไปพบวาโคโลนี จะมีสีเหลืองทอง ผิวเรียบ เมื่อเพาะเช้ือลงอาหารเล้ียงเช้ือ sheep blood agar จะ

พบวามีการโซนใสรอบโคโลนี (ß-haemolysis) (Ryan and Ray, 2004 ) ผนังเซลลของ S. aureus

ยังสามารถตานทานตอเอนไซม lysozymeได แตไวตอ lysostaphin (Le Lior et al., 2003) ปจจุบัน 

S. aureus  สามารถแบงไดเปน 6 biotype ตามตนกําเนิดจากคนหรือสัตว ไดแก human, non-ß-

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

ประมาณ 2,600 ยีน และมี DNA ยาวขนาด 2.8 ลานคูเบสแพร ในโครโมโซม และมี plasmid ซ่ึง

อาจเปนสวนหนึ่งของ genome ได

3. สารพิษของ S. aureus และการกอโรคอาหารเปนพิษ

การเกิดโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus ไมไดเกิดจากการรับประทานตัวเซลล S. aureus

เขาสูรางกายโดยตรง เน่ืองจาก S. aureus จะถูกทําลายโดยกระบวนการยอยการอาหารภายใน

รางกาย (Dabrowaki and Medrala, 2005) แตปญหาโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus นั้นเกิดจาก

การบริโภคอาหารท่ีมีการปนเปอนสารพิษท่ีผลิตจาก S. aureus  บางสายพันธุ เรียกวา 

staphylococcal enterotoxins (SEs) ซ่ึงมีคุณสมบัติไมทําใหลักษณะของอาหารเปล่ียนไป 

(Bergdoll, 1990) สามารถละลายน้ําและทนความรอนได 

SEs เปน Polypeptide สายเดี่ยว ขนาด 26-31 kDa ทนตอ proteolytic enzymes เชน 

pepsin และทนในสภาวะที่มีความเปนกรดสูง เชน สภาวะในกระเพาะอาหาร SEs จัดอยูในกลุม 

Pyrogenic Toxin Superantigens (PTSAg) (Dinges et al., 2000) มีคุณสมบัติทําใหเกิดไข  

สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดอยางรุนแรง  และทําใหเกิดปญหาทางระบบทางเดินอาหาร ไดแก 

อาเจียน ปวดทอง ทองเสีย เนื่องจาก SEs กระตุนปลายประสาทบริเวณกระเพาะซ่ึงควบคุมดวย 

emetic responses แตในกรณีที่เกิดสภาวะกระตุนภูมิคุมกันอยางรุนแรง อาจทําใหช็อก หรือ

เสียชีวิตได เรียกอาการโรคอาหารเปนพิษน้ีวา Staphylococcal Foodborne Poisoning (SFP)

โดยท่ัวไปจะแสดงอาการปวย 1-6 ช่ัวโมง หลังจากบริโภคอาหารที่ปนเปอนสารพิษ (Tranter, 1990)

โดยกลไกการกอโรคของ SEs นั้นยังไมมีขอมูลที่แนชัด สําหรับคุณสมบัติของการกระตุนภูมิคุมกัน

อยางรุนแรงนั้น มีสมมุติฐานของการกอโรคคือ เม่ือผูบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนสารพิษเขาไป 

สารพิษจะถูกดูดซึมผานทางลําไสเขาสูกระแสเลือด  จากนั้นสารพิษจะจับกับ major

histocompatibility class II ท่ีอยูบนภูมิคุมกันชนิดเซลล และกระตุนเม็ดเลือดขาวชนิด T

lymphocytes ใหเขามาจับ SEs สามารถกระตุน T lymphocytes ไดอยางรุนแรง ผูปวยสามารถหาย

จากอาการโรคไดเอง ภายใน 2-3 วัน ความรุนแรงของโรคข้ึนกับปริมาณสารพิษที่ไดรับ และการ

ตอบสนองของรางกาย โดยพบวาการบริโภคอาหารที่มี SEs ปนเปอนนอยกวา 1.0 ไมโครกรัม

สามารถกอใหเกิดอาการปวยได (U.S. FDA/CFSAN,1992)
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นอกจากน้ี SEs มีคุณสมบัติทางชีววิทยาและโครงสรางคลายกัน แตแตกตางกันที่ 

antigenicity ทําใหปจจุบันมีการคนพบ SEs หลายชนิด ต้ังแต ชนิด SEA ถึง SEH ปจจุบันมีการพบ

สารพิษชนิดใหมๆ มากขึ้น เชน SEI, SEG, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEU และ SEV (Orwin et

al.,2001,2003; Letertre et al.,2003; Le Loir et al., 2003; Thomas et al., 2006) สัดสวนเชิง

ปริมาณของ S. aureus ท่ีสามารถสราง SEs ไดน้ันแตกตางกันไปแลวแตประเภทของอาหาร และ

สภาวะแวดลอมที่เอื้ออํานวยตอการเจริญเติบโตและสรางสารพิษ เชนในรายงานของ Le Loir (2003)

ไดสรุปการศึกษาการระบาดของอาหารเปนพิษจาก S. aureus ไววา มีการพบรอยละของ S. aureus

ท่ีสามารถสราง SEs ไดระหวาง 15.9-72.8 จากตัวอยางอาหารประเภทตางๆ (Bergdoll 1989;

Rosec et al., 1997; Cardoso et al., 1999; Akineden et al., 2001) ในการศึกษาเหลาน้ีไดรายงาน

ปริมาณและชนิด SEs ที่แตกตางกันดวย แต SEs ท่ีพบไดบอยในการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ 

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

4. การวินิจฉัยสาเหตุโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus และการตรวจพิสูจนยีนที่

ควบคุมการสรางสารพิษ

วิธีที่เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยสาเหตุโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจาก S. aureus คือ การ

ตรวจหาการปนเปอนของ SEs ในอาหาร ซ่ึงปจจุบันไดมีการพัฒนาเปนชุดทดสอบสําเร็จรูปเพื่อ

ตรวจหา SEs ที่ปนเปอนในอาหาร ตัวอยางทางคลินิก โดยชุดตรวจสําเร็จรูปอาศัยหลักการของ

ปฏิกิริยาระหวางสารพิษท่ีเปนโปรตีนและภูมิคุมกันท่ีจําเพาะ ซ่ึงมีอยูหลายวิธี  เชน เทคนิค Enzyme-

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

linked fluorescent immunoassay (ELFA) และเทคนิค reverse passive latex agglutination

assay (RPLA)เปนตน ชุดทดสอบสําเร็จรูป แมวาจะมีความไวและความจําเพาะสูง แตก็ยังมี

ขอจํากัดคือ สามารถตรวจหาสารพิษไดเฉพาะ classical SEs เทาน้ัน สําหรับการตรวจหาสารพิษใน

อาหารนั้นตองเสียเวลาในการเตรียมตัวอยาง เพื่อสกัดสารพิษจากอาหารใหมีความบริสุทธ์ิกอน และ

ถาตัวอยางไมบริสุทธ์ิเพียงพอ ก็ทําใหผลการตรวจคลาดเคล่ือนได (Park et al., 1992) และปญหา

สําคัญคือ ชุดทดสอบเหลาน้ีมีราคาแพงจึงไมเหมาะกับการตรวจตัวอยางเปนจํานวนมาก
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โดยท่ัวไปในการปฏิบัติจริง จึงยังคงใชวิธีการตรวจปริมาณการปนเปอนของ S. aureus อยู 

โดยการพบ S. aureus ในปริมาณที่มากกวา 100,000 CFU ตอกรัม คาดวาจะสามารถสรางสารพิษ

และกอโรคได (U.S. FDA/CFSAN,1992) อยางไรก็ตาม วิธีในการตรวจยังคงเปนแบบดั้งเดิม 

(conventional method) และวิธีที่ใชกันมากคือ วิธีมาตรฐาน enumeration method ไดแก Direct

Plate Count Method และ Most Probable Number method (MPN) (AOAC, 1995) วิธีเหลานี้ก็

ยังมีขอจํากัดคือ ตองใชแรงงานในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือและอุปกรณมาก ความไมจําเพาะทาง

ชีวเคมีของ S. aureus ใชระยะเวลาในการตรวจพิสูจนนาน อีกทั้งผลท่ีไดจากการตรวจพิสูจนเชิง

ปริมาณนี้อาจยังไมสามารถระบุชัดวา S. aureus ท่ีแยกไดน้ันเปนสาเหตุที่แทจริงของโรคอาหารเปน

พิษนั้น เน่ืองจากมี S. aureus เพียงบางสายพันธุเทาน้ันท่ีสามารถสราง SEs ได 

ดวยเหตุน้ีจึงมีนักวิจัยหลายคณะไดพัฒนาเทคนิคในการตรวจวิเคราะหโรคอาหารเปนพิษท่ี

เกิดจาก S. aureus การเฝาระวังโรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus รวมถึงการควบคุมคุณภาพ

การผลิตอาหารในแงการปนเปอน S. aureus ท่ีมีประสิทธิภาพ ราคาไมแพง มีความไวและความ

แมนยําสูง ซ่ึงในการพัฒนาเทคนิคดังกลาว จําเปนตองอาศัยขอมูลการตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการ

สรางสารพิษท่ีพบใน S. aureus  การสราง SEs ของ S. aureus ที่พบยีนเหลาน้ัน รวมท้ังความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ซ่ึงแนวทางหน่ึงของการพัฒนาดังกลาวคือ การใชเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อตรวจพิสูจน S. aureus  พรอมกับตรวจการตรวจพิสูจน

ยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ และศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ซ่ึงสามารถ

ชวยใหทราบวาเปน S. aureus  และมียีนควบคุมการสรางสารพิษหรือไมในเวลาเดียวกัน รวมท้ังทํา

ใหทราบถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ ซ่ึงมีประโยชนในแงการศึกษาทางระบาดวิทยา 

ขอดีของเทคนิคน้ีคือ เปนเทคนิคที่มีความไวและความจําเพาะสูง สามารถตรวจตัวอยางไดครั้งละ

จํานวนมาก และคาใชจายไมสูง

การนําเทคนิค PCR มาใชในการพิสูจน S. aureus และตรวจพิสูจนยีนควบคุมการสราง

สารพิษ น้ันตองเลือกใช  primers ท่ีมีความจําเพาะ จากการรวบรวมขอมูลพบวามีหลายยีนท่ีนิยมใช

ในการพิสูจน S. aureus เชน 16s RNA (Monday and Bohach, 1999), nucA (Brakstad et al.,

1992), Sa442 (Ishii et al., 2006) และ femA (Hwang et al., 2007) เปนตน อีกทั้งในกรณีการ

ตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ ตองใช primers ท่ีมีความจําเพาะตอรหัสพันธุกรรมที่
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ควบคุมการสรางสารพิษแตละชนิด  ซ่ึงปจจุบันสามารถตรวจหายีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษได

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

5. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus โดยใชลายพิมพ DNA

(DNA fingerprint)

ปจจุบันมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยอาศัยการศึกษาลายพิมพของสาร

พันธุกรรม (DNA fingerprint) เพื่อการจําแนกสายพันธุและชนิดของจุลินทรีย ซ่ึงนิยมนํามา

ประยุกตใชวิเคราะหทางระบาดวิทยาเพื่อสืบหาแหลงท่ีมาของการปนเปอนของจุลินทรียกอโรค โดย

อาศัยลักษณะจําเพาะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียแตละชนิดและแตละสายพันธุมาเปรียบเทียบกัน

ซ่ึงปจจุบันมีหลายเทคนิคท่ีใชศึกษา เชน เทคนิค Random amplified polymorphic DNA (RAPD)

ใหผลรวดเร็วแตยังไมจําเพาะ (Naffa et al., 2006), เทคนิค Restriction Fragment Length

Polymorphisms (RFLPs) รวดเร็ว ตองอาศัยความชํานาญ และคาใชจายสูง (Atanassova et

al.,2001), Pulse Field Gel electrophoresis (PFGE) เปนวิธีท่ีใชกันเปนมาตรฐาน ใหผลแนนอนสูง

(Weller, 2000) แตใชระยะเวลานาน คาใชจายสูง มีขอจํากัดคือไมสามารถตรวจตัวอยางจํานวนมาก

ได, เทคนิค repetitive sequence-based PCR fingerprinting (rep - PCR) เปนวิธีที่สรางลายพิมพ

โดยใชลําดับเบสซํ้า (ZEE et al .,1999; Nascimento et al., 2005; Rantsiou et al., 2005; Vivoni

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

and Ramos, 2002) เปนวิธีที่สรางลายพิมพ ในสวนของ 16S-23S rRNA internal transcribed

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

(Muyer et al., 1993) เปนตน ซ่ึงในแตละวิธีเหลานี้มีทั้งขอดีและขอเสีย สวนการนําไปใชน้ันข้ึนกับ

รูปแบบและวัตถุประสงคการวิจัยของผูวิจัย  เทคนิค rep - PCR เปนอีกเทคนิคหน่ึงที่นิยมใชศึกษา

รูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรมเบื้องตนของจุลินทรีย โดยสรางลายพิมพจากลําดับเบสซํ้า

(Casey et al., 2006; Rantsiou et al., 2005) เทคนิคนี้ชวยใหสามารถจําแนกจุลินทรียที่ศึกษาออก

จากจุลินทรียอื่นไดอยางรวดเร็วท้ังในระดับชนิดและสายพันธุเบื้องตน สามารถใหผลภายใน

ระยะเวลาท่ีรวดเร็ว มีความแมนยําสูง ใชแรงงาน และวัสดุอุปกรณนอยกวาเทคนิคอื่น (Svec et al.,

2005) โดยลักษณะและจํานวนของแถบ DNA ท่ีเกิดข้ึนจะเปนลักษณะจําเพาะทางพันธุกรรมของ

แบคทีเรียแตละสายพันธุ เนื่องจากจํานวนและระยะหางระหวางเบสท่ีซํ้ากันในแบคทีเรียแตละสาย

พันธุมีความแตกตางกัน ทําใหสามารถจําแนกความหลากหลายของสายพันธุของ S. aureus ได   ซ่ึง
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จะมีประโยชนดานการวิเคราะหทางระบาดวิทยา โดยใชเปนขอมูลวิเคราะหหาแหลงการปนเปอน

ของเช้ือ เพื่อวางแนวทางการปองกันและเฝาระวังโรคระบาด รวมท้ังการควบคุมคุณภาพการผลิต

อาหารตอไป

6. ความชุกและการระบาดของโรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus

การวิเคราะหความชุกและการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus ในตางประเทศ

มักจะเปนการศึกษาความชุกทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ โดยใชวิธีแบบด้ังเดิมรวมกับการตรวจ

พิสูจนหายีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษดวยเทคนิค PCR ตลอดจนการตรวจหา SEs ท่ีปนเปอนใน

อาหารและ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากอาหาร 

จากการรวบรวมขอมูลเกี่ยวกับความชุกของการปนเปอน S. aureus ในอาหารชนิดตางๆ 

พบวามีรายงานการสํารวจพบ S. aureus ในอาหารพรอมบริโภคถึงรอยละ 9.4 และมีปริมาณที่ S.

aureus อยูระหวาง 2.2-4.3 log CFUตอกรัมในโรงอาหารของกองทัพในเมือง Ankara ประเทศตุรกี 

(Aycicek et al., 2005) จากการรายงานของ Soriano และคณะ (2002) พบ S. aureus รอยละ

17.3, 18.9 และ 16.9 ในตัวอยางอาหาร Russian Salad, สลัดผัก และแฮมเบอรเกอร ตามลําดับ

Atanassova และคณะ (2001) ไดรายงานพบ S. aureus ปนเปอนในเน้ือหมูดิบและแฮมรอยละ 

25.9 โดยวิธีการเพาะแยกเช้ือเชิงคุณภาพ และพบ   S. aureus ปนเปอนรอยละ 51.1 โดยใชเทคนิค 

PCR ตามลําดับ Borelli และคณะ (2006) พบวามีการปนเปอนของ S. aureus ปริมาณ 2-4.9 log

CFUตอมิลลิลิตร และมี SEBและ SEC ปนเปอนในนํ้านม นอกจากน้ียังมีรายงานการศึกษา S.

aureus ท่ีปนเปอนในเน้ือดิบ ไดแก เน้ือไก เน้ือหมู เน้ือวัว ซ่ึงพบการปนเปอนถึงรอยละ 23.9 โดยใช

เทคนิค PCR (Pesavento et al., 2007)

จากการรวบรวมขอมูลการระบาด พบวา S. aureus เปนสาเหตุการระบาดของโรคอาหาร

เปนพิษสูงเปนอันดับที่ 3 ของโลก (Tirado and Schimdt, 2001) ป 1991 มีรายงานการระบาดโรค

อาหารเปนพิษจาก S. aureus มากกวา 265 ครั้งในอาหารจําพวกเนยและชีส (Steinhart et al.,

1996) ประเทศบราซิล มีรายงานการระบาด 5 ครั้งที่เกิดจากการปนเปอน S. aureus (Cerqueira-

Campos et al., 1993) และ พบผูปวยโรคอาหารเปนพิษจํานวน 42 ราย จากการตรวจสอบ พบวา

เกิดจากโรคอาหารเปนพิษจากท่ีมีการปนเปอนสารพิษของ S. aureus นอกจากน้ีมีรายงานการพบ
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สารพิษ SEA ปนเปอนในนํ้านมรสช็อกโกแลต ทําใหเด็กเกิดอาการอาหารเปนพิษ (Evenson et al.,

1988) ประเทศญ่ีปุนป 2000 พบการระบาดโรคอาหารเปนพิษจากสารพิษ SEA และ SEH ท่ี

ปนเปอนในผลิตภัณฑนม โดยใชเทคนิค PCR มาทําการวิเคราะห (Ikeda et al., 2005) นอกจากนี้ 

Carmo และคณะ (2003) ไดรายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจากสารพิษ SEA, SEB และ 

SED ปนเปอนในแพนเคกไก และมี S. aureus ที่ปนเปอนจํานวนมากกวา 8.3 log CFUตอกรัม 

การวิเคราะหหาสาเหตุและการเฝาระวังโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus ในประเทศไทย

สวนใหญจะเปนการตรวจหาการปนเปอน S. aureus ในอาหารเชิงคุณภาพ และขอมูลเก่ียวกับการ

ปนเปอน SEs ในอาหารมีอยูอยางจํากัด แตยังไมมีขอมูลดานพันธุกรรมของ S. aureus ที่มีกาการ

ตรวจพิสูจนพบยีนที่ควบคุมการสรางสารพิษเลย 

จากการรวบรวมขอมูล พบวาไดมีการสํารวจการปนเปอน S. aureus ในเนื้อหมูของจังหวัด

เชียงใหมโดย นงคราญ (2544) พบวาเนื้อหมูดิบมีการปนเปอนของ S. aureus รอยละ 44.4 และ

จากการศึกษาของ พรศิริ และอนิรุธ (2548) พบการปนเปอน S. aureus ในเนื้อสัตวและเนื้อหมูจาก

ตลาดสดในภาคเหนือที่เกิน 100 CFUตอกรัม คิดเปนรอยละ 11.7 และรอยละ 14.0 ตามลําดับ จาก

การรวบรวมขอมูลการปนเปอนจุลินทรียกอโรคในแหนม พบวามีการปนเปอน Salmonella spp., S.

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

ปนเปอนของจุลินทรียกอโรค โคลิฟอรมแบคทีเรีย (coliform bacteria), Clostridium perfringens,

Salmonella spp. และ S. aureus ในตัวอยางแหนมหมูที่เก็บตัวอยางจาก ภาคกลาง ภาคเหนือ และ

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

Kunawasen (1998) พบวามีการปนเปอนของ S. aureus , Salmonella spp. และ Listeria

monocytogenes ในแหนมดวยเชนกัน  

สวนรายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus ในประเทศไทยจะใชวิธีการ

วิเคราะหเปนวิธีแบบดั้งเดิมเพียงอยางเดียว จากการรวบรวมขอมูลพบวา วรรณา และคณะ (2548)

ไดรายงานวา S. aureus เปนจุลินทรียท่ีทําใหเกิดปญหาโรคอาหารเปนพิษสูงเปนอันดับที่ 3 รองจาก

Vibrio parahaemolyticus และ Salmonella spp. ตามลําดับ สมคิด และคณะ  (2544) ไดรายงาน

การสอบสวนการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ ในสถานสงเคราะหเด็กในจังหวัดขอนแกน พบวามี

การปนเปอนของ S. aureus ในอาหารวางท่ีผูปวยรับประทาน อมรา (2548) ไดรายงานการระบาด
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โรคอาหารเปนพิษ S. aureus ในจังหวัดฉะเชิงเทราโดยพบวา S. aureus ปนเปอนในลูกชุบ สงผลให

มีผูปวยโรคอาหารเปนพิษจํานวน 50 คน นอกจากน้ีจากการสอบสวนโรคอาหารเปนพิษในตําบล

หนองตอง จังหวัดเชียงใหม โดยสุรเชษฐ และคณะ (2549) พบการระบาดของโรคอาหารเปนพิษท่ี

เกิดจาก S. aureus โดยปนเปอนมากับหลูและลาบหมู 

ขอมูลการวิเคราะหโรคอาหารเปนพิษจาก S. aureus รวมถึงขอมูลทางพันธุกรรมของ S.

aureus ท่ีกอโรคอาหารเปนพิษในประเทศไทยมีอยูอยางจํากัด เน่ืองจากการวิเคราะหการระบาดโรค

อาหารเปนพิษท่ีเกิดจาก S. aureus สวนใหญเปนเพียงสังเกตจากอาการปวย ระยะเวลาแสดงอาการ

ปวย รวมกับการเพาะแยกเช้ือ S. aureus จากอาหาร และตัวอยางทางคลินิกเทาน้ัน ซ่ึงจากการ

วิเคราะหดังกลาวยังไมสามารถระบุยืนยันไดวาการระบาดที่เกิดขึ้นนั้นเกิดจากโรคอาหารเปนพิษที่

เกิดจาก S. aureus ไดอยางชัดเจน เนื่องจากยังไมไดศึกษาถึงการตรวจพบ SEs ท่ีปนเปอนในอาหาร 

หรือตัวอยางทางคลินิก ตลอดจนการตรวจพิสูจนของยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเลย อีกทั้งขอมูล

ทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีพบยีนที่ควบคุมการสราง SEs และความสัมพันธกับการสราง SEs

ในประเทศไทยยังมีอยูอยางจํากัด นอกจากน้ียังไมทราบขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของ 

S. aureus ท่ีเพาะแยกจากอาหารมากอน โดยเฉพาะอยางย่ิงในแหนมหมู
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บทท่ี  3

วิธีดําเนินการวิจัย

ในการศึกษาครั้งน้ีมีจุดประสงคเพื่อการตรวจพิสูจนยีนที่ควบคุมการสรางสารพิษ ความ

หลากหลายของสายพันธุของ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมู ตลอดจนความสัมพันธของ

การตรวจพิสูจนพบยีน sea-see และการแสดงออกของยีนเหลาน้ันโดยดการตรวจสารพิษท่ีสรางขึ้น 

โดยขั้นตอนการวิจัยจะแบงเปน 4 ระยะดังแผนภาพที่ 1

แผนภาพที่ 1 แสดงขั้นตอนการวิจัยโดยสังเขป

ระยะที่ 1

เพาะแยกและพิสูจน S. aureus ดวยวิธี

MPN รวมกับ biochemical test

ระยะที่ 3

ตรวจการสรางClassical SEs

ดวยเทคนิค ELISA

ระยะที่ 2

พิสูจนยืนยัน S. aureus และ

ตรวจยีนclassical SEs ดวย

เทคนิค multiplex PCR

ระยะที่ 4

ศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของ S. aureus ดวย

เทคนิค rep - PCR

วิเคราะหและรายงานผล
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ระยะท่ี 1 การเพาะแยกและพิสูจน S. aureus ดวยคุณสมบัติทางชีวเคมี

ในศึกษาครั้งน้ีไดทําการเพาะแยก S. aureus จากตัวอยางแหนมหมู จํานวนทั้งหมด 90 แทง

ใชระยะเวลาศึกษา 3 เดือน (มิ.ย. – ส.ค. 2549) โดยตัวอยางแหนมหมูท่ีเลือกศึกษานั้นไดจากการสุม

ตัวอยางท่ีจําหนายอยูในตลาดสดและหางสรรพสินคาในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล โดย

แหนมหมูแตละเครื่องหมายการคาจะทําการทดสอบ 3 แทงท่ีเปนรหัสการผลิตเดียวกัน แตเน่ืองจาก

การกระจายตัวของจุลินทรียอาจมีลักษณะเปนจุด ไมสม่ําเสมอท่ัวท้ังแทง จึงตองนวดผสมแหนมทั้ง

แทงใหเปนเน้ือเดียวกันกอนนําไปเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณ (enumeration)

การตรวจ S. aureus  เชิงปริมาณ

ตัวอยางแหนมหมูแตละแทงออกจากพลาสติกหุมโดยใชเทคนิคปลอดเช้ือ (aseptic

technique) ใสลงในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ นวดผสมดวยเครื่อง Stomacher Model 400 ที่ความเร็ว 

200 rpm จนกวาแหนมท้ังตัวอยางจะผสมเปนเนื้อเดียวกัน ช่ังแหนมแตละแทงลงถุงพลาสติกปลอด

เช้ือถุงละ 25 กรัม จากนั้นทําการวิเคราะหหา S. aureus เชิงปริมาณจากตัวอยางแหนมหมู โดยใชวิธี 

conventional method ดวยเทคนิค MPN ชนิด 5-tube ตามที่อธิบายไวใน U.S.FDA/CFSAN

(2001) ดังน้ี

1. นําตัวอยางแหนม 25 กรัม เติมสารละลาย peptone 0.1 % จํานวน 225 ml ผสมใหเขา

กันดวยเครื่องเคร่ือง Stomacher Model 400 ท่ีความเร็ว 200 rpm นาน 1 นาที

2. ทําสารละลายใหเจือจางลงครั้งละ 10 เทา โดยใชสารละลาย peptone 0.1 % อยางนอย 

3 ความเขมขน

3. ปเปตสารละลายที่ความเจือจางตางๆ มา ใสใน Trypticase Soy Broth (TSB) ที่ผสม

NaCl รอยละ 10 และ sodium pyruvate รอยละ 1  ความเจือจางละ 5 หลอดๆละ 1 มิลลิลิตร บม

เช้ือที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมงในตูบมเช้ือ

4. นําทุกหลอดทุกความเจือจางท่ีพบการเจริญเติบโตของจุลินทรียมาอานผล แลวใช Loop

แตะเช้ือจากหลอด TSB มา steak บนอาหารเล้ียงเช้ือ  Baird - Parker Agar (BP) เพื่อใหได โคโลนี

เด่ียวบมเช้ือที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ในตูบมเช้ือ

5. อานผล โดยโคโลนีของ S. aureus บน BP จะมีลักษณะกลม ขอบเรียบ ขนาด 2-3

มิลลิเมตร สีเทาหรือดํารอบๆ โคโลนีมีโซนทึบแสงท่ีลอมรอบดวยโซนใส
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การพิสูจนยืนยันโคโลนีท่ีสงสัยวาเปน S. aureus ดวยวิธีทางชีวเคมี

1. ใช loop แตะเอาโคโลนีเด่ียวที่สงสัยจะเปน S. aureus มาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

ดวยปฏิกิริยา coagulase test โดยเล้ียงใน Brain Heart Infusion broth (BHI) 5 มิลลิลิตร บมเพาะ

ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง ในตูบมเพาะแบบเขยา โดยเขยาใชความเร็ว 200 rpm

2. นําหลอดที่บมจนครบ 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลายมา 0. 5 มิลลิลิตร เติม rabbit plasma-

EDTA 0.5 มิลลิลิตร แลวบมเพาะตอเปนเวลา 4-6 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจดูการ

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

ถือวาใหผลบวก สําหรับหลอดที่ใหผลลบจะตรวจผลอีกครั้งหลังจากบมไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง หากมีการแข็งตัวของ rabbit plasma ถือวาใหผลบวก ดังตารางท่ี 1

ตารางที่ 1  เกณฑระดับการแข็งตัวของ coagulase test

ระดับของการจับตัว ลักษณะการแข็งตัว (clot)
0 ไมเกดิการแขง็ตวั

1+ แข็งตัวเปนกอนนอย ไมรวมกลุม

2+ แข็งตัวเปนกอนนอย รวมกลุม

3+ แข็งตวัเปนกอนใหญ

4+ แข็งตัวเปนกอนทัง้หมด และไมขยับเม่ือคว่ําหลอด

3. สุมเก็บ S. aureus ที่แยกไดจากแหนมหมูเครื่องหมายการคาละ 5 isolates ผสมกับ 

Nutrient Broth และกลีเซอรอลรอยละ 20 ท่ีอุณหภูมิ   – 80 องศาเซลเซียส 

รายงานผลโดยนับจํานวนหลอดของแตละความเจือจางที่พบ นําคาท่ีไดไปเปรียบเทียบกับ

ตาราง 5 tube MPN รายงานผล S . aureus ในตัวอยาง โดยมีหนวยเปน MPN ตอกรัมตัวอยาง

แหนมหมู
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ระยะท่ี 2 การพิสูจนเพ่ือยืนยัน S. aureus และการตรวจพิสูจนยีน sea-see ดวย

เทคนิค multiplex PCR

นํา S. aureus ที่ไดจากการเก็บตัวอยางทั้งหมดจํานวน 155 isolates มาทําการพิสูจนยืนยัน

เช้ือและการตรวจพิสูจนยีน sea-see โดยสกัด DNA ดวยชุดสกัด DNA (Wizard® Genomic DNA

Purification Kit, Promega) จากน้ันทําการวัดความเขมขนของ DNA ท่ีสกัดได โดยวัดการดูดกลืน

แสงท่ี 260 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer (Nanodrop®) ทําการเจือจาง DNA ใหได

ความเขมขน 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ดวยสารละลาย TE (Tris-Cl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.6)

ในการศึกษาครั้งน้ีจะทําการทดสอบยืนยันเช้ือและตรวจพิสูจนยีน sea-see โดยการเพิ่มจํานวน 

DNA ดวยเทคนิค multiplex PCR ใชชุดทดสอบ PCR (TAKARA Biomedicals, Otsu, Japan) ซ่ึง

ประกอบดวย 10X Buffer (15 mM MgCl2), dNTPs (2.5 mM), Taq (5U/ul) การพิสูจนยืนยันวาเปน

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

ใชมีลําดับเบสดังตารางท่ี 3 สําหรับการตรวจพิสูจนยีน sea - see primers ที่เลือกใชเปน primers

ท่ีมีความจําเพาะของสารพันธุกรรมที่สรางสารพิษยีน sea - see ในการศึกษาครั้งนี้ไดดัดแปลง

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

ความจําเพาะตอชนิด S. aureus (primer Sa 442) ลงไปในปฏิกิริยาดวยเพื่อยืนยัน S. aureus

รวมกับการตรวจพิสูจนยีน sea – see ในวลาเดียวกัน ดังตารางท่ี 3 ทําการผสม master mix สําหรับ 

PCR ดังตารางท่ี 4 นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งน้ียังไดใช S. aureus มาตรฐานที่ใชเปนตัวควบคุม

การทดลองดังตารางที่ 5

วิเคราะห PCR products ดวย 2.75% agarose Gel electrophoresis ใน 0.5X TBE buffer

ความตางศักยกระแสไฟฟา 100 V ใน minigel chamber (Toyobo® ,Gelmate2000) เปนเวลา 60

นาที ยอมเจลดวย Ethidium Bromine (EtBr) (0.5 ไมโครกรัมตอลิตรl) เปนเวลา 15 นาที ถายภาพ

เจลดวยเครื่อง Gel Documentation Model Syngene Gene Genious ( Syngene, Maryland

,USA) ยืนยัน PCR products โดยการสุมตรวจรหัส DNA (sequencing) ของช้ินสวน DNA ที่ได 

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

ตรวจพิสูจนยีน sea-see

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

95 1

55 1 30

72 2

72 5 1
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ตารางท่ี 3 primers จําเพาะตอชนิดของ S. aureus Sa442 และ ยีน sea-see ที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี

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

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

Sa442-2 CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA

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

SEA-2 TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC

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

SEB-2 GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC

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

SEC-2 TCAAAATCGGATTAACATTATCC

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

SED-2 TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC

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

SEE-2 TAACTTACCGTGGACCCTTC

nkam
Typewritten Text
21
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ตารางท่ี 4 แสดงอัตราสวนผสมของ primers และสารเคมีเพื่อทํา multiplex PCR

สารเคมี ปริมาตรท่ีใช (µl)
DNase free water 25.75

10xBuffer ( with 15 mM MgCl2) 5

dNTPs (2.5 mM) 4

sea-1 (20 µM) 1

sea-2 (20 µM) 1

seb-1 (20 µM) 1

seb-2 (20 µM) 1

sec-1 (20 µM) 1

sec-2 (20 µM) 1

sed-1 (20 µM) 2

sed-2 (20 µM) 2

see-1 (20 µM) 1

see-2 (20 µM) 1

Sa 442-1 (20 µM) 1

Sa 442-2 (20 µM) 1

Taq (5U/ul) 0.25

DNA (50 ng/ul) 1

Total 50

ตารางท่ี 5 แสดง S. aureus มาตรฐานท่ีใชเปนตัวควบคุม

สายพันธุ ตัวควบคุม
S. aureus ATCC6538, ATCC29213 positive control

S. aureus SA 169* sea และ sec

S. aureus ATCC25923 sea

S. aureus ATCC14458 seb

S. aureus ATCC19095 sec

S. aureus ATCC23235 sed

S. aureus ATCC27664 see

Staphylococcus xylosus** Negative control

* S. aureus ที่ยืนยันการสรางสารพิษแลวจากกองอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย

** เปนเช้ือที่แยกไดจากหองปฏิบัติการของศูนยพันธุกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
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ระยะท่ี 3 ศึกษาการแสดงออกของยีน sea-see ดวยการตรวจ SEs

นํา S. aureus ทุก isolates ท่ีผานการตรวจพิสูจนยืนยันเช้ือและตรวจพบยีน sea - see

ในระยะท่ี 2 แลว จํานวน 29 isolates ศึกษาการแสดงออกของยีน sea-see ในระดับ translation

ดวยการตรวจการสรางสารพิษ SEA, SEB, SEC, SED และ SEE โดยใชชุดตรวจสารพิษ Transia®

ID kit และ Transia® Plate plus kit ELISA (Lyon,France) ซ่ึงตองเตรียมตัวอยางและทําการ

ทดสอบตามคําแนะนําของผูผลิต ดังน้ี

การเตรียมตัวอยาง 

นํา S. aureus ท่ีเก็บใน - 80 องศาเซลเซียส มาเพาะลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Baird Parker

Agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันเลือก 1 โคโลนี มาเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือ BHI 5 ml โดยใชหลอดพลาสติกปลอดเช้ือ ขนาด 50 ml บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เขยา เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ปนแยกเซลลและอาหารเล้ียงเช้ือออกท่ีความเร็ว 3,000 x g

เปนเวลา 10 นาที จากน้ันทําการกรองผาน filter ปลอดเช้ือ ขนาด 0.2 ไมครอน เอาสวน

สารละลายมาทําการเจือจาง  50 เทาใน BHI ปรับ pH ใหอยูในชวงระหวาง 7.0 – 7.5 แลวทํามา

ทดสอบ ELISA plate โดยใช BHI เปน negtative control

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

Transia® Plate Plus kit เปนชุดตรวจ ELISA ท่ีมีคุณสมบัติในการตรวจจับ SEs โดยใช 

antibodies ตอ SEA-SEE โดยในแตละหลุมจะ coat ดวย antibody ท่ีจําเพาะตอ SEA-SEE

รวมกัน สวนTransia® ID kit plate เปน plate 96 หลุม (8 แถว 12 คอลัมน) โดยจะแบงเปน แถว

A-H และคอลัมนท่ี 1-12 โดยแถว A, B, C, D และ E จะ coat ดวย antibody ท่ีจําเพาะ ตอสารพิษ

SEA, SEB, SEC, SED และ SEE แยกชนิดกันตามลําดับ แถว F และ G ใชสําหรับ negative

control แถว H ใชสําหรับ positive control สวนคอลัมนจะใช 1 ตัวอยางสารละลายตอ 1 คอลัมน 

ข้ันตอนการทดสอบหาสารพิษดวยวิธี ELISA มีดังน้ี

1. ดูดสารละลาย diluted positive control 100 µl ลงหลุมแถว H

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

3. ดูดสารละลายตัวอยาง 100 µl ลงหลุม แถว A-E

4. บม plate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที

5. เทสารละลาย แลวลาง plate ดวยใช washing buffer แลวควํ่าลงบนกระดาษหลายๆ

คร้ัง ทําอยางนอย 5 คร้ัง

6. ใสสารละลาย conjugate 100 µl ลงในแตละหลุม 

7. บม plate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที
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8. เทสารละลาย แลวลาง plate ดวยใช washing buffer แลวควํ่าลงบนกระดาษหลายๆ

คร้ัง ทําอยางนอย 5 คร้ัง

9. ใส substrate 50 µl และ chromogen 50 µl ลงในแตละหลุม

10. บม plate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที (สําหรับ Transia® ID kit ) หรือ 30 นาที

(สําหรับ Transia® Plate plus kit)

11. ใส stop solution 50 µl นําไป วัดคาการดูดกลืนแสง (Optical Density; OD) โดยใช

เคร่ือง VERSAmax microplate reader วัดความเขมของสีท่ีความยาวคล่ืนแสง 450 nm คํานวณ

แปลผลคา OD ท่ีวัดไดน้ันเปน positive หรือไม

กรณี Transia Plate Plus kit

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

โดย OD(NC) คือ คาดูดกลืนแสงของ negative control (BHI)

Positive control ตองมีคา OD ≥ 0.50

Negative control ตองมีคา OD ≤ 0.30

หากตัวอยางมีคา OD มากกวา T จะถือวาเปน positive หรือแสดงวาตรวจพบสารพิษ

คา OD ท่ีวัดไดมีคานอยกวา T จะถือวาเปน negative หรือแสดงวาตรวจไมพบสารพิษ

กรณี Transia® ID kit จะมีการคํานวณ คา Positive Threshold (PT)

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

2

โดย OD(NC1) และOD(NC2) คือ คา OD ของ negative control

หลุมแถว F และ G

Positive control ตองมีคา OD ≥ 0.50

Negative control ตองมีคา OD ≤ 0.20

หากตัวอยางมีคา OD มากกวา PT จะถือวาเปน positive หรือแสดงวาตรวจพบสารพิษ

คา OD ท่ีวัดไดมีคานอยกวา PT จะถือวาเปน negative หรือแสดงวาตรวจไมพบสารพิษ
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ระยะท่ี 4 ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus

นํา S. aureus ท่ีไดผานการพิสูจนในระยะท่ี 2 แลวท้ังหมดจํานวน 155 isolates มา

ทําการศึกษาความหลากหลายของสายพันธุ S. aureus ดวยเทคนิค rep - PCR เร่ิมจากเตรียม 

DNA template ดวยชุดสกัด Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI)

จากน้ันทําการวัดความเขมขนของ genomic DNA ท่ีสกัดไดดวยเคร่ือง Spectrophotometer

(Nanodrop®) ทําการเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครมิลลิลิตร ในการศึกษาคร้ังน้ี

จะใช primers (GTG)5 (IDT, Coraville, IA, USA) ซ่ึงเปน universal primers โดยดัดแปลงมาจาก

วิธีของ Gevers และคณะ (2001) ซ่ึงไดรายงานวาใหผลในการชวยจําแนกความหลากหลายของ

พันธุกรรมของแบคทีเรียแกรมบวกไดดี และมีความจําเพาะสูง (Casey et al., 2006; Elli et al.,

2006; Marilley et al., 2004; Svec et al., 2005) สารเคมีท่ีใชในเทคนิค rep - PCR น้ี จะไดชุด

ทดสอบ PCR (TAKARA Biomedicals, Otsu, Japan) ซ่ึงประกอบดวย 10X Buffer (15 mM

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

ท่ี 6 และ rep - PCR condition ดังตารางท่ี 7

ตารางท่ี 6 แสดงอัตราสวนผสมของ primers และสารเคมีเพื่อทํา rep - PCR

สารเคมี ปริมาตรท่ีใช (µl)
DNase free water 18.375

10xBuffer (with15 mM MgCl2) 2.5

dNTPs (2.5 mM) 2

pGTG5 (20 µM) 1

Taq (5U/µl) 0.125

Total 25
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ตารางท่ี 7 แสดง rep - PCR condition ท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ี

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ระยะเวลา จํานวนรอบ

95 5 นาที 1

94 45 วินาที

40 1 นาที 30

65 10 นาที

65 20 นาที 1

วิเคราะห PCR products ท่ีไดดวย Gel electrophoresis โดยใช 1% LE agarose

Seakem® (Rockland, ME USA) ใน 0.5X TBE buffer ดวยกระแสไฟฟา 135 V ตอเซนติเมตร

เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 30 นาที ยอมเจลดวยสารละลาย EtBr (5 นาโนกรัมตอลิตร) เปนเวลา 5 นาที 

de-stain ดวยนํ้าประปานาน 20 นาที ทําการสแกนและอานผลเจลดวยเคร่ือง Typhoon scanner

(Amershame Biosciences Ltd, USA) นําแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการสแกนมาวิเคราะหดวย

โปรแกรม Gel Compar® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA) แลวนําขอมูลท้ังหมด

วิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus จากทุก isolate ท่ีเพาะแยกได จัด

กลุมโดยการเทียบเปนคาเปอรเซ็นตความเหมือนกัน (similarity value) โดยคาเสนตัด (cut off) จะ

มาจากการใชคาเปอรเซ็นตความเหมือนของ DNA-size marker และ S. aureus ATCC19095 ซ่ึง

ในการศึกษาคร้ังน้ีไดใชเปนมาตรฐานในการหา cut off ของคาเปอรเซนตความเหมือน 

เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย

ในงานวิจัยน้ีแบงไดเปน 2  สวน คือ

1. การเพาะแยกเชื้อทางจุลชีววิทยา

เคร่ืองมือและอุปกรณ

ขวดดูแรน ไมโครปเปตและปเปตทิป

เคร่ืองตีตัวอยางและถุงใสตัวอยาง ตูบมเช้ือ

หลอดทดลอง และ Rack ลูป (loop) เข่ียเช้ือ

กรรไกรตัดตัวอยางและปากคีบผานการฆาเช้ือแลว  เคร่ืองช่ังอานคาได 2 ตําแหนง

ตูน่ึงฆาเช้ือ เคร่ืองเขยา (vortex®)
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ตะเกียงแอลกอฮอล ตูบมเช้ือแบบเขยา

      หลอดเก็บเช้ือแชแข็ง                                VERSAmax microplate reader

อาหารเล้ียงเชื้อและสารทดสอบ

peptone Trypticase Soy Broth

NaCl Sodium pyruvate

Baird-parker agar Egg Yolk tellurite

Brain Heart Infusion Broth (BHI) Rabbit plasma EDTA

2. การวิเคราะหอณูชีววิทยา

เคร่ืองมือและอุปกรณ

Thermomixer (Eppendorf®,Germany) หลอดทดลองสําหรับ PCR

Gel electrophoresis set Centrifuge, Microcentrifuge

อุปกรณเคร่ืองแกววิทยาศาสตร Micropipete และ Micropipete tips

เคร่ืองวัดปริมาณสารพันธุกรรม (nanodrop®) เคร่ืองสแกนเจล(Typhoon®)

ตูแชแข็ง – 80 องศาเซลเซียส โปรแกรม Gel compare®

เคร่ืองถายภาพ Gel doc and Densitometer Block heater (Stuart®, England)

เคร่ืองช่ังสาร เคร่ือง PCR

Typhoon scanner Gel doc machine

Gel compare II software

สารเคมี 

0.5X TBE buffer สารเคมีสําหรับสกัดสารพันธุกรรม

Agarose gel อาหารเล้ียงเช้ือ BHI

Ethidium Bromide ชุดสารเคมีสําหรับทํา PCR

การวิเคราะหขอมูล

การวิเคราะหขอมูลของการศึกษาคร้ังน้ีเปนการวิเคราะหโดยใชสถิติเชิงพรรณนา โดย

ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังน้ีจะทําใหทราบถึง ปริมาณและความชุกของ S. aureus ท่ีเพาะแยก

ไดจากตัวอยางแหนมหมูท่ีทําการศึกษา และใช Chi – square หาความสัมพันธของการพบยีน

sea-see และการแสดงออกของยีน sea-see โดยการตรวจสารพิษ ดวยเทคนิค ELISA
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บทท่ี  4

ผลการวิเคราะหขอมูล

การตรวจการปนเปอน S. aureus เชิงปริมาณ และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

การศึกษาคร้ังน้ีไดทําการศึกษา S. aureus ท่ีปนเปอนในแหนมหมูเชิงปริมาณ ดวยวิธี 

MPN แบบ 5 tube พบวา ตัวอยางแหนมหมูท่ีทําการศึกษาจํานวน 90 แทง พบการปนเปอน S.

aureus จํานวน 41 แทง (รอยละ 45.56) มีปริมาณ S. aureus ปนเปอนอยูระหวาง 2 จนถึง 

มากกวา 16,000 MPN ตอกรัมแหนมหมู (0.30 จนถึง มากกวา 4.20 log MPN ตอกรัมแหนมหมู)

โดยสรุปแทงท่ีพบการปนเปอน S. aureus ไดดังตารางท่ี 8 และในการศึกษาคร้ังน้ีไดทําการสุมเก็บ

ตัวอยาง S. aureus ท่ีใหผลบวกตอ coagulase test ไดจํานวนท้ังหมด 155 isolates

ตารางท่ี 8 แสดงปริมาณการปนเปอน S. aureus ในตัวอยางแหนมหมู

    รหัสแทง S. aureus (MPN/g)    รหัสแทง S. aureus (MPN/g)
13 350 55 200

14 350 56 580

15 140 57 210

16 17 59 2

17 12 61 13

18 14 62 7.8

19 12 65 2

20 130 66 9.3

21 7.8 69 2

25 220 79 49

26 34 80 23

27 110 81 33

31 210 82 7.8

32 17 83 23

33 3500 85 92

46 2 86 >16,000

47 6.8 87 24

48 13 88 20

52 4.5 89 40

53 4 90 20

54 8.3
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การพิสูจนยืนยันเชื้อและการตรวจพิสูจนยีนควบคุมการสราง classical SEs

S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมูไดจํานวนท้ังหมด 155 isolates ทําการพิสูจนยืนยัน

เช้ือดวยการตรวจพิสูจนยีน Sa442 และการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs

(SEA-SEE) โดยใชเทคนิค multiplex PCR พบวาทุก isolates ท่ีทําการศึกษาคร้ังน้ีพบสามารถ

ตรวจพบยีน Sa442 (รอยละ 100) และมี isolates ท่ีใหผลปรากฏของยีนท่ีควบคุมการสราง

classical SEs จํานวน 29 isolates (รอยละ 18.71) โดยมี S. aureus isolates ท่ีตรวจพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs อยูเพียงยีนเดียว คือ ยีน sea หรือยีน seb หรือยีน sec อยาง

เดียวเทาน้ัน จํานวน 21 isolates ดังตารางท่ี 10 จาก isolates เมื่อพิจารณาเฉพาะการตรวจพิสูจน

ของยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs พบวา สามารถตรวจพบยีน sec มากท่ีสุด จํานวน 18

isolates รองลงมาคือพบยีน sea รวมกับ sec จํานวน 8 isolates ยีน sea จํานวน 2 isolates

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

สราง classical SEs 2 ยีน คือ ยีน sea และยีน sec  มีจํานวน 8 isolates อีกท้ังจากการศึกษาคร้ัง

น้ีไมพบ isolate ใดเลยท่ีมียีน sed และยีน see ดังตารางท่ี 9 นอกจากน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีไดมีการ

ควบคุมการทดลอง โดยใช S. aureus มาตรฐานและ DNase free water เปน positive และ

negative control ตามลําดับ ดังรูปท่ี 1 และ 2  ผลการสุมตัวอยางถอดรหัสพันธุกรรมเพื่อยืนยัน

ยีน Sa442, ยีน sea, ยีน seb และยีน sec พบวาทุกตัวอยางมีลำดับเบสท่ีเปนสวนประกอบของ

ยีนเหลาน้ันจริง แตสําหรับยีน sec น้ันพบวามีลําดับเบสท่ีเปนสวนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC หรือ 

SEC3 อยางใดอยางหน่ึง

ตารางท่ี 9 แสดงจํานวน isolates ท่ีตรวจพบ classical SEs- encoding gene

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

sea 2 (1.29)

seb 1 (0.65)

sec 18 (11.61)

sed 0

see 0

sea รวมกับ sec 8 (5.16)

Total 29 (18.71)
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ตารางท่ี 10 แสดงจํานวน isolates ท่ีตรวจพิสูจนพบยีน Sa 442 และยีน classical SEs

encoding genes

Sample Sa442 detected SE-encoding genes detected

SA14 + sec

SA31 + sec

SA32 + sec

SA44 + sec

SA45 + sec

SA46 + sec

SA54 + sec

SA61 + sec

SA63 + sea

SA64 + sea

SA65 + sec

SA67 + sec

SA77 + sec

SA90 + sec

SA97 + sec

SA99 + sec

SA101 + sec

SA104 + sec

SA114 + sec

SA127 + sea, sec

SA128 + sea, sec

SA129 + sea, sec

SA130 + sea, sec

SA135 + sec

SA139 + sea, sec

SA141 + sea, sec

SA142 + sea, sec

SA143 + sea, sec

SA182 + seb



31

w

รูปท่ี 1 แสดงการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษโดยใช S. aureus มาตรฐาน

และ S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู Lane M; marker ขนาดแบนดละ 100 bp, Lane 1,17

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

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

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

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

จากรูปท่ี 1 เปนการพิสูจนยืนยัน S. aureus โดยการตรวจพิสูจนยีน Sa442 และการตรวจ

พิสูจนยีน sea-see ดวยเทคนิค multiplex PCR โดยใช S. aureus ท่ีเปนเช้ือมาตรฐานและจาก

ตัวอยางแหนมหมู รวมท้ัง isolate ท่ีไมใช S. aureus ซ่ึงผานการเพาะแยกและพิสูจนเช้ือดวย

คุณสมบัติทางชีวเคมีแลว จากการศึกษา พบวา Lane 2 คือ SA 170 ซ่ึงเปน isolate ท่ีสงสัยวา

อาจจะเปน S. aureus เน่ืองจากมีลักษณะโคโลนีคลาย S. aureus เมื่อเพาะแยกเช้ือบนอาหาร

เล้ียงเช้ือจําเพาะ BP แตใหผลลบตอ coagulase test ซ่ึงถือวาไมใช S. aureus และ Lane 3 คือ

S. xylosus มาตรฐาน ท้ังสองตัวอยางใชเปน negative control สําหรับการไมปรากฏของยีน 

Sa442 และผลจากการศึกษาท้ังสองตัวอยางท่ีตรวจไมพบยีน Sa442 และยีน sea-see เลย Lane

4-10 คือ S.aureus มาตรฐานท่ีใชเปน positive control ตอการตรวจพิสูจนยีน Sa442 โดยLane

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

ขนาดแบนด 108 bp แตไมพบยีน sea-see ในขณะท่ี Lane 6-10 คือ S. aureus ATCC25923,

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

ATCC14458 ใชเปน S. aureus มาตรฐาน และในการศึกษาคร้ังน้ีใชเปนตัวควบคุมการตรสจ
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พิสูจนยีน sea, ยีน sec, ยีน sed,ยีน see และยีน seb ตามลําดับ จากการศึกษาตรวจพบยีน 

Sa442 มีขนาดแบนด 108 bp รวมกับตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs โดย Lane 6

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

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

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

นอกจากน้ีใน Lane 11-16 คือ S. aureus isolates ท่ีแยกจากตัวอยางแหนมหมู ตรวจพบยีน 

Sa442 ทุก isolates แตตรวจพบยีน seb เพียง isolate เดียว คือ ใน Lane 14 ซ่ึงเปนตัวอยาง SA

182

รูปท่ี 2 แสดงการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษจาก S. auerus isolate Lane

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

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

จากรูปท่ี 2 เปนการพิสูจนยืนยัน S. aureus โดยการตรวจพิสูจนยีน Sa442 และการตรวจ

พิสูจนยีน sea-see ดวยเทคนิค multiplex PCR ในตัวอยาง isolate จากแหนมหมู ซ่ึงประกอบดวย 

isolate ท่ีเปน S. aureus และ isolate ท่ีไมใช S. aureus ท่ีผานการเพาะแยกและพิสูจนเช้ือดวย

คุณสมบัติทางชีวเคมีแลว จากการศึกษา พบวา Lane 7 คือ SA 124 ซ่ึงเปน isolate ท่ีมีสงสัยวา

อาจจะเปน S. aureus เน่ืองจากมีลักษณะโคโลนีคลาย S. aureus แตเมื่อเพาะแยกบนเพลท

อาหารเล้ียงเช้ือจําเพาะ BP ใหผลลบตอ coagulase test จากการศึกษา ตรวจไมพบยีน Sa442

และยีน sea-see ในขณะท่ี Lane 2-6 และ 8-15 ซ่ึงเปน S. aureus isolates จากแหนมหมูท่ีให

ผลบวกตอ coagulase test ตรวจพบยีน Sa442 มีขนาดแบนด 108 bp ทุก isolates และตรวจพบ
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ยีน sec จํานวน 4 isolates คือ Lane 2-4 และ 12 โดยแบนดท่ีพบมีขนาด 271 bp เมื่อเมื่อเทียบ

กับขนาดแบนดของ sec marker นอกจากน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีไดใช DNase free water เปนตัว

ควบคุมของปฏิกิริยา PCR

การตรวจการสรางสารพิษของ S. aureus ท่ีมียีนควบคุมการสราง classical SEs

ในการศึกษาคร้ังน้ีเปนการศึกษาถึงการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสราง classical

SEs โดยตรวจในระดับโปรตีน หรือตรวจหา classical SEs ท่ี S. aureus สรางข้ึน โดยใช Transia®

Plate Plus kit ELISA ซ่ึงเปนชุดตรวจหาสารพิษ classical SEs รวม 5 ชนิด คือ SEA-SEE และใช

Transia® ID kit ELISA ซ่ึงเปนชุดตรวจหาสารพิษ classical SEs แบบแยกชนิด SEA-SEE

จากการศึกษาการตรวจการสราง classical SEs ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

โดยการวัดคา Optical Density (OD) ของสีของสารละลายท่ีเปล่ียนแปลงไปหลังจากหยด

สารละลายหยุดปฏิกิริยาแลวกับคา threshold ท่ีคํานวณจาก OD ของ positive control และ 

negative control พบวา S. aureus ทุก isolate น้ันสามารถตรวจพบ classical SEs  ซ่ึงสรุปไดดัง

ตารางท่ี 11 และตัวอยางรูปท่ี 3

ตารางท่ี 11 สรุปผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และการตรวจ

พบ classical SEs จาก S. aureus ทุก isolate ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

classical SEs encoding จํานวน isolate ท่ีพบ classical SEs

gene detection detection (isolate)

sea 2 2

seb 1 1

sec 18 18

sea รวมกับ sec 8 8
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รูปท่ี 3 แสดงการตรวจการสราง classical SEs ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

รูปท่ี 3 เปนการตรวจการสราง classical SEs โดยใช Transia® Plate Plus kit ELISA เมื่อ

มองดวยตาเปลา พบวา ทุกหลุมท่ีเปนตัวอยาง S. aureus isolates มีการเปล่ียนแปลงของสีของ

สารละลายเปนสีเหลืองเขม เมื่อเทียบกับสีของหลุมท่ีเปน Brain Heart Infusion (BHI) ซ่ึงใชเปน 

negative control และสีของหลุมท่ีเปน positive control (PC) เมื่อนําไปวัดคา OD พบวา ทุก

หลุมของตัวอยาง S. aureus isolates มีคา OD มากกวาคา threshold ของ culture supernatant

ดังตารางท่ี 12 สามารถแปลผลไดวา ทุก S. aureus isolates ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมูและ

ตรวจพิสูนยีน sea-see ในรูป มีการสราง classical SEs แตไมสามารถบอกไดวา classical SEs ท่ี

ตรวจพบเปน SEs ชนิดใด เน่ืองจาก Transia® Plate Plus kit ELISA น้ีเปนชุดตรวจสําเร็จรูปท่ี

ตรวจ classical SEs โดยไมแยกชนิด
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ตารางท่ี 12 แสดงคา OD จาก S. aureus isolate, positive control (PC) และ BHI ท่ีวัด

ได รวมท้ังคา Threshold ของ culture supernatant ท่ีคํานวณได ในการตรวจหา classical SEs

ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

Isolate OD Isolate OD

SA44 0.44 SA114 4

SA45 3.68 SA127 4

SA65 4 SA130 4

SA54 4 SA141 4

SA67 4 SA142 4

SA77 4 SA143 4

SA97 0.74 BHI 0.32

SA99 0.65 PC 3.54

Threshold ของ culture supernatant (T) = 0.4181

เมื่อทําการตรวจการสราง classical SEs ดวย Transia® ID kit ELISA ซ่ึงเปนชุดตรวจ

classical SEs ท่ีสามารถแยกชนิด SEA-SEE ได โดยการวัดคา OD ของสีของสารละลายท่ี

เปล่ียนแปลงไปหลังจากหยดสารละลายหยุดปฏิกิริยาแลวกับคา threshold ท่ีคํานวณจาก OD

ของ positive และ negative control เชนกัน ผลจากการตรวจการสราง SEA-SEE พบวา S.

aureus isolate ท่ีตรวจพบยีน sea, seb เพียงอยางเดียว สามารถตรวจพบ SEA และ SEB ทุก

ตัวอยาง ตามลําดับ ในขณะท่ี S. aureus isolate ท่ีตรวจพบยีน sec เพียงอยางเดียวสามารถ

ตรวจพบ SEC เพียง 2 isolate เทาน้ัน (รอยละ 11.11) แต S. aureus isolate ท่ีตรวจพบยีน sea

รวมกับยีน sec น้ัน จากการศึกษาคร้ังน้ีตรวจพบ SEA เพียงอยางเดียวเทาน้ัน สามารถสรุปผลการ

ตรวจ SEs ไดดังตารางท่ี 13 และตัวอยางดังรูปท่ี 4
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ตารางท่ี 13 แสดงการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และการตรวจพบ 

classical SEs ดวย Transia® ID kit ELISA

classical SEs encoding จํานวน isolate ท่ีพบ classical SEs

gene detection detection (isolate)

sea 2 SEA (2)

seb 1 SEB (1)

sec 18 SEC (2)

sea รวมกับ sec 8 SEA (8) , SEC (0)
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รูปท่ี 4 แสดงผลการตรวจการสราง SEs ดวย Transia® ID kit ELISA โดยใชตัวอยาง 

isolate SA64, SA 135 และ SA143 ซ่ึงมีการตรวจพิสูจนพบยีน sea, ยีน sec และยีน sea รวมกับ

ยีน sec ตามลําดับ เพื่อตรวจการ classical SEs แบบแยกชนิด SEA - SEE

จากรูปท่ี 4 เปนการตรวจการสราง classical SEs แบบแยกชนิด SEA-SEE โดยใช

Transia® ID kit ELISA เมื่อมองดวยตาเปลา พบวา หลุมท่ีมีการเปล่ียนแปลงของสีของสารละลาย

เมื่อหยด stop solution คือ หลุมท่ี coat ดวยantibody ตอ SEA ของ SA64 และ SA143 เทาน้ัน

เมื่อเทียบกับสีของหลุมท่ีเปน BHI ซ่ึงใชเปน negative control และสีเกิดข้ึนของหลุมท่ีเปน 

positive control เมื่อนําไปวัดคา OD พบวาหลุมท่ีมี antibody ตอ SEA ของตัวอยาง SA64 และ 

SA143 มีคา OD มากกวาคา Threshold ของ culture supernatant ดังตารางท่ี 14 แสดงวา

สามารถตรวจพบการสราง SEA จาก SA64 และSA143 ในขณะท่ี SA135 ตรวจไมพบสราง SEs

เลย 

เมื่อพิจารณารวมกับตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs จะเห็นไดวาคอลัมนท่ี

เปนตัวอยาง SA 64 มีการตรวจพบ SEA สอดคลองกับผลการตรวจพบยีน sea คอลัมนท่ีเปน

ตัวอยาง SA 135 ตรวจไมพบ SEs แมวาจะมีการตรวจพบยีน sec ก็ตาม ในขณะท่ีคอลัมนท่ีเปน
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ตัวอยาง SA143 มีการตรวจพบ SEA แตผลการตรวจพิสูจนพบของยีน sea รวมกับ sec ซ่ึงผลการ

ตรวจดังกลาวมีความแตกตางกับการตรวจหา classical SEs ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

ตารางท่ี 14 แสดงคา OD จาก S. aureus isolate ท่ีวัดได และคา Threshold ของ

culture supernatant ท่ีคํานวณได

ตัวอยาง OD หลุม A OD หลุม C

SA 64 3.12 0.05

SA 135 0.06 0.04

SA 143 3.41 0.05

BHI1 0.06 0.06

BHI2 0.06 0.06

PC 1.19 1.18

Threshold ของ culture supernatant (T) = 0.16

การหาความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs กับการ
สราง classical SEs

จากการวิเคราะหหาความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบของยีนท่ีควบคุมการสราง

classical SEs และการสราง SEs ดวย  Transia® Plate Plus kit ELISA ทางสถิติเชิงคุณภาพ โดย

ใช chi-square ดวยโปรแกรม SPSS version 16.0  พบวา S. aureus ทุก isolate ท่ีตรวจพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs มีความสัมพันธกับการสราง SEsอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.01)

สรุปไดวา S. aureus isolate ท่ีมีการตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs มี

ความสัมพันธกับการสราง classical SEs
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ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมู

S. aureus ท่ีเพาะแยกและพิสูจนจากแหนมหมูจํานวน 155 isolates นํามาทําการศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเทคนิค rep – PCR เมื่อนํา pattern ท่ีไดจากการวิเคราะห 

PCR product ดวย gel electrophoresis มาเขาโปรแกรม Gel Compar® II version 4.5 (Applied

Maths Inc., USA) เพื่อเปรียบเทียบความความหลากหลายของสายพันธุในแตละ isolate จาก

การศึกษาพบวา S. aureus ทุก isolates สามารถจัดกลุม patterns ไดเปน 3 กลุมใหญ ซ่ึงในแต

ละกลุมจะมี subcluster ยอย และภายในกลุม cluster น้ันมีความคลายกันของ pattern มากกวา

ตางกลุม cluster โดยกลุม cluster 1 มี 5 subclusters และตรวจพบยีน sec และยีน seb จํานวน 

4 และ 1 isolate ตามลําดับ กลุม cluster 2 มี 18 subclusters และตรวจพบยีน sea ยีน sec และ

ยีน sea รวมกับยีน sec จํานวน 2, 12 และ 8 isolates ตามลําดับ กลุม cluster 3 มี 5

subclusters และตรวจพบยีน sec จํานวน 2 isolates ตามลําดับ ดังรูปท่ี 5  เมื่อพิจารณาท่ีคา

ความเหมือน (similarity value) มากกวารอยละ 90 จะจัดกลุม isolates ออกเปนจํานวน 27 กลุม 

ซ่ึงในแตละกลุมจะมี S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบและไมพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical

SEs กระจายอยูในกลุม ดังท่ีไดสรุปไวในตารางท่ี15 และในภาคนวก ค ในการศึกษาคร้ังน้ี

similarity value พิจารณาจากคา similarity value ของ DNA - size marker และ S. aureus

ATCC19095 ซ่ึงใชเปนตัวเทียบในการหาคา cut off ท่ีเหมาะสม ซ่ึงผลจากการศึกษา พบวา มีคา 

similarity value เทากับรอยละ 93.8 และรอยละ 91.9 ตามลําดับ ดังภาคผนวก ง และ จ

การกระจายของ classical SEs encoding genes น้ันมีกระจายอยูใน 13 patterns ดังรูป

ท่ี 6 โดยพบวา isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sec อยางเดียวกระจายอยูในกลุม pattern 9

กลุม ประกอบดวยกลุม D, J, H, J, K, L, S, T ,U ,X และ Z มาจากแหนมรหัสแทง 14, 16, 17, 18,

27, 32, 61, 69, 82, 85 และ 89 isolates ท่ีตรวจพบยีน sea รวมกับยีน sec พบกระจายอยูใน 2

กลุม patterns คือ กลุม J และ L มาจากแหนมหมูรหัสแทง 52, 53, 54, 79 และ 80 isolates ท่ีมี

การตรวจพิสูจนพบยีน sea อยางเดียวกระจายอยูในกลุม pattern 1 กลุม คือ กลุม N มาจาก

แหนมหมูรหัสแทง 85 และ isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน seb อยางเดียวกระจายอยูในกลุม 

pattern 1 กลุม คือ กลุม A มาจากแหนมหมูรหัสแทง 89 ดังสรุปไวในตารางท่ี 16
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รูปท่ี 5 สรุปผล clustering analysis ของ S. aurues isolates
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ตารางท่ี 15 สรุปผลความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus isolates ท่ีแยกไดจาก

แหนมหมู

Pattern group จํานวน isolate Classical SEs encoding

genes (no. of isolate)

geneA 20 sea (3) และ seb (1)

B 1 -

C 1 -

D 2 sec (1)

E 1 -

F 5 -

G 11 sec (2)

H 5 sec (1)

I 1 -

J 7 sec (2) และ sea รวมกับ sec

K 2 sec (2)

L 5 sec (1) และ sea รวมกับ sec

M 5 -

N 4 sea (2)

O 4 -

P 3 -

Q 2 -

R 1 -

S 1 sec (1)

T 23 sec (1)

U 18 sec (2)

V 2 -

W 19 -

X 1 sec (1)

Y 1 -

Z 2 sec (1)

α 8 -
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ตารางท่ี 16 สรุปผลการศึกษา S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู การเก็บตัวอยาง 

isolates ผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และผลการศึกษาความหลาก

ลายทางพันธุกรรม ดวยเทคนิค rep - PCR

รหัส

แหนม

หมู

S. aureus
(MPN/g)

จํานวน isolate

(รหัส)

classical SEs

encoding

gene(รหัส)

rep - PCR

pattern(รหัส)

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

W(SA40/42)

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

T(SA44/47)

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

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

U(SA91/92/93/94)

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

U(SA95/96/97/99)

18 14 5

(SA100/101/102/103/104)

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

G(SA104) และ U(SA103)

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

Y(SA78) และ Z(SA79)

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

U(SA86)

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

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

T(SA1/2)

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

T(SA8/10)

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

T(SA12/13)

31 210 5

(SA105/106/107/108/109)

- A(SA108), F(SA107),

Q(SA105) และ U(SA106/109)

32 17 5

(SA110/111/112/113/114)

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

U(SA110/111) และ V(SA113)

33 3500 5

(SA115/116/117/118/119)

- A(SA116/117/119),

Q(SA118) และ V(SA115)

46 2 1 (SA120) - F(SA120)
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ตารางท่ี 16 (ตอ) สรุปผลการศึกษา S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู การเก็บตัวอยาง 

isolates ผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และผลการศึกษาความหลาก

ลายทางพันธุกรรม ดวยเทคนิค rep - PCR

รหัส

แหนม

หมู

S. aureus
(MPN/g)

จํานวน isolate

(รหัส)

classical SEs

encoding

gene(รหัส)

rep - PCR

pattern(รหัส)

47 6.8 1 (SA121) - Z(SA121)

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

52 4.5 2 (SA139/140) sea รวมกับ sec (SA139) L(SA139) และ T(SA140)

53 4 2 (SA141/142) sea รวมกับ sec

(SA141/42)

L(SA141/142)

54 8.3 4 (SA143/144/145/146) sea รวมกับ sec (SA143) L(SASA143) และ 

U(SA144/145/146)

55 20 5

(SA147/148/149/150/151)

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

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

W(SA153/154/156)

57 21 5

(SA157/158/159/160/161)

- U(SA158) และ 

W(SA157/159/160/161)

59 2 1 (SA76) - D(SA76)

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

W(SA34)

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

W(SA37)

65 2 1 (SA162) - I (SA162)

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

H(SA165/166)

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

79 49 4 (SA125/126/127/128) sea รวมกับ sec

(SA127/128)

J(SA127/128) และ 

O(SA125/126)

80 23 5

(SA129/130/131/132/133)

sea รวมกับ sec

(SA129/130)

A(SA132), C(SA131),

J(SA129/130) และ O(SA133)

81 33 5

(SA134/135/136/137/138)

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

O(SA138) และ W(SA136)
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ตารางท่ี 16 (ตอ) สรุปผลการศึกษา S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู การเก็บตัวอยาง 

isolates ผลการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และผลการศึกษาความหลาก

ลายทางพันธุกรรม ดวยเทคนิค rep - PCR

รหัส

แหนม

หมู

S. aureus
(MPN/g)

จํานวน isolate

(รหัส)

classical SEs

encoding

gene(รหัส)

rep - PCR

pattern(รหัส)

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

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

T(SA56/57/58/59)

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

sea (SA63/64)

D(SA65), H(SA62),

N(SA63/64) และ T(SA61)

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

α(SA66/68/69/70)

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

α(SA71/72/73/74)

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

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

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

GTG

1
0

0

8
0

98.3

99.3

95

91

90.1

99.8

89.1

98.1

87.4

98.5

99

97.5

94.8

85.5

81.4

95.4

89.5

80.3

94.1

86.7

76.1

83.8

67.7

99.9

97.7

94.4

76.2

61.2

GTG

SA127

SA128

SA129

SA130

SA135

SA101

SA31

SA32

SA63

SA64

SA141

SA142

SA139

SA143

SA14

SA114

SA90

SA104

SA60

SA97

SA99

SA44

SA67

SA77

SA45

SA46

SA54

SA182

SA65

sea, sec

sea, sec

sea, sec

sea, sec

sec

sec

sec

sec

sea

sea

sea, sec

sea, sec

sea, sec

sea, sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

sec

seb

sec

รูปท่ี 6 แสดงผลการจัดกลุม isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง 

classical SEs ท่ี similarity value รอยละ 90

Classical SEs

encoding gene
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บทท่ี  5

อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ

อภิปรายผลการวิจัย

S. aureus เปนจุลินทรียกอโรคอาหารเปนพิษท่ีมีการระบาดกระจายไปท่ัวโลก โดยการกอ

โรคอาหารเปนพิษเกิดจากการบริโภค SEs ท่ีปนเปอนอยูในอาหาร โดย SEs ท่ีมีการระบาดมาก

ท่ีสุดคือ classical SEs (SEA-SEE) ปจจุบันไดมีขอมูลการศึกษาเก่ียวกับการตรวจพิสูจนยีนท่ี

ควบคุมการสราง SEs เปนจํานวนมากไมวาจะเปน classical SEs หรือ SEs ชนิดใหมๆ โดย

การศึกษาสวนใหญน้ันจะเปนในแงการระบาดและการเฝาระวัง ซ่ึงในประเทศไทยยังไมมีขอมูลการ

ตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S.

aureus โดยเฉพาะในแหนมหมูมากอน

การศึกษาคร้ังน้ีไดทําการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมูจํานวน 90 แทง 

โดยแหนมหมูน้ันไดจากการสุมตัวอยางจากแหนมหมู 27 เคร่ืองหมายการคาท่ีมีจําหนายอยูใน

ตลาดสดและหางสรรพสินคาในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล ในการศึกษาจะเร่ิมจากนํา

แหนมหมู 25 กรัมมาเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณดวยวิธี MPN จากน้ันทําการเพาะแยก S.

aureus อาหารเล้ียงเช้ือท่ีจําเพาะ BP ซ่ึงสามารถแยก S. aurues ออกจาก Staphylococcus

species ได เลือกโคโลนีท่ีสงสัยวาเปน S. aureus ทดสอบ coagulase test  ซ่ึงเปนการทดสอบท่ี

สามารถแบงแยก S. aureus ออกจาก Staphylococcus species อ่ืนๆ ได เน่ืองจาก

Staphylococcus species ไมสามารถสรางเอนไซมดังกลาวได (Ryan and Ray,2004) ทําการ

เก็บตัวอยาง S. aureus ท่ีใหผลบวกตอการทดสอบ coagulase test ใน – 80 องศาเซลเซียส จาก

การศึกษาพบวา มีความชุกของการปนเปอน S. aureus สูงถึงรอยละ 45.56 และมีปริมาณการ

ปนเปอนของ S. aureus อยูระหวาง 2 จนถึงมากกวา 16,000 MPN ตอกรัมแหนมหมู ความชุก

ของการปนเปอนดังกลาวน้ีมีความแตกตางจากความชุกของการปนเปอนของ S. aureus ในแหนม

หมู Paukatong and Kunawasen (2001) ไดรายงานไว คือ พบการปนเปอนเพียงรอยละ 15 เหตุ

ท่ีมีการรายงานผลท่ีแตกตางกันเน่ืองจากวิธีการเพาะแยกเช้ือท่ีตางกัน โดย Paukatong and

Kunawasen (2001) ใชเทคนิค Direct Plate Count ซ่ึงเปนการตรวจหาการปนเปอนเช้ือโดยตรง 

สามารถตรวจการปนเปอนเช้ือในกรณีท่ีตัวอยางมีปริมาณการปนเปอนสูงๆ ในขณะท่ีการศึกษา

คร้ังน้ีไดใชเทคนิค MPN ซ่ึงเปนการตรวจเพาะแยกเช้ือเชิงปริมาณ สามารถตรวจหาการปนเปอน

เช้ือนอยๆในตัวอยางได ทําใหโอกาสพบ S. aureus ปนเปอนแหนมหมูไดมากกวา ดังน้ันผลจาก

การศึกษาความชุกของการปนเปอนคร้ังน้ีจึงมีความชุกมากกวา เมื่อพิจารณาขอมูลปริมาณของ
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การปนเปอน S. aureus ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวามีปริมาณการปนเปอน S. aureus สูงเกิน

มาตรฐานท่ีกําหนดโดยสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (2546) ซ่ึงไดกําหนดมาตรฐาน

แหนมและเน้ือสัตวไววาจะตองไมพบ S. aureus ในแหนม 100 มิลลิกรัม เมื่อพิจารณาเทียบกับ

เกณฑมาตรฐานแหนมหมูท่ีกําหนดโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (2550) วาจะตอง

ไปพบ S. aureus ไมเกิน 100 ตอกรัม จากการศึกษา พบวา มีแหนมหมูเพียง 12 แทงท่ีมีปริมาณ

การปนเปอน S. aureus สูงเกินมาตรฐานคิดเปนรอยละ  13.33 จากขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวา

คุณภาพแหนมหมูท่ีไดสุมเลือกมาทําการศึกษาน้ันยังไมไดมาตรฐาน และทําใหผูบริโภคมีความ

เส่ียงท่ีจะบริโภคแหนมหมูท่ีมีการปนเปอน S. aureus ท่ีสูงเกินมาตรฐาน

ในการศึกษาคร้ังน้ีไดทําการใช primers หลายชนิดท่ีมีความจําเพาะในการพิสูจนยืนยัน

เช้ือ ไดแก femA, 16s RNA, nucA และ Sa442 ซ่ึงเปน primers ท่ีมีผูวิจัยหลายคณะนิยมใชกัน

ในปจจุบัน (Brakstad et al., 1992; Monday and Bohach, 1999; Ishii et al., 2006; Hwang et

al., 2007) จากการศึกษาคร้ังน้ี พบวา primer Sa442 ใหผลขางแมนยําท่ีสุดสําหรับใน PCR

condition ท่ีศึกษาคร้ังน้ี โดยยีน Sa442 เปนยีนสวนของโครโมโซมท่ีพบไดเฉพาะใน S. aureus

เทาน้ัน ไดจากการตัดแบบสุมดวยเอนไซม Sau3AI แลวพบวาท่ีขนาด 442 bp สามารถพบไดใน S.

aureus เทาน้ัน และหาลําดับเบสท่ีตําแหนงดังกลาวมา ออกแบบเปน primer (Martineau,1998)

ปจจุบันจึงไดมีนักวิจัยหลายคณะไดใช primer Sa 442 เพื่อใชในการพิสูจนชนิด S. aureus

แต Klaassen และคณะ (2003) ไดรายงานวา primer Sa442 ไมสามารถใชยืนยันชนิด S.

aureus ท่ีเปน isolate จากตัวอยางทางคลินิก S. aureus 550226 ทําใหมีโอกาสท่ี S. aureus บาง

สายพันธุอาจไมสามารถใช primer น้ีได ซ่ึงอาจจะทําใหเกิดการผิดพลาดในการพิสูจนเช้ือเมื่อใช 

ในเทคนิค PCR อยางไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ีไดทําการเพาะแยกเช้ือโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

จําเพาะตอ S. aureus รวมกับการพิสูจนคุณสมบัติทางชีวเคมีแลว ซ่ึงผลท่ีไดจากการศึกษาน้ัน

แสดงวาเปน S. aureus ท่ีแนนอน ดังน้ันในการศึกษาคร้ังน้ีจึงไดใช primer Sa 442 เพื่อการพิสูจน

เช้ือรวมกับการตรวจพิสูจนหายีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ดวยเทคนิค multiplex PCR

ผลจากการศึกษา พบวา S. aureus ท่ีเลือกทําการศึกษาท้ังหมดจํานวน 155 isolates พบวา ทุก 

isolates มีการตรวจพบยีน Sa442 และใหผลบวกตอ coagulase test เมื่อตรวจพิสูจนการพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs หรือ การตรวจพิสูจนพบยีน sea, ยีน seb, ยีน sec, ยีน sed และ

ยีน see พบวา S. aureus ท่ีศึกษาสามารถตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs

ถึง 29 isolates (รอยละ 18.71) โดยพบวา S. aureus isolate ท่ีตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการ

สราง classical SEs จะมีการยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเพียงชนิดเดียว จํานวน 21 isolates

และ 2 ยีน จํานวน 8 isolates เมื่อพิจารณาชนิดของยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษท่ีปรากฏ พบ
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ตรวจพิสูจนพบยีน sec ซ่ึงยีนท่ีควบคุมการสราง SEC มากท่ีสุด รองลงมาคือพบยีน sea และ seb

ซ่ึงเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEA และ SEB ตามลําดับ และในการศึกษาคร้ังน้ีตรวจไมพบยีน sed

และ see เลย ท้ังน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีไดทําการสกัด DNA ในสวนของโครโมโซมเทาน้ันไมได

รวมถึงพลาสมิด ดังน้ันอาจจะตองทําการศึกษาการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical

SEs ในพลาสมิดตอไป

การศึกษาคร้ังน้ีเมื่อทําการตรวจพิสูจนยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ซ่ึงเปนการ

พิสูจนวา S. aureus น้ันมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs จริง แตยังไม

สามารถบอกยืนยันไดวาการตรวจพิสูจนพบยีนเหลาน้ันมีการแสดงออกของยีนหรือไม ดังน้ันใน

การศึกษาคร้ังน้ีจึงไดทําการศึกษาการแสดงออกของยีนเหลาน้ัน ดวยการตรวจการสราง classical

SEs ดวยเทคนิค ELISA ซ่ึงเปนการตรวจการแสดงออกของยีนในระดับการสรางโปรตีน หรือ 

translation level ซ่ึงเปนสวนท่ีทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษไดโดยตรง โดยในการศึกษาคร้ังน้ีจะทํา

การตรวจหา Classical SEs ดวย ชุดทดสอบ 2 ชุด ไดแก Transia® Plate Plus kit ELISA และ 

Transia® ID kit ELISA

การตรวจการสราง classical SEs แบบไมแยกชนิด ดวย Transia® Plate Plus kit ELISA

ซ่ึงเปน European reference method พบวา S. aureus ทุก isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs น้ันสามารถตรวจพบ classical SEs แสดงวามีการแสดงออกของ

ยีนในระดับ translation เมื่อพิจารณาความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง 

classical SEs กับการสราง classical SEs น้ันพบวามีความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญ (p <

0.01) อาจกลาวไดวา S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน  classical SEs ท่ีปนเปอนในแหนม

หมูมีโอกาสท่ีสราง classical SEs ได และอาจเปนอันตรายตอผูบริโภคแหนมหมูได 

การตรวจการสราง classical SEs แบบแยกชนิด SEA, SEB, SEC, SED และ SEE ดวย

Transia® ID kit ELISA พบวา S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sea เพียงอยางเดียวตรวจพบ 

SEA ไดทุก isolate และ isolate ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน seb เพียงอยางเดียวตรวจพบ SEB ทุก 

isolate เชนกัน ในขณะท่ี S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sec เพียงอยางเดียวตรวจพบ SEC

เพียง 2 isolate และ S. aureus isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sea รวมกับยีน sec ตรวจพบ

เพียง SEA เทาน้ัน การท่ีไมสามารถตรวจพบ SEC ไดในชุดตรวจชุดน้ี อาจจะเกิดจากขอจํากัดของ

ชุดตรวจน้ี กลาวคือ ชุดตรวจ Transia® ID kit ELISA จะใช antibody ตอ SEC1 และ SEC2

เทาน้ัน หรืออาจจะเกิดจากความหลากหลายชนิดของ SEC ดังน้ันในการศึกษาคร้ังน้ีไดมีการตรวจ
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การสราง SEC โดยใช S. aureus ATCC 19095 ซ่ึงเปน S. aureus มาตรฐานสามารถสราง SEC

ได เพื่อเปนตัวเปรียบเทียบขอจํากัดของชุดตรวจดังกลาว พบวาสามารถตรวจหา SEC ได แสดงวา 

ขอจํากัดนาจะเกิดจากความหลากหลายของ SEC เอง โดยในปจจุบันมีการคนพบวา SEC มี 3

subtypes คือ SEC1, SEC2 และ SEC3 ซ่ึงมี epitope ท่ีแตกตางกัน ทําใหโอกาสท่ี antibody ของ 

SEC ท่ีติดกับหลุม ELISA จะจับกับ SEC1, SEC2 และ SEC3 มีความแตกตางกันได ข้ึนกับ

ขอจํากัดและคุณสมบัติของแตละชุดตรวจหา classical SEs ดวยเหตุน้ีจึงไดทําการศึกษาตอไปวา

การตรวจพิสูจนพบยีน sec น้ันเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC1, SEC2 หรือ SEC3 ตอไป ซ่ึงผล

จากการสุมตัวอยางสงตรวจ DNA sequencing พบวา isolates ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sec แต

ตรวจไมพบ SEC มีลําดับเบสเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC3 ในขณะท่ี isolates มียีน sec และ

ตรวจพบ SEC น้ันมีลําดับเบสท่ีเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC ในกรณี S. aureus ท่ีมีการตรวจ

พิสูจนพบยีน sea รวมกับ sec ซ่ึงตรวจพบ SEA เพียงอยางเดียว และไมพบ SEC น้ันอาจจะเกิด

จากปจจัยดังท่ีไดกลาวมาแลว หรือยีน sec อาจไมมีการแสดงออกของยีนเลยก็เปนได เน่ืองจาก

การตรวจหา SEs ดวยTransia Plate Plus kit ELISA สามารถบอกไดเพียงวา isolates ท่ีมีการ

ตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs มีการสราง classical SEs ได ดังน้ันผลใน

การตรวจพบ classical SEs ใน S. aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sea รวมกับ sec จึงไม

สามารถบอกวาได ยีน sea หรือยีน sec มีการแสดงออกของยีน แตเมื่อพิจารณารวมกับผลการ

ตรวจ SEs ดวย Transia® ID kit ELISA ซ่ึงพบ SEA เทาน้ัน จึงอาจมีความเปนไปไดวามีการ

แสดงออกของยีน sea เทาน้ันก็ได หรือเกิดจากขอจํากัดของชุดตรวจ หรือความหลากหลายของ 

SEC ก็ได ซ่ึงผล DNA sequencing พบวาเปนยีนท่ีควบคุมการสราง SEC3 จากขอมูลท้ังหมดอาจ

กลาวไดวา ชุดตรวจ Transia® ID kit ELISA ไมสามารถตรวจหา SEC3 ได นอกจากน้ีน่ืองจาก

การตรวจพบ SEs ดวยชุดตรวจ SEs ท้ัง 2 ชุดน้ีเปนการตรวจ โปรตีน SEs ซ่ึงเปนการตรวจการ

แสดงออกของยีนในระดับ translation ซ่ึงยีน sec อาจมีการแสดงออกของยีนในระดับ 

transcription แตมีความเปนไปไดท่ีไมมีการแสดงออกในระดับ translation ซ่ึงตองศึกษาตอไป

จากการวิเคราะหความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical

SEs กับการสราง classical SEs น้ันพบวามีความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.01) โดย

พิจารณาผลจากชุดตรวจ Transia® Plate Plus kit ELISA เทาน้ัน ไมสามารถคํานวณผลจาก 

Transia® ID kit ELISA  ได เพราะจํานวนตัวอยางท่ีทําการทดสอบยังไมเพียงพอมาสามารถนํามา

คํานวณได
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ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู

จํานวน 155 isolates โดยการศึกษาลายพิมพ DNA ท่ีสรางดวยเทคนิค rep–PCR ซ่ึงเปนเทคนิคท่ี

สามารถจําแนกจุลินทรียในระดับสายพันธุได (Casey et al., 2006; Elli et al., 2006; Marilley et

al., 2004; Svec et al., 2005) จากการศึกษาพบวาสามารถจัดกลุม S. aureus ท่ีเพาะแยกจาก

แหนมหมูท้ังหมดได 27 กลุม ท่ีคาความเหมือน (similarity value) รอยละ 90 โดบพบ isolate ท่ีจัด

อยูในกลุม pattern T มากท่ีสุด ซ่ึงอาจจัดกลุมไดวาเปน S. aureus สายพันธุเดียวกัน อีกท้ังพบ

การกระจายตัวของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ใน 13 กลุม pattern

จากขอมูลน้ีอาจกลาวไดวา S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมูมี S. aureus จํานวน 27 สายพันธุ

ปนเปอนอยูในผลิตภัณฑแหนมหมู และในจํานวนน้ีมี 13 สายพันธุท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs

เมื่อพิจารณาในแตละกลุม pattern ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง

classical SEs พบวาในแตละกลุมแมวามีลักษณะของ pattern ท่ีเหมือนกัน ไมจําเปนตองมีการ

ตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs เสมอไป เชน กลุม pattern H มี 5 isolates ท่ี 

similarity value รอยละ 92.8 เพาะแยกจากแหนมหมู 3 แทงคนละเคร่ืองหมายการคากัน ซ่ึง

เปนไปไดวา S. aureus สายพันธุน้ีมีการปนเปอนในแหลงรวมท่ีใชในการผลิตแหนมหมูของ 3

เคร่ืองหมายการคาน้ี แตมีการพบยีนท่ีควบคุมการสราง SEC จํานวน 1 isolate เทาน้ัน ในขณะท่ี 

isolates อ่ืนๆ ตรวจไมพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs เลย ซ่ึงผลจากการศึกษาคร้ังน้ี

สอดคลองกับ Naffa และคณะ (2007) ท่ีรายงานไววาการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง

สารพิษไมมีความสัมพันธกับ genotype อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เน่ืองจาก rep – PCR เปนการ

สรางลายพิมพ DNA จาก genome ไมรวมถึง genetic mobile elements  อีกท้ังในการสกัด DNA

คร้ังน้ีเปนการสกัด genomic DNA ในสวนของโครโมโซม ไมรวมถึง พลาสมิด และจากการศึกษา

พบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ไดในบาง isolates ดังน้ันจึงมีความเปนไปไดวายีน

ดังกลาวอาจจะสามารถอยูไดท้ังในโครโมโซมและนอกโครโมโซม ซ่ึงตองทําการศึกษาตอไปวามี

การพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ใน genetic mobile elements อ่ืนๆ หรือไมของ S.

aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมูตอไป แตจากการรวบรวมขอมูลเก่ียวกับการพบยีน classical

SEs  พบวา จากการรายงานของ Loir และคณะ (2003) ท่ีไดรายงานวา SEs encoding gene มี

หลาย genetic support ซ่ึงสวนใหญเปน mobile gene elements เชน ยีน sea สามารถถายทอด

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

โครโมโซมของ S. aureus ท่ีเปน clinical isolates (Shafer and Iandolo, 1978) แตอาจพบอยูใน

750 - kb พลาสมิด ของ S. aureus บางสายพันธุได (Shalita et al., 1977), ยีน sec พบใน
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pathogenicity island (Fitzgerald et al., 2001), ยีน sed อยูใน 27.5 kb พลาสมิด โดยพบใน

สายพันธุท่ีด้ือตอยา penicillin และ แคดเมี่ยม รวมอยูดวย (Dabrowski and Medrala, 2005)

และยีน see สามารถถายทอดไปยัง S. aureus ตัวอ่ืนไดโดย defective phage (Couch et al.,

1988) อีกท้ัง ยีน sea และ see สามารถถายทอดไดโดย lysogenic phage (Betley and

Mekalanos, 1985) นอกจากน้ี Dabrowski and Medrala (2005) ไดรายงานเพิ่มเติมวา ยีน seb

และยีน sec สามารถถายทอดโดยพลาสมิดท่ีมียีนท่ีด้ือยาตอ penicillin ดวย จากขอมูลดังกลาวน้ี

จึงมีความเปนไปไดวายีนท่ีควบคุมการสราง Classical SEs น้ี อาจอยูในโครโมโซม หรือ mobile

genetic elements ก็ได และอาจสามารถถายทอดจาก S. aureus ตัวหน่ึงไปยังอีกตัวหน่ึงได โดย

ไมสงผลตอลายพิมพ DNA เมื่อทําการตรวจดวยเทคนิค rep - PCR

เมื่อพิจารณาในความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู

ในแตละเคร่ืองหมายการคา ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs พบวา ใน

แหนมหมูแตละเคร่ืองหมายการคามีความหลากหลายทางพันธุกรรมท่ีแตกตางกัน ข้ึนกับปริมาณ

การปนเปอน แหนมหมูท่ีมีการปนเปอนนอย อาจพบความหลากหลายของสายพันธุนอย หรือมา

จากการปนเปอนนอยแหลง ในขณะท่ีแหนมหมูท่ีมีการปนเปอนมาก อาจพบความหลากหลายของ

สายพันธุมาก หรือมาจากการปนเปอนมากแหลง เชน การท่ีพบ S. aureus เพียง 1 กลุม pattern

ในแหนมหมูเคร่ืองหมายการคาเดียวกัน อาจสามารถบอกไดวาแหนมหมูแทงน้ันมีการปนเปอน

เพียง S. aureus สายพันธุเดียว หรือมีแหลงการปนเปอน S. aureus มาจากแหลงเดียวกัน การท่ี

พบ S. aureus 4 กลุม pattern ในแหนมท่ีมีเคร่ืองหมายการคาเดียวกัน อาจสามารถบอกไดวา 

แหนมแทงเคร่ืองหมายการคาน้ันๆ มีการปนเปอน S. aureus 4 สายพันธุ หรือมีแหลงการปนเปอน

S. aureus มาจากอยางนอย 4 แหลง เปนตน

ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีพบวาแหนมหมูท่ีทําการศึกษามีปริมาณการปนเปอนของ S. aureus

ท่ีเกินมาตรฐานอยู  อีกท้ัง S. aureus บาง isolates ท่ีเพาะแยกมาจากแหนมหมูน้ีมีตรวจพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs และสามารถสราง classical SEs ท่ีทนความรอนได แมวาจะมี

ปริมาณการปนเปอน S.aureus ในแหนมหมูนอยกวามาตรฐานก็ตาม อาจกลาวไดวาผูบริโภค

แหนมหมูน้ันมีโอกาสท่ีจะบริโภคแหนมหมูท่ีปนเปอน classical SEs ท่ี S. aureus เหลาน้ีสรางข้ึน

ได แมวาจะปรุงอาหารผานความรอนแลว หรือมีโอกาสท่ีจะบริโภคแหนมหมูท่ีปนเปอน S. aureus

ท่ีมีความสามารถในการสรางสารพิษได แมวาจะมีการปนเปอน S. aureus เพียงเล็กนอยก็ตาม

อาจเปนเหตุใหผูบริโภคมีโอกาสท่ีจะเกิดโรคอาหารเปนพิษได ดังน้ันมาตรฐานแหนมหมูท่ีกําหนด

อาจจะยังไมสามารถปองกันอันตรายจะอาจเกิดข้ึนจากการบริโภคแหนมหมูท่ีปนเปอน S. aureus
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ได เมื่อพิจารณาจากขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของการศึกษาคร้ังน้ี พบวา ในแหนมหมู

ท่ีมีพบการปนเปอน S. aureus น้ัน มีการปนเปอน S. aureus จากแหลงปนเปอนมากกวา 1 แหลง

สามารถจัดกลุมไดเปน 27 กลุม และมีการกระจายของการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง

สารพิษใน S. aureus ในสายพันธุตางๆ จํานวน 13 กลุม ซ่ึงในสายพันธุเดียวกันอาจพบยีนท่ี

ควบคุมการสราง classical SEs หรือไมก็ได ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีเปนการสกัดโครโมโซมไม

รวมถึงพลาสมิด แตผลท่ีไดคือมีการพบยีนในโครโมโซมซ่ึงเช้ือท่ีอยูในกลุมเดียวกันอาจจะไมพบยีน

ก็ได จากขอมูลน้ีอาจแสดงใหเห็นวายีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs น้ีอาจอยูไดท้ังใน

โครโมโซมหรือนอกโครโมโซมก็ได รวมท้ังจากรายงานการศึกษาการพบยีนดังกลาวพบวา สามารถ

พบยีนท่ีควบคุมการสราง SEs ไดใน genetic mobile elements ได ซ่ึงจากขอมูลน้ีอาจเปนไปได

วา S. aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs น้ีอาจมีคุณสมบัติสามารถเคล่ือนยายไปสู 

S. aureus สายพันธุอ่ืนๆ ได ดังน้ันแหนมหมูท่ีมีการปนเปอน S. aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง 

classical SEs น้ันมีโอกาสถายทอดยีนไปสู S. aureus ตัวอ่ืนได ตองตองศึกษาตอไป ดวยเหตุน้ีจึง

มีความจําเปนท่ีตองศึกษาหาแหลงท่ีมาของการปนเปอนท้ังหมด โดยเฉพาะแหลงท่ีมี S. aureus ท่ี

มียีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ และควบคุมไมใหเกิดการปนเปอนในผลิตภัณฑสุดทายได
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สรุปผลการวิจัย

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการปรากฎของยีนควบคุมการสรางสารพิษและ

ความสัมพันธของการตรวจพิสูจนพบยีนควบคุมการสรางสารพิษและการสรางสารพิษของ S.

aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมู อีกท้ังเพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับสาย

พันธุของ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมู โดยแหนมหมูท่ีทําการศึกษาในคร้ังน้ีมีจํานวน 90

แทง จากการศึกษาพบวา

1. ความชุกของการปนเปอน S. aureus สูงถึงรอยละ 45.56 (จํานวน 41 แทง) มีปริมาณ

การปนเปอนอยูระหวาง 2 จนถึงมากกวา 16,000 MPN ตอกรัมแหนมหมู และมี 17 แทงท่ีพบ S.

aureus ท่ีมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs (รอยละ 18.9)

2. การศึกษาการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ของ S. aureus ท่ี

เพาะแยกไดจากแหนมหมู จํานวน 155 isolates ดวยเทคนิค multiplex PCR ตรวจพบยีน 

classical SEs encoding genes จํานวน 29 isolates (รอยละ 18.71) โดยตรวจพบยีน sec มาก

ท่ีสุด (รอยละ 11.61) รองลงมาคือ ยีน sea รวมกับยีน sec (รอยละ 5.16), ยีน sea (รอยละ 1.29)

และ seb (รอยละ 0.65) ตามลําดับ และไมพบยีน sed และยีน see เลย

3. S. aureus ท้ังหมดจํานวน 29 isolates ท่ีตรวจพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs

พบวา สวนใหญจะมียีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเพียงชนิดเดียว จํานวน 21 isolates (รอยละ 

13.55) อีกท้ังยังพบ S. aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง สารพิษ 2 ยีน จํานวน 8 isolates (รอยละ 

5.16)

4. การตรวจการสราง classical SEs ของ S. aureus isolates ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง

classical SEs น้ันดวย Transia Plate Plus kit ELISA พบวา ทุก isolates น้ันมีการตรวจพบ 

classical SEs เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธทางสถิติพบวา S. aureus ท่ีมียีนท่ีควบคุมการสราง 

classical SEs น้ันมีความสัมพันธกับการสราง classical SEs อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p <

0.01) แสดงวาทุก isolates ท่ีมีการพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษเหลาน้ีมีโอกาสกอใหเกิด

อันตรายเมื่อปนเปอนในแหนมหมูได

5. เมื่อทําการตรวจการสราง SEA-SEE แบบแยกชนิด ดวย Transia ID kit ELISA พบวา

S. aureus isolates ท่ีมียีน sea และยีน seb มีการตรวจพบการสราง SEA และ SEB ทุก isolates

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

sea รวมกับ sec ตรวจพบ SEA เทาน้ัน ทุก isolates ซ่ึงเกิดจากขอจํากัดของชุดตรวจท่ีไมสามารถ

ตรวจ SEC3 ได 
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6. ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus isolates ท่ีเพาะแยกจากแหนมหมู

ดวยเทคนิค rep -PCR พบวา มีท้ังหมดจํานวน 27 patterns และมีการกระจายของยีนท่ีควบคุม

การสราง classical SEs อยูในกลุม pattern เหลาน้ี จํานวน 13 กลุม ท่ีจัดกลุมกันท่ี similarity

value รอยละ 90 ซ่ึงอาจเปนไปไดวา S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมูในการศึกษาคร้ังน้ีมี

สายพันธุท่ีแตกตางกัน 27 สายพันธุ และมี 13 สายพันธุท่ีมีตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง

สารพิษ 

7. S. aureus สายพันธุเดียวกันอาจมีการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ

หรือไมก็ได เน่ืองจากการตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs น้ี พบเพียง S.

aureus บาง isolate ท่ีอยูในกลุม pattern เดียวกัน

จากท่ีกลาวมาท้ังหมดสรุปไดวาผูบริโภคแหนมหมูมีโอกาสบริโภคแหนมหมูท่ีมีปริมาณ S.

aureus ปนเปอนเกินมาตรฐานถึงรอยละ 45.56 และมีโอกาสท่ีบริโภคแหนมหมูท่ีมี S. aureus ท่ี

สามารถสรางสารพิษไดถึง 18.9% โดย S. aureus isolate ท่ีเพาะแยกไดจากแหนมหมูใน

การศึกษาคร้ังน้ีมีความหลายหลายทางพันธุกรรมถึง 27 สายพันธุ และมี 13 สายพันธุท่ีมีกการ

ตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษ โดย isolates เหลาน้ีมีการตรวจพิสูจนพบยีน sec

มากท่ีสุด รองลงมาคือ ยีน sea และยีน seb ตามลําดับ ซ่ึงการตรวจพิสูจนพบยีนเหลาน้ันมี

ความสัมพันธกับการสรางสารพิษอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p value < 0.01) นอกจากน้ียังพบวา

การตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสรางสารพิษน้ันไมจําเพาะตอสายพันธุ ดังน้ันผูบริโภคท่ีบริโภค

แหนมหมูน้ันมีโอกาสท่ีจะไดรับ SEs ท่ีปนเปอนในแหนมหมูได เน่ืองจากมีการพบ S. aureus ท่ีมี

การตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ท่ีสามารถสราง SEs ได ซ่ึงอาจกอใหเกิด

โรคอาหารเปนพิษได
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ขอเสนอแนะ

ขอมูลท่ีไดในการศึกษาคร้ังน้ีเปนเปนเพียงขอมูลเบื้องตน ท่ีศึกษาถึงพันธุกรรมในสวนของ

ยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus isolate

ซ่ึงมีขอจํากัดและขอเสนอแนะในการทําวิจัยคร้ังตอไป

1. เน่ืองจากในการศึกษาคร้ังน้ีเปนการสุมตัวอยางโคโลนี เพียง 1-5 isolatesจากตัวอยาง

แหนมหมูแตละแทง (สูงสุด 15 isolates จาก 1 เคร่ืองหมายการคา) ดังน้ันความเปนไปไดท่ีศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรมยังไมเพียงพอ ซ่ึงอาจตองเก็บ isolates เพิ่มมากข้ึน

2. การตรวจการสรางสารพิษน้ันมีความแตกตางกันของผลการตรวจเมื่อใชชุดตรวจท่ี

แตกตางกัน ซ่ึงอาจจะเกิดจากความหลากหลายของสารพิษ หรืออาจเกิดจากขอจํากัดของชุดตรวจ

เองได จึงตองมีการพิสูจนเพิ่มเติม 

3. ความหลากหลายทางพันธุกรรม ยังไมสามารถบอกไดถึงความหลากหลายในแงความ

เปนตัวแทนของแหนมหมูในแตละเคร่ืองหมายการคาไดท้ังหมด แตสามารถบอกถึงความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus isolate ของการศึกษาคร้ังน้ี ซ่ึงขอมูลในการศึกษาคร้ังน้ี

เปนเพียงขอมูลนํารอง เพื่องานวิจัยในอนาคต

4. S. aureus isolates ในการศึกษาคร้ังน้ีศึกษาเพียงแค classical SEs encoding

genes (ยีน sea-see) เทาน้ัน ซ่ึงยังสามารถศึกษาพันธุกรรม S. aureus ในดานอ่ืนๆไดเชน ยีนด้ือ

ยา mecA, SEs encoding genes อ่ืนๆ และ Toxic shock syndrome gene เปนตน

5. ในการศึกษาคร้ังน้ีไดใช Chi-square มาวิเคราะหหาความสัมพันธทางสถิติของ

การตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs กับการสราง classical SEs ซ่ึงยังคงมี

อคติจากการวิเคราะหเน่ืองจากไมไดทําการศึกษาการสราง classical SEs ใน S. aureus ท่ีไมมี

การตรวจพิสูจนพบยีนท่ีควบคุมการสราง classical SEs ดังน้ันจึงตองทําการศึกษาการสราง 

classical SEs ใน S. aureus ดังกลาวดวย หรืออาจตองหาวิธีการวิเคราะหหาความสัมพันธทาง

สถิติชนิดอ่ืน
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6. ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเทคนิค rep - PCR เปนการสรางลาย

พิมพ DNA สวน genomic DNA เทาน้ัน ไมไดรวมถึง plasmid ซ่ึงในการตรวจหายีนท่ีควบคุมการ

สราง classical SEs น้ัน อาจจะตองทําการสกัด plasmid รวมดวย เน่ืองจาก classical SEs

encoding genes สามารถอยูใน plasmid หรือ genetic mobile elements อ่ืนๆ ได

7. จากการศึกษาคร้ังน้ีการทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ S. aureus ท่ีเพาะ

แยกจากแหนมหมูน้ัน จะเปนขอมูลชวยการจัดการลดความเส่ียงของการปนเปอน S. aureus ใน

กระบวนการผลิตได โดยจะตองทําการศึกษาเพิ่มเติมในกระบวนการผลิตแหนมหมูในโรงงาน

อุตสาหกรรมเพื่อหาแหลงการปนเปอน

8. ในการศึกษาคร้ังน้ีเปนการสกัด DNA สวนท่ีเปนโครโฒโซมเทาน้ันไมรวมพลาสมิด ซ่ึง

ยีนท่ีควบคุมการสราง SEs อาจอยูในพลาสมิดก็ได  ดังน้ันจึงตองทําการสกัดพลาสมิด เพื่อศึกษา

ยีนเหลาน้ีในพลาสมิดดวย
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ภาคผนวก ก

สรุปผลขอมูลการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมู 

แทง

แหนมหมู

ท่ี Sample ID Temp. pH Aw S. aureus

(°C) (MPN/g)

1 3RT702121 4 4.67 0.97 <1.8

2 3RT702122 4 4.73 0.97 <1.8

3 3RT702123 4 4.69 0.97 <1.8

4 ARR702141 4 4.6 0.97 <1.8

5 ARR702142 4 4.57 0.97 <1.8

6 ARR702143 4 4.53 0.97 <1.8

7 CMH612181 6.6 4.55 0.96 <1.8

8 CMH612182 6.6 4.43 0.96 <1.8

9 CMH612183 6.6 4.43 0.96 <1.8

10 DJD702041 4 4.28 0.96 <1.8

11 DJD702042 4 4.21 0.96 <1.8

12 DJD702043 4 4.26 0.96 <1.8

13 DJS612181 2.8 4.96 0.95 350

14 DJS612182 2.8 5.13 0.95 350

15 DJS612183 2.8 4.97 0.95 140

16 DNP701171 25 5.99 0.97 17

17 DNP701172 25 5.83 0.97 12

18 DNP701173 25 5.98 0.97 14

19 INT701171 25 4.84 0.97 12

20 INT701172 25 4.81 0.97 130

21 INT701173 25 4.82 0.97 7.8

22 JRS702041 4 4.38 0.97 <1.8

23 JRS702042 4 4.36 0.98 <1.8

24 JRS702043 4 4.36 0.97 <1.8

25 K26611201 4 5.05 0.96 220

26 K26611202 4 4.96 0.95 34

27 K26611203 4 4.98 0.95 110
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ภาคผนวก ก (ตอ)

สรุปผลขอมูลการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมู 

แทง

แหนม
หมูท่ี Sample ID Temp. pH Aw S. aureus

(°C) (MPN/g)

29 MKK701172 25 4.85 0.96 <1.8

30 MKK701173 25 4.36 0.96 <1.8

31 MSV701171 25 4.85 0.97 210

32 MSV701172 25 4.91 0.97 17

33 MSV701173 25 4.74 0.97 3500

34 NBP702041 4 4.47 0.97 <1.8

35 NBP702042 4 4.46 0.97 <1.8

36 NBP702043 4 4.46 0.97 <1.8

37 NLP702121 4 4.41 0.97 <1.8

38 NLP702122 4 4.48 0.98 <1.8

39 NLP702123 4 4.41 0.97 <1.8

40 NMD701081 4 4.63 0.96 <1.8

41 NMD701082 4 4.54 0.96 <1.8

42 NMD701083 4 4.46 0.96 <1.8

43 NTC702041 4 4.46 0.97 <1.8

44 NTC702042 4 4.48 0.97 <1.8

45 NTC702043 4 4.45 0.97 <1.8

46 NTY701171 25 4.81 0.97 2

47 NTY701172 25 4.79 0.97 6.8

48 NTY701173 25 4.85 0.97 13

49 NVN702211 4 4.43 0.97 <1.8

50 NVN702212 4 4.45 0.97 <1.8

51 NVN702213 4 4.4 0.97 <1.8

52 ORS702121 4 5.05 0.97 4.5

53 ORS702122 4 4.9 0.97 4

54 ORS702123 4 4.75 0.97 8.3
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ภาคผนวก ก (ตอ)

สรุปผลขอมูลการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมู 

แทง

แหนม

หมูท่ี Sample ID Temp. pH Aw S. aureus

(°C) (MPN/g)

55 PVP702121 4 5.05 0.98 200

56 PVP702122 4 5.18 0.98 580

57 PVP702123 4 5.03 0.98 210

58 PYB701081 4 4.65 0.96 <1.8

59 PYB701082 4 4.58 0.96 2

60 PYB701083 4 4.6 0.96 <1.8

61 SKK612181 2 4.7 0.96 13

62 SKK612182 2 4.71 0.96 7.8

63 SKK612183 2 4.66 0.96 <1.8

64 SNS702211 4 4.57 0.98 <1.8

65 SNS702212 4 4.59 0.98 2

66 SNS702213 4 4.6 0.98 9.3

67

SPG701081 4 4.46 0.97 <1.8

68

SPG701082 4 4.48 0.96 <1.8

69

SPG701083 4 4.57 0.96 2

70 STL701081 4 4.62 0.95 <1.8

71 STL701082 4 4.68 0.95 <1.8

72 STL701083 4 4.62 0.95 <1.8

73 TOP702141 4 4.47 0.97 <1.8

74 TOP702142 4 4.47 0.97 <1.8

75 TOP702143 4 4.42 0.97 <1.8

76 VNB701081 4 4.46 0.96 <1.8

77 VNB701082 4 4.58 0.96 <1.8

78 VNB701083 4 4.49 0.96 <1.8
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ภาคผนวก ก (ตอ)

สรุปผลขอมูลการเพาะแยก S. aureus เชิงปริมาณจากแหนมหมู 

แทง

แหนม
หมูท่ี Sample ID Temp. pH Aw S. aureus

(°C) (MPN/g)

79 VSN702041 30 4.89 0.97 49

80 VSN702042 30 4.98 0.97 23

81 VSN702043 30 4.91 0.97 33

82 NDJ107011 4 4.62 0.96 7.8

83 NDJ107012 4 4.68 0.96 23

84 NDJ107013 4 4.62 0.95 <1.8

85 DM2607011 4 5.12 0.96 92

86 DM2607012 4 5.06 0.97 >16,000

87 DM2607013 4 4.88 0.95 24

88 GSN 1 4 4.75 0.97 20

89 GSN 2 4 4.66 0.98 40

90 GSN 3 4 4.7 0.98 20
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ
สารละลาย Peptone 0.1%

ผสมอัตราสวน peptone 1 กรัมในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร อบฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที

Brain Heart Infusion (BHI)

ประกอบดวย Brain extract 12.5 กรัม

Heart extract 5.0 กรัม

Proteose peptone 10.0 กรัม

Dextose 2.0 กรัม

Sodium chloride 5.0 กรัม

Disodium phosphate 2.5 กรัม

Thiamine hydrochloride 0.1 มิลลิกรัม

ผสมสารท้ังหมดเขาดวยกัน แลวนําสวนผสม Brain Heart Infusion (BHI) 37 กรัม ตอนํ้า

กล่ัน 1 ลิตร  อบฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด ตอตารางน้ิว เปนเวลา

15 นาที

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

ช่ัง TSB 30 กรัม NaCl 100 กรัม และ pyruvate 10 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 1 ลิตร อบฆาเช้ือท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที

อาหาร Baird Parker Agar (BP)

ประกอบดวย Tryptone 10.0 กรัม

Meat Extract 5.0 กรัม

Yeast Extract 1.0 กรัม

Lithium Chloride 5.0 กรัม

Agar 20 กรัม

ช่ังสาร Baird Parker 58 กรัม ผสมนํ้ากล่ัน 950 มิลลิลิตร อบฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที ท้ิงใหเย็นลง 50 องศาเซลเซียส เติม

สารละลาย egg yolk tellurite emulsion 50 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดวย

Glycine 20% 6.3 มิลลิลิตร

Potassium tellurite 1% 1.0 มิลลิลิตร
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Sodium pyruvate 20% 5.0 มิลลิลิตร

Egg Yolk emulsion 5.0 มิลลิลิตร

การสกัด DNA ดวย Wizard® Genomic DNA Purification Kit (ดัดแปลงจาก วิธีPromega)

นําสารละลายอาหารเล้ียงเช้ือท่ีบมเช้ือไวแลว ใสในหลอด microcentrifuge

ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 2 นาที เพื่อตกตะกอนเซลลและเทสารละลาย

ท้ิง

เติม EDTA เขมขน 50 mM จํานวน 480 µl

เติม lysosyme เขมขน 10 mg/ml จํานวน 60 µl, mutanolysin เขมขน 5,000-10,000

units/ml จํานวน 20 µl ปเปตข้ึนลงอยางชาๆ

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อยางนอย 2 ช่ัวโมง

ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 2 นาที เพื่อตกตะกอนเซลลและเทสารละลาย

ท้ิง

เติม Nuclei lysis Solution จํานวน 600 µl ปเปตข้ึนลงอยางชาๆ

บมท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส อยางนอย 10 นาที เพื่อยอยเซลล

เติม RNAse เขมขน 4 mg/ml จํานวน 10 µl แลวผสมโดยคลํ่าหลอด อยางนอย 25 คร้ัง 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง แลวต้ังท้ิงท่ีอุณหภูมิหอง

เติม Protein Precipitation Solution จํานวน 200 µl แลว vortex ท่ีความเร็วสูงเปนเวลา

อยางนอย 20 วินาที

วางหลอดบนนํ้าแข็ง อยางนอย 5 นาที ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 5 นาที

เทสารละลายท่ีมี DNA ลงในหลอด microcentrifuge ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g

เปนเวลา 5 นาที

เทสารละลายท่ีมี DNA ลงในหลอด microcentrifuge เติม isopropanol จํานวน 600 µl

แลวควํ่า – หงายหลอด จะเห็นเสน DNA สีขาว

ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 2 นาที เทสาระลายออก เติม 70% alcohol

จํานวน 600 µl แลวควํ่า – หงายหลอด หลายคร้ัง เพื่อให DNA สะอาด

ปนท่ีความเร็ว 13,000-16,000 g เปนเวลา 2 นาที เทสาระลายออก 

Air – dry เปนเวลา 20 นาที เติม DNA rehydration Solution จํานวน 100 µl แลวบมท่ี

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง

เก็บสารละลาย DNA ท่ี – 20 องศาเซลเซียส
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แสดงผล clustering analysis ของ S. aureus ท่ีแยกไดจากแหนมหมู ดวยโปรแกรม Gel
Compare® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA)

Pearson correlation [0.0%-100.0%]
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แสดงผล clustering analysis ของ S. aureus ท่ีแยกไดจากแหนมหมู ดวยโปรแกรม Gel
Compare® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA)
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แสดงผล clustering analysis ของ S. aureus ท่ีแยกไดจากแหนมหมู ดวยโปรแกรม Gel
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แสดงผลการ clustering analysis ของ marker ท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ดวยโปรแกรม Gel Compare® II version 4.5 (Applied Maths Inc., USA)

Pearson correlation [0.0%-100.0%]
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แสดงผลการ clustering analysis ของ SA175 ซึ่งใชเปน reference control ของการทดลอง
และการวิเคราะห

Pearson correlation [0.0%-100.0%]
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นาย พงศธร พุมแตงออน เกิดเมื่อวันท่ี 7 ธันวาคม พ.ศ. 2524 สําเร็จการศึกษาสัตว

แพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป พ.ศ. 2547 และ

เขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชา สัตวแพทย

สาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
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