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บทคัดย่อ
จุลินทรีย์ท่ีปนเปื้อนในน้�้ำำท่ีสำ�ำคัญได้แก่ Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli, 

Salmonella sp. ซ่ึงแบคทีเรียเชื้อ S. aureus ที่ทำ�ำให้เกิดโรคทางเดินอาหารเป็นพิษ พบได้ทั่วไปอยู่ตามผิวหนัง  

ทางเดินหายใจ บาดแผลของมนุษย์ การตรวจวินิจฉัยโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อและทดสอบตามวิธีทางชีวเคมีประมาณ  

3 วัน และต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญทางด้านจุลินทรีย์ในการแยกและจำ�ำแนกชนิดเชื้อ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนา

เทคนิค Real time PCR เพื่อตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ S. aureus ที่ปนเปื้อนในน้�้ำำเป็นวิธีที่มีความจำ�ำเพาะต่อดีเอ็นเอของ

เชื้อแต่ละชนิดและเป็นปฏิกิริยาท่ีมีความไวสูงสามารถตรวจสอบเชื้อที่ต้องการในปริมาณเพียงเล็กน้อย โดยสามารถ

ตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อได้ที่ปนเปื้อน 4,200 CFU/mLโดยไม่ต้องนำ�ำไปบ่มเพิ่มปริมาณเชื้อ และใช้เวลาในการตรวจ

สอบที่สั้นประมาณ 45 นาที ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเทคนิค Real time PCR ที่พัฒนาขึ้นมีความไวและจำ�ำเพาะ

สูงซึ่งสามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเชื้อ S. aureus ในตัวอย่างน้�้ำำได้

คำ�ำสำ�ำคัญ:	 เชื้อ S. aureus; Real-time PCR; Nuc gene

Abstract
The important microorganisms that contaminate water include Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, and Salmonella sp., with a particular emphasis on the extensively studied S. aureus, 

commonly found on the skin, in the respiratory tract, and in human wounds. This research focuses 

on the development of real-time PCR technology for the detection of S. aureus in water. Real-time 
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PCR, known for its specificity to individual pathogen DNA and high sensitivity, enables quantitative 

detection of targeted pathogens with minimal sample quantities. The method allows testing at 

contamination levels as low as 4200 CFU/mL without additional processing. Remarkably, the detection 

process takes only about 2 hours. This study underscores the heightened sensitivity and specificity 

of the developed real-time PCR technology, making it a viable and efficient method for detecting  

S. aureus in water samples.

Keywords:	 S. aureus; Real-time PCR; Nuc gene

1. บทนำ�ำ
จุลินทรีย์ท่ีปนเปื้อนในน้�้ำำท่ีสำ�ำคัญ ได้แก่ Sta- 

phylococcus aureus (S. aureus) , Escherichia coli, 

Salmonella sp. ซึ่งแบคทีเรีย S. aureus พบอยู่ตาม

ผิวหนัง ทางเดินหายใจ บาดแผลของมนุษย์ [7] เป็น

สาเหตุทำ�ำให้เกิดโรค เช่น การติดเชื้อที่ผิวหนัง บาดแผล 

ระบบปัสสาวะ ปอด กระแสเลือด การติดเชื้อระบบทาง

เดินหายใจ (Respiratory tract infection) [6, 12] 

ปัจจุบันการตรวจวิเคราะห์หาเชื้อในน้�้ำำดื่มโดยการเพาะ

เลี้ยงเชื้อจากตัวอย่างท่ีต้องสงสัยในห้องปฏิบัติการเลี้ยง

เชือ้บนอาหาร Baird Parker agar และนำ�ำโคโลนมีาเลีย้ง

ต่อในอาหารเหลว เมื่อให้ผลบวกนำ�ำทดสอบการสร้าง

เอนไซม์ Coagulase การตรวจสอบใช้เวลาประมาณ 3 

วัน [2] และต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญทางแบคทีเรียในการ

แยกเชื้อและตรวจสอบเพื่อจำ�ำแนกชนิดเช้ือ ต่อมาได้มี

การพฒันาการตรวจสอบเชือ้ด้วยเทคนคิ dot ELISA แต่

อาจเกิดปฏิกริยาข้ามได้ [9] และมีการนำ�ำเทคนิคการ

ตรวจสอบรวดเรว็ (rapid test) สำ�ำหรบัสแตปฟิโลคอคคสั

ออเรียสหลายวิธี แต่ละวิธียังคงมีปัญหาเกี่ยวกับความไว 

(sensitivity) และความจำ�ำเพาะ (specificity) โดยต้องมี

ปริมาณแบคทีเรีย 104-106 เซลล์/มิลลิลิตร จึงจะให้ผล

บวก [20] ปัจจุบันการตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอเป็น 

วธิทีีน่ยิมใช้เนือ่งจากให้ผลรวดเรว็และมคีวามจำ�ำเพาะสูง

เช่น การนำ�ำปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรสหรอืพซีอีาร์ (PCR 

polymerase chain reaction) [3] ตรวจสอบเชื้อ S. 

aureus ในตัวอย่างชนิดต่าง ๆ  ทั้งในอาหารและในนม  

[4, 15, 16] โดยสามารถตรวจสอบสแตปฟิโลคอคคัสออ

เรียสได้ ภายใน 4-6 ชั่วโมงหลังจากสกัดดีเอ็นเอ [7] ซึ่ง

เป็นวิธีรวดเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจสอบด้วยวิธี

อื่นเช่น ELISA [18] นอกจากน้ีการตรวจสอบเช้ือ S. 

aureus ด้วยเทคนิค Real time PCR ได้รับความสนใจ

ศกึษาโดยการตรวจสอบเพือ่ระบชุนดิเชือ้ S. aureus ตรวจ 

สอบในส่วน nuc gene เป็นยีนเกี่ยวกับ Extracellular 

thermostable nuclease ของเชือ้ [8] และ femA [17] 

รวมทั้งยีนเกี่ยวกับการดื้อยา mecA และ pvl [11] ใน

การศึกษาครั้งนี้เพื่อหา primer ที่เหมาะสมในการตรวจ

หาเชื้อ S. aureus อย่างรวดเร็วด้วยเทคนิค Real-time 

PCR เพื่อตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอของเชื้อ S. aureus ใน

น้�้ำำซึ่งเป็นวิธีที่มีความจำ�ำเพาะและมีความไวสูง สามารถ

ตรวจสอบเชื้อในปริมาณเพียงเล็กน้อย และศึกษาความ

ไวของวิธีเพื่อเป็นแนวทางในการตรวจสอบที่มีคุณภาพ

และประหยดัทัง้เวลารวมทัง้ค่าใช้จ่ายในการตรวจหาเชือ้

ต่อไป 

2. อุปกรณ์และวิธีการ
การดำ�ำเนินการวิจัย เริ่มจากการหา primer ที่

เหมาะสมสำ�ำหรับการตรวจสอบเชื้อ S. aureus โดยใช้ 

primer ส่วน nuc gene และ FemA gene ตัวอย่างที่

ใช้สำ�ำหรับการศึกษา 

1)	ตวัอย่าง Positive Control เชือ้แบคทเีรยี S. 

aureus เชื้อนำ�ำมาขีดบนอาหาร baird parker agar  

บ่มที่ 35 องศาเซลเซียสเวลา 24 ชั่วโมง
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2)	ตัวควบคุมที่เป็นลบ คือ Staphylococcus 

argenteus (S. argenteus), Staphylococcus 

intermedius (S. intermedius) เชือ้นำ�ำมาขดีบนอาหาร 

baird parker agar บ่มที่ 35 องศาเซลเซียสเวลา 24 

ชัว่โมง, เชือ้ Salmonella sp. นำ�ำเชือ้ขดีบนอาหาร XLD 

agar บ่มที่ 35 องศาเซลเซียสเวลา 24 ชั่วโมง และเชื้อ 

Escherichia coli (E. coli) นำ�ำเชือ้ขดีบนอาหาร Endo’s 

medium บ่มที่ 35 องศาเซลเซียสเวลา 24 ชั่วโมง

นำ�ำโคโลนีของเชื้อประมาณ 5-10 โคโลนีผสมใน

น้�้ำำกลั่นปราศจากเชื้อ 1 มิลลิลิตร นำ�ำมาสกัดดีเอ็นเอ

2.1 ตรวจสอบความจำ�ำเพาะของ primer ในส่วน Nuc 

gene และ femA gene

เชือ้ S. aureus, S. argenteus, S. intermedius, 

Salmonella sp. และ เชือ้ E. coli ทีผ่่านการยนืยนัชนดิ

เชื้อด้วยเทคนิค MALDI Biotyper เลี้ยงในอาหาร 

Selective media นำ�ำโคโลนีสกัดดีเอ็นเอ 

1.	ส กัดดีเอ็นเอ นำ�ำ Culture media เชื้อสกัด

ดเีอน็เอตามวธิชีดุสกดั GF-1 Bacterial DNA Extraction 

Kit (Vivantis, Malaysia) แล้ว Elute ดีเอ็นเอ ด้วย 

Elution buffer ปรมิาณ 50 ไมโครลติรได้ดเีอน็เอบรสุิทธิ์ 

นำ�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ

ด้วยเครือ่ง Nano drop lite (Thermo Scientific, USA) 

แล้วปรบัให้มคีวามเข้มข้น 20-50 นาโนกรมัต่อไมโครลติร

2.	 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค 

PCR และหาลำ�ำดบันวิคลโีอไทด์บรเิวณ nuc gene, femA 

gene เตรียมสารละลายในหลอดทดลอง ประกอบด้วย 

High fidelity PCR (Thermo Scientific, USA) 10 

ไมโครลิตร, DMSO 0.6 ไมโครลิตร, DNA 2 ไมโครลิตร, 

Primer 2.5 ไมโครโมลาร์ forward primer และ 

reverse primer [14] ปรับปริมาณด้วยน้�้ำำกล่ัน 25 

ไมโครลิตร เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเข้าเครื่อง PCR (PE 

Applied Biosystems, USA) ซึง่รอบปฏกิริยิาทีอ่ณุหภมูิ 

95 องศาเซลเซยีส เวลา 10 นาท ีจำ�ำนวน 1 รอบ ตามด้วย  

95 องศาเซลเซียส เวลา 0.50 นาที, 54 องศาเซลเซียส 

เวลา 0.50 นาที, 72 องศาเซลเซียส เวลา 0.50 นาที 

จำ�ำนวน 30 รอบและ 72 องศาเซลเซียส เวลา 3 นาที นำ�ำ 

PCR product ตรวจสอบโดยวิเคราะห์ด้วยวิธี Gel 

Electrophoresis จะเห็นแถบดีเอ็นเอ แล้วย้อมแถบ

ดีเอ็นเอด้วย SYBR Safe ถ่ายภาพ ด้วยเครื่อง Gel 

Documentation (GEL DOC 1000, Hongkong) นำ�ำ 

PCR product หาลำ�ำดบันวิคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 

แล้วนำ�ำลำ�ำดบันวิคลไีอไทด์ทีไ่ด้เปรยีบเทยีบกับฐานข้อมลู

สากลใน GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTN

Sequences of nucleotide primers

GENES Primers Primer Sequences Tm (oC)

nuc forward primer 5’ GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 3’ 54

reverse primer 5’AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA 3’ 54

femA forward primer 5’AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 3’ 54

reverse primer 5’GAT AAA GAA GAA ACC AG AG 3’ 54
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2.2 ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมและความไวของปฏกิริยิา

ด้วยเทคนิค Real-time PCR

ตัวอย่างที่ใช้สำ�ำหรับการศึกษา 

1)	ตัวอย่างน้�้ำำปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่เติมเชื้อ 

S. aureus จำ�ำนวนโคโลนี 1 ทำ�ำการเจือจางด้วยน้�้ำำ

ปราศจากเชื้อที่ระดับต่าง ๆ  คือ 1: 10 1:100 1:1000 

และ 1:10000 ตัวอย่างละ 3 ซ้�้ำำ

2)	ตัวอย่างน้�้ำำปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่เติมเชื้อ 

S. aureus จำ�ำนวนโคโลนี 1 โดยกรองน้�้ำำทั้งหมดบน

กระดาษกรอง Filter membrane แล้วนำ�ำ Filter 

membrane ใส่ลงใน Brain Heat Broth 50 มิลลิลิตร 

บ่มที่ 35 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง

3)	ตัวอย่าง Positive Control เชื้อแบคทีเรีย  

S. aureus นำ�ำมาขีดบนอาหาร Baid parker agar บ่มที่ 

35 องศาเซลเซียสเวลา 24 ชั่วโมง นำ�ำเชื้อ S. aureus 

จำ�ำนวน 10 โคโลนีนำ�ำมาละลายในน้�้ำำปราศจากเชื้อ

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เป็น template สำ�ำหรับปฏิกิริยา 

Real time PCR

4)	ตัวควบคุมที่เป็นลบ คือ S. argenteus, S. 

intermedius, Salmonella sp. และ E. coli นำ�ำเชื้อ

แต่ละชนิดที่เลี้ยงในอาหาร selective media จำ�ำนวน 

10 โคโลนีนำ�ำมาละลายในน้�้ำำปราศจากเชื้อปริมาตร 1 

มิลลิลิตรเป็นดีเอ็นเอควบคุมที่เป็นลบสำ�ำหรับปฏิกิริยา 

Real time PCR

2.1	 ออกแบบ probe เพื่อใช้ตรวจสอบด้วย

เทคนิค Real time PCR โดยนำ�ำลำ�ำดับนิวคลีไอไทด์จาก

เทคนิค PCR ออกแบบ probe โดยใช้โปรแกรม primer 

3 ที่ออกแบบในงานวิจัยครั้งนี้ โดยหาความไวของ

ปฏิกิริยาในตัวอย่างที่เตรียมดังนี้

2.2	 ตวัอย่างน้�้ำำปรมิาตร 100 มิลลลิติรทีเ่ตมิเชือ้ 

S. aureus จำ�ำนวนโคโลนี 1 ทำ�ำการเจือจางด้วยน้�้ำำ

ปราศจากเชื้อที่ระดับต่าง ๆ  คือ 1: 10 1:100 1:1000 

และ 1:1000 โดยนำ�ำตัวอย่างน้�้ำำที่เติมเชื้อ S. aureus 

2.3	 หาปริมาณความเข้มเข้นเช้ือ S. aureus 

ด้วยวิธ ีAOAC รายงานผลเป็น CFU/mL และนำ�ำตวัอย่าง

ที่ทำ�ำการเจือจางเติมลงในปฏิกิริยา Real time PCR 

โดยตรงซึง่ไม่ได้สกดัดเีอน็เอปรมิาณ 3 ไมโครลิตรต่อการ

ทำ�ำปฏิกิริยาเพื่อลดเวลาการทดสอบโดยเตรียมปฏิกิริยา

ดังนี้

2.4	นำ �ำตัวอย่างตรวจสอบด้วยเทคนิค Real-

time PCR ประกอบด้วยสารละลาย Primer 2.5 ไมโคร

โมลาร์ forward primer (5’ GCG ATT GAT GGT GAT 

ACG GTT 3’), Primer 2.5 ไมโครโมลาร์ reverse 

primer (5’AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA 3’) 

และ probe 2.5 ไมโครโมลาร์ (5’GGTCCTGAA 

GCAAGTGCATT), qPCRBIO Probe Blue Mix 10 

ไมโครลิตร, template 3 ไมโครลิตร ปรับปริมาณด้วย

น้�้ำำกล่ัน 25 ไมโครลิตร เข้าเครื่อง Real-time PCR 

(Applied Biosystems 7300) รอบปฏกิริยิาอุณหภมู ิ95 

องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที จำ�ำนวน 1 รอบ ต่อด้วย 95 

องศาเซลเซยีส เวลา 0.50 นาท,ี 54 องศาเซลเซยีส เวลา 

0.50 นาที จำ�ำนวน 35 รอบและ 72 องศาเซลเซียส เวลา 

3 นาที ตรวจสอบผลจากกราฟ Amplification plot  

รวมทัง้ประเมนิความคุม้ค่าการตรวจสอบเชือ้ S. aureus 

ด้วยเทคนิค Real-time PCR 

2.3 นำ �ำผลการตรวจสอบที่ได้พิจารณา Predictive 

values และความถูกตอง (Accuracy)

การวินิจฉัยจากการตรวจ 

Microbial quantity

ผลบวก ผลลบ

ผลของการตรวจ

ที่ตองการทดสอบ

Real time PCR

ผลบวก a b

ผลลบ c d

Positive predictive value = a / a + b

Negative predictive value = d / c + d

Accuracy = [a + d] / [a + b + c + d] [20]
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3. ผลการทดลอง และวิจารณ์ 
3.1 ตรวจสอบความจำ�ำเพาะของ primer

หลังจากสกัดดีเอ็นเอและนำ�ำเชื้อ S. aureus 

ขยายสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer ใน

ส่วน nuc gene และ femA gene ตรวจสอบ PCR 

product โดยนำ�ำมาแยกบน 2%Agarose gel แล้วย้อม

แถบดีเอ็นเอด้วย SYBR Safe ตรวจสอบผลภายใต้แสง 

UV พบว่าสามารถเห็นแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 

คู่เบส เมื่อใช้ primer ส่วน nuc gene โดยให้ผลบวก

เฉพาะดีเอ็นเอจากเช้ือ S. aureus เท่านั้นแต่เชื้อ S. 

argenteus, S. intermedius, Salmonella sp. และ 

E.coli ให้ผลลบโดยไม่มีแถบ PCR product ปรากฏดัง 

Figure 1A แต่สำ�ำหรับ primer ในส่วน femA gene จะ

ให้แถบ PCR product ขนาด 200 คู่เบสดัง Figure 1B 

จากดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อ S. aureus, S. argenteus, 

S. intermedius และให้ผลลบเชื้อ Salmonella sp. 

และเชื้อ E.coli โดยเชื้อ S. aureus, S. argenteus, S. 

intermedius เป็นเชื้อใน genus เดียวกัน ซึ่ง primer 

ในส่วน femA gene ไม่จำ�ำเพาะเจาะจงกบัเชือ้ S. aureus 

จึงนำ�ำ PCR product เฉพาะที่ได้จากส่วนยีน nuc gene 

ทดสอบลำ�ำดับนิวคลีโอไทด์แล้วนำ�ำไปเทียบกับฐานข้อมูล

สากลพบว่า รายงานเป็นเชื้อ S. aureus และนำ�ำมา

ออกแบบ probe สำ�ำหรับการตรวจสอบเชื้อ S. aureus 

ด้วยเทคนิค Real-time PCR ต่อไป ดังแสดง Figure 1

เมื่อนำ�ำ PCR product หาลำ�ำดับนิวคลีโอไทด์ 

(DNA sequencing) แล้วนำ�ำลำ�ำดับนิวคลีไอไทด์ที่ได้

เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลสากลใน Gene Bank โดยใช้

โปรแกรม BLASTN ให้ผลเปรียบเทียบเป็นเช้ือ S. 

aureus ความเหมือน 99% แล้วนำ�ำลำ�ำดับนิวคลีโอไทด์

ออกแบบ probe สำ�ำหรับตรวจสอบเชือ้ด้วยเทคนคิ real-

time PCR 

	 1 2 3 4 5 6	 1 2 3 4 5 6

	 	  

	 A	 B

Figure 1	 Gel electrophoresis of PCR product form nuc gene (A) Lane 1= 100 bp DNA Ladder, Lane 2=positive 

S. aureus, Lane 3= S. argenteus, Lane4= S. intermedius, Lane 5=Salmonella sp, Lane 6=E. coli 

and femA gene (B) Lane 1= 100 bp DNA Ladder, Lane 2=positive S. aureus, Lane 3= S. argenteus, 

Lane4= S. intermedius, Lane 5=Salmonella sp, Lane 6=E.coli
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Sequence of probes for real-time PCR

GENE probe  Sequence Tm (oC)

Nuc FAM 5’GGT CCT GAA GCA 

AGT GCA TT

 54

3.2 ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมและความไวของปฏกิริยิา

ที่ใช้สำ�ำหรับตรวจสอบเชื้อ S. aureus ด้วยเทคนิค 

Real-time PCR 

ตัวอย่างน้�้ำำปราศจากเชื้อ 100 มิลลิลิตรเติมเชื้อ 

S. aureus จำ�ำนวน 1 โคโลนแีละเจอืจางด้วยน้�้ำำปราศจาก

เชื้อที่ระดับต่าง ๆ  คือ 1:10, 1:100, 1:1000 และ 

1:10000 ตัวอย่างละ 3 ซ้�้ำำเม่ือนำ�ำตัวอย่างน้�้ำำท่ีเติมเชื้อ

เติมลงในปฏิกิริยา Real time PCR โดยตรงโดยไม่ผ่าน

การสกดัดเีอน็เอ และตวัอย่างจากเช้ือ S. aureus จำ�ำนวน 

Figure 2	 Amplification plot of sensitivity at series contaminated of S. aureus in water. 1 colony incubated, 

10 colonies, 1 colony, 1:10, 1:100, and other species, S. argenteus, provided only the background

1 โคโลนีบ่มที่ 35 องศาเซลเซียวเวลา 24 ชั่วโมง โดยมี 

positive control คือเชื้อจุลินทรีย์ S. aureus จำ�ำนวน 

10 โคโลนีนับได้ 17,000,000 CFU/mL และ Negative 

control คือเชือ้จลิุนทรีย์ S. argenteus พบว่าเมือ่ตรวจ

สอบเชื้อด้วยเทคนิค real-time PCR ให้ผลเป็นบวก

เฉพาะเชื้อ S. aureus เน่ืองจากมีการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมจะปรากฏสัญญาณฟลูโอเรสเซน สำ�ำหรับเชื้อ

จุลินทรีย์ S. argenteus ให้ผลเป็นลบไม่ปรากฏการเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรม ดัง Figure 2 และสามารถตรวจ

สอบการปนเปื้อนเชื้อระดับต่�่ำำสุดเจือจางที่ 1:100 โดย

ตัวอย่างทดสอบไม่ต้องผ่านการสกัดดีเอ็นเอและไม่ต้อง

บ่มตัวอย่างในอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ดัง 

Figure 2 และ Figure 3 โดยตรวจวัดสัญญาณฟลูโอเรส

เซนได้ในรอบการทำ�ำปฏิกิริยาที่ 30 (CT value=30 sdv 
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Figure 3	 Amplification plot of sensitivity at series contaminated of S. aureus in water. 1 colony incubated, 

1:1000, 1:10000, and other species, S. argenteus, provided only the background

Table 1	 The dilution levels and concentration levels of the microorganisms tested by the real-time 

PCR technique.

Samples
Microbial quantity 

(AOAC)
Result in Real-time 

PCR
Cycle numbers 

(Ct)

1 colony incubate (+) no concentration result positive 16

10 colony (+) 17,000,000 CFU/mL positive 21

1 colony (+) 4,900,000 CFU/mL positive 24

1 colony diluted (1:10) (+) no concentration result positive 27

1 colony diluted (1:100) (+) 4200 CFU/mL positive 30

1 colony diluted (1:1000) (+) no concentration result negative -

colony diluted (1:10000) (-) no concentration result negative -

S. argenteus (-) no concentration result negative -

S. intermedius (-) no concentration result negative -

Salmonella sp. (-) no concentration result Negative -

E. coli (-) no concentration result negative -

นำ�ำผลพิจารณา	 ค่า Positive predictive value = a / a + b

	 ค่า Negative predictive value = d / c + d

	 ค่า Accuracy = [a + d] / [a + b + c + d] [20]
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0.5) ระดับความเข้มข้นเชื้อระดับต่�่ำำสดที่สามารถตรวจ

สอบได้เมือ่เจอืจาง 1:100 นบัได้ 4200 CFU/mL สำ�ำหรับ

เชื้อ S. aureus ที่ผ่านการกรองบนเมมเบรนและนำ�ำไป

บ่มในอาหารเลีย้งเช้ือ 24 ช่ัวโมงสามารถตรวจวัดสัญญาน 

ฟลโูอเรสเซน รอบการทำ�ำปฏกิริยิาที ่16 (CT value=16.8 

sdv 0.4) โดยไม่ต้องสกัดดีเอ็นเอ แสดงผลใน Table 1 

พบว่า Positive Predictive value (PPV) หรือ

ค่าความนาจะเปนท่ีจะเปนพบเชื้อน้ันจริงเม่ือการตรวจ

ใหผลบวก การตรวจที่มีความจําเพาะสูงมักจะมีคา PPV 

สูง โดยผลที่ได้มีค่า 100% และ Negative Predictive 

value ค่าความนาจะเป็นไม่พบเชือ้นัน้เมือ่การตรวจเป็น

ลบ มีค่า 83% สำ�ำหรับค่า Accuracy ของวิธีมีค่า 91% 

โดยเทคนิคการตรวจสอบเชื้อ S .aureus ในน้�้ำำ ด้วย

เทคนิค Real-time PCR สามารถตรวจเชื้อ S. aureus 

ในระดับต่�่ำำสุดมีความเข้มข้นเชื้อ 4200 CFU/mL และ

ไม่ต ้องสกัดดีเอ็นเอสามารถนำ�ำเชื้อในน้�้ำำเติมลงใน

ปฏิกิริยา Real-time PCR เพื่อลดระยะเวลาการตรวจ

สอบให้รวดเร็วขึ้นได้

4. อภิปรายผลการวิจัย 
เชื้อ S. aureus เป็นเชื้อแบคทีเรียที่พบได้ทั่วไป 

ทัง้ในน้�้ำำ ดนิ หรอืในอาหาร เป็นแบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิ

อาหารเป็นพิษ มีสาเหตุจากสารพิษของเชื้อทำ�ำให้

กระเพาะอาหารและลำ�ำไส้อกัเสบ เป็นเชือ้รปูร่างกลมมกั

เรียงตัวเป็นกลุ่มคล้ายพวงองุ่น [4] เน่ืองจากเช้ือ S. 

aureus สามารถทนคลอรีนได้ดกีว่าโคลิฟอร์มแบคทเีรยี 

จึงสามารถพบเชื้อดังกล่าวในน้�้ำำสระว่ายน้�้ำำ น้�้ำำทะเล ซึ่ง

ทำ�ำให้ปนเปื้อนเข้าสู่ร่างกายมนุษย์ได้ง่าย [1] การตรวจ

สอบเช้ือดังกล่าวมีหลายวิธี เช่น การตรวจสอบด้วยวิธี

เพาะเลี้ยงเชื้อและยืนยันชนิดด้วยเทคนิคชีวเคมี [2] ซึ่ง

ใช้ระยะเวลาตรวจสอบประมาณ 3-4 วัน นอกจากนี้การ

ตรวจสอบเชือ้ S. aureus โดยใช้ 3 M petri film ซึง่เป็น

อาหารสำ�ำเรจ็รูปแบบแผ่นฟิล์ม และการตรวจเชือ้ในระดบั

ดีเอ็นเอปัจจุบันเป็นท่ีนิยม โดย นฤมล และคณะ ได้

วิเคราะห์เชื้อ S. aureus ในส่วนของยีน FemA ด้วย

เทคนคิ PCR สามารถตรวจสอบเช้ือทีป่นเป้ือนอย่างน้อย 

10 เซลล์ในตัวอย่าง [13] เน่ืองจากเชื้อกลุ่ม Staphy- 

lococcus มีหลายชนิดที่มีความสำ�ำคัญที่เป็นสาเหตุการ

เกิดโรค Kim และคณะได้จำ�ำแนกชนิดเชื้อกลุ่ม Staphy- 

lococcus ในอาหาร โดยใช้เทคนิค real time PCR 

จำ�ำแนก S. aureus ระดับต่�่ำำสดท่ีสามารถตรวจพบที่  

1.5 × 102 CFU/mL เชื้อ S. capitis, S. caprae and 

S. epidermidis สามารถตรวจพบระดับต่�่ำำสุดที่ 2.6 × 

102 CFU/mL [5] ในการวจิยัครัง้นีไ้ด้พฒันาวธิกีารตรวจ

สอบเชื้อ S. aureus โดยเทคนิค real time PCR โดยใช้ 

primer ในส่วนของ nuc และ FemA gene พบว่า 

primer ในส่วน FemA gene ไม่สามารถใช้ตรวจหาเชื้อ  

S. aureus ได้เนื่องจากไม่สามารถแยก species เชื้อใน

ระดับ genus เดียวกันได้ โดยให้ผลบวกจากเช้ือ S. 

argenteus และ S. intermedius ซึ่งเป็นเชื้อในระดับ 

genus เดียวกันกับ S. aureus อาจทำ�ำให้รายงานผลผิด

พลาดได้ ในกรณีที่มีเชื้อ genus เดียวกันปนเปื้อนในน้�้ำำ

อาจรายงานผลผิดพลาดได้ แต่สำ�ำหรับ primer ในส่วน 

nuc gene มีความจำ�ำเพาะให้ผลบวกเฉพาะดีเอ็นเอของ

เชื้อ S. aureus แต่เช้ือ S. argenteus และ S. 

intermedius ให้ผลเป็นลบเมื่อทำ�ำการยืนยันผล PCR 

product ที่ได้โดยตรวจสอบลำ�ำดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า

รายงานผลเป็นเชื้อ S. aureus ความเหมือน 99% จาก

การศึกษาของ Odd และคณะได้ตรวจสอบเชื้อ S. 

aureus ส่วน Nuc gene ด้วยเทคนคิ PCR พบว่ามคีวาม

จำ�ำเพาะต่อเชื้อดังกล่าว [14] ในงานวิจัยได้นำ�ำลำ�ำดับนิว

คลีโอไทด์ที่ได้เพื่อใช้ออกแบบ probe โดยติดสาร 

fluorescence FAM ที่บริเวณ 5’ ของ probe เพื่อเพิ่ม

ความจำ�ำเพาะให้กับปฏิกิริยาการตรวสอบด้วยเทคนิค 

real time PCR ในงานวิจัยครั้งนี้ศึกษาความไวของการ

ทดสอบเมื่อทำ�ำการเติมเชื้อจำ�ำนวน 1 โคโลนีลงไปในน้�้ำำ

ปรมิาตร 100 มลิลลิติร และเจอืจาง 1:10 1:100 1:1000 

1:10000 ที่ไม่ผ่านการสกัด DNA และเชื้อ S. aureus ที่

ผ่านการบ่ม 24 ชั่วโมง โดยมี positive control คือเชื้อ 

S. aureus จำ�ำนวน 10 โคโลนี โดยเติมตัวอย่างน้�้ำำที่เติม
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เชือ้ลงไปจำ�ำนวน 3 ไมโครลติรต่อปฏกิริยิา พบว่าสามารถ

ตรวจสอบเชื้อในระดับเจือจาง 1:100 ( CT value= 30 

sdv 0.5) โดยไม่ต้องนำ�ำตัวอย่างน้�้ำำท่ีปนเปื้อนเชื้อ S. 

aureus เพาะเลีย้งเช้ือเพือ่ตรวจสอบเพือ่เพิม่ปรมิาณเช้ือ 

24 ช่ัวโมง และพบว่าสามารถเติมน้�้ำำปนเปื้อนเชื้อลงไป

โดยไม่ผ่านการสกัดดีเอ็นเอเพื่อลดระยะวเวลาการสกัด

ดเีอน็เออย่างน้อย 2 ชัว่โมงและค่าใช้จ่ายลดลง โดยได้นำ�ำ

ตวัอย่างน้�้ำำทีเ่จอืจางระดบัต่าง ๆ  หาปริมาณความเข้มข้น

เชื้อพบว่าระดับ 1:100 มีระดับความเข้นข้นเชื้อ S. 

aureus ที่ 4200 CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ 

primer ด้วยเทคนิค PCR ในส่วนยีนอื่นเช่น Coa gene 

สามารถตรวจสอบเชื้อต่�่ำำสดท่ี 2.56x105 CFU/mL 

นอกจากนี ้primer ทีใ่ช้ตรวจสอบด้วยเทคนคิ Real time 

PCR ส่วน nuc gene มีความจำ�ำเพาะกว่า primer ใน

ส่วน FemA gene จงึสามารถใช้ โดยใช้เวลาในการตรวจ

สอบ 4 ชั่วโมง ซ่ึงจะให้ผลท่ีเร็วกว่าวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ

ประมาณ 60 ชั่วโมง ซึ่งเป็นการเพิ่มความมั่นใจและลด

ระยะเวลาในการตรวจสอบเชื้อ S. aureus ในน้�้ำำให ้

ผู้บริโภคได้

5. สรุปผล
การพฒันาวธีิตรวจสอบเชือ้ S. aureus ในน้�้ำำดืม่ 

โดยใช้ primer ที่จำ�ำเพาะต่อเชื้อดังกล่าว ได้ตรวจสอบ 

ลำ�ำดับนิวคลีโอไทด์เพื่อตรวจสอบความจำ�ำเพาะของ 

Primer ทีใ่ช้ ผลท่ีได้นำ�ำเข้าสูฐ่านข้อมูลสากลเปรยีบเทยีบ

กับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูลพบว่าลำ�ำดับนิวคลีโอไทด์

ที่ได้คล้ายคลึงกับลำ�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ S. aureus 

ในฐานข้อมูลสากล NCBI โดยม ี% Identity มากว่า 99% 

เมื่อศึกษาความไวของปฏิกริยาการตรวจสอบหาเชื้อ S. 

aureus ด้วยเทคนิค Real-time PCR โดยนำ�ำดีเอ็นเอ

จำ�ำนวน 1 โคโลนีและ10โคโลนีท่ีผ่านการบ่มและไม่บ่ม 

พบว่าสามารถตรวจสอบ S. aureus ได้ โดยเทคนิค 

Real-time PCR ไม่จำ�ำเป็นต้องบ่มเชื้อ สามารถตรวจหา

เชื้อเพียง 1 โคโลนีที่อยู่ในน้�้ำำ 100 มิลลิลิตรได้ โดยลด

ระยะเวลาในการทดสอบ ใช้เวลาในการตรวจสอบนับ

ตั้งแต่การตรวจสอบเชื้อ โดยใช้เวลา 4 ชั่วโมง ซึ่งจะให้

ผลที่เร็วกว่าวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อประมาณ 60 ชั่วโมง ซึ่ง

เป็นการเพ่ิมความม่ันใจและลดระยะเวลาในการตรวจ

สอบเชื้อ S. aureus ในน้�้ำำให้ผู้บริโภคได้

6. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนงบการวิจัยเงิน 

รายได้สำ�ำนักเครื่องมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลา

นครินทร์ ขอขอบคุณสำ�ำนักเครื่องมือวิทยาศาสตร์และ

การทดสอบที่ให้ความอนุเคราะห์อุปกรณ์และเครื่องมือ

ในการวิจัยจนเสร็จสมบูรณ์
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