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 การศึกษาคร้ังน้ีไดพ้ฒันาชุดตรวจวนิิจฉยัเช้ืออยา่งง่ายโดยอาศยัหลกัการโครมาโตกราฟฟี 
(Chromatography) ร่วมกบั DNA hybridization ส าหรับตรวจ DNA ของเช้ือ Salmonella spp. เพื่อใหไ้ดผ้ลการ
ตรวจท่ีถูกตอ้ง แม่นย  า รวดเร็ว และง่ายต่อการใชง้านกบัอุปกรณ์ท่ีมีอยูใ่นหอ้งปฏิบติัการส่วนภูมิภาค อีกทั้งเป็น
การลดค่าใชจ่้ายในการตรวจสอบ 
 
 Salmonella enterica serovar Typhimurium  เป็นแบคทีเรียตน้แบบในการศึกษา เร่ิมจากท าการเพ่ิม
ปริมาณ DNA บริเวณยนี HilA gene และ InvA gene ซ่ึงมีรายงานวา่เป็นยนีก่อโรค (virulence gene) ส าหรับจีนสั 
Salmonella spp. ดว้ยวธีิ PCR โดยเลือกใช ้primer ท่ีมีความจ าเพาะ (specific primer) 3 คู่ คือ hilA, invA1 และ 
invA2 พร้อมทั้งติดฉลาก PCR product ดว้ยสารปลอดรังสีเพื่อใชเ้ป็นตวัติดตาม (probe) ในการท าปฏิกิริยา 
hybridization ส าหรับการตรวจ DNA ดว้ยเทคนิค paper chromatography dot blot hybridization (PACHA) 
จากนั้นสกดั DNA จากเช้ือ S. Typhimurium ดว้ยวธีิ chelex-100 แลว้น า DNA ท่ีสกดัได ้ซ่ึงทราบความเขม้ขน้
หยดและตรึงลงบน nylon membrane strip ท าการตรวจสอบ DNA ดว้ย probe ท่ีเตรียมไว ้ ซ่ึงมีความยาว
แตกต่างกนั และมีความจ าเพาะ (specific)  ต่อบริเวณ DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ในบริเวณท่ีแตกต่างกนั ท า
การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PACHA ซ่ึงไดแ้ก่ อุณหภูมิ เวลา การลา้ง และการเคลือบผิวเมม
เบรนท่ีใหผ้ลการตรวจ DNA ของเช้ือ Salmonella spp. มีความถูกตอ้ง แม่นย  า และไวต่อเช้ือมากท่ีสุด 
 
 ภายใตก้ารควบคุมอุณหภูมิขณะท า hybridize ท่ี 75°C เทคนิค PACHA ใหผ้ลบวกต่อ DNA ของเช้ือ 
Salmonella spp. จ านวน 13 serovars แต่ไม่พบผลบวกในแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม เทคนิค 
PACHA สามารถตรวจพบ DNA ท่ีมีความเขม้ขน้อยา่งนอ้ยท่ีสุด 100 นาโนกรัม/หยด ดว้ยปริมาณความเขม้ขน้ 
probe ส าหรับตรวจสอบ 1 นาโนกรัม ผลการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่เทคนิค PACHA ใชเ้วลาส าหรับ
ตรวจสอบทั้งส้ิน 90 นาที เป็นวธีิท่ีเรียบง่าย รวดเร็ว มีความจ าเพาะ ความไว และประหยดัค่าใชจ่้าย สามารถ
ประยกุตใ์ชไ้ดก้บัอุปกรณ์พ้ืนฐานท่ีมีอยูใ่นหอ้งปฏิบติัการและภาคสนาม นอกจากน้ียงัใหผ้ลบวกต่อเช้ือ S. 
Typhimurium จ านวน 9.2×105 CFU/ml ท่ีเติมลงในเน้ือไก่ท่ีปราศจากเช้ือ Salmonella spp. 
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