
 
 
 
 
 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
                             บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) 
ปริญญา 

 
           สาขา          ภาควิชา 
 

เร่ือง  การพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยเช้ือ Salmonella species ดวยเทคนิค Paper Chromatography 
Dot Blot Hybridization 

 

 Development of Test Kit for Detection of Salmonella species by Paper Chromatography 
Dot Blot Hybridization Technique 

  

นามผูวิจัย  นางสาววรินทร  จันทรทองอิน 
 

ไดพิจารณาเห็นชอบโดย 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก    

 ( รองศาสตราจารยทวีศักดิ์  สงเสริม, Ph.D. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    

 ( อาจารยวงศอนันต  ณรงควาณิชการ, Ph.D. ) 
ประธานสาขาวิชา    

 ( รองศาสตราจารยพงศเทพ  อัครธนกุล, Ph.D. ) 
 

 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
 

           
     (                             ) 

                              คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย 
 

                                        วันที่                เดือน                            พ.ศ.               

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา 



 

วทิยานิพนธ์ 
 
 

เร่ือง 
 
 

การพฒันาชุดตรวจวินิจฉยัเช้ือ Salmonella species  
ดว้ยเทคนิค Paper Chromatography Dot Blot Hybridization 

 
 

Development of Test Kit for Detection of Salmonella species by  
Paper Chromatography Dot Blot Hybridization Technique 

 
 
 

 
โดย 

 
 

นางสาววรินทร  จนัทร์ทองอิน 

 

 
 

 
เสนอ 

 
 

บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร) 

พ.ศ. 2554    



 

วรินทร  จนัทร์ทองอิน  2554: การพฒันาชุดตรวจวนิิจฉยัเช้ือ Salmonella species ดว้ยเทคนิค Paper 
Chromatography Dot Blot Hybridization  ปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพ
เกษตร) สาขาเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร โครงการสหวทิยาการระดบับณัฑิตศึกษา  อาจารยท่ี์ปรึกษา
วทิยานิพนธ์หลกั: รองศาสตราจารยท์วศีกัด์ิ  ส่งเสริม, Ph.D.  90 หนา้ 
 
 

 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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 A simple test kit developed in this study was based on paper chromatography and hybridization 
principles and used for detection of Salmonella spp. DNA in terms of rapid, specific, sensitive, accurate, 
simplified and cost effective kit to be used in laboratory and field. 
 
 Salmonella enterica serovar Typhimurium was used as a bacterial model for this study. DNA was 
extracted by Chelex-100 method. The variables of DNA concentration were used to determine the sensitivity 
and specificity of the new technique by dotting it on nylon strip membrane. Then, three specificity probes of 
Salmonella spp. chromosomal DNA were designed and used to detect the DNA dot in variable condition of 
paper chromatography dot blot hybridization technique (PACHA). The optimized condition was selected and 
uses it to detect Salmonella spp. in chicken meat. 
 
 At hybridization step, the control temperature at 75°C, all 13 Salmonella spp. strain DNAs were 
positively detected by PACHA technique. No false positive result appeared in negative bacteria control group. 
The estimate of Salmonella spp. DNA concentration for detecting with this technique was as least as 100 nano 
grams per dot blot and 1 nano gram of probe concentration for each strip test. Required time for the test was 
approximately 90 minutes. This PACHA is a simple, rapid, specific, sensitive, and economical technique and 
can be applied to use in general laboratory and field. Moreover, this method can detect 9.2×105 CFU/ml of S. 
Typhimurium in experimentally contaminated chicken meat. 
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NBT/BCIP = 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate/nitoblue tetrazolium 
PACHA = Paper chromatography dot blot hybridization 
min. = minutes 
S. T. = Salmonella Typhimurium  
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ด้วยเทคนิค Paper Chromatography Dot Blot Hybridization 

 

Development of Test Kit for Detection of Salmonella species by  
Paper Chromatography Dot blot Hybridization Technique 

 

ค าน า 
 

 การตรวจวิเคราะห์เช้ือก่อโรคมีความส าคญัอยา่งมากต่อการตรวจวินิจฉยัหาสาเหตุการป่วย
หรือตายในสัตว ์หากการวนิิจฉยัหาสาเหตุการป่วยในสัตวส์ามารถท าไดอ้ยา่งรวดเร็ว ถูกตอ้งและ
แม่นย  าจะช่วยใหส้ัตวไ์ดรั้บการรักษาอยา่งถูกวธีิ สามารถควบคุมการแพร่ระบาดของเช้ือโรคและ
ช่วยลดความสูญเสียมูลค่าทางเศรษฐกิจอนัเน่ืองมาจากการระบาดของเช้ือก่อโรคได ้ส าหรับห้อง 
ปฏิบติัการทัว่ไปการตรวจสอบเช้ือก่อโรคจากส่ิงส่งตรวจเช่น เน้ือเยือ่ อาหาร อุจจาระ เป็นตน้ ท า
โดยวธีิการมาตรฐานคือการเพิ่มปริมาณเช้ือ (enrichment) ตามดว้ยการเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
มีความจ าเพาะ การทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี และการทดสอบทางวทิยาภูมิคุม้กนั วธีิการเหล่าน้ี
มีขอ้ดีคือ ใหผ้ลการตรวจสอบท่ีมีความถูกตอ้งและแม่นย  าสูง แต่มีขอ้จ ากดัคือตอ้งการเวลาส าหรับ
การทดสอบหลายวนั อีกทั้งตอ้งใชอ้าหารเล้ียงเช้ือหลายชนิดส าหรับจ าแนกเช้ือ เกิดความยุง่ยากใน
การจดัเตรียมอุปกรณ์และอาหารเล้ียงเช้ือ  
 

ปัจจุบนัเทคนิคอณูชีวโมเลกุลต่างๆไดรั้บการพฒันาและน ามาใชจ้ดัจ าแนกและตรวจสอบ
เช้ือแบคทีเรียได ้โดยเฉพาะเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ร่วมกบั DNA hybridization 
เป็นเทคนิคท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลายส าหรับการตรวจเช้ือแบคทีเรีย เพราะมีความรวดเร็ว มีความไว 
(sensitivity) และความจ าเพาะสูง (specificity) แต่ขอ้จ ากดัของเทคนิคทั้งสองน้ีคือตอ้งอาศยั
เคร่ืองมือ และอุปกรณ์พิเศษ เช่น PCR thermocycler, electrophoresis, gel-documentation, 
hybridization incubator เป็นตน้ การตรวจสอบเช้ือแบคทีเรียจึงท าไดเ้ฉพาะห้องปฏิบติัการท่ีมี
เคร่ืองมือพร้อมเท่านั้นและไม่สามารถประยกุตใ์ชไ้ดก้บัทุกๆพื้นท่ี อีกทั้งเคร่ืองมือ อุปกรณ์และ
สารเคมีส าหรับทดสอบยงัมีราคาแพง ผูป้ฏิบติังานตอ้งมีความช านาญ ดงันั้นจึงเป็นท่ีน่าสนใจหาก
สามารถตรวจวนิิจฉยัเช้ือแบคทีเรียในระดบั DNA ไดโ้ดยไม่ตอ้งอาศยัปัจจยัดงักล่าวขา้งตน้ 
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การศึกษาคร้ังน้ีจึงไดพ้ฒันาเทคนิคการตรวจเช้ือแบคทีเรียท่ีง่ายต่อการใชง้าน สามารถใช้
กบัอุปกรณ์พื้นฐานท่ีมีภายในหอ้งปฏิบติัการทัว่ไป และใหผ้ลการตรวจสอบท่ีรวดเร็วและถูกตอ้ง 
โดยใชเ้ทคนิค paper chromatography dot blot hybridization (PACHA) และใชเ้ช้ือ Salmonella 
Typhimurium  ATCC10708 เป็นแบคทีเรียตน้แบบในการศึกษา หลกัการของ PACHA คือให้
สารละลาย probe เคล่ือนท่ีผา่นบริเวณหยด DNA ทดสอบ และเกิดการเขา้คู่กนั (hybridize) ระหวา่ง 
target DNA กบั probe ถา้หากไม่ใช่ target DNA probe จะเคล่ือนท่ีผา่นบริเวณหยด DNA ทดสอบ
ไปและไม่เกิดการเขา้คู่กนั โดยมีล าดบัขั้นตอนในการศึกษาวจิยัดงัน้ี ขั้นแรกเตรียมแผน่ทดสอบโดย
การหยด DNA ของ S. Typhimurium ลงบน nylon membrane strip และท าการตรึง DNA ดว้ยการ
ฉายแสง UV เป็นเวลา 3 นาที ขั้นท่ีสองเตรียมตวัติดตาม (probe) โดยท าการติดฉลากสารปลอดรังสี
ลงบน PCR product ท่ีจ  าเพาะต่อ virulence gene ในบริเวณของ hyper-invasive locus A และ 
invasion A ท่ีอยูบ่น chromosomal DNA ของจีนสั Salmonella ขั้นท่ีสามทดสอบความจ าเพาะของ 
probe กบั DNA ของเช้ือกลุ่ม Salmonella spp. และกลุ่มควบคุมผลลบดว้ยเทคนิค dot blot 
hybridization ขั้นท่ีส่ีน า probe ท่ีไดม้าใชเ้พื่อท าการปรับสภาวะทดสอบของเทคนิค PACHA และ
ขั้นท่ีหา้ท าการตรวจติดตาม probe โดยท าปฏิกิริยากบั anti-Digoxigenin ซ่ึง conjugate กบัเอนไซม ์
alkaline phosphatase (AP) และตรวจสอบผลดว้ย substrate คือ 5-bromo-4-chloro-3-
indolylphosphate/nitoblue tetrazolium (NBT/BCIP) โดยเอนไซม ์AP จะท าปฏิกิริยาและเปล่ียน 
NBT/BCIP ใหเ้ป็นตะกอนสีม่วงแกมน ้าเงินภายใน 15 นาที สามารถสังเกตเห็นผลการตรวจสอบได้
ดว้ยตาเปล่า (Chevalie et al., 1997) 
 
 
 



วตัถุประสงค์ 

 
1.  เพื่อพฒันาวธีิการตรวจวนิิจฉยัเช้ือ Salmonella spp. ใหง่้าย รวดเร็ว ถูกตอ้ง แม่นย  า และ

ประหยดัค่าใชจ่้าย 
 

2.  เพื่อพฒันาชุดทดสอบหาเช้ือ Salmonella spp. โดยใชเ้ทคนิค paper chromatography dot 
blot hybridization ส าหรับการตรวจวินิจฉยัเช้ือ Salmonella spp. โดยใหผ้ลการตรวจสอบอยา่ง
รวดเร็ว



การตรวจเอกสาร 

 
1. Bacterial identification   
  

แบคทีเรียเป็นส่ิงมีชีวติขนาดเล็กไม่สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า เป็นเวลากวา่ร้อยปีท่ีได้
มีการศึกษาคน้ควา้และพฒันาการตรวจหรือการจดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรีย เน่ืองจากมีแบคทีเรียบาง
จ าพวกท่ีสร้างคุณประโยชน์ใหแ้ก่มนุษยแ์ต่ก็มีแบคทีเรียจ านวนไม่นอ้ยท่ีก่อใหเ้กิดโรคทั้งรุนแรง
และไม่รุนแรง อีกทั้งยงัเป็นสาเหตุของโรคระบาดทั้งในคนและสัตว ์ก่อใหเ้กิดผลกระทบต่อสุขภาพ
และความสูญเสียมูลค่าทางเศรษฐกิจตามมา การตรวจวนิิจฉยัเช้ือแบคทีเรียจึงมีบทบาทส าคญัหลาย
ดา้น ไดแ้ก่ดา้นสุขอนามยัในอุตสาหกรรมการผลิตอาหาร ดา้นการวินิจฉยัเพื่อหาสาเหตุของโรค 
ดา้นการผลิตยาเพื่อรักษาโรครวมไปถึงการควบคุมโรคติดต่ออนัอาจเกิดจากการแพร่ระบาดของเช้ือ
แบคทีเรีย การศึกษาเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้ดว้ยการเพาะเช้ือแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ จ าแนกจาก
ลกัษณะโคโลนี ของเช้ือแบคทีเรียแต่ละชนิดท่ีปรากฏบนอาหารเล้ียงเช้ือและแยกใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ 
(pure culture) เม่ือไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิจึงด าเนินตามขั้นตอนการหาชนิดของแบคทีเรียต่อไป (สุวณี, 
2536) 

 
1.1  Phenotypic methods 

 
การจ าแนกชนิดแบคทีเรียโดยอาศยัลกัษณะทางกายภาพในเบ้ืองตน้โดยดูจากการเจริญ

ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆ ไดแ้ก่การเจริญของเช้ือแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ (nutrient 
agar) โดยการสังเกตลกัษณะโคโลนี ท่ีข้ึน ขนาด ขอบ ผวิหนา้ของโคโลนี ความหนา ความนูน เน้ือ
โคโลนี ความทึบ และสีของโคโลนี การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดก่ึงแขง็ก่ึงเหลว 
(semi-solid nutrient agar) สังเกตุความขุ่น สี การเคล่ือนท่ี และการผลิตก๊าซ การเจริญของแบคทีเรีย
ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว (nutrient broth) สังเกตุปริมาณแบคทีเรีย ดูการกระจายของการเจริญวา่
ขุ่นทัว่ทั้งหลอด (turbidity) ตกตะกอน (sediment) หรือข้ึนเป็นแผน่ (pellicle) เฉพาะท่ีผวิ สามารถ
จ าแนกประเภทของแบคทีเรียไดด้ว้ยการดูรูปร่างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ วา่เป็นชนิด coccus 
bacillus หรือ spirochete ดูขนาด และดูลกัษณะการยอ้มติดสีแกรมวา่เป็นชนิดแกรมบวก (สีน ้าเงิน) 
หรือแกรมลบ (สีแดง) นอกจากน้ีสามารถจ าแนกแบคทีเรียไดด้ว้ยการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี
ซ่ึงเป็นการทดสอบแบคทีเรียใน substrate ชนิดต่างๆ การหมกัยอ่ยน ้าตาล เป็นตน้ (สุวณี, 2536) 
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การจ าแนกเช้ือแบคทีเรียโดยอาศยัคุณลกัษณะทางกายภาพจดัเป็นวธีิมาตรฐานสากล
ส าหรับหอ้งปฏิบติัการตรวจวนิิจฉยัจ าแนกเช้ือแบคทีเรียทางจุลชีววทิยา เน่ืองจากวธีิการน้ีใหผ้ล
การตรวจสอบท่ีน่าเช่ือถือ มีความถูกตอ้งและแม่นย  าสูง (Amann et al., 1995; Blankenfeld-Enkvist 
and Brannback, 2002; Relman, 1998) แต่ขอ้จ ากดัของวธีิการน้ีคือตอ้งการเวลาส าหรับการทดสอบ
หลายวนัจึงท าใหท้ราบผลการตรวจไดล่้าชา้ นอกจากน้ีการตรวจเช้ือแบคทีเรียในระดบัสปีชีส์ ตอ้ง
ทดสอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือหลายชนิด และตอ้งท าการทดสอบทางชีวเคมีท าใหเ้กิดความยุง่ยากใน
การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ (Betts, 2000; Boer and Beumer, 1999) กรณีของเช้ือแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียง
ยากหรือเช้ือไม่มีชีวติท าใหไ้ม่สามารถตรวจพบและวนิิจฉยัโรคไดด้ว้ยเทคนิคการเพาะเช้ือ การใช้
เทคนิคทางวทิยาภูมิคุม้กนั และการตรวจเช้ือระดบัโมเลกุลจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงส าหรับการตรวจ
วนิิจฉยั 

 
1.2  Immunological methods 
 

วธีิการตรวจเช้ือทางวทิยาภูมิคุม้กนัอาศยัหลกัการจบักนัอยา่งจ าเพาะเจาะจงระหวา่ง
แอนติเจน (antigen) กบัแอนติบอดี (antibody) เป็นอีกเทคนิคหน่ึงท่ีน ามาประยกุตใ์ชต้รวจวินิจฉยั
เช้ือแบคทีเรียเพื่อใหก้ารตรวจวนิิจฉยัมีความสะดวก รวดเร็วและมีความไวต่อเช้ือเป้าหมาย เพิ่ม
โอกาสในการตรวจพบเช้ือท่ีเพาะเล้ียงยาก (Boer and Beumer, 1999; Luo, 2005; Wolcott, 1992)  
การตรวจทางวทิยาภูมิคุม้กนัสามารถตรวจสอบไดท้ั้งแอนติเจนและแอนติบอดี โดยปกติแอนติบอดี
สามารถผลิตไดจ้ากสัตวท่ี์ไดรั้บการเหน่ียวน าจากเช้ือก่อโรคชนิดหน่ึงใหผ้ลิตแอนติบอดีต่อเช้ือ
ดงักล่าว แลว้น าแอนติบอดีท่ีไดม้าใชเ้พื่อการตรวจสอบ  โดยแอนติบอดีท่ีผลิตไดม้กัเป็นชนิดโพลี
โคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) ซ่ึงเป็นแอนติบอดีท่ีมาจากเซลลต์น้ก าเนิดท่ีแตกต่างกนั 
ดงันั้นความจ าเพาะจึงแตกต่างกนั ขอ้เสียประการหน่ึงของการใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีคือการ
เกิดความผนัแปรจากการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของตวัสัตว ์ต่อมาจึงไดมี้การพฒันาแอนติบอดีมา
เป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ซ่ึงช่วยใหก้ารตรวจเช้ือดว้ยวธีิการน้ีมีความ
ถูกตอ้งแม่นย  าและน่าเช่ือถือมากข้ึน (Boer and Beumer, 1999) การตรวจทางวทิยาภูมิคุม้กนัท่ีไดรั้บ
ความนิยมมากท่ีสุดในการตรวจวนิิจฉยัเช้ือ ไดแ้ก่ เทคนิค enzyme linked immunosorbent assay 
(ELISA) ซ่ึงเป็นวธีิการตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีจากตวัอยา่ง ทั้งน้ีพบวา่การตรวจสอบเช้ือ
ดว้ยเทคนิค ELISA ยงัคงมีความไวต่อเช้ือค่อนขา้งต ่า (Honda et al., 1995) สามารถเกิดการจบัขา้ม
กนั (cross reaction) ระหวา่งแอนติเจนกบัแอนติบอดีท าใหเ้กิดผลบวกปลอม (false positive) อยู่
บ่อยคร้ัง (Moganedi et al., 2007) นอกจากน้ียงัเป็นเทคนิคท่ีตอ้งการเวลาส าหรับทดสอบหลาย
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ชัว่โมง และจ าเป็นตอ้งท าการตรวจโดยผูมี้ประสบการณ์ ทั้งยงัตอ้งการเคร่ืองมือพิเศษในการอ่าน
ผล (Xu et al., 2005) 
 

1.3  Genotypic methods   
 

ในภายหลงัท่ีมีการศึกษาคน้ควา้และเก็บรวบรวมขอ้มูลพื้นฐานทางพนัธุกรรมของเช้ือ
แบคทีเรีย พร้อมกบัการคน้พบเทคโนโลยทีางพนัธุกรรมมากมายหลายเทคนิค เช่น เทคนิค 
Southern hybridization, เทคนิค restriction fragment length polymorphism (RFLP) และเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction จึงไดมี้การน าเทคโนโลยทีางพนัธุกรรมมาประยกุตใ์ชเ้พื่อตรวจ
วนิิจฉยัเช้ือแบคทีเรียอยา่งแพร่หลาย การตรวจหาสารพนัธุกรรมหรือ DNA ของเช้ือแบคทีเรีย
เป้าหมายเป็นวธีิท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูง ซ่ึงสามารถตรวจไดโ้ดยตรงจากส่ิงส่งตรวจโดยไม่
ตอ้งอาศยัการเพาะเช้ือ ดงันั้นจึงมีประโยชน์อยา่งมากส าหรับเช้ือท่ีเพาะเล้ียงยากหรืออาจตอ้งใช้
เวลานานในการเพาะเช้ือหรือไม่สามารถเพาะเช้ือได ้รวมถึงกรณีท่ีไม่มีเช้ือมีชีวติในส่ิงส่งตรวจ การ
ตรวจเช้ือดว้ยวธีิน้ีมีความไวสูงท าใหส้ามารถตรวจพบไดแ้มมี้เช้ือเพียงปริมาณนอ้ยในส่ิงส่งตรวจ 
และมีความจ าเพาะสูงเน่ืองจากอาศยัความแตกต่างทางพนัธุกรรมของเช้ือแต่ละชนิด นอกจากน้ียงั
สามารถทราบผลการตรวจไดอ้ยา่งรวดเร็ว (Delabre et al., 1998; Mothershed and Whitney, 2006) 
และมีความปลอดภยัสูงเน่ืองจากลดการสัมผสักบัเช้ือในห้องปฏิบติัการ (ภทัรชยั, 2551) เทคโนโลยี
ทางพนัธุกรรมไดน้ าไปประยกุตส์ าหรับการตรวจวนิิจฉยัเช้ือแบคทีเรียอยา่งหลากหลาย ใน
การศึกษาน้ีจะขอยกตวัอยา่งสองเทคนิคคือเทคนิค Polymerase Chain Reaction และ เทคนิค nucleic 
acid hybridization 
 

1.3.1  เทคนิค PCR กบัการตรวจวินิจฉยัเช้ือแบคทีเรีย 
 

Polymerase Chain Reaction (PCR) คือเทคนิคการเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมาย 
(Bhatia and Baru, 2007) คิดคน้ข้ึนโดย Mullis และคณะในปี ค.ศ. 1986 เทคนิค PCR ไดมี้การน ามา
ประยกุต ์ใชใ้นการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรียหลายชนิด เช่น Listeria monocytogenes, 
Campylobacter sp., Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Shigella flexneri, Escherichia coli 
และ Salmonella spp. จากส่ิงส่งตรวจหลายชนิด (Santos et al., 2001) ไดแ้ก่ น ้า (Delabre et al., 
1998) ดิน (Cheun et al., 2003) อาหาร (Feng, 2001; Jenikova et al., 2000) น ้านม (Tola et al., 
1997) อุจจาระ (Chiu and Ou, 1996) เป็นตน้ ท าใหก้ารตรวจวนิิจฉยัเช้ือนั้นง่ายและรวดเร็วข้ึน มี
ความไวและความจ าเพาะต่อเช้ือมากข้ึน (Shaban and Malkawi, 2007) และสามารถทราบผลการ
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ตรวจสอบโดยใชเ้วลาในการตรวจประมาณ 5 ถึง 24 ชัว่โมง แต่ทั้งน้ีตอ้งข้ึนกบัสภาพความจ าเพาะ
ของสภาวะ PCR และยงัไม่รวมระยะเวลาการเพิ่มปริมาณเช้ือและขั้นตอนการสกดั DNA ก่อนท า 
PCR (Boer and Beumer, 1999; Kuske et al., 1998; Lazcka et al., 2007; Shaban and Malkawi, 
2007; Singer et al., 2006) ต่อมาเทคนิค PCR ไดรั้บการพฒันาข้ึนเพื่อเพิ่มความไวต่อเช้ือในการ
ตรวจวนิิจฉยัเช่น เทคนิค real-time PCR และ multiplex-PCR นอกจากน้ียงัมีวธีิการตรวจสอบท่ีใช ้
PCR ร่วมกบัเทคนิคอ่ืนๆอีก เช่น surface acoustic wave sensor (SAW) หรือ evanescent wave 
biosensor (Lazcka et al., 2007) 

 
1.3.2  Nucleic acid hybridization กบัการตรวจวนิิจฉยัเช้ือแบคทีเรีย 

 
Nucleic acid hybridization อาศยัคุณสมบติัการจบัคู่กนัของ complementary 

ระหวา่ง dsDNA มาใชใ้นการตรวจสอบ โดยศึกษาขอ้มูลล าดบัพนัธุกรรมของเช้ือแบคทีเรีย
เป้าหมาย แลว้ท าการออกแบบ DNA ตรวจสอบใหมี้ล าดบัเบสท่ี complementary กบับริเวณท่ี
จ าเพาะของ target DNA ท่ีตอ้งการตรวจสอบพร้อมกบัติดฉลากบน DNA สายสั้นน้ีเพื่อใชเ้ป็น 
DNA ตวัตรวจสอบ (probe) (Karunasagar et al., 2002, Wolcott, 1992) ฉลากท่ีติดบน probe เช่น 
สารชีวโมเลกุล (Biotin หรือ Digoxigenin) และ สารเรืองแสง (fluorochromes) ท าใหส้ามารถตรวจ
ติดตามได ้(Blankenfeld-Enkvist and Brannback, 2002) การเขา้คู่กนัระหวา่ง probe กบั target DNA 
มีความ จ าเพาะเจาะจงเม่ือมีอุณหภูมิเหมาะสม (Wolcott, 1992) ดว้ยคุณสมบติัของเทคนิคท่ีจ าเพาะ
เจาะจงแบบเบสต่อเบส จึงไดมี้การน าเทคนิค hybridization ไปประยกุตใ์ชส้ าหรับตรวจวนิิจฉยัเช้ือ
แบคทีเรีย (Bhatia and Baru, 2007) อีกทั้ง target DNA ท่ีเตรียมเพื่อใชก้บัเทคนิค hybridization 
สามารถเตรียมไดง่้ายกวา่เม่ือเทียบกบัเทคนิค PCR เน่ืองจากบางตวัอยา่งท่ีน ามาตรวจมีการปนเป้ือน
มาก และเจือปนกบั DNA ท่ีน ามาตรวจสอบจึงไปมีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์Taq 
polymerase ในปฏิกิริยา PCR ได ้(Sun et al., 2005; Kuske et al., 1998) แต่ทั้งน้ีการตรวจดว้ย
เทคนิค PCR มีความไวต่อเช้ือมากกวา่และใชเ้วลาตรวจสอบนอ้ยกวา่เทคนิค hybridization 
เน่ืองจากเทคนิค hybridization ตอ้งการเวลาประมาณ 6-24 ชัว่โมง ส าหรับให ้probe กบั target 
DNA จบัคู่กนั (Bhatia and Baru, 2007; Wolcott, 1992) เพื่อท่ีจะแกปั้ญหาน้ี จึงไดมี้การศึกษาและ
พฒันาเทคนิค hybridization อยา่งหลากหลาย ใหใ้ชเ้วลาในการทดสอบรวดเร็วข้ึนและมีความไวต่อ
เช้ือมากข้ึน เช่น เทคนิค  reverse dot blot hybridization (Fiss et al., 1992; Smith et al., 1989) 
เทคนิค sandwich hybridization (Corstjens et al., 2003; Polsky-Cynkin et al., 1985) เป็นตน้ ทั้งยงั
เป็นหลกัการพื้นฐานของเทคนิค microarray อีกดว้ย 
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2.  Principle of Polymerase Chain Reaction technique 
 

2.1 องคป์ระกอบของเทคนิค PCR 
 

เทคนิค PCR เป็นการสร้าง DNA สายใหม่ในหลอดทดลองจากสาย DNA ท่ีเป็น
แม่แบบ (template DNA) จึงตอ้งมีการเติมสารเคมีและสารตั้งตน้ท่ีเก่ียวขอ้ง เพื่อใชใ้นการน ามา
สร้างเป็น DNA สายใหม่ โดยจะเกิด PCR product เป็น dsDNA ท่ีมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกบั template 
DNA โดยองคป์ระกอบท่ีส าคญัของปฏิกิริยา PCR มีดงัน้ี 1) primers เป็น DNA เร่ิมตน้สายสั้น ๆ ท่ี
มีล าดบัเบสเป็นคู่สมกบั template DNA ในการท า PCR จึงตอ้งทราบล าดบัเบสของ DNA ท่ีตอ้งการ
จะเพิ่มจ านวน เพื่อใชใ้นการสร้าง primers จ าเพาะ 2) dNTPs เป็นนิวคลีโอไทดซ่ึ์งเป็นหน่วยยอ่ย
ส าหรับน าไปสังเคราะห์ DNA สายใหม ่3) PCR buffer เป็นสารละลายท่ีควบคุมสภาวะของการท า
ปฏิกิริยาใหเ้หมาะสม เช่น pH และเกลือต่าง ๆ ซ่ึงจะตอ้งมีอนุมูลแมกนีเซียม (Mg++) อยูด่ว้ย 4) 
DNA polymerase เป็นเอนไซมส์ าหรับสังเคราะห์ DNA ช่วยเร่งปฏิกิริยาเช่ือมต่อนิวคลีโอไทดใ์หม่
เขา้กบั primer 5) template DNA คือ DNA ตน้แบบท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณหรือเป็นตวัอยา่ง DNA ท่ี
ตอ้งการน ามาตรวจหา DNA จ าเพาะ (Newton and Graham, 1997; Sankuntaw, 2007) โดยสารเคมีท่ี
เป็นส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR จะผสมกนัในหลอดทดลองเล็กปริมาตรสาร 20-100 ไมโครลิตร 
ส าหรับใส่เคร่ือง thermal cycler และเม่ือน าหลอดส่วนผสมไปใส่ไวใ้นเคร่ือง thermal cycler ท่ีปรับ
อุณหภูมิไดต้ามโปรแกรมท่ีเหมาะสม จะเกิดการสังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ข้ึนในหลอด เม่ือ
เกิดปฏิกิริยาจนครบรอบและระยะเวลาท่ีก าหนดจะได ้PCR product ท่ีตอ้งการเป็นจ านวนมาก ซ่ึง
ไม่สามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่าได ้ดงันั้นเพื่อตรวจหา PCR product จะตอ้งน ามาแยกหาDNA โดย
ใชเ้ทคนิค agarose gel electrophoresis ซ่ึงเป็นการแยกขนาด DNA ดว้ยกระแสไฟฟ้าบน agarose 
gel และท าการยอ้มดว้ยสีพิเศษ โดยจะเกิดการเรืองแสง UV ของแถบ DNA (Boer and Beumer, 
1999; Mothershed and Whitney, 2006; Newton and Graham, 1997; Poxton, 2005) 
 

2.1.1  การสกดั DNA 
 

การสกดั DNA เป็นการท าเพื่อแยกเอาเฉพาะ DNA ออกมาซ่ึงมีหลกัการ
พื้นฐานคือเร่ิมดว้ยการท าให้เซลลแ์ตก แลว้อาศยัคุณสมบติัท่ีแตกต่างกนัของ DNA โปรตีน และ
องคป์ระกอบอ่ืนๆ ท่ีอยูใ่นเซลลเ์พื่อแยกใหไ้ดเ้ฉพาะ DNA ออกมา ส าหรับการสกดั chromosomal 
DNA ของแบคทีเรียนั้นเร่ิมตน้ดว้ยการท าใหผ้นงัเซลลแ์ตกอาจจะใชว้ธีิตม้หรือใชส้ารเคมี จากนั้น
ท าการตกตะกอนโปรตีนและผนงัเซลลเ์พื่อแยก DNA ออก ซ่ึงทัว่ไปใช ้phenol/chloroform 
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(Sambrook, 1989) หรือ sodium acetate (Sambrook, 1989) หรือ ammonium acetate (Sambrook, 
1989) ขั้นสุดทา้ยท าการตกตะกอน DNA ดว้ย ethanol หรือ isopropanol (Sambrook, 1989) 
นอกจากน้ียงัมีชุดสกดั DNA ทางการคา้เพื่อใหก้ารสกดั DNA จากตวัอยา่งหรือส่ิงส่งตรวจง่ายข้ึน 
สะดวกและรวดเร็วมากข้ึน ได ้DNA ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง (Oliveira et al., 2005) แต่ทั้งน้ีขอ้เสียของ
ชุดสกดั DNA คือมีราคาแพง และ column ท่ีใชใ้นการสกดั DNAไม่สามารถน ากลบัมาใชไ้ดอี้กท า
ใหเ้กิดความส้ินเปลือง (Oliveira et al., 2005)  

 
Yang et al. (2008) ไดท้  าการเปรียบเทียบการสกดั DNA 5 วธีิการดว้ยกนัไดแ้ก่ 

ใช ้EDTA buffer, ใช ้chelex-100, ใชน้ ้ากลัน่บริสุทธ์ิ, ใช ้2% SDS และ ใช ้10% Triton-100 ซ่ึง
คุณภาพและปริมาณของ DNA ท่ีไดจ้ากวธีิการสกดัทั้ง 5 วธีิท่ีกล่าวมาน้ีน ามาเปรียบเทียบกบั DNA 
ท่ีสกดัดว้ยชุดสกดั DNA ทางการคา้โดยใชค้วามสะอาดของ DNA ท่ีไดแ้ละปริมาณของ DNA เพื่อ
เป็นตวัช้ีวดั นอกจากน้ียงัท าการตรวจสอบคุณภาพของ DNA ท่ีสกดัไดจ้ากวธีิต่างๆ ดว้ยเทคนิค 
PCR จากการศึกษาไดข้อ้สรุปวา่การสกดั DNA ดว้ยวธีิ chelex-100 เป็นวธีิท่ีดีท่ีสุดในการสกดั 
DNA จากอุจจาระ ทั้งยงัเป็นวธีิท่ีท าไดง่้าย ราคาไม่แพง และรวดเร็วกวา่การใชชุ้ดสกดั DNA ทาง
การคา้ 
 

2.2 ขั้นตอนการท า PCR 
 

ขั้นตอนหลกัของเทคนิค PCR ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนดงัน้ีคือ 1) Denaturation คือการ
ใหค้วามร้อนกบัระบบเพื่อให้ dsDNA เกิดการแยกเป็น ssDNA 2) Annealing เป็นขั้นตอนท่ี primer 
เขา้จบักบั DNA เป้าหมายในบริเวณท่ีจ าเพาะ 3) Extension เป็นขั้นตอนท่ีเอ็นไซม ์Taq polymerase 
ท างานโดยการเติมเบสใหก้บั DNA สายใหม่อยา่งจ าเพาะกบั template DNA ซ่ึง DNA สายใหม่ท่ี
เกิดข้ึนเป็นแม่แบบใหก้บัการเพิ่มปริมาณในรอบต่อไป ดงันั้นปริมาณ DNA เป้าหมายจึงเพิ่มข้ึน
แบบเอกซ์โพเนนเชียล (exponential) แลว้จึงน าผลผลิตของ PCR (PCR product) ไปตรวจสอบดว้ย
เทคนิค agarose gel electrophoresis (Karunasagar et al. 2002; Lazcka et al., 2007; Newton and 
Graham, 1997) 

 
การตรวจวินิจฉยัเช้ือแบคทีเรียดว้ยเทคนิค PCR ยงัคงมีขอ้จ ากดัในกรณีท่ีส่ิงส่งตรวจ

เป็นอุจจาระหรือมีการปนเป้ือนสูง ส่งผลใหก่้อนท าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR ยงัตอ้งอาศยัการ
เพิ่มปริมาณเช้ือ จากตวัอยา่งเพื่อเพิ่มจ านวนเช้ือแบคทีเรียและเพื่อเจือจางตวัยบัย ั้ง (inhibitor) ท่ีมีผล
ต่อปฏิกิริยา PCR เช่น bilirubin และ chelating agents (Oliveira et al., 2005) โดยเฉพาะอยา่งยิง่เม่ือ
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ตรวจ DNA จากตวัอยา่งท่ีมาจาก ingested material, fecal flora หรือ mammalian cells และมีการ
ปนเป้ือนกบัเช้ืออ่ืนท่ีมีล าดบัเบสคลา้ยคลึงกบั target DNA มากๆ ยกตวัอยา่งเช่น genome ของเช้ือ 
Salmonella spp. และ Escherichai coli ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัมากกวา่ 90% (Feder et al., 2001) หาก
สภาวะ PCR ไม่เหมาะสมอาจเป็นสาเหตุใหก้ารเขา้จบัของ primer เกิดผดิพลาด (mispriming) และ
เกิดผลบวกเทจ็ (false positive) ตามมา และถา้ความยาวของ mispriming amplicon ท่ีเกิดข้ึน
เทียบเท่ากนักบั target amplicon การตรวจสอบผลดงักล่าวบน agarose gel จะไม่สามารถแยกความ
แตกต่างได ้ตอ้งท าการตรวจสอบร่วมกบัเทคนิค Southern blot hybridization (Feder et al., 2001) 
และใช ้internal nucleotide probe เพื่อตรวจติดตามจึงจะสามารถระบุผลท่ีถูกตอ้งได ้(Feder et al., 
2001, Stone et al., 1995) นอกจากน้ีการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR ตอ้งอาศยัอุปกรณ์และสารเคมี
ต่างๆ จึงใชไ้ดก้บัหอ้งปฏิบติัการท่ีมีความพร้อมดา้นอุปกรณ์และสารเคมีเท่านั้น 
 
3.  Principle of hybridization technique 
 

การคน้พบโครงสร้างและบทบาทหนา้ท่ีของ DNA โดยวตัสันตแ์ละคริคในปี 1953 DNA มี
รูปร่างเป็นเกลียวคู่ ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของ nucleotide ท่ีมีเบส  adenine (A), guanine (G), 
cytosine (C) และ thymine (T) เรียงตวัแบบซ ้ าไปซ ้ ามา 4 หน่วยเป็นสาย DNA สองสายท่ีมาเขา้คู่กนั 
(dsDNA) โดย dsDNA ยดึกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจนซ่ึงเกิดข้ึนระหวา่ง A กบั T และ G กบั C จึงเป็น 
complementary base กนั ดงันั้น DNA ทั้งสองสายท่ีมาเขา้คู่กนัจึงเป็น complementary strand เม่ือ
ใหค้วามร้อนกบั dsDNA หรือใชส้ารเคมีท่ีมี pH สูงจะท าใหพ้นัธะไฮโดรเจนสลาย และ dsDNA จะ
กลายเป็น ssDNA (denature) ในท านองเดียวกนัเม่ือลดอุณหภูมิหรือ pH ลง พนัธะไฮโดรเจน
ระหวา่ง ssDNA ทั้งสองเฉพาะท่ีเป็น complementary base กนั จะถูกสร้างกลบัข้ึนมาใหม่ 
(reanneal) เป็น dsDNA ไดต้ามเดิม ดว้ยคุณสมบติัของ complementary base ท าให ้ssDNA สองสาย
ท่ีไม่ไดม้าจากตน้ก าเนิดเดียวกนั สามารถมาเขา้คู่กนัและสร้างพนัธะไฮโดรเจนกนัได ้และเรียก
กระบวนการเขา้คู่กนัระหวา่ง ssDNA สองสายท่ีมีแหล่งท่ีมาต่างกนัน้ีเรียกวา่ hybridization 
(Wolcott, 1992, Notermans and Wernars, 1990) 
 

nucleic acid hybridization ท่ีกล่าวถึงในการศึกษาคร้ังน้ีเป็นประเภท filter hybridization 
คือ target DNA ท่ีตอ้งการตรวจสอบ จะถูกท าใหอ้ยูใ่นสภาพ ssDNA แลว้น ามาตรึงบนแผน่ตวัค ้า
จุนเช่น nylon membrane, nitrocellulose หรือ กระดาษกรอง whatman 541 โดยการใชค้วามร้อน
หรือการฉายแสง UV จากนั้นจะน า membrane แช่ในสารละลาย buffer ซ่ึงมี probe (DNA/RNA 
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ติดตาม) ละลายอยูแ่ละเป็น ssDNA ซ่ึง buffer จะมีองคป์ระกอบท่ีช่วยให ้ssDNA probe กบั target 
DNA เกิดการเขา้คู่กนัไดเ้ป็น hybrid ของ dsDNA การตรวจติดตาม hybrid ดงักล่าวสามารกระท าได้
โดยการสืบคน้ signal จากสารรังสีหรือสารปลอดรังสีท่ีติดฉลากอยูก่บั probe ดว้ยวธีิ 
autoradiography, colorimetric หรือ chemiluminescent detection (วสันต,์ 2536) 
 

ส าหรับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการ hybridization ระหวา่ง probe สายยาวกบั target 
DNA/RNA นั้น ควรจะอยูต่  ่ากวา่ค่า Tm ของ hybrid ประมาณ 25°C โดยมีการก าหนดค่ากลาง
ส าหรับงาน hybridization ไวท่ี้ 68°C ส่วนอุณหภูมิท่ีใชใ้นการลา้งแผน่ membrane หลงัเสร็จ
ปฏิกิริยา hybridization เพื่อขจดั probe ท่ีเกาะตามแผน่ membrane อยา่งไม่จ  าเพาะออกไปควรใช้
ประมาณ Tm – (12-20°C) (วสันต,์ 2536) ตามดว้ยการเคลือบ membrane หรือเรียกวา่ block เป็น
ขั้นตอนส าคญัท่ีช่วยลดการจบักนัอยา่งไม่จ  าเพาะของ probe กบับริเวณอ่ืนท่ีไม่มี target DNA อยู่
เพื่อลดการเกิด background ซ่ึง background จะส่งผลกระทบต่อการวเิคราะห์ผลในภายหลงั 
(Anderson, 1999) 
 

3.1  องคป์ระกอบของเทคนิค hybridization  
 

3.1.1  membrane   
 

membrane ท่ีนิยมใชท้  า nucleic acid hybridization มี 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
nitrocellulose membrane, nylon membrane และ charged nylon membrane ซ่ึง membrane แต่ละ
ชนิดมีความสามารถในการจบักบั nucleic acid ดว้ยพนัธะท่ีต่างกนั (Anderson, 1999) การเลือกใช ้
membrane ส าหรับตรึง DNA นั้นข้ึนอยูก่บัคุณสมบติัของ membrane ดงัแสดงในตารางท่ี 1  
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ตารางที ่1  แสดงคุณสมบติัของ membrane แต่ละชนิด 
 

คุณสมบติั Nitrocellulose Nylon Charged nylon 
ประเภทของกรดนิวคลีอิค DNA และ RNA DNA และ RNA DNA และ RNA 
binding capacity 80-120 µg cm-2 ~450-600 µg cm-2 ~450-600 µg cm-2 
pore size 0.45 µm (DNA) 

0.22 µm (<500 nt 
DNA) 
0.1-0.22 µm (RNAs) 

0.45 µm (DNA) 
0.22 µm (ส าหรับ
กรดนิวคลีอิคสาย
สั้น) 

0.45 µm 

สภาพไอออนิคท่ีใชส้ าหรับ 
transfer 

เกลือความเขม้ขน้สูง
(High salt 
concentration) 

ไม่จ  ากดัความเขม้ขน้
ของเกลือ (Wide 
range salt 
concentrations) 

ไม่จ  ากดัความเขม้ขน้
ของเกลือ (Wide 
range salt 
concentrations) 

วธีิการตรึง อบท่ีอุณหภูมิ 80°C 
ยดึดว้ยพนัธะ 
noncovalent 

อบท่ีอุณหภูมิ 80°C 
ยดึดว้ยพนัธะ 
noncovalent หรือ 
ฉาย UV หรือ บ่ม
ดว้ย alkali ยดึดว้ย
พนัธะ covalelent  

อบท่ีอุณหภูมิ 80°C 
ยดึดว้ยพนัธะ 
noncovalent หรือ 
ฉาย UV หรือ บ่ม
ดว้ย alkali ยดึดว้ย
พนัธะ covalelent  

ขอ้ดี 
 

Low backgrounds High binding 
capacity 
Covalent binding 

High binding 
capacity 
Covalent binding 

ขอ้เสีย   Higher background 
 

ทีม่า: Thermo Scientific (2010) 
 
3.1.2  ประเภทของ probe และเทคนิคการเตรียม  
 

ในอดีตการติดฉลาก DNA ไดมี้การน าสารรังสีไดแ้ก่ 32P, 35S หรือ 125I มาติด
ฉลากเขา้กบัสาย DNA หรือ RNA กนัอยา่งแพร่หลาย เพื่อใชใ้นงานตรวจติดตาม nucleic acid 
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ประเภทต่างๆ เป็นท่ีนิยมในงาน hybridization เน่ืองจากมีความไว และความจ าเพาะเจาะจงสูง แต่มี
ขอ้เสียคือ probe ท่ีติดฉลากดว้ยสารรังสีน้ีจะมี half-life สั้น ท าใหส้ิ้นเปลืองเน่ืองจากตอ้งเตรียม
ใหม่ทุกๆ 2 ถึง 3 สัปดาห์ นอกจากน้ีผลจากรังสียงัเป็นอนัตรายต่อผูใ้ชง้าน ยากต่อการจดัเก็บและ
ก าจดั ภายหลงั hybridization เป็นเทคนิคท่ีไดรั้บความนิยมไปทัว่โลกการเตรียม probe จึงไดรั้บการ
พฒันาใหเ้ป็นแบบ nonradioactive probe ท่ีมีขอ้ดีหลายประการคือคงอายกุารใชง้านไดป้ระมาณ 6 
ถึง 12 เดือน นานกวา่ radioactive probe ท าใหไ้ม่ตอ้งเตรียมทุกๆ 2 ถึง 3 สัปดาห์ ตน้ทุนจึงถูกกวา่ 
ในขณะท่ี radioactive probe มี half life สั้นเช่น 32P  half life เพียง 34 วนั ท่ีส าคญั nonradioactive 
probe  ปลอดสารรังสีจึงไม่เป็นอนัตรายหรืออาจเป็นอนัตรายนอ้ยกวา่แมใ้ชเ้ป็นประจ า นอกจากน้ี
ยงัลดปัญหาเร่ืองการเก็บและก าจดั radioactive probe (วสันต,์ 2536) 

 
สารติดฉลากท่ีนิยมใชม้ากท่ีสุดในปัจจุบนัคือ Digoxigenin มีโครงสร้าง

โมเลกุลดงัแสดงในภาพท่ี 1 เป็นสารเสตรียรอยดท่ี์ไดจ้ากพืช Digitalis pupurea สามารถตรวจ
ติดตามไดง่้ายและไม่เป็นอนัตราย ตวัตรวจสอบจะจบักนักบัโมเลกุลท่ีถูกติดฉลากทาง 
antiDigoxigenin  monoclonal antibody (McCreery, 1997) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่1  ภาพแสดงโครงสร้างของ Digoxigenin – dUTP, alkali labile 
 
ทีม่า: Roche (2006) 
 

การเตรียม probe ท่ีใชใ้นวธีิการ hybridization ทัว่ไปสามารถเตรียมไดห้ลายวธีิ 
เช่น nick translation, random primers labeling หรือ PCR labeling สามารถเตรียมไดท้ั้ง ssDNA 
probe หรือ dsDNA probe เม่ือจะน ามาใชง้าน probe ตอ้งท าใหอ้ยูใ่นรูป ssDNA probe จึงจะ
ตรวจสอบได ้
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1)  Nick translation 
 

การติดฉลาก DNA สายยาวดว้ยวธีิ nick translation (ภาพท่ี 2) อาศยัการ  
ท างานของเอนไซม ์2 ประเภท คือ DNase I และ DNA polymerase I ซ่ึง DNase I ท าหนา้ท่ีตดั 
(nick) DNA ออกเป็นจุดๆ ในหลายต าแหน่งอยา่งไม่จ  าเพาะ (random) ต าแหน่งท่ีขาดบริเวณ 3’ OH 
terminus สามารถท าหนา้ท่ีเป็น primer ใหก้บั DNA polymerase I และ DNA polymerase I จะ
เคล่ือนตวัยอ่ยสลาย DNA สายเก่าพร้อมไปกบัการสร้าง DNA สายใหม่จากดา้น 5’ ไป 3’ ใน
ระหวา่งปฏิกิริยาก าลงัด าเนินอยู ่หากเติม digoxigenin-dUTP ลงไป digoxigenin-dUTP ดงักล่าวจะ
ถูกน าเขา้เช่ือมหรือ incorporate เขา้กบั DNA สายใหม่ท่ีถูกสร้างข้ึน โดยจะมี incorporation ของ 
digoxigenin-dUTP เขา้กบัสาย DNA ประมาณ 30-50% (วสันต,์ 2536) 

 

 
 

ภาพที ่2  การเตรียม probe ดว้ยวธีิ nick translation เอนไซม ์DNase I ตดัพนัธะฟอสเฟตของ 
ssDNA พร้อมกบัการเติม digoxigenin-dUTP เขา้กบัสาย DNA ท่ีซ่อมแซม 

 
ทีม่า: Strachan and Read (1999) 
 

2)  Random primers labeling 
 

การติดฉลาก digoxigenin-dUTP เขา้กบัสาย DNA ดว้ยวธีิน้ี probe ท่ีไดจ้ะมี
ค่า specific activity สูง > 1×109 dpm/1µg ของ DNA ตั้งตน้ ท าใหมี้ความไวมากกวา่ probe ท่ีติด
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ฉลากดว้ยวธีิ nick translation เม่ือใชใ้นปริมาณท่ีเท่ากนั เน่ืองจาก probe ติดฉลากดว้ยวิธี nick 
translation จะมี specific activity เพียงประมาณ > 1×108 dpm/1µg ของ DNA ตั้งตน้ อีกทั้งการติด
ฉลากดว้ยวธีิ random primer labeling จะใชป้ริมาณ DNA ตั้งตน้นอ้ยกวา่วธีิ nick translation ถึงกวา่ 
1 เท่าตวั นอกจากน้ี DNA ติดฉลากสายใหม่ท่ีถูกสร้างข้ึนจะมีปริมาณเพิ่มข้ึนเป็น 10-40 เท่าของ 
DNA ตั้งตน้ เน่ืองจากมีกระบวนการ amplification เกิดข้ึนขณะติดฉลาก (วสันต,์ 2536) 
 

การติดฉลากดว้ยวธีิ random primer labeling เร่ิมตน้ดว้ยการ denature ds 
DNA ดว้ยความร้อนเพื่อเปล่ียนใหอ้ยูใ่นสภาพ ssDNA จากนั้นเติม random primers (oligonu-
cleotide) สังเคราะห์ท่ีมีขนาดประมาณ 6 nucleotides แต่ละสายจะมีล าดบัเบสท่ีไม่จ าเพาะหรือซ ้ า
กนั พร้อมกบัเอนไซม ์klenow  random primers จะเขา้เกาะ (annealing) บน ssDNA ท่ีต าแหน่ง
ต่างๆอยา่งไม่จ  าเพาะ และท าหนา้ท่ีเป็น primers ใหก้บัเอนไซม ์Klenow เขา้เกาะและเคล่ือนตวัจาก
ดา้น 5’ ไป 3’ เพื่อสร้าง DNA สายใหม่ โดยอาศยั ssDNA เดิมเป็นแม่พิมพ ์และมี dNTP ท่ีติดฉลาก
เป็นวตัถุดิบ (วสันต,์ 2536) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3  การเตรียม probe ดว้ยวธีิ random primer labeling 
 

ทีม่า: Biosproject (2009) 
 

3)  การติดฉลากดว้ยเทคนิค PCR 
 

การติดฉลากพร้อมกบัการเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยเทคนิค PCR สามารถท า
ได ้2 แบบ แบบท่ีหน่ึงติดสารติดฉลาก ไวท่ี้ primer ขา้งใดขา้งหน่ึง เม่ือเพิ่มปริมาณดว้ย primer 
ดงักล่าว DNA ใหม่ท่ีเพิ่มปริมาณไดก้็จะมีฉลากติดอยูด่ว้ย หรือแบบท่ีสองใช ้DIG-11-dUTP แทนท่ี
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เบส dTTP เม่ือเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR จะมีการแทรก DIG-11-dUTP แทนท่ีเบส T อยา่งสุ่ม 
DNA ใหม่ท่ีเพิ่มปริมาณไดก้็จะมีฉลากติดอยูด่ว้ย การติดฉลาก DNA ดว้ยวธีิน้ีสะดวกต่อการใชง้าน 
เตรียม probe ช่วงท่ีตอ้งการได ้และได ้probe ปริมาณสูง นอกจากน้ียงัสามารถประมาณปริมาณ
ความเขม้ขน้ probe ไดโ้ดยตรงจาก agarose gel (Roche, 2006) 
 

3.2  ขั้นตอนการท า hybridization 
 

ขั้นตอนหลกัของเทคนิค hybridization แบ่งไดเ้ป็น 3 ขั้นตอนดงัน้ี 
 

3.2.1  การเตรียม target DNA ลงบน membrane สามารถท าไดห้ลายรูปแบบ ไดแ้ก่ 
 

1) Colony hybridization คือการน า membrane ไปประกบกบัโคโลนี ท่ีเจริญบน
อาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็โดยตรงและก ากบัเคร่ืองหมายไวเ้ป็นสัญลกัษณ์ใหท้ราบต าแหน่ง โคโลนี 
ของเช้ือจะติดข้ึนมาอยูบ่น membrane โดยตรง ตอ้งท าการยอ่ยผนงัเซลลด์ว้ยด่างเพื่อให้ DNA 
สามารถจบักบั membrane ได ้และท าให ้DNA denature เป็น ssDNA แลว้ปรับสภาพ membrane ให้
เป็นกลางดว้ยกรด (วสันต,์ 2536) 
 

2) Southern blot hybridization คือการยา้ย (transfer) target DNA จาก agarose 
gel ท่ีผา่นการแยกแถบ DNA ดว้ยกระแสไฟฟ้าสู่ membrane วธีิการน้ีใชห้ลกัการ capillary transfer 
คือให ้target DNA ค่อยๆ ซึมผา่นจากเจลข้ึนมาติดกบั membrane โดยมีสารละลายเกลือเขม้ขน้เป็น
ส่ือกลางพา DNA ข้ึนไปใหก้ระดาษกรองหรือกระดาษทิชชู่เป็นตวัดูดซบัสารละลายเกลือ ซ่ึงใช้
เวลาประมาณ 6-24 ชัว่โมง แลว้ท าการ denature ดว้ยด่างตามดว้ยการปรับสภาพ membrane ใหเ้ป็น
กลางดว้ยกรด (วสันต,์ 2536) 
 

3) DNA dot blot hybridization เป็นเทคนิคท่ีง่ายและรวดเร็ว โดยทัว่ไปตอ้งท า
การ denature DNA ก่อนหยดลงบน membrane โดยตรงดว้ย pipette มีขอ้ดีคือไม่ตอ้งการเคร่ืองมือ
พิเศษ ท าไดด้ว้ยตวัเอง และประหยดัเวลา ขอ้ควรระวงัคือตอ้งใหห้ยด DNA ท่ี dot เกิดการแผ่
ออกเป็นวงใหน้อ้ยท่ีสุดเพื่อใหมี้ปริมาณ DNA ท่ีเขม้ขน้ เทคนิคน้ีไดมี้การพฒันาสู่รูปแบบทาง
การคา้โดยมีการน า vacuum เขา้มาใชร่้วมดว้ยเพื่อให้ membrane ดูดซบั DNA ไดเ้ร็วข้ึนไม่เกิดการ
แพร่ขยายออกเป็นวงกวา้ง และ DNA ปริมาณมากสามารถรวมอยูต่รงจุดท่ีตอ้งการได ้ลกัษณะของ 
dot เป็นระเบียบและเป็นรูปแบบ (block) เดียวกนั (Anderson, 1999) 
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เม่ือเสร็จส้ินการ transfer DNA สามารถเลือกวธีิการส าหรับตรึง DNA ไดส้อง
วธีิ วธีิการแรกคือน า membrane ไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 °C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง อีกวธีิหน่ึงคือการฉาย 
(expose) แสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254-312 nm. เป็นเวลาประมาณ 3-5 นาที ดว้ยระยะห่างจาก
แหล่งก าเนิดแสง 15-20 cm. DNA จะจบักบั membrane ดว้ยพนัธะโคแวเลนซ์ (covalence) 
(Anderson, 1999) 
 

3.2.2  การท า hybridization แบ่งไดเ้ป็น 3 ระยะ 
 

1)  pre-hybridization หลงัจากท่ีตรึง DNA ไวบ้น membrane เรียบร้อยแลว้ 
เร่ิมตน้ดว้ยการเตรียม membrane ก่อนท าปฏิกิริยา hybridization โดยเติมสารละลายส าหรับการ 
hybridize (ไม่มี probe) ลงบนแผน่ membrane พร้อมทั้งจดัสภาวะต่างๆ ใหเ้หมาะสมต่อการเกิด 
hybridize เพื่อปรับสภาพของ DNA บนแผน่ membrane ใหพ้ร้อมจะท าปฏิกิริยา hybridize (วสันต,์ 
2536) 
 

2)  hybridization เป็นการเติมสารละลาย hybridize ท่ีมี probe ซ่ึงไดท้  าการ 
denature เป็น single-stranded เพื่อใหพ้ร้อมส าหรับ hybridize ลงบนแผน่ membrane ในสภาวะท่ี
เหมาะสม เพื่อให ้target DNA กบั probe สามารถเขา้คู่กนัได ้(วสันต,์ 2536) 
 

3)  post-hybridization เป็นขั้นตอนการลา้ง probe ท่ีไม่สามารถจบัเขา้คู่กนักบั 
target DNA ออกจาก membrane เพื่อลดผลจาก probe ท่ีไม่ไดจ้บักบั target DNA (วสนัต,์ 2536) 
 

3.2.3  การตรวจสอบผลการจบัคู่  
 

ส าหรับการตรวจสอบผลการจบัคู่มีหลายวธีิ ทั้งน้ีข้ึนกบัชนิดของสารท่ีใชติ้ด
ฉลากเป็น probe และชนิดของ substrate ท่ีใชใ้นการตรวจสอบ ในท่ีน้ีขอกล่าวถึงเฉพาะ NBT-BCIP 
ซ่ึงเป็น substrate ของเอนไซม ์alkaline phosphate ท าปฏิกิริยาเม่ือ pH เหมาะสมคือท่ี 9.5 และไม่
ตอ้งการแสงเพื่อเกิดปฏิกิริยา เกิดสีม่วงแกมน ้าเงิน และสามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า (Xu and 
Wilkinson, 1999) 
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4.  Principle of Paper Chromatography technique 
 

Paper chromatography hybridization assay (PACHA) เป็นการน าเทคนิค paper 
chromatography และเทคนิค DNA hybridization เขา้มารวมกนั คืออาศยัคุณสมบติัของ DNA ท่ีมี
การเรียงตวัของล าดบัเบสแบบจ าเพาะสองสายท่ีเป็น complementary กนัจะตอ้งจบัคู่กนั มาผนวก
กบัเทคนิค Paper Chromatography ท่ีตวัท าละลายจะถูกดูดซบัจากปลายดา้นหน่ึงของ membrane 
และเคล่ือนท่ีไปยงัปลายอีกดา้นหน่ึงดว้ย Capillary force เม่ือตวัท าละลายเคล่ือนท่ีผา่นหยดของสาร
ท่ีตอ้งการตรวจสอบ จะเกิดการแยกชั้นของสารดงักล่าวตามความสามารถการละลายไดใ้นตวัท า
ละลายขององคป์ระกอบสาร หลกัการของเทคนิค PACHA ท่ีมีรายงานอยูใ่นปัจจุบนัเป็นชนิด 
reverse dot blot hybridization โดยเร่ิมตน้จากการน า ssDNA ท่ีสังเคราะห์ข้ึน (oligonucleotide 
probe) มาตรึงลงบน nitrocellulose strip ส าหรับเป็น probe จากนั้นน า DNA ท่ีสกดัจากตวัอยา่งท่ี
ตอ้งการทดสอบมาเป็น DNA template ในปฏิกิริยา PCR พร้อมกบัเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ย primer ท่ี
ติดฉลากดว้ย biotin ซ่ึงจะได ้PCR product ท่ีติดฉลากดว้ย biotin  แลว้น า PCR product ท่ีไดน้ี้เติม
ลงในสารละลาย hybridization และท าการแยก PCR product ใหเ้ป็น ssDNA ก่อนท่ีจะน าปลายดา้น
หน่ึงของ strip ท่ีตรึง DNA probe ไวแ้ช่ลงไป สารละลาย hybridization ก็จะซึมข้ึนไปพร้อมกบัพา 
PCR product ข้ึนไปดว้ย หากตวัอยา่งทดสอบเป็นเช้ือชนิดเดียวกบั probe จะเกิด hybridize  ระหวา่ง 
PCR product กบั DNA probe ส่วน DNA ท่ีไม่สามารถเกิด hybridize ได ้จะเคล่ือนท่ีผา่นบริเวณ
ของ DNA probe ไป และทราบผลการตรวจสอบโดยการตรวจติดตาม probe ท่ีติดฉลากไวด้ว้ย 
biotin จะปรากฏสีม่วงน ้าเงินบน strip (ภาพท่ี 4) (Reinhartz et al., 1993) 
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ภาพที ่4  แสดงการพฒันาเทคนิค PACHA: step 1 ท าการติดฉลากและเพิ่มปริมาณ DNA ดว้ย
เทคนิค PCR กบั primer (p2) และ biotin primer (p3), step 2 ท าการ denature PCR product 
(DNA labeled-biotin) แลว้น ามาทดสอบกบั oligonucleo-tide probe (p1) ท่ีตรึงอยูบ่ริเวณ 
RZ บน strip, step 3 เม่ือจุ่ม strip ลงในสารละลายของ denature PCR product จะเกิดการ
เคล่ือนท่ีของสารละลายพร้อมกบัน าพา PCR product ไปยงัปลายอีกดา้นหน่ึงของ strip 
ท าใหผ้า่นบริเวณ RZ ซ่ึงมี p1 ตรึงอยู ่ถา้ PCR product ท่ีเคล่ือนผา่นมีล าดบัเบสเหมือนกนั
กบั p1 จะเกิด hybridization ท่ีบริเวณ RZ หากไม่มีล าดบัเบสเหมือนกนัจะเคล่ือนผา่น RZ 
ไป ดงันั้นจึงสามารถติดตามการเกิด hybridization ไดด้ว้ย streptavidin-alkaline 
phosphatase (SA-AP) และท าปฏิกิริยากบั substrate ซ่ึงจะปรากฏสีม่วงบริเวณ RZ 

 
ทีม่า: Reinhartz et al. (1993) 
 

จากการศึกษาของ Reinhartz et al. (1993) พบวา่เทคนิค PACHA น้ีสามารถท าไดง่้าย 
รวดเร็วมากกวา่ hybridization แบบเดิม และสามารถทราบผลการตรวจสอบไดโ้ดยไม่อาศยัอุปกรณ์
พิเศษ ทั้งน้ีไดน้ าเทคนิค PACHA มาประยกุตใ์ชส้ าหรับตรวจวเิคราะห์ PCR product (Brasher et 
al., 1998; Schnitzler et al., 1999;  Zhang et al., 2000) เน่ืองจากเม่ือเสร็จส้ินปฏิกิริยา PCR จะตอ้ง
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น า PCR product มาวเิคราะห์ผลดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis และถ่ายภาพผลการ
วเิคราะห์ดว้ยเคร่ืองถ่ายภาพเจล (gel-documentation) ท าใหเ้กิดความยุง่ยาก ทั้งยงัตอ้งมีอุปกรณ์
เคร่ืองมือพิเศษ ไดแ้ก่ ชุดเตรียมเจล (gel chamber), เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (power supply) และ 
เคร่ืองถ่ายภาพเจล ตอ้งใชส้ารเคมีอนัตรายเช่น เอทิเดียมโบรไมด ์(ethidium bromide)  ส าหรับยอ้ม 
DNA และตอ้งการเวลาส าหรับวเิคราะห์ (Brasher et al., 1998; Schnitzler et al., 1999;  Zhang et 
al., 2000) นอกจากน้ีเทคนิคดงักล่าวสามารถวเิคราะห์ผลไดเ้พียงขนาดคร่าวๆ ไม่สามารถ
ตรวจสอบในระดบั sequence ของ DNA ได ้จึงไม่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่ง PCR product 
ท่ีมีขนาดใกลเ้คียงกนัมากๆได ้ส่งผลใหก้ารวนิิจฉยัผดิพลาด เม่ือผลการตรวจสอบปรากฏ PCR 
product ท่ีมีขนาดใกลเ้คียงกนัมากๆ จึงมกัตรวจสอบดว้ยเทคนิค sourthern hybridization ตามหลงั
เพื่อยนืยนัผล PCR (Kalogianni et al., 2007) ต่อมาเทคนิค PACHA จึงไดมี้การพฒันา เป็นชุด
ทดสอบทางการคา้ เช่น GeneComb Test Kit® ของบริษทั BioRad Laboratories (Schnitzler et al., 
1999 ;  Zhang et al., 2000) 
 
5.  Paper chromatography hybridization assay (PACHA) application 
 

เทคนิค PACHA ช่วยใหก้ารตรวจ PCR product นั้นท าไดง่้ายข้ึน รวดเร็วข้ึน ทั้งยงัไม่ตอ้ง
อาศยัอุปกรณ์พิเศษ และหลีกเล่ียงการใชเ้อทิเดียมโบรไมด์ซ่ึงเป็นสารอนัตรายได ้ประกอบกบั
สามารถอ่านผลไดง่้ายและสะดวกมากข้ึน (Brasher et al., 1998; Schnitzler et al., 1999;  Zhang et 
al., 2000) เทคนิคน้ี จึงเป็นท่ีสนใจและไดมี้การน า ไปประยกุตใ์ชเ้พื่อตรวจวนิิจฉยัเช้ือก่อโรคต่างๆ 
ทั้ง ไวรัส แบคทีเรีย และปรสิต   

 
การตรวจ DNA ของเช้ือไวรัส human papilloma 16 ดว้ยเทคนิค PACHA พบวา่สามารถ

ตรวจพบ DNA ท่ีมีปริมาณ 1-5 pg ดว้ยเวลาส าหรับท า hybridization ในขั้นตอนของ PACHA เพียง 
25 นาที โดยประสิทธิภาพของการเกิด hybridization ข้ึนกบัความเร็วการไหล (velocity) ของ 
hybridization solution และปริมาณของ DNA ติดฉลากท่ีเคล่ือนท่ีผา่นบริเวณของ DNA probe และ
ใหข้อ้สรุปวา่เทคนิค PACHA เป็น hybridization ท่ีมีประสิทธิภาพ มีความแม่นย  า และเช่ือถือได ้
(Reinhartz et al., 1993)  

 
การตรวจหา microbial pathogen ในตวัอยา่งหอยนางรมดิบดว้ยเทคนิค PACHA ซ่ึงอยูใ่น

รูปแบบของชุดตรวจสอบทางการคา้ท่ีมีช่ือวา่ Genecomb™ kit เพื่อแยกเช้ือ Escherichia coli, 



 

21 

Salmonella Typhimurium, Vibrio vulnificus, V. cholera และ V. parahaemolyticus หลงัจากการท า 
multiplex PCR ดว้ย primer 5 คู่ โดยมีการติดฉลากท่ี forward primer ดว้ย biotin ดงันั้น PCR 
product จะมี biotin ติดอยูท่ี่ปลาย 5’ แลว้น า PCR product มาท าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA
โดยสังเคราะห์ oligonucleotide เบสท่ีอยูใ่นช่วงของล าดบัเบสท่ีไดท้  าการเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค 
PCR (internal sequence) หยดและตรึงไวบ้น nitrocellulose membrane ส าหรับเป็น probe และท า
การตรวจสอบผลตามคู่มือของชุดตรวจสอบ พบวา่มีความไวต่อเช้ืออยูท่ี่ 101-102 เซลล ์(Brasher et 
al., 1998)  

 
การประยกุตใ์ชเ้ทคนิค PACHA ตรวจแยกสปีชีส์ของเช้ือปรสิตจีนสั Emiria เป็นเช้ือปรสิต

ก่อโรค coccidiosis ซ่ึงเป็นโรคระบาดเก่ียวกบัทางเดินอาหารในไก่ พบวา่มีสปีชีส์ท่ีก่อโรค 7 สปีชีส์
ดว้ยกนั การศึกษาของ Schnitzler et al. (1999) เร่ิมตน้โดยออกแบบ genus-specific primers และท า
การเพิ่มปริมาณโดยใช ้DNA แม่แบบจากเช้ือ Emiria ทั้ง 7 สปีชีส์ดว้ยเทคนิค PCR จากนั้นท าการ
วเิคราะห์ล าดบัเบสและเปรียบเทียบล าดบัเบส (alignment) เพื่อหาบริเวณท่ีมีความเป็น unique ของ
แต่ละสปีชีส์และใชข้อ้มูลน้ีเพื่อออกแบบ species-specific primers ส าหรับแต่ละสปีชีส์และพฒันา
บริเวณ species-specific primers ดงักล่าวใหเ้ป็น probe เม่ือได ้DNA ท่ีมีความจ าเพาะในแต่ละสปี
ชีส์อยา่งแทจ้ริงแลว้จึงพฒันาเป็น probe ส าหรับตรวจจ าแนกสปีชีส์ โดยน า probe ไปหยดและตรึง
ไวบ้น nitrocellulose strip และท าการตรวจแยกเช้ือทั้ง 7 สปีชีส์ดว้ยเทคนิค PACHA (GeneComb 
Test Kit®) ด าเนินการตรวจสอบตามคู่มือของชุดตรวจสอบดว้ยหลกัการคร่าวๆ ดงัน้ี เร่ิมโดยการ
เพิ่มปริมาณ DNA ของเช้ือ Emiria ดว้ยเทคนิค PCR กบั genus-specific primers ท่ี reverse primer มี
การติดฉลากไว ้ดงันั้นจะมีสารติดฉลากอยูท่ี่ปลาย 3’ของ PCR product แลว้น า PCR product มา
ตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA กบั nitrocellulose strip ท่ีมี probe หยดเตรียมไวแ้ลว้ หากเกิดผล
บวกจะปรากฏสีม่วงท่ีต าแหน่งหยดทดสอบดงักล่าว การศึกษาน้ีสรุปวา่การตรวจสอบ PCR 
product ดว้ยเทคนิค PACHA นั้น สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งเช้ือปรสิตทั้ง 7 สปีชีส์ในจีนสั 
Emiria ไดอ้ยา่งแม่นย  า ไม่เกิดการจบัขา้ม (cross-reactivity) ระหวา่งสปีชีส์ และการอ่านผลง่ายกวา่
การวเิคราะห์ผลจากการท า agarose gel electrophoresis นอกจากน้ียงัใชเ้วลาเพียง 30 นาที เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการตรวจผลดว้ยเทคนิค electrophoresis ซ่ึงตอ้งการเวลา 2-4 ชัว่โมง พบวา่การ
ตรวจสอบ PCR product ดว้ย PACHA kit ช่วยใหท้ราบผลการตรวจสอบไดเ้ร็วกวา่ (Schnitzler et 
al. 1999) 

 
การประยกุตใ์ชเ้ทคนิค PACHA ตรวจเช้ือปรสิตหนอนตวักลม Onchocerca volvulus ท่ี

เป็นสาเหตุท าใหเ้กิดตาบอด และผวิหนงัอกัเสบในคน เป็นเช้ือระบาดประจ าถ่ินในแถบอฟัริกาและ
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ลาตินอเมริกา การศึกษาของ Zhang et al. (2000) ไดเ้ปรียบเทียบการตรวจสอบ PCR product ดว้ย
เทคนิค PACHA, agarose gel electrophoresis (AGE) และ hybridization enzyme-linked immune-
sorbent assay (ELISA) พบวา่ปริมาณ DNA นอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจไดด้ว้ยเทคนิค PACHA, AGE 
และ ELISA คือ 5 ng, 10 ng และ 2 ng ตามล าดบั ความไวต่อเช้ือของทั้งสามเทคนิคประมาณค่าได ้
88%, 84% และ 91% ตามล าดบั เทคนิค PACHA ตรวจ PCR product ไดภ้ายใน 30 นาทีโดยไม่ตอ้ง
อาศยัเคร่ืองมือและอุปกรณ์พิเศษ ท าใหก้ารตรวจวินิจฉยัง่ายข้ึน ทั้งยงัสามารถใชต้รวจวนิิจฉยัโรค
ในภาคสนามได ้(Zhang et al., 2000) 
 

อยา่งไรก็ตามเทคนิคน้ียงัคงไม่สามารถตรวจจาก DNA ไดโ้ดยตรง DNA ท่ีตอ้งการ
ตรวจสอบตอ้งผา่นการท าปฏิกิริยา PCR และจะตอ้งมีการติดฉลากควบคู่ไปกบัการเพิ่มปริมาณ
DNA ดว้ย ดงันั้นจึงท าใหก้ารตรวจแต่ละตวัอยา่งตอ้งมีค่าใชจ่้ายสูงข้ึน และในปัจจุบนั PACHA kit 
ยงัคงเป็นชุดทดสอบทางการคา้ท่ีมีราคาสูง (Brasher et al., 1998; Schnitzler et al., 1999;  Zhang et 
al., 2000) ดว้ยหลกัการอนัน่าเช่ือถือ และความง่ายของวธีิการตรวจสอบแบบ PACHA การศึกษา
คร้ังน้ีจึงไดน้ าแนวความคิดดงักล่าวมาพฒันา เพื่อใหส้ามารถด าเนินการตรวจสอบไดจ้าก DNA ท่ี
ท าการสกดัจากตวัอยา่งโดยตรงโดยไม่ตอ้งผา่นการเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR เพื่อลดระยะเวลา
การทดสอบ ลดการใชอุ้ปกรณ์พิเศษ ลดปริมาณการใชส้ารเคมีท่ีราคาสูง สามารถท าการตรวจสอบ
ไดง่้าย สะดวกและราคาไม่แพง 
 
6.  ข้อมูลเบือ้งต้นเกี่ยวกบัเช้ือ Salmonella spp. 
 

Salmonella spp. เป็นแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารท่ีสามารถติดต่อกนัไดท้ัว่โลกจดัเป็น 
food born pathogen ท่ีส าคญั (Jones, 2005) โดยการรับเช้ือผา่นทางการบริโภคอาหาร และน ้าท่ีมี
การปนเป้ือน เน่ืองจากเช้ือน้ีพบไดใ้นทางเดินอาหารของสัตว ์บางคร้ังจึงปนเป้ือนในเน้ือสัตว ์เน้ือ
ไก่ ไข่ ผลิตภณัฑน์ม และพบวา่สัตวปี์กรวมทั้งผลิตภณัฑจ์ากสัตวปี์กมากกวา่ 50% ท่ีเป็นพาหะ
ส่งผา่นเช้ือน้ี (Kundinger 2004) จากรายงานขององคก์ารอนามยัโลก (WHO) ปี 1997 พบวา่แต่ละปี
มีผูท่ี้ป่วยดว้ยโรคน้ีถึง 16 ลา้นคนและมีผูท่ี้ตายดว้ยโรคน้ีถึง 600,000 คนทัว่โลก (Jones, 2005)ซ่ึง
อาการหลกัเม่ือไดรั้บเช้ือคือ ทอ้งร่วง มีไข ้อาเจียน ปวดศรีษะ และปวดทอ้ง โดยปกติจะแสดง
อาการเม่ือไดรั้บเช้ือเขา้ไปเป็นเวลา 6-48 ชัว่โมง และมกัหายเม่ือเวลาผา่นไป 1 หรือ 2 วนั ทั้งน้ี
ข้ึนกบั serovar ท่ีผูป่้วยไดรั้บ และในบาง serovar ไดแ้ก่ Salmonella enterica serovar Typhi หรือ 
Salmonella enterica serovar Paratyphi A, B หรือ C จะท าใหเ้กิดเป็นไขไ้ทฟอยดห์รือพารา
ไทฟอยด ์จะแสดงอาการชา้หรือเร็วข้ึนกบัปริมาณเช้ือท่ีไดรั้บเขา้ไป และข้ึนกบัตวัคนไขท่ี้ไดรั้บเช้ือ
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ดว้ย (องักรู, 2549) โดยส่วนมากผูท่ี้ไวต่อเช้ือคือ เด็ก คนชรา และผูท่ี้ภาวะภูมิคุม้กนับกพร่อง ผูป่้วย
เอดส์จะมีโอกาสป่วยดว้ยโรคท่ีเกิดจากเช้ือ Salmonella spp. มากกวา่คนปกติถึง 20 เท่า (Kundinger 
2004) 

 
6.1  ลกัษณะทัว่ไปและพนัธุกรรมของเช้ือ Salmonella spp. 
 

Salmonella spp. เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีอยูใ่นตระกลู Enterobacteriaceae จีนสัน้ี แบ่งได ้
2 สปีชีส์ คือ Salmonella enterica และ Salmonella bongori ซ่ึง Salmonella enterica ประกอบดว้ย 6 
subgroups หรือ subspecies (subsp.) ไดแ้ก่ I (Salmonella enterica subsp. enterica), II, IIIa, IIIb, IV 
และ VI โดยเช้ือน้ีนอกจากจะมีการแบ่งยอ่ยเป็น subspecies แลว้ ในแต่ละ subspecies ยงัแบ่ง ยอ่ย
ออกไปอีกเป็น serovar ซ่ึงสามารถจดัจ าแนกไดท้ั้งส้ินกวา่ 2400 serovar ทั้งหมดน้ีพบวา่มีเพียง 
Salmonella enterica subsp. enterica เท่านั้นท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคในสัตวเ์ลือดอุ่นรวมทั้งคน 
(Kim et al., 2006) ส่วน subspecies ท่ีเหลือจะอาศยัในสัตวเ์ลือดเยน็และส่ิงแวดลอ้ม แต่ก็สามารถ
ก่อโรคในคนไดถ้า้หากไดรั้บเช้ือ (องักรู, 2549) นอกจากน้ียงัพบวา่บาง serovar สามารถปรับตวัต่อ
โฮสตไ์ดดี้และมีความจ าเพาะต่อโฮสต ์ยกตวัอยา่งเช่น Salmonella enterica serovar Typhi ก่อโรค
ในคน Salmonella enterica serovar Dublin ก่อโรคในววัควาย Salmonella enterica serovar 
Gallinarum ก่อโรคในสัตวปี์ก และ Salmonella enterica serovar Choleraesui ก่อโรคในสุกร 
นอกจากน้ียงัมี Salmonella spp. บาง serovar ท่ีสามารถติดต่อไดห้ลากหลายโฮสต ์เช่น Salmonella 
enterica serovar Enteritidis และ Salmonella enterica serovar Typhimurium ซ่ึงเป็นสอง serovar ท่ี
ส าคญัท่ีสุดท่ีมีการติดต่อจากสัตวสู่์คน (WHO, 2005) 

 
Salmonella spp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน ไม่สร้างสปอร์ มีขนาด 0.7-1.5 µm 

เจริญไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar โคโลนีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 2-4 mm ขอบเรียบ ผวิ
มนั ไม่มีสี และสามารถเจริญไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือทัว่ๆไป โคโลนีจะมีลกัษณะกวา้ง หนา สีเทาปน
ขาว ช้ืน ค่อนขา้งกลม ลกัษณะรูปโคม และเป็นเมือก ส่วนความโปร่งแสงและขนาดจะแตกต่างกนั
ในแต่ละสายพนัธ์ุ (อรุณ, 2541) สามารถเจริญไดท้ั้งในสภาพท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultative 
anaerobe) ไม่สร้างแคปซูล (อรุณ, 2541; Cohen et al., 1996)  เคล่ือนท่ีดว้ยแฟลกเจลลาร์ท่ียาวและมี
อยูร่อบเซลล ์(peritrichous flagella) (ภาพท่ี 5) ยกเวน้ Salmonella enterica serovar Pullorum และ 
Salmonella enterica serovar Gallinarum ท่ีแฟลกเจลลาร์ไม่ท างาน (Chiu and Ou, 1996) นอกจากน้ี
ในบางสายพนัธ์ุท่ีไม่สามารถเคล่ือนท่ีไดมี้การสร้าง hydrogen sulfide (H2S) ยกเวน้ Salmonella 
enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica serovar Paratyphi และ Salmonella enterica 
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serovar Choleraesuis เป็นตน้ โดยจะสร้างก๊าซ H2S ไดเ้ป็นจ านวนมากในอาหารเล้ียงเช้ือ TSI agar 
(อรุณ, 2541)  

 
ท่ีผนงัเซลลข์องเช้ือ Salmonella spp. ยงัปกคลุมไปดว้ย pilli หรือมีช่ือเรียกอีกช่ือหน่ึง

วา่ fimbrial ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยขนสั้นๆ (ภาพท่ี 5) (Chiu and Ou, 1996) ไดแ้ก่ fimbriae type I, long 
polar fimbriae, plasmid-encoded fimbriae และ thin aggregative fimbriae ซ่ึงมีความเก่ียวขอ้งกบั
การยดึติดกบัเซลล ์(cellular attachment)  เน่ืองจาก fimbriae เป็นโครงสร้างท่ีส่งเสริมให้เช้ือ
สามารถยดึติดอยูก่บัเน้ือเยือ่ล าไส้เล็กของโฮสต ์ภายหลงัจึงพบวา่ fimbrial เหล่าน้ีเป็นลกัษณะทาง
กายภาพท่ีส าคญัท่ีส่งผลให ้Salmonella spp. เป็นเช้ือท่ีก่อโรครุนแรง ทั้งน้ีข้ึนกบัชนิดของ fimbrial 
ใน Salmonella spp. แต่ละ serovar (Jones, 2005)  
 

 
 

ภาพที ่5  โครงสร้างเซลลข์องเช้ือ Salmonella spp. 
 
ทีม่า: BioJobBlogger (2008) 

 
โดยปกติแบคทีเรียแกรมลบจะมีเยือ่หุม้เมมเบรนชั้นนอกซ่ึงมีไลโพโพลีแซคคาไรด์ 

(lipo-polysaccharide)  เป็นองคป์ระกอบ และเช่นเดียวกนัเช้ือ Salmonella spp. มีไลโพโพลีแซคคา
ไรดเ์ป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัของเยือ่หุม้เมมเบรนชั้นนอกของผนงัเซลล ์ไลโพโพลีแซคคาไรด์น้ี
ประกอบดว้ย core domain คือ O-antigenic polysaccharide chain และ lipid A ในส่วนของ lipid A 
น้ีจดัเป็นบริเวณอนุรักษข์องแบคทีเรียแกรมลบทั้งหลายส่วนบริเวณ O-polysaccharide chains มีการ

Flagella 

Fimbrial 
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เปล่ียนแปลงไดอ้ยา่งหลากหลาย จึงใช ้O แอนติเจนส าหรับจ าแนก serovar ของ Salmonella spp. 
(Chiu and Ou, 1996) นอกจากน้ียงัมี Vi แอนติเจน เป็นแอนติเจนท่ีคลุมอยูร่อบนอก O แอนติเจน 
และพบวา่โดยปกติเช้ือ Salmonella spp. ท่ีมี Vi แอนติเจน จะท าใหเ้กิดอาการของโรครุนแรงกวา่
เช้ือท่ีไม่มี Vi แอนติเจน (อรุณ, 2541) จากความหลากหลายของลกัษณะแอนติเจนแต่ละชนิดไดแ้ก่ 
O แอนติเจน, แคปซูล (Vi) แอนติเจน และแฟลกเจลลา (H) แอนติเจน จึงน าคุณสมบติัดา้นน้ีมาใช้
ในการทดสอบทางเซรุ่มวทิยา และใชเ้ป็นเกณฑใ์นการจ าแนกตาม Kauffmann-White serologic 
typing scheme เพื่อการจดัจ าแนก serovar ต่างๆ ของเช้ือ Salmonella spp. (Luk et al. 1997; Chiu 
and Ou, 1996) 

 
Salmonella spp. เป็นหน่ึงใน food born pathogen ตวัส าคญั จึงไดมี้การศึกษา เก็บ

รวบรวมขอ้มูลในระดบั DNA และพฒันาการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. โดยน าเทคโนโลยทีาง
พนัธุกรรมเขา้มาประยกุตใ์ชเ้พื่อเพิ่มความรวดเร็ว ความแม่นย  า และความไวในการตรวจพบเช้ือ 
โดยปกติแบคทีเรียทั้งแกรมลบและแกรมบวกจะมีกลุ่มของยนีก่อโรค ซ่ึงสามารถพบไดท้ั้งบน
โครโมโซมของแบคทีเรียหรือพลาสมิด (plasmid) และกลุ่มยนีก่อโรคท่ีวา่น้ีมีช่ือเรียกวา่ 
“pathogenicity island” ส าหรับเช้ือ  Salmonella spp. เป็นเช้ือท่ีสามารถก่อโรคภายในเซลลแ์ละเขา้สู่ 
non-phagocytic เซลลไ์ดด้ว้ยวงชีวติของตวัมนัเอง ลกัษณะเฉพาะทางพนัธุกรรมส่วนใหญ่จึงมกั
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการเขา้สู่เซลล ์จากรายงานการศึกษาพบวา่เช้ือ Salmonella spp. มี 

pathogenicity island ขนาด 40 kb ตั้งอยูบ่นต าแหน่งเซนทริโซมท่ี 63 ของโครโมโซมแบคทีเรีย 
(ภาพท่ี 6) และในภายหลงัไดใ้หช่ื้อเรียกบริเวณดงักล่าววา่ Salmonella pathogenicity island 1 (SPI-
1) โดยท่ี SPI-1 น้ีจะเร่ิมท างานเม่ือเช้ือ Salmonella spp. บุกรุกเขา้สู่เซลลแ์ละมีความเก่ียวขอ้งกบั
ความเป็นพิษท่ีเกิดข้ึนภายในเซลลแ์มคโครฟาจ (macrophages) นอกจากน้ี SPI-1 ยงัเป็นแม่แบบ
ของขอ้มูลทางพนัธุกรรมส าหรับโปรตีนส่วนใหญ่ใน type III secretion system (Suarez and 
Russmann, 1998) ซ่ึง type III secretion system เป็นระบบหน่ึงท่ีช่วยใหเ้ช้ือแบคทีเรียก่อโรคนั้น
สามารถด ารงชีพและเพิ่มปริมาณตวัเองไดภ้ายในเซลลแ์มคโครฟาจ และในภายหลงัพบวา่ type III 
secretion system มีบทบาทต่อการหลัง่สารโปรตีนชนิดพิเศษท่ีเรียกวา่ type III หรือ “contact-
dependent protein” ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีขนส่งโปรตีนจากเซลลแ์บคทีเรียเขา้สู่เซลลย์คูาริโอต 
ดงันั้นจึงส่งผลกระทบไดท้ั้งสองดา้นในเวลาเดียวกนัคือผลต่อโฮสตเ์ซลล ์เช่น เป็นสาเหตุการเกิด
เยือ่หุม้เซลลผ์ดิปกติ และผลท่ีเกิดภายในเซลลแ์บคทีเรียคือไปกระตุน้ transcription factor ต่างๆ 
นอกจากเช้ือ Salmonella spp. แลว้ยงัสามารถพบ type III secretion system น้ีไดใ้นเช้ือแบคทีเรียก่อ
โรคอีกหลายชนิดไดแ้ก่ Shigella, Yersinia, Escherichia coli, Chlamydia, Pseudomonas, Erwinia 
และ Xanthomonas (Coombes et al., 2005; Jones, 2005; Suarez and Russmann, 1998) 
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 จากรายงานการศึกษาในเช้ือ Salmonella Typhimurium พบ pathogenicity island 
ต าแหน่งท่ี 2 ขนาด 40 kb และไดร้ะบุใหเ้ป็น SPI-2 ตั้งอยูบ่นเซนทริโซมท่ี 30.7 ของโครโมโซม
แบคทีเรีย (ภาพท่ี 6) โดย SPI-2 ถอดรหสัใหส่้วนประกอบของระบบควบคุม (regulatory system) 
และ type III secretion system อีกชนิดหน่ึง พบวา่การท างานของ SPI ทั้งสองบริเวณน้ีมีความ
จ าเป็นต่อการด ารงชีพอยูภ่ายในเซลลข์องเช้ือในระยะต่างๆ จากรายงานการศึกษาในหนูทดลอง
พบวา่ SPI-1 ท างานเม่ือเช้ือเร่ิมเขา้สู่เซลล ์ท าใหเ้กิดการบุกรุกภายในล าไส้ และท าใหเ้กิดการแพร่ 
กระจายของเช้ือภายในเซลล ์เม่ือเช้ือเขา้สู่เซลลไ์ดแ้ลว้จึงเป็นหนา้ท่ีของ SPI-2 คือท าใหเ้ช้ือสามารถ
ด ารงชีพอยูภ่ายในเซลลแ์มคโครฟาจได ้ทั้งน้ีนอกจากการท างานของ SPI-1 และ SPI-2 แลว้ยงัมี
ส่วนปลีกยอ่ยอ่ืนๆ เรียกวา่ pathogenicity islets ไดแ้ก่  sifA, pagC, msgA, iviVI, และยนีของfimbrial 
บางตวัท่ีช่วยเสริมความรุนแรงใหก้บัเช้ือ Salmonella spp. อีก (Suarez and Russmann, 1998) 

 

 
 

ภาพที ่6  แสดงต าแหน่งเซนทริโซม (CS) ของ Salmonella pathogenicity island บนโครโมโซมของ 
Salmonella spp. 

 
ทีม่า: ปฐมาพร (2548) 
 

ดงัไดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้วา่เช้ือ Salmonella spp. เป็นสาเหตุก่อโรคไขไ้ทฟอยดใ์นคน 
และเป็นเช้ือโรคทางเดินอาหารท่ีส าคญัทั้งคนและสัตว ์เน่ืองจากลกัษณะเฉพาะพิเศษของเช้ือน้ีท่ี
สามารถรุกรานเซลลส์ัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม โดยการก่อโรคนั้นข้ึนกบัสภาวะแวดลอ้มและ regulator 
gene ต่างๆ ดงันั้นในการศึกษาทางพนัธุกรรมยนีจึงเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีส่งเสริมใหเ้ช้ือสามารถรุกราน
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เซลลไ์ด ้ในท่ีน้ีจะขอกล่าวถึงยนีท่ีมีบทบาทส าคญัส าหรับเช้ือ Salmonella spp. 2 ยนีดว้ยกนัคือ ยนี 
hyper-invasive locus A (hilA) เป็นยนีท่ีท าให้เช้ือสามารถรุกรานเซลลส์ัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมได ้
(Coombes et al., 2005; Jones, 2005; Cardona-Castro et al., 2002; Suarez and Russmann, 1998) 
และอีกยนีหน่ึงคือ ยนี invasion (inv) เป็นยนีท่ีมีบทบาทส าคญัในการบุกรุกเซลลเ์ยือ่บุล าไส้เล็ก 
(epithelial cell) (Galan et al., 1992) 

 
6.1.1  ความส าคญัของยนี hyper-invasive locus A (hilA)  

 
ยนี hilA เป็นกลไกควบคุมส่วนกลาง (central mechanism) ของยนีบุกรุก 

ตั้งอยูใ่นส่วนของ SPI-1 (ภาพท่ี 7) (Cardona-Castro et al., 2002; Jones, 2005) มีผลกระตุน้การ
แสดงออกของ SPI-1 ทั้งทางตรงและทางออ้มท่ีบริเวณต าแหน่ง promoter  ของ SPI-1 เน่ืองจากเป็น
ยนีแม่แบบส าหรับองคป์ระกอบของโครงสร้างเซลล์, chaperones และหลัง่ effectors โปรตีนต่างๆ 
ท่ีอยูใ่น type III secretion system  ซ่ึงมีความจ าเป็นต่อการบุกรุกเซลล ์(Coombes et al., 2005; 
Jones, 2005; Cardona-Castro et al., 2002) นอกจากน้ียงัพบวา่ตวัควบคุมการลอกรหสั 
(transcriptional regulator) ในตระกลู OmpR/ToxR ซ่ึงมีหนา้ท่ีกระตุน้ยนีบุกรุกใหต้อบสนองต่อ
ส่ิงแวดลอ้มและ genetic regulatory factors ต่างๆ ยงัถอดรหสัมาจากบริเวณควบคุมของยนี hilA อีก
ดว้ย (Coombes et al., 2005; Jones, 2005; Suarez and Russmann, 1998) จึงส่งผลใหย้นีบุกรุกมีการ
ปรับตวัเพื่อควบคุมยนีใหส้ามารถท างานในสภาวะแวดลอ้มต่างๆ ได ้เช่น กรณีท่ีเช้ือ Salmonella 
spp. ตกอยูใ่นสภาวะท่ีมีออกซิเจนต ่า, osmolarity สูง, ระยะท่ีเช้ือก าลงัเจริญและมีการเพิ่มจ านวน
แบบเอกซ์โพเนนเชียล รวมทั้งในสภาวะท่ีเป็นเบสอ่อนๆ เป็นตน้ (Jones, 2005) ยิง่ไปกวา่นั้นยนี 
hilA ยงัมีความจ าเป็นต่อโคโลนีของแบคทีเรียภายนอกเซลล ์(extracellular) และบริเวณ luminal 
compartment ของล าไส้โฮสต ์ยนีน้ีจึงเป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัของเช้ือก่อโรค Salmonella spp. 
(Pathmanathan et al., 2003) 
 

จากรายงานการศึกษาเพื่อตรวจหา conserve region ของล าดบัเบสภายใน 
hilA ยนีจากเช้ือ Salmonella spp. serovar อ่ืนๆไดแ้ก่  Salmonella Typhi, Salmonella Enteritidis, 
Salmonella Choleraesuis, Salmonella ParatyphiA, Salmonella ParatyphiB, Salmonella Pullorum 
ดว้ยเทคนิค PCR และ hybridization พบวา่ล าดบัเบสของยนีก่อโรคร้ายแรงชนิดน้ีมีความเหมือนกนั
ในทุกๆ serovar (Cardona-Castro et al., 2002) primer ท่ีออกแบบจากบริเวณ hilA ยนีมีความไวและ
ความจ าเพาะต่อเช้ือ Salmonella spp. 100% ไม่ปรากฏผลบวกกบัเช้ือ Escherichia ซ่ึงเป็นตวัแทน
แบคทีเรียท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัเช้ือ Salmonella spp. อยา่งมาก (Pathmanathan et al., 2003) 
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Narongwanichagarn and Mulika (2005) น าขอ้มูลทางพนัธุกรรมของ hilA ยนีของ Salmonella 
Typhimurium (Accession number U 25352) มาใชเ้ป็นตน้แบบในการออกแบบ primer hilA ดงั
แสดงในตารางท่ี 2 ส าหรับตรวจเช้ือ Salmonella spp. ดว้ยเทคนิค PCR และพฒันาเป็น probe 
ส าหรับตรวจเช้ือ Salmonella spp. ดว้ยเทคนิค hybridization พบวา่ใหผ้ลบวกต่อเช้ือ Salmonella 
spp. ทั้ง 132 serovar และไม่พบผลบวกกบัเช้ือแบคทีเรียอ่ืนท่ีไม่ใช่ Salmonella spp. (non-
Salmonella spp.) 12 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ Actinomyces spp., Aerococcus viridians, Campylobacter spp., 
Corynebacterium spp., E. coli, Hemolytic E. coli, Klebsiella spp., Pasteurella mutocida, 
Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus, Streptoococcus agalactiae และ Streptoccus suis ผล
การศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ probe ท่ีพฒันาข้ึนจาก hilA ยนีมีความถูกตอ้งแม่นย  า และสามารถใช้
ตรวจเช้ือ Salmonella spp. ได ้การศึกษาคร้ังน้ีจึงน า primer ดงักล่าวมาใชเ้พิ่มปริมาณเช้ือ 
Salmonella Typhimurium (ATCC 10708) พร้อมกบัติดฉลากเพื่อใชเ้ป็น probe ส าหรับพฒันาชุด
ตรวจวนิิจฉยัเช้ือ Salmonella spp. ดว้ยเทคนิค PACHA 
 

6.1.2  ความส าคญัของยนี invasion locus A (invA) 
 

กลุ่มยนี invasion (inv) (ภาพท่ี 7) เป็นกลุ่มยนีแม่แบบท่ีถอดรหสัให้
โปรตีนท่ีเป็นกลไกส าคญัในการบุกรุกเซลลเ์ยือ่บุล าไส้เล็ก (epithelial cell) พบกลุ่มยนีน้ีตั้งอยูบ่น
โครโมโซมในส่วนของ SPI-1 ในบริเวณของกลุ่มยนี inv พบ invasion locus A (invA) เป็นยนีแรก
ของโอเพอรอน (operon = กลุ่มยนี) และมีรายงานวา่ยนี invA เป็นยนีแม่แบบส าหรับถอดรหสัให้
โปรตีนบางตวัท่ีเป็นองคป์ระกอบของ type III secretion system และจ าเป็นอยา่งยิง่ต่อการบุกรุก
เซลลเ์ยือ่บุล าไส้เล็ก (Galan et al., 1992) เน่ืองจากยนี invA สามารถตรวจพบไดใ้น Salmonella spp. 
ทุกๆ serovar จึงจดัเป็นยนีท่ีมีความจ าเพาะต่อจีนสั Salmonella ในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. 
ดว้ยเทคนิค PCR จึงนิยมใชย้นีดงักล่าวเป็นยนีเป้าหมาย (target gene) (Singer et al., 2006) 
 

จากความส าคญัและความจ าเพาะของยนี invA ส าหรับเช้ือ Salmonella 
spp. บริเวณล าดบัเบสภายในยนี invA จึงไดถู้กน ามาใชเ้พื่อออกแบบเป็น primer ส าหรับการตรวจ
วนิิจฉยั ดว้ยเทคนิค PCR และจากการทดสอบ primer (ตารางท่ี 2) ท่ีออกแบบจากบริเวณดงักล่าว
พบวา่มีความไวและความจ าเพาะต่อเช้ือ Salmonella spp. ในทุก serovar ท่ีน ามาใชใ้นการทดสอบ 
(Jenikova et al., 2000; Kishima et al., 2008; Salehi et al., 2005) พร้อมกบัยนืยนัความจ าเพาะของ 
primer ดว้ยเช้ือกลุ่ม non-Salmonella spp. ไดแ้ก่ Citrobacter freundii , Escherichia coli, Entero-
bacter cloacae, Klebsiella pneumonia (Jenikova et al., 2000; Salehi et al., 2005) Proteous 
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mirabilis, Shigella sonnei และ Shigella boydii (Salehi et al., 2005) ผลการทดสอบไม่เกิด PCR 
product จากเช้ือกลุ่ม non- Salmonella spp. (Jenikova et al., 2000; Kishima et al., 2008; Salehi et 
al., 2005) ดั้งนั้น primer ท่ีออกแบบน้ีสามารถใชต้รวจเช้ือ Salmonella spp. ไดอ้ยา่งถูกตอ้งแม่นย  า 
การศึกษาคร้ังน้ีจึงน า primer ดงักล่าวมาใชเ้พิ่มปริมาณเช้ือ Salmonella Typhimurium (ATCC 
10708) พร้อมกบัติดฉลากเพื่อใชเ้ป็น probe ส าหรับพฒันาชุดตรวจวนิิจฉยัเช้ือ Salmonella spp. 
ดว้ยเทคนิค PACHA 
 

 
 

ภาพที ่7  ชุดยนีใน Salmonella pathogenicity island ขนาดยาว 40 kb บนโครโมโซมของ 
Salmonella Typhimurium (1) ยนี hilA (2) ยนี invA 

 
ทีม่า: ปฐมาพร (2548) 
 
ตารางที ่2  แสดงล าดบัเบส primer hilA, invA1 และ invA2 
 

ช่ือยนี ไพรเมอร์ 
ล าดบัเบส 

(5’- 3’) 
ขนาดท่ี
คาดหมาย 

อา้งอิง 

hilA hilA F 
hilA R 

TGACCGTTAGTACTAACAGC 
CATCGAGCAAAAGATTCGC 

821 bp Narongwanichagarn 
and Mulika, 2005 

invA invA1F 
invA1R 

ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT 
AGACGACTGGTACTGATCGATAAT 

244 bp Jenikova et al., 
2000 

invA invA2F 
invA2R 

TTGTTACGGCTATTTTGACCA 
CTGACTGCTACCTTGCTGATG 

521 bp Kishima et al., 
2008 

 
 

(1) (2) 
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6.2  การตรวจแยกเช้ือ Salmonella spp. 
 

Salmonella spp. เจริญไดบ้นอาหารเพาะเล้ียงเช้ือท่ีใชท้ัว่ไปในหอ้งปฏิบติัการ เช่น 
blood agar, MacConkey agar มีลกัษณะโคโลนีบน blood agar เช่นเดียวกบัโคโลนีของแบคทีเรียใน
สกุล Enterobacteriaceae และใหล้กัษณะโคโลนีไม่หมกัยอ่ยน ้าตาลแลคโตส บน MacConkey agar 
ขนาด 2-4 mm แต่บางสายพนัธ์ุมีขนาดเล็กเพียง 1 mm ในการเพาะเล้ียงแยก Salmonella spp. 
จ  าเป็นตอ้งใช ้enrichment media ไดแ้ก่ Selenite F broth หรือ Gram negative broth (GN broth) โดย
น าตวัอยา่ง 0.5 g เติมลงใน broth 10 ml และอบ broth น้ีท่ี 37°C เป็นเวลา 18 ชัว่โมงเม่ือครบเวลาจึง 
streak ลงบน selective media อ่ืนๆ เช่น Salmonella-Shigella (SS) agar, DHL agar, xylose-lysine-
deoxycholate (XLD) agar, bismuth sulfite (BS) agar, brilliant green (BG) agar, MSRV media, 
Rambach  (Rm) agar, Hektoen enteric (HE) agar เป็นตน้ (อรุณ, 2541)  

 
โดยองคป์ระกอบใน selective media สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียอ่ืนท่ีไม่

ตอ้งการ แต่มีสารเสริมเช่น vitamin, blood หรือ serum ร่วมกบัการใหส้ภาวะท่ีเหมาะสมขณะบ่ม
เพาะเช้ือ เพื่อใหเ้ช้ือ Salmonella spp. สามารถเจริญและปรับสภาพได ้แต่จะไม่เหมาะกบัการเจริญ
ของเช้ือแบคทีเรียอ่ืน เช่น ในอาหารเล้ียงเช้ือ SS, HE และ Rm agar มีน ้าดีเขม้ขน้เป็นองคป์ระกอบ
ซ่ึงมีผลไปยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกทุกชนิดและขดัขวางการเจริญของแบคทีเรีย 
coliform หลายๆ ชนิด เป็นตน้ นอกจากน้ีใน selective media ยงัมีสาร indicator เพื่อช่วยในการ
จ าแนกเช้ือ ดงัไดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้วา่ Salmonella spp. เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต H2S ได ้โดย
อาศยั sulfur จากกรดอะมิโนเช่น cysteine หรือสารประกอบท่ีมี sulfur เป็นองคป์ระกอบและ H2S ท่ี
ถูกปล่อยออกมาจะมีลกัษณะเป็นตะกอนสีด า แต่มี Salmonella spp. บาง serovar ท่ีไม่ผลิต H2S เช่น 
Salmonella Typhi อีกทั้งแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriacae หลายชนิดก็สามารถสร้าง H2S ได ้
เช่น  Citrobacter และ Proteus เป็นตน้ ดงันั้น H2S จึงไม่สามารถใชเ้พื่อเป็น indicator ส าหรับ
จ าแนกเช้ือ Salmonella spp. ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ (Chapman, 2006)  

 
นอกจากน้ีการจ าแนกจากลกัษณะโคโลนีท่ีปรากฏบนอาหารเล้ียงเช้ือยงัมีขอ้จ ากดั

เน่ืองจากโคโลนีของเช้ือ Salmonella spp. ท่ีปรากฏข้ึนบนอาหารเล้ียงเช้ือมีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ 
Escherichia coli เพื่อใหก้ารวิเคราะห์ผลมีความน่าเช่ือถือมากข้ึน จึงตอ้งท าการทดสอบโคโลนีท่ี
สันนิษฐานวา่เป็นเช้ือ Salmonella spp. ดว้ยคุณสมบติัทางชีวเคมี (Singer et al., 2006) จึงท าใหก้าร
จ าแนกเช้ือ Salmonella spp. ดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือเกิดความยุง่ยาก ซบัซอ้นและส้ินเปลืองเวลา 
โดยทัว่ไปตอ้งการเวลาถึง 7 วนัจึงจะไดผ้ลการตรวจสอบท่ีเสร็จสมบูรณ์ และขอ้จ ากดัในเร่ืองของ
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ปริมาณเช้ือ Salmonella spp. ท่ีมีอยูน่อ้ยในตวัอยา่งส่งตรวจ ท าใหก้ารตรวจหาเช้ือในเบ้ืองตน้ดว้ย
วธีิการเพาะเช้ือนั้นยงัไม่มีประสิทธิภาพพอ และเม่ือตอ้งตรวจกบัตวัอยา่งจ านวนมากๆ พบวา่วธีิน้ี
ยงัคงมีราคาสูง (Pathmanathan et al., 2003; Singer et al., 2006) 
 

เน่ืองจากการขอ้จ ากดัของตรวจวนิิจฉยัเช้ือดว้ยเทคนิคการเพาะเช้ือ จึงไดมี้การพฒันา
เทคนิคการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. เช่น fluorescent antibodies, latex agglutination, enzymes-
linked immunosorbent assay และ motility enrichment เพื่อตรวจวินิจฉยัเช้ือ Salmonella spp. ใน
เบ้ืองตน้ พบวา่เทคนิคต่างๆ ท่ีพฒันาข้ึนสามารถตรวจเช้ือไดร้วดเร็วกวา่การเพาะแยกเช้ือ แต่ขาด
ความจ าเพาะเน่ืองจากมีโอกาสเกิด cross-reaction และท าใหเ้กิดผลบวกปลอมจากเช้ือแบคทีเรียท่ีมี
ลกัษณะเฉพาะท่ีคลา้ยคลึงกนั ต่อมาเทคนิคทางอณูวทิยาเขา้มามีบทบาทมากยิง่ข้ึนส าหรับการตรวจ
วนิิจฉยัเช้ือ Salmonella spp. เช่น เทคนิคPCR โดยท าการออกแบบ primer ใหมี้ความจ าเพาะต่อ
บริเวณของล าดบัเบสท่ีพบไดเ้ฉพาะ genome ของ Salmonella spp. เท่านั้น (unique sequence) 
ความจ าเพาะของเทคนิค PCR กบัยนีเป้าหมายท าใหก้ารตรวจวินิจฉยัเช้ือแม่นย  ามากข้ึน (Hardison, 
2007; Salehi et al., 2005) แต่อยา่งไรก็ตาม PCR ยงัคงมีขอ้จ ากดัดงัท่ีไดก้ล่าวไวข้า้งตน้ ดงันั้นการ
ตรวจสอบหาเช้ือ Salmonella spp. ยงัตอ้งการการพฒันาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการตรวจเช้ือใหมี้
ความง่ายต่อการใชง้าน สามารถตรวจไดอ้ยา่งรวดเร็ว มีความไวและความจ าเพาะต่อเช้ือ สามารถ
ประยกุตใ์ชก้บัเคร่ืองมือพื้นฐานในหอ้ง ปฏิบติัการ และราคาไม่แพง ไวส้ าหรับตรวจหาเช้ือใน
เบ้ืองตน้ 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 
ในการศึกษาคร้ังน้ีท าการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทดสอบ, สกดั DNA, น า DNA ของเช้ือ S. 

Typhimurium มาเป็นตน้แบบในการสังเคราะห์ probe, ทดสอบความจ าเพาะของ probe ท่ีผลิตได้
กบั DNA ของเช้ือกลุ่ม Salmonella spp. และ non - Salmonella spp. (กลุ่มควบคุมผลลบ) และน า 
probe ไปใชใ้นการพฒันาเทคนิค PACHA โดยมีแผนการทดลองดงัภาพท่ี 8  

 

 
 

ภาพที ่8  แสดงแผนการทดลอง 
 

1.  การเตรียมเช้ือ และสกดั DNA จากเช้ือ Salmonella spp. และ non - Salmonella spp.  
 

เพิ่มปริมาณเช้ือ Salmonella spp. และ non - Salmonella spp. ดงัรายช่ือเช้ือในตารางท่ี 3 
และตารางท่ี 4 ตามล าดบั ท าการเพาะเช้ือบริสุทธ์ิใน nutrient broth (NB) (Difco, Detroit, USA) บ่ม
เช้ือท่ี 37°C นาน 18-24 ชัว่โมง น าเช้ือในอาหารเหลวอยา่งละ 1 ml ใส่ในหลอด microcentrifuge 
tube ไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 3,000 ×g อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที ดูดอาหารเหลวทิ้ง และลา้ง



 

33 

ตะกอนดว้ย 0.85% NSS 1 ml และป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 3,000 ×g อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที 
(Yang et al., 2008) 
 

น าตะกอนเช้ือมาสกดั DNA ดว้ยวธีิ chelex ซ่ึงดดัแปลงจาก Yang et al. (2008) โดยเติม 
5% Chelex-100 ในน ้ากลัน่ (Sigma-Aldrich Pte Ltd., Singapore) ปริมาตร 200 µl ลงในตะกอนเช้ือ
ผสมใหเ้ขา้กนัและน าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที ป่ันเหวีย่งตกตะกอนเพื่อแยกเศษเซลลท่ี์
ความเร็วรอบ 10,000 ×g เป็นเวลา 5 นาที และเก็บ DNA ท่ีอยูส่่วนเหนือตะกอน 150 µl ยา้ยใส่
หลอด microcentrifuge tube อนัใหม่ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20°C ซ่ึงใช ้DNA ของเช้ือ Salmonella spp. 
เพื่อเตรียม probe, ทดสอบความจ าเพาะของ probe และเทคนิค PACHA ในขั้นต่อไป 
 
ตารางที ่3  แสดงรายช่ือเช้ือ Salmonella spp. และท่ีมา 
 

 เช้ือ ท่ีมา 
1 Salmonella enterica serovar Typhimurium (ATCC 

10708) 
 
National Institute of Animal Health 

2 Salmonella enterica serovar Rissen  Local strain identification 
3 Salmonella enterica serovar Typhimurium Local strain identification 
4 Salmonella Gr.B27 Local strain identification 
5 Salmonella Gr.C16 Local strain identification 
6 Salmonella Gr.C17 Local strain identification 
7 Salmonella Gr.C18 Local strain identification 
8 Salmonella Gr.C25 Local strain identification 
9 Salmonella Gr.C26 Local strain identification 

10 Salmonella Gr.C28 Local strain identification 
11 Salmonella Gr.E22 Local strain identification 
12 Salmonella Gr.E23 Local strain identification 
13 Salmonella Gr.E24 Local strain identification 

All local strains are identified by Center of Veterinary Research and Diagnosis, Faculty of 
Veterinary Medicine, Kasetsart University. 
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ตารางที ่4  แสดงรายช่ือเช้ือ non- Salmonella spp. และท่ีมา ส าหรับใชเ้ป็นเช้ือกลุ่มควบคุมผลลบ 
(negative control) ในกลุ่ม enteric bacteria pathogens 

 
 เช้ือ ท่ีมา 
1 Escherichia coli (ATCC 25922) National Institute of Animal Health 
2 Klebsiella pneumonia (Local strain) National Institute of Animal Health 
3 Streptococcus suis Local strain identification 
4 Staphylococcus aureus Local strain identification 
5 Staphylococcus arlettae Local strain identification 
6 Pseudomonas aeruginosa Local strain identification 
7 Eawardsiella tarda Local strain identification 
8 Aeromonas  aeruginosa Local strain identification 
All local strains are identified by Center of Veterinary Research and Diagnosis, Faculty of 
Veterinary Medicine Kasetsart University. 
 
2.  การสังเคราะห์ Probe โดยวธีิ PCR 
 

การศึกษาคร้ังน้ีติดฉลาก probe ดว้ยเทคนิค PCR โดย primer ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือ Salmonella 
spp. ทั้งหมด 3 คู่ (ตารางท่ี 2)  primer คู่ท่ี 1 (hilA)  จะสร้าง probe ท่ีมีความยาว 821 bp 
(Narongwanichagarn and Mulika, 2005) primer คู่ท่ี 2 (invA1) จะสร้าง probe ท่ีมีความยาว 244 bp 
(Jenikova et al., 2000)  และ primer คู่ท่ี 3 (invA2) จะสร้าง probe ท่ีมีความยาว 521 bp (Kishima et 
al., 2008)  
 

สังเคราะห์ probe โดยใช ้DNA ท่ีสกดัจากเช้ือบริสุทธ์ิ Salmonella enterica serovar 
Typhimurium ATCC 10708 (S. Typhimurium ) ดว้ยชุดติดฉลาก DIG labeling MixPLUS (Roche, 
Germany) ชุดติดฉลากน้ีประกอบดว้ย dATP, dCTP, dGTP อยา่งละ 2 mM, 5.7 mM dUTP และ 0.3 
mM digoxigenin-11-dUTP เม่ือเพิ่มปริมาณ DNA แลว้ PCR product ท่ีไดจ้ะมี digoxigenin-11-
dUTP แทรกอยู ่พร้อมใชส้ าหรับเป็น probe ในการทดสอบเทคนิค PACHA ขั้นต่อไป โดยต าแหน่ง
ของ probe ท่ีเลือกเพื่อใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีดงัแผนภาพจ าลองยนี (ภาพท่ี 9) 
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ภาพที ่9  แสดงต าแหน่งและขนาดของ probe ท่ีมีความจ าเพาะต่อ genome ของเช้ือ Salmonella spp. 
ท่ีบริเวณต่าง ๆ กนั ช่วงสีเขียวคือบริเวณท่ีเลือกเป็น hilA probe, ช่วงสีส้มคือบริเวณท่ี
เลือกเป็น invA1 probe, ช่วงสีม่วงคือบริเวณท่ีเลือกเป็น invA2 probe และสีเทาขาวแสดง
ช่วงของล าดบัเบสท่ีอยูร่ะหวา่งยนี hilA กบัยนี invA 

 

Reaction mixture (ตารางท่ี 5) ประกอบดว้ย 10x PCR buffer (Qiagen, USA) ปริมาตร 5 µl, 
25 mM MgCl2 (Qiagen, USA) ปริมาตร 3.2 µl, Dig labeling MixPLUS  5 µl, 20 µM forward primer 
ปริมาตร 0.64 µl และ 20 µM reverse primer ปริมาตร 0.64 µl, เอนไซม ์5u/µl Hot start Taq DNA 
polymerase (Qiagen, USA)ปริมาตร 0.4 µl, DNA 10 ng และเติมน ้ากลัน่ จนครบปริมาตรสุดทา้ย 
50 µl ผสมกนัเบาๆ น าไป spin down แลว้จึงน าไปใส่ในเคร่ือง Thermal cycler (BioRad, USA) โดย
โปรแกรมปฏิกิริยา PCR เคร่ือง Thermal cycler (ตารางท่ี 6) ทั้งน้ีเตรียม PCR reaction ส าหรับ
ควบคุมผลบวก (control PCR) โดยใช ้dNTPs ปกติแทน Dig labeling MixPLUS , ส าหรับควบคุมผล
ลบใชน้ ้ากลัน่แทน DNA แลว้น าเขา้เคร่ือง Thermal cycler พร้อมกนั 
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ตารางที ่5  Reaction mixture ส าหรับเตรียมปฏิกิริยา PCR 
 

Reagent Probe synthesis pos. control neg. control Final conc. 
 volumn (µl) volumn (µl) volumn (µl)  

10× PCR buffer 5 5 2.5 1× 
25 mM MgCl2 3.2 3.2 1.6 1.6 mM 
20 mM dNTPs - 4 2 1.6 mM 
DIG labeling MixPlus 5 - - 200 µM dNTP 
20 mM forward primer 0.64 0.64 0.32 0.25 µM 
20 mM reverse primer 0.64 0.64 0.32 0.25 µM 
Hot start Taq polymerase 0.4 0.4 0.2 U 
Template DNA 1 1 - 1 ng 
น ้ ากลัน่ 34.12 34.12 17.56 - 
Total 50 50 25  

 
ตารางที ่6  โปรแกรมปฏิกิริยา PCR เคร่ือง Thermal cycler 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 
initial denaturation 95°C   5 นาที 
denaturation 
annealing 
extension 

94°C 
58°C 
72°C 

30 วนิาที          
30 วนิาที         35 รอบ 
  1 นาที 

final extension 72°C 
4°C 

  7 นาที 
  จนกวา่จะน าออกจากเคร่ือง 

 
ตรวจสอบขนาด PCR product ของ DIG labeled PCR และ control PCR ดว้ยเทคนิค 

agarose gel electrophoresis ใช ้6 µl ของ DIG labeled PCR และ control PCR เพื่อตรวจสอบและ
เปรียบเทียบขนาด PCR product กบั 1 µg DNA Ladder 100 bp (BioLabs, UK) ท่ีความต่างศกัย ์100 
volt นาน 30 นาที บน 1.5% agarose gel ท่ีมีเอทิเดียมโบรไมดผ์สมอยูเ่พื่อให ้DNA เรืองแสง UV 
อ่านผลภายใตเ้คร่ือง Gel-Documentation และเก็บ PCR product ท่ีอุณหภูมิ -20°C จนกวา่จะ
น ามาใชง้าน  
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3.  ทดสอบความจ าเพาะของ probe โดยเทคนิค conventional dot blot hybridization  
 

ท าการทดสอบความจ าเพาะของ probe ทั้งสามต าแหน่งดว้ย  DNA ของเช้ือ Salmonella 
spp. และ non- Salmonella spp. โดยเทคนิค conventional dot blot hybridization ดงัขั้นตอนต่อไปน้ี 

 
3.1  การเตรียม membrane และ DNA ส าหรับทดสอบ 

 
3.1.1  การเตรียม DNA ส าหรับทดสอบความจ าเพาะของ probe ท าโดยน า dsDNA ของ

เช้ือกลุ่ม Salmonella spp. และกลุ่ม non- Salmonella spp. ท่ีสกดัจาก pure culture มา denature ให้
เป็น ssDNA ดว้ยการตม้ในน ้ าเดือด 95°C เป็นเวลา 5 นาที และแช่ในน ้าแขง็ทนัทีเพื่อให้คงสภาพ 
ssDNA (Anderson, 1999) พร้อมกนัน้ีไดห้ยดและตรึง denature PCR product ปกติ (pos. control) 
ของ primer invA 1, invA 2 และ hilA ลงบน membrane เพื่อควบคุมผลบวกส าหรับปฏิกิริยา 
hybridization เพราะจะสามารถเขา้คู่กนักบั probe แต่ละช้ินไดพ้อเหมาะ และหากปฏิกิริยา 
hybridization เกิดไดอ้ยา่งสมบูรณ์ท่ีต าแหน่งหยดน้ีจะปรากฏ signal เป็นสีม่วงน ้าเงินภายหลงัตรวจ
ติดตามดว้ย anti-Digoxigenin conjugated และ NBT/BCIP ทั้งน้ีเพื่อควบคุบขั้นตอนการตรวจ
ติดตามดว้ย anti-Digoxigenin conjugated AP และการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์AP กบั NBT/BCIP
ไดท้  าการหยด DIG labelled PCR product (color control) ซ่ึงจะปรากฏสีม่วงน ้าเงินเม่ือปฏิกิริยา
ดงักล่าวเกิดไดอ้ยา่งสมบูรณ์ 

 
3.1.2  การเตรียม membrane ส าหรับทดสอบ โดยตดั Nylon membrane (Nytran 

SuPerCharge and Nytran N nylon membrane, Schleicher & Schuell, Germany) ขนาดกวา้ง 4 cm. 
ยาว 5 cm. แลว้ใช ้micropipette ขนาด 0.5-10 µl หยด ssDNA ลงบน membrane ดงักล่าว โดย
ปริมาณ DNA ส าหรับหยด ควรมีประมาณ 0.1-10 µg จากนั้นตรึง DNA กบั membrane โดยการฉาย
แสง UV เป็นเวลา 3 นาที (Schleicher & Schuell, Germany) 
  

3.2  การเตรียมบฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นเทคนิค conventional hybridization 
 

3.2.1  hybridization buffer (DIG Easy Hyb) (Roche, Germany) อุ่นท่ีอุณหภูมิ 65°C 
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3.2.2  probe hybridization solution: ผสม probe กบั DIG Easy Hyb (ใหค้วามเขม้ขน้ 
probe สุดทา้ยเป็น 20 ng/ml) และท าการ denature 

 
3.2.3  Washing buffer 
 

WB1 = Washing buffer 1: 2X SSC, 1% SDS 
WB2 = Washing buffer 2: 0.2X SSC, 0.1% SDS 
 

3.2.4  Blocking buffer 
 

BB1 = Blocking buffer 1: 0.10 M Tris-HCL, pH7.5, 0.15 M NaCl 
BB2 = Blocking buffer 2: 0.10 M Tris-HCL, pH7.5, 0.15 M NaCl, 2% (w/v) 

Blocking reagent (Roche, Germany) เท่ากบั 2 g ในสารละลาย 200 ml 
 

3.2.5  AD-AP = Antibody Conjugate Solution: 1µl anti-Digoxigenin conjugated AP 
(Roche, Germany), 3 ml BB2 

 
3.2.6  DB = Detection buffer: 0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaCl, pH 9.5 

 
3.2.7  NBT/BCIP (Amresco, USA) 
 

3.3  ขั้นตอนการท า conventional hybridization 
 

3.3.1  pre-hybridization ขั้นตอนน้ีท าเพื่อเตรียมความพร้อมใหก้บั membrane และ 
DNA ท่ีตรึงอยูบ่น membrane โดยน า membrane ใส่ลงใน hybridization incubator tube แลว้เติม 
DIG Easy Hyb 10 ml และปรับอุณหภูมิ เคร่ือง Hybridization Incubator (SciGene, USA) ท่ี
อุณหภูมิ 65°C หมุนเป็นเวลา 60 นาที (NENTM Life Science Products RENIASSANCE®, USA) 
จากนั้นเทสารละลายทิ้ง 
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3.3.2  hybridization ขั้นตอนน้ีท าเพื่อตรวจสอบ DNA ดว้ย  probe ท่ีเตรียมได ้โดย 
probe จะสามารถเขา้คู่กบั target DNA เม่ือเติม probe hybridization solution 10 ml และ incubate 
probe กบั DNA ทดสอบไวค้า้งคืน ในเคร่ือง Hybridization Incubator ท่ีอุณหภูมิ 65°C และหมุน
ดว้ยความเร็วรอบ 8 rpm (NENTM Life Science Products RENIASSANCE®, USA) 

 
3.3.3  การลา้ง probe ส่วนเกิน หลงั hybridization ขั้นตอนน้ีท าเพื่อก าจดั probe 

ส่วนเกินท่ีเกาะกบั membrane ในบริเวณท่ีไม่ตอ้งการ และ probe ท่ีจบัผดิ โดยเติม WB1 (อุ่นท่ี
อุณหภูมิ 65°C) 10 ml เพื่อลา้ง membrane ท่ีอุณหภูมิ 65°C หมุนดว้ยความเร็วรอบ 12 rpm เป็นเวลา 
15 นาที จากนั้นเท WB1 ทิ้ง แลว้ท าการลา้งรอบสองดว้ย WB2 (อุ่นท่ีอุณหภูมิ 65°C) 10 ml เป็น
เวลา 15 นาที (NENTM Life Science Products RENIASSANCE®, USA) และเท WB2 ทิ้ง 

 
3.3.4  การ block membrane โดยใช ้BB1 เพื่อชะลา้งฟองสบู่จาก SDS ท่ีหลงเหลือใน

ขั้นตอนการลา้งรวมทั้งปรับสภาพ membrane และตามดว้ย BB2 เพื่อเคลือบผวิ membrane ใน
บริเวณท่ีไม่มี DNA ลดการจบัของ AD-AP ในบริเวณพื้นท่ีวา่งดงักล่าวและปรับสภาพใหเ้หมาะต่อ
การตรวจจบัระหวา่ง DIG กบั AD-AP โดยเติม BB1, 10 ml ปรับอุณหภูมิท่ี 37°C หมุนท่ีความเร็ว
รอบ 8 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเท BB1 ทิ้ง แลว้เติม BB2, 10 ml หมุนท่ีความเร็วรอบ 8 rpm 
เป็นเวลา 60 นาที และเท BB2 ทิ้ง (NENTM Life Science Products RENIASSANCE®, USA) 

 
3.3.5  การตรวจติดตาม DIG ขั้นตอนน้ีท าเพื่อตรวจติดตาม DNA สายผสม (hybrid) 

เม่ือ target DNA เขา้คู่กบั probe ท่ีติดฉลากดว้ย DIG จึงท าการตรวจติดตาม DIG ดว้ย anti-
Digoxigenin conjugated AP (NENTM Life Science Products RENIASSANCE®, USA) ซ่ึงจะท าให้
สามารถสังเกตเห็นผลการตรวจสอบเม่ือมีการเติม substrate ใหก้บัเอนไซม ์AP ในภายหลงั โดยเติม 
AD-AP แลว้บ่มไว ้ท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 60 นาที ท่ีความเร็วรอบการหมุน 8 rpm เม่ือครบ
ก าหนดเวลาแลว้จึงเท AD-AP ทิ้ง  ทั้งน้ีเพื่อชะลา้ง AD-AP ท่ีเคลือบ membrane บริเวณอ่ืนท่ีไม่
เก่ียวขอ้ง รวมทั้งเตรียมความพร้อมใหก้บั DNA สายผสม และ membrane ก่อนท่ีจะเติม substrate
ใหท้  าการลา้งดว้ย 10 ml WB1 เป็นเวลา 5 นาที, เท WB1 ทิ้ง แลว้ลา้งซ ้ าดว้ย 10 ml WB2 เป็นเวลา 5 
นาที, เท WB2 ทิ้ง แลว้ตามดว้ย 10 ml BB1เป็นเวลา 5 นาที, เท BB1 ทิ้ง และเคลือบ membrane ดว้ย 
10 ml BB2 เป็นเวลา 15 นาที, เท BB2 ทิ้ง (NENTM Life Science Products RENIASSANCE®, USA) 
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3.3.6  การท าปฏิกิริยาของ AP กบั NBT/BCIP ขั้นตอนน้ีท าเพื่อตรวจติดตามการจบั
ของ probe ท่ีต าแหน่งต่างๆ บน membrane โดยต าแหน่งท่ี probe จบัจะเปล่ียนเป็นสีม่วงน ้าเงินท่ี
สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า ท าใหท้ราบวา่ probe จบักบัต าแหน่งท่ีมี target DNA ไดอ้ยา่ง
จ าเพาะหรือไม่ ถา้หากมีการจบักนัอยา่งไม่จ  าเพาะบริเวณท่ีมี DNA ในกลุ่มควบคุมผลลบ จะเปล่ียน 
เป็นสีม่วงน ้าเงิน การทดสอบปฏิกิริยาของ AP กบั NBT/BCIP ท าโดยการยา้ย membrane ใส่ในถุง
ซิป (ziplock bag) แลว้เติม DB 3 ml (ท่วม membrane) เพื่อปรับ pH ใหเ้หมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา
ของ substrate จากนั้นยา้ย membrane ใส่ในถุงซิปอนัใหม่แลว้เติม NBT/BCIP 3 ml (ท่วม 
membrane) และไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 20 นาที ถึง 1 ชัว่โมงหรือจนกระทัง่สังเกตุเห็นสีม่วงน ้าเงิน
ปรากฏข้ึน 
 

เม่ือท าการตรวจสอบความจ าเพาะของ probe ท่ีสังเคราะห์ข้ึนจากเทคนิค PCR ดว้ยวธีิการ 
conventional dot blot hybridization แลว้ จึงน า probe ทั้งสามมาใชส้ าหรับพฒันา PACHA test kit 
ในการทดลองต่อไป เน่ืองจาก PACHA test kit มีขั้นตอนการด าเนินการตรวจสอบมาจากหลกัการ
พื้นฐานของการตรวจสอบดว้ยเทคนิค conventional dot blot hybridization จึงเปรียบเทียบขั้นตอน
การด าเนินการตรวจสอบของทั้งสองเทคนิคไดด้งัแสดงในภาพท่ี 10 
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ภาพที ่10  ภาพแสดงขั้นตอนของการตรวจดว้ยเทคนิค conventional dot blot hybridization เทียบ
กบัขั้นตอนการพฒันาเทคนิค PACHA 
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ภาพที ่10  (ต่อ) 
 
4.  การทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะส าหรับตรวจ DNA ด้วยเทคนิค PACHA 
  

เทคนิค PACHA ของงานวิจยัน้ีดดัแปลงจากรายงานของ Reinhartz และคณะ (1993) 
องคป์ระกอบส าหรับพฒันาเทคนิค PACHA มีดงัน้ี (1) strip (Charge Nylon membrane) ขนาด 0.45 
× 5 cm โดยหยด ssDNA ของเช้ือ S. Typhimurium ใหมี้ระยะห่างจากปลาย strip 1 cm (เป็นปลาย
ดา้นท่ีใชจุ่้มในบฟัเฟอร์) หยด ssDNA ของเช้ือ E. coli ส าหรับควบคุมผลลบ และหยด ssDNA ของ 
PCR product ปกติ (invA1, invA2, hilA) เพื่อเป็น DNA ควบคุมผลบวกของการเกิดปฏิกิริยาไฮบริ
ไดซ์ ท่ีบริเวณปลายดา้นบนของ strip หยด probe 0.01 นาโนกรัมส าหรับควบคุมการเกิดปฏิกิริยา
ระหวา่งเอนไซม ์alkaline phosphatase กบั NBT/BCIP ท าการตรึง DNA ดงักล่าวดว้ยแสง UV ท่ีมี
ความยาวคล่ืนแสง 254-312 nm โดยวางห่างจากแหล่งก าเนิดแสง 15 cm เป็นเวลา 3 นาที 
(Schleicher & Schuell, Germany) (2) probe hybridization solution โดยผสม probe กบั DIG Easy 
Hyb (Roche, Germany) ท าใหเ้ป็น ssDNA probe โดยตม้ในน ้าเดือดนาน 5 นาที และแช่เยน็อยา่ง
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รวดเร็ว (Anderson, 1999) (3) เตรียม washing buffer และ blocking buffer ดงัรายละเอียดในหวัขอ้ 
3.2 (4) ตรวจติดตาม Digoxigenin โดยแช่ strip ในสารละลาย anti-Digoxigenin conjugated alkaline 
phosphatase (Roche, Germany) (5) ตรวจติดตามผลโดยแช่ใน substrate ของเอนไซม ์alkaline 
phosphatase คือ NBT/BCIP (Amresco, USA) จะปรากฏสีม่วงน ้าเงินข้ึนมา  

 
การศึกษาน้ีแบ่งเป็น 3 ชุดการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 11 เพื่อศึกษาปัจจยัไดแ้ก่ อุณหภูมิ 

hybridize ความเขม้ขน้ DNA และความเขม้ขน้ probe ท่ีใช ้เพื่อใหก้ารตรวจสอบดว้ยเทคนิค 
PACHA เกิดประสิทธิผลสูงสุด โดยแต่ละการทดสอบท าซ ้ าทั้งหมด 3 ซ ้ าและซ ้ าละ 2 ชุด 
  

4.1  การทดลองชุดท่ี 1 เป็นการปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมของขั้นตอนด าเนินการตรวจ 
target DNA ดว้ยเทคนิค PACHA โดยควบคุมความเขม้ขน้ DNA และความเขม้ขน้ probe ท่ีใชใ้น
การทดสอบแต่ละคร้ัง เม่ือไดเ้ง่ือนไขสภาวะตรวจสอบแบบ PACHA ท่ีใหผ้ลดีท่ีสุด จึงท าการ
ตรวจสอบเพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพของเทคนิค PACHA ดว้ยการหาแนวทางการใช ้probe เพื่อให้
เกิดประโยชน์สูงสุด ในการทดลองชุดท่ี 2  

 
4.2  การทดลองชุดท่ี 2 ด าเนินการตรวจ target DNA ดว้ยเทคนิค PACHA ตามเง่ือนไข

สภาวะตรวจสอบแบบ PACHA ท่ีใหผ้ลดีท่ีสุดจากการทดลองชุดท่ี 1 โดยก าหนดความเขม้ขน้ 
DNA ใหค้งท่ี จากนั้นทดสอบปรับเปล่ียน probe ไดแ้ก่ ความยาว probe ท่ีใชส้ าหรับตรวจสอบ 
(ควบคุมความเขม้ขน้ probe ท่ีใชใ้หเ้ท่ากนั), เพิ่มต าแหน่ง probe ท่ีใชส้ าหรับตรวจสอบ (ควบคุม
ความเขม้ขน้ probe ท่ีใชใ้หเ้ท่ากนั) และความเขม้ขน้ probe ท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจดว้ยเทคนิค 
PACHA แลว้น าสภาวะเง่ือนไขท่ีดีท่ีสุดของ probe ไปทดสอบกบั DNA ในการทดลองชุดท่ี 3 
เพื่อใหก้ารตรวจสอบ DNA ดว้ยเทคนิค PACHA มีประสิทธิภาพสูงสุด 

 
4.3  การทดลองชุดท่ี 3 ท าการทดสอบเพื่อหาความเหมาะสมของ DNA ท่ีใชใ้นการ

ตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA โดยก าหนดเง่ือนไขสภาวะเทคนิค PACHA และ probe ใหค้งท่ี 
จากนั้นปรับเปล่ียน DNA ท่ีน ามาใชท้ดสอบ ทั้งคุณภาพและปริมาณของ DNA เพื่อใหก้าร
ตรวจสอบ DNA ดว้ยเทคนิค PACHA มีประสิทธิภาพสูงสุด
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ภาพที ่11  การพฒันาเทคนิค PACHA 
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4.1  ชุดท่ี1 ควบคุมความเขม้ขน้ DNA และ probe เพื่อปรับสภาวะในแต่ละขั้นตอน 
 

1)  ทดสอบการเคลือบผวิ membrane (block) เพื่อลด background   
 

1.1)  แช่ membrane ใน BB2 ก่อน dot DNA เป็นเวลา 20 นาที 
 

1.2)  dot DNA ลง membrane แลว้จึงแช่ membrane ใน BB2 เป็นเวลา 20 นาที 
 

1.3)  ไม่ตอ้งเคลือบผวิ membrane 
 

2)  ทดสอบ hybridization buffer ท่ีใชส้ าหรับเทคนิค PACHA ไดแ้ก่ dH2O, 2x SSC 
และ Dig EasyHyb (Roche, Germany) 

 
3)  ทดสอบปริมาตร probe hybridization solution ท่ีใชต่้อ 1 strip ไดแ้ก่ 20 µl, 50 µl, 

100 µl และ 200 µl 
 

4)  ทดสอบอุณหภูมิขณะ hybridize ท่ี 4°C, 27°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C 
 

5)  ทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับ hybridize ไดแ้ก่ 60 นาที, 30 นาที, 20 นาที 10 
นาที และ 5 นาที 

 
6)  ทดสอบอุณหภูมิส าหรับลา้ง (wash) หลงัขั้นตอน hybridize ท่ี อุณภูมิหอ้ง (27°C), 

50°C, 60°C และ 70°C 
 

7)  ทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนการลา้งและ block ส าหรับเทคนิค PACHA 
ไดแ้ก่  

 
7.1)   ไม่ลา้งและไม่ block strip ทั้งหลงั hybridize และหลงัจาก detect 

 
7.2)   ใชเ้วลา 5 นาที ส าหรับขั้นตอนลา้งและ block strip หลงัจาก hybridize 

และหลงัจาก detect 



 

46 

7.3)   ใชเ้วลา 3 นาที ส าหรับขั้นตอนลา้งและ block strip หลงัจาก hybridize 
และหลงัจาก detect 

 
7.4)   ใชเ้วลา 2 นาที ส าหรับขั้นตอนลา้งและ block strip หลงัจาก hybridize 

และหลงัจาก detect 
 

หมายเหตุ  ขณะลา้งและ block ดว้ย BB1 ตอ้ง vortex ตลอดเวลา ส่วน BB2 ไม่ vortex 
 

8)  ทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการ incubate กบั AD-AP ไดแ้ก่ 10 นาที, 20 
นาที และ 30 นาที 

 
4.2  ชุดท่ี 2 ควบคุมความเขม้ขน้ DNA และวธีิการแต่ละขั้นตอน เพื่อปรับการน า probe ไป

ใชใ้หเ้ทคนิค PACHA มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยการทดลองน้ีออกแบบ probe ไว ้3 ต าแหน่ง ดงัได้
อธิบายไวข้า้งตน้  
 

1)  ทดสอบเทคนิค PACHA ดว้ย probe ท่ีมีความยาวต่างกนั ไดแ้ก่ probe invA1 ขนาด 
244 bp, probe invA2 ขนาด 521 bp และ probe hilA ขนาด 821 bp โดยควบคุมความเขม้ขน้ probe 
ท่ีใชใ้หเ้ท่ากนัทั้งหมด 

 
2)  ทดสอบเทคนิค PACHA ดว้ยการปรับจ านวน probe ท่ีใชใ้นการตรวจสอบ โดย

ควบคุมความเขม้ขน้ probe ท่ีใชใ้หเ้ท่ากนัทั้งหมด 
 

2.1) ใช ้probe จ านวน 1 ต าแหน่ง คือ invA1, invA2 และ hilA 
 

2.2) ใช ้probe จ านวน 2 ต าแหน่ง คือ invA1 + invA2, invA1 + hilA และ 
invA2 + hilA 

 
2.3) ใช ้probe จ านวน 3 ต าแหน่ง คือ invA1 + invA2 + hilA 

 
3)  ทดสอบเพื่อปรับปริมาณความเขม้ขน้ probe ท่ีเหมาะสมต่อการตรวจสอบแบบ 

PACHA ไดแ้ก่ 9 ng, 6 ng, 3 ng, 2 ng, 1 ng และ 0.5 ng 
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 4.3  ชุดท่ี 3 ควบคุมวธีิการและความเขม้ขน้ probe เพื่อทดสอบคุณภาพ และปริมาณของ 
DNA ท่ีเหมาะสมส าหรับการทดสอบ PACHA 
 

1)  ทดสอบเทคนิค PACHA ดว้ย DNA ท่ีสกดัโดยวธีิการแตกต่างกนั ไดแ้ก่ DNA ท่ี
สกดัดว้ยวธีิตม้ใน NaOH, DNA ท่ีสกดัดว้ยวธีิ chelex และ DNA ท่ีสกดัดว้ยชุดสกดั DNA ส าเร็จรูป 
(DNAeasy kit (Qiagen, USA)) โดยควบคุมความเขม้ขน้ DNA ท่ีใชท้ดสอบ 

 
2)  ทดสอบความเขม้ขน้ DNA ท่ีสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค PACHA โดยน า 

DNA ท่ีสกดัดว้ยวธีิ Chelex มาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.1 ng, 1 ng, 10 ng, 100 ng, 500 ng และ 
1000 ng แลว้หยดและตรึงบน strip ท าการทดสอบกบั DNA ชุดเดียวกนัน้ีดว้ยวธีิ conventional dot 
blot hybridization น้ี 

 
5.  ทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค PACHA  
 

ท าการทดสอบเพื่อดูความจ าเพาะของการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHAโดยน าเง่ือนไข
สภาวะทดสอบ PACHA ท่ีดีท่ีสุดมาใช ้และก าหนดความเขม้ขน้ของ probe ท่ีใชต้รวจสอบใหเ้ป็น
ค่าคงท่ี คือ 2 ng จากนั้นท าการทดสอบดว้ย DNA ของเช้ือกลุ่ม Salmonella spp. และกลุ่ม non- 
Salmonella spp. ท่ีท าการสดดัดว้ยวธีิ Chelex แลว้น า DNA ดงักล่าวมาท าการ denature หยดและ
ตรึง ลงบน strip ตวัอยา่งละ 2 µl  

 
6.  ทดสอบ detection limit ของเทคนิค PACHA  
 

ท าการทดสอบเพื่อดูความสามารถของการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA โดยน าเง่ือนไข
สภาวะทดสอบ PACHA ท่ีดีท่ีสุดมาใช ้และก าหนดความเขม้ขน้ของ probe ท่ีใชต้รวจสอบใหเ้ป็น
ค่าคงท่ี คือ 2 ng จากนั้นสกดั DNA จากแต่ละ dilution ของเช้ือ S. T. ไดแ้ก่ 100 CFU/ml, 101 
CFU/ml, 102 CFU/ml, 103 CFU/ml, 104 CFU/ml, 105 CFU/ml, 106 CFU/ml, 107 CFU/ml และ 108 
CFU/ml ดว้ยวธีิ Chelex แลว้ท าการ denature DNA ดงักล่าว หยดและตรึงลงบน strip ตวัอยา่งละ 2 
µl ตรวจสอบ DNA ของเช้ือดว้ยเทคนิค PACHA พร้อมทั้งท าการทดลองกบั DNA ชุดเดียวกนัน้ี
ดว้ยวธีิ conventional dot blot hybridization โดยหยดและตรึงลงบน membrane ขนาด ตวัอยา่งละ 2 
µl DNA และ ก าหนดปริมาณ probe ใหค้งท่ี  
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7.  ประยุกต์ใช้เทคนิค PACHA กบัตัวอย่างเนือ้ไก่ปลอดเช้ือ 
 

น าเช้ือ S. T. ท่ีทราบปริมาณผสมคลุกเคลา้กบัเน้ือไก่ปลอดเช้ือบด 1 g ส าหรับการทดสอบ
น้ี ใชเ้ช้ือ 3 dilution คือท่ี 108, 107 และ 106 ผสมลงในเน้ือไก่ปลอดเช้ือในอตัราส่วน เน้ือไก่ : เช้ือ 
เท่ากบั 1 g : 1 ml ผสมใหเ้ขา้กนั และน าส่วนผสมไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 1,500 ×g เป็นเวลา 5 นาที 
ดูดส่วนใสใส่ microcentrifuge tube แลว้น าไปป่ันท่ีความเร็ว 3,000 ×g เป็นเวลา 10 นาที เพื่อ
ตกตะกอนเช้ือ ลา้งตะกอน และสกดั DNA ดว้ยวธีิ chelex จากนั้นน า DNA ไปตรวจสอบ ดว้ย
เทคนิค PACHA 
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ผลและวจิารณ์ 

 
1.  การสังเคราะห์ probe ด้วยเทคนิค PCR 
 

primer ท่ีใชส้ าหรับสังเคราะห์ probe เป็น Salmonella species specific primer คู่ท่ีหน่ึง
ออกแบบโดย Narongwanichagarn and Mulika, (2005) จากบริเวณของ hilA ยนี ส่วนอีกสองคู่
ออกแบบโดย Jenikova et al. (2000) และ Kishima et al. (2008) จากบริเวณของ invA ยนี ทั้งน้ีไดท้  า
การตรวจสอบความจ าเพาะของ primer ทั้ง 3 คู่ ดว้ยการท า PCR ปกติกบั DNA ของเช้ือ Salmonella 
spp. และ non- Salmonella spp. เพื่อยนืยนัความถูกตอ้ง แม่นย  า ของ primer ผลการตรวจสอบพบวา่ 
PCR product จากเช้ือ Salmonella spp. ของ primer คู่ท่ี 1 (hilA) มีขนาด 821 bp primer คู่ท่ี 2 
(invA1) มีขนาด 244 bp และ primer คู่ท่ี 3 (invA2) มีขนาด 521 bp และไม่พบวา่มี PCR product ท่ี
เกิดจาก non- Salmonella spp. DNA กบั primer ทั้ง 3 คู่ สอดคลอ้งกบัท่ีไดมี้รายงานไว้
(Narongwanichagarn and Mulika, 2005; Jenikova et al., 2000; Kishima et al., 2007) ส าหรับ PCR 
product ปกติของแต่ละคู่ primer ท่ีไดน้ี้ ไดน้ าไปใชเ้พื่อเป็น pos. control ของการเกิดปฏิกิริยา 
hybridization ในการพฒันาเทคนิค PACHA ขั้นต่อไป 
 

การสังเคราะห์ probe ส าหรับ เช้ือ Salmonella spp. ดว้ย primer ทั้ง 3 คู่ โดยการใช ้
digoxigenin-11-dUTP (DIG-11-dUTP) เพิ่มปริมาณ S. Typhimurium DNA ในปฏิกิริยา PCR แทน
การใช ้dTTP ใน PCR ปกติ ซ่ึง PCR product ท่ีสังเคราะห์ไดจ้ะมี DIG-11-dUTP แทรกแทนท่ีเบส 
T อยา่งสุ่ม ภาพท่ี 12 แสดงผลการสังเคราะห์ probe ดว้ยเทคนิค PCR จากการตรวจสอบ PCR 
product ดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis ผลของ DIG labeled PCR product ปรากฏใน lane 
3 lane 5 และ lane 7 พร้อมกบัผลของ control PCR product ปรากฏใน lane 2 lane 4 และ lane 6 จาก
ภาพแถบ DNA (band) ของ Dig labeled PCR product จะอยูสู่งกวา่ control PCR product เน่ืองจาก
โมเลกุลของ DIG-11-dUTP มีขนาดใหญ่ส่งผลต่อการเคล่ือนท่ีบน 1.5% agarose gel ท าให ้Dig 
labeled PCR product เคล่ือนท่ีชา้กวา่ control PCR product แถบ DNA จึงอยูสู่งกวา่ทั้งท่ีขนาด PCR 
product เป็น 821 bp, 244 bp และ 521 bp เท่ากนัตามล าดบั จากหลกัการของเทคนิค PCR ท าให้
สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ไปพร้อมๆ กบัการติดฉลากไดใ้นเวลาอนัรวดเร็ว จึงได ้probe ท่ีมีความ
เขม้ขน้สูงเพราะไม่ถูกจ ากดัดว้ยความเขม้ขน้ DNA ในตอนเร่ิมตน้สังเคราะห์ สอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ Lion and Hass (1990) ซ่ึงท าการดดัแปลงเทคนิค PCR โดยใช ้dUTP-Dig แทน 
dNTPs ปกติ ในปฏิกิริยา PCR เพื่อติดฉลาก DNA หรือสังเคราะห์ probe พบวา่การติดฉลากดว้ยวธีิ
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น้ีมีขอ้ดีท่ีไม่เหมือนกบัการติดฉลากดว้ยวธีิอ่ืนดงัน้ีคือ (1) มีประสิทธิภาพการติดฉลากช้ิน DNA ท่ีมี
ขนาดเล็กเท่ากบั 100 bp ได ้(2) สามารถติดฉลากกบั genomic DNA ไดโ้ดยตรง (3) สามารถใชติ้ด
ฉลาก DNA เร่ิมตน้ท่ีมีปริมาณนอ้ยกวา่หน่ึงนาโนกรัมได ้(0.1-50 ng DNA template) (4) เป็นวธีิ
เตรียม probe ท่ีใชเ้วลานอ้ย รวดเร็ว สามารถสังเคราะห์ probe ปริมาณมากไดอ้ยา่งจ าเพาะเจาะจง
ภายในเวลาไม่ก่ีชัว่โมง  

 
นอกจากน้ี Lion and Hass (1990) ยงัใหข้อ้มูลสนบัสนุนการใช ้DIG ส าหรับติดฉลาก  

DNA วา่มีคุณสมบติัเด่นคือท าใหไ้ด ้probe ท่ีมีความไวสูง ตรวจสอบไดร้วดเร็ว สัมผสัไดไ้ม่เป็น
อนัตรายกบัผูใ้ชง้าน และสามารถเก็บไดน้าน จากรายงานการศึกษาพบวา่สามารถเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ -20°C ไวใ้ชไ้ดน้านอยา่งนอ้ย 1 ปี โดยประสิทธิภาพการท างานยงัคงเหมือนเดิม ดงันั้นจึง
สามารถเตรียม probe คราวละมากๆ ได ้ทั้งยงัน า probe ท่ีใชแ้ลว้กลบัมาใชใ้หม่ไดภ้ายหลงัจาก 
renewed denaturation  
  

   
 

ภาพที ่12  แสดง Dig labeled PCR product ของ primer invA1, invA2 และ hilA บน 1.5% agarose 
gel โดย Lane 1 คือ 100 bp DNA ladder (BioLabs, England) Lane 2 คือ PCR product 
ของ invA1 primers ขนาด 244 bp Lane 3คือ Dig labeled PCR product ของ invA1 
primers ขนาด 244 Lane 4 คือ PCR product ของ invA2 primers ขนาด 521 bp Lane 5 
คือ Dig labeled PCR product ของ invA2 primers ขนาด 521 bp Lane 6 คือ PCR 
product ของ hilA primers ขนาด 821 bp Lane 7 คือ Dig labeled PCR product ของ hilA 
primers ขนาด 821 และ Lane 8 คือ 100 bp DNA ladder (BioLabs, England) 

 
จากการศึกษาไดท้  าการประมาณปริมาณ probe ท่ีสังเคราะห์ไดโ้ดยเทียบจากความเขม้แถบ 

DNA บน agarose gel กบัความเขม้แถบ DNA ท่ีปรากฏใน Lane 1 (100 bp DNA ladder ) 
(BioLabs, England) (ภาพภาคผนวก ท่ี 1) ความเขม้แถบ DNA ท่ีขนาด 500 bp ของ 100 bp DNA 

100 bp 

500 bp 
800 bp 

   1        2         3       4        5        6        7        8 
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ladder เท่ากบัปริมาณ 194 ng ดงันั้น invA1-DIG มีปริมาณประมาณ 40 ng/µl, invA 2-DIG มี
ปริมาณประมาณ 33 ng/µl และ hilA-DIG มีปริมาณประมาณ 13 ng/µl  

 
สมารถท าการติดตาม probe ท่ีสังเคราะห์ไดด้ว้ยการหยดและตรึง DIG labeled PCR 

product ลงบน membrane แลว้น าไปท าปฏิกิริยากบั anti-Digoxigenin conjugated AP ร่วมกบั 
NBT/BCIP ซ่ึงจะปรากฏสีม่วงแกมน ้าเงินหาก PCR product ท่ีไดมี้ DIG-11-dUTP แทรกอยู ่
(Roche, Germany) 
 
2. การตรวจสอบความจ าเพาะของ probe ด้วยเทคนิค conventional dot blot hybridization 
 

น า probe invA1-DIG, invA2-DIG และ hilA-DIG มาตรวจสอบความจ าเพาะดว้ยเทคนิค 
conventional dot blot hybridization กบัตวัอยา่ง DNA ท่ีสกดัจากเช้ือ Salmonella spp. และ non- 
Salmonella spp. ผลจากปฏิกิริยา hybridization (ดงัภาพท่ี 13) พบวา่ปรากฏสีฟ้า (ผลบวก) ทุกๆ 
บริเวณท่ีหยด DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ไม่ปรากฏสีฟ้า (ผลลบ) กบับริเวณท่ีหยด DNA ของ
เช้ือ non- Salmonella spp. และปรากฏสีน ้าเงินเขม้ (ผลบวก) ท่ีเห็นไดอ้ยา่งชดัเจนส าหรับบริเวณ
หยดของ PCR product ปกติท่ีใชเ้ป็น pos. control ส าหรับควบคุมปฏิกิริยา hybridize เน่ืองจาก 
probe เป็นส่วนของ PCR product ท่ีเป็นช่วงของล าดบัเบสท่ี complementary กนัโดยจึงส่งเสริมให ้
probe กบั PCR product เกิด hybridize กนัไดง่้ายกวา่ probe กบั target DNA ท่ีมาจาก DNA ของทั้ง
โครโมโซม รวมทั้งมีจ  านวนชุด DNA ท่ีสามารถเขา้คู่กนัไดภ้ายในบริเวณหยดท่ีเขม้ขน้มากกวา่ จึง
ส่งผลให ้probe เขา้จบัไดท้ั้งหมด signal จึงเขม้และชดัเจน ดงันั้น probe ท่ีไดพ้ฒันาข้ึนน้ีจึง
เหมาะสมท่ีจะน าไปใชส้ าหรับพฒันาชุดตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดว้ยเทคนิค PACHA ใน
การทดลองขั้นต่อไป 
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No. DNA จากเช้ือต่างๆ 1 2 3 4 5 A1 
1 S. Typhimurium ATCC 10708 6 7 8 9 10 A2 
2 S. Rissen 11 12 13 14 15 A 
3 S.Typhimurium 16 17 18 19 20 + 
4 S. Gr.C16 
5 S. Gr.C17 
6 S. Gr.C18 
7 S. Gr.E22 
8 S. Gr.E23 
9 S. Gr.E24 

10 S. Gr.C25 
11 S. Gr.C26 
12 S. Gr.B27 
13 S. Gr.C28 
14 Escherichia coli ATCC 25922 
15 Klebsiella pneumonia  
16 Streptococcus suis 
17 Staphylococcus aureus 
18 Staphylococcus arlettae 
19 Pseudomonas aeruginosa 
20 Edwardsiella tarda 
A1 denatured invA1 (PCR product) 
A2 denatured invA2 (PCR product) 

A denatured hilA (PCR product) 
+ 1µ ของ probe แต่ละชนิดท่ีใชท้ดสอบ 

 
ภาพที ่13  แสดงผลการตรวจสอบความจ าเพาะของ probe ดว้ยวธีิ conventional hybridization 
 
หมายเหตุ  แรเงาสีเทาท่ี No. 1-13 คือต าแหน่งของ DNA ท่ีเกิดผลบวก ช่องวา่ง No. 14-20 คือ

ต าแหน่งของ DNA ท่ีเกิดผลลบ แรเงาลายขวางท่ี A1, A2, A คือต าแหน่งของ PCR 

invA1-DIG 

invA2-DIG 

hilA-DIG 
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product ปกติของแต่ละ probe ท่ีเกิดผลบวก และ + คือต าแหน่งของ probe ท่ีใชท้ดสอบ
ส าหรับเป็น color control 

 
3.  ผลการทดสอบหาสภาวะทีเ่หมาะส าหรับตรวจ DNA ด้วยเทคนิค PACHA 
 

ในการศึกษาคร้ังน้ีไดป้รับเปล่ียนวธีิการจากเทคนิค conventional dot blot hybridization 
เพื่อลดระยะเวลาของวธีิการในแต่ละขั้นตอน ดงันั้นองคป์ระกอบของเทคนิค hybridization ทั้งหมด
จึงตอ้งท าการทดสอบใหไ้ดส้ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับแต่ละขั้นตอน เพื่อใหก้ารตรวจสอบ DNA 
ดว้ยเทคนิค PACHA เกิดประสิทธิผลสูงสุด 
 

การทดลองน้ีเลือกใช ้membrane ชนิด charged nylon เน่ืองจากท่ีผวิหนา้ (surface) ของ 
membrane มี amide ท่ีมีประจุบวกช่วยเพิ่มแรงยึดเกาะ จึงมีประสิทธิภาพในการการยดึเกาะ DNA 
สูง เหมาะส าหรับเทคนิคเตรียมยา้ย DNA สู่ membrane โดยวธีิการหยด (dot blot) ดว้ย micropipette 
นอกจากน้ีการตรึง DNA สามารถท าไดโ้ดยง่ายดว้ยการฉายแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254-312 nm 
ระยะห่างจากแหล่งก าเนิดแสง 15-20 cm ดว้ยเวลาเพียง 3 นาที หรืออาจตรึง DNA ดว้ยการอบใน
ตูอ้บดว้ยอุณหภูมิ 65°C-80°C เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง กรณีท่ีไม่มีหลอด UV (Schleicher & Schuell, 
Germany) 
 

การศึกษาน้ีตอ้งการพฒันาชุดตรวจสอบใหส้ามารถประยกุตใ์ชก้บัเคร่ืองมือหรืออุปกรณ์
พื้นฐานท่ีหาไดใ้นหอ้งปฏิบติัการทัว่ๆ ไป จึงตดั membrane เป็นแถบยาว (strip) ใหพ้อดีกบั 
microcentrifuge tube โดย strip น้ีจะตอ้งจุ่มไดถึ้งกน้หลอด microcentrifuge tube ซ่ึงพบวา่ strip 
ขนาด 0.45×5 cm มีความเหมาะสมมากท่ีสุดเพราะสามารถดูดสารละลายจากปลายดา้นหน่ึงสู่ปลาย
อีกดา้นหน่ึงของ strip ไดโ้ดยตลอด พร้อมกบัท าการระบุต าแหน่งบน strip ส าหรับหยด DNA 
ทดสอบ โดยให้ห่างจากปลาย strip 1 cm เพื่อเป็นต าแหน่งของหยด DNA ทดสอบ และเป็นปลาย
ของดา้นท่ีจุ่มกบั hybridization buffer 
 

3.1  ชุดท่ี 1 ผลจากการปรับสภาวะทดสอบในแต่ละขั้นตอน เพื่อให้เทคนิค PACHA 
สามารถตรวจเช้ือไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด โดยก าหนดความเขม้ขน้ของ DNA และ probe ท่ี
ใชเ้ป็นค่าคงท่ีคือ 1000 ng และ 2 ng ตามล าดบั 
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1)  ผลทดสอบการเคลือบผวิ membrane strip เพื่อลด background 
 

  ผลทดสอบการเคลือบผวิ strip ดว้ย BB2 ก่อนหรือหลงัหยด target DNA เพื่อช่วย
ลดการเกิด background ท่ีเป็นผลมาจากการเกาะของ probe ขณะท า hybridize (ภาพท่ี 14) พบวา่ถา้
ไม่เคลือบผวิ strip ดว้ย BB2 เกิด background สูงกวา่การเคลือบ และเปรียบเทียบการเคลือบผวิ strip 
ทั้งก่อนหรือหลงัจากหยด DNA ใหผ้ลการทดสอบไม่แตกต่างกนั ทั้งน้ีพบวา่ background ท่ีเกิดข้ึน
เป็นผลมาจาก strip ส่วนเหนือสารละลายมีการแหง้ขณะท า hybridize ซ่ึงท าให ้probe คา้งและเกาะ
กบับริเวณอ่ืนๆ บน strip จึงปรากฏสีน ้าเงินกบับริเวณอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่หยด DNA เน่ืองจากการศึกษา
คร้ังน้ีใช ้ membrane ชนิด positively charged nylon ซ่ึงเป็น membrane ท่ีมีความสามารถสูงท่ีสุดใน
การยดึเกาะกบั DNA เม่ือเทียบกบัชนิด nitrocellulose หรือ nylon ทัว่ไป คือสามารถตรึง DNA ได้
ถึง 400-500 µg/cm2 แต่ทั้งน้ีขอ้เสียของ membrane ชนิดน้ีก็คือเกิดการรบกวนจาก background ได้
สูง เน่ืองจากโดยธรรมชาติโมเลกุลของ DNA ท่ีมีประจุลบดงันั้นยอ่มจบักบัประจุบวกไดดี้ 
(Anderson, 1999) การเคลือบผวิ strip ดว้ย BB2 ก่อนหรือหลงัหยด target DNA จึงไม่เหมาะสมและ
จึงตอ้งทดสอบการลา้งท่ีอุณหภูมิต่างๆ เพื่อช่วยลดปัญหาน้ี 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่14  แสดงผลการทดสอบเคลือบผิว strip ดว้ย BB2 ภาพ U คือแผน่ strip ท่ีไม่ไดแ้ช่ใน BB2 

ภาพ A คือแผน่ strip ท่ีหยด DNA ลงบน strip ก่อนแลว้จึงแช่ใน BB2 นาน 20 นาที 
ภาพ B คือแผน่ strip ท่ีแช่ใน BB2 นาน 20 นาที แลว้จึงท าการหยด DNA ลงบน strip 

 
2)  ผลการทดสอบชนิดของ hybridization buffer ท่ีใชส้ าหรับเทคนิค PACHA 

 
การทดสอบ hybridization buffer หรือเรียกไดอี้กช่ือหน่ึงวา่ mobile phase ซ่ึงเป็น

สารละลายท่ีสามารถน าพา probe เคล่ือนท่ีไปพร้อมๆกนัได ้โดยทดสอบกบัสารละลายสามชนิด
ไดแ้ก่ dH2O, 2x SSC และ Dig EasyHyb (Roche, Germany) ผลการทดสอบเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยา 

invA1 
invA2 

hilA 
S.T. 200 

ng 

E. coli  
Color control 

      U         A         B 
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hybridization พบวา่มีเพียง Dig EasyHyb เท่านั้นท่ีเกิดผลบวก ส่วน dH2O และ 2x SSC ไม่เกิดผล
บวก ทั้งน้ีเน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยา hybridization ตอ้งอาศยับฟัเฟอร์ซ่ึงมีองคป์ระกอบส าคญั
ดงัน้ีคือ 1) ionic strength เพื่อช่วยลดแรงผลกักนัระหวา่ง DNA 2) ฟอร์มาไมด ์(formamide) เพื่อ
ช่วยลดอุณหภูมิขณะท า hybridize และ 3) dextran sulfate ท่ีช่วยท าใหก้ารจบัตวัของ DNA เกิดได้
เร็วข้ึน (วสันต,์ 2536; Anderson, 1999; Sambrook, 1989) นอกจากองคป์ระกอบของบฟัเฟอร์ Dig 
EasyHyb จะช่วยส่งเสริมใหเ้กิดการ hybridize ไดดี้แลว้ยงัปลอดภยัจากฟอร์มาไมดด์ว้ย (Roche, 
Germany) 
 

3)  ปริมาตรท่ีเหมาะสมของ probe hybridization solution ส าหรับเทคนิค PACHA 
 

จากการทดสอบหาปริมาตรของ probe hybridization solution ท่ีเหมาะสมส าหรับ
เทคนิค PACHA โดยก าหนดความเขม้ขน้ของ probe และ target DNA ทดสอบเท่ากนัและสภาวะ
ทดสอบเดียวกนั กบั probe hybridization solution ปริมาตรต่างๆ ไดแ้ก่ 20 µl, 50 µl, 100 µl และ 
200 µl พบวา่ต าแหน่งของบริเวณหยด target DNA ท่ีอยูเ่หนือระดบั solution (ท่ีปริมาตร 20 µl และ 
50 µl) มีความเขม้ signal สูงกวา่บริเวณหยด target DNA ท่ีแช่อยูใ่น solution โดยตรง (ท่ีปริมาตร 
100 µl และ 200 µl) การใช ้probe hybridization solution ท่ีปริมาตร 50 µl เหมาะสมท่ีสุด เน่ืองจาก
มีการเคล่ือนท่ีของ probe ผา่นบริเวณ DNA ทดสอบไดสู้งท่ีสุด ส่วนท่ีปริมาตร 20 µl solution 
เคล่ือนท่ีไดไ้ม่ถึงปลายอีกดา้นหน่ึงของ strip จึงท าใหมี้ probe อิสระจ านวนมากรวมตวัอยูบ่ริเวณท่ี 
solution เคล่ือนท่ีไดส้ิ้นสุดซ่ึงเป็นบริเวณส่วนกลางของ strip ท าใหเ้กิด background ข้ึน ส่วนท่ี
ปริมาตร 100 µl และ 200 µl บริเวณ DNA ทดสอบแช่อยูใ่นสารละลายโอกาสการเคล่ือนผา่นและ
เขา้คู่กนัจึงมีนอ้ย เน่ืองจากการท่ีต าแหน่งหยด target DNA อยูเ่หนือระดบั solution เม่ือจุ่ม strip ลง
ใน solution จะเกิดการเคล่ือนท่ีของ solution ข้ึนไปตามแนว strip ดว้ยแรง capillary และเม่ือ 
solution ดูดซึมข้ึนไป probe เคล่ือนท่ีตามไปดว้ย และสามารถ hybridize กบั target DNA ไดอ้ยา่ง
พอดีตลอดการเคล่ือนท่ีของ solution จนปลายอีกดา้นหน่ึงของ strip เปียก ซ่ึงเป็นการจ ากดัให ้
probe ตอ้งเคล่ือนท่ีผา่นบริเวณของ target DNA โดยตรง ในขณะท่ีการจุ่ม strip ใหบ้ริเวณของ 
target DNA แช่อยูใ่น solution โดยตรงโอกาสเขา้จบัเกิดนอ้ยและชา้กวา่ เพราะ probe สามารถ
เคล่ือนท่ี ไดอ้ยา่งอิสระใน solution ไม่ไดถู้กจ ากดัใหเ้คล่ือนผา่นบริเวณ target DNA เท่านั้น ดงันั้น
โอกาสในการเขา้คู่กนัจึงมีนอ้ยกวา่ ซ่ึงเทียบเท่ากบัเทคนิค conventional hybridization ท่ีตอ้งอาศยั
การหมุนเหวีย่งหรือการเขยา่เพื่อใหบ้ริเวณ target DNA ไดส้ัมผสักบั probe ใหม้ากท่ีสุดและตอ้งใช้
เวลาอยา่งนอ้ย 6 ชัว่โมง (วสันต,์ 2536) 
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4)  ผลทดสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะส าหรับเทคนิค PACHA 
 

การทดสอบอุณหภูมิขณะ hybridize โดยควบคุมความเขม้ขน้ DNA ความเขม้ขน้ 
probe และใช ้probe hybridization solution ใหค้งท่ีคือ 566 ng, 2ng และ 50 µl ตามล าดบั ท าการจุ่ม 
strip ลงใน solution และบ่มท่ีอุณหภูมิ 4°C, 27°C, 60°C, 65°C, 70°C และ 75°C ผลการทดสอบ 
(ตารางท่ี 7) โดยเทียบเวลาการดูดซบั solution จนถึงปลายอีกดา้นหน่ึงของ strip พบวา่ ท่ีอุณหภูมิ 
4°C 27°C และ 60°C การเคล่ือนท่ีของ solution ใชเ้วลา 35 นาที, 25 นาที และ 15นาที อุณหภูมิ 
65°C, 70°C และ 75°C การเคล่ือนท่ีของ solution ใชเ้วลา 10 นาที, 7 นาที และ 5 นาที ตามล าดบั 
สรุปไดว้า่ ท่ีอุณหภูมิ 75°C มีการเคล่ือนท่ีของ solution เร็วท่ีสุด ในขณะเดียวกนัเม่ือเทียบการ 
hybridize ของ probe กบั target DNA (ภาพท่ี 15) พบวา่ท่ีอุณหภูมิ 4°C และ 27°C เกิดผลบวกปลอม
กบั neg. control  คือมีการ hybridize ของ probe  กบั DNA ของเช้ือ E. coli (cross reaction) ส่วนท่ี
อุณหภูมิ 60°C, 65°C และ70°C เกิด cross reaction ข้ึนในบางคร้ัง ทั้งน้ีเน่ืองจากการทดสอบแบบ 
PACHA การเคล่ือนท่ีของ probe จะผา่นบริเวณ DNA ทดสอบไดโ้ดยตรง ดงันั้นหากอุณหภูมิต ่า
โอกาสการเขา้คู่กนัอยา่งไม่จ  าเพาะจึงเกิดไดสู้ง ส่วนการทดสอบท่ีอุณหภูมิ 75°C ไม่เกิด cross 
reaction ซ่ึงโดยปกติอุณหภูมิขณะท า hybridize ดว้ยเทคนิค conventional hybridization ตอ้ง
ค านวณจากค่า %GC ของ probe ท่ีใชมี้ตั้งแต่อุณหภูมิต ่าถึงสูง ไดแ้ก่ 37°C 42°C 50°C 55°C 60°C 
65°C 68°C เป็นตน้ ทั้งน้ีแต่ละอุณหภูมิจะมีผลต่อความจ าเพาะ การเกิด signal และ background 
(Herzer and Englert, 2001) ส าหรับเทคนิค PACHA เป็นการท าปฏิกิริยา hybridization ดว้ยเวลาท่ี
นอ้ยมากจึงใชอุ้ณหภูมิขณะ hybridize 75°C เพื่อให้เกิดความจ าเพาะไดอ้ยา่งมากท่ีสุด 
 
ตารางที ่7  แสดงผลการทดสอบขั้น hybridize ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
 

Temp (°C) Time (min.) 
Result 

False pos. Background 
4 35 + - 

27 25 + + 
60 15 + + 
65 10 + + 
70 7 + + 
75 5 - + 
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ภาพที ่15  แสดงผล PACHA เม่ือทดสอบ hybridize ท่ีอุณหภูมิ (A) 60°C, (B) 27 °C และ (C) 4°C 
 

5)  ผลทดสอบหาเวลา hybridize ท่ีเหมาะสมส าหรับเทคนิค PACHA 
 

การทดสอบหาเวลา hybridize ท่ีเหมาะสมพบวา่ท่ีเวลาต่างๆ ไดแ้ก่ 1 ชัว่โมง, 30 
นาที, 20 นาที 10 นาที และ 5 นาที ความเขม้ของ signal ท่ีเกิดข้ึนบริเวณ target DNA ไม่แตกต่างกนั 
การใหเ้วลา hybridize มากหรือนอ้ยความสามารถในการเขา้จบัของ probe ยงัคงเท่าเดิม และยิง่ไป
กวา่นั้นการให้เวลา hybridize นานเกินไปยงัส่งผลให ้probe hybridization solution นั้นแหง้และ
เกาะติดกบั membrane จึงท าให ้probe ถูกตรึงบนพื้นผวิส่วนอ่ืนของ membrane ไม่สามารถชะลา้ง
ออกได ้และกลายเป็น background ท่ีเขม้มาก รบกวนผลการวเิคราะห์ (ภาพภาคผนวกท่ี 3) ดงันั้น
ขอ้ควรระวงัคือตอ้งไม่ให ้membrane แหง้ขณะท าการทดลอง (Sambrook et al., 1989) สรุปเวลาใน
ขั้นตอนการ hybridize ส าหรับเทคนิค PACHA สามารถท าไดด้ว้ยเวลาเพียง 5 นาที นอกจากน้ีการ
เติม Hybridization buffer (75°C) เพิ่มอีก 50 µl หลงัจากการ hybridize ผา่นไป 5 นาที จะช่วยให ้
probe ท่ีเกาะตรงพื้นผวิ strip ดา้นล่างถูกดูดข้ึนไปไดม้ากข้ึน โอกาสเกิด hybridize เพิ่มมากข้ึนและ 
background นอ้ยลงหรือไม่เกิดเลย เพราะ strip เปียกอยูต่ลอดเวลา 
 

6)  ผลทดสอบอุณหภูมิของ WB ส าหรับลา้ง strip ภายหลงัขั้นตอน hybridize 
 

เม่ือส้ินสุดขั้นตอน hybridize ผวิหนา้ strip ถูกเคลือบไปดว้ย probe อาจมีทั้งการ
เขา้คู่กนัอยา่งไม่จ  าเพาะกบั non-target DNA และบริเวณท่ีไม่มี target DNA ดงันั้นจึงตอ้งชะลา้ง
ออกไปดว้ยบฟัเฟอร์ท่ีมีสภาวะเหมาะสมและเปรียบเทียบการลา้ง strip ท่ีอุณหภูมิต่างๆ ไดแ้ก่ ท่ีอุณ
ภูมิหอ้ง (27°C), 50°C, 60°C และ 70°C จากการทดสอบพบวา่ท่ีอุณภูมิ 70°C probe ท่ีจบัในบริเวณ
อ่ืนและจบักบับริเวณ non-target DNA ถูกชะลา้งออกไดม้ากท่ีสุด ในกรณี conventional 

 A        B        C 

Color control 
hilA 

invA2 
invA1 

E. coli (kit extraction) 

E. coli  
S.T. 566 ng  
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hybridization การลา้ง probe ส่วนเกิน หลงัจาก hybridize ท าท่ีอุณหภูมิ 65°C ร่วมกบัการเขยา่เป็น
เวลา 15 นาที ซ่ึงใชบ้ฟัเฟอร์ในการลา้ง 2 ชนิด เร่ิมดว้ยบฟัเฟอร์ชนิดอ่อน (low stringency) คือ 
WB1 ประกอบดว้ย 2X SSC และ 1% SDS คุณสมบติัของบฟัเฟอร์ชนิดน้ีช่วยให ้DNA สายผสม
เสถียร และตามดว้ยการลา้งรอบท่ีสองดว้ยบฟัเฟอร์ชนิดรุนแรง (high stringency) คือ WB2 
ประกอบดว้ย 0.2X SSC และ 0.1% SDS คุณสมบติัของบฟัเฟอร์ชนิดน้ีจะไปลดความเสถียรของ 
DNA สายผสม ท าใหก้าร hybridize ท่ีเกิดข้ึนระหวา่ง probe กบั DNA ท่ีมีความเหมือนหรือ
คลา้ยกนัมากๆ หลุดออกไปได ้จึงช่วยลดการจบักนัอยา่งไม่จ  าเพาะ (Anderson, 1999) ส าหรับ
เทคนิค PACHA ท าการลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ชนิดอ่อนทั้งสองรอบ จึงตอ้งอาศยัการเพิ่มอุณหภูมิเขา้มา
ช่วยในขั้นตอนการลา้ง (Sambrook et al., 1989) ร่วมกบัการท างานของบฟัเฟอร์เน่ืองจากคุณสมบติั
ของ SSC ท่ีช่วยเพิ่มความเสถียรให ้DNA สายผสม พร้อมกบัคุณสมบติัของ SDS ท่ีช่วยลดการเกิด 
background เพื่อชะลา้ง probe ท่ีเกาะอยา่งไม่จ  าเพาะใหห้ลุดออกไดม้ากท่ีสุด (Anderson, 1999) 
 

7)  ผลทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับขั้นตอนการลา้งและ block หลงัจาก 
hybridize และหลงัจากการตรวจสอบดว้ย AD-AP 

 
การทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับขั้นตอนการลา้งและ block หลงัจากขั้นตอน 

hybridize และหลงัจากขั้นตอนการตรวจสอบดว้ย AD-AP ท่ีเวลา 5 นาที 3 นาที 2 นาที และไม่ตอ้ง
ท าการลา้งและ block พบวา่การลา้งและ block strip ดว้ยเวลา 2 นาทีสามารถก าจดั probe ท่ีเกาะ
อยา่งไม่จ  าเพาะออกได ้และใหป้ระสิทธิภาพเทียบเท่ากนักบั 3 นาที และ 5 นาที หากขณะท า 
hybridize รักษา strip ใหเ้ปียกอยูเ่สมอ ส าหรับผลการทดสอบตดัขั้นตอนลา้งและ block ออกไป คือ
ไม่ท าการลา้งดว้ย WB1 และไม่ท าการเคลือบดว้ย BB1 และ BB2 ส่งผลใหไ้ม่มี signal ปรากฏทั้ง 
DNA และ pos. control ทั้งน้ีอาจเน่ืองมากจากสภาวะของ DNA และ probe ไม่เหมาะสม AD-AP จึง
ท าปฏิกิริยากบั DIG และจึงไม่มีเอนไซม ์AP ท่ีจะสามารถเกิดปฏิกิริยากบั NBT/BCIP ใหป้รากฏสี
ม่วงน ้าเงินได ้นอกจากน้ีพบวา่การเตรียม WB และ BB ใหม่อยูเ่สมอจะช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพ
ในการลา้งและ block ท าให ้strip สะอาดมากกวา่การลา้งและ block ดว้ย WB และ BB ท่ีเตรียมไว้
นานเกิน 6 เดือน 

 
8)  ผลทดสอบเพื่อหาเวลา incubate กบั AD-AP 
 

ท าการทดสอบเพื่อหาเวลา incubate กบั AD-AP ท่ีสามารถส่งผลใหเ้กิด signal ได้
ดีท่ีสุดภายหลงัจากท าปฏิกิริยากบั NBT/BCIP พบวา่ท่ีเวลา 10 นาที และ 20 นาทีปรากฏ signal ได้
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แต่มีสีท่ีอ่อนกวา่การ incubate ท่ีเวลา 30 นาที ซ่ึงโดยปกติส าหรับขั้นตอนน้ีในการตรวจสอบดว้ย
เทคนิค conventional hybridization ตอ้งการเวลา 30 นาทีร่วมกบัการเขยา่อยา่งเบา (NENTM Life 
Science Products RENIASSANCE®, USA) ดงันั้นส าหรับเทคนิค PACHA ตอ้งการเวลาเพื่อ 
incubate กบั AD-AP นาน 30 นาที  

 
ดงันั้นจากผลการทดสอบชุดท่ี 1 สามารถสรุปเง่ือนไขท่ีใหส้ภาวะท่ีดีท่ีสุดของ

กระบวนการตรวจสอบแบบ PACHA ไดด้งัน้ีคือ 
 
ขั้นท่ี 1 เตรียม probe hybridization solution โดยผสม Dig EasyHyb กบั probe ท่ีปริมาตร

สุทธิ 50 µl แลว้น าไป denature  
 
ขั้นท่ี 2 จุ่ม strip ทดสอบลงใน probe hybridization solution ภายใตอุ้ณหภูมิ 75°C สังเกต

การเคล่ือนท่ีของ solution เพื่อให ้probe เคล่ือนไปยงัปลายอีกดา้นหน่ึงของ strip ซ่ึงจะใชเ้วลา
ประมาณ 15 นาที ในระหวา่งน้ีควรเพิ่ม Dig EasyHyb เป็นระยะๆ ปริมาตร 50 µl เพื่อช่วยพา probe 
ข้ึนไปใหไ้ดม้ากท่ีสุด และช่วยป้องกนัไม่ให ้membrane แหง้ 

 
ขั้นท่ี 3 ลา้ง strip ดว้ย WB1 อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 2 นาที (vortex ตลอดเวลา) ท าซ ้ า 2 

รอบ และชะลา้ง strip ดว้ย BB1 เป็นเวลา 2 นาที (vortex ตลอดเวลา) แลว้เคลือบผวิ strip ใน BB2 
เป็นเวลา 2 นาที  

 
ขั้นท่ี 4 น า strip ไป incubate กบั AD-AP เป็นเวลา 30 นาที  
 
ขั้นท่ี 5 ลา้ง strip ดว้ย WB1 2 รอบ รอบละ 2 นาที (vortex ตลอดเวลา) และชะลา้งดว้ย BB1 

2 นาที (vortex ตลอดเวลา) เพื่อปรับสภาพ แลว้เคลือบผวิ strip ใน BB2 เป็นเวลา 2 นาที จากนั้น
ปรับสภาพ strip ดว้ย DB 2 นาที  

 
ขั้นท่ี 6 เติม NBT/BCIP substrate และไวใ้นท่ีมืดจนเกิดสี ซ่ึงประมาณ 3 นาที สีของ color 

control จะเร่ิมปรากฏข้ึน  
 



 

60 

จากนั้นน าเง่ือนไขท่ีใหส้ภาวะท่ีดีท่ีสุดของกระบวนการ PACHA ท่ีกล่าวสรุปมาน้ีไปใชใ้น
การทดสอบ PACHA ชุดท่ี 2 และชุดท่ี 3 เพื่อปรับเทคนิค PACHA ใหส้ามารถตรวจสอบ DNA ได้
อยา่งมีประสิทธิภาพสูงสุดต่อไป 

 
 3.2  ผลทดสอบชุดท่ี 2 เพื่อปรับการน า probe ไปใชใ้นเทคนิค PACHA ใหมี้ประสิทธิภาพ
โดยควบคุมความเขม้ขน้ DNA และวธีิการแต่ละขั้นตอนดงัสรุปจากการทดสอบชุดท่ี 1  

 
1)  ผลทดสอบการ hybridize ดว้ย probe ท่ีมีขนาดต่างกนั 
 

ผลการทดสอบการ hybridize ดว้ย probe ท่ีมีขนาดต่างกนั โดยควบคุมสภาวะ
ทดสอบทุกขั้นตอนให้เหมือนกนั แลว้ท าการทดสอบแบบ PACHA ทั้งน้ีไดท้  าการทดสอบ probe 
ทั้งสามในแบบ conventional hybridization ควบคู่ไปดว้ย พบวา่ความเขม้ signal ท่ีเกิดจากการ
ตรวจสอบ DNA ของ S. Typhimutium ดว้ย probe invA1-DIG, invA2-DIG และ hilA-DIG ซ่ึงมี
ขนาด 244 bp, 521 bp และ 821 bp ตามล าดบั ในการทดสอบแบบ PACHA สามารถมองเห็นความ
แตกต่างไดไ้ม่ชดัเจนนกั แต่จะสังเกตเห็นไดว้า่กบัหยดของ DNA S. Typhimutium ขนาด 100 ng ท่ี
ตรวจสอบดว้ย hilA-DIG ปรากฏ signal ไดเ้ขม้กวา่การตรวจสอบดว้ย invA1-DIG และ invA2-DIG 
ดงัภาพ (5) ของภาพท่ี 16 ทั้งน้ีผลของ conventional hybridization ท่ีแสดงในภาพ (2) ภาพ (3) ภาพ 
(4) ของภาพท่ี 16  พบวา่ความเขม้ signal ท่ีเกิดจากการตรวจสอบดว้ย probe invA1-DIG, invA2-
DIG และ hilA-DIG ตามล าดบั มีความแปรผนัตรงกบัขนาดของ probe โดย probe hilA1-DIG 
ขนาดยาวสุดมีความเขม้ signal มากท่ีสุด probe invA2- DIG ขนาดกลางเขม้รองลงมา และ probe 
invA1-DIG ขนาดสั้นท่ีสุดมี signal อ่อนท่ีสุด ทั้งน้ีการปรากฏของ signal ท่ีเขม้หรือ่อนนั้นข้ึนกบั
จ านวนเบส dUTP-DIG ท่ีแทรกแทนท่ีเบส T ซ่ึงหาก probe มีขนาดสั้น dUTP-DIG ท่ีแทรกได้
อาจจะมีปริมาณนอ้ยกวา่ signal จึงอ่อนกวา่ ในขณะท่ี probe ขนาดยาวโอกาสท่ี dUTP-DIG แทรก
ได่มีมากวา่ สรุปไดว้า่ในปริมาณความเขม้ขน้ probe ท่ีเท่ากนั ปริมาณ target DNA เขม้ขน้เท่ากนั 
การตรวจสอบดว้ย probe ท่ีขนาดยาวกวา่มี signal ท่ีเขม้กวา่ probe ขนาดสั้น นอกจากน้ี probe 
ขนาดยาวจะช่วยเพิ่มโอกาสการเจอกนัและการจดจ ากนัระหวา่ง probe กบั target DNA ทั้งยงัลด
โอกาสเกิด cross reaction เน่ืองจาก DNA สายผสมท่ีมาเขา้คู่กนัอยา่งไม่จ  าเพาะของ probe ขนาด
ใหญ่เกิดความไม่เสถียรมากกวา่ cross reaction ท่ีเกิดกบั probe สายสั้นๆ ท าใหถู้กชะลา้งออกไดง่้าย
กวา่ (Anderson, 1999) 
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2)  ผลทดสอบต าแหน่งของ probe ท่ีใชใ้นการตรวจสอบ DNA 
 

Probe 3 บริเวณท่ีออกแบบมาเพื่อใหมี้ความจ าเพาะกบัต าแหน่งท่ีต่างกนั ไดน้ ามา
ทดสอบดงัน้ีคือ 1) ใช ้probe ช้ินใดช้ินหน่ึง จะเกิด hybridize ได ้1 ต าแหน่งบน chromosomal DNA 
2) ใช ้probe 2 ช้ินพร้อมกนั จะเกิด hybridize ได ้2 ต าแหน่งบน chromosomal DNA และ 3) ใช ้
probe 3 ช้ินพร้อมกนั จะเกิด hybridize ได ้3 ต าแหน่งบน chromosomal DNA โดยผลการทดสอบ 
PACHA แสดงในภาพ (2) ของภาพท่ี 17 ซ่ึงทุก strip ท าการทดสอบจากสภาวะเดียวกนั จาก signal 
ท่ีปรากฏจะเห็นความแตกต่างไดไ้ม่ชดัเจนนกั แต่จะสังเกตเห็นไดว้า่เม่ือตรวจสอบดว้ย probe 2 
ต าแหน่ง ความเขม้ของ signal ท่ีปรากฏเขม้มากกวา่ผลจากการตรวจสอบดว้ย probe 1 ต าแหน่ง การ
ตรวจสอบดว้ย probe 3 ต าแหน่งพร้อมกนั มีความเขม้ของ signal ทีสังเกตไดใ้กลเ้คียงกบัการ
ตรวจสอบดว้ย probe 2 ต าแหน่ง ทั้งน้ีจากผลการทดสอบแบบ conventional hybridization พบวา่ใน
การทดสอบดว้ยการก าหนดความเขม้ขน้ probe ท่ีใชเ้ท่ากนั การตรวจสอบดว้บ probe 3 ต าแหน่งดงั
ภาพ (1) ของภาพท่ี 17 ปรากฏ signal เขม้มากกวา่การใช ้probe 1 ต าแหน่ง ดงัแสดงในภาพ (2), (3)  
และ (4) ของภาพท่ี 16 การเพิ่มต าแหน่ง probe ท่ีใชใ้นการตรวจสอบท าให ้probe มีโอกาสเขา้จบั
กบั target DNA ไดห้ลายต าแหน่งไม่เกิดการแยง่จบักนัของ probe ช้ินเดียวกนัท่ีต าแหน่งเดียวกนั 
เน่ืองจาก PACHA เป็นการ hybridize ท่ีเกิดข้ึนในเวลาสั้นมากเพียง 5 นาที ดงันั้นการเพิ่มต าแหน่ง
เป้าหมายให ้probe เขา้จบัไดจึ้งเป็นการส่งเสริมใหก้ารตรวจสอบมีความไวและความจ าเพาะต่อเช้ือ
เพิ่มมากข้ึน ทั้งยงัช่วยเพิ่มความเขม้ของ signal ได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

62 

S.T. DNA  
(100 CFU) 

S.T. DNA  
(101 CFU) 

S.T. DNA  
(102 CFU) 

S.T. DNA  
(103 CFU) 

S.T. DNA  
(104 CFU) 

invA1 

S.T. DNA  
(105 CFU) 

S.T. DNA  
(106 CFU) 

S.T. DNA  
(107 CFU) 

S.T. DNA  
(108 CFU) 

S.T. DNA 
0.1 ng 

invA2 

S.T. DNA 
1 ng 

S.T. DNA 
10 ng 

S.T. DNA 
100 ng 

S.T. DNA 
500 ng 

S.T. DNA 
1000 ng 

hilA 

E. coli K. pneumonia P.aeruginosa   + 

 
(1) 

 

   
(2) invA1-DIG ความยาว 244 bp       (3) invA2-DIG ความยาว 521 bp 

 

    
(4) hilA-DIG ความยาว 821 bp       (5) invA1-DIG, invA2-DIG, hilA-DIG 

 
ภาพที ่16  ภาพแสดงผลการตรวจสอบเช้ือดว้ย probe ท่ีมีความยาวไม่เท่ากนั ดว้ยวธีิ conventional 

hybridization ภาพ (1) ภาพแสดงต าแหน่งการหยด DNA ภาพ (2) probe invA1-DIG 
ภาพ (3) probe invA2-DIG  และภาพ (4) probe hilA-DIG และภาพ (5) แสดงผลการ
ทดสอบเทคนิค PACHA ดว้ย probe invA1-DIG, probe invA2-DIG และ probe hilA-
DIG ตามล าดบั 

 100 ng S.T. DNA 

1000 ng S.T. DNA 
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ภาพที ่17  แสดงผลทดสอบต าแหน่งของ probe ท่ีใชใ้นการตรวจสอบแบบ PACHA ภาพ (1) 

แสดงผล conventional dot blot hybridization ดว้ย probe 3 ต าแหน่งพร้อมกนั โดยมี
ต าแหน่งการหยด DNA ดงัท่ีระบุในภาพ (1) ของภาพท่ี 16 ภาพ (2) แสดงผลท่ีไดเ้ม่ือ
ตรวจสอบดว้ย probe 1 ต าแหน่ง, 2 ต าแหน่ง และ 3 ต าแหน่ง กบัเทคนิค PACHA โดย
ภาพ A คือ invA1-DIG ภาพ B คือ invA2-DIG ภาพ C คือ hilA-DIG ภาพ D คือ invA1-
DIG + invA2-DIG ภาพ E คือ invA1-DIG + hilA-DIG ภาพ F คือ invA2-DIG + hilA-
DIG ภาพ G คือ invA1-DIG + invA2-DIG + hilA-DIG 

 
3)  ผลทดสอบความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดของ probe ท่ีใชส้ าหรับวธีิ PACHA 
 

การทดสอบความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดของ probe เพื่อหาปริมาณความเขม้ขน้ของ 
probe ท่ีเหมาะสมส าหรับเทคนิค PACHA เม่ือท าการตรวจสอบดว้ย probe 3 ต าแหน่งพร้อมกนั 
แลว้เทคนิค PACHA เกิดประสิทธิผลสูงสุด โดยก าหนดความเขม้ขน้ของ S.T. DNA ท่ีใชแ้ละ
เง่ือนไขสภาวะทดสอบ PACHA ใหค้งท่ี และปรับเปล่ียนความเขม้ขน้ probe ส าหรับทดสอบ 
ดงัน้ีคือ 0.25 ng, 0.50 ng และ 1 ng ผลการทดสอบดงัแสดงในภาพท่ี 18 พบวา่ ณ ต าแหน่งของ S.T. 
DNA 500 ng ปรากฏ signal อ่อนสุดเม่ือความเขม้ขน้ของ probe เท่ากบั 0.25 ng  และปรากฏความ
เขม้ signal ใกลเ้คียงกนัเม่ือความเขม้ขน้ของ probe ท่ีใชต้รวจสอบเท่ากบั 0.5 ng และ 1 ng พบวา่
ความเขม้ขน้ probe ท่ีมากข้ึนช่วยเพิ่มความเขม้ของ signal ได ้นอกจากน้ีผลการทดสอบแสดงให้
เห็นวา่ความเขม้ขน้ของ probe ทั้งสามช้ินท่ีใชร่้วมกนั มีปริมาณเพียงพอและเหลือจนกระทัง่
สามารถเคล่ือนท่ีข้ึนไปจบักบัหยดของ denature PCR product ของ invA1, invA2 และ hilA ท่ีหยด
ไวบ้ริเวณเหนือ target DNA บน strip ซ่ึงเป็นหยด DNA ควบคุมความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา 

  A      B       C      D      E     F    G 

(1) (2) 

 100 ng S.T. DNA 

1000 ng S.T. DNA 
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hybridization ของการทดสอบ ทั้งยงัเป็นขอ้พิสูจน์ไดว้า่ปฏิกิริยา hybridization ของ probe แต่ละ
ต าแหน่งสามารถเกิดไดอ้ยา่งสมบูรณ์  

 
ความเขม้ของ signal นั้นไม่ไดข้ึ้นกบัความเขม้ขน้ของ probe ท่ีใชเ้พียงอยา่งเดียว

ปริมาณของ target DNA ก็เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อความเขม้ signal การเพิ่มต าแหน่งให ้probe ท่ีเขา้
ตรวจสอบจึงเขา้มาช่วยเพิ่มความเขม้ signal ได ้นอกจากน้ีการใช ้probe ท่ีความเขม้ขน้มากเกินไป
อาจมีผลใหเ้กิด background ไดสู้ง เน่ืองจากมี probe ส่วนเกินท่ีไม่ได ้hybridize หลงเหลืออยู่
จ  านวนมาก และส้ินเปลือง ซ่ึงผลการศึกษาคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัท่ีมีรายงานไวใ้นการศึกษาของ 
Rzezutka and Mizak (2003) ไดใ้หข้อ้สรุปวา่ ความเขม้ขน้ส าหรับการน า probe ท่ีสังเคราะห์ดว้ย
เทคนิค PCR ไปใชใ้นปฏิกิยา hybridization ไดอ้ยา่งเหมาะสม อยูท่ี่ระดบั 50-100 ng ต่อ 
hybridization buffer 1 ml เน่ืองจากประสิทธิภาพของ probe ท่ีสังเคราะห์ข้ึนดว้ยเทคนิค PCR มี
ความไวต่อปฏิกิริยา hybridization มากกวา่การสังเคราะห์ probe ดว้ยวธีิ random prime labeling 
และ oligonucleotide probe  จากผลการทดสอบแสดงให้เห็นวา่การใช ้probe เขม้ขน้ 0.25 ng ต่อ 
hybridization buffer 50 µl ก็เพียงพอส าหรับการทดสอบ ทั้งน้ีตอ้งการใหก้ารตรวจสอบดว้ยเทคนิค 
PACHA มีความแน่นอนมากท่ีสุด การทดสอบขั้นต่อไปจึงใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ probe ท่ี
ระดบั 1 ng เพื่อใหก้ารตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA มีประสิทธิภาพสูงสุด 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที ่18  แสดงการผลการทดสอบเทคนิค PACHA ดว้ยความเขม้ขน้ของ probe ระดบัต่างๆ ภาพ 
A คือความเขม้ขน้ probe 0.25 ng ภาพ B ความเขม้ขน้ probe 0.50 ng และภาพ C ความ
เขม้ขน้ probe 1.00 ng 

 
 

Color control  
hil A  

inv A 1  
inv A 2  

S.T. DNA 500 ng  
E. coli DNA 500 ng  

S.T. DNA 100 ng  

 A       B        C 
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3.3  ผลทดสอบชุดท่ี 3 เพื่อหาคุณภาพ และปริมาณของ DNA ท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ตรวจสอบแบบ PACHA 

 
1)  ผลทดสอบคุณภาพของ DNA ท่ีมีผลต่อการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA  
 

การทดสอบคุณภาพของ DNA ท่ีมีผลต่อการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA โดย
ก าหนดเง่ือนไขสภาวะทดสอบPACHAความเขม้ขน้ของ DNA และ probe ท่ีใชใ้หค้่าคง คือ 500 ng 
และ 2 ng ตามล าดบั และปรับเปล่ียนวธีิการส าหรับสกดั DNA ดงัน้ีคือ วธีิ NaOH, วธีิ chelex และ
วธีิสกดัดว้ยชุดสกดั DNA ส าเร็จรูป ผลการศึกษาพบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่อหยด DNA เท่ากนั 
หยดของ DNA ท่ีสกดัดว้ยชุดสกดัส าเร็จรูปมี signal เขม้ท่ีสุด DNA ท่ีสกดัดว้ยวธีิ chelex มีความ
เขม้รองลงมา ส่วน DNA ท่ีสกดัดว้ยวธีิ NaOH มีความเขม้ signal อ่อนสุด เน่ืองจาก DNA ท่ีสกดั
ดว้ยชุดสกดั DNA ส าเร็จรูป มีความบริสุทธ์ิสูงบริเวณของหยด DNA จึงเขม้ขน้และมีปริมาณ DNA 
ภายในบริเวณหยดท่ีมากกวา่ เม่ือท าการทดสอบจึงมี probe เขา้จบัไดม้ากกวา่ การจบักนัระหวา่ง 
probe กบั target DNA ไม่ถูกขดัขวางดว้ยปัจจยัอ่ืนๆ เช่น เศษผนงัเซลลแ์บคทีเรีย ดงันั้นคุณภาพ
ของ DNA จึงมีผลต่อการตรวจสอบแบบ PACHA สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Dyson (2001) ท่ี
พบวา่ถา้ตวัอยา่ง DNA เป็นชนิด crude extract คุณภาพของ DNA จะต ่ากวา่ probe มีโอกาสจบักนั
อยา่งไม่ถูกตอ้งมากข้ึน นอกจากน้ียงักล่าววา่ตวัอยา่ง DNA ท่ีไม่บริสุทธ์ิจะมีผลไปยบัย ั้งการ 
hybridize ท าใหเ้กิดผลลบเทียม หรืออาจเป็นกบัดกัท่ีน าไปสู่การเกิดผลบวกเทียมได ้ทั้งน้ีการสกดั 
DNA ดว้ยชุดสกดัส าเร็จรูปท าใหส้ิ้นเปลือง ส่วนวธีิ chelex เป็นวธีิการสกดัท่ีได ้DNA มีคุณภาพ ทั้ง
ยงัเป็นวธีิท่ีสามารถท าไดง่้าย ราคาไม่แพง และรวดเร็วกวา่การใชชุ้ดสกดัส าเร็จรูป การตรวจสอบ
แบบ PACHA จึงแนะน าใหใ้ชว้ธีิ chelex เพื่อสกดั DNA ส าหรับทดสอบ 
 

2)  ผลทดสอบเพื่อหาความเขม้ขน้ DNA ท่ีสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค PACHA 
 

ท าการทดสอบเพื่อหาความเขม้ขน้ DNA ท่ีสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค 
PACHA โดยก าหนดเง่ือนไขสภาวะเทคนิค PACHA และความเขม้ขน้ probe ใหค้งท่ี คือ 2 ng แลว้
ปรับเปล่ียนความเขม้ขน้ของ S. T.  DNA ท่ีหยดลงบน strip ดงัน้ี 0.1 ng, 1 ng, 10 ng, 100 ng, 500 
ng และ 1000 ng ผลการทดสอบพบวา่ความเขม้ขน้ของ DNA เร่ิมตน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีท าการตรวจสอบ
ดว้ยเทคนิค PACHA แลว้ปรากฏ signal ได ้เร่ิมท่ีหยดของ DNA เขม้ขน้ 100 ng และจะมีความเขม้
ของ signal มากข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ DNA ท่ีทดสอบเพิ่มมากข้ึนตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 19 
ทั้งน้ีเม่ือเปรียบเทียบกบัการตรวจสอบ DNA ดว้ยเทคนิค conventional hybridization พบวา่ปริมาณ 
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DNA เร่ิมตน้ท่ีสามารถตรวจพบไดเ้ท่ากบั 100 ng เช่นกนั (Sambrook, 1989) ดงันั้นการตรวจสอบ 
DNA ดว้ยเทคนิค PACHA จึงเหมาะส าหรับ DNA ท่ีมีความเขม้ขน้ 100 ng ข้ึน 
 
 

  

 
 
 
 
 

ภาพที ่19  แสดงการผลการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA กบั S. T. DNA ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 ng,  
     1 ng, 10 ng, 100 ng, 500 ng และ 1000 ng 
 
5.  ผลทดสอบความจ าเพาะของเทคนิค PACHA 
 

ทดสอบความจ าเพาะของการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA โดยสกดั DNA ของเช้ือกลุ่ม 
Salmonella spp. และกลุ่ม non- Salmonella spp. ดว้ยวธีิ Chelex แลว้หยดและตรึง DNA บน strip
ผลการทดสอบพบวา่ target DNA เกิดผลบวก และ non target DNA เกิดผลลบ ไม่เกิดการจบัขา้ม
กนั (cross reaction) เม่ือควบคุมอุณหภูมิส าหรับ hybridize ท่ี 75°C สรุปเทคนิค PACHA ตรวจ 
DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ไดอ้ยา่งจ าเพาะภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม 
 
6.  ผลทดสอบ detection limit ของเทคนิค PACHA 
 

การทดสอบเพื่อหา detection limit ส าหรับการตรวจหาเช้ือดว้ยเทคนิค PACHA โดยน าเช้ือ 
S. T. ท่ีทราบปริมาณจากการท า serial dilution มาสกดั DNA ดว้ยวธีิ Chelex แลว้ท าการตรวจสอบ
แบบ PACHA ดว้ยสภาวะเง่ือนไขเดียวกนัทุก strip พบวา่หยด DNA ท่ีสกดัจากเช้ือจ านวน 108 
CFU/ml ใหผ้ลบวก ส่วน DNA ท่ีสกดัจากเช้ือจ านวนต ่ากวา่น้ีไม่ปรากฏผลบวก (ภาพท่ี 20) ทั้งน้ีใน
การทดสอบ PACHA น าส่วนของ DNA ท่ีสกดัไดม้าหยดเพียง 2 µl ดงันั้นเม่ือท าการค านวณ
ยอ้นกลบัไปจึงคิดเป็นปริมาณของเช้ือท่ีเทียบเท่ากบั 9.2 ×105 CFU/ml ผลการตรวจสอบ DNA ดว้ย
เทคนิค PACHA สอดคลอ้งกบัผลการตรวจสอบ DNA ดว้ยเทคนิค conventional hybridization ดงั

1 ng 
10 ng 

100 ng 
invA1 
invA2 

hilA 
color control 

100 ng 
150 ng 
500 ng 
invA1 
invA2 

hilA 
color control 

invA1 
invA2 

hilA 
color control 

1000 ng 
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แสดงในภาพ (1) ของภาพท่ี 17 พบวา่ปริมาณ DNA เร่ิมตน้ท่ีสามารถตรวจพบไดเ้ท่ากบั 108 
CFU/ml เช่นเดียวกนั นอกจากน้ีไดท้  าการตรวจสอบความเขม้ขน้ของ DNA ท่ีสกดัจากแต่ละ 
dilution ดว้ยเคร่ืองวเิคราะห์ปริมาณ DNA (Sigma-Aldrich Pte Ltd., Singapore) พบวา่ท่ีปริมาณเช้ือ 
108 CFU/ml ได ้DNA เขม้ขน้ประมาณ 300 ng/µl ส่วน DNA ท่ีสกดัจากเช้ือจ านวนต ่ากวา่น้ีวดัได้
ไม่ถึง 100 ng/µl 
 

 
 

ภาพที ่20  แสดงการผลการทดสอบหา detection limit ของเทคนิค PACHA ภาพ A คือ ปริมาณเช้ือ  
108 CFU/ml, ภาพ B คือ ปริมาณเช้ือ 107 CFU/ml, ภาพ C คือ ปริมาณเช้ือ 106 CFU/ml, 
ภาพ D คือ ปริมาณเช้ือ 105 CFU/ml, ภาพ E คือ ปริมาณเช้ือ 104 CFU/ml, ภาพ F คือ 
ปริมาณเช้ือ 103 CFU/ml, ภาพ G คือ ปริมาณเช้ือ 102 CFU/ml, ภาพ H คือ ปริมาณเช้ือ 
101 CFU/ml และภาพ I คือ ปริมาณเช้ือ 100 CFU/ml 

 
7.  ผลทดสอบเทคนิค PACHA กบัตวัอยา่งเน้ือไก่ปลอดเช้ือ 
 

ทดสอบประสิทธิภาพของการตรวจหาเช้ือดว้ยเทคนิค PACHA เม่ือ DNA ท่ีใชต้รวจสอบ
เป็น DNA ท่ีสกดัจากตวัอยา่งเน้ือไก่ปนเป้ือน โดยท าการทดลองผสมเช้ือ S. T. ท่ีทราบปริมาณลง
ในเน้ือไก่ปลอดเช้ือ แลว้สกดั DNA ดว้ยวธีิ Chelex จากนั้นท าการตรวจสอบดว้ยสภาวะเง่ือนไข
ของเทคนิค PACHA ท่ีใหผ้ลดีท่ีสุด พบวา่เน้ือไก่ท่ีมีเช้ือปนเป้ือนปริมาณ 9.2 ×105 CFU/ml ปรากฏ
ผลบวก ส่วนปริมาณเช้ือปนเป้ือนท่ีต ่ากวา่น้ีไม่เกิดผลบวก ดงันั้นการตรวจหาเช้ือดว้ยเทคนิค 
PACHA จึงเหมาะกบัการตรวจตวัอยา่งท่ีมีการปนเป้ือนของเช้ือปริมาณมาก หรืออาจมีการเพิ่ม
ปริมาณเช้ือก่อนน ามาทดสอบ (Frederickson et al.,1988) 

 

  A      B     C      D    E     F      G      H       I 
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การตรวจหาเช้ือดว้ยเทคนิค PACHA เป็นเทคนิคท่ีท าไดง่้าย และสะดวกเพราะสามารถท า
ไดโ้ดยการประยกุตใ์ชก้บัอุปกรณ์พื้นฐานท่ีมีในหอ้งปฏิบติัการทัว่ไป การตรวจสอบดว้ยสภาวะ
เง่ือนไขของเทคนิค PACHA ท่ีพฒันาข้ึนน้ีสามารถตรวจ DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ไดอ้ยา่ง
ถูกตอ้ง มีความจ าพาะต่อเช้ือ ทราบผลการตรวจหาเช้ือในเบ้ืองตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็ว เทคนิค PACHA 
สามารถตรวจสอบ DNA ท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งโดยตรง ดงันั้นขอ้ดอ้ยของ PACHA คือมีความไวต่อ
เช้ือค่อนขา้งต ่าเพราะ DNA ท่ีสกดัจากตวัอยา่งโดยตรงมีความเขม้ขน้นอ้ย ตวัอยา่งตอ้งมีเช้ือ
ปนเป้ือนในปริมาณมากจึงจะสามารถตรวจพบได ้ทั้งน้ีเป็นขอ้จ ากดัพื้นฐานส าหรับความไวของ
เทคนิค hybridization ท่ีตอ้งการ DNA เขม้ขน้อยา่งนอ้ย 100 ng ส าหรับการเพิ่มความไวของการ
ตรวจดว้ยวธีิการ PACHA เม่ือ DNA ท่ีสกดัโดยตรงจากตวัอยา่งมีความเขม้ขน้นอ้ยมาก สามารถใช้
เทคนิค PCR เขา้มาช่วยเพิ่มปริมาณ target DNA โดยใช ้primer ทั้ง 3 คู่ในปฏิกิริยา PCR แลว้น า 
PCR product มาท าการ denature หยดและตรึงบน strip แลว้ท าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA 
พบวา่สามารถตรวจพบเช้ือ Salmonella spp. ในปริมาณ 1-10 CFU/ml เป็นแนวทางหน่ึงท่ีช่วยเพิ่ม
ความไวและความจ าเพาะในการตรวจสอบ DNA นอกจากน้ีการตรวจวินิจฉยัดว้ยเทคนิค PACHA 
สามารถท าไดก้บั DNA ท่ีสกดัโดยตรงจากโคโลนีท่ีปรากฏบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ โดยเข่ียเช้ือ
จากโคโลนีท่ีสงสัยมาสกดั DNA แลว้น า DNA มาท าการ denature หยดและตรึงบน strip จากนั้นท า
การตรวจสอบดว้ยเทคนิค PACHA วธีิการน้ีสามารถตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ไดเ้ช่นเดียวกนั 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
 ขั้นตอนด าเนินการส าหรับเทคนิค PACHA ท าไดด้งัน้ีคือ เตรียม charged nylon membrane 
strip ขนาด 0.45×5 cm. สกดั DNA จากตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจดว้ยวธีิ chelex-100 จากนั้นท าการ 
denature DNA แลว้ หยดลงบน strip ตรึง DNA ดว้ยการฉายแสง UV 3 นาที เตรียม probe 
hybridization solution โดยผสม Dig EasyHyb กบั probe ท่ีความเขน้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1 ng ใน
ปริมาตรสุทธิ 50 µl แลว้น าไป denature จากนั้นจุ่ม strip ทดสอบลงใน probe hybridization 
solution ภายใตอุ้ณหภูมิ 75°C สังเกตการเคล่ือนท่ีของ solution ตามแนว strip เพื่อให ้probe ถูกพา
ข้ึนไปยงัปลายอีกดา้นหน่ึงของ strip ซ่ึงจะใชเ้วลาประมาณ 15 นาที (ในระหวา่งน้ีควรเพิ่ม Dig 
EasyHyb เป็นระยะๆ ประมาณ 50 µl เพื่อช่วยพา probe ข้ึนไปใหไ้ดม้ากท่ีสุด และช่วยป้องกนั
ไม่ให ้membrane แหง้) จากนั้นชะลา้ง strip ดว้ย WB1 ท่ีอุ่นท่ีอุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 2 นาที 
(vortex ตลอดเวลา) ท าซ ้ า 2 รอบ และชะลา้ง strip ดว้ย BB1 เป็นเวลา 2 นาที (vortex ตลอดเวลา) 
แลว้แช่ strip ใน BB2 เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน า strip ไป incubate กบั AD-AP เป็นเวลา 30 นาที  
ตามดว้ยการชะลา้งดว้ย WB1 2 รอบ รอบละ 2 นาที (vortex ตลอดเวลา) ชะลา้งดว้ย BB1 เป็นเวลา 
2 นาที (vortex ตลอดเวลา) แลว้แช่ strip ใน BB2 เป็นเวลา 2 นาที ท าการปรับสภาพ strip ดว้ย DB 
เป็นเวลา 2 นาที สุดทา้ยเติม NBT/BCIP substrate และไวใ้นท่ีมืดจนสีม่วงน ้าเงินปรากฏข้ึน ซ่ึงเม่ือ
เวลาผา่นไปประมาณ 3 นาที สีของหยด color control  จะเร่ิมปรากฏข้ึน ส่วนสีของ DNA target จะ
ปรากฏเร็วหรือชา้นั้นข้ึนกบัความเขม้ขน้ของ DNA ท่ีน ามาหยดทดสอบและความสามารถของ 
probe ท่ีเขา้จบักบั DNA target  
 
 เทคนิค PACHA สามารถตรวจพบเช้ือ Salmonella spp. จากตวัอยา่งไดท่ี้ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 
106 CFU/ml โดยความเขม้ขน้ของ DNA นอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบไดคื้อ 100 ng และตอ้งการ
เวลาทดสอบทั้งส้ิน (ไม่รวมระยะเวลาสกดั DNA) 1 ชัว่โมง 30 นาที 

 
แมว้า่เทคนิค PACHA จะเป็นวธีิการตรวจหา DNA ของเช้ือ Salmonella spp. เบ้ืองตน้ท่ีท า

ไดง่้ายและรวดเร็ว อยา่งไรก็ตามควรท าควบคู่กบัการเพาะเช้ือเพื่อใหส้ามารถยนืยนัผลการ
ตรวจสอบไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 
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ภาคผนวก ก  
สารเคมีท่ีใชใ้นการศึกษา 
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1.  สารเคมีส าหรับการสกดั DNA 
 

5% Chelex-100 
 

  HPLC water         100 ml. 
Chelex-100 resin          0.5  g. 
 

 1 N NaOH 
 
  NaOH            10 g. 
  น ้ากลัน่          200  ml. 
  ปรับปริมาตรดว้ยน ้าใหค้รบ 250 ml. 
 
2.  สารเคมีส าหรับปฏริกิยา hybridization 
 

20X SSC 
 

  NaCl       35.06  g. 
  sodium citrate         17.64  g. 
  น ้ากลัน่              150  ml.  

ปรับ pH ใหไ้ด ้7.0 ดว้ย concentrated HCl เติมน ้ากลัน่ให้ครบ 200 ml. แลว้ฆ่าเช้ือ
โดยการ autoclave 

 
20% SDS 
 

  SDS                50 g. 
  น ้ากลัน่          200 ml. 

  ใหค้วามร้อนท่ี 68°C และกวนสารละลายดว้ย magnetic stirrer เม่ือละลายเขา้กนัดี
แลว้ ปรับ pH ใหไ้ด ้7.2 ดว้ย concentrated HCl แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 250 
ml. หา้ม autoclave  
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1 M Tris-HCl, pH 7.5 
 
  Tris-base      30.25 g. 
  น ้ากลัน่          200 ml. 
  ปรับ pH ดว้ย concentrated HCl แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 250 ml. 
แลว้ฆ่าเช้ือโดยการ autoclave 
 
5 M NaCl 
 
  NaCl         90.5 g. 
  น ้ากลัน่          220 ml. 
  ปรับปริมาตรดว้ยน ้าใหค้รบ 250 ml. แลว้ฆ่าเช้ือโดยการ autoclave 
 
Washing buffer 
 

  20x SSC           50 ml. 
1% SDS             5 ml. 
น ้ากลัน่         445 ml. 
 

 Blocking buffer No1. 
 
  1 M Tris-HCl, pH 7.5          50 ml. 
  5 M NaCl           15 ml.  
  น ้ากลัน่         435 ml. 
 
 Blocking buffer No2. 
 

1 M Tris-HCl, pH 7.5          50 ml. 
  5 M NaCl           15 ml.  
  blocking reagent                    1 g. 
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น ้ากลัน่         435 ml. 
  ใหค้วามร้อนเพื่อละลาย blocking reagent  
 

Detection buffer pH 9.5 
 

1 M Tris-HCl, pH 7.5          50 ml. 
5 M NaCl           10 ml. 
น ้ากลัน่         400 ml. 

  ปรับ pH ใหไ้ด ้9.5 และปรับปริมาตรดว้ยน ้าใหค้รบ 500 ml. 
  
3. สารเคมีส าหรับท า agarose gel electrophoresis 
 
 10x TBE buffer 
 
  Tris-base           54 g. 
  Boric acid        27.5 g. 
  0.5 M EDTA (pH 8.0)          20 ml. 
  ปรับปริมาตรดว้ยน ้าใหค้รบ 500 ml 
 
 1.5% agarose gel 
 
  Agarose           1.5 g. 
  1x TBE          100 ml. 

  ละลายดว้ยเคร่ือง microwave 2 นาที หรือจนสารละลายใส ปล่อยใหอุ้ณหภูมิเยน็
ลงประมาณ 60°C เทลงใน tray ส าหรับเตรียม gel จากนั้นใส่ comb เพื่อใหเ้กิดช่อง 
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ภาพผนวกที ่1  0.5 µg of 100 bp DNA Ladder visualized by ethidium bromide staining on a 1.3% 
TAE agarose gel. 

 
ทีม่า: www.genex.cl/Pictures/NEBN3231.gif 
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ภาคผนวก ข  
การทดลองและผลบางส่วน 
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การท า serial dilution 
 

ช ้loop เข่ียเช้ือ Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC10708 จาก stock ลงใน 
NB โดยอาศยัเทคนิคปลอดเช้ือ (aseptic technique) จากนั้นน าเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง แลว้น าเช้ือท่ีบ่มไวเ้ป็นหลอดเช้ือเร่ิมตน้ เพื่อท า serial dilution ดงัภาพภาคผนวกท่ี 2 โดย
ดูดเช้ือจากหลอดเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตร 1 ml เติมลงใน 0.85% NNS ปริมาตร 9 ml (หลอดท่ี 1) แลว้ดู
เช้ือจากหลอดท่ี 1 ปริมาตร 1 ml ไปเติมลงใน 0.85% NNS ปริมาตร 9 ml (หลอดท่ี 2) ท า
เช่นเดียวกนัน้ีจนถึงหลอดท่ี 8 
 
 

 
 

 
ภาพผนวกที ่2  การท า serial dilution 
 

เม่ือได ้serial dilution ของเช้ือแลว้ น าเช้ือท่ี dilution 10-3-10-7 มาท าการ spread plate โดย
ดูดเช้ือมา dilution ละ 0.1 ml แลว้ท าการ spread ใหท้ัว่บน NA plate โดยท า dilution ละ 3 ซ ้ า 
จากนั้นน า plate ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18 ชัว่โมง แลว้ท าการนบัจ านวนโคโลนีท่ีปรากฏ 
จ านวนโคโลนีท่ีเหมาะสมควรอยูร่ะหวา่ง 30-300 โคโลนี 
 
 จ  านวนโคโลนีท่ีนบัไดน้ั้นสามารถค านวณไดด้งัน้ี 
 

จ  านวนโคโลนี (ต่อ 1 ml)    = 
จ  านวนโคโลนีท่ีปรากฏบนจานเพาะล้ียงเช้ือ 
ความเจือจากของตวัอยา่งท่ีน ามาตรวจสอบ 

 
 

1 ml 1 ml     1 ml     1 ml     1 ml     1 ml     1 ml     1 ml 
 
 
 
  
 
 1 ml 
 
 

0.85% NNS  
9ml 

spread plate บน NA 
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การสกดั DNA โดยการต้ม 
 

ดดัแปลงจาก Misawa et al. (2002) เติม 25 mM NaOH ปริมาตร 50 µl ลงในตะกอนเซลล์
แลว้น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 ×g เป็น
เวลา 10 นาที เก็บส่วนใสใส่หลอด microcentrifuge อนัใหม่ ขั้นต่อไปท าการตกตะกอน DNA โดย
การเติม 95% ethanol ปริมาตร 200 µL น าไปแช่เยน็ท่ี  -70°C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปป่ัน
เหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 ×g เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอน DNA และตาก DNA ใหแ้หง้ ละลาย
ดว้ยน ้ากลัน่และเก็บท่ี -20°C จนกวา่จะน ามาใชง้าน 
 
 

 
 

ภาพผนวกที ่3  แสดง background ท่ีเกิดข้ึนเม่ือ strip แหง้ขณะ hybridize 
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