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Detection of E. coli in water using duplex polymerase chain
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∫∑§—¥¬àÕ

‡∑§π‘§¥Ÿ‡æ≈Á°´åæ’´’Õ“√å·∫∫∑’Ë‰¡àμâÕß °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ‰¥âæ—≤π“¢÷Èπ  ”À√—∫μ√«® Õ∫·∫§∑’‡√’¬ E. coli ∑’Ëªπ‡ªóôÕπ

„ππÈ” ‚¥¬ÕÕ°·∫∫‰æ√‡¡Õ√å‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈– uidA º≈°“√«‘®—¬æ∫«à“‡∑§π‘§¥Ÿ‡æ≈Á°´å

æ’´’Õ“√å∑’Ëæ—≤π“¢÷Èπ‡æ◊ËÕ„™â„π°“√«‘®—¬§√—Èßπ’È ¡’§«“¡®”‡æ“–μàÕ E. coli  Ÿß·≈–¡’§«“¡‰«¢Õß°“√μ√«® Õ∫ E. coli

∑’Ëªπ‡ªóôÕπ„ππÈ” 104 ‡´≈≈å/¡‘≈≈‘≈‘μ√ ·≈– “¡“√∂‡æ‘Ë¡§«“¡‰«¢Õß°“√μ√«® Õ∫‰¥â ¥â«¬°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥·∫§∑’‡√’¬

„πÕ“À“√‡À≈« „π√–¬–‡«≈“∑’Ë‡À¡“– ¡°àÕππ”‰ª∑”æ’´’Õ“√å

ABSTRACT

Duplex polymerase chain reaction technique without DNA extraction was developed for detection of E. coli

in water. Two primer pairs were designed for amplification of DNA fragments of lacZ and uidA genes. The

results showed that the new method of duplex PCR technique in this study was specific to E. coli with

sensitivity at 104 cells/ml and capable to enhance by growing bacterial cell in culture broth.

§” ”§—≠: ¥Ÿ‡æ≈Á°´åæ’´’Õ“√å, °“√μ√«® Õ∫·∫§∑’‡√’¬, E. coli
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∫∑π”

·∫§∑’‡√’¬ Escherichia coli À√◊Õ E. coli Õ¬Ÿà„π

«ß»å Enterobacteraceae √“¬ß“π§√—Èß·√°‡¡◊ËÕªï §.».

1885 ¡’√Ÿª√à“ß‡ªìπ∑àÕπ·≈–μ‘¥ ’·°√¡≈∫ ‰¡à √â“ß ªÕ√å

‡§≈◊ËÕπ∑’Ë‰¥â μâÕß°“√Õ“°“»·∫∫ facultative anaerobe

‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬ª√–®”∂‘Ëπ (normal flora) ∑’ËÕ“»—¬Õ¬Ÿà

„π≈”‰ â¢Õß —μ«å‡≈◊Õ¥Õÿàπ‚¥¬‰¡à°àÕÕ—πμ√“¬·°à‚Œ μå

πÕ°®“°π’È¬—ß “¡“√∂¥”√ß™’æ„π ¿“æ·«¥≈âÕ¡

¿“¬πÕ°√à“ß°“¬‰¥â‡ªìπ‡«≈“π“π ¥—ßπ—Èπ®÷ß “¡“√∂„™â

‡ªìπ®ÿ≈‘π∑√’¬å¥—™π’ (index microorganism) ‡æ◊ËÕ∫àß™’È

°“√ªπ‡ªóôÕπÕÿ®®“√–„πÕ“À“√·≈–πÈ” (Nataro and

Kaper, 1998)

„πªï §.». 1940 ¡’√“¬ß“π«à“ E. coli ∫“ß “¬

æ—π∏ÿå∑”„Àâ∑“√°∑âÕß‡ ’¬ ÷́Ëß‡°‘¥®“°°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß

 ¿“æ¢Õß·∫§∑’ ‡√’¬∑’Ë ‡¥‘¡‰¡à°àÕ‚√§°≈“¬‡ªìπ

·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ ‚¥¬ à«π∑’Ë‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß ‰¥â·°à

O-antigen ´÷Ëß‡°‘¥®“°°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß¢Õßºπ—ß‡´≈≈å

H-antigen ́ ÷Ëß‡°‘¥®“°°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß·ø≈°‡®≈≈“ ·≈–

K-antigen ´÷Ëß‡°‘¥®“°°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß‰ª‡ªìπ

·∫§∑’‡√’¬∑’Ë √â“ß·§ª Ÿ́≈ (Huang et al., 2006) ªí®®ÿ∫—π

æ∫«à“ E. coli ∑’Ë°àÕ‚√§¡’ 5 °≈ÿà¡ §◊Õ (1) Enterotoxigenic

E. coli (ETEC) ‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§Õÿ®®“√–√à«ß„π

π—°∑àÕß‡∑’Ë¬«·≈–∑“√°„πª√–‡∑»°”≈—ßæ—≤π“ ÷́Ëß¢“¥

 ÿ¢Õπ“¡—¬ (2) Enteroinvassive E. coli (EIEC)

‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§‚¥¬°“√∫ÿ°√ÿ°‡¬◊ËÕ∫ÿ≈”‰ â ºŸâªÉ«¬

®–∂à“¬‡ªìπ¡Ÿ°‡≈◊Õ¥¡’Õ“°“√§≈â“¬‚√§∫‘¥ (3)

Enteropathogenic E. coli (EPEC) ‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬

∑’Ë∑”„Àâ‡°‘¥‚√§Õÿ®®“√–√à«ß„π‡¥Á°∑’Ë¡’Õ“¬ÿμË”°«à“ 1 ªï

‚¥¬‡©æ“–„π ∂“π‡≈’È¬ß‡¥Á°ÕàÕπ·≈–™ÿ¡™π∑’Ë¢“¥ ÿ¢

Õπ“¡—¬ ¡—°·æ√à√–∫“¥„π™à«ßƒ¥Ÿ√âÕπ (4)

Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) ‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬°àÕ

‚√§≈”‰ â„À≠àÕ—°‡ ∫·∫∫¡’‡≈◊Õ¥ÕÕ° (haemorrhagic

colitis) ‚¥¬·∫§∑’‡√’¬°≈ÿà¡π’È “¡“√∂ √â“ß‡Õπ‡∑Õ

‚√∑Õ° ‘́π (enterotoxin) ·≈– (5) Enteroaggregative

E. coli (EAEC) ‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬∑’Ë “¡“√∂ √â“ß∑Õ° ‘́π

∑π§«“¡√âÕπ (heat stable toxin) ·≈–Œ’‚¡‰≈´‘π

(hemolysin) ´÷Ëß “¡“√∂°àÕ‚√§„π∑“ß‡¥‘πªí  “«–

(Huang et al., 2006; Moses et al., 2006)

ªí®®ÿ∫—π¡’«‘∏’μ√«® Õ∫·∫∫√«¥‡√Á« ”À√—∫ E.

coli ∑’Ëªπ‡ªóôÕπ„πÕ“À“√·≈–πÈ”À≈“¬«‘∏’ ´÷Ëß·μà≈–«‘∏’

¬—ß§ß¡’ªí≠À“‡°’Ë¬«°—∫§«“¡‰« (sensitivity) ·≈–

§«“¡®”‡æ“– (specificity) ‚¥¬μâÕß¡’ E. coli §«“¡‡¢â¡

¢âπ 104-106 ‡´≈≈å/¡‘≈≈‘≈‘μ√ ®÷ß®–„Àâº≈∫«° ¥—ßπ—Èπ

°“√π”æ’´’Õ“√å (PCR, polymerase chain reaction)

¡“„™âμ√«® Õ∫ E. coli ®÷ß‰¥â√—∫§«“¡ π„®¡“°¢÷Èπ

Õ¬à“ß‰√°Áμ“¡ß“π«‘®—¬‡°’Ë¬«°—∫°“√„™â‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å

‡æ◊ËÕμ√«® Õ∫ E. coli ∑’Ë‡§¬¡’√“¬ß“π¡“°àÕππ’È ®–μâÕß

 °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°·∫§∑’‡√’¬°àÕπ (Bej et al., 1991;

Tantawiwat et al., 2005) ́ ÷Ëß‡ªìπ°“√‡æ‘Ë¡¢—ÈπμÕπ·≈–

‡ ’¬‡«≈“¡“°¢÷Èπ ¥—ßπ—Èπß“π«‘®—¬π’È®÷ß¡’«—μ∂ÿª√– ß§å

‡æ◊ËÕæ—≤π“«‘∏’μ√«® Õ∫ E. coli „ππÈ”·∫∫√«¥‡√Á«

¥â«¬‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å ‚¥¬‰¡àμâÕß °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ·≈–‡ªìπ

«‘∏’∑’Ë„Àâº≈°“√μ√«® Õ∫¿“¬„π 6 ™—Ë«‚¡ß

Õÿª°√≥å·≈–«‘∏’°“√

·∫§∑’‡√’¬

·∫§∑’ ‡ √’ ¬ Õâ “ ßÕ‘ ß∑’Ë „ ™â „π° “√»÷ °… “§◊ Õ

Escherichia coli ·∫§∑’‡√’¬§«∫§ÿ¡§◊Õ Salmonella

typhimurium, Klebsiella pneumoniae ·≈– Serratia

marcescens ‚¥¬·∫§∑’‡√’¬∑—Èß 4 ™π‘¥ ‰¥â¡“®“°»Ÿπ¬å

®ÿ≈‘π∑√’¬å  ∂“∫—π«‘®—¬«‘∑¬“»“ μ√å·≈–‡∑§‚π‚≈¬’

·Ààßª√–‡∑»‰∑¬ (««.)

‰æ√‡¡Õ√å

‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë„™â„π°“√«‘®—¬§√—Èßπ’ÈÕÕ°·∫∫·≈–

 —ß‡§√“–Àå¢÷Èπ ‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ

·≈– uidA ‚¥¬ÕÕ°·∫∫®“°≈”¥—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ„π∞“π¢âÕ¡Ÿ≈

GenBank À¡“¬‡≈¢ NC009800 ·≈–À¡“¬‡≈¢

NC010498 μ“¡≈”¥—∫ ´÷Ëß‡ªìπ‰æ√‡¡Õ√å¢π“¥ 19-21

‡∫  ®”π«π 2 §Ÿà §◊Õ (1) ‰æ√‡¡Õ√å ”À√—∫‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ª√–°Õ∫¥â«¬‰æ√‡¡Õ√å

øÕ√å‡«‘√å¥ (forward primer) ∑’Ë¡’≈”¥—∫‡∫ ‡ªìπ
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5′ AGCTGGCTACAGGAAGGCC 3′ °—∫‰æ√‡¡Õ√å

√’‡«‘√å  (reverse primer) ∑’Ë¡’≈”¥—∫‡∫ ‡ªìπ 5′ GTTTA

TGCAGCAACGAGACG 3′ ·≈– (2) ‰æ√‡¡Õ√å

 ”À√—∫‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π uidA ª√–°Õ∫¥â«¬

‰æ√‡¡Õ√åøÕ√å‡«‘√å¥∑’Ë¡’≈”¥—∫‡∫ ‡ªìπ 5′ GTAATTAC

CGACGAAAACGGC 3′ °—∫‰æ√‡¡Õ√å√’‡«‘√å ∑’Ë¡’≈”¥—∫

‡∫ ‡ªìπ 5′ GCGTGGTTACAGTCTTGCG 3′

°“√‡μ√’¬¡μ—«Õ¬à“ß

‡≈’È¬ß·∫§∑’‡√’¬„πÕ“À“√ NB (nutrient broth)

‚¥¬∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 °C ·≈–‡¢¬à“¥â«¬§«“¡‡√Á« 150

√Õ∫/π“∑’ ‡ªìπ‡«≈“ 18-24 ™—Ë«‚¡ß ªíòπ·¬°μ–°Õπ

‡´≈≈å·∫§∑’‡√’¬¥â«¬‡§√◊ËÕß‡´πμ√‘øî«®å§«“¡‡√Á« 1,000g

‡ªìπ‡«≈“ 5 π“∑’ ≈â“ßμ–°Õπ‡´≈≈å·∫§∑’‡√’¬¥â«¬πÈ” 2

√Õ∫ ·≈â«≈–≈“¬μ–°Õπ‡´≈≈å·∫§∑’‡√’¬„ππÈ” ·≈–

π—∫®”π«π·∫§∑’‡√’¬¿“¬„μâ°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå‚¥¬„™â

counting chamber ®“°π—Èπª√—∫§«“¡‡¢â¡¢âπ„Àâ‡ªìπ

1010 ‡´≈≈å/¡‘≈≈‘≈‘μ√ ·≈â«‡®◊Õ®“ß∑’≈– 10 ‡∑à“ „Àâ‰¥â

§«“¡‡¢â¡¢âπ 109, 108, 107, 106, 105, 104 ·≈– 103

‡´≈≈å/¡‘≈≈‘≈‘μ√ μ“¡≈”¥—∫

°“√∑”æ’´’Õ“√å

‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈– uidA

„π·∫§∑’‡√’¬‚¥¬π”μ—«Õ¬à“ßπÈ”ª√‘¡“μ√ 1 ‰¡‚§√≈‘μ√

¡“‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥â«¬‰æ√‡¡Õ√å∑—Èß 4 ™π‘¥ (2 §Ÿà) ™π‘¥≈–

250 π“‚π‚¡≈“√å „π∫—ø‡øÕ√å 1 ‡∑à“ (500 mM KCl,

200 mM Tris-HCl pH 8.4 ·≈– 2.5 mM MgCl2) ́ ÷Ëß

¡’π‘«§≈’‚Õ‰∑¥å 4 ™π‘¥ (dATP, dCTP, dGTP ·≈–

dTTP) ™π‘¥≈– 200 ‰¡‚§√‚¡≈“√å ·≈–„™â‡Õπ‰´¡å

Taq DNA polymerase (InvitrogenTM Life

Technologies, Brazil) 0.5 ¬Ÿπ‘μ ¡’ª√‘¡“μ√√«¡ 20

‰¡‚§√≈‘μ√ ‚¥¬ªØ‘°‘√‘¬“æ’´’Õ“√å¡’ 3 ¢—ÈπμÕπ §◊Õ (1)

∑”ªØ‘°‘√‘¬“∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 94 °C ‡ªìπ‡«≈“ 5 π“∑’ (2) ∑”

ªØ‘°‘√‘¬“∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 94 °C ‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’, 56 °C

‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’ ·≈– 72 °C ‡ªìπ‡«≈“ 45 «‘π“∑’

®”π«π 35 √Õ∫ ·≈– (3) ∑”ªØ‘°‘√‘¬“∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 72 °C

‡ªìπ‡«≈“ 7 π“∑’ À≈—ß®“°π—Èπ®÷ßπ”‰ªμ√«® Õ∫¥â«¬

«‘∏’Õ‘‡≈Á°‚∑√‚ø√’´‘ „π‡®≈Õ–°“‚√  1.8 ‡ªÕ√å‡´Áπμå

º≈°“√∑¥≈Õß·≈–«‘®“√≥å

°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ‚¥¬„™â‰æ√‡¡Õ√å

∑’ËÕÕ°·∫∫®“°™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈– uidA ª√“°Ø

«à“μ√«®æ∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ 258 §Ÿà‡∫  ¢Õß¬’π lacZ

·≈–·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ 258 §Ÿà‡∫  ¢Õß¬’π uidA „π

μ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ E. coli ·≈–μ√«®æ∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥

258 §Ÿà‡∫  ¢Õß¬’π lacZ „πμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ S.

typhimurium ·≈– K. pneumoniae ·μà‰¡àæ∫·∂∫¥’

‡ÕÁπ‡Õ„πμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ S. marcescens ·≈–μ—«Õ¬à“ß

πÈ”∑’Ë‰¡à¡’·∫§∑’‡√’¬ (¿“æ∑’Ë 1) · ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“§Ÿà‰æ√

‡¡Õ√å∑’ËÕÕ°·∫∫®“°™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ¡’§«“¡®”‡æ“–

μàÕ E. coli, S. typhimurium ·≈– K. pneumoniae ́ ÷Ëß

‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬‚§≈‘øÕ√å¡ (coliform bacteria) ∑’Ë

 “¡“√∂À¡—°πÈ”μ“≈·≈§‚μ „Àâ°√¥·≈–°ä“´  à«π

‰æ√‡¡Õ√å∑’ËÕÕ°·∫∫®“°™‘Èπ à«π¢Õß¬’π uidA ¡’§«“¡

®”‡æ“–μàÕ E. coli ‚¥¬º≈°“√∑¥≈Õßπ’È Õ¥§≈âÕß°—∫

√“¬ß“π¢Õß Tantawiwat et al. (2005)

¿“æ∑’Ë 1 °“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈–

uidA [M §◊Õ¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“μ√∞“π 1 Kb Plus

DNA Ladder (InvitrogenTM Life

Techologies, USA); 1 §◊Õμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë

‰¡à¡’·∫§∑’‡√’¬; 2-5 §◊Õμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’

·∫§∑’‡√’¬ E. coli, S. typhimurium, K.

pneumoniae ·≈– S. marcescens μ“¡

≈”¥—∫]
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°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈– uidA

‚¥¬„™âμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ E. coli §«“¡‡¢â¡¢âπμà“ßÊ ‰¥â·°à

1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104 ·≈– 103 ‡´≈≈å/

¡‘≈≈‘≈‘μ√ ‡¡◊ËÕπ”μ—«Õ¬à“ßπÈ”·μà≈–§«“¡‡¢â¡¢âπª√‘¡“μ√

1 ‰¡‚§√≈‘μ√ ́ ÷Ëß¡’·∫§∑’‡√’¬ 107, 106, 105, 104, 103,

102, 10 ·≈– 1 ‡´≈≈å ‰ª‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥â«¬‡∑§π‘§æ’´’

Õ“√å æ∫«à“μ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’·∫§∑’‡√’¬ 107, 106, 105, 104,

103, 102 ·≈– 10 ‡´≈≈å ª√“°Ø·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ 258

·≈– 143 §Ÿà‡∫  ·μà‰¡àæ∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ„πμ—«Õ¬à“ßπÈ”

∑’Ë¡’·∫§∑’‡√’¬ 1 ‡´≈≈å (¿“æ∑’Ë 2) · ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“

‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å∑’Ëæ—≤π“¢÷Èπ‡æ◊ËÕ„™â„π°“√«‘®—¬§√—Èßπ’È ¡’

§«“¡‰«μàÕ E. coli ∂÷ß 10 ‡´≈≈å/ªØ‘°‘√‘¬“ À√◊Õ‡∑’¬∫

‡∑à“°—∫πÈ”∑’Ë¡’ E. coli §«“¡‡¢â¡¢âπ 104 ‡´≈≈å/¡‘≈≈‘≈‘μ√

μ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ E. coli §«“¡‡¢â¡¢âπ 103 ‡´≈≈å/

¡‘≈≈‘≈‘μ√ ´÷Ëßμ√«®‰¡àæ∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°°“√‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈– uidA ¥â«¬‡∑§π‘§æ’

´’Õ“√åπ—Èπ ‡¡◊ËÕ‡μ‘¡Õ“À“√ 2x NB „πÕ—μ√“ à«π 1:1

·≈â«π”‰ª∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 °C ·≈–‡¢¬à“¥â«¬§«“¡‡√Á«

150 √Õ∫/π“∑’ ‡ªìπ‡«≈“ 30, 45, 60, 75 ·≈– 90 π“∑’

À≈—ß®“°π—Èππ”‰ª‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥â«¬‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å æ∫

«à“μ—«Õ¬à“ß∑’Ë∫à¡π“π 45, 60, 75 ·≈– 90 π“∑’

ª√“°Ø·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ 258 ·≈– 143 §Ÿà‡∫ 

·μà‰¡àæ∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ„πμ—«Õ¬à“ß∑’Ë∫à¡π“π 30 π“∑’

(¿“æ∑’Ë 3) · ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“ “¡“√∂‡æ‘Ë¡§«“¡‰«¢Õß

¿“æ∑’Ë 2 °“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈– uidA „πμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ E. coli §«“¡‡¢â¡¢âπμà“ßÊ [M §◊Õ

¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“μ√∞“π 1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Techologies, USA); 1 §◊Õμ—«Õ¬à“ß

πÈ”∑’Ë‰¡à¡’·∫§∑’‡√’¬; 2-9 §◊Õμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’·∫§∑’‡√’¬ E. coli §«“¡‡¢â¡¢âπ 1010, 109, 108, 107, 106,

105, 104 ·≈– 103 ‡´≈≈å/¡‘≈≈‘≈‘μ√ μ“¡≈”¥—∫]

¿“æ∑’Ë 3 °“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈– uidA „πμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ E. coli §«“¡‡¢â¡¢âπ 103 ‡´≈≈å/

¡‘≈≈‘≈‘μ√ [M §◊Õ¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“μ√∞“π 1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Techologies, USA);

1 §◊Õμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë‰¡à¡’·∫§∑’‡√’¬; 2-6 §◊Õμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ E. coli §«“¡‡¢â¡¢âπ 103 ‡´≈≈å/¡‘≈≈‘≈‘μ√ À≈—ß

®“°‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥„πÕ“À“√ NB ‡ªìπ‡«≈“ 30, 45, 60, 75 ·≈– 90 π“∑’ μ“¡≈”¥—∫]
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‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å‰¥â ¥â«¬°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥·∫§∑’‡√’¬„π

Õ“À“√ NB ‡ªìπ‡«≈“π“πÕ¬à“ßπâÕ¬ 45 π“∑’ °àÕππ”

‰ª∑”æ’´’Õ“√å ÷́Ëß°“√‡æ‘Ë¡§«“¡‰«¢Õß‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å

∑’Ëæ—≤π“¢÷Èπ‡æ◊ËÕ„™â„π°“√«‘®—¬§√—Èßπ’È Õ“®‡æ‘Ë¡‰¥â¡“°

¢÷ÈπÕ’°¥â«¬°“√∫à¡·∫§∑’‡√’¬„πÕ“À“√ NB „Àâπ“π¢÷Èπ

¥—ßπ—Èπμ—«Õ¬à“ßπÈ”∑’Ë¡’ E. coli §«“¡‡¢â¡¢âπ 102, 10 ·≈–

1 ‡´≈≈å/¡‘≈≈‘≈‘μ√  “¡“√∂μ√«® Õ∫‰¥â‡™àπ°—π∂â“

‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥·∫§∑’‡√’¬„πÕ“À“√ NB „π√–¬–‡«≈“∑’Ë

‡À¡“– ¡°àÕππ”‰ª∑”æ’´’Õ“√å ‚¥¬§«“¡‰«¢Õß°“√

μ√«® Õ∫ E. coli π’È‡∑à“°—∫À√◊Õ Ÿß°«à“√“¬ß“π¢Õß

Fode-Vaughan et al. (2003) ·≈– Tantawiwat et al.

(2005)

 √ÿªº≈°“√∑¥≈Õß

°“√«‘®—¬π’È‰¥âª√–¬ÿ°μå‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å‡æ◊ËÕμ√«®

 Õ∫ E. coli ∑’Ëªπ‡ªóôÕπ„ππÈ”‚¥¬‰¡àμâÕß °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ

®“°·∫§∑’‡√’¬ ‡∑§π‘§¥Ÿ‡æ≈Á° ǻæ’´’Õ“√å∑’Ëæ—≤π“¢÷Èπ‡æ◊ËÕ

„™â„π°“√«‘®—¬§√—Èßπ’È ®–‡æ‘Ë¡™‘Èπ à«π¢Õß¬’π lacZ ·≈–

uidA ‚¥¬¡’§«“¡®”‡æ“–μàÕ E. coli  Ÿß·≈–¡’§«“¡‰«

¢Õß°“√μ√«® Õ∫ E. coli ∑’Ëªπ‡ªóôÕπ„ππÈ” 104 ‡´≈≈å/

¡‘≈≈‘≈‘μ√ ·≈– “¡“√∂‡æ‘Ë¡§«“¡‰«¢Õß°“√μ√«® Õ∫‰¥â

¥â«¬°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥·∫§∑’‡√’¬„πÕ“À“√ NB „π√–¬–

‡«≈“∑’Ë‡À¡“– ¡°àÕππ”‰ª∑”æ’´’Õ“√å πÕ°®“°π’È

‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å∑’Ëæ—≤π“¢÷Èπ‡æ◊ËÕ„™â„π°“√«‘®—¬§√—Èßπ’È ¬—ß

 “¡“√∂μ√«® Õ∫ E. coli ∑’Ëªπ‡ªóôÕπ„ππÈ”‰¥â¿“¬„π

‡«≈“ 4-5 ™—Ë«‚¡ß ´÷Ëß§àÕπ¢â“ß√«¥‡√Á«¡“°

°‘μμ‘°√√¡ª√–°“»

ß“π«‘®—¬π’È∫“ß à«π‰¥â√—∫∑ÿπ π—∫ πÿπ®“°¿“§

«‘™“‡∑§‚π‚≈¬’™’«¿“æ §≥–«‘∑¬“»“ μ√å·≈–‡∑§‚π‚≈¬’

¡À“«‘∑¬“≈—¬∏√√¡»“ μ√å »Ÿπ¬å√—ß ‘μ
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