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บทคดัย่อ 
แบคทเีรยีสแตปฟิโลคอคคสัออเรยีสสามารถสรา้งสารพษิ ซึง่เป็นสาเหตุของโรคจากอาหาร ดงันัน้วธิี

ตรวจสอบการปนเป้ือนแบคทีเรียในอาหารที่มีความรวดเร็วและถูกต้องแม่นย าจึงมีความส าคญัอย่างยิ่ง 
งานวจิยันี้ไดพ้ฒันาปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรสแบบไม่สกดัแยกดเีอน็เอส าหรบัตรวจสอบแบคทเีรยีสแตปฟิโล
คอคคัสออเรยีส โดยออกแบบไพรเมอร์เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นยีน  femA ผลการวิจยัพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้มี
ความจ าเพาะต่อแบคทเีรยีสแตปฟิโลคอคคสัออเรยีสสงู 

ค าส าคญั : พซีอีาร ์(ปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส), การตรวจสอบแบคทเีรยี, สแตปฟิโลคอคคสัออเรยีส  

Abstract 
Staphylococcus aureus can produce enterotoxin which is the cause of the food-borne disease 

in human. Therefore, the rapid and reliable detection protocol as the indication of contamination in 
food is the most important. In this research, polymerase chain reaction without DNA extraction was 
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developed to detection of S. aureus. The primer pairs were designed for amplification of the DNA 
fragment of femA gene. The results showed that the new protocol in this study was highly specific to 
the target bacteria. 
 

Keywords: PCR (polymerase chain reaction), bacterial detection, Staphylococcus aureus 
 
1. ค าน า 

จุลนิทรยีบ์างชนิด ได้แก่ แบคทเีรยี รา และ
ยสีต์ สามารถปนเป้ือนในอาหาร ซึง่ส่วนใหญ่จะท า
ให้อาหารมกีารเปลีย่นแปลงรูปลกัษณ์ แต่จุลนิทรยี์
บางชนิดเมื่อปนเป้ือนในอาหารแลว้ไม่ท าให้อาหาร
มีการเปลี่ยนแปลงใด ๆ โดยจุลินทรีย์บางชนิดมี
ประโยชน์ เช่น ท าใหเ้กดิอาหารหมกัชนิดต่าง ๆ ท า
ให้อาหารมีคุณค่าทางโภชนาการเพิ่มขึ้น  แต่
จุลนิทรยีบ์างชนิดก่อโทษ เช่น ท าใหอ้าหารเน่าเสยี 
ท าให้เกิดโรคจากอาหาร (food-borne disease) 
(บุษกร, 2550) 

แบคทเีรยีก่อโรค (pathogenic bacteria) ใน
อาหาร คือ แบคทีเรียสาเหตุของโรคที่ติดต่อจาก
อาหารสู่มนุษย์และสตัว์ ท าให้เกิดโรคจากอาหาร 
ผู้ป่วยจะมีอาการท้องเสีย คลื่นไส้ อาเจียน มีไข ้
และอาจมอีาการขา้งเคยีงอื่น ๆ เช่น ปวดเมื่อยตาม
ร่างกาย ขอ้อกัเสบ โรคจากอาหารม ี2 ลกัษณะ คอื 
อาหารเป็นพิษ (food-borne intoxication) และการ
ติดเชื้อจากอาหาร (food-borne infection) (ภาวนิ, 
2547) 

สแตปฟิโลคอคคสัออเรยีส (Staphylococcus 
aureus) จั ด อ ยู่ ใ น ว ง ศ์  Micrococcaceae เ ป็ น
จุลินทรยี์ประจ าถิ่น (normal flora) บริเวณผิวหนัง
แ ล ะ โ พ ร ง จ มู ก  (Kluytmans et al., 1997) 
นอกจากนัน้ยงัพบที่เยื่อบุทางเดนิหายใจ ทางเดิน
อาหาร บาดแผลที่เป็นฝีหนอง และในฝุ่ นละออง 
สามารถเจริญได้ดีทัง้ที่มีและไม่มีออกซิเจน ไม่
เคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์ ย้อมติดสีแกรมบวก มี
รูปร่างลักษณะกลม ขนาด 0.5-1.0 ไมครอน มัก

เรยีงตวัเป็นกลุ่มคลา้ยพวงองุ่น แต่อาจพบเป็นเซลล์
เดีย่ว เป็นคู่ หรอืเป็นสายสัน้ ๆ ลกัษณะโคโลนีกลม 
ขอบเรยีบ นูน สคีรมี-เหลอืง-สม้ ซึ่งขึ้นอยู่กบัชนิด
ของแคโรทินอยด์ (carotenoid) ในเยื่อหุ้มเซลล ์
(cell membrane) อุณหภูมิ อาหารเลี้ยงเชื้อ และ
สภาวะแวดล้อมในการเพาะเลี้ยง (นิติพงษ์และเอก
ชยั, 2552) 

สแตปฟิโลคอคคสัออเรยีสสามารถสรา้งเอน
เท อ โรท อกซิ น  (enterotoxin) ซึ่ ง เป็ น ส ารพิ ษ 
แบ่งเป็น 8 ชนิด ได้แก่  A, B, C1, C2, C3, D, E 
และ H ชนิดที่พบบ่อยและเป็นสาเหตุของอาหาร
เป็นพษิคอื A กบั D เน่ืองจากทนความรอ้น โดยไม่
ถูกท าลายเมื่อตม้เดอืดครึง่ชัว่โมง ทนต่อรงัสแีกมมา 
(-ray) ในปริมาณที่อนุญาตให้ใช้กับอาหาร และ
สามารถทนความร้อนที่ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที จงึพบว่าสแตปฟิโลคอคคสัออเรียส
เป็นจุลนิทรยีห์นึ่งทีเ่ป็นสาเหตุในการก่อโรคอาหาร
เป็นพิษ ซึ่งผู้ป่วยมักเกิดอาการขึ้นอย่างรวดเร็ว 
อาการจะรุนแรงมากหรอืน้อยขึน้อยู่กบัความไวต่อ
สารพิษและสุขภาพของแต่ละคน โดยแสดงอาการ
หลงัจากไดร้บัสารพษิ 2-4 ชัว่โมง ผูป่้วยมกัมอีาการ
คลื่นไส้ อาเจียน ท้องร่วง เป็นตะคริวที่ท้อง ปวด
ศีรษะ และอ่อนเพลีย อาการจะค่อย ๆ ทุเลาลง
ภายใน 1-2 วนั แต่ถ้าเป็นเด็กอาจเสยีชวีิตได้หาก
ได้รับการรักษาไม่ถูกวิธี (Banwart, 1989) ดังนัน้
การตรวจสอบทางจุลชีววทิยาจงึมีความส าคญัต่อ
การป้ อ งกันการแพ ร่ ระบ าดและก ารก่ อ โรค
ของสแตปฟิโลคอคคสัออเรยีส 

http://www.oknation.net/blog/Aduel/2007/07/02/entry-1
http://www.oknation.net/blog/Aduel/2007/07/02/entry-1
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/Micrococcaceae
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%81
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ปัจจุบันมีวิธีทดสอบรวดเร็ว (rapid test) 
ส าหรบัสแตปฟิโลคอคคสัออเรยีสหลายวธิี  อย่างไร
ก็ตามแต่ละวิธียังคงมีปัญหาเกี่ยวกับความไว 
(sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) โดย
ตอ้งมปีรมิาณแบคทเีรยี 104-106 เซลล/์มลิลลิติร จงึ
จะให้ผลบวก (Wilson et al., 1959) ดังนัน้การน า
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์  (PCR, 
polymerase chain reaction) ม า ใช้ ต ร ว จ ส อ บ
แบคทีเรยีซลัโมเนลลาจงึได้รบัความสนใจกนัมาก
ขึ้น เนื่องจากเป็นวิธีที่รวดเร็วและน่าเชื่อถือ โดย
งานวิจัยที่ใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสส าหรับ
ตรวจสอบสแตปฟิโลคอคคสัออเรยีสทีเ่คยมรีายงาน
มาก่อนจะต้องสกัดแยกดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย 
(Brakstad et al., 1992) ซึ่งมีหลายขัน้ตอนและ
เสียเวลามาก งานวิจัยนี้ จึงมีวัตถุประสงค์เพื่ อ
พฒันาการตรวจสอบสแตปฟิโลคอคคสัออเรยีสแบบ
รวดเรว็ดว้ยปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรส โดยไม่ต้อง
สกดัดเีอน็เอและเป็นวธิทีีใ่หผ้ลการตรวจสอบภายใน
เวลา 4-6 ชัว่โมง 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 แบคทีเรีย 

แบคทีเรียอ้างอิงที่ใช้ในการศึกษาคือ 
Staphylococcus aureus แบคทีเรียควบคุมผลลบ
คื อ  Escherichia coli, Salmonella enterica 
serovar Typhimurium, Klebsiella pneumoniae 
และ Serratia marcescens โดยแบคทีเรียทั ้ง 5 
ชนิ ด  ได้ ม าจ ากศู นย์ จุ ลินท รีย์  สถ าบัน วิจัย
วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.)  

2.2 ไพรเมอร ์
ไพรเมอร์ที่ใช้ในการวจิยัครัง้นี้ออกแบบ

และสงัเคราะหข์ึน้เพื่อเพิม่ปรมิาณชิน้ยนี femA โดย
เลยีนแบบ Mehrotra และคณะ (2000) ซึง่ประกอบ 
ด้วยไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด 

(forward primer) ข น า ด  20 นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด ์
(nucleotide) มีล าดับเบสเป็น 5-AAA AAA GCA 
CAT AAC AAG CG-3 ซึ่งมีค่า Tm ประมาณ 54 
องศาเซลเซียส และไพรเมอร์รีเวิร์ส  (reverse 
primer) ขนาด 20 นิวคลโีอไทด ์มลี าดบัเบสเป็น 5- 
GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG-3 ซึ่ งมีค่ า 
Tm ประมาณ 56 องศาเซลเซยีส 

2.3 การเตรียมตวัอย่าง 
เพาะเลี้ยงแบคทเีรยีในอาหาร NB (nutrient 

broth) โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
เขย่าดว้ยความเรว็ 150 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 18-24 
ชัว่โมง จากนัน้น ามาแยกตะกอนเซลล์แบคทีเรีย
ดว้ยเครื่องหมุนเหวีย่ง (centrifuge) ความเรว็ 800g 
เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วย
สารละลายเพปโทน (peptone water; 1 % peptone, 
0.5 % NaCl, pH 7.2 ± 0.2) 2 รอบ แล้วผสมเซลล์
แบคทีเรียในสารละลายเพปโทน และนับจ านวน
เซลล์แบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยใช ้
counting chamber จากนัน้ปรบัความเขม้ขน้ใหเ้ป็น 
1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และใช้เป็นความเข้มข้น
เริม่ต้น แล้วเจอืจางทีละ 10 เท่า (10-fold dilution) 
ให้ได้ความเข้มข้น 109, 108, 107, 106, 105, 104 
และ 103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  เพื่ อใช้
ตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสมในการเพิม่ชิน้ดเีอน็เอ
เป้าหมาย โดยตรวจยืนยนัจ านวนเซลล์แบคทีเรีย
ด้วยการตรวจนับจ านวนแบคทีเรยีทัง้หมดตามวิธี
ของ Marshall (1993) 

2.4 การท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
เพิ่มปริมาณชิ้นยีน femA ในแบคทีเรีย

โดยน าตัวอย่างที่เตรียมไว้ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
มาเพิม่ปรมิาณดว้ยไพรเมอรฟ์อรเ์วริด์และไพรเมอร์
รเีวริส์ชนิดละ 250 นาโนโมลาร์ ในบฟัเฟอร์ 1 เท่า 
ซึ่งมีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP 
และ dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ และใช้
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เอนไซม ์Taq DNA polymerase (InvitrogenTM Life 
Technologies, Brazil) 0.5 ยูนิต มปีรมิาตรรวม 20 
ไมโครลิตร โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมี 3 
ขัน้ตอน คือ (1) ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (2) ท าปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, 
55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 45 วนิาท ีจ านวน 35 รอบ 
และ (3) ท าปฏกิริยิาที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 5 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนัน้น าไปตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็ก -
โทรโฟ รีซิส (electrophoresis) ใน เจลอะกาโรส 
(agarose gel) 1.8 เปอร์เซ็นต์ (นฤมลและธรีะชยั, 
2551) 
 
3. ผลและวิจารณ์ 

การเพิม่ปรมิาณชิ้นดเีอน็เอโดยใช้ไพรเมอร์
ที่ออกแบบจากยีน femA ปรากฏว่าตรวจพบแถบ  
ดีเอ็น เอขนาด 132 คู่ เบส  (base pairs, bp) ใน
ตัวอย่างที่มีแบคทีเรีย S. aureus แต่ไม่พบแถบ    
ดเีอน็เอเดยีวกนันี้ในตวัอย่างที่มแีบคทเีรยี E. coli, 
S. Typhimurium, K. pneumoniae แ ล ะ  S. 
marcescens และตวัอย่างที่ไม่มแีบคทเีรยี (Figure 
1) แสดงให้เหน็ว่าไพรเมอรฟ์อรเ์วริด์และไพรเมอร์ 
รีเวิร์สที่ออกแบบนี้มีความจ าเพาะต่อสแตปฟิโล-
คอคคสัออเรยีสเท่านัน้ 

การเพิม่ปรมิาณยนี femA โดยใชต้วัอย่างที่
มีสแตปฟิโลคอคคัสออเรียสความเข้มข้นต่าง ๆ 
ได้แก่ 1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104 และ 103 
เซลล์/มลิลลิติร  เมื่อน าตวัอย่างแต่ละความเขม้ขน้
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ซึ่งมีแบคทีเรีย 107, 106, 
105, 104, 103, 102, 10 และ 1 เซลล ์ไปเพิม่ปรมิาณ
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าตัวอย่างที่มีแบคทีเรีย 
107, 106, 105, 104, 103, 102 และ 10 เซลล ์ปรากฏ

แถบดเีอน็เอขนาด 132 คู่เบส แต่ไม่พบแถบดเีอน็เอ
ในตวัอย่างที่มแีบคทเีรยี 1 เซลล์ (Figure 2) แสดง
ใหเ้หน็ว่าปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรสทีพ่ฒันาขึน้เพื่อ
ใช้ในการวิจัยครัง้นี้  มีความไวต่อมีสแตปฟิโล-
คอคคัสออ เรียสถึ ง  10 เซลล์ /ปฏิกิ ริย า ห รือ
เทียบเท่ากับตัวอย่างที่มีมีสแตปฟิโลคอคคัส -      
ออเรียสความเข้มข้น 104 เซลล์/มิลลิลิตร โดยมี
ความไวเท่ากับรายงานของ Mehrotra และคณะ 
(2000) ซึ่งมีข ัน้ตอนและวธิกีารตรวจสอบที่ยุ่งยาก
กว่า 
 

 
 

Figure 1 Agarose gel electrophoresis of PCR 
amplified products of femA gene. 
Lane M: DNA molecular size marker 
(50 bp DNA Ladder; InvitrogenTM Life 
Techologies, USA). Lanes 1-6: no 
bacteria (negative control), S. aureus, 
E. coli, S. Typhimurium, K. pneumo-
niae and S. marcescens, respectively. 

 
4. สรปุ 

งานวิจยันี้ได้ประยุกต์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ-
เมอเรสเพื่อตรวจสอบสแตปฟิโลคอคคสัออเรยีสจาก
เซลล์แบคทีเรียโดยตรง เป็นวิธี่ที่ไม่ได้สกัดแยก    
ดีเอ็นเอ โดยเพิ่มปริมาณชิ้นยีน femA พบว่ามี
ความจ าเพาะต่อสแตปฟิโลคอคคสัออเรยีสสงูและมี
ความไวของการตรวจสอบ 104 เซลล/์มลิลลิติร ซึ่ง
สามารถเพิม่ความไวของการตรวจสอบได้ดว้ยการ
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เพิม่ปรมิาณแบคทเีรยีในอาหารทีเ่หมาะสมช่วงเวลา
หนึ่ งก่อนน ามาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส     
(นฤมลและธรีะชยั, 2552) นอกจากนี้ปฏกิริยิาลูกโซ่
พอลเิมอเรสที่พฒันาขึน้เพื่อใช้ในการวจิยัครัง้นี้ยงั
สามารถตรวจสอบสแตปฟิโลคอคคัสออเรียสได้

ภายใน 4-6 ชัว่โมง ซึ่งค่อนข้างรวดเร็วมากเมื่อ
เปรียบเทียบกับการตรวจสอบด้วยวิธีอื่นที่เคยมี
ร า ย ง า น ม า ก่ อ น  ( Kobayashi et al., 1994; 
Naravaneni and Jamil, 2005; Lei et al., 2008; 
Tasci et al., 2011) 

 

 
 

Figure 2 Agarose gel electrophoresis of PCR amplified products of femA gene. Lane M: DNA 
molecular size marker (50 bp DNA Ladder; InvitrogenTM Life Techologies, USA). Lane 1: 
no bacteria (negative control). Lenes 2-9: each concentration of S. aureus, i.e. 1010, 109, 
108, 107, 106, 105, 104 and 103 cells/ml, respectively. 
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