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การตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ด้วยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบ
กับวิธีทางอมิมูโนวทิยาในผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาล 

Detection of Salmonella spp. by Real-time PCR Technique 
Comparing with Rapid Immunological Test in Halal Food  

พจชนาถ พัทบุรี1* อภิญญา ศุกลรัตน์1 และ อุทัย ไทยเจรญิ1 
Pojchanad Pathaburee1*, Apinya Sukolrat1 and Utai Thaicharoen1 

บทคัดย่อ 
การตรวจหา DNA ของ เช้ือ Salmonella spp. ที่ปนเปื้อนในอาหารฮาลาล โดยใช้เทคนิค  Real-time 

PCR เปรียบเทียบกับวิธีอิมมูโนทีใ่ช้ชุดทดสอบ Singlepath® Salmonella (AOAC 060401) โดยเทคนิค Real-
time PCR เป็นเทคนิคทีม่ีความจ าเพาะเจาะจง เมื่อตรวจสอบเชื้อ Salmonella spp. พบว่า ให้ผลบวกเฉพาะ
เชื้อ Salmonella spp. แต่ให้ผลลบในตัวอย่างที่ได้จากเชื้อชนิดอื่น  เช่น เชื้อ Escherichia coli 
ระยะเวลาในการตรวจสอบรวดเร็วกว่าโดยไม่จ าเป็นต้องน าตัวอย่างไปบ่มใน Selective media เมื่อศึกษา
ความไวของปฏิกิริยาสามารถตรวจสอบการปนเปื้อนเช้ือ Salmonella spp. ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุด คือ 
0.001% โดยประสิทธิภาพในการตรวจสอบการปนเปื้อนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑ์อาหารและ
วัตถุดิบที่ผลิตอาหารฮาลาลที่ใช้ในการผลิตเปรียบเทียบผลกับการตรวจสอบเช้ือด้วยวิธีอิมมูโนโดยการใช้ชุด
ทดสอบ Singlepath® Salmonella พบว่า ให้ผลเช่นเดียวกัน โดยทุกครั้งที่ท าการตรวจสอบจะมีตัวอย่างเชื้อ
ควบคุมที่เป็นบวกท าปฏิกิริยาควบคู่เสมอ 
ค าส าคัญ: อิมมูโนวิทยา  อาหารฮาลาล  Salmonella 

Abstract 
Detection of Salmonella spp. in halal food by using Real-time PCR technique 

compared with immuno techiques Singlepath® Salmonella (AOAC 060401) was performed. A 
specificity-species of Real-time PCR was positive only Salmonella spp. DNA. For another 
species such as Escherichia coli was shown negative result. The real-time PCR technique 
presented faster result and without the need to incubated samples in selective media. The 
sensitivity of real-time PCR gave the best results at ratio of 0.001%. The efficiency of  real-time 
PCR to detecte Salmonella spp. in halal food and raw material was not deferent with immuno 
technique and possitive control reaction was also provided at anytime of detection. 
Keywords: Immunological, halal food, Salmonella  

บทน า
เชื้อที่ก่อโรค อาหารเป็นพิษท่ีส าคัญ ได้แก่ Salmonella spp. ซึ่งเชื้อดังกล่าวนี้ท าให้เกิดผลเสียต่อ

ผู้บริโภค สัตว์ที่ได้รับเชื้อนี้อาจท าให้เกิดภาวะ septicemia หรือเกิดอาการท้องเสียแบบเฉียบพลันหรือเรื้อรัง 
โรคติดเช้ือทางเดินอาหารเป็นปัญหาที่ส าคัญทางด้านสาธารณสุขและมีผลกระทบต่อเศรษฐกิจการส่งออกด้าน
อาหารของประเทศ (Riyaz et al., 2004) เชื้อบางชนิดเช่น Salmonella spp. สามารถแพร่เชื้อเข้าสู่ไข่ได้ ซึ่ง
จะก่อโรคต่อผู้บริโภคไข่ได้ (Berends et al., 1998) คนท่ัวไปสามารถเป็นโรคนี้ได้ทั้งทางตรงจากการสัมผัสกับ
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การตรวจสอบเชื้อ Salmonella spp. ดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีทางอิมมูโนวิทยาในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล 

สัตวท่ีเปนโรคหรือพาหะท่ีมีเช้ือและติดตอโดยทางออมจากการบริโภคอาหารซึ่งเปนแหลงแพรเช้ือ เชน ไข 
เน้ือสัตวและผลิตภัณฑเน้ือสัตว (Boughton et al., 2007) การตรวจวิเคราะหหาเช้ือโรคอาหารเปนพิษท่ีใชใน
ปจจุบัน คือ การเพาะเลี้ยงเช้ือและทําการทดสอบเช้ือท่ีเจริญดวยวิธีทางชีวเคมี โดยการตรวจสอบทางชีวเคมีใช
เวลาในการตรวจสอบประมาณ 5 วัน และตองอาศัยผูเช่ียวชาญทางแบคทีเรียในการแยกเช้ือ (Guard, 2001) 
โดยราคาในการตรวจสอบเช้ือแตละชนิดมีราคาคอนขางสูง ตอมาไดนําวิธีตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. 
ดวยวิธี Rapid test คือ การใชหลักการตรวจสอบทางวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Singlepath® 
Salmonella (Merck, Germany) ซึ่งใชระยะเวลาทดสอบ 3 วัน (Lindhardt et al., 2009) ตอมา
เทคนิคการตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ในระดับ DNA ไดรับความสนใจเน่ืองจากเปนเทคนิคทดสอบ
ใหผลรวดเร็ว ใชเทคนิค Real-time PCR เพ่ือตรวจวิเคราะหหา DNA ของเช้ือ ซึ่งเทคนิค Real-time PCR เปน
วิธีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอ DNA ของเช้ือแตละชนิดและเปนปฏิกิริยาท่ีมีความไวสูง (Huang et al., 2007) 
สามารถตรวจสอบเช้ือท่ีตองการไดในปริมาณเพียงเล็กนอยและใชเวลาในการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว โดยประมาณ 
45 นาทีหลังจากสกัด DNA แลว (Malorny et al., 2003) ดังน้ัน ตามคุณประโยชนของเทคนิค Real-time 
PCR จึงเปนวิธีที่เหมาะสมจะนํามาพัฒนาวิธีการตรวจสอบหาเชื้อที่ทําใหเกิดโรคทางเดินอาหารเปนพิษ
โดยทําการทดลองเปรียบเทียบวิธีการตรวจเช้ือ Salmonella spp. ดวยเทคนิค Real-time PCR กับวิธี
เพาะเลี้ยงเช้ือรวมกับวิธีทางอิมมูโนวิทยา ซึ่งเปนวิธีตรวจเช้ือท่ีใชในปจจุบัน  

 
วัตถุประสงคการวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp.  
2. ศึกษาความไวการตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยเทคนิค Real-time PCR ในตัวอยาง

ผลิตภัณฑอาหารฮาลาล 
3. ศึกษาความเปนไปไดในการนําเทคนิค Real-time PCR มาใชตรวจสอบหาเช้ือ Salmonella spp. 

ในอาหารฮาลาล เปรียบเทียบกับวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Singlepath® Salmonella ท่ีใชในปจจุบัน 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
เชื้อจุลนิทรียและตัวอยางอาหาร 

1. กลุม positive control เปนเช้ือ Salmonella Enteritidis (ATCC 15676) 
2. ตัวอยางอาหารและอาหารฮาลาลท่ีผานการแปรรูป จํานวน 20 ตัวอยาง ไดแก กุงสม บูดู ทุเรียนกวน 

(ทุเรียนพ้ืนบาน) รังนกบรรจุขวด ขาวเกรียบปลาทอด มินิค็อกเทลไก ไสกรอกไทยอีสานไก นํ้าพริกกุง นํ้าพริก
มะขามกุงแหง นํ้าพริกกุงเสียบทรงเครื่อง แกงไตปลาสําเร็จรูป วุนสําเร็จรูป ลูกช้ินปลาญี่ปุน ไขปลา 
ลูกช้ินปลา ปลามวน ปูอัด เตาหูซีฟูด และแซนดวิชปลา ลูกช้ินปลาแซลมอน โดยตัวอยางกอนทําการทดสอบ
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส กอนนํามาสกัด DNA 

2.1 ตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Singlepath® 
Salmonella (Merck, Germany) ตามวิธี AOAC 060401 โดยนําเช้ือ Salmonella มาตรฐานใสใน Buffer 
Peptone Water (BPW) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส 18±20 ช่ัวโมง ดูดเช้ือจาก BPW ปริมาณ 
10 มิลลิลิตร มาเลี้ยงตอในอาหาร Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone Broth (RVS) บมท่ีอุณหภูมิ 
41.5 องศาเซลเซียส 24±3 ช่ัวโมง ทดสอบตอดวย Immunological Rapid Test เช้ือตามวิธี  Singlepath® 
Salmonella แลวอานผลท่ีได 

2.2 พัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. เตรียม Positive 
control สําหรับใชการตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR โดยเพ่ิมช้ิน DNA ดวยเทคนิค PCR เพ่ือนํา 
PCR product ท่ีไดฝากถายใน TA vector โดยนําเช้ือ Salmonella spp. บมใน Buffer Peptone Water 
(BPW) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง สกัด DNA โดยปนเหว่ียงละลาย pellet โดยเติม proteinase K และสารละลาย 
Lysis Buffer หลังจากน้ันดูดสารละลายท้ังหมดใสใน Column ลางดวย washing buffer หลังจากน้ันชะ 
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DNA ออกจาก column ดวย Elution buffer เพ่ิมช้ิน DNA ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) โดยเตรียมสารละลายในหลอดทดลองซึ่งประกอบดวย master mix PCR (125 mM KCl, 75 mM Tris-HCl, 
pH 8.3, 3.75 mM Mg(OAc)2, 500 µM dNTP), 40 ng ของ DNA, 4.8 µM ของ primer Sal-F  และ Sal-R ซึ่งมี
ลําดับเบสดังน้ี Sal-F 5′GGATCCGGCATTGCCGTTAG3′และ Sal-R 5′ GTCTTTTTTTGCC ATTTCTTGG3′ 
ปริมาณสารละลายท้ังหมด 50 ไมโครลิตร เขาเครื่อง thermal cycle ตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอโดยนํามาแยกบน 
agarose gel แลวถายภาพจาก agarose gel ดวยเครื่อง Gel Documentation 1000 (Bio-Rad, 
California, USA) สกัดช้ิน PCR ออกจาก agarose gel เพ่ือเตรียมช้ิน DNA สําหรับเปน positive control 
เมื่อไดช้ิน PCR product ตองยืนยันผลท่ีไดโดยนํามาหาลําดับนิวคลไีอไทดเพ่ือเปรยีบเทียบกับฐานขอมูลสากล
โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด ดวยเครื่อง DNA Sequencer 377 เพ่ีอยืนยันช้ิน DNA ท่ีไดเปน PCR product 
จากเช้ือ Salmonella Spp. แลวนําลําดับเบสท่ีไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลนิวคลีโอไทดสากล นําช้ินสวน 
DNA ฝากถายยีนเขาสู Topo TA Cloning เตรียม recombinant DNA เพ่ือใชเปน positive control โดย
เก็บโคโลนีท่ีไดใน 20% กลีเซอรอล ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.3 ศึกษาสภาวะเหมาะสมสําหรับการตรวจสอบดวย Real-time PCR หลังจาก pre enrichment 
เช้ือ ดวยอาหาร Peptone Water นํา enrichment culture ปริมาณ 1-2 มิลลิลิตร มาสกัด DNA ดวย 
Commercial kit นํา DNA ท่ีสกัดไดมาตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR โดยใช primer และ probe ท่ีมี
ลําดับนิวคลีโอไทดดังน้ี Primer Sal-F 5′GGATCCGGCATTGCCGTTAG3′, Sal-R 5′GTCTTTTTTTGCCA 
TTTCTTGG3′และ probe 5′(FAM)-CTAGCCTGGGAACCTCCATA-(TAMRA)-3′ (Boyd et al.,1993) เพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมหลังจากผสมสารละลายตางๆ primer–F, R 200 nM, TaqMan Master Mix PCR 10 µL, 
Probe Sal 200 nM, DNA 50-100 ng เขาเครื่อง Real-time PCR โดยตั้งรอบดังน้ี อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 นาที 1 รอบ 95 องศาเซลเซียสเวลา 10 นาที 1 รอบ ตอดวยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเวลา 15 วินาที
และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที จํานวน 40 รอบ 

2.4 ศึกษาความไวของปฏิกิริยาท่ีใชสําหรับตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยเทคนิค  Real-time PCR 
ตัวอยาง DNA ของเช้ือ Salmonella เจือจางเริ่ม 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001% นํา DNA ท่ีสกัดไดมา
ตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR 

2.5 ตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลดวยเทคนิค Real-time PCR 
โดยแบงกลุมตัวอยางอาหารฮาลาลแปรรูปท่ีใชในการศึกษา ออกเปนสองวิธีตรวจสอบ คือ การตรวจสอบเช้ือ 
Salmonella spp. ดวยวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Singlepath® Salmonella เปรียบเทียบกับ
การตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR 
 

ผลการวิจัย 
1. การตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบตอทางอิมมูโนวิทยาใช 

Singlepath® Salmonella ตามวิธี AOAC 060401 ซึ่งเปนเทคนิคการตรวจสอบทางอิมมูโนวิทยา คือการจับ
กันของแอนติเจนและแอนติบอดี เมื่ออานผลท่ีได พบวา เช้ือ Salmonella spp. ใหผลเปนบวกจะปรากฏแถบ
ตรงตําแหนง Test line (T line) และ Control line (C line)  ซึ่งบริเวณของ T line จะเปนบริเวณท่ีมีโปรตีนท่ี
จําเพาะตอเช้ือ Salmonella spp. ขีดอยู ถาในตัวอยางมีเช้ือ Salmonella spp. หลังจากท่ีสกัดโปรตีนแลว
นํามาหยดบนชุดทดสอบแลว จะเกิดการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดีและเกิดเปนแถบสีปรากฏใหเห็นได
เน่ืองจากแอนติบอดีท่ีขีดท่ีเสน T line ไดเช่ือมอยูกับอนุภาคทองคําหรืออนุภาคท่ีทําใหเกิดสีได (ภาพท่ี 1A) 

2. พัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. เตรียมตัวอยางสําหรับใช
เปน Positive control เช้ือมาตรฐานมาสกัด DNA แลวเพ่ิมช้ิน DNA ในสวนยีนท่ีสนใจดวยเทคนิค PCR ยอม
แถบ DNA ตรวจสอบผลภายใตแสง UV เห็นแถบ DNA ขนาดประมาณ 97 คูเบส (ภาพท่ี 1B) การตรวจสอบ
การเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดของ PCR product ท่ีไดนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดนําผลท่ีได BLAST สู
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ฐานขอมูลสากล เพ่ือตรวจสอบช้ิน DNA ท่ีเพ่ิมปริมาณไดวาเปนช้ิน DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ผลคือ 
มีความเหมือนคลายคลึงกับเช้ือ Salmonella spp. 

2.1. ศึกษาสภาวะเหมาะสมสําหรับการตรวจสอบดวย Real-time PCR หลังจาก pre enrichment 
เช้ือ ดวยอาหาร peptone water ระยะเวลา 16 ช่ัวโมง นํามาสกัด DNA ดวย Commercial kit แลวเพ่ิมช้ิน 
DNA ในสวนยีนท่ีสนใจดวยเทคนิค Real–time PCR โดยผลเปนบวกปรากฏสัญญาณฟลูออเรสเซนซในตัวอยางท่ี
วิเคราะหปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. และใหผลลบถาในตัวอยางท่ีไมมีการปนเปอน  

2.2. ศึกษาความไวของปฏิกิริยาท่ีใชสําหรับตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยเทคนิค  
Real-time PCR ตัวอยางท่ีใชในการศึกษาคือ DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ความเขมขนตางๆ เชน 10, 1, 
0.1, 0.01 และ 0.001% ตัวควบคุมท่ีเปนบวกและตัวควบคุมท่ีเปนลบ สกัด DNA และเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมดวยเทคนิค Real-time PCR ซึ่งใหผลเปนบวกถามีการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมจะปรากฏสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนซและใหผลเปนลบถาไมเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมหลังจากทําปฎิกิริยาดังภาพท่ี 2A  

 

    
ภาพท่ี 1 แสดงภาพผลการตรวจสอบเช้ือ  Salmonella spp. ดวย Singlepath® Salmonella (A), PCR 

Product ท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณ DNA ในสวนยีน invA โดย lane 1: 100 bp marker, lane 2: 
Salmonella spp. ครั้งท่ี 1, lane 3: Salmonella spp. ครั้งท่ี 2 

 
2.3 ความใชไดของวิธีการตรวจหาการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล

ดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบตอดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ผล
ตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. โดยวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ หลังจากเลี้ยงเช้ือในอาหาร buffer 
peptone water นํามาเลี้ยงตอในอาหาร selective medium เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทดสอบตอตามวิธี  
Singlepath® Salmonella โดยในการทดลองมีตัวควบคุมท่ีเปนบวก คือ เช้ือ Salmonella Enteritidis 
(ATCC 15676) จะปรากฏแถบ 2 แถบท้ังตําแหนง C และ T ในตัวอยางอาหารฮาลาล หากไมมีการปนเปอน
จากเช้ือ Salmonella spp.  จะปรากฏเฉพาะแถบ C เทาน้ัน พบวา จากการตรวจสอบการปนเปอนจาก
อาหารฮาลาล จํานวน 20 ตัวอยางอาหารท้ังหมด ไมพบการปนเปอนเช้ือซึ่งจะปรากฏเฉพาะแถบ C เทาน้ัน
 อาหารสวนท่ีสองนํามาตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR หลงัจากนําตัวอยางอาหารท่ีตองการ
ตรวจสอบมา  pre-enrichment ดวยอาหารเลี้ยงเช้ือ  peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เวลา 16 ช่ัวโมง นํามาสกัด DNA ทดสอบการปนเปอนดวยเทคนิค Real–time PCR จากการตรวจสอบ
ตัวอยางอาหารจํานวน 20 ตัวอยางอาหาร ท้ังหมดพบวา ไมมีการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. เพราะไม
ปรากฏสัญญาณฟลูออเรสเซนซเมื่อวิเคราะหผลใหผลเปนลบโดยใหผลเหมือนตัวควบคุมที่เปนลบซึ่งใน
การทดลองมีตัวควบคุมที่เปนบวกจะปรากฏสัญญาณฟลูออเรสเซนซดังภาพที่ 2B นําผลการตรวจหา
การปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบกับ
เทคนิคเพาะเลี้ยงและใช Singlepath® Salmonella ดังตารางท่ี 1  

97 คูเบส 

500 bp 

100 bp 

1       2      3 

A B 

20  
 



วารสารวิชาการ ปขมท. 7(2): 17 - 23  พจชนาถ พัทบุรี และคณะ 

 

  
ภาพท่ี 2 ความไวของปฏิกิรยิา Real-time PCR ตรวจสอบ  DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ความเขมขน

ตางๆ 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001% (A), ผลการตรวจหาการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ใน
ผลิตภณัฑอาหารฮาลาลดวยเทคนิค Real-time PCR (B) 

 
ตารางท่ี 1 แสดงผลการตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลดวยเทคนิคเพาะเลี้ยง

และใช Singlepath® Salmonella เปรียบเทียบกับเทคนิคReal-time PCR 

ตัวอยางที ่ ชื่อ 
ผลการตรวจสอบดวยเทคนิคเพาะเลีย้ง
และใช Singlepath® Salmonella 

ผลการตรวจสอบดวย
เทคนิค Real-time PCR 

1 กุงสม - - 
2 บูดู - - 
3 ทุเรียนกวน - - 
4 รังนกบรรจุขวด - - 
5 ขาวเกรียบปลาทอด  - - 
6 มินิค็อกเทลไก  - - 
7 ไสกรอกไทยอีสานไก - - 
8 น้ําพริกกุง - - 
9 น้ําพริกมะขามกุงแหง - - 
10 น้ําพริกกุงเสียบทรงเคร่ือง - - 
11 แกงไตปลาสําเร็จรูป - - 
12 วุนสําเร็จรูป - - 
13 ลูกชิ้นปลา ญี่ปุน43 - - 
14 ไขปลา - - 
15 ลูกชิ้นปลา - - 
16 ปลามวน - - 
17 ปูอัด - - 
18 เตาหูซีฟูด - - 
19 แซนดวิชปลา - - 
20 ลูกชิ้นปลาแซลมอน - - 
21 เชื้อ salmonella เจือจาง 10% + + 
22 เชื้อ salmonella เจือจาง 1% + + 
23 เชื้อ salmonella เจือจาง 0.1% + + 
24 เชื้อ salmonella เจือจาง 0.01% + + 
25  เชื้อ salmonella เจือจาง 0.001% + + 
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อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 
  Salmonella spp. เปนแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ การตรวจหายีนของ
เช้ือจากตัวอยางโดยตรง จะตองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR โดยตอง
เตรียมตัวควบคุมท่ีเปนบวกโดยเปนช้ินสวนของเช้ือเทาน้ันเพ่ือลดการปนเปอนเช้ือในการทดสอบแตละครั้ง โดย
จะยืนยันช้ิน DNA ท่ีได ตรวจสอบการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR โดยวิธี DNA 
sequencing และผลท่ีไดนําเขาสูฐานขอมูลสากล พบวา ลําดบันิวคลีโอไทดท่ีไดคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของเช้ือ Salmonella spp. ในฐานขอมูลสากล NCBI แลวฝากถายยีนเขา TOPO Cloning kit ในการศึกษาครั้งน้ี
จะตรวจหาเช้ือ Salmonella โดยเลือกยีน invA ซึ่งเปนยีนท่ีมีความคงท่ีและพบไดในเช้ือ salmonella หลาย
สายพันธุ (Boyd et al.,1996) ความไวของปฏิกิริยา เมื่อนํา DNA มาเจือจาง พบวา สามารถตรวจสอบ
การปนเปอนระดับท่ีนอยท่ีสุดเพียง 0.0001% ซึ่งในการทดลองหาความไวในการตรวจสอบของเช้ือ 
Salmonella spp. ในป ค.ศ. 2006 Petra และคณะ ไดศึกษาวิธีการสกัด DNA ของเช้ือ Salmonella spp. โดย
ทําการกรองนํ้าเกลือท่ีไดจากการชะตัวอยางท่ีทําการตรวจหาเช้ือ Salmonella ในการทดสอบไดใชกระดาษกรอง
สําหรับกรองเช้ือหลายชนิด เพ่ือใหทราบวาเมื่อทําการสกัดแลวกระดาษกรองชนิดใดท่ีไดปริมาณ DNA มากท่ีสุด
ซึ่งพบวา กระดาษกรองชนิด Cheesecloth พบแบคทีเรียท่ีสนใจในปริมาณมากท่ีสุด แลวใชเทคนิค Real-time 
PCR ตรวจสอบเช้ือ พบวา ปริมาณนอยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจสอบไดอยูท่ี 2.2 CFU/100 ml (Petra et al., 2006) 
ตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลและตรวจสอบวัตถุดิบท่ีใชในการผลิต 
ผลท่ีไดพบวา เมื่อใช primer และ probe ท่ีเลือกใชใหผลสอดคลองกับเทคนิคการดวยสอบดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือ
แลวนํามาตรวจสอบดวย Singlepath® Salmonella (Merck, Germany) ซึ่งเปนวิธีท่ีไดรับการรับรอง โดยใน
การทดลองตรวจสอบอาหารท้ังหมด 20 ชนิดซึ่งไมพบการปนเปอนของเช้ือ Salmonella spp. โดยในทุกครั้งท่ี
ทําการทดลองจะมีตัวควบคุมท่ีใหผลบวก คือ เช้ือ Salmonella Enteritidis (ATCC 15676) ทําควบคูไปกับ
การทดลองทุกครั้งไมพบผลบวกปลอม ซึ่งเช้ือ Salmonella spp. ในธรรมชาติอาจพบไดยากแตเน่ืองจากเปน
เช้ือควบคุมตองไมพบในอาหารท่ีบริโภค ดังน้ันจึงจําเปนตองทําการตรวจสอบการปนเปอน โดยเทคนิค 
Real-time PCR เปนเทคนิคท่ีใหผลเหมือนกับเทคนิคการเพาะเลี้ยงเช้ือ ซึ่งผลท่ีไดสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Luke และคณะ ป ค.ศ. 2002 ใชเทคนิค Real-time PCR มาตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. ซึ่งเช้ือระบาดใน
ประเทศอเมริกาและมีผูปวยจํานวนประมาณ 1.4 ลานคน โดยไดทําการสกัด DNA ของเช้ือ แลวนํามาตรวจสอบ
ดวย hybridization probe ท่ีติดฉลากกับ 6-carboxyfluorescein (report dye)และ 6-carboxytetramethyl 
rhodamine (quencher dye) เพ่ือสามารถตรวจหาเช้ือไดอยางรวดเร็ว พบวาเทคนิค Real-time PCR ใหผล
เหมือนกับเทคนิคการตรวจสอบดวยวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ (Luke et al., 2002) เทคนิค Real-time PCR เปนเทคนิค
ท่ีไวกวาโดยใชเวลาในการตรวจสอบ 20 ช่ัวโมง นับตั้งแตการ enrichment เช้ือ โดยใชเวลา 20 ช่ัวโมง สามารถ
นํามาสกัด DNA และตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในอาหารได ซึ่งจะใหผลท่ีรวดเร็วกวาวิธี
เพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบดวย Singlepath® Salmonella (Merck, Germany) ประมาณ 3 วัน ซึ่งเปนการเพ่ิม
ความมั่นใจและลดระยะเวลาการตรวจสอบการปนปอนของเช้ือใหผูบริโภคได และสามารถสรุปเพ่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการตรวจสอบดวยเทคนิคเพาะเลี้ยงและเทคนิค Real time PCR ไดดังน้ี 
 

หัวขอ เทคนิคเพาะเลี้ยงและทดสอบดวย Rapid test เทคนิค Real time PCR 
ระยะเวลา 50 ชั่วโมง 19  ชั่วโมง 
ตนทุนการทดสอบ ประมาณ  750 ประมาณ 200 
วัสดุและสารเคมี มีอายุการใชงานไมเกิน 1 ป มีอายุการใชงานมากกวา 1 ป 
ใชเชื้อ Positive 
control 

ใชเชื้อที่มีชีวิตเปน positive control จําเปนตอง
อบทําลายเชื้อกอนทิ้ง 

ใชชิ้นสวนยีนที่ฝากถายเปน positive 
control ไมตองอบทําลายเชื้อกอนทิ้ง 
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