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บทคัดยอ 

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือตรวจหาเช้ือ Escherichia coli O157 ในอาหารดวยวิธี Real-time 
PCR และยืนยันผลดวยวิธีมาตรฐานโดยใชชุดทดสอบทางการคา Rapid test Single path® E. coli O157 
(AOAC 010407) ท่ีมีความจําเพาะกับเช้ือ E. coli O157 โดยศึกษาในกลุมตัวอยางผลิตภัณฑอาหารฮาลาลจําน
วน 20 ตัวอยาง พบวา การตรวจหาดวยเทคนิค Real-time PCR มีความจําเพาะกับเช้ือ E. coli O157 โดยให
ผลบวกเฉพาะเช้ือ E. coli O157 แตใหผลลบในตัวอยางท่ีไดจากเช้ือชนิดอ่ืน ระยะเวลาในการตรวจสอบรวดเร็ว
กวาเทคนิคตรวจสอบดวยวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบดวยชุดทดสอบ เน่ืองจากสามารถตรวจสอบการปนเปอน
ของเช้ือหลังจากบมระยะเวลา 16 ช่ัวโมง เมื่อศึกษาความไวของปฏิกิริยาโดยใชเช้ือบริสุทธ์ิ E. coli O157 ท่ีมี
ความเขมขนตางๆ ไดแก เช้ือท่ีไมเจือจาง (100%) เช้ือท่ีเจือจางความเขมขน 10, 1, 0.1, และ 0.01% โดย
สามารถตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157 ไดท่ีความเขมขนต่ําสุด คือ 0.01% เมื่อศึกษาประสิทธิภาพ
ในการตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157 ในผลิตภัณฑอาหารและวัตถุดิบท่ีผลิตอาหารฮาลาลท่ีใชใน
การผลิตดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบผลกับการตรวจสอบเชื้อดวยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
พบวา ใหผลเหมือนกันโดยทุกครั้งท่ีทําการตรวจสอบจะมีตัวอยางเช้ือควบคุมท่ีเปนบวกทําปฏิกิริยาควบคูเสมอ 
คําสําคัญ: E. coli O157, Real-time PCR , AOAC010407 
 

Abstract 
This study aimed to detect Escherichia coli O157 in food by Real-time PCR and 

confirmed by standard methods using a test kit commercially Rapid test Single path® E. coli 
O157 (AOAC 010407), which is specific to E. coli O157. In this study, there were totally 20 
samples. A specificity-species of Real-time PCR was positive only E. coli O157:H7 DNA. For 
another species showed negative result. The real-time PCR technique detect E. coli O157 faster 
than standard methods, after an incubation period of 16 hours. The sensitivity of real-time PCR 
gave the best result at ratio of 0.01%. The efficiency of real-time PCR to detect E. coli O157 in 
halal food and raw material was not diferent with immune technique and positive control 
reaction was also provided at anytime of testing. 
คําสําคัญ: E. coli O157, Real-time PCR , AOAC010407 

 
 
 

1 ศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ จังหวัดสงขลา 90110  
1 Scientific Equipment Center, Prince of Songkla University, Hat Yai Campus, Songkla, 90110 
*Corresponding author: e-mail: pojchanad.j@psu.ac.th 
Received: 6 January 2019, Revised: 16 February 2019, Accepted: 26 March 2019, Published: 29 April 2019 

 55 
 

                                                           



การพัฒนาวิธีตรวจสอบเชื้อ Escherichia coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล 

บทนํา 
การแปรรูปผลิตภัณฑจากเน้ือสัตวมีโอกาสปนเปอนจากจุลินทรียกอโรคไดงายซึ่งการเตรียมผลิตภัณฑ

จะตองระมัดระวัง ตัวอยางเช้ือโรคอาหารเปนพิษท่ีอาจปนเปอนมีหลายชนิดและเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสําคัญ
ดานความปลอดภัยอาหาร ไดแก เช้ือ Escherichia coli O157 เปนแบคทีเรียสาเหตุการระบาดของโรคอาหาร
เปนพิษในหลายประเทศท่ัวโลก จัดอยูในกลุม  EHEC ท่ีสรางสารพิษ Verotoxin (VTEC) โดยมีหลาย serotype 
ท่ีมักกอโรค ไดแก serotype O157:H7 แตอาจพบ serotype อ่ืน เชน O26, O111, O104 เปนตน® ผูติดเช้ือ
จะมีอาการทองเสีย ถายอุจจาระเปนนํ้า หรืออาการลําไสอักเสบ มีเลือดออก ถายเปนเลือดสด ผูปวยท่ีถายเปน
เลือดสดโดยเฉพาะเด็กเล็กและผูสูงอายุมีความเสี่ยงตอการเสียชีวิตได (Beneduce et al., 2003)การตรวจ
วินิจฉัยทางหองปฏิบัติการมีหลายวิธี เชน การเพาะแยกเช้ือจากตัวอยางหรือวิธีการตรวจหา Shiga toxin (Stx) 
โดยการทดสอบ cytotoxin จากตัวอยางโดยตรง (Mansour et al., 1993) การตรวจทางอิมมูโนวิทยาขอดี คือ
ตรวจงาย รวดเร็ว ขอเสีย คือ ชุดนํ้ายามีราคาแพงและไมสามารถเก็บตัวอยางเช้ือไวศึกษาตอได ระยะเวลาตั้งแต
เพาะเช้ือถึงการทดสอบกับ E. coli O157 antiserum ซึ่งระยะเวลาทราบผลประมาณ 9 วันและตองอาศัย
ผูเช่ียวชาญทางแบคทีเรียในการแยกเช้ือและการตรวจสอบเพ่ือจําแนกชนิดเช้ือ โดยราคาในการตรวจสอบ
เชื้อแตละชนิดราคาคอนขางสูง การตรวจหายีนท่ีควบคุมการสราง O157 และ Shiga toxin จากตัวอยาง
โดยตรง ซึ่งทําไดหลายวิธีเชน  colony hybridization (Feng et al., 1998) โดยการ blot ตัวอยางใหติดบน
เมมเบรนและใหทําปฏิกิริยา hybridization กับ DNA probe โดยท่ีจําเพาะ แต Shiga toxin แบงเปนกลุม
ยอยจึงตองทําการทดลองกับ DNA probe หลายตัว ดวยเหตุนี้จึงมีการพัฒนาเทคนิคตางๆขึ้นมาใชเพื่อ
วินิจฉัยเชื้อ เชน การตรวจสอบระดับ DNA ดวยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งไดรับ
ความสนใจและมีการศึกษาวิจัยอยางกวางขวางเปนการเพ่ิมจํานวน DNA ในหลอดทดลองหรือ PCR (Oberst 
et al., 1998) แตเทคนิค PCR ยังคงมีขอจํากัด คือ หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการ PCR แลว ตองนําผลิตภัณฑ
จากกระบวนการ PCR Product ไปตรวจสอบขนาดดวยการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาบน agarose gel 
(Holland et al., 2000)  นอกจากน้ีมีการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือ E. coli O157 โดย Calderwood 
และคณะในป 1987 (Calderwood et al., 1987) วิธีท่ีนิยมในปจจุบันคือ การเพ่ิมจํานวน DNA ในหลอด
ทดลองหรือ Polymerase chain reaction (PCR) (Oberst et al., 1998) ปจจุบันจึงมีการนําเทคนิค Real-
time PCR  เขามาใชเพ่ือลดข้ันตอนการตรวจสอบและเพ่ือเปนการปองกันการปนเปอนผลิตภัณฑจาก PCR โดยลด
ข้ันตอนการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา เพ่ือสามารถตรวจหาดีเอ็นเอของเช้ือท่ีทําใหเกิดโรคทางเดินอาหารเปน
พิษ (Sharma et al.,1999)  เปนวิธีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอดีเอ็นเอของเช้ือและมีความไวสูง สามารถ
ตรวจสอบเช้ือท่ีตองการไดในปริมาณเพียงเล็กนอยและใชเวลาในการตรวจสอบโดยประมาณ 45 นาทีหลังจาก
สกัดดีเอ็นเอ (Spano et al.,2005) สามารถประยุกตใชในการตรวจหาการปนเปอนของเช้ือในอาหารตาม
กระบวนการผลิตอาหารทําใหเกิดความปลอดภัยตอผูบริโภคและลดการแพรระบาดของเช้ือสูคน ตอมาไดมี
การศึกษาหาลําดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด 

โดยงานวิจัยไดนําเทคนิค Real-time PCR ตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือและเพ่ือลดการเพาะเลี้ยงเช้ือ 
E. coli O157 มาใชเปนตัวควบคุมคุณภาพการตรวจสอบ ไดเตรียม Positive control โดยฝากถายยีนของเช้ือท่ี
สนใจเขาสู TA Topo cloning โดยไมจําเปนตองนําเช้ือ E. coli O157 ท่ีสามารถกอโรคไดปนเปอนในระบบ
เหมือนวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือดังเดิม และประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเช้ือ 
E. coli O157 จากตัวอยางอาหารผลิตภัณฑอาหารฮาลาล ซึ่งไดทําการตรวจหาเช้ือท่ีปริมาณตํ่าสุด (limit of 
detection) จากตัวอยางอาหารท่ีจําลองการปนเปอน โดยทําการทดลองเปรียบเทียบกับวิธีตรวจหาเช้ือโดย
เทคนิคทางอิมมูนซึ่งเปนวิธีท่ีใชในปจจุบันเพ่ือเปนแนวทางในการตรวจสอบท่ีมีคุณภาพและประหยัดท้ังเวลา
รวมท้ังคาใชจายในการตรวจหาเช้ือ 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. การพัฒนาวิธีตรวจหาเช้ือ E. coli O157 โดยเทคนิค Real-time PCR และใช Recombinant DNA 

เพ่ือตรวจสอบคุณภาพการวิเคราะห 
2. ศึกษาความไวของการตรวจสอบเช้ือ E. coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR 
3. ศึกษาความคุมคาในการนําเทคนิค Real-time PCR มาใชตรวจสอบหาเช้ือ E. coli O157 ในอาหาร

ฮาลาลเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
เชื้อจุลินทรียมาตรฐาน 

เช้ือ E. Coli O157 มาตรฐานจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย (DMST 30535) 
ตัวอยางอาหารท่ีใชตรวจวิเคราะห 

ตัวอยางอาหารฮาลาลท่ีผานการแปรรูปจํานวน 20 ตัวอยาง ไดแก กุงสม บูดู ทุเรียนกวน รังนกบรรจุขวด
ขาวเกรียบปลาทอด มินิค็อกเทลไก ไสกรอกไทยอีสานไก นํ้าพริกกุง นํ้าพริกมะขามกุงแหง นํ้าพริกกุงเสียบ
ทรงเครื่อง แกงไตปลาสําเร็จรูป วุนเสนสําเร็จรูป ลูกช้ินปลาญี่ปุน ไขปลา ลูกช้ินปลา ปลามวน ปูอัด เตาหูซีฟูด
แซนดวิชปลาและลูกช้ินปลาแซลมอนโดยตัวอยางกอนทําการทดสอบเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอน
นํามาสกัด DNA 
อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับตรวจวิเคราะหเชื้อ E.coliO157 ตามวิธีมาตรฐาน (AOAC 010407) 

โดยวิธีเพาะเลี้ยง E. coli O157:H7 บมเช้ือในอาหาร mEC (Merck, Germany) ท่ีอุณหภูมิ35-37 
องศาเซลเซียส 22±24 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนํา Culture media มาทดสอบเช้ือตามวิธี Single path® E. coli 
O157 โดยนํา enrichment culture ปริมาณ 1-2 มิลลิลิตร ทดสอบตามวิธี Single path® E. coli O157 
การตรวจสอบเชื้อ E.coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR 

1. Oligonucleotide primer ซึ่ง Primerท่ีใชตรวจสอบเช้ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสวน eae gene 
โดยมี  primer  คือ E.coH F 5’TGGTACGGGTAATGAAAA 3’ และ  E.coH R 5’AATAGCCTGGTAGTCTTGT3’ 
(Ellingson et al., 2005) 

2. การเตรียม Positive control เพ่ือใชตรวจสอบคุณภาพการตรวจวิเคราะหลดการใชเช้ือกอโรค 
E.coli O157สําหรับตรวจสอบคุณภาพการตรวจวิเคราะห โดยฝากถายยีนท่ีสนใจเขาสู TA Cloning kit ไดนํา
เช้ือ Escherichia coli O157:H7 ท่ีบมในอาหารเลี้ยงเช้ือ mEC broth ท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส
16±19 ช่ัวโมง นํามาสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัด GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit(Vivantis, Malaysia.) 
เพ่ิมช้ินสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยเตรียมสารละลายในหลอดทดลอง
ซึ่งประกอบดวย Master Mix PCR (125 mMKCl, 75 mMTris-HCl, pH 8.3, 3.75 mM Mg(OAc), 500 µM 
dNTP), 50-100 นาโนกรัมของ DNA, 10 µM ของ primer E.coH F  และ E.coH R ปริมาณสารละลาย
ท้ังหมด 50 ไมโครลิตร เขาเครื่อง thermal cycle ตรวจสอบช้ินดีเอ็นโดยนํามาแยกบน 1.5% agarosegel  
ตรวจสอบผลภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel-Documentation 1000 (Bio-Rad, California, USA) หลังจากได
ช้ิน PCR แลวนํามาหาลําดับดีเอ็นเอของ PCR product ท่ีได โดยนําช้ินสวนดีเอ็นเอมาหาลําดับนิวคลีโอไทด
ดวยเครื่อง DNA Sequencer 377 ยืนยันช้ินสวนดีเอ็นเอเปนยีนของเช้ือโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูลสากล 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีศึกษาลําดับดีเอ็นเอแลว นํามา
ฝากถายยีนเขาสู Topo TA CloningKit (Invitrogen,United States) เตรียม recombinant DNA เพ่ือใชเปน 
positive control โดยเก็บโคโลนีท่ีไดใน 20% กลีเซอรอลท่ีอุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

3. ตรวจสอบเช้ือ Escherichia coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR นําเช้ือ Escherichia coli 
O157E (DMST 30535) ท่ีบมใน mEC+n broth ปริมาณ 225 มิลลิลิตร 35-37 องศาเซลเซียส 14-16 ช่ัวโมง 
สกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัด GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit(Vivantis, Malaysia) ตรวจสอบดวยเทคนิค 
Real-time PCR โดยใช SYBR Green assay ซึ่งสาร SYBR Green excitation wavelength ในชวงท่ี 497 นาโนเมตร
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การพัฒนาวิธีตรวจสอบเชื้อ Escherichia coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล 

ในการกระตุนสียอมใหเกิดปฏิกิริยาและเปลงแสง emission wavelength ท่ี 520 นาโนเมตร เตรียมสารละลาย
ในหลอดทดลองปริมาตรสุทธิ 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวยสวนผสมของ forward primer และ reverse 
primer ความเขมขน 10 ไมโครโมล, 1X Power SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher 
Scientific, USA)  DNA ที่สกัด 50-100 นาโนกรัม ปริมาณดีเอ็นเอตนแบบที่ใชทดสอบหรือควบคุม
ปฏิกิริยา 1 ไมโครลิตรและปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ ผสมสารละลายตางๆ เขาเครื่อง Real-time PCR 
โดยตั้งรอบดังน้ี อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที 1 รอบ 95 องศาเซลเซียสเวลา 10 นาที 1 รอบตอ
ดวยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเวลา 15 วินาทีและอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาทีจํานวน 40 รอบ
ตรวจสอบผลสัญญาณฟลูออเรสเซนตโดยมี Positive control จาก Recombinant DNA สําหรับตรวจสอบ
คุณภาพการตรวจวิเคราะหหาความไวของปฏิกิริยาและตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157 ในผลิตภัณฑ
อาหารฮาลาลดวยเทคนิค Real-time PCR ตัวอยางเช้ือ E. coli O157 เจือจางท่ี 100, 10, 1, 0.1, 0.01 และ 
0.001% ตามลําดับและผลิตภัณฑอาหารฮาลาล นํามาตรวจสอบการปนเปอนเช้ือดวยเทคนิค Real-time PCR 
ยืนยันผลดวยเทคนิคมาตรฐานโดยการเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบตอดวยวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Single 
path® Escherichia coli O157:H7 (Merck, Germany)  
 

ผลการวิจัย 
1. การตรวจหาเช้ือ E. coli O157 โดยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค Real-time PCR 

ไดเตรียม Recombinant DNA เพ่ือใชเปน Positive control เมื่อเพ่ิมช้ินสวนดีเอ็นเอในสวนยีนท่ีสนใจดวย
เทคนิค PCR ยอมแถบ DNA ตรวจสอบผลภายใตแสง UV ปรากฏช้ิน PCR ขนาดประมาณ 90 คูเบส (ภาพท่ี 1 
A) นํา PCR product ท่ีไดมาหาลําดับนิวคลีโอไทดดังภาพ chromatogram ของช้ินสวนดีเอ็นเอ(ภาพท่ี 1 B) 
นําผลท่ีไดตรวจสอบกับลําดับ DNA ในฐานขอมูล NCBI หาความเหมือนหรือคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดใน
ฐานขอมูลสากลในโปรแกรมบน Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) โดยใชเมนู blastn เพ่ือ
ตรวจสอบช้ินสวนดีเอ็นเอ ท่ีเพ่ิมปริมาณไดวาเปนช้ิน DNA ของเช้ือ Escherichia coli O157 ผล คือ มีความ
เหมือนคลายคลึงกับเช้ือ E. coli O157 
           A       B 

                                    
ภาพท่ี 1 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือEscherichia coli O157 ดวยเทคนิค PCR (A) โดย lane 1: 100 

bp marker, lane 2: E. coli O157, chromatogram ของช้ินสวนดีเอ็นเอของ E .coli O157(B) 
 

2. หาความไวของปฏิกิรยิาและตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157ในผลิตภณัฑอาหารฮาลาล  
พบวา หลังจากตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ  E. coli O157  เจือจาง เช้ือท่ีความเขมขนตางๆ ไดแก 100%, 10%, 
1%, 0.1% และ 0.01% และในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล โดยไดยืนยันผลตรวจสอบดวยวิธีมาตรฐาน 
(ภาพท่ี 2) ผลการทดสอบพบวา ท้ังสองวิธีสามารถตรวจพบเช้ือท่ีความเขมขนต่ําสุด 0.01% (ตารางท่ี 1) และใหผล
ตรวจสอบไมแตกตางกันในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล โดยตรวจไมพบเช้ือดังกลาวในทุกตัวอยางท่ีตรวจสอบ โดย
ผลลบ คือ ไมพบเช้ือ (-) กรณีผลบวกท่ีพบเช้ือ (+) (ตารางท่ี 1) เมื่อพิจารณาความคุมคาของวิธีท่ีใชสําหรับ

90 คูเบส 100 คูเบส 

500 คูเบส 
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ตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR สามารถทราบผลการตรวจสอบไดเร็วกวา
โดยใชเวลาในการตรวจสอบ19 ช่ัวโมงนับตั้งแตการ enrichment เช้ือซึ่งจะใหผลท่ีรวดเร็วกวาวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ
และทดสอบดวยวิธีมาตรฐานประมาณ 6 ช่ัวโมงและราคาการตรวจสอบถูกกวา นอกจากน้ีไมไดใชตัวอยางเชื้อ E. 
coli O157  ท่ีกอโรคเพื่อตรวจสอบคุณภาพการวิเคราะห เพื่อลดคาใชจายการทําลายเช้ือหลังจากทดสอบ
และปองกันไมใหเกิดการปนเปอนเช้ือในระบบ ซึ่งเปนการเพ่ิมความมั่นใจและลดระยะเวลาการตรวจสอบ
การปนปอนของเช้ือใหผูบริโภคไดและสามารถสรุปเพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบดวยเทคนิค
เพาะเลี้ยงและเทคนิค Real-time PCR ไดดังในตารางท่ี 2 
 

 
 

ภาพท่ี 2 แสดงความไวของปฏิกิรยิา Real-time PCR ตรวจสอบเช้ือ Escherichia coli O157:H  
 

ตารางท่ี 1 แสดงผลการตรวจสอบตัวอยางอาหารดวยเทคนิค Real-time PCR และวิธีมาตรฐาน 
ตัวอยางที่ ชื่อ ผลการตรวจสอบดวยวิธีมาตรฐาน ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค 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 ลูกชิ้นปลาญี่ปุน - - 
14 ไขปลา - - 
15 ลูกชิ้นปลา - - 
16 ปลามวน - - 
17 ปูอัด - - 
18 เตาหูซีฟูด - - 
19 แซนวิชดปลา - - 
20 ลูกชิ้นปลาแซลมอน - - 
21 E. coli O157 ไมเจือจาง + + 
22 E. coli O157 เจือจาง 10% + + 
23 E. coli O157เจือจาง 1% + + 
24 E. coli O157เจือจาง 0.1% + + 
25 E. coli O157เจือจาง 0.01% + + 

Cycle number 
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ตารางท่ี 2 ประเมินความคุมคาการตรวจสอบเช้ือเทคนิค  Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
หัวขอ เทคนิคเพาะเลี้ยงและทดสอบดวย Rapid test เทคนิค Real-time PCR 

ระยะเวลา 25 ชั่วโมง 19 ชั่วโมง 
ความไวในการตรวจสอบ 0.01%  0.01%  
ตนทุนการทดสอบ ประมาณ  500 บาทตอตัวอยาง ประมาณ 200 บาทตอตัวอยาง 
วัสดุและสารเคมี มีอายุการใชงานไมเกิน 1 ป มีอายุการใชงานมากกวา 1 ป 
เชื้อ Positive control ใชเชื้อที่มีชีวิตเปน positive control 

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

 
อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 

การตรวจสอบเช้ือ E. coli O157 เปนแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุการระบาดของโรคทางเดินอาหารเปนพิษ
ในหลายประเทศซึ่งการตรวจทางหองปฏิบัติการดวยวิธีมาตรฐาน โดยการเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบทางอิมมูโนวิทยา
และทดสอบตอดวย Single path® Escherichia coli O157:H7 ซึ่งเปนเทคนิคท่ีใชปจจุบันโดยจะเห็นผลบวก
คือ ปรากฏแถบที่เสน T line เปนบริเวณที่มีโปรตีนที่จําเพาะตอเชื้อ E. coli O157 ขีดอยู ถาในตัวอยางมี
เช้ือ E. coli O157:H7 โดยตัวอยางหลังจากท่ีสกัดโปรตีนแลวนํามาหยดบนชุดทดสอบแลวจะเกิดการจับกันของ
แอนติเจนและแอนติบอดีและเกิดเปนแถบสีปรากฏใหเห็นได เน่ืองจากแอนติบอดีท่ีขีดท่ีเสน T line ไดเช่ือมอยู
กับอนุภาคทองคําหรืออนุภาคท่ีทําใหเกิดสีได กรณีท่ีเปนผลลบจะปรากฏใหเห็นเฉพาะ Control line (C line) 
เพ่ือบงช้ีประสิทธิภาพชุดทดสอบ แตบริเวณ Test line (T line) ไมปรากฏแถบเน่ืองจากไมมีการจับกันของ
แอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งปจจุบันมีชุดนํ้ายาจําหนายในทองตลาด ขอดี คือ ตรวจงาย รวดเร็ว แตชุดนํ้ายามี
ราคาแพงและไมสามารถเก็บตัวอยางไวศึกษาตอได เพ่ือแกไขปญหาการคึกษาครั้งน้ี ไดพัฒนาวิธีตรวจหาเช้ือ
โดยใชเทคนิค Real-timePCR ซึ่งเปนวิธีท่ีไวและเปนวิธีท่ีไดรับการยอมรับ นอกจากน้ีไดพัฒนาใชทอนของยีน
สําหรับตรวจสอบระบบ โดยฝากถายยีนในระบบท่ีไมสามารถกอใหเกิดโรคเพ่ือลดการปนเปอนเช้ือกอโรคเขาสู
หองปฏิบัติการ ใชระยะเวลาเพาะเลี้ยงเช้ือ 16 ช่ัวโมง นํามาสกัดดีเอ็นเอใชเวลา 1 ช่ัวโมง เพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรมดวยเทคนิค Real-time PCR โดยใชเวลา 2 ช่ัวโมง  (Lyons et al., 2000) โดยมีการศึกษาความไว
ของปฏิกิริยาสามารถตรวจสอบการปนเปอนระดับท่ีนอยท่ีสุดเพียง 0.01% ซึ่งจะเปนประโยชนในการตรวจสอบ
ผลิตภัณฑอาหารหรือวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตอาหารท่ีปนแเปอนของเช้ือกอโรคในปริมาณนอย ผลท่ีไดสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Ibekwe et al. (2002) ไดใชเทคนิค Multiplex Real-time PCR ตรวจสอบเช้ือ Escherichia 
coli O157:H7 ในนํ้าเสียสามารถตรวจหาเช้ือระดับต่ําสุดท่ี 7.9 x 10(-5) นอกจากน้ี Sharma ไดใชเทคนิค 
Multiplex Real-time PCR ตรวจหา Escherichia coli O157:H7:H7 ในเช้ือบริสุทธ์ิ ในอุจจาระ และเน้ือเยื่อ 
โดยใช Primer และ probe 3 ชุด โดยขนาด PCR product 160 bpในสวนของ eae gene  ในสวนของ stx1 
gene 150 bpและ 200 bpในสวนของ stx2 gene โดยทําการทดลอง 67 ตัวอยาง โดยชวงความไวของ
ปฏิกิริยาในตัวอยางอุจจาระและเน้ือเยื่อ 104 และ 108 CFU/g ของตัวอยางอุจจาระโดยไมตองเลี้ยงในอาหาร ถา
เลี้ยงในอาหาร non-selective broth ประมาณ 4 ช่ัวโมงและ 16 ชั่วโมงสามารถตรวจสอบไดในระดับ 100-
103 CFU/g (Sharma et al., 2003) การตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157:H7 ในผลิตภัณฑอาหาร
ฮาลาลและตรวจสอบวัตถุดิบท่ีใชพบวา เมื่อตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือในอาหารผลิตภัณฑแปรรูปดวย
เทคนิค Real-time PCR เมื่อยืนยันผลท่ีไดตรวจสอบดวยวิธีมาตรฐานใหผลสอดคลองกัน เนื่องจากไมพบการ
ปนเปอนในผลิตภัณฑอาหาร โดยทุกครั้งท่ีทําการตรวจสอบมตีัวควบคุมท่ีเปนบวกควบคูในการทดลองเสมอ ซึ่งผล
สอดคลองกันกับงานวิจัยของ Ellingson et al. (2005) การตรวจสอบ E. coli O157:H7 ในตัวอยางท่ีเปนเน้ือวัว
ดิบและผลิตภัณฑแปรรูปจากเน้ือวัว โดยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสวนของ eae gene  

 
สรุปผลการวิจัย 

การตรวจสอบเช้ือ Escherichia coli O157:H7 โดยวิธี Real-time PCR และวิธีมาตรฐาน ใหผลไมแตกตาง
จากการตรวจสอบดวยวิธี Real-time PCR การศึกษาครั้งน้ีตรวจหายีนของเช้ือในสวน intimin (eae) gene ดวย
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เทคนิค Real-time PCR เปนวิธีท่ีมีความจําเพาะ รวดเร็วและแมนยํา โดยพบวา ท้ังสองวิธีสามารถตรวจสอบไดท่ี
ความเจือจางท่ี 0.01%  ซึ่งจะเปนประโยชนในการตรวจสอบผลิตภัณฑอาหารหรือวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตอาหารท่ี
ปนเปอนของเช้ือกอโรคในปริมาณนอยเพ่ือควบคุมการแพรระบาดของเช้ือท่ีปนเปอนตัวอยางอาหารอ่ืนและเปน
การประหยัดคาใชจายในภาพรวม นอกจากน้ีผูวิจัยยังมีแนวทางในการใชเทคนิคดังกลาว เพ่ือการตรวจหาเช้ือจาก
ตัวอยางอาหารท่ีใหผลไมชัดเจนจากการตรวจสอบโดยวิธีอ่ืนเพ่ือเพ่ิมความมั่นใจตอผูบริโภค เน่ืองจากเทคนิค 
Real-time PCR สามารถตรวจสอบไดรวดเร็วกวา และคาใชจายในการทดสอบถูกกวาวิธีแบบดั้งเดิม 
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