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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  
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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

1 ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา 90110  
1 Scientific Equipment Center, Prince of Songkla University, Hat Yai Campus, Songkhla, 90110 
*Corresponding author: e-mail: pojchanad.j@psu.ac.th



การตรวจสอบเชื้อ Salmonella spp. ดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีทางอิมมูโนวิทยาในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล 

สัตวท่ีเปนโรคหรือพาหะท่ีมีเช้ือและติดตอโดยทางออมจากการบริโภคอาหารซึ่งเปนแหลงแพรเช้ือ เชน ไข 
เน้ือสัตวและผลิตภัณฑเน้ือสัตว (Boughton et al., 2007) การตรวจวิเคราะหหาเช้ือโรคอาหารเปนพิษท่ีใชใน
ปจจุบัน คือ การเพาะเลี้ยงเช้ือและทําการทดสอบเช้ือท่ีเจริญดวยวิธีทางชีวเคมี โดยการตรวจสอบทางชีวเคมีใช
เวลาในการตรวจสอบประมาณ 5 วัน และตองอาศัยผูเช่ียวชาญทางแบคทีเรียในการแยกเช้ือ (Guard, 2001) 
โดยราคาในการตรวจสอบเช้ือแตละชนิดมีราคาคอนขางสูง ตอมาไดนําวิธีตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. 
ดวยวิธี Rapid test คือ การใชหลักการตรวจสอบทางวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Singlepath® 
Salmonella (Merck, Germany) ซึ่งใชระยะเวลาทดสอบ 3 วัน (Lindhardt et al., 2009) ตอมา
เทคนิคการตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ในระดับ DNA ไดรับความสนใจเน่ืองจากเปนเทคนิคทดสอบ
ใหผลรวดเร็ว ใชเทคนิค Real-time PCR เพ่ือตรวจวิเคราะหหา DNA ของเช้ือ ซึ่งเทคนิค Real-time PCR เปน
วิธีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอ DNA ของเช้ือแตละชนิดและเปนปฏิกิริยาท่ีมีความไวสูง (Huang et al., 2007) 
สามารถตรวจสอบเช้ือท่ีตองการไดในปริมาณเพียงเล็กนอยและใชเวลาในการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว โดยประมาณ 
45 นาทีหลังจากสกัด DNA แลว (Malorny et al., 2003) ดังน้ัน ตามคุณประโยชนของเทคนิค Real-time 
PCR จึงเปนวิธีที่เหมาะสมจะนํามาพัฒนาวิธีการตรวจสอบหาเชื้อที่ทําใหเกิดโรคทางเดินอาหารเปนพิษ
โดยทําการทดลองเปรียบเทียบวิธีการตรวจเช้ือ Salmonella spp. ดวยเทคนิค Real-time PCR กับวิธี
เพาะเลี้ยงเช้ือรวมกับวิธีทางอิมมูโนวิทยา ซึ่งเปนวิธีตรวจเช้ือท่ีใชในปจจุบัน  

 
วัตถุประสงคการวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp.  
2. ศึกษาความไวการตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยเทคนิค Real-time PCR ในตัวอยาง

ผลิตภัณฑอาหารฮาลาล 
3. ศึกษาความเปนไปไดในการนําเทคนิค Real-time PCR มาใชตรวจสอบหาเช้ือ Salmonella spp. 

ในอาหารฮาลาล เปรียบเทียบกับวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Singlepath® Salmonella ท่ีใชในปจจุบัน 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
เชื้อจุลนิทรียและตัวอยางอาหาร 

1. กลุม positive control เปนเช้ือ Salmonella Enteritidis (ATCC 15676) 
2. ตัวอยางอาหารและอาหารฮาลาลท่ีผานการแปรรูป จํานวน 20 ตัวอยาง ไดแก กุงสม บูดู ทุเรียนกวน 

(ทุเรียนพ้ืนบาน) รังนกบรรจุขวด ขาวเกรียบปลาทอด มินิค็อกเทลไก ไสกรอกไทยอีสานไก นํ้าพริกกุง นํ้าพริก
มะขามกุงแหง นํ้าพริกกุงเสียบทรงเครื่อง แกงไตปลาสําเร็จรูป วุนสําเร็จรูป ลูกช้ินปลาญี่ปุน ไขปลา 
ลูกช้ินปลา ปลามวน ปูอัด เตาหูซีฟูด และแซนดวิชปลา ลูกช้ินปลาแซลมอน โดยตัวอยางกอนทําการทดสอบ
เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส กอนนํามาสกัด DNA 

2.1 ตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Singlepath® 
Salmonella (Merck, Germany) ตามวิธี AOAC 060401 โดยนําเช้ือ Salmonella มาตรฐานใสใน Buffer 
Peptone Water (BPW) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส 18±20 ช่ัวโมง ดูดเช้ือจาก BPW ปริมาณ 
10 มิลลิลิตร มาเลี้ยงตอในอาหาร Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone Broth (RVS) บมท่ีอุณหภูมิ 
41.5 องศาเซลเซียส 24±3 ช่ัวโมง ทดสอบตอดวย Immunological Rapid Test เช้ือตามวิธี  Singlepath® 
Salmonella แลวอานผลท่ีได 

2.2 พัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. เตรียม Positive 
control สําหรับใชการตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR โดยเพ่ิมช้ิน DNA ดวยเทคนิค PCR เพ่ือนํา 
PCR product ท่ีไดฝากถายใน TA vector โดยนําเช้ือ Salmonella spp. บมใน Buffer Peptone Water 
(BPW) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง สกัด DNA โดยปนเหว่ียงละลาย pellet โดยเติม proteinase K และสารละลาย 
Lysis Buffer หลังจากน้ันดูดสารละลายท้ังหมดใสใน Column ลางดวย washing buffer หลังจากน้ันชะ 
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DNA ออกจาก column ดวย Elution buffer เพ่ิมช้ิน DNA ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) โดยเตรียมสารละลายในหลอดทดลองซึ่งประกอบดวย 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 เขาเครื่อง thermal cycle ตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอโดยนํามาแยกบน 
agarose gel แลวถายภาพจาก agarose gel ดวยเครื่อง Gel Documentation 1000 (Bio-Rad, 
California, USA) สกัดช้ิน PCR ออกจาก agarose gel เพ่ือเตรียมช้ิน DNA สําหรับเปน positive control 
เมื่อไดช้ิน PCR product ตองยืนยันผลท่ีไดโดยนํามาหาลําดับนิวคลไีอไทดเพ่ือเปรยีบเทียบกับฐานขอมูลสากล
โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด ดวยเครื่อง DNA Sequencer 377 เพ่ีอยืนยันช้ิน DNA ท่ีไดเปน PCR product 
จากเช้ือ Salmonella Spp. แลวนําลําดับเบสท่ีไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลนิวคลีโอไทดสากล นําช้ินสวน 
DNA ฝากถายยีนเขาสู Topo TA Cloning เตรียม recombinant DNA เพ่ือใชเปน positive control โดย
เก็บโคโลนีท่ีไดใน 20% กลีเซอรอล ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.3 ศึกษาสภาวะเหมาะสมสําหรับการตรวจสอบดวย Real-time PCR หลังจาก pre enrichment 
เช้ือ ดวยอาหาร Peptone Water นํา enrichment culture ปริมาณ 1-2 มิลลิลิตร มาสกัด DNA ดวย 
Commercial kit นํา DNA ท่ีสกัดไดมาตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR โดยใช primer และ probe ท่ีมี
ลําดับนิวคลีโอไทดดังน้ี Primer Sal-F 5′GGATCCGGCATTGCCGTTAG3′, Sal-R 5′GTCTTTTTTTGCCA 
TTTCTTGG3′และ probe 5′(FAM)-CTAGCCTGGGAACCTCCATA-(TAMRA)-3′ (Boyd et al.,1993) เพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมหลังจากผสมสารละลายตางๆ primer–F, R 200 nM, TaqMan Master Mix PCR 10 µL, 
Probe Sal 200 nM, DNA 50-100 ng เขาเครื่อง Real-time PCR โดยตั้งรอบดังน้ี อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 นาที 1 รอบ 95 องศาเซลเซียสเวลา 10 นาที 1 รอบ ตอดวยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเวลา 15 วินาที
และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาที จํานวน 40 รอบ 

2.4 ศึกษาความไวของปฏิกิริยาท่ีใชสําหรับตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยเทคนิค  Real-time PCR 
ตัวอยาง DNA ของเช้ือ Salmonella เจือจางเริ่ม 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001% นํา DNA ท่ีสกัดไดมา
ตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR 

2.5 ตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลดวยเทคนิค Real-time PCR 
โดยแบงกลุมตัวอยางอาหารฮาลาลแปรรูปท่ีใชในการศึกษา ออกเปนสองวิธีตรวจสอบ คือ การตรวจสอบเช้ือ 
Salmonella spp. ดวยวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Singlepath® Salmonella เปรียบเทียบกับ
การตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR 
 

ผลการวิจัย 
1. การตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบตอทางอิมมูโนวิทยาใช 

Singlepath® Salmonella ตามวิธี AOAC 060401 ซึ่งเปนเทคนิคการตรวจสอบทางอิมมูโนวิทยา คือการจับ
กันของแอนติเจนและแอนติบอดี เมื่ออานผลท่ีได พบวา เช้ือ Salmonella spp. ใหผลเปนบวกจะปรากฏแถบ
ตรงตําแหนง Test line (T line) และ Control line (C line)  ซึ่งบริเวณของ T line จะเปนบริเวณท่ีมีโปรตีนท่ี
จําเพาะตอเช้ือ Salmonella spp. ขีดอยู ถาในตัวอยางมีเช้ือ Salmonella spp. หลังจากท่ีสกัดโปรตีนแลว
นํามาหยดบนชุดทดสอบแลว จะเกิดการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดีและเกิดเปนแถบสีปรากฏใหเห็นได
เน่ืองจากแอนติบอดีท่ีขีดท่ีเสน T line ไดเช่ือมอยูกับอนุภาคทองคําหรืออนุภาคท่ีทําใหเกิดสีได (ภาพท่ี 1A) 

2. พัฒนาเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. เตรียมตัวอยางสําหรับใช
เปน Positive control เช้ือมาตรฐานมาสกัด DNA แลวเพ่ิมช้ิน DNA ในสวนยีนท่ีสนใจดวยเทคนิค PCR ยอม
แถบ DNA ตรวจสอบผลภายใตแสง UV เห็นแถบ DNA ขนาดประมาณ 97 คูเบส (ภาพท่ี 1B) การตรวจสอบ
การเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดของ PCR product ท่ีไดนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดนําผลท่ีได BLAST สู
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ฐานขอมูลสากล เพ่ือตรวจสอบช้ิน DNA ท่ีเพ่ิมปริมาณไดวาเปนช้ิน DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ผลคือ 
มีความเหมือนคลายคลึงกับเช้ือ Salmonella spp. 

2.1. ศึกษาสภาวะเหมาะสมสําหรับการตรวจสอบดวย Real-time PCR หลังจาก pre enrichment 
เช้ือ ดวยอาหาร peptone water ระยะเวลา 16 ช่ัวโมง นํามาสกัด DNA ดวย Commercial kit แลวเพ่ิมช้ิน 
DNA ในสวนยีนท่ีสนใจดวยเทคนิค Real–time PCR โดยผลเปนบวกปรากฏสัญญาณฟลูออเรสเซนซในตัวอยางท่ี
วิเคราะหปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. และใหผลลบถาในตัวอยางท่ีไมมีการปนเปอน  

2.2. ศึกษาความไวของปฏิกิริยาท่ีใชสําหรับตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ดวยเทคนิค  
Real-time PCR ตัวอยางท่ีใชในการศึกษาคือ DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ความเขมขนตางๆ เชน 10, 1, 
0.1, 0.01 และ 0.001% ตัวควบคุมท่ีเปนบวกและตัวควบคุมท่ีเปนลบ สกัด DNA และเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมดวยเทคนิค Real-time PCR ซึ่งใหผลเปนบวกถามีการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมจะปรากฏสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนซและใหผลเปนลบถาไมเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมหลังจากทําปฎิกิริยาดังภาพท่ี 2A  

 

    
ภาพท่ี 1 แสดงภาพผลการตรวจสอบเช้ือ  Salmonella spp. ดวย Singlepath® Salmonella (A), PCR 

Product ท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณ DNA ในสวนยีน invA โดย lane 1: 100 bp marker, lane 2: 
Salmonella spp. ครั้งท่ี 1, lane 3: Salmonella spp. ครั้งท่ี 2 

 
2.3 ความใชไดของวิธีการตรวจหาการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล

ดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบตอดวยวิธีทางอิมมูโนวิทยา ผล
ตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. โดยวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ หลังจากเลี้ยงเช้ือในอาหาร buffer 
peptone water นํามาเลี้ยงตอในอาหาร selective medium เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทดสอบตอตามวิธี  
Singlepath® Salmonella โดยในการทดลองมีตัวควบคุมท่ีเปนบวก คือ เช้ือ Salmonella Enteritidis 
(ATCC 15676) จะปรากฏแถบ 2 แถบท้ังตําแหนง C และ T ในตัวอยางอาหารฮาลาล หากไมมีการปนเปอน
จากเช้ือ Salmonella spp.  จะปรากฏเฉพาะแถบ C เทาน้ัน พบวา จากการตรวจสอบการปนเปอนจาก
อาหารฮาลาล จํานวน 20 ตัวอยางอาหารท้ังหมด ไมพบการปนเปอนเช้ือซึ่งจะปรากฏเฉพาะแถบ C เทาน้ัน
 อาหารสวนท่ีสองนํามาตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR หลงัจากนําตัวอยางอาหารท่ีตองการ
ตรวจสอบมา  pre-enrichment ดวยอาหารเลี้ยงเช้ือ  peptone water บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เวลา 16 ช่ัวโมง นํามาสกัด DNA ทดสอบการปนเปอนดวยเทคนิค Real–time PCR จากการตรวจสอบ
ตัวอยางอาหารจํานวน 20 ตัวอยางอาหาร ท้ังหมดพบวา ไมมีการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. เพราะไม
ปรากฏสัญญาณฟลูออเรสเซนซเมื่อวิเคราะหผลใหผลเปนลบโดยใหผลเหมือนตัวควบคุมที่เปนลบซึ่งใน
การทดลองมีตัวควบคุมที่เปนบวกจะปรากฏสัญญาณฟลูออเรสเซนซดังภาพที่ 2B นําผลการตรวจหา
การปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบกับ
เทคนิคเพาะเลี้ยงและใช Singlepath® Salmonella ดังตารางท่ี 1  

97 คูเบส 

500 bp 

100 bp 

1       2      3 

A B 
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ภาพท่ี 2 ความไวของปฏิกิรยิา Real-time PCR ตรวจสอบ  DNA ของเช้ือ Salmonella spp. ความเขมขน

ตางๆ 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001% (A), ผลการตรวจหาการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ใน
ผลิตภณัฑอาหารฮาลาลดวยเทคนิค Real-time PCR (B) 

 
ตารางท่ี 1 แสดงผลการตรวจสอบเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลดวยเทคนิคเพาะเลี้ยง

และใช Singlepath® Salmonella เปรียบเทียบกับเทคนิคReal-time PCR 

ตัวอยางที ่ ชื่อ 
ผลการตรวจสอบดวยเทคนิคเพาะเลีย้ง
และใช Singlepath® Salmonella 

ผลการตรวจสอบดวย
เทคนิค Real-time PCR 

1 กุงสม - - 
2 บูดู - - 
3 ทุเรียนกวน - - 
4 รังนกบรรจุขวด - - 
5 ขาวเกรียบปลาทอด  - - 
6 มินิค็อกเทลไก  - - 
7 ไสกรอกไทยอีสานไก - - 
8 น้ําพริกกุง - - 
9 น้ําพริกมะขามกุงแหง - - 
10 น้ําพริกกุงเสียบทรงเคร่ือง - - 
11 แกงไตปลาสําเร็จรูป - - 
12 วุนสําเร็จรูป - - 
13 ลูกชิ้นปลา ญี่ปุน43 - - 
14 ไขปลา - - 
15 ลูกชิ้นปลา - - 
16 ปลามวน - - 
17 ปูอัด - - 
18 เตาหูซีฟูด - - 
19 แซนดวิชปลา - - 
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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การตรวจสอบเชื้อ Salmonella spp. ดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีทางอิมมูโนวิทยาในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล 

อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 
  Salmonella spp. เปนแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ การตรวจหายีนของ
เช้ือจากตัวอยางโดยตรง จะตองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบดวยเทคนิค Real-time PCR โดยตอง
เตรียมตัวควบคุมท่ีเปนบวกโดยเปนช้ินสวนของเช้ือเทาน้ันเพ่ือลดการปนเปอนเช้ือในการทดสอบแตละครั้ง โดย
จะยืนยันช้ิน DNA ท่ีได ตรวจสอบการเรียงตัวของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR โดยวิธี DNA 
sequencing และผลท่ีไดนําเขาสูฐานขอมูลสากล พบวา ลําดบันิวคลีโอไทดท่ีไดคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของเช้ือ Salmonella spp. ในฐานขอมูลสากล NCBI แลวฝากถายยีนเขา TOPO Cloning kit ในการศึกษาครั้งน้ี
จะตรวจหาเช้ือ Salmonella โดยเลือกยีน invA ซึ่งเปนยีนท่ีมีความคงท่ีและพบไดในเช้ือ salmonella หลาย
สายพันธุ (Boyd et al.,1996) ความไวของปฏิกิริยา เมื่อนํา DNA มาเจือจาง พบวา สามารถตรวจสอบ
การปนเปอนระดับท่ีนอยท่ีสุดเพียง 0.0001% ซึ่งในการทดลองหาความไวในการตรวจสอบของเช้ือ 
Salmonella spp. ในป ค.ศ. 2006 Petra และคณะ ไดศึกษาวิธีการสกัด DNA ของเช้ือ Salmonella spp. โดย
ทําการกรองนํ้าเกลือท่ีไดจากการชะตัวอยางท่ีทําการตรวจหาเช้ือ Salmonella ในการทดสอบไดใชกระดาษกรอง
สําหรับกรองเช้ือหลายชนิด เพ่ือใหทราบวาเมื่อทําการสกัดแลวกระดาษกรองชนิดใดท่ีไดปริมาณ DNA มากท่ีสุด
ซึ่งพบวา กระดาษกรองชนิด Cheesecloth พบแบคทีเรียท่ีสนใจในปริมาณมากท่ีสุด แลวใชเทคนิค Real-time 
PCR ตรวจสอบเช้ือ พบวา ปริมาณนอยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจสอบไดอยูท่ี 2.2 CFU/100 ml (Petra et al., 2006) 
ตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาลและตรวจสอบวัตถุดิบท่ีใชในการผลิต 
ผลท่ีไดพบวา เมื่อใช primer และ probe ท่ีเลือกใชใหผลสอดคลองกับเทคนิคการดวยสอบดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเช้ือ
แลวนํามาตรวจสอบดวย Singlepath® Salmonella (Merck, Germany) ซึ่งเปนวิธีท่ีไดรับการรับรอง โดยใน
การทดลองตรวจสอบอาหารท้ังหมด 20 ชนิดซึ่งไมพบการปนเปอนของเช้ือ Salmonella spp. โดยในทุกครั้งท่ี
ทําการทดลองจะมีตัวควบคุมท่ีใหผลบวก คือ เช้ือ Salmonella Enteritidis (ATCC 15676) ทําควบคูไปกับ
การทดลองทุกครั้งไมพบผลบวกปลอม ซึ่งเช้ือ Salmonella spp. ในธรรมชาติอาจพบไดยากแตเน่ืองจากเปน
เช้ือควบคุมตองไมพบในอาหารท่ีบริโภค ดังน้ันจึงจําเปนตองทําการตรวจสอบการปนเปอน โดยเทคนิค 
Real-time PCR เปนเทคนิคท่ีใหผลเหมือนกับเทคนิคการเพาะเลี้ยงเช้ือ ซึ่งผลท่ีไดสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Luke และคณะ ป ค.ศ. 2002 ใชเทคนิค Real-time PCR มาตรวจหาเช้ือ Salmonella spp. ซึ่งเช้ือระบาดใน
ประเทศอเมริกาและมีผูปวยจํานวนประมาณ 1.4 ลานคน โดยไดทําการสกัด DNA ของเช้ือ แลวนํามาตรวจสอบ
ดวย hybridization probe ท่ีติดฉลากกับ 6-carboxyfluorescein (report dye)และ 6-carboxytetramethyl 
rhodamine (quencher dye) เพ่ือสามารถตรวจหาเช้ือไดอยางรวดเร็ว พบวาเทคนิค Real-time PCR ใหผล
เหมือนกับเทคนิคการตรวจสอบดวยวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ (Luke et al., 2002) เทคนิค Real-time PCR เปนเทคนิค
ท่ีไวกวาโดยใชเวลาในการตรวจสอบ 20 ช่ัวโมง นับตั้งแตการ enrichment เช้ือ โดยใชเวลา 20 ช่ัวโมง สามารถ
นํามาสกัด DNA และตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ Salmonella spp. ในอาหารได ซึ่งจะใหผลท่ีรวดเร็วกวาวิธี
เพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบดวย Singlepath® Salmonella (Merck, Germany) ประมาณ 3 วัน ซึ่งเปนการเพ่ิม
ความมั่นใจและลดระยะเวลาการตรวจสอบการปนปอนของเช้ือใหผูบริโภคได และสามารถสรุปเพ่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการตรวจสอบดวยเทคนิคเพาะเลี้ยงและเทคนิค Real time PCR ไดดังน้ี 
 

หัวขอ เทคนิคเพาะเลี้ยงและทดสอบดวย Rapid test เทคนิค Real time PCR 
ระยะเวลา 50 ชั่วโมง 19  ชั่วโมง 
ตนทุนการทดสอบ ประมาณ  750 ประมาณ 200 
วัสดุและสารเคมี มีอายุการใชงานไมเกิน 1 ป มีอายุการใชงานมากกวา 1 ป 
ใชเชื้อ Positive 
control 

ใชเชื้อที่มีชีวิตเปน positive control จําเปนตอง
อบทําลายเชื้อกอนทิ้ง 

ใชชิ้นสวนยีนที่ฝากถายเปน positive 
control ไมตองอบทําลายเชื้อกอนทิ้ง 
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