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บทคัดยอ 

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือตรวจหาเช้ือ Escherichia coli O157 ในอาหารดวยวิธี Real-time 
PCR และยืนยันผลดวยวิธีมาตรฐานโดยใชชุดทดสอบทางการคา Rapid test Single path® E. coli O157 
(AOAC 010407) ท่ีมีความจําเพาะกับเช้ือ E. coli O157 โดยศึกษาในกลุมตัวอยางผลิตภัณฑอาหารฮาลาลจําน
วน 20 ตัวอยาง พบวา การตรวจหาดวยเทคนิค Real-time PCR มีความจําเพาะกับเช้ือ E. coli O157 โดยให
ผลบวกเฉพาะเช้ือ E. coli O157 แตใหผลลบในตัวอยางท่ีไดจากเช้ือชนิดอ่ืน ระยะเวลาในการตรวจสอบรวดเร็ว
กวาเทคนิคตรวจสอบดวยวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบดวยชุดทดสอบ เน่ืองจากสามารถตรวจสอบการปนเปอน
ของเช้ือหลังจากบมระยะเวลา 16 ช่ัวโมง เมื่อศึกษาความไวของปฏิกิริยาโดยใชเช้ือบริสุทธ์ิ E. coli O157 ท่ีมี
ความเขมขนตางๆ ไดแก เช้ือท่ีไมเจือจาง (100%) เช้ือท่ีเจือจางความเขมขน 10, 1, 0.1, และ 0.01% โดย
สามารถตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157 ไดท่ีความเขมขนต่ําสุด คือ 0.01% เมื่อศึกษาประสิทธิภาพ
ในการตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157 ในผลิตภัณฑอาหารและวัตถุดิบท่ีผลิตอาหารฮาลาลท่ีใชใน
การผลิตดวยเทคนิค Real-time PCR เปรียบเทียบผลกับการตรวจสอบเชื้อดวยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเชื้อ 
พบวา ใหผลเหมือนกันโดยทุกครั้งท่ีทําการตรวจสอบจะมีตัวอยางเช้ือควบคุมท่ีเปนบวกทําปฏิกิริยาควบคูเสมอ 
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 
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บทนํา 
การแปรรูปผลิตภัณฑจากเน้ือสัตวมีโอกาสปนเปอนจากจุลินทรียกอโรคไดงายซึ่งการเตรียมผลิตภัณฑ

จะตองระมัดระวัง ตัวอยางเช้ือโรคอาหารเปนพิษท่ีอาจปนเปอนมีหลายชนิดและเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสําคัญ
ดานความปลอดภัยอาหาร ไดแก เช้ือ Escherichia coli O157 เปนแบคทีเรียสาเหตุการระบาดของโรคอาหาร
เปนพิษในหลายประเทศท่ัวโลก จัดอยูในกลุม  EHEC ท่ีสรางสารพิษ Verotoxin (VTEC) โดยมีหลาย serotype 
ท่ีมักกอโรค ไดแก serotype O157:H7 แตอาจพบ serotype อ่ืน เชน O26, O111, O104 เปนตน® ผูติดเช้ือ
จะมีอาการทองเสีย ถายอุจจาระเปนนํ้า หรืออาการลําไสอักเสบ มีเลือดออก ถายเปนเลือดสด ผูปวยท่ีถายเปน
เลือดสดโดยเฉพาะเด็กเล็กและผูสูงอายุมีความเสี่ยงตอการเสียชีวิตได (Beneduce et al., 2003)การตรวจ
วินิจฉัยทางหองปฏิบัติการมีหลายวิธี เชน การเพาะแยกเช้ือจากตัวอยางหรือวิธีการตรวจหา Shiga toxin (Stx) 
โดยการทดสอบ cytotoxin จากตัวอยางโดยตรง (Mansour et al., 1993) การตรวจทางอิมมูโนวิทยาขอดี คือ
ตรวจงาย รวดเร็ว ขอเสีย คือ ชุดนํ้ายามีราคาแพงและไมสามารถเก็บตัวอยางเช้ือไวศึกษาตอได ระยะเวลาตั้งแต
เพาะเช้ือถึงการทดสอบกับ E. coli O157 antiserum ซึ่งระยะเวลาทราบผลประมาณ 9 วันและตองอาศัย
ผูเช่ียวชาญทางแบคทีเรียในการแยกเช้ือและการตรวจสอบเพ่ือจําแนกชนิดเช้ือ โดยราคาในการตรวจสอบ
เชื้อแตละชนิดราคาคอนขางสูง การตรวจหายีนท่ีควบคุมการสราง O157 และ Shiga toxin จากตัวอยาง
โดยตรง ซึ่งทําไดหลายวิธีเชน  colony hybridization (Feng et al., 1998) โดยการ blot ตัวอยางใหติดบน
เมมเบรนและใหทําปฏิกิริยา hybridization กับ DNA probe โดยท่ีจําเพาะ แต Shiga toxin แบงเปนกลุม
ยอยจึงตองทําการทดลองกับ DNA probe หลายตัว ดวยเหตุนี้จึงมีการพัฒนาเทคนิคตางๆขึ้นมาใชเพื่อ
วินิจฉัยเชื้อ เชน การตรวจสอบระดับ DNA ดวยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งไดรับ
ความสนใจและมีการศึกษาวิจัยอยางกวางขวางเปนการเพ่ิมจํานวน DNA ในหลอดทดลองหรือ PCR (Oberst 
et al., 1998) แตเทคนิค PCR ยังคงมีขอจํากัด คือ หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการ PCR แลว ตองนําผลิตภัณฑ
จากกระบวนการ PCR Product ไปตรวจสอบขนาดดวยการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาบน agarose gel 
(Holland et al., 2000)  นอกจากน้ีมีการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือ E. coli O157 โดย Calderwood 
และคณะในป 1987 (Calderwood et al., 1987) วิธีท่ีนิยมในปจจุบันคือ การเพ่ิมจํานวน DNA ในหลอด
ทดลองหรือ Polymerase chain reaction (PCR) (Oberst et al., 1998) ปจจุบันจึงมีการนําเทคนิค Real-
time PCR  เขามาใชเพ่ือลดข้ันตอนการตรวจสอบและเพ่ือเปนการปองกันการปนเปอนผลิตภัณฑจาก PCR โดยลด
ข้ันตอนการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา เพ่ือสามารถตรวจหาดีเอ็นเอของเช้ือท่ีทําใหเกิดโรคทางเดินอาหารเปน
พิษ (Sharma et al.,1999)  เปนวิธีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอดีเอ็นเอของเช้ือและมีความไวสูง สามารถ
ตรวจสอบเช้ือท่ีตองการไดในปริมาณเพียงเล็กนอยและใชเวลาในการตรวจสอบโดยประมาณ 45 นาทีหลังจาก
สกัดดีเอ็นเอ (Spano et al.,2005) สามารถประยุกตใชในการตรวจหาการปนเปอนของเช้ือในอาหารตาม
กระบวนการผลิตอาหารทําใหเกิดความปลอดภัยตอผูบริโภคและลดการแพรระบาดของเช้ือสูคน ตอมาไดมี
การศึกษาหาลําดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด 

โดยงานวิจัยไดนําเทคนิค Real-time PCR ตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือและเพ่ือลดการเพาะเลี้ยงเช้ือ 
E. coli O157 มาใชเปนตัวควบคุมคุณภาพการตรวจสอบ ไดเตรียม Positive control โดยฝากถายยีนของเช้ือท่ี
สนใจเขาสู TA Topo cloning โดยไมจําเปนตองนําเช้ือ E. coli O157 ท่ีสามารถกอโรคไดปนเปอนในระบบ
เหมือนวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือดังเดิม และประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค Real-time PCR ในการตรวจหาเช้ือ 
E. coli O157 จากตัวอยางอาหารผลิตภัณฑอาหารฮาลาล ซึ่งไดทําการตรวจหาเช้ือท่ีปริมาณตํ่าสุด (limit of 
detection) จากตัวอยางอาหารท่ีจําลองการปนเปอน โดยทําการทดลองเปรียบเทียบกับวิธีตรวจหาเช้ือโดย
เทคนิคทางอิมมูนซึ่งเปนวิธีท่ีใชในปจจุบันเพ่ือเปนแนวทางในการตรวจสอบท่ีมีคุณภาพและประหยัดท้ังเวลา
รวมท้ังคาใชจายในการตรวจหาเช้ือ 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. การพัฒนาวิธีตรวจหาเช้ือ E. coli O157 โดยเทคนิค Real-time PCR และใช Recombinant DNA 

เพ่ือตรวจสอบคุณภาพการวิเคราะห 
2. ศึกษาความไวของการตรวจสอบเช้ือ E. coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR 
3. ศึกษาความคุมคาในการนําเทคนิค Real-time PCR มาใชตรวจสอบหาเช้ือ E. coli O157 ในอาหาร

ฮาลาลเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
เชื้อจุลินทรียมาตรฐาน 

เช้ือ E. Coli O157 มาตรฐานจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย (DMST 30535) 
ตัวอยางอาหารท่ีใชตรวจวิเคราะห 

ตัวอยางอาหารฮาลาลท่ีผานการแปรรูปจํานวน 20 ตัวอยาง ไดแก กุงสม บูดู ทุเรียนกวน รังนกบรรจุขวด
ขาวเกรียบปลาทอด มินิค็อกเทลไก ไสกรอกไทยอีสานไก นํ้าพริกกุง นํ้าพริกมะขามกุงแหง นํ้าพริกกุงเสียบ
ทรงเครื่อง แกงไตปลาสําเร็จรูป วุนเสนสําเร็จรูป ลูกช้ินปลาญี่ปุน ไขปลา ลูกช้ินปลา ปลามวน ปูอัด เตาหูซีฟูด
แซนดวิชปลาและลูกช้ินปลาแซลมอนโดยตัวอยางกอนทําการทดสอบเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอน
นํามาสกัด DNA 
อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับตรวจวิเคราะหเชื้อ E.coliO157 ตามวิธีมาตรฐาน (AOAC 010407) 

โดยวิธีเพาะเลี้ยง E. coli O157:H7 บมเช้ือในอาหาร 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 ดวยเทคนิค Real-time PCR 

1. Oligonucleotide primer ซึ่ง Primerท่ีใชตรวจสอบเช้ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสวน 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 เพ่ือใชตรวจสอบคุณภาพการตรวจวิเคราะหลดการใชเช้ือกอโรค 
E.coli O157สําหรับตรวจสอบคุณภาพการตรวจวิเคราะห โดยฝากถายยีนท่ีสนใจเขาสู TA Cloning kit ไดนํา
เช้ือ Escherichia coli O157:H7 ท่ีบมในอาหารเลี้ยงเช้ือ mEC broth ท่ีอุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส
16±19 ช่ัวโมง นํามาสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัด GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit(Vivantis, Malaysia.) 
เพ่ิมช้ินสวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยเตรียมสารละลายในหลอดทดลอง
ซึ่งประกอบดวย 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 เขาเครื่อง thermal cycle ตรวจสอบช้ินดีเอ็นโดยนํามาแยกบน 1.5% agarosegel  
ตรวจสอบผลภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel-Documentation 1000 (Bio-Rad, California, USA) หลังจากได
ช้ิน PCR แลวนํามาหาลําดับดีเอ็นเอของ PCR product ท่ีได โดยนําช้ินสวนดีเอ็นเอมาหาลําดับนิวคลีโอไทด
ดวยเครื่อง DNA Sequencer 377 ยืนยันช้ินสวนดีเอ็นเอเปนยีนของเช้ือโดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูลสากล 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีศึกษาลําดับดีเอ็นเอแลว นํามา
ฝากถายยีนเขาสู Topo TA CloningKit (Invitrogen,United States) เตรียม recombinant DNA เพ่ือใชเปน 
positive control โดยเก็บโคโลนีท่ีไดใน 20% กลีเซอรอลท่ีอุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

3. ตรวจสอบเช้ือ Escherichia coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR นําเช้ือ Escherichia coli 
O157E (DMST 30535) ท่ีบมใน mEC+n broth ปริมาณ 225 มิลลิลิตร 35-37 องศาเซลเซียส 14-16 ช่ัวโมง 
สกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัด GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit(Vivantis, Malaysia) ตรวจสอบดวยเทคนิค 
Real-time PCR โดยใช SYBR Green assay ซึ่งสาร SYBR Green excitation wavelength ในชวงท่ี 497 นาโนเมตร
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ในการกระตุนสียอมใหเกิดปฏิกิริยาและเปลงแสง emission wavelength ท่ี 520 นาโนเมตร เตรียมสารละลาย
ในหลอดทดลองปริมาตรสุทธิ 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวยสวนผสมของ forward primer และ reverse 
primer ความเขมขน 10 ไมโครโมล, 1X Power SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher 
Scientific, USA)  DNA ที่สกัด 50-100 นาโนกรัม ปริมาณดีเอ็นเอตนแบบที่ใชทดสอบหรือควบคุม
ปฏิกิริยา 1 ไมโครลิตรและปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ ผสมสารละลายตางๆ เขาเครื่อง Real-time PCR 
โดยตั้งรอบดังน้ี อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาที 1 รอบ 95 องศาเซลเซียสเวลา 10 นาที 1 รอบตอ
ดวยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเวลา 15 วินาทีและอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 นาทีจํานวน 40 รอบ
ตรวจสอบผลสัญญาณฟลูออเรสเซนตโดยมี Positive control จาก Recombinant DNA สําหรับตรวจสอบ
คุณภาพการตรวจวิเคราะหหาความไวของปฏิกิริยาและตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157 ในผลิตภัณฑ
อาหารฮาลาลดวยเทคนิค Real-time PCR ตัวอยางเช้ือ E. coli O157 เจือจางท่ี 100, 10, 1, 0.1, 0.01 และ 
0.001% ตามลําดับและผลิตภัณฑอาหารฮาลาล นํามาตรวจสอบการปนเปอนเช้ือดวยเทคนิค Real-time PCR 
ยืนยันผลดวยเทคนิคมาตรฐานโดยการเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบตอดวยวิธีอิมมูโนโดยการใชชุดทดสอบ Single 
path® Escherichia coli O157:H7 (Merck, Germany)  
 

ผลการวิจัย 
1. การตรวจหาเช้ือ E. coli O157 โดยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค Real-time PCR 

ไดเตรียม Recombinant DNA เพ่ือใชเปน Positive control เมื่อเพ่ิมช้ินสวนดีเอ็นเอในสวนยีนท่ีสนใจดวย
เทคนิค PCR ยอมแถบ DNA ตรวจสอบผลภายใตแสง UV ปรากฏช้ิน PCR ขนาดประมาณ 90 คูเบส (ภาพท่ี 1 
A) นํา PCR product ท่ีไดมาหาลําดับนิวคลีโอไทดดังภาพ chromatogram ของช้ินสวนดีเอ็นเอ(ภาพท่ี 1 B) 
นําผลท่ีไดตรวจสอบกับลําดับ DNA ในฐานขอมูล NCBI หาความเหมือนหรือคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดใน
ฐานขอมูลสากลในโปรแกรมบน Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) โดยใชเมนู blastn เพ่ือ
ตรวจสอบช้ินสวนดีเอ็นเอ ท่ีเพ่ิมปริมาณไดวาเปนช้ิน DNA ของเช้ือ Escherichia coli O157 ผล คือ มีความ
เหมือนคลายคลึงกับเช้ือ E. coli O157 
           A       B 

                                    
ภาพท่ี 1 ผลการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเช้ือEscherichia coli O157 ดวยเทคนิค PCR (A) โดย lane 1: 100 

bp marker, lane 2: E. coli O157, chromatogram ของช้ินสวนดีเอ็นเอของ E .coli O157(B) 
 

2. หาความไวของปฏิกิรยิาและตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157ในผลิตภณัฑอาหารฮาลาล  
พบวา หลังจากตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ  E. coli O157  เจือจาง เช้ือท่ีความเขมขนตางๆ ไดแก 100%, 10%, 
1%, 0.1% และ 0.01% และในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล โดยไดยืนยันผลตรวจสอบดวยวิธีมาตรฐาน 
(ภาพท่ี 2) ผลการทดสอบพบวา ท้ังสองวิธีสามารถตรวจพบเช้ือท่ีความเขมขนต่ําสุด 0.01% (ตารางท่ี 1) และใหผล
ตรวจสอบไมแตกตางกันในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล โดยตรวจไมพบเช้ือดังกลาวในทุกตัวอยางท่ีตรวจสอบ โดย
ผลลบ คือ ไมพบเช้ือ (-) กรณีผลบวกท่ีพบเช้ือ (+) (ตารางท่ี 1) เมื่อพิจารณาความคุมคาของวิธีท่ีใชสําหรับ

90 คูเบส 100 คูเบส 

500 คูเบส 
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ตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR สามารถทราบผลการตรวจสอบไดเร็วกวา
โดยใชเวลาในการตรวจสอบ19 ช่ัวโมงนับตั้งแตการ enrichment เช้ือซึ่งจะใหผลท่ีรวดเร็วกวาวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ
และทดสอบดวยวิธีมาตรฐานประมาณ 6 ช่ัวโมงและราคาการตรวจสอบถูกกวา นอกจากน้ีไมไดใชตัวอยางเชื้อ E. 
coli O157  ท่ีกอโรคเพื่อตรวจสอบคุณภาพการวิเคราะห เพื่อลดคาใชจายการทําลายเช้ือหลังจากทดสอบ
และปองกันไมใหเกิดการปนเปอนเช้ือในระบบ ซึ่งเปนการเพ่ิมความมั่นใจและลดระยะเวลาการตรวจสอบ
การปนปอนของเช้ือใหผูบริโภคไดและสามารถสรุปเพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบดวยเทคนิค
เพาะเลี้ยงและเทคนิค Real-time PCR ไดดังในตารางท่ี 2 
 

 
 

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

ตารางท่ี 1 แสดงผลการตรวจสอบตัวอยางอาหารดวยเทคนิค Real-time PCR และวิธีมาตรฐาน 
ตัวอยางที่ ชื่อ ผลการตรวจสอบดวยวิธีมาตรฐาน ผลการตรวจสอบดวยเทคนิค 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 ลูกชิ้นปลาญี่ปุน - - 
14 ไขปลา - - 
15 ลูกชิ้นปลา - - 
16 ปลามวน - - 
17 ปูอัด - - 
18 เตาหูซีฟูด - - 
19 แซนวิชดปลา - - 
20 ลูกชิ้นปลาแซลมอน - - 
21 E. coli O157 ไมเจือจาง + + 
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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การพัฒนาวิธีตรวจสอบเชื้อ Escherichia coli O157 ดวยเทคนิค Real-time PCR ในผลิตภัณฑอาหารฮาลาล 

ตารางท่ี 2 ประเมินความคุมคาการตรวจสอบเช้ือเทคนิค  Real-time PCR เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
หัวขอ เทคนิคเพาะเลี้ยงและทดสอบดวย Rapid test เทคนิค Real-time PCR 

ระยะเวลา 25 ชั่วโมง 19 ชั่วโมง 
ความไวในการตรวจสอบ 0.01%  0.01%  
ตนทุนการทดสอบ ประมาณ  500 บาทตอตัวอยาง ประมาณ 200 บาทตอตัวอยาง 
วัสดุและสารเคมี มีอายุการใชงานไมเกิน 1 ป มีอายุการใชงานมากกวา 1 ป 
เชื้อ Positive control ใชเชื้อที่มีชีวิตเปน positive control 

จําเปนตองอบทําลายเชื้อกอนทิ้ง 
ใชชิ้นสวนยีนที่ฝากถายเปน positive control  
ไมตองอบทําลายเชื้อกอนทิ้ง 

 
อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 

การตรวจสอบเช้ือ E. coli O157 เปนแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุการระบาดของโรคทางเดินอาหารเปนพิษ
ในหลายประเทศซึ่งการตรวจทางหองปฏิบัติการดวยวิธีมาตรฐาน โดยการเพาะเลี้ยงเช้ือและทดสอบทางอิมมูโนวิทยา
และทดสอบตอดวย Single path® Escherichia coli O157:H7 ซึ่งเปนเทคนิคท่ีใชปจจุบันโดยจะเห็นผลบวก
คือ ปรากฏแถบที่เสน T line เปนบริเวณที่มีโปรตีนที่จําเพาะตอเชื้อ E. coli O157 ขีดอยู ถาในตัวอยางมี
เช้ือ E. coli O157:H7 โดยตัวอยางหลังจากท่ีสกัดโปรตีนแลวนํามาหยดบนชุดทดสอบแลวจะเกิดการจับกันของ
แอนติเจนและแอนติบอดีและเกิดเปนแถบสีปรากฏใหเห็นได เน่ืองจากแอนติบอดีท่ีขีดท่ีเสน T line ไดเช่ือมอยู
กับอนุภาคทองคําหรืออนุภาคท่ีทําใหเกิดสีได กรณีท่ีเปนผลลบจะปรากฏใหเห็นเฉพาะ Control line (C line) 
เพ่ือบงช้ีประสิทธิภาพชุดทดสอบ แตบริเวณ Test line (T line) ไมปรากฏแถบเน่ืองจากไมมีการจับกันของ
แอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งปจจุบันมีชุดนํ้ายาจําหนายในทองตลาด ขอดี คือ ตรวจงาย รวดเร็ว แตชุดนํ้ายามี
ราคาแพงและไมสามารถเก็บตัวอยางไวศึกษาตอได เพ่ือแกไขปญหาการคึกษาครั้งน้ี ไดพัฒนาวิธีตรวจหาเช้ือ
โดยใชเทคนิค Real-timePCR ซึ่งเปนวิธีท่ีไวและเปนวิธีท่ีไดรับการยอมรับ นอกจากน้ีไดพัฒนาใชทอนของยีน
สําหรับตรวจสอบระบบ โดยฝากถายยีนในระบบท่ีไมสามารถกอใหเกิดโรคเพ่ือลดการปนเปอนเช้ือกอโรคเขาสู
หองปฏิบัติการ ใชระยะเวลาเพาะเลี้ยงเช้ือ 16 ช่ัวโมง นํามาสกัดดีเอ็นเอใชเวลา 1 ช่ัวโมง เพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรมดวยเทคนิค Real-time PCR โดยใชเวลา 2 ช่ัวโมง  (Lyons et al., 2000) โดยมีการศึกษาความไว
ของปฏิกิริยาสามารถตรวจสอบการปนเปอนระดับท่ีนอยท่ีสุดเพียง 0.01% ซึ่งจะเปนประโยชนในการตรวจสอบ
ผลิตภัณฑอาหารหรือวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตอาหารท่ีปนแเปอนของเช้ือกอโรคในปริมาณนอย ผลท่ีไดสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Ibekwe et al. (2002) ไดใชเทคนิค Multiplex Real-time PCR ตรวจสอบเช้ือ Escherichia 
coli O157:H7 ในนํ้าเสียสามารถตรวจหาเช้ือระดับต่ําสุดท่ี 7.9 x 10(-5) นอกจากน้ี Sharma ไดใชเทคนิค 
Multiplex Real-time PCR ตรวจหา Escherichia coli O157:H7:H7 ในเช้ือบริสุทธ์ิ ในอุจจาระ และเน้ือเยื่อ 
โดยใช Primer และ probe 3 ชุด โดยขนาด PCR product 160 bpในสวนของ eae gene  ในสวนของ stx1 
gene 150 bpและ 200 bpในสวนของ stx2 gene โดยทําการทดลอง 67 ตัวอยาง โดยชวงความไวของ
ปฏิกิริยาในตัวอยางอุจจาระและเน้ือเยื่อ 104 และ 108 CFU/g ของตัวอยางอุจจาระโดยไมตองเลี้ยงในอาหาร ถา
เลี้ยงในอาหาร non-selective broth ประมาณ 4 ช่ัวโมงและ 16 ชั่วโมงสามารถตรวจสอบไดในระดับ 100-
103 CFU/g (Sharma et al., 2003) การตรวจสอบการปนเปอนเช้ือ E. coli O157:H7 ในผลิตภัณฑอาหาร
ฮาลาลและตรวจสอบวัตถุดิบท่ีใชพบวา เมื่อตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือในอาหารผลิตภัณฑแปรรูปดวย
เทคนิค Real-time PCR เมื่อยืนยันผลท่ีไดตรวจสอบดวยวิธีมาตรฐานใหผลสอดคลองกัน เนื่องจากไมพบการ
ปนเปอนในผลิตภัณฑอาหาร โดยทุกครั้งท่ีทําการตรวจสอบมตีัวควบคุมท่ีเปนบวกควบคูในการทดลองเสมอ ซึ่งผล
สอดคลองกันกับงานวิจัยของ Ellingson et al. (2005) การตรวจสอบ E. coli O157:H7 ในตัวอยางท่ีเปนเน้ือวัว
ดิบและผลิตภัณฑแปรรูปจากเน้ือวัว โดยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสวนของ eae gene  

 
สรุปผลการวิจัย 

การตรวจสอบเช้ือ Escherichia coli O157:H7 โดยวิธี Real-time PCR และวิธีมาตรฐาน ใหผลไมแตกตาง
จากการตรวจสอบดวยวิธี Real-time PCR การศึกษาครั้งน้ีตรวจหายีนของเช้ือในสวน intimin (eae) gene ดวย
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เทคนิค Real-time PCR เปนวิธีท่ีมีความจําเพาะ รวดเร็วและแมนยํา โดยพบวา ท้ังสองวิธีสามารถตรวจสอบไดท่ี
ความเจือจางท่ี 0.01%  ซึ่งจะเปนประโยชนในการตรวจสอบผลิตภัณฑอาหารหรือวัตถุดิบท่ีใชในการผลิตอาหารท่ี
ปนเปอนของเช้ือกอโรคในปริมาณนอยเพ่ือควบคุมการแพรระบาดของเช้ือท่ีปนเปอนตัวอยางอาหารอ่ืนและเปน
การประหยัดคาใชจายในภาพรวม นอกจากน้ีผูวิจัยยังมีแนวทางในการใชเทคนิคดังกลาว เพ่ือการตรวจหาเช้ือจาก
ตัวอยางอาหารท่ีใหผลไมชัดเจนจากการตรวจสอบโดยวิธีอ่ืนเพ่ือเพ่ิมความมั่นใจตอผูบริโภค เน่ืองจากเทคนิค 
Real-time PCR สามารถตรวจสอบไดรวดเร็วกวา และคาใชจายในการทดสอบถูกกวาวิธีแบบดั้งเดิม 
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