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บทคัดย่อ 
   
  เชื้อลิÿทีเรีย (Listeria spp.) เป็นเชื้อก่อโรคที่มีคüามÿำคัญในอุตÿาĀกรรมอาĀาร Listeria 
monocytogenes เป็นÿปีชีÿ์ที่ÿามารถก่อใĀ้เกิดโรคร้ายแรงในมนุþย์ที่เรียกü่า "Listeriosis" อีกทั้ง

คüามÿามารถในการเจริญเติบโตที่อุณĀภูมิต่ำของเชื้อ Listeria spp. เป็นคุณลักþณะที่ทำใĀ้เชื้อ

ปนเปื้อนในอุตÿาĀกรรมอาĀารได้ง่าย ดังนั้นการบ่งชี้ชนิดของเชื้อลิÿทีเรียจึงมีคüามÿำคัญในทาง

อุตÿาĀกรรมอาĀารในการลดคüามเÿี่ยงการก่อโรคอย่างมาก ในการýึกþานี้ใช้üิธีการทางชีüโมเลกุล

ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียÿายพันธุ์ต่างๆ เพื่อเป็นการคัดแยกออกจากเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นๆใน

อุตÿาĀกรรมอาĀาร โดยตรüจÿอบด้üยüิธีด ้üย Real-time PCR และüิเคราะĀ์ด ้üยü ิธี High 
Resolution Melting (HRM) ทำการทดÿอบแบบ Single PCR Amplification และแบบ Duplex 
PCR Amplification เพื ่อทดÿอบคüามจำเพาะของไพรเมอร์ พบü่า Primers ÿำĀรับใช้ในการ

ตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย มีคüามจำเพาะและÿามารถตรüจüัดได้เฉพาะเชื้อลิÿทีเรียจำนüน 6 ÿปีชีÿ์ ดังนี้ 

Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria 
ivanovii, Listeria grayi และเมื่อทำการทดÿอบ Limit of detection (LOD)  ด้üยüิธีการที่พัฒนาขึ้น 

โดยทดÿอบที่ปริมาณเชื้อ 101- 105 CFU/ml โดยทำซ้ำกับเชื้อ Listeria 3 ÿปีชีÿ์ จากนั้นได้ทำการ

ประเมินüิธีการที่พัฒนา (Validation) กับตัüอย่างจริง 60 ตัüอย่างแบบ Blind test โดยทำการเพ่ิม 
Positive Control นำไปทดÿอบĀา LOD ด้üยüิธี Duplex PCR Amplification ÿามารถตรüจüัดได้

ที่น้อยÿุดคือเชื้อที่เจือจางจนถึง 103 CFU/ml อีกท้ังการประเมินการใช้ Duplex PCR กับตัüอย่างจริง 

60 ตัüอย่างแบบ Blind test เทียบผลการทดลองกับüิธี Gold standard (ISO 11290:2017) ได้ค่า

คüามไüต่อการตรüจ (Sensitivity) เท่ากับ 100% และได้ค่าคüามจำเพาะ (Specificity) ของüิธี 

Duplex PCR ซึ่งตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียที่ใช้ในการทดÿอบเท่ากับ 88.89%  และได้ค่าคüามถูกต้องของ
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ผลตรüจ (Diagnostic Accuracy) เท่ากับ 95% ที่ Cut off ประมาณ 50 -d(RFU)/dT การตรüจĀา

เชื ้อ Listeria spp. ด้üยเทคนิค Duplex PCR ร่üมกับการüิเคราะĀ์ผลแบบ High Resolution 
Melting (HRM) เป็นüิธ ีการที ่ช ่üยลดระยะเüลาการคัดแยกเชื ้อลิÿทีเร ีย กับเชื ้อชนิดอื ่นๆใน

อุตÿาĀกรรมอาĀารได้ ทำใĀ้ÿามารถüิเคราะĀ์และคüบคุมเชื้อจุลินทรีย์ได้อย่างรüดเร็ü ในบริเüณĀรือ

ตัüอย่างที่นำมาทดÿอบ 
 

คำÿำคัญ : เชื้อลิÿทีเรีย, เทคนิค duplex PCR, High Resolution Melting (HRM) analysis  
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Abstract 
 

            Listeria spp. is a group of bacteria of significant concern in the food industry. 
Listeria monocytogenes is a species that can cause a severe human illness known as 
"Listeriosis." Its ability to grow at low temperatures makes it a common contaminant in 
the food industry. Therefore, identifying different strains of Listeria is crucial for food 
industry applications to minimize disease risk. In this study, molecular biology 
techniques were employed to detect and differentiate Listeria species from other 
bacteria in the food industry. This was done using Real-time PCR and analyzed with 
High Resolution Melting (HRM) Analysis. Single PCR amplification and Duplex PCR 
amplification methods were used to test primer specificity, and it was found that the 
primers used for Listeria detection were specific and could specifically detect six 
species: Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, 
Listeria ivanovii, and Listeria grayi. The limit of detection (LOD) of the developed 
method was tested with different concentrations of Listeria spp. (ranging from 105 to 
101 CFU/ml). The LOD was determined for the Duplex PCR amplification method, and 
it could detect as low as 103 CFU/ml of Listeria. The developed method was validated 
with blind test samples, consisting of 60 real samples, and positive controls were 
added to determine the LOD using the Duplex PCR amplification method. The results 
showed that the method could detect Listeria at concentrations as low as 103 CFU/ml. 
In comparison to the gold standard method (ISO 11290:2017), the sensitivity of the 
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Duplex PCR method was 100%, and its specificity for detecting Listeria spp. was 
88.89%. The diagnostic accuracy was determined to be 95% using a cut-off of 
approximately 50 -d(RFU)/dT. Detecting Listeria spp. using the Duplex PCR technique 
in combination with High Resolution Melting (HRM) Analysis is a method that can 
reduce the time required for differentiating Listeria from other bacteria in the food 
industry. This enables rapid analysis and control of bacteria in samples, making it a 
valuable tool in the field of food safety and quality control. 
 
Keywords: Listeria spp., duplex PCR technique, High Resolution Melting (HRM) analysis  
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ติýักดิ์ ที่ช่üยดูแลและÿนับÿนุนการทำงานของนักýึกþามาตลอดระยะเüลาของการÿĀกิจýึกþาครั้งนี้ 

คอยชี้แนะแนüทาง ÿั่งÿอน ใĀ้คüามรู้ ตลอดจนมอบประÿบการณ์ใĀม่ๆท่ี ช่üยใĀ้นักýึกþาได้ก้าüข้าม

อุปÿรรค และÿามารถเÿร็จÿิ้นÿĀกิจýึกþาในครั้งนี้ได้  
ขอขอบคุณคุณธีระรักþ์ ýรีนüลกราย ที่คอยช่üยดูแล และถ่ายทอดกระบüนการคิด 

กระบüนการแก้ไขปัญĀา คอยใĀ้คำแนะนำ และÿนับÿนุนได้อย่างดี ในระĀü่างระยะเüลาช่üงการ

ทำÿĀกิจýึกþานี้ 
ขอบขอบคุณเจ้าĀน้าที่ คณะเüชýาÿตร์มĀาลัย มĀิดล ทุกท่าน ที่ค่อยดูแล ช่üยเĀลือ บอก

กล่าü และตักเตือนในเรื่องÿำคัญต่างๆ ทำใĀ้ÿามารถทำงานได้อย่างราบรื่นไม่ติดขัด และไม่มีปัญĀา

ใดๆ 
ขอขอบคุณปรีดานุช ทองจันทร์ นักýึกþา ÿĀกิจýึกþาที่ได้ร่üมงานกัน ช่üยเป็นที่พึ่งพิง และ

ก้าüข้ามปัญĀาต่างด้üยกัน ตลอดระยะเüลาการทำÿกิจýึกþาครั้งนี้ 
ขอขอบคุณครอบครัüที่คอยÿนับÿนุนการเรียนมาตลอด คอยเป็นกำลังใจ เป็นที่ปรึกþา คอย

ใĀ้การÿนับÿนุนและคอยอยู่เคียงข้างในทุกเüลา 
ขอขอบคุณคณาจารย์ และเจ้าĀน้าที่ คณะüิทยาýาÿตร์ ÿาขาจุลชีüüิทยาอุตÿาĀกรรม 

ÿถาบันพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง ที่คอยบ่มเพาะและขัดเกลานักýึกþาตลอดระยะเüลา 4 

ปี ที่ได้ทำการýึกþา 
ขอขอบคุณมิตรÿĀายทุกท่าน ที่คอยเป็นกำลังใจ Āü่งใย และคอยอยู่เคียงข้าง ช่üยใĀ้ÿามารถ

ก้าüข้ามปัญĀาและอุปÿรรคต่างๆที่เกิดขึ้น 
ÿุดท้ายนี้ขอขอบคุณผู้ที่อ่านงานüิจัยฉบับนี้ทุกท่าน ที่ใĀ้คüามÿนใจแก่งานüิจัยฉบับนี้ 

ผู้ทำüิจัยคาดü่างานüิจัยฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการýึกþาเก่ียüกับการตรüจĀาเชื้อในอุตÿĀกรรม

อาĀารในอนาคต  
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บทท่ี 1  
บทนำ  

 
1.1 คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา   
 เชื้อลิÿทีเรีย (Listeria spp.) เป็นเชื้อแบคทีเรียที่ÿามารถพบได้ทั่üไปในÿิ่งแüดล้อม อาýัยอยู่

ทั่üไปในดิน น้ำ และพืช ซึ่งมักนำไปÿู่การปนเปื้อนในอาĀาร เชื้อลิÿทีเรียเป็นแบคทีเรียแกรมบüก 

รูปร่างเป็นท่อน ไม่ÿร้างÿปอร์ ÿร้างแคปซูล เป็นแบคทีเรียที่ÿามารถเจริญได้ทั้งÿภาüะที่มีออกซิเจน

และไม่มีออกซิเจน ทนทานต่อÿภาüะต่างๆ ในÿิ่งแüดล้อมได้ดี เช่น ในÿภาüะอาĀารที่เป็นกรด (acid 
food) ในอาĀารที่มี water activity ต่ำ และในÿภาüะอุณĀภูมิที่ค่อนข้างกü้าง ตั้งแต่ 4°C (อุณĀภูมิ

ตู ้เย็น) ถึง 37°C (อุณĀภูมิภายในร่างกาย) เชื ้อลิÿทีเรียมีĀลายÿปีชีÿ์ (species) เช่น Listeria 
monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, Listeria grayi, 
Listeria innocua และอื่น ๆ อีกมากทั้งÿายพันธ์ที่ก่อโรคและไม่ก่อโรคแต่Āากทำการเพาะเชื้ออาจ

พบเชื้อลิÿทีเรียÿายพันธุ์ที่ก่อโรคและไม่ก่อโรคปะปนกันอยู่ในอาĀาร และÿิ่งแüดล้อม โดยเฉพาะÿาย

พันธ์ Listeria monocytogenes เป็นÿายพันธุ์ที ่ก่อโรค ซึ่งก่อโรคอาĀารเป็นพิþ ติดต่อผ่านทาง

อาĀาร (Rip and Gouws,2020) ทำใĀ้เกิดโรคโรคลิÿเทอริโอÿิÿมีอาการ คล้ายเป็นĀüัด เช่น มีไข้

ปüดĀัü มีอาการท้องเÿีย อาเจียน โรคเยื่อĀุ้มÿมองอักเÿบ การติดเชื้อในกระแÿเลือด และการแท้ง  

ÿ่üนมากจะพบในอาĀารที่พร้อมรับประทาน ในนม เนื้อÿัตü์ปีก และอาĀารแช่แข็ง เป็นเชื้อที่มี

คüามÿำคัญในด้านคüามปลอดภัยทางอาĀารอย่างมาก  
 ในปัจจุบันมีüิธีการทดÿอบและตรüจĀาเชื้อแบคทีเรียต่างๆมากมายทั้งการเพาะเลี้ยงในอาĀาร

ที ่มีคüามจำเพาะต่อเชื ้อชนิดนั ้นๆ Āรือการตรüจÿอบอย่างรüดเร็ü (Rapid Test) เช่น 3M™ 
Petrifilm™ Environmental Listeria Plate (2566) แผ่นเพลทอาĀารเลี้ยงเชื้อÿำเร็จรูปที่ใช้ในการ

ตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย เป็นการตรüจÿอบที่ÿามารถĀาปริมาณของเชื้อแบคทีเรียได้ อย่างเช่นในอาĀาร

แช่แข็งต้องมจีำนüนจุลินทรีย์ CFU/ml น้อยกü่า 1 x 105 เมื่อทำการตรüจÿอบแล้üĀากมีปริมาณเชื้อ

ที่น้อยกü่าก็ÿามารถÿ่งÿินค้าออกใĀ้ผู้บริโภคได้ แต่ในกรณีของเชื้อ  Listeria monocytogenes ซึ่ง

เป็นจุลินทรีย์ที่ก่อโรคไม่คüรพบแม้Āนึ่งโคโลนีภายในอาĀารและบริเüณต่างๆของโรงงาน (กระทรüง

ÿาธารณÿุข,2563) การตรüจÿอบในด้านปริมาณของเชื้อแบคทีเรียอาจจะไม่เพียงพอในด้านคüาม

ปลอดภัยทางอาĀาร อีกทั้งในปัจจุบันได้มีüิธีการทางชีüโมเลกุลที่ÿามารถตรüจĀาเชื้อได้อย่างแม่นยำ

และรüดเร็üขึ้นกü่า Conventional method (Bustin et al.,2009) ในการýึกþาครั้งนี้ได้นำüิธีด้าน

ชีüโมเลกุลแบบ Real-time PCR ซึ่งÿามารถตรüจÿอบผลได้อย่างรüดเร็üและแม่นยำ โดยการüัด

ปริมาณ Deoxyribonucleic Acid (DNA) ในขณะที ่กระบüนการ Polymerase Chain Reaction 

(PCR) กำลังเกิดขึ้น จนเÿร็จÿิ้นกระบüนการ PCR Āลังจากนั้นจะทำการใช้üิเคราะĀ์ผลด้üยüิธี High 
Resolution Melting (HRM) โดยการเพิ่มอุณĀภูมิใĀ้ÿูงขึ้น และüัดค่าการเปลี่ยนแปลงของ DNA ที่
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เกิดขึ้น และนำมาÿร้างกราฟที่แÿดงการเปลี่ยนแปลงของ DNA ด้üยüิธีüิเคราะĀ์ High Resolution 
Melting (HRM) เป็นเทคนิคที่มีคüามรüดเร็üและมีคüามแม่นยำในการตรüจÿอบ DNA ซึ่งเĀมาะ

ÿำĀรับการค้นĀาÿารพันธุกรรมและการตรüจÿอบเชื้อโรค (Reed et al., 1997) 
 การบ่งชี้ถึงเชื้อลิÿทีเรียมีคüามÿำคัญในทางอุตÿาĀกรรมอาĀารอย่างมาก ดังที่กล่าüคือĀากมี

การปนเปื้อนเชื้อลิÿทีเรียขึ้นอาจไม่ได้มีเพียงชนิดที่ไม่ก่อโรคอาจจะมีทั้งชนิดที่ก่อโรคร่üมด้üยทำใĀ้

การเพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อดูการเจริญเติบโตและนับüัดปริมาณของเชื้ออาจไม่เพียงพอต่อการคüบคุมดา้น

คüามปลอดภัย ในการýึกþานี้จึงใช้üิธีการทางชีüโมเลกุลในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียÿายพันธ์ต่างๆ 

เพ่ือเป็นการคัดแยกออกจากเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นๆในอุตÿาĀกรรมอาĀาร 
 
1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย   

    1) เพ่ือพัฒนาüิธีการตรüจĀาเชื้อ Listeria spp. ด้üยเทคนิค Duplex PCR ร่üมกับเทคนิค  
High Resolution Melting (HRM) Analysis   
 2) เพ่ือประเมินประÿิทธิภาพของüิธีการที่พัฒนาขึ้น 

 
1.3 ขอบเขตของงานüิจัย  

    1) ทำการทดÿอบ Duplex PCR ร่üมกับการüิเคราะĀ์แบบ High Resolution Melting (HRM) 
กับเชื้อ Listeria spp. 6 ÿปีชีÿ์ กับเชื้อก่อโรคที่พบในอุตÿาĀกรรมอาĀารชนิดอ่ืนๆอีก 4 ชนิด เชน่ 
Salmonella enterica, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus 
aureus จำนüนตัüอย่างเชื้อทั้งĀมด 67 ตัüอย่าง 
    2) ทำการทดÿอบไพรเมอร์ที่ออกแบบü่ามีคüามจำเพาะต่อเชื้อ Listeria spp. ทั้ง 6 ÿปีชีÿ์ ที่

นำมาทดÿอบ ด้üยüิธีการ PCR ร่üมกับการüิเคราะĀ์แบบ High Resolution Melting (HRM) 
Analysis  
    3) ประเมินการüิเคราะĀ์ด้üยüิธี High Resolution Melting (HRM) Analysis ü่าÿามารถ

ตรüจĀา Listeria spp. ทั้ง 6 ÿปีชีÿ์  
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ  

    1) ÿามารถใช้üิธีที่พัฒนาขึ้นเพ่ือตรüจĀาเชื้อ Listeria spp. ด้üยเทคนิค Duplex PCR ร่üมกับ

การüิเคราะĀ์แบบ High Resolution Melting (HRM) 
    2) üิธีการตรüจด้üย Duplex PCR ร่üมกับการüิเคราะĀ์แบบ High Resolution Melting 
(HRM) มีประÿิทธิภาพและÿามารถนำไปต่อยอดได้
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บทท่ี 2  

ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง  
2.1 เช้ือ Listeria spp. 
 2.1.1 ประüัติและคüามเป็นมา 

 เชื้อลิÿทีเรีย (Listeria spp.) เป็นเชื้อแบคทีเรียชนิดĀนึ่งที่ÿามารถก่อใĀ้เกิดโรค ÿะÿมได้ใน

มนุþย์และÿัตü์เลี้ยง โดยบางÿายพันธุ์อาจเป็นÿาเĀตุของการติดเชื้อในมนุþย์ Listeria spp.  มี
ĀลากĀลายÿายพันธ ุ ์  แต่ÿายพันธุ์ที่ เป ็นÿาเĀต ุท ี ่ทำใĀ ้ เก ิดโรคในมน ุþย ์ค ือ Listeria 
monocytogenes ซึ ่งเป็นเชื ้อ Listeria spp.  ชนิดĀนึ่งที ่เป็นÿาเĀตุของโรค Listeriosis ใน
มน ุþย์ (Rip and Gouws,2020 ) นอกจาก Listeria monocytogenes แล ้üย ั งม ี  Listeria 
ivanovii และ Listeria innocua อีกÿองÿายพันธุ ์ที ่มีคüามเÿี ่ยงÿูงต่อการติดเชื ้อในมนุþย์  

Listeria monocytogenes ถูกตั้งชื ่อตามชื่อของแพทย์ชาüอังกฤþชื่อ Joseph Lister ซึ่งเป็น

แพทย์ที่มีÿ่üนร่üมในการพัฒนาüิธีการฆ่าเชื้อในการผ่าตัดและป้องกันการติดเชื้อในโรงพยาบาล  
ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ý. 1927 (Murray and Pirie ,1927) และในปี ค.ý. 1929 ในÿüีเดน

และนอร์เüย์ (Nyfeldt and Thomassen,1929) ตั้งแต่นั้นเป็นต้นมา Listeria monocytogenes 
ได้รับคüามÿนใจในการýึกþาเชื้อ Listeria spp. ÿามารถพบได้ในอาĀารและÿิ่งแüดล้อมต่างๆ 

การติดเชื้อ Listeria spp. ÿามารถติดเชื้อผ่านการรับประทานอาĀารที่ปรุงÿุกไม่เพียงพอĀรือผ่าน

อาĀารที่เÿี่ยงต่อการติดเชื้อ เช่น นมและผลิตภัณฑ์จากนมที่ไม่ถูกคüบคุมอย่างเĀมาะÿม ทำใĀ้

เกิดโรค Listeriosis ในมนุþย์ อาการของโรค Listeriosis อาจแตกต่างกันไปในแต่ละบุคคล 

อาการทั่üไป เกิดอาการไข้, ปüดเมื่อย, ปüดýีรþะ,อ่อนเพลีย, คลื่นไÿ้, อาเจียน, ท้องผูกĀรือ

ท้องเÿีย และอาจเกิดอาการรุนแรงเมื่อเชื้อแบคทีเรียมาเข้าÿู่กระแÿเลือดและÿามารถทำใĀ้เกิด

โรคที่ระบบประÿาทที่ได้ โดยÿ่üนใĀญ่ เด็กแรกเกิด ผู้ÿูงอายุ และบุคคลที่มีระบบภูมิคุ ้มกัน

อ่อนแอมักเป็นกลุ่มเÿี่ยงที่มีโอกาÿที่จะเป็นโรคนี้  

 การคüบคุมและป้องกันการป้องกันการติดเชื้อ Listeria spp. นั้นมักเกี่ยüข้องกับการประเมิน

คüามเÿี่ยงจากอาĀารที่มีโอกาÿติดเชื้อ การÿร้างและรักþาคüามÿะอาดในÿถานที่ปรุงอาĀาร 

และการรักþาอาĀารในอุณĀภูมิเทียบเท่ากับĀรือต่ำกü่า 4 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลาไม่เกิน 7 üัน

เป็นüิธีการÿ่üนใĀญ่ในการป้องกันการติดเชื้อ การรับประทานอาĀารที่ค่อนข้างร้อนและอาĀารที่

ปรุงÿุกจะช่üยลดคüามเÿี่ยง และคüรเฝ้าระüังอาการไม่พึงประÿงค์ĀลังการรับประทานอาĀารที่

เป็นไปได้ü่าอาจติดเชื้อ Listeria spp. การรับประทานอาĀารที่มีคüามÿะอาดและจากแĀล่งที่

เชื่อถอืได้ก็เป็นüิธีการĀนึ่งในการป้องกันโรค Listeriosis (Farber and Peterkin,1991) 
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 2.1.2 คüามÿำคัญของเชื้อ Listeria spp. ในอุตÿาĀกรรมอาĀาร 
 เชื้อ Listeria spp. เป็นเชื้อโรคที่มีคüามÿำคัญÿูงในอุตÿาĀกรรมอาĀารด้üยĀลายเĀตุผลดังนี้  

การก่อใĀ้เกิดโรคร้ายแรงโดย Listeria monocytogenes เป็นÿปีชีÿ์ที่ÿามารถก่อใĀ้เกิดโรค

ร้ายแรงในมนุþย์ที่เรียกü่า "Listeriosis" โรคนี้ÿามารถทำใĀ้เกิดอาการอักเÿบที่ทางเดินอาĀาร 

และÿามารถเป็นอันตรายÿำĀรับกลุ่มผู้ป่üยĀรือคนที่มีระบบภูมิคุ้มกันอ่อนแอ เช่น ผู้ÿูงอายุ , ผู้

ตั้งครรภ์, เด็กแรกเกิดĀรือผู้ป่üยร้ายแรง การป้องกันการติดเชื้อ Listeria spp. ในอาĀารเป็น

ÿิ่งจำเป็นเพื่อป้องกันการเจ็บป่üยĀรือเÿียชีüิตจากโรค Listeriosis อีกทั้งคüามÿามารถในการ

เจริญเติบโตที่อุณĀภูมิต่ำของเชื้อ Listeria spp. เป็นคุณลักþณะที่ทำใĀ้เชื้อนี้มีคüามเÿี่ยงÿูงใน

อุตÿาĀกรรมอาĀาร เนื่องจากอาĀารที่ผลิตจะต้องเก็บรักþาที่อุณĀภูมิต่ำ เช่น อาĀารประเภทÿด

ĀรืออาĀารที่อบแĀ้ง ทำใĀ้เกิดคüามเÿี่ยงที่จะถูกปนเปื้นด้üยเชื้อ Listeria spp. และเมื่อบริโภค

อาĀารที่ปนเชื้อนี้อาจทำใĀ้เกิดการติดเชื้อได้  โรค Listeriosis มีอาการเฉียบพลันและรุนแรง

(กระทรüงÿาธารณÿุข,2563) การระบุการติดเชื้อ Listeria spp. ในอาĀารĀรือบริเüณต่างๆของ

พ้ืนที่การผลิตได้อย่างรüดเร็üเป็นÿิ่งÿำคัญในการป้องกันการแพร่กระจายของโรคนี้ และยังช่üยใĀ้

บริþัทผลิตอาĀารÿามารถทำการถอนÿินค้าจากตลาดและดำเนินการรับมือกับÿินค้าที่ปนเปื้ อน 

Listeria spp. อย่างรüดเร็ü (Seyoum et al.,2015) การคüบคุมและรักþาคüามปลอดภัยของ

อาĀารเป็นปัจจัยÿำคัญในการÿร้างคüามน่าเชื่อถือจากผู้บริโภคและÿร้างชื่อเÿียงใĀ้กับบริþัทที่

ผลิตอาĀารในระยะยาü การป้องกันการปนเปื้อน Listeria spp. จึงเป็นÿิ่งจำเป็นในการรักþา

คüามน่าเชื่อถือและเพ่ิมคüามพึงพอใจ และคüามปลอดภัยใĀ้แก่ลูกค้า  
 

2.2 Real-time PCR 
 2.2.1 Āลักการทำงาน 

 Real-time PCR (Polymerase Chain Reaction) เ ป ็ น เ ทคน ิ ค ท า งช ี ü ü ิ ท ย า โ ม เ ล กุ ล 

(Molecular Biology) ที่ใช้เพิ่มปริมาณของ DNA Āรือ RNA ของตัüอย่างต่างๆที่ใช้ทดÿอบ โดย

ÿามารถตรüจดูปริมาณของ DNA Āรือ RNA ในระĀü่างกระบüนการทำงานแบบเรียลไทม์ (real-
time) ทำใĀ้ÿามารถüิเคราะĀ์ข้อมูลที่เกิดขึ้นได้เกือบทันที โดยĀลักการทำงานของ Real-time 
PCR เริ่มจากการ Denaturation ที่อุณĀภูมิÿูง DNA ที่ต้องการย่อยถูกแยกออกจากกันโดยการ

ทำใĀ้ÿายทั ้งÿองของ DNA แยกออกจากกัน Annealing ที ่อุณĀภูมิต่ำ primer ที ่ผ ่านการ

ออกแบบจะเข้าไปจับอย่างจำเพาะบนÿายทั้งÿองÿายโดยเริ่มจากปลาย 5’ ไปĀยุดที่ปลาย 3’ 

จากนั ้นคือการ Extension ที ่อ ุณĀภูมิประมาณ 75 °C โดย DNA polymerase จะทำการ

ÿังเคราะĀ์ÿาย DNA ใĀม่จากทางปลาย 5' ถึง 3' (Heid et al.,1996) กระบüนการ PCR ใน 

Real-time PCR แตกต ่างจาก PCR ด ั ้ งเด ิมค ือม ีการü ัดปร ิมาณ DNA ในเüลาเร ียลไทม์ 

กระบüนการ qPCR ประกอบด้üยขั้นตอนพื้นฐานเĀมือนกับ PCR ดั้งเดิม คือการเพ่ิมปริมาณDNA เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แต่มีการเพิ ่ม  DNA binding dye Āรือ DNA-specific fluorescent probe ÿารÿีĀรือแĀล่ง

ÿัญญาณที่ÿามารถแทรกรüมเข้ากับ DNA ในขณะที่กระบüนการ PCR กำลังดำเนินการ เช่น 

SYBR Green เป็นÿีที่มีคüามÿามารถเชื่อมต่อกับทุกชนิดของ DNA และ RNA ÿี SYBR Green 
จะเชื่อมต่อกับ DNA และจะÿามารถตรüจจับการเปล่งแÿงได้เมื่อÿายของ DNA Āลุดจากÿายคู่

เป็นÿายเดี่ยüจากการใĀ้คüามร้อน ช่üยใĀ้ÿามารถประเมินปริมาณเริ่มต้นของ DNA Āรือ RNA 
ในตัüอย่างตั้งแต่เริ่มต้นของกระบüนการ (Taylor et al.,2019)  

 
 2.2.2 เทคนิค High Resolution Melting (HRM) Analysis 

 เทคนิค HRM Analysis เร ิ ่มต้นขึ ้นโดย Reed et al. (1997) ได้ใช ้ SYBR Green I ในการ

üิเคราะĀ์การละลายและกลับมารüมตัüของ DNA และการตรüจÿอบการเปลี่ยนแปลงใน Tm 
(Melting temperature) ของ DNA เทคนิค HRM Analysis ได้รับการพัฒนาเพ่ิมเติมโดย Zhou 
et al.(2005) เพื่อตรüจÿอบการเปลี ่ยนแปลงของดีเอ็นเอในĀลายตำแĀน่ง เช่นการตรüจĀา 

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) โดยใช้เทคนิค HRM Analysis ในการตรüจÿอบ

คüามแตกต่างในลำดับ DNA ในÿ่üนของ SNPs โดยทั่üไปเทคนิค High Resolution Melting 
(HRM) Analysis เป็นการüิเคราะĀ์แบบ post PCR analysis ที่ใช้ในการระบุการเปลี่ยนแปลง

ลำดับเบÿของดีเอ็นเอ ในบริเüณที่ÿนใจ (region of interest) โดยüิธีการนี้อาýัยการตรüจüัด

คüามแตกต่างเพียงเล็กน้อยของ Melting curve ในขั้นตอนการทำ real-time PCR ซึ่งüิธีการนี้

เĀมาะÿำĀรับการüิเคราะĀ์ SNP genotyping, mutation scanning และ sequence scanning 
ในตัüอย่างของ DNA Āลักการการทำงานของ HRM Analysis จะอาýัยĀลักการของการแยกของ

ÿาย dsDNA โดยมีปัจจัยคือ คüามยาüของเÿ้น dsDNA, GC content และคüามÿมบูรณ์ของเÿ้น 

dsDNA โดยอาýัยÿีที ่มีคüามจำเพาะ รüมไปถึงเครื ่อง Real-time PCR พร้อม software ที่

ÿามารถตรüจจับคüามแตกต่างของเÿ้น DNA ระĀü่างขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ DNA ที่ÿนใจ โดย

เทคนิค PCR ระĀü่างนี้ fluorescent dye ได้เข้าไปแทรกตาม double stranded DNA ทำใĀ้ค่า

ปริมาณÿี fluorescence ที่ตรüจüัดได้เพิ่มขึ้นตามปริมาณ DNA ที่เพิ่มขึ้นตามจำนüนรอบที่

กำĀนด เมื่อÿิ้นÿุดกระบüนการ PCR จะเป็นการเริ่มต้นการüิเคราะĀ์ HRM โดย DNA จะถูกเพ่ิม

อุณĀภูมิจากประมาณ 50 องýาเซลเซียÿ ไล่ไปเรื่อยๆจนถึง 95 องýาเซลเซียÿดังรูปที ่2.1 การใĀ้

คüามร้อนในüิธีการ HRM Analysis ÿามารถเปลี่ยนอุณĀภูมิเริ่มต้นและอุณĀภูมิที่ÿิ้นÿุดได้ตามค่า 

Tm (melting temperature) ของÿาย DNA ที่เราÿนใจ ในขณะที่อุณĀภูมิกำลังเพิ ่มขึ้นเÿ้น 

DNA จะเริ่มมีการแยกออกเนื่องมาจาก hydrogen bond ระĀü่างเÿ้น DNA ถูกทำลายโดยคüาม

ร้อน ระĀü่างนี้จะทำใĀ้ÿี fluorescence มีการĀลุดออกมาจากÿาย dsDNA ทำใĀ้ÿามารถüัดค่า

ÿัญญาณจากÿี fluorescence ได ้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่2.1 แÿดงปริมาณÿัญญาณ Fluorescence ของ DNA Melt curve ตามปริมาณของ

อุณĀภูมิที่เปลี่ยนแปลงไป  

(Gibthai Co., 2566 ) 

 
ผลของการเปลี่ยนแปลงของอุณĀภูมิในข้ันตอน Melting analysis จะแÿดงอยู่ในรูปแบบของกราฟ

โดยแÿดงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างระดับของÿัญญาณ fluorescence และอุณĀภูมิที่เปลี่ยนแปลงไป จะ

เĀ็นได้ü่า Āากมีคüามแตกต่างของเบÿใน DNA จะÿ่งผลต่อการแปรผลของ HRM Analysis เพราะ

ปัจจัยจาก GC content, Amplicon length และ strand complementarity ดังรูปที่ 2.2 และจาก

งานüิจัยของ Brunehild S.,et al. (1996) ได้ทำการเลือกใช้ลำดับเบÿในบริเüณ 16s rRNA และ 23s 
rRNA โดยพบü่า 23s rRNA ÿามารถคัดแยกเชื้อลิÿทีเรียได้ดีกü่า 16s rRNA ในระดับÿปีชีÿ์ เนื่องจาก

จำนüนเบÿของ 23s rRNA มีปริมาณที่มากกü่าซ่ึงช่üยใĀ้ÿามารถตรüจĀาได้อย่างจำเพาะและเจาะจง

ยิ่งขึ้น ในการทดÿอบครั้งนี้จึงได้นำลำดับเบÿในÿ่üนของ 23s rRNA มาใช้ในการทดÿอบ 

 

 
รูปที ่2.2 แÿดง melting curve ของคüามแตกต่างของ base pair ระĀü่างกลุ่มตัüอย่างที่เป็น 

Homogenous, heterogenous และ wildtype ระĀü่าง 120 bp และ 220 bp ของ amplicon  

(Gibthai Co., 2566 ) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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อีกĀนึ่งปัจจัยÿำคัญนอกจากเครื่อง Real-time PCR ที่ÿามารถรองรับระบบ HRM Analysis แล้ü

นั้น fluorescence dye เองก็มีÿ่üนÿำคัญ ÿีที่นิยมใช้ในการทำ HRM Analysis ที่นิยมในปัจจุบัน

คือ Evagreen dye, SYTO9 ซึ่งเป็นÿี saturated fluorescence ที่มีคุณÿมบัติ PCR inhibition 
ที่ต่ำ ทำใĀ้ÿามารถใÿ่ saturated fluorescence ใน PCR reaction ในคüามเข้มข้นที่ÿูงเพื่อใĀ้

เกิดÿัญญาณ fluorescence มากที่ÿุดได ้
 
 2.2.3 การประยุกต์ใช้เทคนิค HRM Analysis ในอุตÿาĀกรรมอาĀาร 

การใช้เทคนิค HRM Analysis (High Resolution Melting Analysis) ในอุตÿาĀกรรม

อาĀารเพื่อตรüจüัดเชื้อแบคทีเรียเป็นüิธีที่มีประÿิทธิภาพและรüดเร็üในการตรüจÿอบคุณภาพ

และคüามปลอดภัยของอาĀาร ซึ ่งÿามารถประยุกต์ใช ้ในการตรüจüัดเช ื ้อแบคทีเร ียใน

อุตÿาĀกรรมอาĀารได้โดยอาýัยการตรüจüัดคüามแตกต่างคüามĀลากĀลายของ DNA 
sequences ในแบคทีเรียÿปีชีÿ์ต่าง ๆ ทำใĀ้ÿามารถช่üยในการระบุและตรüจüัดเชื้อแบคทีเรียใน

อาĀารได้ดีขึ้น (Achtman,2008) การประยุกต์ใช้เทคนิค HRM Analysis ในอุตÿาĀกรรมอาĀาร

มีข้อได้เปรียบที่ÿำคัญ อย่างเช่น คüามรüดเร็üในการตรüจÿอบแบคทีเรียที่เป็นอันตรายต่อ

ÿุขภาพ, การลดคüามเÿี่ยงในการแพร่ระบาดของโรคที่เกี่ยüข้องกับเชื้อแบคทีเรียในอาĀาร  การ

ทำ HRM Analysis ในอุตÿาĀกรรมอาĀารยังต้องปฏิบัติตามมาตรฐานอ่ืน ๆ ที่เกี่ยüข้อง เช่น ISO 
22000 เพื่อใĀ้มั่นใจในคüามปลอดภัยและคุณภาพของอาĀารที่ผลิตและจำĀน่าย  การใช้ HRM 
Analysis ในการตรüจüัดเชื้อแบคทีเรียในอาĀารมีข้อดีอย่างมากจากเทคนิคที่ÿามารถทำได้ไüและ

ง่ายต่อการใช้งาน และÿามารถใช้ในการตรüจüัดĀลายแบคทีเรียในตัüอย่างเดียü แต่ต้องมีข้อมูล

อ้างอิงที่เชื่อถือได้เพ่ือใĀ้ผลการทดÿอบมีคüามแม่นยำÿูงขึ้น 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี 3  

üิธีการดำเนินงานüิจัย  
 

3.1 วสัดแุละอปุกรณ์ 
      เครื่องมือ 

1. Autoclave (Tomy FLS-1000) 
2. Automatic pipette (Gilson, France) 
3. Biological safety cabinet class II 
4. Safety cabinet (Augustin) 
5. Vortex (Scientific Industries, USA) 
6. Dry Bath Incubator (Boekel Scientific, USA) 
7. Inoculation Loops (Biologix Group Limited) 
8. Filter Tips (Axygen Scientific) 
9. Centrifuge Tube 15 มิลลิลิตร (Nest Biotechnology, China) 
10. Microtube ขนาด 0.2, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 
11. Centrifuge 5418 (Eppendorf, Germany) 
12. Micro Centrifuge (Senova, China) 
13. Incubator 37 องýาเซลเซียÿ (Memmert) 
14. Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) 
15. Heater (Heidolph, Germany) 
16. Bio rad CFX96 real time system 
17. Refrigerator 4 องýาเซลเซียÿ (Panasonic) 
18. Shaking incubator (Eppendorf, Germany) 
19. Laboratory Bottle (Duran, Germany) 
20. Petri dishes ขนาด 90x15 มิลลิเมตร (Nest Biotechnology, China) 
21. Spatula 
22. Laboratory Film (Bemis Amcor, USA) 
23. Serological Pipette 10 มิลลิลิตร (Nest Biotechnology, China) 
24. Pipette Controller (Integra Bioscience AG, Switzerland) 

 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ÿารเคมี 
1. Tryptone soya Broth (Oxoid, UK) 
2. Agar Bacteriological (Oxoid, UK) 
3. Yeast Extract (Oxoid, UK) 
4. TLN Extraction Mix (Lucigen)  
5. Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย 
6. Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจ positive control 
7. Positive Template 
8. HRM Dry 
9. MilliQ Water 
10. TE buffer  
11. Clorox 
12. Ethanol คüามเข้มข้น 95% และ 70% 
13. Distilled Water 

 
ตารางท่ี 3.1 ลำดับ Sequence ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดÿอบ 
 

Target 
ตำแĀน่ง

ยีน ชื่อไพรเมอร์ ลำดับ sequence (5'-3') เอกÿารอ้างอิง 

Listeria 
spp. 

23s rRNA 

Primers Listeria 
Forward 

GAAGGATARGGAATCGCACGAA Rodriguez-
Lazaro, D., et al. 

(2004). 
Primers Listeria 

Reverse 
AGCGTGAAATCAGGAACTTCCG 

PCR 
Positive 
control 

Synthetic 

Primers Positive 
Control Forward 

TCGATAATCACGGGTCGCGGGTTAATTA 
TTATTCAATACCAAACACCACTATTCGTC Denyingyhot, A., 

et al. (2022) Primers Positive 
Control Reverse 

GATTGTAAGCACGATCGCCCGTTTATTA 
TTCTAGTACTGGTAATGAAAGTAGTAGT 

 
3.2 ตัüอย่างเช้ือ Listeria spp. และตัüอย่างเชื้อชนิดอื่นๆ 

ตัüอย่างเชื้อที่ใช้ทำการทดÿอบมี Listeria spp. ทั้งĀมด 6 ÿปีชีÿ์ ดังนี้ Listeria 
monocytogenes, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii, 
Listeria grayi และเชื้อชนิดอ่ืน (outgroups) เช่น Salmonella enterica, Escherichia coli, 
Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus ตัüอย่างเชื้อทั้งĀมดจะเป็นเชื้อก่อโรคที่เป็น 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Food born pathogen ซึ่งÿามารถพบได้ในอุตÿาĀกรรมอาĀาร จำนüนตัüอย่างเชื้อทั้งĀมดคือ 67 

ตัüอย่าง โดยมี Listeria spp. ทั้งĀมด 6 ÿปีชีÿ์ ,Salmonella enterica 58 ซีโรüาร์ Escherichia 
coli 1 ตัüอย่าง, Aeromonas hydrophila 1 ตัüอย่าง และ Staphylococcus aureus 1 ตัüอย่าง 
3.3 การเพาะเลี้ยงเช้ือ Listeria spp. 

ทำการเพาะเลี้ยงเชื้อ Listeria spp. 6 ÿายพันธุ์ โดยเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya 
Yeast Extract Agar บ่มไü้ที่ 37 °C เป็นระยะเüลา 48 ชั่üโมง จากนั้นนำมา 1 โคโลนีใÿ่ลง Tryptone 
Soya Yeast Extract Broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มใน Shaking incubator ที่ 37 °C เป็นระยะเüลา 

24 ชั่üโมง  
3.4 การÿกัดดีเอ็นเอ 

ทำการÿกัดเชื้อเพ่ือใĀ้ได้ DNA มาใช้ในการทดÿอบ โดยทำการดูดเชื้อจากที่บ่มแล้üใน tryptone 
soy broth มา 1 ml ใÿ่ลงในĀลอด microcentrifuge tube จากนั ้นนำไปปั ่นเĀüี ่ยงที ่ 12 ,000 

rpm/minute เป็นเüลา 5 นาที จากนั้นทำการดูดÿ่üนน้ำทิ้งและเก็บÿ่üน pellet ข้างล่างไü้ จากนั้น

ใÿ่ÿารละลาย TLN Extraction Mix (Lucigen) 0.5 ml ผÿมโดยการ vortex ใĀ้เข้ากัน แล้üนำไปใÿ่

ใน Dry Bath Incubator ที่ 65°C 10 นาที จากนั้นนำเขย่าใĀ้เข้ากันแล้üบ่มที่ 98°C เป็นเüลา 2 นาที 

จากนั้นนำไปปั่นเĀüี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเüลา 2 นาที เก็บตัüอย่าง DNA ที่ได้ไü้ที่อุณĀภูมิ -20°C  
3.5 การตรüจĀาเช้ือ Listeria spp. ด้üยüิธีการ Real-time PCR และüิเคราะĀ์ผล

แบบ High Resolution Melting (HRM)  
3.5.1 การทดÿอบ Real-time PCR ด้üยüิธีทดÿอบแบบ Single PCR Amplification  
โดยใน 1  reaction จะใÿ ่  Mx Hotstart PCR Mix, 10 µM primer Listeria forward,10 

µM primer Listeria reverse, HRM Dye, MilliQ water, DNA ร üมท ั ้ งĀมด  25  µl ต ่ อ  1 

ปฏิกิริยา ทำการทดÿอบที่เครื ่อง Bio Rad CFX96 real time system โดยมี Amplification 
program ด ังน ี ้  Initial denaturation 95°C 5 นาท ี 1 รอบ Denaturation 95°C 30 ü ินาที 

Annealing 60°C 30 ü ินาที  Extension 72°C 30 ü ินาท ี  3 ข ั ้นตอนทำซ ้ำ 35 รอบ Final 
extension 72°C 1 นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 75-95°C  

3.5.2 การทดÿอบ Specificity กับ เชื้อแบคทีเรีย outgroup  
ทำการทดÿอบ specificity กับ เชื้อแบคทีเรีย outgroup ด้üยüิธี Single PCR Amplification 

โดยจะทำการทดÿอบ condition ของ reaction เริ ่มต้นเพื่อทำการทดÿอบปฎิกริยาที่เกิดขึ้น 

และเพ่ือใĀ้ได้ condition ที่เĀมาะÿมต่อการทดÿอบ 
3.5.3 การตรüจĀาเชื้อ Listeria spp. ด้üยüิธีทดÿอบแบบ Duplex PCR 

Amplification 
ทดÿอบ Duplex PCR Amplification โดยทำการเพิ่ม PCR Positive primer และ Positive 

template เข้าไป โดยใน 1 reaction จะประกอบด้üย Mx Hotstart PCR Mix, 10 µM primer เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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forward,10 µM primer reverse, 10 µM PCR Positive primer forward, 10 µM PCR 

Positive primer reverse, Positive template (105 copy), HRM Dye, MilliQ water, DNA 
รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยจะเลือกทำการปรับปริมาตรÿารต่างๆของปฏิกริยา 
Duplex PCR Amplification ทำการทดลอง 3 การทดลอง โดยมีการเปรียบเทียบปริมาณของ Mx 
Hotstart PCR Mix , Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย และ Primers ÿำĀรับใช้ใน

การตรüจ positive control เพ่ือĀาปริมาณคüามเข้มข้นที่เĀมาะÿมเพ่ือใช้ในการทดÿอบถัดไป 
3.5.4 การทดÿอบ Limit of detection 
ทดÿอบ Limit of detection (LOD) ด ้üยü ิธี  Duplex PCR Amplification โดยทำการ 

dilute เชื้อตัüอย่างที่ได้ทำการบ่มไü้ใน Tryptone soy broth โดยใĀ้เชื้อตั้งต้นเท่ากับ 108 ทำ

การทดÿอบที่ 105,104,103,102,101 ทำการทดÿอบที่แต่ละคüามเจือจางอย่างล่ะ 3 ซ้ำ โดยทำซ้ำ

กับเชื้อ Listeria spp. 3 ÿปีชีÿ์ 
3.5.5 การประเมินการใช้ Duplex PCR กับตัüอย่างจริง (Validation) 
ทำการทดÿอบแบบ Blind test กับตัüอย่างเชื้อ 60 ตัüอย่างจากทั้งĀมด 67 ตัüอย่าง ด้üยüิธี 

Duplex PCR Amplification เทียบผลการทดลอง กับüิธี Gold standard  (ISO 11290:2017) 
แล้üĀา ค่าSpecificity และ Sensitivity ของüิธีการที่นำมาใช้ โดยใช้üิธี 2x2 table มาใช้ในการ

คำนüณ โดยมีüิธีการคำนüณดังนี้ 
 

test 

Gold standard (ISO 11290:2017) 
 + - 
+ TP FP 
- FN TN 

 
ĀมายเĀตุ:True Positive (TP) คือ ผลบüกจริง 

  False Positive (FP) คือ ผลบüกเท็จ 
  False Negative (FN) คือ ผลลบเท็จ 
  True Negative (TN) คือ ผลลบจริง 

1. คำนüณค่าคüามไüต่อการตรüจ (Sensitivity): Sensitivity = TP / (TP + FN) 
2. คำนüณค่าคüามจำเพาะ (Specificity): Specificity = TN / (TN + FP) 
3. คำนüณค่าคüามถูกต้องของผลตรüจ (Diagnostic accuracy):Diagnostic accuracy 

= (TP + TN) / (TP + TN + FP + FN) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี 4  

ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  
การตรüจĀาเช้ือ Listeria spp. ด้üยüิธีการ Real-time PCR และüิเคราะĀ์ผลแบบ 

High Resolution Melting (HRM) 
4.1 การทดÿอบ Real-time PCR ด้üยüิธีทดÿอบแบบ Single PCR Amplification 
        ทำการทดÿอบปฎิกริยาของ PCR Master mix ü่ามีปฎิกริยา Amplification เกิดขึ้นโดย

เ ร ิ ่ ม ต ้ น ใ ÿ่  Mx Hotstart PCR Mix 3 µL, 10 µM primer forward 0.25 µL,10 µM primer 
reverse 0.25 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ water 15.5 µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µL ต่อ 

1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification program ดังนี ้ Initial denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ 

Denaturation 95°C 30 ü ินาท ี  Annealing 60°C 30 ü ินาที  Extension 72°C 30 ü ินาท ี  3 

ขั้นตอนทำซ้ำ 30 รอบ Final extension 72°C 1 นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 

75-95°C ÿามารถอ่านผล Melt curve ได้ดังตารางที่ 4.1-4.2 
 
ตารางท่ี 4.1 แÿดง PCR master mixture üิธีทดÿอบแบบ Single PCR Amplification 

Reagent 1X (µl) Final conc. 

Mx Hot start PCR mix 3 0.24x 

10 µM primer Listeria forward 0.25 200 nM 

10 µM primer Listeria reverse 0.25 200 nM 

HRM Dye 1 - 

MilliQ water 15 - 

DNA 5 - 

Total 25  

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.2 แÿดง Amplification program üิธีทดÿอบแบบ Single PCR Amplification 
Process Temperature Time Cycle 

Initial denaturation 95°C 5 min 1 cycle 

Denaturation 95°C 30 sec 

30 cycle Annealing 60°C 30 sec 

Extension 72°C 30 sec 

Final extention 72°C 1 min 1 cycle 

HRM Analysis 75°C to 95°C 

 

A  

 
B 

รูปที่ 4.1 แÿดงผลการทดÿอบ Single PCR Amplification 
ĀมายเĀตุ:*ÿีฟ้า คือ Escherichia coli, ÿีชมพู คือ Listeria spp. 3 ÿปีชีÿ์, ÿีน้ำเงิน คือ No  
              Template Control 
             **A แÿดง Melt Curve , B แÿดง Metl Peak 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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และทำการทดÿอบกับเชื้อลิÿทีเรีย 3 ÿปีชีÿ์ÿามารถอ่านค่าได้จากเÿ้นÿีชมพูที่ช่üงอุณĀภูมิ  
86°C±0.5 ดังแÿดงในรูปที่ 4.1 เÿ้นÿีฟ้าเป็นเชื้อชนิดอื่นคือ Escherichia coli ไม่เกิด peak ขึ้นที่

บริเüณ เดียüกับเชื้อลิÿทีเรีย ในÿ่üนของเÿ้นÿีน้ำเงินคือ No Template control ไม่พบ peak 
ขึ้นที่บริเüณ 86°C จึงทำการเลือกใช้ ปฎิกริยาของ PCR Master mix ดังกล่าüในการทดลองขั้น

ต่อไป 
 
4.2 การทดÿอบ Specificity กับ เชื้อแบคทีเรีย outgroups 
     จากการทดÿอบปฎิกริยาของ PCR Master mix เพ่ือทดÿอบการเกิดกระบüนการ PCR และ

การอ่านค่า Melt peak ด้üยüิธี High Resolution Melting Temperature (HRMA) ทำการ

ทดÿอบคüามจำเพาะของ primer ที่ใช้ในการทดÿอบ คือ primers ที่ใช้ÿำĀรับการตรüจĀาเชื้อ

ลิÿทีเรีย โดยทดÿอบกับเชื้อตัüอย่าง outgroups คือ Salmonella enterica จำนüนทั้งĀมด 58 

ซีโรüาร์ (Serovars) โดยใช้ ปฎิกริยาของ PCR Master mix จากการทดÿอบที่ 4.1 ได้ผลดังนี้ ทำ

การทดÿอบคüามจำเพาะของ primer ที่ใช้ÿำĀรับการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย โดยทดÿอบกับเชื้อ 
Listeria spp. ทั้งĀมด 6 ÿปชีีÿ์ ดังนี้ Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria 
welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii, Listeria grayi และเชื้อชนดิอ่ืนเช่น 

Salmonella enterica, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus โดย

มีตัüอย่าง Salmonella enterica จำนüนทั้งĀมด 58 ซีโรüาร์ แบ่งทดÿอบกับตัüอย่างเชื้อทั้งĀมด 

7 ครั้ง ดังรูปภาพที่ 4.2-4.8 ผลทั้งĀมดแÿดงใĀ้เĀ็นü่า primer ที่ใช้ÿำĀรับการตรüจĀาเชื้อลิÿที

เรีย มีคüามจำเพาะและÿามารถตรüจพบ Melting peak ของเชื้อลิÿทีเรียทั้ง 6 ÿปีชีÿ์เท่านั้น จึง

นำ primer ที่ใช้ÿำĀรับการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย ไปทดÿอบในขั้นตอน Duplex PCR 
Amplification  
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.2 ทดÿอบ specificity ครั้งที่ 1 

ĀมายเĀตุ:*ÿีเขียü คือ Salmonella enterica 16 ซีโรüาร์, ÿีชมพู คือ Listeria spp. 3 ÿปีชีÿ์, 
ÿีน้ำเงิน คือ No Template Control 
 

 

รูปที่ 4.3 ทดÿอบ specificity ครั้งที่ 2 
ĀมายเĀตุ:*ÿีเขียü คือ Salmonella enterica 2 ซีโรüาร์, ÿีชมพู คือ Listeria spp. 1 ÿปีชีÿ์, ÿี

น้ำเงิน คือ No Template Control 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



16 
 

 

 
รูปที่ 4.4 ทดÿอบ specificity ครั้งที่ 3 

ĀมายเĀตุ:*ÿีเขียü คือ Staphylococcus aureus, ÿีÿ้ม คือ Aeromonas hydrophila, ÿีชมพู 

คือ Listeria spp. 1 ÿปีชีÿ์, ÿีน้ำเงิน คือ No Template Control 
 

 
รูปที่ 4.5 ทดÿอบ specificity ครั้งที่ 4 

ĀมายเĀตุ:*ÿีเขียü คือ Salmonella enterica 16 ซีโรüาร์, ÿีชมพู คือ Listeria spp. 6 ÿปีชีÿ์,  
              ÿีน้ำเงิน คือ No Template Control 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.6 ทดÿอบ specificity ครั้งที่ 5 

ĀมายเĀตุ:*ÿีเขียü คือ Salmonella enterica 13 ซีโรüาร์, ÿีชมพู คือ Listeria  
              monocytogenes, ÿีน้ำเงิน คือ No Template Control 
 

 
รูปที่ 4.7 ทดÿอบ specificity ครั้งที่ 6 

ĀมายเĀตุ:*ÿีเขียü คือ Salmonella enterica 11 ซีโรüาร์, ÿีชมพู คือ Listeria spp. 2 ÿปีชีÿ์,  
             ÿีน้ำเงิน คือ No Template Control 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.8 ทดÿอบ specificity ครั้งที่ 7 

ĀมายเĀตุ:*ÿีเขียü คือ Salmonella enterica 16 ซีโรüาร์, ÿีชมพู คือ Listeria seeligeri,  
              ÿีน้ำเงิน คือ No Template Control 

 
4.3 การตรüจĀาเชื้อ Listeria spp. ด้üยüิธีทดÿอบแบบ Duplex PCR Amplification 
     ทำการทดÿอบปฎิกริยา PCR Master Mix ของกระบüนการ Duplex PCR Amplification 
โดยทำการเพิ่ม PCR Positive primer และ Positive template เข้าไป โดยใน 1 reaction จะ

ประกอบด้üย Mx Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM primer forward 0.5 µL,10 µM primer 
reverse 0.5 µL, 10 µM PCR Positive primer forward 0.25 µL, 10 µM PCR Positive 
primer reverse 0.25 µL, Positive template (105 copy) 1 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ 
water 11.5 µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification program 

ดังนี ้ Initial denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 95°C 30 üินาที Annealing 
60°C 30 üินาที Extension 72°C 30 üินาที 3 ขั้นตอนทำซ้ำ 35 รอบ Final extension 72°C 1 

นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 75-95°C โดยüิธีการนี้จะทำใĀ้ÿามารถอ่านผล Melt 
peak ได้ 2 peak ในปฎิกริยาที่มีเชื้อลิÿทีเรีย ÿ่üนในกรณีที่ไม่มีเชื้อลิÿทีเรียจะเกิด  Melt peak 
เพียง 1 peak ซึ่งเป็นของ Positive control ที่ใÿ่เข้าไปใน 1 reaction (ตารางที่4.3-4.4) ได้ผล

ดังนี้ 
 
 
 
 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.3 แÿดง PCR master mixture üิธีทดÿอบแบบ Duplex PCR Amplification 
Reagent 1X (µl) Final conc. 

Mx Hot start PCR mix 5 0.4x 

10 µM primer Listeria forward 0.5 200 nM 

10 µM primer Listeria reverse 0.5 200 nM 

10 µM primer PCR positive forward 0.5 200 nM 

10 µM primer PCR positive reverse 0.5 200 nM 

Positive template (105 copy) 1 - 

HRM Dye 1 - 

MilliQ water 11.5 - 

DNA 5 - 

Total 25  

 
 

ตารางท่ี 4.4 แÿดง Amplification program üิธีทดÿอบแบบ Duplex PCR Amplification 
Process Temperature Time Cycle 

Initial denaturation 95°C 5 min 1 cycle 

Denaturation 95°C 30 sec 

35 cycle Annealing 60°C 30 sec 

Extension 72°C 30 sec 

Final extention 72°C 1 min 1 cycle 

HRM Analysis 75°C to 95°C 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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A  

B  

รูปที่ 4.9 แÿดงผลการทดÿอบ Duplex PCR Amplification 
ĀมายเĀตุ:*ÿีเขียü คือ Listeria spp., ÿีน้ำเงิน คือ Positive Control) 
             **A แÿดง Melt Curve , B แÿดง Metl Peak 
 
จากผลการทดÿอบ Duplex PCR ดังรูปที่ 4.9 พบ peak ที่อุณĀภูมิ 79°C ซึ่งเป็น peak ของ 

Positive Template และ peak ที่อุณĀภูมิ 86°C±0.5  ซึ่งเป็น peak ที่บ่งชี้เชื ้อลิÿทีเรีย ใน

ตัüอย่างลิÿทีเรีย อย่างไรก็ตาม peak ของ positive control มี peak เพียงเล็กน้อยอาจทำใĀ้

การอ่านค่าผิดได้ และอยู่ใกล้กับ melting peak ของ เชื้อลิÿทีเรีย นอกจากนี้ การตั้งค่าการ

üิเคราะĀ์ HRM ที่ 75-95°C มีคüามใกล้เคียง peak ที่อ่านค่าได้ของ Positive control (79°C) 
ดังนั้นจึงทำการทดลองเปลี่ยนค่าการอ่าน Melt peak จากที่ 75-95°C เปลี่ยนเป็นอ่านค่า Melt 
peak ที่ 70-95°C อีกทั้งได้ทำการทดÿอบĀาคüามแตกต่างของคüามปริมาณÿารต่างๆที่ใÿ่ใน

ปฎิกริยา Duplex PCR Amplification ทำการทดลอง 3 การทดลอง โดยมีการเปรียบเทียบ

ปริมาณของ Mx Hotstart PCR Mix , Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื ้อลิÿทีเรีย  และ 

Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจ positive control  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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     ทำการทดÿอบการĀาคüามแตกต่างของ Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจ positive control 
จะทำการทดÿอบ 4 คüามเข้มข้นคือ 100 nM, 200 nM, 300 nM และ 400 nM โดยใน 1 

reaction จะประกอบด้üย Mx Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM primer forward 0.5 µL,10 
µM primer reverse 0.5 µL, Positive template (105 copy) 1 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ 
water 11.5 µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification program 

ดังนี ้ Initial denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 95°C 30 üินาที Annealing 
60°C 30 üินาที Extension 72°C 30 üินาที 3 ขั้นตอนทำซ้ำ 35 รอบ Final extension 72°C 1 

นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 70-95°C  
     ทำการทดÿอบการĀาคüามแตกต่างของ Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียจะทำ

การทดÿอบ 4 คüามเข้มข้นคือ 100 nM, 200 nM, 300 nM และ 400 nM โดยใน 1 reaction 
มีได้ผลดังนี ้ โดยใน 1 reaction จะประกอบด้üย Mx Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM PCR 

Positive primer forward 1 µL, 10 µM PCR Positive primer reverse 1 µL, Positive 
template (105 copy) 1 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ water 11.5 µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 

25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification program ดังนี้ Initial denaturation 95°C 5 นาที 

1 รอบ Denaturation 95°C 30 üินาที Annealing 60°C 30 üินาที Extension 72°C 30 üินาที 

3 ขั้นตอนทำซ้ำ 35 รอบ Final extension 72°C 1 นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 

70-95°C 
     ในÿ่üนของปริมาณ Mx Hotstart PCR Mix จะทำการทดÿอบ 4 คüามเข้มข้นคือ 0.2x, 0.4x, 
0.6x และ 0.8x ใน 1 reaction จะประกอบด ้üย  10 µM primer forward 0.5 µL,10 µM 
primer reverse 0.5 µL, 10 µM PCR Positive primer forward 0.5 µL, 10 µM PCR Positive 
primer reverse 0.5 µL, Positive template (105 copy) 1 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ water 
11.5 µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification program ดังนี้ 

Initial denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 95°C 30 üินาที Annealing 60°C 

30 üินาที Extension 72°C 30 üินาที 3 ขั้นตอนทำซ้ำ 35 รอบ Final extension 72°C 1 นาที 

1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 70-95°C  
     จากการทดÿอบĀาคüามแตกต่างของปริมาณ Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจ positive 
control (Primer PCT) (รูปภาพที่ 4.10) พบü่าที่คüามเข้มข้นของของ Primer PCT เท่ากับ 100 

nM (เÿ้นÿีแดง) ÿามารถมองเĀ็น peak ที่เกิดขึ้นของ primer PCT ได้ค่อนข้างต่ำĀรือมองเĀ็นได้

ไม่ชัดเจน คüามเข้มข้นที่ 200 nM (เÿ้นÿีเขียü) ÿามารถมองเĀ็น peak ของ primer PCT ที่

เกิดขึ ้นได้อย่างชัดเจน คüามเข้มข้นที ่ 300 nM (เÿ้นÿีน้ำเงิน) ÿามารถมองเĀ็น peak ของ 
primer PCT ได้อย่างชัดเจนแต่คüามÿูง peak ของเชื้อลิÿทีเรียลดลงอย่างเĀ็นได้ชัดเมื่อเทียบกับ

คüามเข้มข้นอ่ืนๆ และคüามเข้มข้นที่ 400 nM (เÿ้นÿีชมพู) ÿามารถมองเĀ็น peak ทั้งÿองพีคได้

อย่างชัดเจนและมีคüามÿูงที่ไล่เลี่ยกันจึงนำปริมาตรนี้ไปทดÿอบต่อในขั้นตอนถัดไป 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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     จากการทดÿอบĀาคüามแตกต่างของปริมาณ Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทเีรีย 

(รูปภาพที่ 4.11) พบü่าทีค่üามเข้มข้นของ Primer Listeria เท่ากับ 100 nM (เÿ้นÿีแดง) ÿามารถ

มองเĀ็น peak ที่เกิดขึ้นของ primer PCT ได้ค่อนข้างÿูงเนื่องจากคüามเข้มข้น primer PCT ที่

เลือกใช้ เท่ากับ 400 nM ทำใĀ้ปริมาณ Positive template เพิ่มขึ้นได้เยอะขึ้นในกระบüนการ 

PCR  คüามเข้มข้นที่ 200 nM (เÿ้นÿีเขียü) ÿามารถมองเĀ็น peak ของ primer PCT ที่เกิดขึ้น

ได้อย่างชัดเจน คüามÿูงของ peak ของเชื้อลิÿทีเรียมีคüามÿูงพอเĀมาะ คüามเข้มข้นที่ 300 nM 
(เÿ้นÿีน้ำเงิน) ÿามารถมองเĀ็น peak ของ primer PCT ได้น้อยและไม่ค่อยชัดเจนแต่คüามÿูง 

peak ของเชื้อลิÿทีเรียเพิ่มขึ้นอย่างเĀ็นได้ชัด คüามเข้มข้นที่ 400 nM (เÿ้นÿีชมพู) ÿามารถ

มองเĀ็นได้แค่ 1 peak คือพีคของเชื้อลิÿทีเรียเนื่องจากปริมาณไพรเมอร์ที่มากขึ้น และปริมาณ 

DNA ของเชื้อที่มีในตั้งต้นทำใĀ้ไม่ÿามารถมองเĀ็น peak ของ Primer PCT จากการทดÿอบ

ทั้งĀมดคüามเข้มข้นของ Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียที่ 200 nM (เÿ้นÿีเขียü) 
ÿามารถมองเĀ็นได้อย่างชัดเจนทั้ง 2 peak จึงนำปริมาตรนี้ไปทดÿอบต่อในขั้นตอนถัดไป 
     จากการทดÿอบĀาคüามแตกต่างของปริมาณ Mx Hotstart PCR Mix (รูปภาพที่ 4.12) 
พบü่าที่คüามเข้มข้นของ Mx Hotstart PCR Mix เท่ากับ 0.2x (เÿ้นÿีแดง) ÿามารถมองเĀ็น 

peak ที่เกิดขึ้นของ primer PCT ได้ไม่ชันเจนเนื่องจากคüามเข้มข้นของ primer PCT ที่เลือกใช้ 

เท่ากับ 0.4x ทำใĀ้ปริมาณ Positive template เพิ่มขึ้นได้ เนื่องจากปริมาณ Mx Hotstart PCR 
Mix ที่ลดลง ทำใĀ้ค่า ของ substrate ที่จำเป็นลดน้อยลง อีกทั้งปริมาณ DNA ตั้งต้นของเชื้อลิÿ

ทีเรียมีปริมาณที ่มากกü่า Positive Template ที ่ใÿ่เข้าไปในปฏิกิร ิยา ทำใĀ้ เกิดการแย่ง 

substrate ที่จำเป็น ทำใĀ้ไม่ÿามารถ amplification ในÿ่üนของ Positive Control ได้อย่างที่

คüร คüามเข้มข้นที่ 0.4x (เÿ้นÿีเขียü) ÿามารถมองเĀ็น peak ของ primer PCT ที่เกิดขึ้นได้อย่าง

ชัดเจน คüามÿูงของ peak ของเชื้อลิÿทีเรียมีคüามÿูงพอเĀมาะ คüามเข้มข้นที่ 0.6x (เÿ้นÿีน้ำ

เงิน) peak ของ primer PCT มีคüามÿูงที่ใกล้เคียงกับคüามÿูงของเชื้อลิÿทีเรีย และคüามเข้มข้น

ที่ 0.8x (เÿ้นÿีชมพู) peak ของ primer PCT มีคüามÿูงที่มากกü่าคüามÿูงของเชื้อลิÿทีเรีย และ

ยังพบü่า การเพิ่มĀรือลดปริมาณคüามเข้มข้นของ Mx Hotstart PCR Mix ทำใĀ้เกิดการเลื่อน

ของอุณĀภูมิเนื่องจากปริมาณคüามเข้มข้นของ substrate ต่างๆที่ใÿ่ใน Mx Hotstart PCR Mix 
มีผลทำใĀ้อุณĀภูมิเปลี่ยนแปลงไป จากการทดÿอบแล้üจึงเลือก Mx Hotstart PCR Mix ที่คüาม

เข้มข้นเท่ากับ 0.4x (เÿ้นÿีเขียü) ซึ่งใĀ้ค่าอุณĀภูมิของเชื้อลิÿทีเรียที่ 85°C ซึ่งใกล้เคียงกับค่าที่

คำนüณจาก Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย มากที่ÿุด 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.5 แÿดง PCR master mixture Āลังปรับÿภาüะüิธีทดÿอบแบบ Duplex PCR 
Amplification 

Reagent 1X (µl) Final conc. 

Mx Hot start PCR mix 5 0.4x 

10 µM primer Listeria forward 0.5 200 nM 

10 µM primer Listeria reverse 0.5 200 nM 

10 µM primer PCR positive forward 0.5 200 nM 

10 µM primer PCR positive reverse 0.5 200 nM 

Positive template (105 copy) 1 - 

HRM Dye 1 - 

MilliQ water 11.5 - 

DNA 5 - 

Total 25  

 
ตารางที ่ 4.6 แÿดง Amplification program Āลังปรับÿภาüะüิธีทดÿอบแบบ Duplex PCR 
Amplification 

Process Temperature Time Cycle 

Initial denaturation 95°C 5 min 1 cycle 

Denaturation 95°C 30 sec 

35 cycle Annealing 60°C 30 sec 

Extension 72°C 30 sec 

Final extention 72°C 1 min 1 cycle 

HRM Analysis 70°C to 95°C 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.10 การปรับÿภาüะคüามเข้มข้นของไพรเมอร์ÿำĀรับใช้ในการตรüจ 

Positive control(Primer PCT) 
ĀมายเĀตุ:*ÿีแดง = 100 nM, ÿีเขียü = 200 nM, ÿีน้ำเงิน =300 nM, ÿีชมพู = 400 nM 

 

 
รูปที ่4.11  การปรับÿภาüะคüามเข้มข้นของไพรเมอร์ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย  
ĀมายเĀตุ:*ÿีแดง = 100 nM, ÿีเขียü = 200 nM, ÿีน้ำเงิน =300 nM, ÿีชมพู = 400 nM 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่4.12 การปรับÿภาüะคüามเข้มข้น Mx Hotstart PCR Mix 

ĀมายเĀตุ:*(ÿีแดง = 0.2x, ÿีเขียü = 0.4x, ÿีน้ำเงิน = 0.6x, ÿีชมพู = 0.8x) 
 
     จากการทดÿอบการเปรียบเทียบปริมาตรของÿารต่างๆที่ใÿ่ในปฎิกริยา PCR ทั้ง 3 การ

ทดÿอบ (รูปภาพที่ 4.10-4.12) จึงเลือกใช้คüามเข้มข้นที่เĀมาะÿมในแต่ล่ะการทดÿอบมาใช้ดัง

ตารางที่ 4.5 - 4.6 คือ Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจ positive control ที่คüามเข้มข้นเท่ากับ 

200 nM  Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียคüามเข้มข้นเท่ากับ 200 nM และที่

คüามเข้มข้นของ Mx Hotstart PCR Mix ที ่ใช ้เท่ากับ 0.4x โดยมีปฎิกริยา PCR ดังนี้ Mx 
Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM primer forward 0.5 µL,10 µM primer reverse 0.5 µL, 
10 µM PCR Positive primer forward 1 µL, 10 µM PCR Positive primer reverse 1 µL, 
Positive template (105 copy) 1 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ water 11.5 µL, DNA 5 µL 
รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification program ดังนี้ Initial denaturation 
95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 95°C 30 üินาที Annealing 60°C 30 üินาที Extension 
72°C 30 üินาที 3 ขั้นตอนทำซ้ำ 35 รอบ Final extension 72°C 1 นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน 

Melt peak ที่ 70-95°C มาใช้ในการทดÿอบขั้นถัดไป 
 

4.4 การทดÿอบ Limit of detection 
      จากการทดÿอบ Limit of detection (LOD) ด้üยüิธี Duplex PCR Amplification โดยทำ

การเจือจางเชื้อตัüอย่างที่ได้ทำการบ่มไü้ใน Tryptone Soya Yeast Extract Broth 3 มิลลิลิตร 

ใĀ้เชื้อตั้งต้นเท่ากับ 108 ทำการทดÿอบที่ 105,104,103,102,101 ทำการทดÿอบที่แต่ละคüามเจือ

จางอย่างล่ะ 3 ซ้ำ โดยทำซ้ำกับเชื้อ Listeria 3 ÿปีชีÿ์ ดังนี้ Listeria monocytogenes, Listeria 
innocua และ Listeria seeligeri เริ่มทำการทดÿอบที่ Listeria monocytogenes ด้üยปฎิกริยา 

PCR ดังตารางที ่ 4.5 -4.6 ดังนี ้ Mx Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM primer forward 0.5 
µL,10 µM primer reverse 0.5 µL, 10 µM PCR Positive primer forward 1 µL, 10 µM เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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PCR Positive primer reverse 1 µL, Positive template (105 copy) 1 µL, HRM Dye 1 µL, 
MilliQ water 11.5 µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification 
program ด ังน ี ้  Initial denaturation 95°C 5 นาท ี 1 รอบ Denaturation 95°C 30 ü ินาที 

Annealing 60°C 30 ü ินาที  Extension 72°C 30 ü ินาท ี  3 ข ั ้นตอนทำซ ้ำ 35 รอบ Final 
extension 72°C 1 นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 70-95°C ได้ผลการทดÿอบดังนี้ 
 

 
รูปที่ 4.13 ทดÿอบ LOD ครั้งที่ 1 ด้üยเชื้อ Listeria monocytogenes 

ĀมายเĀตุ:*ÿีชมพู = 105 , ÿีÿ้ม = 104, ÿีเĀลือง = 103, ÿเีขียü = 102, ÿีฟ้า = 101,  
              ÿีน้ำเงิน = Positive Control 
 
จากการทดÿอบ LOD ครั้งที่ 1 (รูปที่ 4.13) พบü่าÿามารถตรüจĀาได้ที่น้อยÿุดคือเชื้อที่ เจือจาง

จนถึง 104 CFU/ml และได้ทำการทดÿอบเพิ่มเติมโดยการเพิ่มจำนüนรอบของการ PCR และ

ตรüจÿอบดูอีกครั ้งü ่าÿามารถตรüจüัดได้ด ีข ึ ้นĀรือไม่ด้üย  ปฎิกริยา PCR ข้างต้น โดยมี 
Amplification program ดังนี้ Initial denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 95°C 

30 üินาที Annealing 60°C 30 üินาที Extension 72°C 30 üินาที 3 ขั ้นตอนทำซ้ำ 40 รอบ 

Final extension 72°C 1 นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 70-95°C 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.14 ทดÿอบ LOD ครั้งที่ 2 เพิ่มจำนüนรอบของการ PCR ด้üยเชื้อ 

 Listeria monocytogenes 
ĀมายเĀตุ:*ÿีชมพู = 105 , ÿีÿ้ม = 104, ÿีเĀลือง = 103, ÿเีขียü = 102, ÿีฟ้า = 101,  
              ÿีน้ำเงิน = Positive Control 
 
การทดÿอบ LOD ครั้งที่ 2 (รูปที่ 4.14) เป็นการเพิ่มจำนüนรอบเพื่อทดÿอบü่าการเพิ่มจำนüน

รอบมีÿ่üนช่üยในการตรüจüัดĀรือไม่ จากการทดÿอบยังคงตรüจüัดได้ที่น้อยÿุดคือเชื้อที่ เจือจาง

จนถึง 104 CFU/ml และได้ทำการเพิ ่มจำนüนรอบของการ PCR และตรüจÿอบดูอีกครั ้งü่า

ÿามารถตรüจüัดได้ดีขึ้นĀรือไม่ด้üย ปฎิกริยา PCR ดังนี้ Mx Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM 
primer forward 0.5 µL,10 µM primer reverse 0.5µL, 10 µM PCR Positive primer 
forward 1 µL, 10 µM PCR Positive primer reverse 1 µL, Positive template (105 copy) 
1 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ water 11.5 µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา 

โดยมี Amplification program ดังนี้ Initial denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 
95°C 30 üินาที Annealing 60°C 30 üินาที Extension 72°C 30 üินาที 3 ขั ้นตอนทำซ้ำ 45 

รอบ Final extension 72°C 1 นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 70-95°C 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.15 ทดÿอบ LOD ครั้งที่ 3 เพิ่มจำนüนรอบของการ PCR ด้üยเชื้อ  

Listeria monocytogenes 
ĀมายเĀตุ:*ÿีชมพู = 105 , ÿีÿ้ม = 104, ÿีเĀลือง = 103, ÿเีขียü = 102, ÿีฟ้า = 101,  
              ÿีน้ำเงิน = Positive Control 
 
จากการทดÿอบ LOD ครั้งที่ 3 (รูปที่ 4.15) ยังคงตรüจüัดได้ที่น้อยÿุดคือเชื้อที่ dilute จนถึง 104 

CFU/ml และเมื่อดูจากคüามÿูงของ peak จะพบü่าเมื่อปริมาณคüามเข้มข้นของ DNA ของเชื้อ

ลิÿทีเรียมีคüามเข้มข้นน้อยลงคüามÿูงของ peak Positive Control จะมีคüามÿูงที่เพิ่มมากขึ้น 

จากการÿังเกต จึงได้ทำการลดเทมเพลตและปริมาณของ Positive Control ลงเพื่อลดการแย่ง 
substrate กัน ระĀü่าง Positive Control และ DNA ของเชื้อลิÿทีเรีย ทำการทดÿอบที่ปฎิกริยา 

PCR ด ั ง น ี ้  Mx Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM primer forward 0.5 µL,10 µM primer 
reverse 0.5 µL, 10 µM PCR Positive primer forward 0.5 µL, 10 µM PCR Positive primer 
reverse 0.5 µL, Positive template (105 copy) 0.5 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ water 11.5 
µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification program ดังนี้ Initial 
denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 95°C 30 üินาที Annealing 60°C 30 üินาที 
Extension 72°C 30 üินาที 3 ขั ้นตอนทำซ้ำ 45 รอบ Final extension 72°C 1 นาที 1 รอบ 

และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 70-95°C ได้ผลดังนี้  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่4.16 ทดÿอบ LOD ครั้งที่ 4 ลดปริมาณของ Positive Control ด้üยเชื้อ Listeria 

monocytogenes  
ĀมายเĀตุ:*ÿีÿ้ม = 104, ÿีเĀลือง = 103, ÿีเขียü = 102, ÿฟ้ีา = 101  
             ÿีน้ำเงิน = Positive Control 
 
จากการทดÿอบ LOD ครั้งที่ 4 (รูปที่ 4.16) ลดเทมเพลตและปริมาณของ Positive Control ลง

เพื่อลดการแย่ง substrate กัน ระĀü่าง Positive Control และ DNA ของเชื้อลิÿทีเรีย ÿามารถ

ตรüจüัดได้ที่น้อยÿุดคือเชื้อที่ dilute จนถึง 103 CFU/ml อีกท้ังที่ 102 CFU/ml (เÿ้นÿีเขียü) ยัง

มีลักþณะของ peak ที่อุณĀภูมิ 85°C จากผลการทดÿอบจึงได้ทำการเปลี่ยนปฏิกิริยาของ PCR 
เ ป ็ น ด ั ง น ี ้  Mx Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM primer forward 0.5 µL,10 µM primer 
reverse 0.5 µL, 10 µM PCR Positive primer forward 0.5 µL, 10 µM PCR Positive primer 
reverse 0.5 µL, Positive template (105 copy) 0.5 µL, HRM Dye 1 µL, MilliQ water 11.5 
µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification program ดังนี้ Initial 
denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 95°C 30 üินาที Annealing 60°C 30 üินาที 
Extension 72°C 30 üินาที 3 ขั ้นตอนทำซ้ำ 45 รอบ Final extension 72°C 1 นาที 1 รอบ 

และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 70-95°C และทำการทดÿอบในขั้นตอนถัดไป ทำการทดÿอบ

ทดÿอบที่ 105,104,103,102,101 ทำการทดÿอบที่แต่ละคüามเจือจางอย่างล่ะ 3 ซ้ำ โดยทำซ้ำกับ

เชื้อ Listeria innocua และ Listeria seeligeri ÿามารถตรüจüัดได้ที่น้อยÿุดคือเชื้อที่ dilute 

จนถึง 103 CFU/ml (เÿ้นÿีเĀลือง) (รูปที่ 4.17-4.18)  
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่4.17 ทดÿอบ LOD ครั้งที่ 5 ด้üยเชื้อ Listeria innocua 

ĀมายเĀตุ:*ÿีชมพู = 105 , ÿีÿ้ม = 104, ÿีเĀลือง = 103, ÿเีขียü = 102, ÿีฟ้า = 101,  
              ÿีน้ำเงิน = Positive Control 

 

 
รูปที ่4.18 ทดÿอบ LOD ครั้งที่ 6 ด้üยเชื้อ Listeria seeligeri 

ĀมายเĀตุ:*ÿีชมพู = 105 , ÿีÿ้ม = 104, ÿีเĀลือง = 103, ÿเีขียü = 102, ÿีฟ้า = 101,  
             ÿีน้ำเงิน = Positive Control 
 
จากการทดÿอบ Limit of detection (LOD) ด้üยüธิี Duplex PCR Amplification โดยทำการ 

dilute เชื้อตัüอย่างที่ได้ทำการบ่มไü้ใน tryptone soy broth 3 มิลลิลิตร ใĀ้เชื้อตั้งต้นเท่ากับ 108 

ทำการทดÿอบที่ 105,104,103,102,101 ทำการทดÿอบที่แต่ละคüามเจือจางอย่างล่ะ 3 ซ้ำ โดย

ทำซ้ำกับเชื้อ Listeria spp. 3 ÿปีชีÿ ์ ÿามารถตรüจüัดได้ที่น้อยÿุดคือเชื้อที่เจือจางจนถึง 103 
CFU/ml (เÿ้นÿีเĀลือง) และจากงานüิจัยของ Moravkova, M., et al. (2017) และ Li, F., et al. 
(2020) ÿามารถตรüจüัดเชื้อลิÿทีเรียได้น้อยทีÿุ่ดคือเชื้อที่คüามเจือจาง 103 CFU/ml ด้üยüิธีการ 

Real-time PCR จึงนำผลที่ได้เป็นตัüกำĀนดค่าต่ำÿุดที่ÿามารถüิเคราะĀ์ได้ของการทดÿอบด้üยüิธี 
Duplex PCR 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.5 การทดÿอบ Validation 
     นำปฎิกริยาของ PCR เป็นดังนี้ Mx Hotstart PCR Mix 5 µL, 10 µM primer forward 0.5 
µL,10 µM primer reverse 0.5 µL, 10 µM PCR Positive primer forward 0.5 µL, 10 µM 
PCR Positive primer reverse 0.5 µL, Positive template (105 copy) 0.5 µL, HRM Dye 1 
µL, MilliQ water 11.5 µL, DNA 5 µL รüมทั้งĀมด 25 µl ต่อ 1 ปฏิกิริยา โดยมี Amplification 
program ดังนี้ Initial denaturation 95°C 5 นาที 1 รอบ Denaturation 95°C 30 üินาท ี

Annealing 60°C 30 üินาที Extension 72°C 30 üินาที 3 ขั้นตอนทำซ้ำ 45 รอบ Final 
extension 72°C 1 นาที 1 รอบ และตั้งการอ่าน Melt peak ที่ 70-95°C มาใช้ในการทดÿอบ 

Validation 
     ทำการประเมิน üิธี Duplex PCR Amplification แบบ Blind test ใช้ตัüอย่างเชื้อ 60 ตัüอย่าง 

จากทั้งĀมด 67 ตัüอย่าง เพ่ือเปรียบเทียบกับüิธีที่เป็น Gold standard (conventional culture 
and biochemical test) โดยใช้üิธี 2x2 table มาใช้ในการคำนüณเพ่ือĀา ค่าspecificity และ 

Sensitivity ของ üิธ ีDuplex PCR  โดยจะตั้งค่า Cut off ไü้ที่ 103 ได้ค่าของ fluorescence Dye 
ประมาณ 50 -d(RFU)/dT นำผลที่ได้มาคำนüณค่า Specificity และ Sensitivity ของüิธี Duplex 
PCR ในการใช้ตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย ที่ใช้ในการทดÿอบ โดยใช้üิธี 2x2 table มาใช้ในการคำนüณ 

ได้ผลการทดÿอบดังรูปที่ 4.19 - 4.20 ได้ผลตารางที่ 4.7 
 
ตารางท่ี 4.7 แÿดงผลการทดÿอบ Validation (Blind test ทั้งĀมด 60 ตัüอย่าง) 

Test Validation 

Gold standard (ISO 11290:2017) 
  + - Total 
+ 33 3 36 
- 0 24 24 

Total 33 27 60 
 

     โดยมีผลบüกจริง (True Positive) เท่ากับ 33 ตัüอย่าง ผลบüกเท็จ (False Positive)  3 ตัüอย่าง 

ผลลบเท็จ (False Negative) 0 ตัüอย่าง และ ผลลบจริง (True Negative) 24 ตัüอย่าง จากนั้นนำไป

คำนüณĀาค่า specificity และ sensitivity จะได้ค่าคüามไüต่อการตรüจ (sensitivity) เท่ากับ 100% 

และได้ค่าคüามจำเพาะ (specificity) ของüิธี Duplex PCR ในการใช้ตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียที่ใช้ในการ

ทดÿอบเท่ากับ 88.89%  และได้ค่าคüามถูกต้องของผลตรüจ (Diagnostic Accuracy) เท่ากับ 95% 

ที่ Cut off ประมาณ 50 -d(RFU)/dT 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.19 ทดÿอบ Validation ครั้งที่ 1 (Blind test ทั้งĀมด 30 ตัüอย่าง) 

 
 

 
รูปที่ 4.20 ทดÿอบ Validation ครั้งที่ 2 (Blind test ทั้งĀมด 30 ตัüอย่าง) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทท่ี 5  

ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  
 

5.1 ÿรุปผลการüิจัย  
 จากการทดÿอบการตรüจĀาเชื้อ Listeria spp. ด้üยüิธีการ Realtime PCR และüิเคราะĀ์ผลแบบ 

High Resolution Melting (HRM) พบü่าÿามารถตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียได้จากüิธีทดÿอบแบบ Single PCR 
Amplification จะพบü่า Primers ÿำĀรับใช้ในการตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรีย มีคüามจำเพาะและÿามารถตรüจüัด

ได้เฉพาะเชื้อลิÿทีเรีย ทั้ง 6 ÿปีชีÿ์ เท่านั้น ดังนั้นจึงนำไพรเมอร์ที่มีคüามจำเพาะกับเชื้อลิÿทีเรีย ไปทดÿอบใน

กระบüนการถัดไปคือการตรüจĀาเชื้อ Listeria spp. ด้üยüิธีทดÿอบแบบ Duplex PCR Amplification โดย

ทำการเพิ่ม Positive Control ซึ่งเป็นตัüคüบคุมในกระบüนการ PCR ที่แÿดงใĀ้เĀ็นชัดü่าปฎิกริยา PCR 
เกิดขึ้นและทำงานได้ปกติในปฎิกริยานั้นๆ ปรับปริมาณของÿารต่างๆในปฎิกริยาและนำไปทดÿอบĀา  Limit 
of detection (LOD) ด้üยüิธี Duplex PCR Amplification ทดÿอบท่ี 105,104,103,102,101 ทำการทดÿอบที่

แต่ละคüามเจือจางอย่างล่ะ 3 ซ้ำ โดยทำซ้ำกับเชื้อ Listeria 3 ÿปีชีÿ์ ÿามารถตรüจüัดได้ที่น้อยÿุดคือเชื้อที่

เจือจางจนถึง 103 CFU/ml จากนั้นนำปฏิกริยาของ PCR ที่ได้มาทำการประเมินการใช้ Duplex PCR กับ

ตัüอย่างจริง 60 ตัüอย่าง แบบ Blind test เทียบผลการทดลองกับüิธี Gold standard (conventional 
culture and biochemical test) ได ้ค ่าคüามไüต ่อการตรüจ  (sensitivity) เท ่าก ับ 100% และได ้ค่า

คüามจำเพาะ (specificity) ของüิธี Duplex PCR ซึ่งตรüจĀาเชื้อลิÿทีเรียที่ใช้ในการทดÿอบเท่ากับ 88.89%  

และได้ค่าคüามถูกต้องของผลตรüจ  (Diagnostic Accuracy) เท่ากับ 95% ที ่ Cut off ประมาณ 50 -

d(RFU)/dT  
 จากผลการทดÿอบทั้งĀมดแÿดงใĀ้เĀ็นถึงคüามÿามารถในการตรüจüัดเชื้อลิÿทีเรียด้üยüิธี Duplex 
PCR ร่üมกับการüิเคราะĀ์ผลแบบ High Resolution Melting (HRM) ซึ่งทำใĀ้ÿามารถแยกเชื้อลิÿทีเรียได้ผ่าน

ค่า Tm (Melting Temperature) ที่มีคüามจำเพาะของดีเอ็นเอเป้าĀมายและ ไพรเมอร์ที่มีคüามจำเพาะต่อดี

เอ็นเอเป้าĀมายเท่านั้น ทำใĀ้ÿามารถจำแนกเชื้อลิÿทีเรียทั้ง 6 ÿปีชีÿ์ แยกจากเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอื่นๆท่ีมักพบ

ได้ในอุตÿาĀกรรมอาĀารได้  
 
5.2 ข้อเÿนอแนะ  
     การตรüจĀาเชื้อ Listeria spp. ด้üยเทคนิค Duplex PCR ร่üมกับการüิเคราะĀ์ผลแบบ High 
Resolution Melting (HRM) เป็นüิธีการที่ช่üยลดระยะเüลาการคัดแยกเชื้อลิÿทีเรีย กับเชื้อชนิดอื่นๆใน

อุตÿาĀกรรมอาĀารได้ ทำใĀ้ÿามารถüิเคราะĀ์และคüบคุมเชื้อจุลินทรีย์ได้อย่างรüดเร็ü ในบริเüณĀรือตัüอย่าง

ที่นำมาทดÿอบ อีกท้ังยังÿามารถต่อยอดในการตรüจด้üยüิธีการ Multiplex PCR ทำใĀ้ÿามารถตรüจüัดเชื้อได้

Āลายชนิดมากยิ่งขึ้น Āรือตรüจüัดÿปีชีÿ์ต่างๆของเชื้อชนิดนั้นๆได้โดยการออกแบบไพรเมอร์ที่เจาะจงยิ่งขึ้น 

อีกทั้งยังช่üยประĀยัดระยะเüลาการตรüจÿอบที่มีการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์Āลายชนิดได้เป็นอย่างดี  ไม่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



34 
 

 

จำเป็นต้องคัดแยกใĀ้เป็นเชื้อ 1 โคโลนีก่อนการทดÿอบ แต่ไพรเมอร์ที่ใช้ต้องมีคüามจำเพาะต่อเชื้อชนิดนั้น

อย่างมากมิฉะนั้นจะทำใĀ้เกิดปัญĀาต่อๆไปได้ Āรือในขั้นตอนที่มีการทดÿอบคüามจำเพาะของไพรเมอร์ใน

ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอร์คüรระมัดระüังอย่างมากในการตรüจÿอบĀากเชื้อที่ นำมาตรüจÿอบมีการ

ปนเปื้อนจะทำใĀ้เกิดปัญĀาได้ในขั้นนี้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ก  
 

1. การเตรียมอาĀารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Yeast Extract Broth (TSYEB) 
อาĀารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Broth     30     กรัม 
Yeast Extract               6     กรัม 
น้ำกลั่น                                          1,000     มิลลิลิตร 
1.1 ชั่งอาĀารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Broth 30 กรัม และชั่ง Yeast Extract 6 กรัม ละลายในน้ำ

กลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
1.2 ฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งคüามดันไอ 121 องýาเซลเซียÿ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที 

2. การเตรียมอาĀารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Yeast Extract Agar (TSYEA) 
 อาĀารเลี้ยงเชื้อ Tryptone Soya Broth      30     กรัม 
 Yeast Extract               6     กรัม 
 Bacteriological agar             15     กรัม 
 น้ำกลั่น                                         1,000     มิลลิลิตร 

1.1 ช ั ่ งอาĀารเล ี ้ยงเช ื ้อ Tryptone Soya Broth 30 กร ัม ช ั ่ ง Yeast Extract 6 กร ัม และชั่ ง 
Bacteriological agar 15 กรัม ละลายในน้ำกลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตรฃ 
1.2 ฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งคüามดันไอ 121 องýาเซลเซียÿ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาท ี
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ภาคผนüก ข  
 

การตรüจüัดปริมาณเซลล์เริ่มต้นของเชื้อลิÿทีเรียที่ใช้ในการทดÿอบ 
 นำเชื้อที่เลี้ยงไü้ใน Tryotone Soya Yeast Extract Broth 24 ชั่üโมง มาทำการเจือจางที่อัตราการ

เจือจาง 10-1 จนถึง 10-7 จากนั้นนำมา spread plate ลงบน Tryotone Soya Yeast Extract Agar นำไปบ่ม

ที่ 37°C เป็นเüลา 48 ชั่üโมง แล้üนับจำนüนโลโลนีเดี่ยü ได้ผลดังตาราง 
 
 ตารางภาคผนüกที่ ข.1 แÿดงค่าการตรüจนับเชื้อลิÿทีเรีย 

 
ĀมายเĀตุ:ที่อัตราการเจือจางที่ 10-1-10-2 มีจำนüนโคโลนีอยู่ติดกันเป็นแผ่น = spr 
            ที่อัตราการเจือจางที่ 10-3 มีจำนüนโคโลนีมากกü่า 300 โคโลนี = TNTC 
 
 ดังนั้นจะพบü่าปริมาณตั้งต้นของเชื้อลิÿทีเรียที่ใช้ในการทดÿอบ เลี้ยงไü้ใน Tryotone Soya Yeast 
Extract Broth 24 ชั่üโมง มีจำนüนเซลล์อยู่ที่ 108 CFU/ml 
 
 
 
 

อัตราการเจือจาง 
จำนüนซ้ำ 

x อัตราการเจือจาง 
จำนüนเซลล์ 

(CFU/ml) 

ซ้ำ 1 ซ้ำ 2 ซ้ำ 3 

10-4 TNTC TNTC 217 217 x 105 2.17 x 107 

10-5 219 42 199 154 x 106 1.54 x 108 

10-6 12 11 15 13 x 107 1.3 x 108 

10-7 3 0 0 1 x 108 1 x 108 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



41 
 

 

ภาคผนüก ค 
ตารางภาคผนüกที่ ค.1 แÿดงตัüอย่างเชื้อที่ใช้ในการทดÿอบ 

No. Bacteria 
1 Listeria ivanovii 
2 Listeria innocua 
3 Listeria monocytogenes 
4 Listeria seeligeri 
5 Listeria welshimeri 
6 Listeria grayi 
7 Salmonella Typhimurium 
8 Salmonella Agona 
9 Salmonella Chester 
10 Salmonella Derby 
11 Salmonella Heidelberg 
12 Salmonella Paratyphi B 
13 Salmonella Saintpaul 
14 Salmonella Schwarzengrund 
15 Salmonella Stanley 
16 Salmonella Virchow 
17 Salmonella Infantis 
18 Salmonella Augustenborg 
19 Salmonella Bareilly 
20 Salmonella Braenderup 
21 Salmonella Livingstone 
22 Salmonella Mbandaka 
23 Salmonella Montevideo 
24 Salmonella Oslo 
25 Salmonella Rissen 
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ตารางภาคผนüกที่ ค.2 แÿดงตัüอย่างเชื้อที่ใช้ในการทดÿอบ 
 

No. Bacteria 
26 Salmonella Singapore 
27 Salmonella Tennessen 
28 Salmonella Thompson 
29 Salmonella Bovismorbificans 
30 Salmonella Newport 
31 Salmonella Hadar 
32 Salmonella Albany 
33 Salmonella Altona 
34 Salmonella Brunei 
35 Salmonella Corvallis 
36 Salmonella Emek 
37 Salmonella Kentucky 
38 Salmonella Manhattan 
39 Salmonella Molade 
40 Salmonella Muenchen 
41 Salmonella Enteritidis 
42 Salmonella Panama 
43 Salmonella Eastbourne 
44 Salmonella Javiana 
45 Salmonella Fresno 
46 Salmonella Amsterdam 
47 Salmonella Anatum 
48 Salmonella Falkensee 
49 Salmonella Give 
50 Salmonella Lexington เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางภาคผนüกที่ ค.3 แÿดงตัüอย่างเชื้อที่ใช้ในการทดÿอบ 
 

No. Bacteria 
51 Salmonella Orion 
52 Salmonella Weltervreden 
53 Salmonella Krefeld 
54 Salmonella Senftenberg 
55 Salmonella Aberdeen 
56 Salmonella Cubana 
57 Salmonella Havana 
58 Salmonella Idikan 
59 Salmonella Kedougou 
60 Salmonella Poona 
61 Salmonella Worthington 
62 Salmonella Hvittingfoss 
63 Salmonella Yoruba 
64 Salmonella Bankok 
65 Aeromonas hydrophila 
66 Escherichia coli 
67 Staphylococcus aureus 

ĀมายเĀตุ: Salmonella spp. ที่ใช้ในการทดÿอบครั้งนี้คือ Salmonella enterica subsp. enterica โดย 
มีจำนüนของซีโรüาร์ทั้งĀมด 58 ซีโรüาร์ ÿามารถเขียนได้ดังนี้ Salmonella serovar Typhimurium Āรือ 

Salmonella Typhimurium Āรือ S. Typhimurium 
 
รüมจำนüนเชื้อตัüอย่างทั้งĀมดที่ใช้ในการทดÿอบครั้งนี้เท่ากับ 67 ตัüอย่าง 
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คำรับรองเลมสหกิจศึกษา 
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 ขาพเจา นางสาวสุภัสภรณ ทองคำ รหัสประจำตัว 63050527 
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เรื่อง 

ชื่อภาษาไทย  การตรวจหาเชื้อ Listeria spp. ดวยเทคนิค Duplex PCR และวิเคราะหผลแบบ High Resolution  

       Melting (HRM) 

ชื่อภาษาอังกฤษ  Detection of Listeria species using Duplex PCR with High Resolution Melting (HRM)  

          Analysis  

ปการศึกษา 2566 

เปนผลงานวิจัยที่มิไดคัดลอกหรือละเมิดลิขสิทธิ์ของผูอื่นและไดผานการตรวจสอบความซ้ำซอนเรียบรอยแลว และได

แนบเอกสารการตรวจสอบการลอกเลียนงานวรรณกรรมที่ตรวจสอบจากเลมโครงงานพิเศษ/ปญหาพิเศษ/สหกิจศึกษา

ฉบับสมบูรณแลว 

โปรแกรมอักขราวิสุทธิ์ 0.00% 

ลงชื่อ............................................ 

     (นางสาวสุภัสภรณ ทองคำ) 

     นักศึกษา 

ขาพเจา รศ.ดร สุพัตรา โพธิ์เอ่ียม อาจารยที่ปรึกษาสหกิจศึกษา ไดตรวจสอบสหกิจศึกษาของนักศึกษาขางตน แลว 

ขอรับรองวาเปนผลงานวิจัยของนักศึกษาจริงและมีเนื้อหาสมบูรณ  จึงลงชื่อไวเปนหลักฐาน 

 

ลงชื่อ............................................... 

(รศ.ดร. สุพัตรา โพธิ์เอ่ียม) 

อาจารยที่ปรึกษา 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




