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การพัฒนาวิธีทดสอบเชื้อ Salmonella spp., Escherichia coli และ Listeria monocytogenes  
ในเนื้อไก่ดิบ ด้วยวิธี Multiplex Direct Real-Time PCR 

พิเชษฐ์ กุมภาว์*  สุภาพร วงศ์ศรีไชย  ณัฐพล บุศยรัตน์ 

บทคัดย่อ 

การศึกษานี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีทดสอบเชื้อ Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 
และ Listeria monocytogenes ด้วยวิธี Multiplex direct real time PCR ในตัวอย่างเนื ้อไก่ดิบโดยไม่ผ่าน
ขั้นตอนการสกัด และเพื่อให้ทราบผลทดสอบเชื้อทั้ง 3 ชนิดพร้อมกันในการทดสอบเพียงครั้งเดียว โดยการศึกษา
ครั้งนี้ ใช้ลำดับเบสของ primer และ probe ที่จำเพาะต่อยีนเป้าหมายของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ผลการศึกษาพบว่า วิธี
ทดสอบที่พัฒนาได้สามารถตรวจพบ DNA ของเชื้อทั้ง 3 ชนิดได้พร้อมกันในการทดสอบเพียงครั้งเดียว โดย
อุณหภูมิที่ primer และ probe จับกับ DNA เป้าหมายที่เหมาะสมที่สุดคือ 60 องศาเซลเซียส ค่า LOD ของวิธี
ทดสอบเท่ากับ 101 copies/reaction เท่ากันทั้ง 3 เชื้อ ค่า Inclusivity เท่ากับ 100% แสดงว่า วิธีทดสอบที่
พัฒนาได้มีความน่าเชื่อถือสูงในการตรวจจับเชื้อเป้าหมายที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม  ค่า Exclusivity 
เท่ากับ 100% แสดงว่า วิธีทดสอบมีความจำเพาะสูง ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื ้อที ่ไม่ใช่เป้าหมาย  ผลการ
เปรียบเทียบผลทดสอบกับวิธีมาตรฐานอ้างอิงพบว่า วิธีที่พัฒนาได้ให้ผลทดสอบสอดคล้องกับวิธีมาตรฐานอ้างอิง
ทั้ง 3 วิธี ค่า Analytical sensitivity และ Analytical specificity ของวิธีทดสอบท่ีพัฒนาได้ เท่ากับ 100% แสดง
ว่า วิธีทดสอบมีความไว สามารถตรวจพบเชื้อทั้ง 3 ชนิดไดโ้ดยไม่มีผลลบปลอม มีความจำเพาะต่อเชื้อเป้าหมายทั้ง 
3 ชนิดและไม่มีผลบวกปลอม ดังนั้น วิธี Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาได้ สามารถนำมาใช้เป็นวิธี
ทางเลือกในการทดสอบเชื้อทั้ง 3 ชนิด ในเนื้อไก่ดิบได้ ซึ่งจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพและความรวดเร็วในการตรวจ
วิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคที่ปนเปื้อนในเนื้อไก่ดิบ ช่วยลดระยะเวลาและขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์เมื่อเทียบกับ
วิธีดั้งเดิมจาก 5-7 วัน เหลือเพียง 1-2 วัน 
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Development of a multiplex direct real-time PCR method for detecting  
Salmonella spp., Escherichia coli and Listeria monocytogenes in raw chicken meat 

Pichet Koompa* Supaporn Wongsrichai Nattaphon Busayarat 

ABSTRACT 

 This study aimed to develop a multiplex direct real-time PCR assay to simultaneously 
detect Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, and Listeria monocytogenes in raw chicken 
samples. This assay was designed to eliminate the need for DNA extraction steps, thus accelerating 
the diagnostic process. Using specific primers and probes targeting the genes of the three 
pathogens, the developed method successfully detected their DNA in a single test, with an 
optimal annealing temperature of 60°C. The limit of detection (LOD) was determined to be 101 
copies/reaction. The assay demonstrated exceptional reliability, with both inclusivity and 
exclusivity values of 100%. This indicates its high reliability in detecting diverse genetic variants of 
target pathogens and its specificity with no cross-reaction with non-target pathogens. Furthermore, 
the developed method's analytical sensitivity and specificity were both 100%, confirming its ability 
to detect all three pathogens without false negative or false positive results. The test results were 
consistent with those from standard reference methods. This multiplex direct real-time PCR 
method serves as a viable and efficient alternative, reducing the analysis time for these foodborne 
pathogens from the traditional 5-7 days to just 1-2 days, thereby significantly increasing the 
efficiency and speed of pathogen detection in raw chicken meat. 
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บทนำ 

ประเทศไทยเป็นผู้ส่งออกเนื้อสัตว์ปีกและผลิตภัณฑ์รายใหญ่ของโลก โดยมีจุดแข็งที่สำคัญคือ มาตรฐาน
การผลิตที่ได้รับการยอมรับในระดับสากล ต้นทุนการผลิตที่แข่งขันได้ และการควบคุมโรคระบาดที่มีประสิทธิภาพ 
โดยประเทศผู้นำเข้าประกอบด้วย ญี่ปุ่น จีน สหภาพยุโรป ประเทศในตะวันออกกลาง สิงคโปร์ ฮ่องกงและเกาหลี
ใต้ ปัจจุบันได้มีการพัฒนาผลิตภัณฑ์ โดยเน้นผลิตภัณฑ์แปรรูปมากขึ้น การพัฒนาบรรจุภัณฑ์ที่ทันสมัย และการ
ผลิตตามความต้องการเฉพาะของแต่ละตลาด แต่อย่างไรก็ตาม การส่งออกในอนาคตยังมีความท้าทายมากขึ้น 
เนื่องจากต้องมกีารแข่งขันกับประเทศคู่แข่งเพ่ิมสูงขึ้น มาตรการกีดกันทางการค้าท่ีไม่ใช่ภาษี ต้นทุนวัตถุดิบอาหาร
สัตว์ที่สูงขึ้น รวมถึงการดำเนินการตามข้อกำหนดด้านคุณภาพความปลอดภัยที่เข้มงวดมากขึ้น ซึ่งประเทศไทย
จะต้องดำเนินการให้เป็นไปตามข้อกำหนดที่เข้มงวดของประเทศคู่ค้า เช่น สหภาพยุโรป ซึ่งได้กำหนดเกณฑ์
มาตรฐานด้านเชื้อจุลินทรีย์ในอาหารไว้โดยเฉพาะ และเทคนิคการตรวจวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคชนิดต่างๆ 
เช่น Salmonella spp., Escherichia coli และ Listeria monocytogenes เป็นต้น (Commission Regulation 
(EC) No 2073, 2005) 

 เชื้อ Salmonella เป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรค Salmonellosis ในมนุษย์ ส่วนใหญ่เกิดจากการ
รับประทานอาหารทีม่ีเชื้อปนเปื้อน ทำให้ติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารและเกิดอาการท้องร่วงคลื่นไส้ (Bogyo et. 
al., 2022) ศ ูนย ์ควบค ุมและป ้องก ันโรค  (The Center for Disease Control and Prevention, CDC) ใน
สหรัฐอเมริกา คาดการณ์ว่ามีรายงานผู้ต ิดเชื ้อประมาณ 1.35 ล้านราย และเสียชีว ิต 420 รายต่อปี โดย 
Salmonella enterica ser. Enteritidis (S. Enteritidis) แ ล ะ  Salmonella enterica ser. Typhimurium 
(S. Typhimurium) ในกลุ่ม Non-Typhoidal Salmonella group (NTS) ก่อให้เกิดอาการกระเพาะและลําไส้
อักเสบ (Mohammad and Saydur, 2024) 

เชื ้อ Escherichia coli เป็นแบคทีเรียที่พบได้ทั่วไปในลำไส้ของมนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น Escherichia 
coli สายพันธุ ์ส ่วนใหญ่ไม่เป็นอันตราย อย่างไรก็ตาม บางสายพันธุ ์ เช่น  Escherichia coli ที ่ผลิตสารพิษ     
(Shiga toxin-producing Escherichia coli, STEC) ส่วนใหญ่สามารถแพร่เชื้อไปยังมนุษย์ผ่านการบริโภคอาหาร
ที่ปนเปื้อน เช่น ผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์บดดิบหรือปรุงไม่สุก นมดิบ ผักดิบและถั่วงอกที่ปนเปื้อน (WHO, 2018) 
STEC ที่พบได้บ่อยที่สุดคือ สายพันธุ์ O157:H7 จัดอยู่ในกลุ่มเชื้อก่อโรคที่ติดต่อทางอาหาร อาการของโรคที่เกิด
จากเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ์นี้มีตั้งแต่ท้องเสียเป็นน้ำหรือเป็นเลือดไปจนถึงภาวะที่ รุนแรงถึงขั้นเสียชีวิต 
เช่น ลำไส้ใหญ่มีเลือดออก กลุ ่มอาการยูรีเมียจากเม็ดเลือดแดงแตกและภาวะเกล็ดเลือดต่ำจากลิ ่มเลือด 
Escherichia coli O157:H7 กลายมาเป็นเชื้อก่อโรคที่ติดต่อทางอาหารที่สำคัญในมนุษย์ ซึ่งก่อให้เกิดการระบาด
ทั่วโลก (Nigatu et al., 2017) แพร่กระจายไปยังเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ผ่านสภาพแวดล้อมที่ไม่ถูก
สุขอนามัย กระบวนการฆ่าที ่ไม่เหมาะสม และการใช้อุปกรณ์ที ่ปนเปื ้อน ส่งผลให้พบการระบาดของเชื้อ 
Escherichia coli O157:H7 ในหลายภูมิภาคของโลก (Raheel et., al 2022)  

การติดเชื้อ Escherichia coli ก่อโรคในสัตว์ปีกหรือ Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) ทำ
ให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจและกระทบต่ออุตสาหกรรมการผลิตไก่เนื้อ การติดเชื้อ APEC มักควบคุมได้ด้วยยา
ปฏิชีวนะ แต่ส่งผลให้เชื้อ Escherichia coli ดื้อยา มีอัตราการแพร่กระจายสูงขึ้น (Christensen et al., 2021)   
มีความกังวลว่าการถ่ายทอดเชื้อ Escherichia coli ดื้อยาผ่านห่วงโซ่อาหาร อาจส่งผลให้เกิดความเสี่ยงต่อการ  
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ติดเชื้อภายนอกลำไส้ (extra-intestinal infection) ในมนุษย์ ที่เกี่ยวข้องกับการถ่ายทอดจากสัตว์สู่คน และเพ่ิม
ความยากลำบากในการรักษาการติดเชื้อในมนุษย์ (Henrik et al., 2021) 

Listeria monocytogenes เป็นสาเหตุของโรค Listeriosis ซึ่งเป็นโรคที่เกิดจากการบริโภคอาหารที่มีเชื้อ
ปนเปื้อน ทำให้เกิดภาวะติดเชื้อในกระแสเลือดและโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ อาการต่างๆ อาจเกิดขึ้นได้หลังจาก
รับประทานอาหารที่ปนเปื้อนเซลล์ 100 ถึง 1,000 เซลล์ (Adeoye and Anthony, 2022) โดยส่วนใหญ่มักพบใน
ผู้สูงอายุ ทารกแรกเกิด สตรีมีครรภ์ และผู้ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง (Mohammad and Saydur, 2024) อาหารที่
ปนเปื้อนเป็นแหล่งสำคัญของการแพร่เชื้อจุลินทรีย์ชนิดนี้ มีรายงานการปนเปื้อนในอาหารต่างๆ เช่น นมดิบและ
หรือนมพาสเจอร์ไรส์ ชีส เนื้อไก่ ปลา และผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์แปรรูป (Henrik et al., 2021) ประเทศผู้นำเข้า 
เช่น สหภาพยุโรป ได้กำหนดเกณฑ์ความปลอดภัยอาหารสำหรับเชื้อ Listeria monocytogenes ในอาหาร  
พร้อมรับประทานตั ้งแต่ปี พ.ศ. 2549 เป็นต้นมา ตามระเบียบคณะกรรมาธิการยุโรปฉบับที ่ 2073/2005 
(Commission Regulation (EC) No 2073/2005) (Antonia et al., 2018)  

การปนเปื้อนเชื้อก่อโรคในเนื้อไก่ดิบยังคงเป็นปัญหาสำคัญด้านความปลอดภัยอาหาร โดยเฉพาะเชื้อ 
Salmonella spp., Escherichia coli และ Listeria monocytogenes (Parisa et al., 2020) สามารถเกิดขึ้น
ตลอดห่วงโซ่การผลิต ตั ้งแต่ฟาร์มเลี ้ยงไก่ โรงฆ่าสัตว์ การขนส่ง จนถึงการจำหน่าย (Chase et al., 2021)       
การบริโภคเนื้อสัตว์ปีกของผู้บริโภคทั้งภายในและต่างประเทศ มักให้ความสำคัญในด้านคุณภาพความปลอดภัย
เป็นลำดับแรก ประเทศคู่ค้าที่นำเข้าเนื้อสัตว์ปีกจากประเทศไทย เช่น สหภาพยุโรป ได้กำหนดมาตรการตรวจสอบ
อย่างเข้มงวดในการควบคุมป้องกันการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ในอาหาร ทั้งในกลุ่ม food safety criteria เช่น 
Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli O157:H7 แ ล ะ  Listeria 
monocytogenes และในกล ุ ่ม  process hygiene criteria เช ่น Salmonella spp. และ Escherichia coli 
(Commission Regulation (EC) No 2073, 2005) ซึ่งประเทศผู้ส่งออกจะต้องสุ่มเก็บตัวอย่างส่งตรวจวิเคราะห์
เฝ้าระวังการปนเปื้อนในทุก lot การผลิต 

ปัจจุบันการตรวจวิเคราะห์เชื ้อจ ุลินทรีย์ทางห้องปฏิบัติการ  ใช้ว ิธีอ้างอิงมาตรฐานแบบดั ้งเดิม 
(conventional method) ที่ได้รับการยอมรับในระดับสากลสำหรับตรวจวิเคราะห์เชื ้อก่อโรคในอาหาร แต่มี
ข้อจำกัดหลายประการ เช่น ใช้เวลานาน (3-7 วัน) ใช้งบประมาณค่อนข้างสูงในการจัดซื้อวัสดุวิทยาศาสตร์ อาหาร
เลี้ยงเชื้อและสารเคมี ใช้บุคลากรจำนวนมากในการปฏิบัติการทดสอบ ต้องอาศัยความชำนาญในการอ่านผลและ
ไม่สามารถตรวจหาเชื้อหลายชนิดพร้อมกันได้ (Gabrielle et al., 2023) และเนื่องจากการปนเปื้อนเชื้อยังคงมี
ผลกระทบที่เป็นอันตรายต่อสุขภาพของประชาชนและเศรษฐกิจอย่างต่อเนื่อง จึงมีความจำเป็นอย่างยิ่งในการ
พัฒนาวิธีการตรวจจับขั้นสูงที่สามารถระบุเชื ้อที่ปนเปื้อนในอาหารได้อย่างถูกต้องและรวดเร็วก่อนที่จะถึงมือ
ผู้บริโภค ในปัจจุบันจึงมีความต้องการใช้วิธีทดสอบที่สามารถรายงานผลได้รวดเร็ว และให้ผลการวิเคราะห์
เทียบเท่าหรือดีกว่าวิธีดั้งเดิม ซึ่งจะส่งผลให้ระบบการตรวจวิเคราะห์เพื่อการควบคุมหรือเฝ้าระวังคุณภาพความ
ปลอดภัยสินค้ามีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น ทำให้การสืบค้นหาสาเหตุของการปนเปื้อนรวดเร็ว และการแก้ไขปัญหา    
ทำได้อย่างทันท่วงที ช่วยลดความเสียหายได้มาก วิธีทางอณูชีววิทยา เช่น เทคนิค Real-time PCR เป็นการ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อจุลินทรีย์เป้าหมาย สามารถตอบสนองความต้องการนี้ได้ โดยนักวิจัยได้พัฒนาวิธี
ดังกล่าวมาอย่างต่อเนื่อง เทคนิค Real-time PCR มีข้อดีคือ มีความรวดเร็วในการตรวจวิเคราะห์ ใช้เวลาในการ
ตรวจว ิเคราะห์ เร ็วกว ่าว ิธ ีด ั ้งเด ิมมาก สามารถรายงานผลได้ภายใน 24-48 ช ั ่วโมง เม ื ่อรวมขั ้นตอน                   

https://eur-lex.europa.eu/eli/reg/2005/2073/2014-06-01
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pre-enrichment ลดระยะเวลาการตรวจยืนยันผลจาก 5-7 วัน เหลือเพียง 1-2 วัน มีความไวและความจำเพาะสูง 
(Artika et al., 2022) สามารถตรวจพบเชื ้อในปริมาณน้อยมาก (10-100 CFU/mL) มีความจำเพาะต่อเชื้อ
เป้าหมายสูง เนื่องจากใช้ยีนจำเพาะในการตรวจหา ลดผลบวกปลอมและผลลบปลอมจากการรบกวนของเชื้ออ่ืน 
ประหยัดเวลาและทรัพยากรในการตรวจวิเคราะห์ ลดขั้นตอนการทำงานและความผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้น ลดความ
เสี่ยงในการสัมผัสเชื้อก่อโรคโดยตรง ลดระยะเวลาในการปฏิบัติงาน และลดการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี   
จึงได้รับการยอมรับและถูกนำมาใช้ในการตรวจวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคที่ปนเปื้อนในอาหารอย่างแพร่หลาย 
แตอ่ย่างไรก็ตาม Real-time PCR ก็มีข้อจำกัดคือ ต้องใช้วิธีการสกัดสารพันธุกรรมก่อนที่จะเข้าสู่กระบวนการเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรม ซึ่งในข้ันตอนการสกัด ต้องมีอุปกรณ์และสารเคมี และต้องอาศัยความชำนาญในการปฏิบัติ 
หากขาดความชำนาญจะส่งผลให้สกัดไม่ได้สารพันธุกรรม หรือเกิดการปนเปื้อนจากขั้นตอนการสกัดได้ ดังนั้น  
หากมีการพัฒนาวิธีทดสอบที่ไม่ต้องผ่านขั้นตอนการสกัด และสามารถทดสอบหลายเชื้อในการทดสอบเพียงครั้ง
เดียวได้ จะส่งผลให้การตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ มีความรวดเร็วมากขึ้นและสะดวกต่อการนำไปใช้ใน
ห้องปฏิบัติการ ซึ่งในปัจจุบันการพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์เชื้อก่อโรคในอาหารมีแนวโน้มมุ่งเน้นไปที่การ
เพิ่มความไวในการตรวจจับ การลดเวลาและขั้นตอนการวิเคราะห์ การพัฒนาวิธีให้ใช้งานง่าย  เหมาะสมกับ
ห้องปฏิบัติการทั่วไปและการใช้งานในภาคสนาม (Chen et al., 2021) 

เทคนิค Multiplex real-time PCR เป็นเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ที่ช่วยให้สามารถตรวจหาเชื้อหลาย
ชนิดในปฏิกิริยาเดียว ลดเวลาและค่าใช้จ่าย (Zhang et al., 2022) แต่ก็มีความท้าทายหลายประการ เช่น การ
ออกแบบ primer และ probe ที่มีความจำเพาะและทำงานร่วมกันได้ดี การจัดการกับสารยับยั้งปฏิกิริยา PCR ใน
ตัวอย่างอาหาร การปรับสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการเพิ่มปริมาณ DNA ของเชื้อทุกชนิด และการพัฒนาวิธีสกัด 
DNA ที่มปีระสิทธิภาพ (Huseyin et al., 2022) เทคนิค Multiplex direct real-time PCR เป็นวิธีตรวจวิเคราะห์
ที่รวมเอาเทคโนโลยี 3 อย่างเข้าด้วยกัน ดังนี้ 1) Multiplex PCR เป็นเทคนิคที่สามารถตรวจหาเชื้อหลายชนิดใน
หลอดเดียวกัน ใช้ primer หลายคู่ที่จำเพาะต่อยีนเป้าหมายของเชื้อแต่ละชนิด ใช้ probe ที่ติดฉลากด้วยสาร  
เรืองแสงต่างสีกัน เพื่อแยกแยะสัญญาณจากเชื้อแต่ละชนิด 2) Direct PCR เป็นวิธีการใหม่ที่ช่วยลดขั้นตอนการ
เตรียมตัวอย่าง ทดสอบ PCR โดยตรงจากตัวอย่างทีผ่่านขั้นตอนการเพ่ิมจำนวนเชื้อ (enrichment) มีรายงานการ
ใช้วิธี direct PCR ในการตรวจเชื้อ Salmonella enterica ในตัวอย่างอาหารพบว่า สามารถตรวจพบเชื้อในระดับ
ต่ำประมาณ 2 CFU/mL (Aaydha et al., 2018) ช่วยลดเวลาในการวิเคราะห์ลงอย่างมาก จากหลายวันเหลือ
เพียงไม่กี ่ชั ่วโมง ต้องใช้วิธีสกัด DNA ที่มีประสิทธิภาพสูงและกำจัดสารรบกวนได้ดี และ 3) Real-time PCR 
ติดตามการเพิ่มจำนวน DNA เป้าหมายได้แบบทันที (real-time) วัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เพิ่มขึ้นตามจำนวน 
DNA สามารถระบุปริมาณเชื้อเริ ่มต้นได้โดยเทียบกับ standard curve ข้อดีของ Multiplex direct real-time 
PCR คือ รวดเร็ว (ใช้เวลาประมาณ 2-4 ชั่วโมง) ตรวจหาเชื้อได้หลายชนิดพร้อมกัน มีความไวและความจำเพาะสูง 
ให้ผลเชิงปริมาณได้ และลดการปนเปื้อนเนื่องจากเป็นระบบปิด 

การเลือก primer และ probe สำหรับใช้พัฒนาวิธีทดสอบ Multiplex direct Real-Time PCR จะต้องมี
ความจำเพาะต่อยีนเป้าหมายของเชื้อที่ต้องการตรวจและต้องทำงานร่วมกันได้ดี จากการศึกษาของ Cheng et al., 
(2015 )  ได้ ออกแบบ  primer sequence ประกอบด ้ ว ย  forward primer ท ี ่ ม ี ล ำด ั บ  sequence คื อ                     
5 '-AACGTGTTTCCGTGCGTAAT-3', reverse primer ท ี ่ ม ีลำด ับ sequence ค ือ5 '-TCCATCAAATTAGCGG 
AGGC-3' และ probe ที่มีลำดับ sequence คือ 5'-FAM-TGGAAGCGCTCGCATTGTG G-BHQ-3' ที่จำเพาะต่อ
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ยีนเป ้าหมายของเชื ้อ Salmonella spp. ทดสอบด้วยเทคนิค Real-Time PCR ในตัวอย ่างอาหารพบว่า 
sensitivity และ specificity ของวิธีทดสอบเท่ากับ 100% จากการศึกษาของ Li et al., (2017) ได้ศึกษา primer
และ probe ที่จำเพาะต่อยีนเป้าหมาย Z3276 ของ Escherichia coli O157:H7 (อ้างอิงจาก Li and Chen, 
2012) forward primer ที่มีลำดับ sequence คือ 5'-TATTCCGCGATGCTTGTTTTT-3', reverse primer ที่มี
ลำด ับ  sequence ค ือ  5 '-ATTATCTCA CCAGCAAACTGGCGG-3' และ probe ท ี ่ ม ี ลำด ับ  sequence คือ          
5 '-FAM-CCCGCAAATCTTTCCMGBNFQ-3' ที ่จำเพาะต่อยีนเป้าหมาย stx1 และ stx2 ทดสอบด้วยเทคนิค 
Multiplex Real-Time PCR ผลการศึกษาพบว่า primer และ probe ที่จำเพาะต่อยีนเป้าหมาย Z3276 สามารถ
ตรวจจับ DNA ของเชื้อ Escherichia coli O157:H7 จำนวน 135 สายพันธุ์ได้ 100% และแยกแบคทีเรียที่ไม่ใช่
กลุ่มเป้าหมายจำนวน 32 สายพันธุ์ได้ 100% และ Chen et al., (2017) ได้รวบรวม primer และ probe ที่ใช้
ตรวจวิเคราะห์เชื ้อ Listeria monocytogenes ด้วยเทคนิค PCR จากผลการศึกษาหลายฉบับพบว่า primer 
sequence ประกอบด ้วย  forward primer ท ี ่ ม ีลำด ับ sequence ค ือ 5'-TGCAAGTCCTAAGACGCCA-3', 
reverse primer ท ี ่ ม ี ล ำด ั บ  sequence ค ื อ  5'-ATCCGCGTGTTTCTTTTCGA-3' และ  probe ท ี ่ ม ี ล ำดั บ 
sequence คือ 5'-TEXRED-CGCCTGCAAGTCCTAAGACGCCA-BHQ2-3' (อ้างอิงจาก Nogva et al., 2000) ที่
จำเพาะต่อยีนเป้าหมายของเชื้อ Listeria monocytogenes ทดสอบด้วยวิธี Real-Time PCR ได้ค่า specificity 
และ exclusive ของวิธีทดสอบเท่ากับ 100% นอกจากนี้ อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในแต่ละข้ันตอนของการทำ
ปฏิกิริยา PCR ก็มีความสำคัญต่อประสิทธิภาพการทดสอบ โดยเฉพาะช่วงอุณหภูมิที่ primer จะจับกับสาย DNA 
เป้าหมาย (Annealing temperature) มีความสำคัญอย่างยิ่ง ต้องเฉพาะเจาะจงเพ่ือให้ primer จับกับ DNA ของ
เชื้อเป้าหมายแต่ละเชื้อได้อย่างมีประสิทธิภาพ และจำนวนรอบการทำปฏิกิริยาต้องมากพอที่จะตรวจพบเชื้อที่มี
ปริมาณน้อย แต่ไม่มากเกินไปจนเกิดสัญญาณรบกวน 

จากคุณลักษณะและข้อดีของเทคนิค Multiplex direct real-time PCR กลุ่มตรวจสอบคุณภาพเนื้อสตัว์
และผลผลิตจากสัตว์ จึงมีความประสงค์ที่จะพัฒนาวิธีทดสอบเชื้อ Salmonella spp., Escherichia coli และ 
Listeria monocytogenes ในเนื้อไก่ดิบ ด้วยวิธี Multiplex direct real-time PCR เพ่ือนำมาใช้เป็นวิธีทางเลือก
ในการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคทั้ง 3 ชนิด ซึ่งเป็นการนำเทคนิคชีวโมเลกุลมาพัฒนา
ศักยภาพด้านการตรวจวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ของห้องปฏิบัติการ วิธี Multiplex direct real-time PCR จะทำให้
สามารถบริหารจัดการควบคุมการปนเปื้อนได้รวดเร็วยิ่งขึ้น การพัฒนาวิธีตรวจที่มีความไวสูง รวดเร็ว และจำเพาะ
เจาะจง จะช่วยเพิ่มความปลอดภัยในห่วงโซ่อาหาร ลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคอาหารเป็นพิษ และสนับสนุน
มาตรฐานการผลิตอาหารที่มีคุณภาพ ส่งเสริมการส่งออกสินค้าปศุสัตว์ และสร้างความเชื่อมั่นให้กับผู้บริโภคทั้ง
ภายในและต่างประเทศ 
 การศึกษานี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีทดสอบเชื้อ Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 
และ Listeria monocytogenes โดยตรงในตัวอย่างเนื้อไก่ดิบโดยไม่ต้องผ่านขั้นตอนการสกัด และเพื่อให้ทราบ
ผลทดสอบของทั้ง 3 เชื้อพร้อมกันในการทดสอบเพียงครั้งเดียว ด้วยวิธี Multiplex direct real-time PCR 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

1.  เครื่องมือและอุปกรณ์   

1.1  เครื่องมือหลัก 
เคร ื ่อง Real-time PCR ย ี ่ห ้อ Roche ร ุ ่น LightCycler480 Spectrophotometer สำหรับ     

วัดความเข้มข้น DNA ตู ้ปลอดเชื ้อ (Biosafety cabinet class II) ตู ้ Lamina air flow Centrifuge 
แบบตั ้งโต ๊ะ Microcentrifuge Vortex mixer pH meter Microwave Stomacher Water batch 
Hot air oven Autoclave ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) ตู้เย็น 4°C ตู้แช่แข็ง -20°C และ -80°C เครื่องชั่ง
ทศน ิยม 2 และ 4 ตำแหน่ง Micropipette (ขนาด 0.5-10 µL, 10-100 µL, 100-1000 µL) 
Multichannel pipette และ Spin down 

1.2  อุปกรณ์เครื่องแก้ว 
บีกเกอร์ขนาดต่างๆ กระบอกตวง ขวดรูปชมพู่ หลอดทดลอง แท่งแก้วคนสาร ขวดดูแรน และ

จานเพาะเชื้อ 
1.3  อุปกรณ์พลาสติก 

PCR tubes 0.2 mL, Microcentrifuge tubes 1.5 mL, Pipette tips (filter tips), Stomacher 
bags, Petri dishes, Micro well plates, Cryogenic tubes, Inoculating loops และ  Sample 
containers 

1.4  วัสดุสิ้นเปลือง 
PCR master mix น้ำยาสำหรับการทดสอบ Multiplex direct real-time PCR และอุปกรณ์

อ ื ่ นๆ  น ้ ำยา  KAPA PROBE FORCE qPCR Master Mix สำหร ับการทดสอบ Multiplex direct      
real-time PCR, Primer/Probe 

อาหารเล ี ้ยงเช ื ้อ Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) และ Brilliant Green Agar 
(modified) สำหรับ Salmonella spp. อาหารเลี้ยงเชื้อ Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) with 
BCIG และ  Cephalexin-Tellurite Sorbitol MacConkey agar (CT-SMAC) สำหร ับ Escherichia 
coli O157:H7 อาหารเล ี ้ยงเช ื ้อ Half FRASER Broth, Fraser Listeria Selective Supplement, 
Agar Listeria acc. to Ottaviani and Agosti (ALOA) แ ล ะ  Polymyxin Acriflavine Lithium 
Chloride Ceftazidime Aesculin Mannitol (PALCAM) สำหรับ Listeria monocytogenes 

สารเคมีสำหรับเตรียมบัฟเฟอร์ น้ำกลั ่นปลอดเชื ้อ  Internal amplification control น้ำยา     
ฆ่าเชื้อและกระดาษทำความสะอาด 

2.  เชื้อมาตรฐานอ้างอิง  

2.1  เช ื ้ อมาตรฐานอ ้างอ ิ ง  Salmonella spp. ได ้แก ่  Salmonella enterica ser. Enteritidis ATCC 
13076, Salmonella enterica ser. Typhimurium ATCC 14028, Salmonella bongori ATCC 
43975, Salmonella enterica subsp. arizonae ATCC 13314, Salmonella enterica subsp. 
diarizonae ATCC 12325, Salmonella enterica ser. Enteritidis ATCC 49223, Salmonella 
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enterica ser. Typhimurium ATCC 29629, Salmonella Paratyphi A ATCC 9150, Salmonella 
Paratyphi B ATCC 8759 และ Salmonella Pullorum ATCC 13036 

2.2 เชื้อมาตรฐานอ้างอิง Escherichia coli O157:H7 ได้แก่ Escherichia coli O157:H7 DMST 12743 
2.3 เชื ้อมาตรฐานอ้างอิง Listeria monocytogenes ได้แก่ Listeria monocytogenes NCTC 11994, 

Listeria monocytogenes DMST 17303, Listeria monocytogenes DMST 20093, Listeria 
monocytogenes DMST 20423 และ Listeria monocytogenes DMST 20425  

3.  ตัวอย่างที่ใช้ศึกษา 

ตัวอย่างเนื้อไก่ดิบที่ส่งตรวจวิเคราะห์ ณ ห้องปฏิบัติการ งานสุขศาสตร์และจุลชีววิทยา กลุ่มตรวจสอบ
คุณภาพเนื้อสัตว์และผลผลิตจากสัตว์ ที่ให้ผลทดสอบไม่พบเชื้อ Salmonella spp., จำนวน 10 ตัวอย่าง     
Escherichia coli O157:H7 จำนวน 1 ตัวอย่าง Listeria monocytogenes จำนวน 5 ตัวอย่าง และตัวอย่าง
เนื้อไก่ดิบที่ไม่ทราบผลวิเคราะห์ (unknown sample) จำนวน 60 ตัวอย่าง (เชื้อ Salmonella spp. ทดสอบ
ตามวิธีมาตรฐาน ISO6579-1 (2017) /Amd.1 : 2020 เชื้อ Escherichia coli O157:H7 ทดสอบตามวิธี
มาตรฐาน ISO 16654 (2001) และเชื้อ Listeria monocytogenes ทดสอบตามวิธีมาตรฐาน ISO11290-1)  

4.  วิธีการศึกษา 

4.1  การพัฒนาวิธีทดสอบ 
4.1.1  ชุด primer และ probe ที่ใช้ในการศึกษา 

การศึกษาครั้งนี ้ ใช้ลำดับเบสของ primer และ probe ของนักวิจัยที่ได้ออกแบบและ
ทดสอบไว ้แล ้ว สำหร ับการทดสอบเช ื ้อ Salmonella spp. อ ้างอ ิงตามการศ ึกษาของ        
Cheng   et al., (2015), Escherichia coli O157:H7 ตามการศึกษาของ Li et al., (2017) 
และ Listeria monocytogenes ตามการศ ึกษาของ Chen et al., (2017) (ตารางท ี ่  1) 
เนื่องจากลำดับเบสมีความจำเพาะสูง ค่า sensitivity, specificity, inclusivity และ exclusivity 
เท่ากับ 100% 

ตารางที่ 1  ลำดับเบสของ primer และ probe สำหรับทดสอบสารพันธุกรรมของเชื้อ Salmonella spp. 
Escherichia coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes 

Microorganisms   Primer/Probe The sequence of genetic material 5'-3' อ้างอิง 
 Salmonella spp.   Sal forward primer  AACGTGTTTCCGTGCGTAAT  Cheng et 
    Sal reverse primer  TCCATCAAATTAGCGGAGGC  al., (2015) 
    Sal probe   FAM-TGGAAGCGCTCGCATTGTGG-BHQ1  
Escherichia coli 
O157:H7 

  Z3276 forward primer  TATTCCGCGATGCTTGTTTTT  Li et al., 
  Z3276 reverse primer    ATTATCTCACCAGCAAACTGGCGG (2017) 

    Z3276 probe    HEX-CCCGCAAATCTTTCC-BHQ1  

Listeria 
monocytogenes  

   L. mono forward primer   TGCAAGTCCTAAGACGCCA Chen et al., 
   L. mono reverse primer   ATCCGCGTGTTTCTTTTCGA (2017) 
   L. mono Probe   TEXRED-CGCCTGCAAGTCCTAAGACGCCA-BHQ2  
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4.1.2 การต ิดฉลากส ี probe ของเช ื ้อ Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 และเชื้อ 

Listeria monocytogenes เพ่ือทำ Multiplex probe 
probe สำหรับการศึกษาคร ั ้งนี้  ม ีความจำเพาะต่อเช ื ้อ Salmonella spp., E. coli 

O157:H7 และ Listeria monocytogenes โดย probe สำหรับตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ
ทั้ง 3 ชนิด ที่ตำแหน่ง 5’ region จะถูกติดด้วยฉลากสี FAM, HEX และ TEXRED ตามลำดับ 
เพื ่อใช้เป็น Multiplex probe สำหรับการตรวจหาสารพันธุกรรมด้วยวิธี Multiplex direct 
real-time PCR  

4.1.3 ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการตรวจวิเคราะห์เชื้อ Salmonella spp., Escherichia 
coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes ด้วยวิธี Multiplex direct real time PCR 

ดำเนินการทดสอบหาสภาวะที ่เหมาะสมสำหรับการตรวจวิเคราะห์ด ้วยวิธี Direct      
real-time PCR (ทดสอบแบบ single plex) ก่อน โดยแยกทั้ง 3 ชุด primer และ probe ที่
จ ำ เ พ า ะ ต ่ อ เ ช ื ้ อ  Salmonella spp., Escherichia coli O1 5 7 : H7  แ ล ะ  Listeria 
monocytogenes นำมาทดสอบกับเชื ้อมาตรฐานอ้างอิง Salmonella ser. Typhimurium 
ATCC 14028, Escherichia coli O157:H7 DMST 12743 และ Listeria monocytogenes 
NCTC 11994 ตามลำดับ ในสภาวะ annealing temperature ที่แตกต่างกัน 6 ระดับอุณหภูมิ 
คือ 57, 58, 59, 60, 61 และ 62 องศาเซลเซียส โดยใช้ปริมาตรของชุดน้ำยาทดสอบปฏิกิริยา 
Real-time PCR ยี่ห้อ KAPA PROBE FORCE qPCR Master Mix (ตารางที่ 2)  

ตารางที่ 2 ชุดน้ำยาทดสอบและปริมาตรสำหรับการทดสอบปฏิกิริยาด้วยวิธี direct real-time 
PCR 

Test reagent set Volume (µL) 
KAPA PROBE FORCE qPCR Master Mix (2X) 10 
Forward primer (10 µM) 0.4 
Reverse primer (10 µM) 0.4 
Probe (10 µM) 0.4 
Nuclease free Water  6.8 
DNA Template 2 

Total 20 
กำหนดสภาวะที่ใช้ทดสอบปฏิกิริยาด้วยวิธี direct real-time PCR ได้แก่ อุณหภูมิและ

ระยะเวลาในการทดสอบปฏิกิริยา PCR แต่ละรอบ (ตารางที่ 3) ทดสอบด้วยเครื่อง Real-time 
PCR แล้วประเมินสภาวะที่เหมาะสมของแต่ละชุด primer และ probe ที่ให้ผลการทดสอบดี
ที่สุด 
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ตารางที่ 3 สภาวะที่ใช้ทดสอบปฏิกิริยาด้วยวิธี direct real-time PCR  

Step No. of cycles Temperature Time 
Pre-denaturation 1 95ºC 10 minutes 
Amplification 40 95ºC 15 Seconds 

57-62ºC 45 Seconds 
Cooling 1 40ºC 30 Seconds 

 

หลังจากนั ้น ดำเน ินการตรวจว ิเคราะห์ เช ื ้อ Salmonella spp., Escherichia coli 
O157:H7 และ Listeria monocytogenes ด้วยวิธี Multiplex direct real time PCR (ทดสอบ
แบบ Multiplex) โดยใช้ primer และ probe แบบรวมทั้ง 3 ชุด ที่จำเพาะต่อเชื้อทั้ง 3 ชนิด    
ที่พัฒนาขึ้นใหม่ ด้วยเครื่อง Real-time PCR โดยทดสอบกับเชื้อมาตรฐานอ้างอิง Salmonella 
ser. Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli O157:H7 DMST 12743 และ Listeria 
monocytogenes NCTC 11994 ตามลำดับ โดยอาจปรับปริมาตรของชุดน้ำยาทดสอบปฏิกิริยา 
Real-time PCR ให้มีความเหมาะสม และกำหนดสภาวะที่ใช้ทดสอบปฏิกิริยาด้วยวิธี Multiplex 
direct real-time PCR เช่นเดียวกับสภาวะที่ใช้ทดสอบแบบ single plex (ตารางท่ี 3) โดยเลือก 
annealing temperature ที่เหมาะสมที่สุด ตามผลที่ได้จากการทดสอบข้างต้น (ทดสอบแบบ 
single plex) แล้วนำมาประเมินผลทดสอบท่ีได้เมื่อทำร่วมกันแบบ Multiplex direct real time 
PCR 

4.2  การประ เม ิ นประส ิทธ ิ ภ าพของว ิ ธี ทดสอบ  Multiplex direct real time PCR ท ี ่ พ ัฒนา ได้  
(Performance evaluation of detection) 
4.2.1 ทดสอบหาปริมาณเชื ้อจ ุล ินทร ีย ์ต ่ำส ุดของว ิธีทดสอบ Multiplex direct real time PCR          

ทีส่ามารถตรวจพบได้ (Limit of detection, LOD) โดยดำเนินการ ดังนี้ 
1)  น ำ ต ั ว อ ย ่ า ง เ ช ื ้ อ ม า ต ร ฐ า น อ ้ า ง อ ิ ง  3 ช น ิ ด  ไ ด ้ แ ก ่  Salmonella  ser. 

Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli O1 5 7 : H7  DMST 12743  
และ Listeria monocytogenes  NCTC 11994  มาทำการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลวที่เหมาะสมตามวิธี มาตรฐานของแต่ละเชื้อ หาปริมาณเชื้อมาตรฐานอ้างอิงด้วยวิธี 
plate count หลังจากนั้น เตรียมตัวอย่างเชื้อมาตรฐานอ้างอิงทั้ง 3 ชนิด ในระดับความ
เข้มข้น 105, 104, 103, 102, 101, 100 และ 10-1 copies/reaction ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
ที่ใช้สำหรับเลี้ยงเชื้อดังกล่าว 

2)  ทดสอบเชื้อมาตรฐานอ้างอิงทั้ง 3 ชนิดในแต่ละความเข้มข้น ด้วยวิธีทดสอบ Multiplex 
direct real time PCR ที่พัฒนาได้ โดยทดสอบซ้ำอย่างน้อย 3 ซ้ำ (replicates) บันทึกค่า 
Quantification cycle (Cq) ของแต่ละความเข้มข้น 

3)  หาค่า LOD โดยพิจารณาจากระดับความเข้มข้นต่ำที่สุดที่สามารถตรวจพบสารพันธุกรรม
ของเชื้อได้จากการทดสอบซ้ำทั้ง 3 ซ้ำตามข้อ 2) 

4)  ทดสอบยืนยันค่า LOD โดยทดสอบซ้ำที่ระดับความเข้มข้นที่คาดว่าจะเป็นค่า LOD จำนวน 
30 ซ้ำ เพ่ือยืนยันว่าวิธีทดสอบสามารถตรวจพบเชื้อได้ 100% ของการทดสอบทั้งหมด 
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4.2.2  คำนวณหาค่า Inclusivity และ Exclusivity ของวิธีทดสอบ Multiplex direct real time PCR 
ที่พัฒนาได ้

ทดสอบความสามารถของวิธ ีทดสอบ Multiplex direct real time PCR ที ่พัฒนาได้     
ในการตรวจพบเชื้อเป้าหมายที่เป็นเชื้อบริสุทธิ ์จำนวนหลายๆ สายพันธุ์ (Inclusivity) (เชื้อ
เป้าหมายประกอบด้วย Salmonella spp. จำนวน 10 สายพันธุ์ Escherichia coli O157:H7 
จำนวน 1 สายพันธุ์ และ Listeria monocytogenes จำนวน 5 สายพันธุ์) และทดสอบวิธีที่
พัฒนาได้กับเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมายที่เป็นเชื้อบริสุทธิ์จำนวนหลายๆ สายพันธุ์ (Exclusivity) (เชื้อที่
ไม่ใช่เป้าหมายสำหรับทดสอบ Salmonella spp. จำนวน 14 สายพันธุ ์ Escherichia coli 
O157:H7 จำนวน 23 สายพันธุ์ และ Listeria monocytogenes จำนวน 19 สายพันธุ์) โดย
ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเชื้อมาตรฐานอ้างอิงสายพันธุ์ต่างๆ (ภาคผนวก 1) 

การทดสอบหาค่า Inclusivity เชื้อเป้าหมาย คือ Salmonella spp., Escherichia coli 
O157:H7 และ Listeria monocytogenes ซ่ึง probe ที่จำเพาะต่อเชื้อแต่ละเชื้อจะถูกติดฉลาก
สี FAM, HEX และ TEXRED ตามลำดับ ส่วนเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมายคือ เชื้อบริสุทธิ์สายพันธุ์อื่นๆ 
จะใช้สำหรับทดสอบหาค่า Exclusivity ตามสูตรการคำนวณ ดังนี้  
Inclusivity = (จำนวนสายพันธุ ์เป้าหมายที่ตรวจพบได้อย่างถูกต้อง/จำนวนสายพันธุ์

เป้าหมายทั้งหมดที่ทดสอบ) × 100% 
Exclusivity = (จำนวนสายพันธุ์ที่ไม่ใช่เป้าหมายที่ให้ผลลบถูกต้อง/จำนวนสายพันธุ์ที ่ไม่ใช่

เป้าหมายทั้งหมดที่ทดสอบ) × 100% 
4.3  การทดสอบเปรียบเทียบวิธีทดสอบ Multiplex direct real time PCR ที่พัฒนาได้กับวิธีมาตรฐาน    

ในตัวอย่างเชื้อมาตรฐานอ้างอิง เนื้อไก่ดิบที่เติมเชื้อมาตรฐานอ้างอิง และตัวอย่างเนื้อไก่ดิบ unknown 
sample ที่อยู่ใน enrichment media และบ่มเชื้อตามวิธีมาตรฐาน 
4.3.1 การเตรียมตัวอย่างเชื ้อมาตรฐานอ้างอิง เริ ่มเตรียมจาก Reference stock, เตรียม stock 

culture, working culture และ starter culture เจือจางเชื ้อให้ได้ความเข้มข้นที ่เหมาะสม 
(serial dilution) ตรวจสอบความเข้มข้นของเชื้อ ทดสอบยืนยันเชื้อ เก็บรักษา และเตรียมพร้อม
ใช้ที่อุณหภูมิ 2-8°C 

4.3.2  กลุ่มตัวอย่างทดสอบ 
แบ่งกลุ่มตัวอย่างทดสอบเป็น 9 กลุ่ม ประกอบด้วย  
1) กลุ่มที่ 1, 2 และ 3 ตัวอย่างเชื้อมาตรฐานอ้างอิง Salmonella spp. (จำนวน 10    

สายพ ันธุ์ )  Escherichia coli O157:H7 ( จ ำนวน  1  สายพ ันธุ์ )  และ Listeria 
monocytogenes (จำนวน 5 สายพันธุ์) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Enrichment media 
ตามลำดับ 

2)  กลุ่มท่ี 4 ตัวอย่างเนื้อไก่ดิบไม่เติมเชื้อมาตรฐานอ้างอิง (ตัวอย่างควบคุม) 
3)  กลุ่มที่ 5, 6 และ 7 ตัวอย่างเนื้อไก่ดิบที่เติมเชื้อมาตรฐานอ้างอิง Salmonella spp. 

(จำนวน 10 สายพันธุ์ ), Escherichia coli O157:H7 (จำนวน 1 สายพันธุ์ ) และ 
Listeria monocytogenes (จำนวน 5 สายพันธุ์) ตามลำดับ 
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4) กลุ่มที่ 8 ตัวอย่างเนื้อไก่ดิบที่เติมเชื้อมาตรฐานอ้างอิง 3 สายพันธุ์ ประกอบด้วย 
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli O157:H7 DMST 
12743 และ Listeria monocytogenes NCTC 11994 

5) กลุ่มท่ี 9 ตัวอย่างเนื้อไก่ดิบ (unknown sample) 60 ตัวอย่าง 
4.3.3 การทดสอบตัวอย่าง  

ตัวอย่างทั้ง 9 กลุ่มตามข้อ 4.3.2 นำมาทดสอบด้วยวิธี Multiplex direct real-time PCR 
ที่พัฒนาได้ เปรียบเทียบกับวิธีทดสอบมาตรฐานอ้างอิง โดยตัวอย่างที่เติมเชื้อ Salmonella spp. 
ทดสอบตามวิธีมาตรฐาน ISO6579-1 (2017) /Amd.1 : 2020 ตัวอย่างที่เติมเชื้อ Escherichia 
coli O157:H7 ทดสอบตามว ิธีมาตรฐาน ISO 16654 (2001) ต ัวอย ่างที่ เต ิมเชื้อ Listeria 
monocytogenes ทดสอบตามวิธีมาตรฐาน ISO11290-1 และสำหรับตัวอย่างที่เติมเชื้อทั้ง 3 
ชนิด (ตัวอย่างกลุ่มที่ 8) ทดสอบด้วยวิธีมาตรฐานทั้ง 3 วิธี และตัวอย่าง unknown sample 
(ตัวอย่างกลุ่มที่ 9) ทดสอบทั้ง 3 วิธี เปรียบเทียบผลทดสอบระหว่างวิธีทดสอบ Multiplex 
direct real-time PCR ที่พัฒนาได้กับวิธีมาตรฐานอ้างอิง  

4.4  การคำนวณหาค่าความไว (Analytical sensitivity) และความจำเพาะ (Analytical specificity) ของ
วิธีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาได้ 

นำผลทดสอบตัวอย่างด้วยวิธี Multiplex direct real-time PCR และผลทดสอบตัวอย่างด้วยวิธี
มาตรฐานอ้างอิงในข้อ 4.3.3 มาคำนวณหาค่า sensitivity และ specificity ตามสูตรคำนวณ ดังนี้  

Sensitivity, SS (True Positive Rate, TP) = [tp / (tp + fn)] x 100%  
   tp คือ จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกจริง 

fn คือ จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลลบปลอม 
Specificity, SP (True Negative Rate, TN) = [tn / (tn + fp)] x 100% 

tn คือ จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลลบจริง 
fp คือ จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกปลอม 

ผลการทดลองและวิจารณ ์

1. ผลการพัฒนาวิธีทดสอบ 
1.1  ผลทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสม 

ผลทดสอบหาสภาวะท ี ่ เหมาะสมสำหร ับการตรวจว ิ เคราะห์ เช ื ้อ Salmonella spp.,  
Escherichia coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes ด้วยวิธี Direct real-time PCR (ทดสอบ
แบบ single plex) พบว่า Annealing temperature ที่ให้ผลการทดสอบดีที่สุดของทั้ง 3 เชื้อ คือ 60 
องศาเซลเซียส โดยให้ค่า Cq ต่ำที่สุด (ตารางที่ 4) ดังนั้น Annealing temperature ที่เหมาะสมที่สุด
สำหร ับการตรวจว ิ เคราะห์ เช ื ้อ Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 และ  Listeria 
monocytogenes ด้วยวิธี Direct real-time PCR คือ 60 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับการศึกษาของ 
Emine et al., (2024) ที่ทดสอบเชื้อ Listeria monocytogenes ในเนื้อไก่ด้วยวิธี Real-time PCR  
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ตารางที่ 4  Quantification cycle (Cq) ของการตรวจวิเคราะห์เชื้อ Salmonella spp., Escherichia coli 
O157:H7 และ Listeria monocytogenes ด้วยวิธี Direct real-time PCR (ทดสอบแบบ single plex) 

Microorganisms 
Quantification cycle (Cq) 
Annealing temperature  

57oC 58oC 59oC 60oC 61oC 62oC 
Salmonella spp.  26.53 26.60 25.73 25.00 25.62 26.36 
Escherichia coli O157:H7 25.96 24.95 24.76 24.65 25.68 26.78 
Listeria monocytogenes 27.28 27.04 26.51 25.59 26.38 26.11 

ในส่วนการตรวจวิเคราะห์เชื้อ Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 และ Listeria 
monocytogenes ด้วยวิธี Multiplex direct real time PCR ที่พัฒนาได้ ได้ปรับปริมาตรของชุดน้ำยา
ทดสอบปฏิกิริยา Real-time PCR ให้มีความเหมาะสม (ตารางที่ 5) และกำหนดสภาวะที่ใช้ทดสอบ
ปฏิกิริยาด้วยวิธี Multiplex direct real-time PCR เช่นเดียวกับสภาวะที่ใช้ทดสอบปฏิกิริยาด้วยวิธี 
direct real-time PCR ผลการตรวจวิเคราะห์พบว่า วิธีที่พัฒนาได้สามารถตรวจพบ DNA ของทั้ง 3 
เชื้อได้ในการทดสอบครั้งเดียวกัน โดย Annealing temperature เท่ากับ 60 องศาเซลเซียส ให้ค่า Cq 
ต่ำที่สุด (ตารางที ่6) 

ตารางที่ 5 ชุดน้ำยาและปริมาตรสำหรับการทดสอบปฏิกิริยาด้วยวิธี Multiplex direct real-time 
PCR (ทดสอบแบบ Multiplex)  

Test reagent set Volume (µl) 
KAPA PROBE FORCE qPCR Master Mix (2X) 10 
Salmonella forward primer 0.4 
Salmonella reverse primer 0.4 
Salmonella probe  0.4 
Z3276 forward primer (Escherichia coli O157:H7) 0.4 
Z3276 reverse primer (Escherichia coli O157:H7) 0.4 
Z3276 Probe (Escherichia coli O157:H7) 0.4 
Listeria monocytogenes forward primer 0.4 
Listeria monocytogenes reverse primer 0.4 
Listeria monocytogenes Probe 0.4 
Nuclease free Water  4.4 
DNA Template 2 

Total 20 
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ตารางที่ 6 ค่า Cq (Quantification cycle) ของการตรวจวิเคราะห์เชื้อ Salmonella spp.,  Escherichia 
coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes ด้วยวิธี Multiplex direct real-time PCR (ทดสอบแบบ 
Multiplex) 

Microorganisms 
Quantification cycle (Cq) 
Annealing temperature  

57oC 58oC 59oC 60oC 61oC 62oC 
Salmonella spp.  26.13 26.43 25.96 25.94 25.98 25.96 
Escherichia coli O157:H7 25.27 25.35 24.68 24.65 24.70 25.18 
Listeria monocytogenes 26.58 26.68 26.51 26.49 26.58 26.98 

 

ผลการศึกษานี้  ได้ค่า Annealing temperature สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Susumu      
et al., (2005) ทดสอบเชื้อ Salmonella spp., Listeria monocytogenes และ  Escherichia coli 
O157:H7 ในตัวอย่างเนื ้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ ด้วยวิธี Multiplex PCR และ Emine et al., (2024) 
ทดสอบเช ื ้ อ  Listeria monocytogenes ใน เน ื ้ อ ไก ่  ด ้ ว ยว ิ ธ ี  Real-time PCR และ  Motalib                  
et al., (2018) Annealing temperature 55-65 องศาเซลเซียส แต่แตกต่างจากผลการศึกษาของ 
Kristina et al., (2022) ซึ่งทำการทดสอบในตัวอย่างปลาทูน่าด้วยวิธี Multiplex PCR ที่ Annealing 
temperature 58 องศาเซลเซียส และ Yao et al., (2023) ทดสอบเชื้อ Escherichia coli O157:H7 
และ Salmonella spp. ในตัวอย่างน้ำนม ด้วยวิธี Multiplex PCR ที่ Annealing temperature 57 
องศาเซลเซียส อาจเนื่องมาจากความแตกต่างของชุด primer ประเภทของตัวอย่างและเครื่องมือที่ใช้ 
ด ังน ั ้น Annealing temperature ที ่  60 องศาเซลเซ ียส  สำหร ับว ิธ ีทดสอบ multiplex direct        
real-time PCR ในการตรวจวิเคราะห์เชื้อทั้ง 3 ชนิด เป็นจุดที่เหมาะสม สอดคล้องกับงานวิจัยส่วนใหญ่
ที่แนะนำให้ใช้อุณหภูมิในช่วง 58-62°C โดยเฉพาะเมื่อต้องตรวจเชื้อหลายชนิดพร้อมกัน อย่างไรก็ตาม 
การหาอุณหภูมิที ่เหมาะสมที่สุดควรทำการทดสอบและปรับให้เหมาะกับชุด  primer ประเภทของ
ตัวอย่างและเครื่องมือที่ใช้ 

2.  ผลการประเมินประสิทธิภาพของวิธีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาได้ 
(Performance evaluation of detection) 

2.1  ผลทดสอบหาปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ต่ำสุดทีว่ิธีทดสอบ Multiplex direct real time PCR สามารถตรวจ
พบได้ (LOD) 

ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ต่ำสุดที่วิธีทดสอบ Multiplex direct real time PCR สามารถตรวจพบได้ 
(LOD) คือ ที ่ระดับความเข้มข้น 101 cells (copies)/reaction โดยให้ค่า Cq ในการทดสอบเชื้อ 
Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes เฉล ี ่ยท ี ่  35.28, 
35.25 และ 35.63 ตามลำดับ (ภาคผนวก 2) 

2.2  ผลทดสอบยืนยันค่า LOD ของวิธีทดสอบ Multiplex direct real time PCR ทีส่ามารถตรวจพบได้  
ทดสอบยืนยันค่า LOD ที่ระดับ 101 copies/reaction ทดสอบซ้ำจำนวน 30 ซ้ำ พบว่า ให้ผล

ทดสอบตรวจพบทั้ง 30 ซ้ำ ค่า Cq ของการทดสอบเชื้อ Salmonella spp. อยู่ระหว่าง 34.57-37.20 
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ค่าเฉลี่ย 35.58, Escherichia coli O157:H7 อยู่ระหว่าง 34.31-37.11 ค่าเฉลี่ย 35.66 และ Listeria 
monocytogenes อยู่ระหว่าง 34.43-36.99 ค่าเฉลี่ย 35.66   

2.3  ผลการคำนวณหาค่า Inclusivity และ Exclusivity ของวิธีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR 
ที่พัฒนาได ้
2.3.1  ผลทดสอบหาสารพันธุกรรมของเชื้อเป้าหมายและเชื้อไม่ใช่เชื้อเป้าหมาย  

เช ื ้อเป ้าหมาย ได ้แก่  Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 และ Listeria 
monocytogenes จำนวน 10, 1 และ 5 สายพันธุ์ ตามลำดับ พบว่า ให้ผลบวกต่อเชื้อเป้าหมาย
ทุกสายพันธุ ์ และผลทดสอบกับเชื ้อที ่ไม่ใช่เชื ้อเป้าหมายสำหรับเชื ้อ Salmonella spp., 
Escherichia coli O157:H7 และ  Listeria monocytogenes จ ำนวน  1 4, 23 และ  19           
สายพันธุ์ ตามลำดับ พบว่า ให้ผลลบต่อเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมายทุกสายพันธุ์  

2.3.2  ผลการคำนวณหาค่า Inclusivity และค่า Exclusivity 
ค่า Inclusivity ได้เท่ากับ 100% (ตารางท่ี 7) แสดงว่า วิธีทดสอบ Multiplex direct real 

time PCR ที่พัฒนาได้ มีความน่าเชื่อถือสูงในการตรวจจับเชื้อเป้าหมายที่มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ซึ่งเป็นคุณสมบัติสำคัญสำหรับวิธีทดสอบ และค่า Exclusivity ได้เท่ากับ 100% 
(ตารางที่ 7) แสดงว่า วิธีทดสอบมีความจำเพาะสูง ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมาย 
(cross-reactivity) ซึ ่งช่วยลดผลบวกปลอม (false positive) และเพิ ่มความน่าเชื ่อถือของ
ผลทดสอบ สอดคล้องกับการศึกษาของ Edel et al., (2008) Edel ที่ทดสอบเชื้อ Salmonella 
serotypes ในเนื้อไก่ และการศึกษาของ Chanokchon et al., (2022) ที่ทดสอบเชื้อ Shiga 
Toxin-Producing Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Salmonella spp. เนื้อ
ดิบ  

ตารางที ่7 ค่า Inclusivity และ Exclusivity ของวิธีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR 

Microorganisms 
Number of the target strain Number of non-target strain 

Total 
True positive 

results 
Total True negative results 

Salmonella spp. 10 10 14 14 
Inclusivity (10/10) x 100=100%   
Exclusivity   (14/14) x 100=100% 

Escherichia coli O157:H7 1 1 23 23 
Inclusivity (1/1) x 100=100%   
Exclusivity   (23/23) x 100=100% 

Listeria monocytogenes 5 5 19 19 
Inclusivity (5/5) x 100%=100%   
Exclusivity   (19/19) x 100=100% 

ผลการประเมินค่า Inclusivity และ Exclusivity จากตารางที ่ 7 ยืนยันว่าวิธีทดสอบ 
Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาขึ ้น มีประสิทธิภาพที่ยอดเยี ่ยมทั ้งในด้านความ
ครอบคลุมในการตรวจจับเชื้อเป้าหมายและความจำเพาะเจาะจงในการแยกแยะเชื้อเป้าหมาย
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ออกจากเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมาย การที่ได้ค่า Inclusivity และ Exclusivity 100% สำหรับทั้งสาม
เ ช ื ้ อ  ( Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, และ  Listeria monocytogenes) 
ชี ้ให้เห็นว่าลำดับสารพันธุกรรมของ primer และ probe ที่ใช้ทดสอบและเงื ่อนไขการทำ
ปฏิกิริยาได้รับการคัดเลือกและปรับให้เหมาะสมเป็นอย่างดี ทำให้วิธีนี้มีความน่าเชื่อถือสูงสำหรับ
การนำไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคทั้งสามชนิดนี้ได้อย่างแม่นยำและจำเพาะ 

3.  ผลการทดสอบเปรียบเทียบวิธีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาได้กับวิธีมาตรฐาน 
ผลการทดสอบเปรียบเทียบวิธีทดสอบ Multiplex direct real time PCR ที่พัฒนาได้กับวิธีมาตรฐาน

ในตัวอย่างทดสอบทั้ง 9 กลุ่ม จำนวนรวม 94 ตัวอย่าง พบว่า ตัวอย่างกลุ่มที่ 1-8 จำนวนรวม 34 ตัวอย่าง 
ให้ผลทดสอบสอดคล้องตรงกันทุกตัวอย่างทั้งผลบวกและผลลบ และตัวอย่างกลุ่มที่ 9 จำนวน 60 ตัวอย่าง 
ให้ผลทดสอบสอดคล้องตรงกันทุกตัวอย่างทั้งผลบวกและผลลบเช่นกัน โดยให้ผลบวกต่อเชื้อ Salmonella 
spp. ตรงกันจำนวน 4 ตัวอย่าง (ค่า Cq เท่ากับ 37.74, 33.74, 33.88 และ 34.32) ให้ผลบวกต่อเชื้อ Listeria 
monocytogenes ตรงกันจำนวน 1 ตัวอย่าง (ค่า Cq เท่ากับ 30.98) และให้ผลลบตรงกัน จำนวน 55 
ตัวอย่าง (ภาคผนวก 3) แสดงให้เห็นว่าวิธี Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นมีความน่าเชื่อถือ
และแม่นยำสูง (high reliability and accuracy) เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน โดยค่า Cq ที่ได้จากวิธีทดสอบนี้ 
บ่งชี้ถึงปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อเริ่มต้นในตัวอย่าง ค่า Cq ที่ต่ำแสดงถึงปริมาณเชื้อที่สูง ในทางกลับกัน 
ค่า Cq ที่สูง (เช่น ค่า Cq 37.74 ของ Salmonella spp. ในตัวอย่างที่ให้ผลบวก) บ่งชี้ว่ามีปริมาณเชื้อเริ่มต้น
ต่ำในตัวอย่างนั้น ความสอดคล้องของผลลัพธ์ในทุกตัวอย่างบ่งชี้ว่าวิธีนี้สามารถนำไปใช้ในการตรวจหาเชื้อก่อ
โรคในอาหารได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในตัวอย่างกลุ่มที่ 9 ซึ่งเป็นตัวอย่างที่ไม่ทราบชนิดเชื้อ
ที่ปนเปื้อนตามธรรมชาติ (unknown samples) ผลการทดสอบที่ให้ผลบวกตรงกัน 5 ตัวอย่าง (4 ตัวอย่าง
สำหรับ Salmonella spp. และ 1 ตัวอย่างสำหรับ Listeria monocytogenes) และให้ผลลบตรงกัน 55 
ตัวอย่าง ยิ่งแสดงถึงความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ แม้ว่าวิธีจะมีประสิทธิภาพสูง แต่เทคนิค PCR ยังมี
ข้อจำกัดบางประการ เช่น ไม่สามารถแยกแยะระหว่างเซลล์ที่ยังมีชีวิตและเซลล์ที่ตายแล้วได้ เนื่องจาก
ตรวจจับสารพันธุกรรม (DNA) ของเชื้อโรคได้ทั้งคู่ (Zeng et al., 2016) นอกจากนี้ ความไวสูงของวิธีนี้อาจทำ
ให้เกิดผลบวกปลอม (false positive) จากการปนเปื้อนของสารพันธุกรรมได้ง่าย จึงต้องมีการควบคุมคุณภาพ
ในห้องปฏิบัติการอย่างเข้มงวด (Kumar et al., 2022) 

4.  ผลการคำนวณหาค่าความไว (Analytical sensitivity) และความจำเพาะ (Analytical specificity) 
ของวิธีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาได้ 

นำผลทดสอบตัวอย่างด้วยวิธ ี Multiplex direct real-time PCR และผลทดสอบตัวอย่างด้วยวิธี
มาตรฐานอ้างอิงจากผลการทดสอบในข้อ 3 มาคำนวณหาค่า Sensitivity และ Specificity  

จากผลการทดสอบเปรียบเทียบวิธ ีทดสอบ Multiplex direct real time PCR ที ่พัฒนาได้กับว ิธี
มาตรฐานในตัวอย่างทดสอบทั้ง 9 กลุ่ม ตามข้อ 3 พบว่า ผลทดสอบเชื้อทั้ง 3 ชนิด ให้ผลตรงกันทุกตัวอย่าง 
คำนวณหาค่าความไวของวิธีทดสอบ (Analytical sensitivity) ได้เท่ากับ 100% และค่าความจำเพาะของวิธี
ทดสอบ (Analytical specificity) ได้เท่ากับ 100% (ตารางท่ี 8)  
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ตารางที่ 8 ค่า Analytical sensitivity และ Analytical specificity ของการทดสอบเชื ้อ Salmonella spp.,     
Escherichia coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes ด้วยวิธี Multiplex direct real-time PCR และวิธี
มาตรฐานอ้างอิง  

Salmonella spp. 
Reference standard method (ISO 6579-1:2017) 

Positive Negative Total 
Multiplex direct real-time PCR Positive 25 0 25 

Negative 0 69 69 
Total 25 69 94 

Analytical sensitivity = 25/(25+0) x 100=100% 
Analytical specificity = 69/(69+0) x 100=100% 

 

Escherichia coli O157:H7 
Reference standard method ISO 16654 (2001) 

Positive Negative Total 
Multiplex direct real-time PCR Positive 3 0 3 

Negative 0 91 91 
Total 3 91 94 

Analytical sensitivity = 3/(3+0) x 100=100% 
    Analytical specificity = 91/(91+0) x 100=100% 

 

Listeria monocytogenes  
Reference standard method (ISO 11290-1) 

Positive Negative Total 
Multiplex direct real-time PCR Positive 12 0 12 

Negative 0 82 82 
Total 12 82 94 

Analytical sensitivity = 12/(12+0) x 100=100% 
 Analytical specificity = 82/(82+0) x 100=100% 

 

ผลทดสอบของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ด้วยวิธี Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาขึ้น ให้ผลตรงกันกับ
วิธีทดสอบมาตรฐานอ้างอิงทุกตัวอย่าง แสดงว่า วิธี Multiplex direct real-time PCR มีประสิทธิภาพสูงใน
การตรวจวิเคราะห์เชื ้อ Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes 
พร้อมกันในครั้งเดียว  
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สรุปผลการทดลอง 

 วิธีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาขึ้นสำหรับตรวจวิเคราะห์เชื้อ Salmonella spp., 
Escherichia coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes ในเนื ้อไก่ดิบ เป็นการทดสอบแบบ Multiplex 
โดยรวมชุด primer และ probe ทั้ง 3 ชุด สามารถตรวจพบ DNA ของทั้ง 3 เชื้อ ได้พร้อมกันในการทดสอบเพยีง
ครั้งเดียว โดยอุณหภูมิที่ primer จับกับสาย DNA เป้าหมาย (Annealing temperature) ที่เหมาะสมที่สุดคือ 60 
องศาเซลเซียส ผลการประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของวิธีทดสอบ (Performance evaluation of detection) 
ได้แก่ 1) ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ต่ำสุดของวิธีทดสอบที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of detection, LOD) เท่ากับ  
101 copies/reaction เท่ากันทั้ง 3 เชื้อ 2) Inclusivity เท่ากับ 100% แสดงว่า วิธีทดสอบ Multiplex direct 
real time PCR ที่พัฒนาได้ มีความน่าเชื่อถือสูงในการตรวจจับเชื้อเป้าหมายที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม 
ซึ่งเป็นคุณสมบัติสำคัญสำหรับวิธีทดสอบ และ 3) Exclusivity เท่ากับ 100% แสดงว่า วิธีทดสอบมีความจำเพาะ
สูง ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมาย (cross-reactivity) ซึ่งช่วยลดผลบวกปลอม (false positive) และ
เพิ่มความน่าเชื่อถือของผลทดสอบ ผลการเปรียบเทียบผลทดสอบระหว่างวิธีทดสอบที่พัฒนาได้กับวิธีมาตรฐาน
อ้างอิงพบว่า วิธีที่พัฒนาได้ให้ผลทดสอบสอดคล้องตรงกับวิธีมาตรฐานอ้างอิงทั้งผลบวกและผลลบ การเลือกใช้ 
primer และ probe ที่มีความจำเพาะต่อยีนเป้าหมายของแต่ละเชื้อ พร้อมติดสารเรืองแสงต่างชนิดกัน จึงเป็นสิ่งที่
สำคัญอย่างยิ่ง ทำให้สามารถแยกแยะเชื้อได้อย่างแม่นยำ และช่วยลดโอกาสเกิดผลบวกปลอมจากเชื้อแบคทีเรีย
อื่นๆ ที่มีปนเปื้อนอยู่ในเนื้อไก่ ค่า Analytical sensitivity และ Analytical specificity เท่ากับ 100% แสดงว่า 
วิธีทดสอบมีความไว สามารถตรวจพบเชื้อทั้ง 3 ชนิด ได้ในกรณีที่มีเชื ้อปนเปื้อนอยู่จริง โดยไม่มีผลลบปลอม  
(false negative) และมีความจำเพาะต่อการทดสอบเชื้อทั้ง 3 ชนิด เท่านั้น ไม่มีผลบวกปลอม (false positive) 
ตามลำดับ ดังนั้น วิธี Multiplex direct real-time PCR ที่พัฒนาได้ มีความไวและความจำเพาะเทียบเท่ากับวิธี
มาตรฐานอ้างอิง สามารถนำมาใช้เป็นวิธีทางเลือกในการทดสอบเชื้อทั้ง 3 ชนิด ในเนื้อไก่ดิบได้ ซึ่งจะช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภาพและความรวดเร็วในการตรวจวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคที่ปนเปื้อนในเนื้อสัตว์ปีก โดยเฉพาะใน
กรณีที่ต้องการผลที่รวดเร็วหรือต้องวิเคราะห์ตัวอย่างจำนวนมาก วิธีที่พัฒนาได้จะช่วยลดระยะเวลาและขั้นตอน
การตรวจวิเคราะห์เมื่อเทียบกับวิธีดั้งเดิม จาก 5-7 วัน เหลือเพียง 1-2 วัน  

ข้อเสนอแนะเพ่ิมเติม 

 แม้ว ่าวิธ ีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR ที ่พัฒนาได้ จะมีประสิทธิภาพสูงในการตรวจ
วิเคราะห์เชื้อ Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 และ Listeria monocytogenes ยังจำเป็นต้อง
ดำเนินการทดสอบซ้ำในหลายๆ ห้องปฏิบัติการ (Inter-laboratory) เพื ่อยืนยันว่าวิธ ีนี ้สามารถทำซ้ำได้ใน
สภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน เข้าร่วมการทดสอบความชำนาญ (proficiency testing) เพื่อประเมินสมรรถนะของ
วิธีพัฒนาได้อย่างสม่ำเสมอ เปรียบเทียบผลวิเคราะห์กับวิธีมาตรฐานอ้างอิง (standard reference methods)   
ที่ได้รับการรับรองจากองค์กรระดับชาติและนานาชาติ เช่น ISO, FDA, BAM ในปริมาณตัวอย่างที่มากขึ้น ทดสอบ
กับตัวอย่างจริงในสภาพแวดล้อมที่หลากหลาย ทั้งจากฟาร์ม โรงฆ่าสัตว์ และโรงงานแปรรูป  หากในอนาคต
จำเป็นต้องทดสอบหลากหลายชนิดตัวอย่าง จำเป็นต้องศึกษาปัจจัยรบกวน (interference studies) ต่างๆ เช่น 
ทดสอบผลกระทบจากสารปรุงแต่งในเนื้อไก่ เช่น สารกันเสีย เกลือ และสารปรุงรส ศึกษาการรบกวนจากเชื้ออ่ืนๆ 
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ที่พบการปนเปื้อนไดใ้นเนื้อไก่ (background microflora) และประเมินผลกระทบจากกระบวนการแช่เย็น แช่แข็ง 
หรือการแปรรูป เป็นต้น 

กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบพระคุณนายสัตวแพทย์อุดม เจือจันทร์ ผู ้อำนวยการสำนักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ที่ให้การ
สนับสนุนในการศึกษาวิจัย นางสาววิภาดา สิริสมภพชัย ผู้เชี่ยวชาญด้านการวิเคราะห์คุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ที่ให้
คำปรึกษา แนะนำ ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ รวมถึงบุคลากรของงานสุขศาสตร์และจุลชีววิทยา กลุ่มตรวจสอบ
คุณภาพเนื้อสัตว์และผลผลิตจากสัตว์ สำนักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ที่ช่วยให้การศึกษาวิจัยในครั้งนี้สำเร็จ
ลุล่วงด้วยดี 
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ภาคผนวก 1 

เชื้อมาตรฐานอ้างอิงสายพันธุ์ต่างๆ  
สำหรับใช้ทดสอบหาค่า Inclusivity และ Exclusivity ของวิธีทดสอบ 

 

Reference standard  
microorganisms 

Strain 
Reference standard 

microorganisms 
Strain 

1. Salmonella enterica ser. Enteritidis ATCC 13076 17. Pseudomonas aeruginosa DMST4739 

2. Salmonella enterica ser. Typhimurium  ATCC 14028 18. Staphylococcus aureus PHE 

3. Salmonella bongori ATCC 43975 19. Campylobacter coli ATCC43478 

4. Salmonella enterica subsp. arizonae ATCC 13314 20. Enterococcus faecalis ATCC29212 

5. Salmonella enterica subsp. diarizonae ATCC 12325 21. Klebsiella pneumoniae DMST8216 

6. Salmonella enterica ser. Enteritidis  ATCC 49223 22. Bacillus cereus DMST5040 

7. Salmonella enterica ser. Typhimurium  ATCC 29629 23. Proteus mirabilis DMST8212 

8. Salmonella Paratyphi A ATCC 9150 24. Vibrio parahaemolyticus ATCC17802 

9. Salmonella Paratyphi B ATCC 8759 เชื้อเป้าหมายสำหรับทดสอบ Inclusivity   
1. Salmonella spp. ลำดับที่ 1-10 
2. Escherichia coli O157:H7 ลำดับที่ 11  
3. Listeria monocytogenes ลำดับที่ 12-16  
เชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมายสำหรับทดสอบ Exclusivity 
1. สำหรับ Salmonella spp. ลำดับที่ 11-24 
2. สำหรับ Escherichia coli O157:H7 ลำดับที่ 1-10, 
12-24 
3. สำหรับ Listeria monocytogenes ลำดับที่ 1-11, 
17-24 

10. Salmonella Pullorum ATCC 13036 

11. Escherichia coli O157:H7 DMST 12743 

12. Listeria monocytogenes  NCTC 11994 

13. Listeria monocytogenes  DMST 17303 

14. Listeria monocytogenes  DMST 20093 

15. Listeria monocytogenes  DMST 20423 

16. Listeria monocytogenes  DMST 20425 
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ภาคผนวก 2 
ค่า Cq และ Cq mean ของการตรวจวิเคราะห์สารพันธุกรรม  

ที่ระดับความเข้มข้น 105-10-1 copies/reaction ด้วยวิธีทดสอบ Multiplex direct real-time PCR 
 

Number of  
copies/ 
reaction 

Replicate 
  

Salmonella spp.  Escherichia coli O157:H7 Listeria monocytogenes  

Cq Cq mean Cq Cq Mean Cq Cq Mean 

  1 21.43 
 

22.23  22.67   

105 2 21.53 21.46 22.45 22.35 22.55 22.62 

  3 21.41  22.38  22.65  

  1 24.58  25.48  25.35  

104 2 24.81 24.59 25.29 25.39 25.87 25.66 

  3 24.38  25.40  25.76  

  1 27.77  28.79  28.34  

103 2 27.89 27.89 28.47 28.51 28.35 28.38 

  3 28.01  28.28  28.45  

  1 30.57  32.05  30.95  

102 2 31.69 31.31 32.71 32.36 31.07 31.07 

  3 31.67  32.31  31.19  

  1 34.97  35.30  35.23  

101 2 35.59 35.28 35.22 35.25 35.57 35.63 

  3 35.28 
 

35.23  36.08  

  1 34.48   No Cq   No Cq  

100 2 36.28 - 37.23 - 37.98 - 

  3 No Cq   No Cq   36.96   

  1 No Cq 
 

No Cq  No Cq   

10-1 2 No Cq - No Cq - No Cq - 

  3 No Cq   No Cq   No Cq   
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ภาคผนวก 3 
ผลทดสอบเปรียบเทียบวิธีทดสอบ  

Multiplex direct real time PCR ที่พัฒนาได้กับวิธีมาตรฐานอ้างอิง 

 

Sample Test 
Multiplex direct real time PCR (Cq) ผลทดสอบวิธีมาตรฐาน 

Salmonella 
spp. 

Escherichia 
coli O157:H7 

Listeria 
monocytogenes 

Salmonella 
spp. 

Escherichia 
coli O157:H7 

Listeria 
monocytogenes 

Enrichment media ที่เติมเชื้อ
มาตรฐานอ้างอิง 

      

S. Enteritidis ATCC 13076 18.05 - - Detected ND ND 
S. Typhimurium ATCC 14028 16.45 - - Detected ND ND 
S. bongori ATCC 43975 19.12 - - Detected ND ND 
S. subsp. arizonae ATCC 13314 22.23 - - Detected ND ND 
S. subsp. diaarizonae ATCC12325 17.83 - - Detected ND ND 
S. Enteritidis ATCC 49223 15.46 - - Detected ND ND 
S. Typhimurium ATCC 29629 20.87 - - Detected ND ND 
S. Paratyphi A ATCC 9150 24.09 - - Detected ND ND 
S. Paratyphi B ATCC 8759 29.22 - - Detected ND ND 
S. Pullorum ATCC 13036 24.87 - - Detected ND ND 
E. coli O157:H7 DMST 12743 - 26.34 - ND Detected ND 
L. monocytogenes NCTC 11994 - - 28.23 ND ND Detected 
L. monocytogenes DMST 17303 - - 27.12 ND ND Detected 
L. monocytogenes DMST 20093 - - 30.23 ND ND Detected 
L. monocytogenes DMST 20423 - - 23.86 ND ND Detected 
L. monocytogenes DMST 20425 - - 31.15 ND ND Detected 
เนื้อไก่ดิบไม่เติมเชื้อมาตรฐานอ้างอิง 
(ตัวอย่างควบคุม) 

- - - ND ND ND 

เนื้อไก่ดิบที่เติมเชื้อมาตรฐานอ้างอิง       
S. Enteritidis ATCC 13076 24.76 - - Detected ND ND 
S. Typhimurium ATCC 14028 21.54 - - Detected ND ND 
S. bongori ATCC 43975 26.54 - - Detected ND ND 
S. subsp. arizonae ATCC 13314 28.32 - - Detected ND ND 
S. subsp. diaarizonae ATCC12325 23.85 - - Detected ND ND 
S. Enteritidis ATCC 49223 19.86 - - Detected ND ND 
S. Typhimurium ATCC 29629 24.65 - - Detected ND ND 
S. Paratyphi A ATCC 9150 29.4 - - Detected ND ND 
S. Paratyphi B ATCC 8759 32.19 - - Detected ND ND 
S. Pullorum ATCC 13036 30.43 - - Detected ND ND 
E. coli O157:H7 DMST 12743 - 31.78 - ND Detected ND 
L. monocytogenes NCTC 11994 - - 32.21 ND ND Detected 
L. monocytogenes DMST 17303 - - 31.22 ND ND Detected 
L. monocytogenes DMST 20093 - - 34.28 ND ND Detected 
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Sample Test 
Multiplex direct real time PCR (Cq) ผลทดสอบวิธีมาตรฐาน 

Salmonella 
spp. 

Escherichia 
coli O157:H7 

Listeria 
monocytogenes 

Salmonella 
spp. 

Escherichia 
coli O157:H7 

Listeria 
monocytogenes 

L. monocytogenes DMST 20423 - - 33.43 ND ND Detected 
L. monocytogenes DMST 20425 - - 34.51 ND ND Detected 
ตัวอย่างเน้ือไก่ดิบที่เตมิเชื้อมาตรฐาน
อ้างอิงทั้ง 3 ชนิด 

      

S. Typhimurium ATCC 14028 
E. coli O157:H7 DMST 12743 
L. monocytogenes NCTC 11994 

22.54 32.26 33.42 Detected Detected Detected 

เนื้อไก่ดิบ (unknown sample) 
จำนวน 60 Samples  

      

1) ตัวอย่างให้ผลบวก 5 ตัวอยา่ง       
ผลบวกต่อเชื้อ L. monocytogenes - - 30.98 ND ND Detected 
ผลบวกต่อเชื้อ Salmonella spp. 37.74 - - Detected ND ND 
ผลบวกต่อเชื้อ Salmonella spp. 33.74 - - Detected ND ND 
ผลบวกต่อเชื้อ Salmonella spp. 33.88 - - Detected ND ND 
ผลบวกต่อเชื้อ Salmonella spp. 34.32 - - Detected ND ND 

2) ตัวอย่างให้ผลลบ 55 ตัวอย่าง       
ผลลบต่อเช้ือ Salmonella spp.,  
E. coli O157:H7, และ  
L. monocytogenes 

ND ND ND ND ND ND 

 
 


