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บทคัดยอ 

Staphylococcus aureus เปนเช้ือกอโรคท่ีสําคัญของมนุษยซึ่งสามารถกอใหเกิดอาหารเปนพิษจาก 

Staphylococcus (SFP) ท่ัวโลก Escherichia coli เปนดัชนีสุขลักษณะท่ีบงช้ีการปนเปอนอุจจาระโดยเฉพาะ

อยางยิ่งในอาหารและน้ํา การปนเปอน S. aureus และ E. coli บนเหรียญกษาปณและธนบัตรอาจกอใหเกิดโรค

ทางเดินอาหารในหมูประชากรไทย ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษา คือ ตรวจหาการปนเปอนของ 

Staphylococcus aureus และ Escherichia coli บนเหรียญกษาปณและธนบัตรของไทย เก็บเหรียญกษาปณ

และธนบัตรโดยสุมจากตลาดและโซนิเคตเพื่อแยกเซลลแบคทีเรียจากพื้นผิว สารแขวนลอยแบคทีเรียไดถูกทําให

เขมขนโดยการหมุนเหวี่ยงและนําไปสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ ตามดวยการเพิ่มจํานวนยีน SEA (Staphylococcal 

Enterotoxin A) โดยใชคูไพรเมอรท่ีจําเพาะ  นําสวนแบงของสารแขวนลอยแบคทีเรียมากระจายบนอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งเพื่อหาจํานวนเซลลแบคทีเรียท้ังหมด และเพาะเล้ียงบนแมนนิทอลซอลทอะการ (MSA) เชนเดียวกับ 

อีโอซินเมธิลีนบูลอะการ (EMB) เพื่อหาจํานวนของ S. aureus และ E. coli ตามลําดับ ผลไดแสดงวา PCR ท่ีใชคู

ไพรเมอรท่ีจําเพาะสําหรับ SEA ไมสามารถเพิ่มจํานวนยีน SEA ใน S. aureus ATCC 13565 ท่ีเปนเช้ือควบคุม

ผลบวก  การเพาะเล้ียง S. aureus ATCC 13565 และ E. coli MSCU 0620 บน MSA และ EMB ตามลําดับ ได

แสดงลักษณะโคโลนีท่ีควรเปน พบจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดมากท่ีสุดในเหรียญ 1 บาท คิดเปน 98.4 CFU/พื้นท่ีผิว 

(ตร.ซม.) ไมพบ S. aureus และ E. coli บน MSA และ EMB ตามลําดับ ผลเบ้ืองตนแสดงวาบนเหรียญกษาปณ

และธนบัตรมีเซลลแบคทีเรียนอยมากและไมพบการปนเปอนของ S. aureus และ E. coli   ควรทําการทดลอง

ตอไปโดยใชตัวอยางท่ีมากข้ึนเพื่อผลการทดลองท่ีมีนัยสําคัญทางสถิติ  
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Abstract 

Staphylococcus aureus is an important human pathogen which can cause staphylococcal 

food poisoning (SFP) worldwide.  Escherichia coli is an important hygienic index indicating for fecal 

contamination especially in food and water. Contamination of S. aureus and E. coli on coins and 

banknotes may cause gastroenteropathy among Thai population. Therefore, the objective of this 

study is to find the contamination of S. aureus and E. coli on Thai coins and banknotes. Coins 

and banknotes were collected randomly from market and sonicated to isolate bacterial cells 

from the surface. Bacterial suspensions were concentrated by centrifugation and subjected to 

genomic DNA isolation followed by PCR amplification using primer pair specific for SEA 

(Staphylococcal Enterotoxin A) gene. Aliquots of bacterial suspension were spreaded on NB agar 

to estimate the total bacterial cells number and cultivated on Mannitol Salt Agar (MSA) as well 

as Eosin Methylene Blue agar (EMB) in order to estimate the number of S. aureus and E. coli, 

respectively. The results revealed that PCR with specific primers for SEA failed to amplify SEA 

gene in a positive control strain S. aureus ATCC 13565. Cultivations of S. aureus ATCC 13565 and 

E. coli MSCU 0620 on MSA and EMB, respectively, showed the typical colony characteristics. The 

highest total bacterial cell count was on 1-baht coin 98.4 CFU/cm2 surface areas. No S. aureus 

and E. coli could be found on MSA and EMB, respectively. Our preliminary results indicated that 

there are very low bacterial cells on coins and banknotes and no contamination of S. aureus and             

E. coli was found. Further experiments with more samples would be suggested for the statistically 

significance of the experiments. 
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ในการทําโครงการนี้เสมอมา 
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  4.1.2  อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยดวยโคโลนีและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวของเช้ือ  21 

  4.1.3  อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว    22 

  4.1.4  อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยดวยโคโลนีของเช้ือ S. aureus ATCC 13565   23 

และ E. coli MSCU 0260 เมื่อบมในน้ํายาสกัดดีเอ็นท่ีเวลาตางกัน  

  4.1.5 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑจาก gradient PCR       24 

  4.1.6 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑจาก PCR จากไพรเมอร 16s rRNA gene     25 

  4.2.1 ลักษณะของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MSA      26 

  4.2.2 ลักษณะของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร EMB agar      27 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

Staphylococcus aureus 

  Staphylococcus aureus เปนแบคทีเรียในสกุล Staphylococcus ยอมติดสีแกรมบวก มีรูปรางเปนทรง

กลมอยูรวมกันคลายพวงองุน ไมสรางสปอร ใหผลบวกกับการทดสอบเอนไซม catalase สามารถเจริญไดท้ังใน

สภาวะท่ีมีออกซิเจน และไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) เจริญไดในชวงอุณหภูมิต้ังแต 7 – 48 องศา

เซลเซียส และต้ังแตชวงความเปนกรดดาง 4 - 10 เจริญไดดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิประมาณ 37 องศาเซลเซียส และคา

ความเปนกรดดางท่ี 6 – 7 นอกจากนี้ยังทนตอความเขมขนของเกลือสูงถึง 20 % (Wirtanen และ Salo, 2016) 

สามารถพบไดบนบริเวณผิวหนังและเยื่อเมือกของคนโดยเปนเช้ือประจําถ่ินมากกวาครึ่งในคนสุขภาพดี โดยเฉพาะ

ในจมูกและคอ และในประชาชนบางกลุมอาจพบเช้ือชนิดนี้มากกวา 80 % เชน กลุมคนท่ีประกอบอาชีพใน

สถานพยาบาล ผูท่ีใชเข็มฉีดยาเปนประจํา ไมวาจะเปนผูปวยท่ีตองอาศัยการฉีดยารักษาหรือผูใชสารเสพติดแบบ

ฉีดเขาเสนเลือด รวมไปถึงผูท่ีมีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง ซึง่เช้ือสามารถแพรจากคนสูคนไดผานการสัมผัสโดยตรง

หรือการสัมผัสวัตถุส่ิงของตาง ๆ (Taylor และ Unakul, 2020) อยางไรก็ตาม S. aureus ยังเปนเช้ือกอโรคสําคัญ

ในคนกอใหเกิดการติดเช้ือไดอยางหลากหลายรูปแบบ จากการติดเช้ือท่ีไดมาจากท้ังชุมชน (community-

acquired) และโรงพยาบาล (hospital-acquired) (Ricke และคณะ, 2012) ต้ังแตการติดเช้ือไมรุนแรง เชน หนอง 

ฝหัวเดียว (folliculitis) หรือฝหลายหัว (furunculosis) ตามบริเวณผิวหนังบนรางกาย ไปจนถึงกอโรครุนแรง เชน 

การติดเช้ือแบคทีเรียในกระแสเลือด ปอดอักเสบ กระดูกอักเสบ เยื่อหุมสมองอักเสบ รวมไปถึงเยื่อบุหัวใจอักเสบ 

(Gnanamani และคณะ, 2017; Taylor และ Unakul, 2020)  

ปจจัยในการกอโรค 

กลไกสําคัญของ S. aureus ในการกอโรคท่ีหลากหลาย เกิดจากการผลิตโปรตีนบนผิวเซลล และการสราง

virulence factor ท่ีเปนเอนไซมและโปรตีนซึ่งเปนอันตรายตอเซลลเจาบานหลายชนิด ไดแก 
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1. โปรตีนบนผิวเซลล (surface protein) 

โปรตีนบนผิวเซลลของ S. aureus เปน microbial surface components recognizing adhesive  

matrix molecules (MSCRAMM) ประกอบไปดวยโปรตีนบนผิวเซลลในกลุมใหญท่ีสุด เชน clumping factor, 

fibronectin binding protein, protein A และ collagen adhesin มีบทบาทในการยึดเกาะกับเนื้อเยื่อของเซลล

เจาบาน และหลบหลีกระบบภูมิคุมกัน (Kong และคณะ, 2016) 

2. เอนไซม 

S. aureus สามารถผลิตเอนไซมท่ีสําคัญหลายชนิด เชน coagulase, proteases และ staphylokinase 

ซึ่งเอนไซมเหลานี้ชวยให S. aureus หลบหลีกระบบภูมิคุมกันจากเซลลเจาบาน ท้ังยังชวยใหแทรกผานเนื้อเยื่อรุน

รานและทําลายเซลลเจาบาน หรือรบกวนการสงสัญญาณและวิถีเมแทบอลิซึมภายในเซลลเจาบาน (Kong และ

คณะ, 2016) 

3. สารพิษ (toxin) 

S. aureus สามารถสราง exotoxin ไดหลายชนิด สารพิษเปนสารชีวโมเลกุลประเภทโปรตีน ในการเจริญ 

ชวงหลังของระยะ exponential โปรตีนเหลานี้มีบทบาทในการแทรกผานเนื้อเยื่อ รุนรานและทําลายเซลลเจาบาน 

แบงออกไดหลายกลุม ไดแก 

3.1 Hemolysin และ Leukotoxin เปนสารพิษท่ีออกฤทธิ์ทําลายเซลลเม็ดเลือดแดงและเซลลเม็ดเลือด

ขาว ตามลําดับ ประกอบดวย 

3.1.1 α-hemolysin สารพิษชนิดนี้เมื่อจับเขากับ proteinaceous receptor ADAM10 บน 

เซลลเม็ดเลือดแดงและเม็ดเลือดขาว (ยกเวน neutrophil) เกิดรูรั่วท่ีเยื่อหุมเซลล มีการแลกเปล่ียน Ca2+ และ K+ 

รบกวนการรักษาสมดุลภายในเซลล เกิดเซลลเสียหายและแตกในท่ีสุด (Kong และคณะ, 2016) 

3.1.2 β-hemolysin หรือ sphingomyelinase ออกฤทธิ์ทําลาย sphingomyelin ซึ่งเปน 

องคประกอบของเยื่อหุมเซลลตาง ทําใหเซลลเกิดความไมเสถียรท้ังเซลลเม็ดเลือดแดง และเม็ดเลือดขาว พบใน      

S. aureus ทุกสายพันธุ (Kong และคณะ, 2016) 
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3.1.3 γ-hemolysin ออกฤทธิ์ทําลายเซลลเม็ดเลือดของกระตาย และเมื่อออกฤทธิ์รวมกับ  

leucocidin สามารถทําลายเยื่อหุมเซลลของเม็ดเลือดขาว ท้ัง neutrophils, monocytes, granulocytes และ 

macrophages ทําใหเสียสมดุลของแรงดันออสโมติก เซลลจึงเสียหาย บวม และแตกในท่ีสุด (Kong และคณะ, 

2016) 

3.1.4 δ-hemolysin หรือ phenol-soluble modulin (PSM) เปนสายเปปไทดท่ีมีหนาท่ีหลาย 

อยางในการกอโรคของเช้ือสกุล Staphylococcus และ S. aureus หลายสายพันธุ ออกฤทธิ์ทําลายเซลลเม็ดเลือด

และเนื้อเยื่ออื่น ๆ โดยไมจําเปนตองอาศัย receptor ท้ังยังมีความสามารถในการจับกับสวนของไขมันไดดี (Kong 

และคณะ, 2016) 

3.2 Staphylococcal exfoliative toxin (ETs) 

exfoliative toxin มีคุณสมบัติเปนเอนไซม serine protease เปนสาเหตุของโรค staphylococcal 

scalded skin syndrome (SSSS) มักเกิดกับเด็กแรกเกิด ผูปวยโรคไตวายเรื้อรัง และผูมีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง 

เกิดการบวมท่ีผิวหนัง เนื่องจากในเด็กยังไมมีภูมิตานทานตอสารพิษชนิดนี้ และไตไมสามารถขับสารพิษไดอยาง

สมบูรณ การออกฤทธิ์นั้นแตกตางจากสารพิษอื่น ๆ ท่ี S. aureus สรางออกมา คือ มีเปาหมายท่ีโปรตีน 

desmoglein 1 และเมื่อเขาทําลายจะทําใหสูญเสียการยึดติดกันของเซลลผิวหนัง (Kong และคณะ, 2016; รัตนา

วลัย นิติยารมย, 2562) ภายใน 1- 2 วันหลังไดรับสารพิษ  จะเกิดผ่ืนแดง พองเปนตุมน้ํา (รูปท่ี 1.1 ก) สูญเสีย

ผิวหนังสวนหนามีลักษณะคลายผิวถูกน้ํารอนลวก จากนั้นจะแหง ตกสะเก็ด (รูปท่ี 1.1 ข) (Haasnoot และ Vries, 

2018)  

 

 

 

 

                                                            [ก]     [ข] 

รูปท่ี 1.1 อาการของโรค SSSS ในผูปวยเด็กอายุ 4 ป [ก] ตุมน้ําบริเวณหนาหลังแสดงอาการ 3 วัน, 

[ข] ผิวหนังตกสะเก็ดหลังรับการรักษา 7 วัน (Haasnoot และ Vries, 2018) 
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3.3 Staphylococcal enterotoxins (SEs) และ toxic-shock syndrome toxin-1 (TSST-1) 

Staphylococcal enterotoxins (SEs) เปนสาเหตุสําคัญท่ีพบบอยท่ีสุดในโรคท่ีเกิดจากอาหาร (food- 

borne disease) หรืออาหารเปนพิษ เรียกวา Staphylococcal food poisoning (SFP) มีสาเหตุจากการบริโภค

อาหารท่ีปนเปอน SEs โดยอาหารท่ีพบการปนเปอนบอย ไดแก เนื้อสัตว ผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว สัตวปก ไขไก นม 

ผลิตภัณฑจากนม อาหารท่ีมีสวนผสมของนมหรือครีม รวมไปถึงอาหารท่ีมีเกลือสูง เชน แฮม เนื่องจากเช้ือมีความ

ทนตอความเขมขนเกลือสูง หรือมีคา water activity ตํ่า (aw = 0.86) การปนเปอนเกิดจากการประกอบอาหารของ

ผูประกอบอาหารเปนพาหะของ S. aureus สายพันธุท่ีสราง enterotoxin จากท้ังใน จมูก สารคัดหล่ังจากระบบ

ทางเดินหายใจ มือ หรือ ผิวหนัง รวมไปถึงการเก็บรักษาวัตถุดิบหรืออาหารท่ีไมไดมาตรฐาน ทําใหเช้ือสามารถเจริญ

และสรางสารพิษชนิดนี้ออกมา (Argudin และคณะ, 2010) หากผูบรโิภครับประทานเขาไปจะแสดงอาการภายใน 

2–8 ช่ัวโมง มีอาการ คล่ืนไส อาเจียน ปวดทองอยางรุนแรง หรืออาจมีอาการทองเสียรวมดวย (Langley และคณะ

, 2015) เนื่องจากมีสมบัติเปน enterotoxin ทนความรอนสูงแมผานความรอน 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 

นาทียังคงรักษาสมบัติทางชีวภาพได (Yehia และคณะ, 2019)  นอกจากนี้ยังทนกรดและเอนไซมในระบบทางเดิน

อาหาร เชน เปปซิน ทริปซิน เรนนิน และปาเปอิน (Pinchuk และคณะ, 2010) ดังนั้นการประกอบอาหารผานความ

รอนสามารถทําลายเช้ือได แตไมสามารถทําลายสารพิษท่ีเช้ือสรางไวได เรียกสารพิษท่ีเช้ือสรางไววา preformed 

toxin โดยกลไกในการกอโรคของสารพิษชนิดนี้ยังไมทราบชัดเจน (Kong และคณะ, 2016) 

ปจจุบันพบ SEs มากกวา 20 ชนิด จากลักษณะการเปนแอนติเจนท่ีหลากหลาย มีสมบัติเปน 

superantigen แมไดรับในเพียงนาโนกรัม-มิลลิกรัม จะทําใหระบบภูมิคุมกันตอบสนองอยางไมจําเพาะ หล่ัง 

cytokine ในปริมาณมากกวาปกติ สามารถกระตุนใหเกิดอาการไข ความดันโลหิตตํ่า อวัยวะลมเหลว และเสียชีวิต

จากการช็อคได (Krakauer และ Stiles, 2013) สามารถแบงได 2 กลุมใหญ คือ  Staphylococcal enterotoxins 

(SEs) และ Staphylococcal enterotoxin-like toxins (SELs) ท่ีกอใหเกิดอาการอาหารเปนพิษ (Yehia และคณะ

, 2019) ชนิดท่ีสําคัญและมีการศึกษาเชิงลึก คือ SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEF, SEG, SEH และ SEI ซึ่งมีบทบาท

แตกตางกัน คือ ชนิดท่ีเกี่ยวของกับการเกิดอาการอาหารเปนพิษ ไดแก SEA, SEB, SED, SEE, SEG และ SEH โดย 

SEA เกี่ยวของกับการเกิดอาการอาหารเปนพิษจาก Staphylococcal มากท่ีสุด สวน SEB นอกจากจะเกี่ยวของกับ

การเกิดอาการอาหารเปนพิษ ยังมีการศึกษาถึงศักยภาพในการใชเปนอาวุธชีวภาพผานการสูดดม (Pinchuk และ

คณะ, 2010) นอกจากนี้ SEF ไดรับการเปล่ียนช่ือใหมเปน TSST-1 (toxic-shock syndrome toxin-1) มีบทบาท
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ตอการเกิดกลุมอาการ toxic shock ทําใหมีไขสูงเฉียบพลัน ความดันโลหิตตํ่า ปวดหัวหรือกลามเนื้อ ชัก หรืออาจ

รายแรงถึงชีวิต (Kong และคณะ, 2016; Mayo clinic, 2020) (ตารางท่ี 1.1) 

ตารางท่ี 1.1 บทบาทของ Staphylococcal enterotoxins แตละชนิด (Pinchuk และคณะ, 2010) 

Staphylococcal 

enterotoxin 
บทบาทสําคัญ 

SEA เกี่ยวของกับ staphylococcal food poisoning มากท่ีสุด 

SEB ศึกษาในลักษณะของการเปนอาวุธชีวภาพ 

SEC สวนมากแยกไดจากสัตว 

SED อาหารเปนพิษ 

SEE อาหารเปนพิษ 

SEF เกี่ยวของกับ toxic shock syndrome 

SEG อาหารเปนพิษ (บทบาทนอย) 

SEH อาหารเปนพิษ 

SEI อาหารเปนพิษ (บทบาทนอย) 

 ในเดือนมิถุนายน ค.ศ. 2000 ณ เมืองโอซากา ประเทศญี่ปุน เกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษครั้งใหญ 

จากการบริโภคนมคืนรูป (reconstituted milk) ท่ีปนเปอน SEA ในปริมาณเพียง 80 นาโนกรัม โดยมีรายงานผูปวย

มากกวา 10,000 คน นอกจากนี้เมื่อตรวจสอบวัตถุดิบในการผลิด พบ SEH ในนมขาดมันเนยความเขมขน 10% 

w/v (skim milk solution) ดังนั้นจึงเปนการเกิดโรคอาหารเปนพิษจากการไดรับ staphylococcal enterotoxins 

หลายชนิดพรอมกัน (Ikeda และคณะ, 2005) 

 ในวันท่ี 30 เดือน กรกฎาคม ค.ศ. 2012 ณ แผนกฉุกเฉิน ประจําหนวยโรงพยาบาลทหาร ประเทศ

สหรัฐอเมริกา ไดรับผูปวยฉุกเฉิน 13 คนท่ีมีอาการทางระบบทางเดินอาหารหลังจากรับประทานอาหารในงานเล้ียง

อาหารกลางวัน 2-3 ช่ัวโมง  คือ คล่ืนไส อาเจียน ปวดทอง และทองเสีย หนวยงานปองกันโรคติดตอในประเทศ

สหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control and prevention: CDC) ไดวิเคราะหหาสาเหตุ เริ่มจากตรวจสอบ

อาหาร “perlo” ซึ่งทํามาจากไก ไสกรอก และขาว ท่ีเปนอาหารจานหลักในการเล้ียงครั้งนั้น จากการตรวจสอบทาง
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หองปฏิบัติการ ตรวจพบ staphylococcal enterotoxin A จึงยืนยันไดวาผูปวยเกิดอาการอาหารเปนพิษจากการ

ไดรับ SEA ยิ่งไปกวานั้น เมื่อตรวจสอบข้ันตอนการเตรียมอาหาร พบวา อาหารบางชนิดไดเตรียมไวลวงหนากอนวัน

จัดงาน 1-2 วัน โดยวัตถุดิบสวนมากเปนอาหารแชแข็ง ละลายน้ําแข็งโดยการอุนรอนดวยไมโครเวฟเทานั้น  จาก

การปรุงอาหารไวลวงหนา มักใชความรอนตํ่าในการประกอบอาหาร ไมไดอุนรอนอีกครั้งกอนรับประทาน อีกท้ังผู

ประกอบอาหารไมไดสวนถุงมือขณะประกอบอาหาร จึงเปนสาเหตุของเหตุการณครั้งนี้ (Centers for Disease 

Control and prevention , 2013) 

 ในวันท่ี 1 เดือนตุลาคม ค.ศ. 2014 ณ ประเทศสวิตเซอรแลนด เด็กนักเรียนและเจาหนาท่ีจากโรงเรียน

ประจําสวิส (Swiss boarding school) ไดรับประทาน “Tomme” เปนชีสออนชนิดหนึ่ง ทําจากน้ํานมวัวดิบ 

หลังจากนั้น 7 ช่ัวโมง มี 14 คนเกิดอาการอาหารเปนพิษ เปนเด็กนักเรียน 10 คนและเจาหนาท่ี 4 คน เวลาในการ

แสดงอาการข้ึนกับอายุผูปวย คือ เด็กอายุตํ่ากวา 10 ป ใชเวลาแสดงอาการใน 2 ช่ัวโมง 30 นาที เด็กโตถึงชวงวัยรุน 

แสดงอาการใน 3 ช่ัวโมง 30 นาที และผูใหญแสดงอาการใน 7 ช่ัวโมงหลังการรับประทาน จากการวิเคราะหตัวอยาง

อาหารพบ staphylococcal enterotoxin A ในปริมาณตํ่า คือ มากกวา 6 นาโนกรัมตอชีส 1 กรัม และ 

staphylococcal enterotoxin D ในปริมาณสูง คือ มากกวา 200 นาโนกรัมตอชีส 1 กรัม ดังนั้นชีส Tomme จึง

เปนแหลงของการระบาดครั้งนี้ (Johler และคณะ, 2015) 

 ในชวงฤดูรอน ค.ศ. 2017 เกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ ณ ประเทศอิตาลี ในกลุมคนทํางาน

กอสรางหลังเกิดแผนดินไหว 26 คน หลังรับประทานอาหารกลางวันท่ีศูนยอาหาร โดย 23 คนเกิดอาการทางระบบ

ทางเดินอาหารและเขารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล คาดวาเกิดจากการรับประทานสลัดพาสตา จากการตรวจสอบ

และวิเคราะหตัวอยางอาหารและผูประกอบอาหาร พบ staphylococcal enterotoxin A ในปริมาณ 0.033 ng 

ตอสลัดพาสตา 1 กรัม และพบ staphylococcal enterotoxin D ในปริมาณ 0.052 ng ตอสลัดพาสตา 1 กรัม 

นอกจากนี้ยังแยกเช้ือ S. aureus ได 23 สายพันธุท่ีมียีนสราง staphylococcal enterotoxin ชนิดเดียวหรือหลาย

ชนิดพรอมกัน ท้ัง SEA, SED, SEJ และ SER ดังนั้นสลัดพาสตาจึงเปนแหลงของการระบาดครั้งนี้ และการเกิดโรค

อาหารเปนพิษจากการไดรับ staphylococcal enterotoxins หลายชนิดพรอมกัน (Guidi และคณะ, 2018) 
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การรักษาและการตานยาของ Staphylococcus aureus 

การรักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ S. aureus ในป ค.ศ. 1941 ใชยาปฏิชีวนะในกลุมเบตา แลคแตม (β-

lactam) คือ penicillin G ตอมาพบวาเช้ือสามารถผลิตเอนไซม penicillinase จึงเกิดการตานตอยาชนิดนี้ข้ึน จึง

ไดพัฒนายาปฏิชีวนะในการรกัษาตอเช้ือตานยานี้ คือ methicillin หลังจากใชยาชนิดนี้ไมนาน พบเช้ือสายพันธุใหม

ท่ีตานตอยาชนิดนี้ นั่นคือ Methicillin-resistant    S. aureus (MRSA) และมีแนวโนมท่ีจะตานตอยาชนิดอื่นมาก

ข้ึน เชน สายพันธ ุท่ีตานตอยา vancomycin (vancomycin- resistant S. aureus: VRSA) เปนตน ท้ังยังมีขอจํากัด

ในการพัฒนายาปฏิชีวนะ จึงเปนความทาทายตอการรักษาโรคติดเช้ือสายพันธุนี้ (Gnanamani และคณะ, 2017; 

Kane และคณะ, 2018) มีรายงานวาอัตราการติดเช้ือ MRSA และอัตราการตายของผูปวยชาวอเมริกันสูงข้ึนอยาง

เห็นไดชัด เมื่อเทียบกับผูปวยโรคเอดส วัณโรค ไวรัสตับอักเสบ ซารส และไขหวัดนก (Boucher และ Corey, 2008) 

(ตารางท่ี 1.2) 

ตารางท่ี 1.2 อัตราการตายประจําปของผูปวยจากโรคติดเช้ือในสหรัฐอเมริกา (Boucher และ Corey, 2008) 

โรคติดเช้ือ จํานวนผูเสียชีวิต (โดยประมาณ) ป (ค.ศ.) 

การติดเช้ือ MRSA 19,000* 2005 

เอดส 15,798 2004 

วัณโรค 662 2004 

ไวรัสตับอักเสบ 5793 2002 

ซารส 0 ทุกป 

ไขหวัดนก 0 ทุกป 

* คือ จํานวนผูปวยท่ีเสียชีวิตในโรงพยาบาล 

ในประเทศไทยยังไมมีการศึกษาระดับประชากร มีเพียงการศึกษาภายในโรงพยาบาลเทานัน้ พบวาสาเหตุ

การติดเช้ือในกระแสเลือดอันดับท่ี 3 คือ S. aureus พบมากในผูปวยเด็กเล็ก และผูสูงอายุ มีอัตราการเสียชีวิตรอย

ละ 26 จากการติดเช้ือแบบลุกลาม โดยปจจัยท่ีมีความสัมพันธกับการเสียชีวิต ไดแก ผูปวยสูงอายุ ทารกคลอดกอน

กําหนด ผูปวยเรื้อรัง การติดเช้ือ MRSA และการไดรับการรักษาท่ีชาเกินไป (ปยรัชต สัตตะรัตติวงศ, 2554) 
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วิธีตรวจหาและระบุชนิดของเช้ือ Staphylococcus aureus 

1.การเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยงและทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test)  

วิธีท่ีนิยมใชระบุชนิดเช้ือทางคลินิก ในปจจุบันวิธีนี้ไดนํามาประยุกตใชในหองปฏิบัติการในการระบุชนิด

ของเช้ือเบ้ืองตน อาศัยความสามารถในการใชแหลงอาหาร การผลิตเอนไซม ความสามารถในการตานยาปฏิชีวนะ 

ชนิดตาง ๆ ท่ีมีลักษณะเฉพาะตัวในเช้ือแตละชนิด การระบุเช้ือ Staphylococcus aureus เบ้ืองตนเริม่จากนํา

ตัวอยางมาเล้ียงบนอาหาร mannitol salt agar (MSA) เพื่อทดสอบการหมักน้ําตาลแมนนิทอลในอาหารท่ีมีความ

เขมขนของเกลือสูง จะเกิดโซนสีเหลืองลอมรอบโคโลนีสีเหลือง ภายใน 24 ช่ัวโมง เมื่อบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส จากนั้นทดสอบ DNase โดยเล้ียงบนอาหาร DNase agar จะเกิด clear zone รอบโคโลนีเมื่อหยด 1N 

HCl และยืนยันผลดวยการทดสอบ bound และ free coagulase ดวยพลาสมาโดยจะเกิดกอน clump บนแผน

สไลดและ clot ในหลอดทดลองตามลําดับ (Kateete และคณะ, 2010)  

ตารางท่ี 1.3 สมบัติทางชีวเคมีและสัณฐานวิทยาของ S. aureus และ Staphylococcus สปชีสอื่น 

      (Al-Khafaji และ คณะ, 2013) 

biochemical test S. aureus S. epidermidis S. chromogenes 

Gram stain + + + 

Coagulase & clumping factor + - - 

catalase + + + 

oxidase - - - 

DNase + - - 

Growth on high salt media + + + 

Mannitol fermentation + - - 

Staphyloxanthin production + + - 

Nitrate reduction  + + + 

motility - - - 
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2. molecular method 

การใชวิธีทาง molecular biology เชน polymerase chain reaction (PCR) เปนเทคนิคการเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักการ DNA replication เปนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบและไพรเมอร

ท่ีจําเพาะตอยีนท่ีสนใจไดในเวลาอันส้ันและดีเอ็นเอสายใหมจํานวนมาก จึงนํามาใชตรวจหายีนท่ีเกี่ยวของกับ SEs 

พบรายงานการใชวิธี PCR ครั้งแรก โดย Wilson และคณะในป 1991 โดยใชไพรเมอรจํานวน 2 ชุดท่ีจําเพาะตอใน

การเพิ่มจํานวนยีน SEB และ SEC ไดสําเร็จ หลังจากนั้นไดมีการพฒันาวิธี PCR ในการตรวจหา SEs เชน multiplex 

PCR  real-time PCR  reverse transcription PCR รวมไปถึง loop-mediated isothermal amplification 

(LAMP) ซึ่งเปนเทคนิคท่ีพัฒนามาเพื่อลดขอจํากัดของวิธี PCR ในเรื่องของอุปกรณ เครื่องมือ เวลา และสถานท่ีท่ีมี

ขอกําจัด จึงเหมาะกับการใชการภาคสนาม (Suwanampai และคณะ, 2011; Wu และคณะ, 2016) 

 

Escherichia coli 

 Escherichia coli เปนแบคทีเรียยอมติดสีแกรมลบ มีรูปรางเปนแทง ไมสรางสปอร สวนใหญเคล่ือนท่ีได 

ดวยเพอริทริคัสแฟลกเจลลา (peritrichous flagella) สวนสายพันธุท่ีเปนเช้ือประจําถ่ิน (normal flora) ท่ีพบได

ในลําไสของคนและสัตวเลือดอุนไมกอโรค นอกจากนี้ยังมีสายพันธุท่ีสามารถกอโรคในคน เชน 

enterohemorrhagic (EHEC), enteropathogenic (EPEC), enterotoxigenic (ETEC) และ enteroinvasive 

(EIEC) จะทําใหเกิดการติดเช้ือรุนแรง เชน โรคกระเพาะปสสาวะอักเสบ (cystitis) จากการติดเช้ือในระบบทางเดิน

ปสสาวะ (urinary tract infection)  โรคเยื่อหุมสมองอักเสบและการติดเช้ือในกระแสเลือด นอกจากนี้ยังมีบาง

สายพันธุท่ีกอใหเกิดการทองเสีย ถายเปนเลือด ลําไสอักเสบเฉียบพลัน (acute enteritis) เปนตน มักเกิดในกลุม

นักทองเท่ียวหรือเด็กในพื้นท่ีดอยพัฒนา จากการปนเปอนของอาหารหรือน้ําด่ืม (Percival และคณะ, 2014; 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2557)  

การใชโคลิฟอรมแบคทีเรีย (coliform bacteria) ซึ่งกลุมแบคทีเรียแกรมลบ ไมกอโรค พบมากไดในลําไส

และอุจจาระของสัตวเลือดอุน เปนตัวบงช้ีถึงสุขลักษณะจากการปนเปอนของอุจจาระในอาหาร น้ํา และส่ิงแวดลอม 

มาตรฐานบงช้ีในปจจุบันใหความสําคัญกับ E. coli ท่ีเปนแบคทีเรียหนึ่งในกลุมโคลิฟอรม สามารถอยูรอดในน้ําได

นาน และมีหลักฐานท่ีตรวจพบ E. coli ในแหลงน้ําด่ืมอยางแนชัดวามาจากการปนเปอนอุจจาระ หากการปนเปอน

ตรวจพบเช้ืออื่นในกลุมโคลิฟอรม แตไมพบ E. coli นั้นอาจเกิดจากพืช ดิน หรืออาจใชเปนสัญญาณเตือนในระวัง
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การปนเปอนจากส่ิงอันตรายอื่น โดยเฉพาะอยางยิ่งหลังฝนตกหลัง (Brandt และคณะ, 2017) ดังนั้นการตรวจพบ 

E. coli จึงอาจใชเปนดัชนีบงช้ีการปนเปอนของอุจจาระได ซึ่งจะแสดงใหเห็นวาอาหารและน้ําด่ืมผลิตไดอยางถูก

สุขลักษณะหรือไม 

คุณภาพทางจุลชีววิทยาของมาตรฐานน้ําบริโภค 

ขอกําหนดคุณภาพทางจุลชีววิทยาของมาตรฐานน้ําบริโภคประเทศไทยมีมาตรฐานหลัก เรื่องน้ําบริโภคอยู 

2 มาตรฐาน คือ สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) กระทรวงสาธารณสุข และสํานักงานมาตรฐาน   ผลิต

ภัณฑอุตสาหกรรม (สมอ.) กระทรวงอุตสาหกรรม (สุพรรณี เทพอรุณรัตน, 2547) ซึ่งมีรายละเอียดแตกตางกันดังนี ้

1.  มาตรฐานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 356 พ.ศ. 2556 เรื่องเครื่องด่ืมในภาชนะบรรจุท่ี 

ปดสนิท (สํานักสุขาภิบาลอาหารและน้ํา, 2560) ไดกําหนดคุณภาพทางจุลชีววิทยา ดังตารางท่ี 1.4 

ตารางท่ี 1.4 ขอกําหนดคุณภาพทางจุลชีววิทยาตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 356 พ.ศ. 2556 

ท่ีมา : ดัดแปลงจากประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 356 พ.ศ. 2556  

 

 

 

ดานชีวภาพ 

พารามิเตอร หนวยวัด คาท่ีกําหนด 

โคลิฟอรมแบคทีเรีย MPN/100 ml < 1.1 

E. coli MPN/100 ml < 1.1 

จุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรค   

     Salmonella spp. 100 ml ไมพบ 

     Clostridium perfringens 100 ml ไมพบ 

     Staphylococcus aureus 100 ml ไมพบ 
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2. มาตรฐานตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับท่ี 3470 พ.ศ. 2549 ไดกําหนดคุณภาพทางจุล 

ชีววิทยา (ศูนยหองปฏิบัติการกรมอนามัย, 2558)  ดังตารางท่ี 1.5 

ตารางท่ี 1.5 ขอกําหนดคุณภาพทางจุลชีววิทยาตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับท่ี 3470 พ.ศ. 2549 

ท่ีมา : ดัดแปลงจากประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับท่ี 3470 พ.ศ. 2549  

เหรียญและธนบัตรในประเทศไทย 

 ปจจุบันประเทศไทยมีการใชธนบัตรและเหรียญกษาปณหลายราคาในระบบเศรษฐกิจ เพื่อใหเพียงพอกับ

ความตองการใชในปจจุบัน และสงเสริมการขยายตัวทางเศรษฐกิจของประเทศ (กรมธนารักษ, 2561) 

จากบทความปริทัศนของ Angelakis และคณะ (2014) เรื่องปจจัยสําคัญในการแพรกระจายของโรคจาก

ธนบัตรและเหรียญจากงานวิจัยตาง ๆ รายงานวาพบการปนเปอนแบคทีเรียท่ีหลายหลายในเงินแตละประเทศ โดย

แบคทีเรียท่ีพบมาก คือ  E. coli และ S. aureus จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรท่ีเก็บจากรานอาหารและบริเวณ

โรงพยาบาล ท้ังนี้ยังพบการปนเปอนของเช้ือแบคทีเรียกอโรคอื่น ๆ ในสัดสวนแตกตางกัน ดังนั้นบทวิจารณงานวิจัย

สรุปวาเหรียญและธนบัตรเปนแหลงของเช้ือแบคทีเรียกอโรค 

ในเดือนกุมภาพันธ  และเดือนมิถุนายน ค.ศ. 2013 Maritz และคณะไดเก็บตัวอยางธนบัตรมูลคา 1 

ดอลลารสหรัฐท่ีหมุนเวียนในรัฐนิวยอรค สหรัฐอเมริกา เพื่อศึกษาเมตาจีโนมิกของจุลินทรียบนธนบัตร รายงานวา

พบท้ังดีเอ็นเอของมนุษย เซลลยูคาริโอต แบคทีเรีย และไวรัส ตามลําดับ ซึ่งสัดสวนของแบคทีเรียท่ีพบคิดเปน 29 

เปอรเซ็นต สวนมากเปนแบคทีเรียประจําถ่ินบนผิวหนังและชองปากของมนุษย โดยตัวอยางท่ีเก็บในฤดูรอน เดือน

มิถุนายนพบสัดสวนแบคทีเรียกอโรคในมนุษยมากกวาตัวอยางท่ีเก็บในฤดูหนาว เดือนกุมภาพันธ แสดงใหเห็นถึง

ดานชีวภาพ 

พารามิเตอร หนวยวัด คาท่ีกําหนด 

โคลิฟอรมแบคทีเรีย MPN/100 ml < 1.1 

E. coli - ไมพบ 

Salmonella spp. - ไมพบ 

Clostridium perfringens - ไมพบ 

Staphylococcus aureus - ไมพบ 
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ความหลากหลายของกลุมประชากรแบคทีเรียบนธนบัตรในแตละฤดูกาล ใชเปนตัวประเมินและควบคุมการ

แพรกระจายของเช้ือกอโรคผานเงินท่ีหมุนเวียนในระบบเศรษฐกิจ ยิ่งไปกวานั้นมนุษยมีสวนชวยใหเกิดความ

หลากหลายของกลุมประชากรแบคทีเรียมากยิ่งข้ึน จากความถ่ีในใชเงินนั้นในการแลกเปล่ียน ซื้อขาย รานบริการ

อาหาร หรือการเดินทาง (Maritz และคณะ, 2017) 

 จากการศึกษาเมตาจีโนมิกและรีซิสโตม (resistome) ของประชากรแบคทีเรียจากตัวอยางธนบัตรฮองกง

ท่ีเก็บจากโรงพยาบาลและสถานีรถไฟฟาของ Heshiki และคณะ (2017) พบความหลายหลากของประชากร

แบคทีเรียสูงบนตัวอยางธนบัตร ท้ังยังพบแบคทีเรียกอโรคในมนุษยท่ีมียีนตานตอยาปฏิชีวนะสูงเปน 5 เทาเมื่อ

เทียบกับประชากรแบคทีเรียท่ีวิเคราะหจากตัวอยางในส่ิงแวดลอม เชน ดินตะกอนทะเล น้ําทะเล เปนตน แสดงให

เห็นถึงมนุษยมีสวนชวยใหเกิดความหลากหลายและแพรกระจายกลุมประชากรแบคทีเรียท่ีตานตอยาปฏิชีวนะจาก

อัตราการใชเงินหมุนเวียนในระบบเศรษฐกิจ (Heshiki และคณะ, 2017) 

จากการแยกเช้ือแบคทีเรียและเช้ือรากอโรคในมนุษยจากตัวอยางเหรียญและธนบัตรจากเงินบริจาคใน

โบสถ ประเทศแอฟริกาใตของ Abia และ Ubonba-Jaswa (2019) พบ E. coli บนตัวอยางเหรียญและธนบัตร 76 

ตัวอยาง คิดเปน 39.6 เปอรเซ็นต โดยพบมากท่ีสุดในธนบัตรมูลคา 10 แรนด ท้ังนี้จาก Sanger sequencing พบ

เช้ือแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 3 สกุล คือ Bacillus, Staphylococcus และ Corynebacterium และเช้ือรากอ

โรคในมนุษย 2 สกุล คือ Clavispora และ Rhodotorula แสดงใหเปนวาเหรียญและธนบัตรเปนส่ือกลางในการยึด

เกาะของเช้ือกอโรคท่ีสามารถแพรกระจายประชากรได โดยเฉพาะอยางยิ่งธนบัตรท่ีมีรอยพับ (Abia และ 

Ubonba-Jaswa, 2019)  

ดวยเหตุนี้ในงานวิจัยนี้จึงสนใจตรวจหาการปนเปอนของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus ท่ีผลิต enterotoxins A 

และ E. coli จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรดวยวิธีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือแบบ selective media และการใช

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ท่ีใชไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอ SEA gene เนื่องจากเหรียญและ

ธนบัตรเปนส่ิงท่ีทุกคนสัมผัสบอยครั้งในแตละวัน ไมทราบถึงท่ีมาท่ีไปของเหรียญและธนบัตรท่ีไดรับมา ท้ังยังเปน

ส่ิงท่ีไมไดรับการทําความสะอาดหรือผานความรอนและมีการหมุนเวียนใชหลายปกอนนําไปทําลาย 
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วัตถุประสงคของโครงการ        

 1.ตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย S. aureus และ E. coli จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรดวยการเล้ียงบนอาหาร 

selective media 

 2.ตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย S. aureus Enterotoxin A จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรดวยวิธี PCR ท่ีมีไพร

เมอรจําเพาะตอ SEA gene 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ทราบถึงการปนเปอนของ S. aureus enterotoxin A และ E. coli บนเหรียญและธนบัตรไทย 
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บทท่ี 2  

อุปกรณ และเคมีภัณฑท่ีใชในการทดลอง 

อุปกรณในการทดลอง 

1. กระบอกตวง (graduated cylinder) ขนาด 50 และ 100 มิลลิลิตร บริษัท Witeg, Germany 

2. ขวดดูแรน ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท SCHOTT, Germany  

3. เครื่องกําเนิดเสียงความถ่ีสูง (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน Sonorex super RK 100 บริษัท Banderlin 

Electronic, Germany 

4. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo block) รุน Mylab™ Thermo-Block 

SLTDB-120 บริษัท SeouLin BioScience, South Korea. 

5. เครื่องช่ัง รุน ME 3002 ของบริษัท METTLER-TOLEDO, Switzerland 

6. เครื่องทําน้ําปลอดประจุ (ultra-pure water) รุน Maxima บริษัท Alga, UK  

7. เครื่องทําอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) รุน Mupid-2plus system 

บริษัท Takara Bio, USA 

8. เครื่องนึ่งอบฆาเช้ือ (autoclave) รุน ES-315 บริษัท TOMY Digital Biology, Japan และ รุน HV-25 

ของบริษัท HIRAYAMA Manufacturing, Japan 

9. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries, USA 

10. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler) รุน T100 บริษัท Bio-Rad, USA 

11. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S20 SevenEasy ของบริษัท METTLER-TOLEDO, 

Switzerland 

12. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน Force 1418 บริษัท Micro force, USA 

13. จานเพาะเล้ียงเช้ือ (petri dish) บริษัท Greiner Bio-One (Thailand) 

14. ตูเข่ียเช้ือ (laminar air flow) รุน LV1250 ของบริษัท Official Equipment Manufacturing, 

Thailand 

15. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุน SF-PC697 ของบริษัท 

Panasonic, Thailand 

16. ตูบมเช้ือ (incubator) รุน ULE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 

17. ทิป (tip) ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร บริษัท Bio Science, Inc., USA  
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18. ไมโครปเปตต ขนาด 10, 100 และ 1000 ไมโครลิตร บริษัท Eppendrof, Germany 

19. หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, USA 

20. หลอดไมโครเซ็นตริฟวก ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen, USA 

21. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

- Gel Doc™ XR+ Gel Documentation บริษัท Bio-Rad, USA 

- โปรแกรม Quantity One เวอรช่ัน 4.4.1 บริษัท Bio-Rad, USA 

 

เคมีภัณฑ 

1. กรดอะซีติกเขมขน (acetic acid); (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

2. กรดเอทิลีนไดเอมีนเททระอาซีติก (EDTA disodium salt); (C10H14N2Na2O8) บริษัท Merck, Germany 

3. กลีเซอรอล (glycerol); (C3H5(OH)3) บริษัท Merck, Germany  

4. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany  

5. ผงวุน (agar)  

6. ผงอาการโรส (agarose powder) บริษัท Lonza Rockland, USA 

7. สารสกัดดีเอ็นเอ (DNAzol® Direct) บริษัท Molecular Research Center, USA 

8. DNA loading dye บริษัท New England Biolabs, USA 

9. เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium Bromide); (C21H20BrN3) บริษัท Bio-Rad, USA 

10. 100 bp DNA ladder บริษัท New England Biolabs, USA 

11. dNTPs บริษัท biotechrabbit, Germany 

12. Trizma base (Tris [hydroxymethyl] aminomethane), (NH2C(CH2OH)3) บริษัท Sigma, USA 

13. Taq DNA polymerase บริษัท New England Biolabs, USA 
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โอลิโกนิวคลีโอไทด 

1.  ไพรเมอร (primer) สําหรับ SEA gene สังเคราะหโดยบริษัท Integrated DNA Technologies, USA 

ตารางท่ี 2.1 ลําดับเบสของไพรเมอรสําหรับ SEA gene (Suwanampai และคณะ, 2011) 

 

2. ไพรเมอร (primer) สําหรับ 16s rRNA gene สังเคราะหโดยบริษัท Biodesign, Thailand 

ตารางท่ี 2.2 ลําดับเบสของไพรเมอรสําหรับ 16s rRNA gene (Freddriksson และคณะ, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Sequence (5’ – 3’) 

SEA-1F TTGGAAACGGTTAAAACGAA 

SEA-2R GAACCTTCCCATCAAAAACA 

Primer Sequence (5’ – 3’) 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

1492R TACGGHTACCTTGTTACGACTT 
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บทท่ี 3 

วิธีการดําเนินการทดลอง 

3.1 สายพันธุแบคทีเรียท่ีใช 

แบคทีเรียท่ีใชท้ังหมด 8 สายพันธุ ดังตารางท่ี 3.1 

ตารางท่ี 3.1 สายพันธุแบคทีเรียท่ีใชในการศึกษา 

สายพันธุแบคทีเรีย แหลงท่ีมา 

Staphylococcus aureus ATCC 13565 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 

รองศาสตราจารย ดร.นราพร สมบูรณนะ ภาควิชาจุล

ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

Staphylococcus aureus ATCC 6535 อาจารย ดร.สริสา ณ ปอมเพ็ชร ภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

Staphylococcus aureus MSCU 0270 

Bacillus subtilis MSCU 0271 

Pseudomonas aeruginosa MSCU 0359 

Escherichia coli MSCU 0260 

Enterobacter aerogenes MSCU 0260 

คลังจุลินทรีย ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

3.2 การแยกแบคทีเรียจากตัวอยางเหรียญและธนบตัร 

เก็บตัวอยางจากเหรียญจากทองตลาดท่ัวไปท้ังหมด 6 ชนิด ไดแกเหรียญ 25 สตางค 50 สตางค 1 บาท  

2 บาท 5 บาท  และ 10 บาท และธนบัตรท้ังหมด 5 ชนิด ไดแกธนบัตร 20 บาท, 50 บาท, 100 บาท, 500 บาท 

และ 1,000 บาท โดยนําเหรียญชนิดละ 50 เหรียญ และธนบัตรชนิดละ 10 ฉบับ นํามา sonicate ภายในเครื่อง 

Bandelin SONOREX™ SUPER without heating Ultrasonic baths (Bandelin, Germany) ในสารละลาย 

0.85%NaCl ปริมาตร 10 ml เปนเวลา  2 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที 

แขวนลอยตะกอนเซลลในสารละลาย 0.85% NaCl จํานวน 0.5 ml แบง 0.2 ml เพื่อใชในการตรวจหาเช้ือบน

อาหารเล้ียงเช้ือและอีก 0.3 ml นําไปสกัด DNA เพื่อในการทํา PCR ในลําดับตอไป 
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3.3 การสกัดดีเอ็นเอ 

เล้ียงแบคทีเรียและตัวอยางจากเหรียญและธนบัตรในอาหาร nutrient agar บมท่ี 37oC เปนเวลา 18-24 

ช่ัวโมง เพื่อเตรียมใชในการเตรียมดีเอ็นเอ และตัวอยาง DNA ท่ีไดจากตัวอยางเหรียญและธนบัตร ใช DNAzol® 

Direct ตามข้ันตอนของบริษัท (Molecular Research Center, USA) นําเซลลแบคทีเรียปริมาณ 1-10 mg หรือ 

1-10 µl ผสมลงในสารละลาย DNAzol® Direct ปริมาตร 100 µL แบคทีเรียแกรมลบ บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 

15 นาที และแบคทีเรียแกรมบวก บมท่ีอุณหภูมิ 80 – 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นผสมสารละลาย

ใหเขากันดวย vortex และนําสารละลายนี้ปริมาตร 2-5 µL ใชในการวิเคราะหดวยวิธี PCR ตอไป 

3.4 การตรวจหาเช้ือจากตัวอยางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

3.4.1 การตรวจหาจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด 

นําเซลลจากขอ 3.2 ของตัวอยางเหรียญและธนบัตรแตละชนิดมา 50 µL มากระจายเช้ือลงบน 

อาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar (NA) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนี

รายงานผลในหนวยของ Colony Forming Unit (CFU) ตอ 1 เหรียญหรือธนบัตร และ CFU ตอพื้นท่ีผิวของเหรียญ

และธนบัตร (ตารางเซนติเมตร) 

3.4.2 การแยกแบคทีเรียท่ีตองการบน selective medium 

3.4.2.1 Staphylococcus aureus 

นําเซลลจากขอ 3.2  ของตัวอยางเหรียญและธนบัตรแตละชนิดมา 50 µL มากระจายเช้ือลงบนอาหาร 

เล้ียงเช้ือ mannitol salt agar (MSA) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง เกิดโซนสีเหลือง

ลอมรอบโคโลนีสีเหลือง รายงานผลในหนวยของ Colony Forming Unit (CFU) ตอ 1 เหรียญหรือธนบัตร และ 

CFU ตอพื้นท่ีผิวของเหรียญและธนบัตร (ตารางเซนติเมตร) 

Escherichia coli 

นําเซลลจากขอ 3.2 ของตัวอยางเหรียญและธนบัตรแตละชนิดมา 50 µL มากระจายเช้ือลงบนอาหาร 

เล้ียงเช้ือ Eosin Methylene Blue (EMB) agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง เกิด 

metallic sheen สีเขียว รายงานผลในหนวยของ Colony Forming Unit (CFU) ตอ 1 เหรียญหรือธนบัตร และ 

CFU ตอพื้นท่ีผิวของเหรียญและธนบัตร (ตารางเซนติเมตร) 
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3.5 การตรวจหา S. aureus enterotoxin A ดวยวิธี PCR 

PCR reaction mix ปริมาตร 25 µl มีองคประกอบ ดังนี้ Tris-HCl (pH 7.4) 10 mM, KCl 10 mM, dNTP 

0.2 mM, Taq DNA polymerase (New England Biolabs, England) 0.625 U, primer ชนิดละ 0.2 µM และ 

DNA template 1 ng – 1 µg จากนั้นปรับปริมาตรดวย ultrapure H2O จนเปน 25 µl ใชอุณหภูมิและเวลาในชวง

ตาง ๆ ดังนี้ 

- Initial denaturation: 94 องศาเซลเซียส, 2 นาที 

- Denaturation: 94 องศาเซลเซียส, 30 วินาที 

- Primer annealing: 50 องศาเซลเซียส, 30 วินาที 

- Extension: 68 องศาเซลเซียส, 30 วินาที 

- Final extension: 68 องศาเซลเซียส, 5 นาที 

ทําปฏิกิริยาท้ังหมด 30 รอบ ภายในเครื่อง T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)  

โดยมี S. aureus ATCC25923 เปน positive control เนื่องจากมี SEA gene และ negative control คือ ไมเติม 

DNA จากนั้นตรวจสอบดีเอ็นเอขนาด 120 bp ดวยเทคนิค gel electrophoresis ดวยเครื่อง Mupid-2plus 

system (Takara Bio Inc, USA) โดยใช 2% agarose gel เปนเวลา 30 นาที ยอมดีเอ็นเอดวย ethidium bromide 

(Bio-Rad, USA) และถายภาพเจลภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel Doc™ XR+ Gel Documentation (Bio-Rad, 

USA) 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและการวิเคราะหผลการทดลอง 

4.1. การตรวจหา Staphylococcal enterotoxin A ดวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 การหาความจําเพาะของไพรเมอร 

 การหาความจําเพาะของ forward primer คือ SEA-1F และ reverse primer คือ SEA-2R 

(Suwanampai และคณะ, 2011) ตอ SEA gene ใน Staphylococcus aureus โดยใช S. aureus ATCC 13565

เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control) โดยทดสอบความจําเพาะเทียบกับ S. aureus MSCU 0270 และน้ํา

ปลอดประจุปลอดเช้ือเปนตัวควบคุมผลลบ (negative control) จากการตรวจสอบผล PCR โดยวิธี agarose gel 

electrophoresis ไมพบผลิตภัณฑ PCR ท่ีตองการ คือแถบขนาด 120 bp แสดงดังรูปท่ี 4.1.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑจาก PCR จากการหาความจําเพาะของไพรเมอร 
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 จากผลขางตนจึงเกิดขอสงสัยถึงสาเหตุของการไมพบผลิตภัณฑ PCR ท่ีตองการ โดยต้ังสมมติฐานวาอาจ

เกิดจากข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรีย เนื่องจากข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอดวย DNAzol® Direct ตามวิธีของ

บริษัท Molecular Research Center, USA ระบุไววาสามารถใชตัวอยางแบคทีเรียไดท้ังตัวอยางของแข็งหรือ

ของเหลว ดังนั้นจึงทดลองสกัดดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 13565 และ S. aureus MSCU 0270 แบบใชโคโลนี

ของเช้ือและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว และน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือเปนตัวควบคุมผลลบ จากการนําดีเอ็นเอท่ีสกัด

ไดมาทํา agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ และคาดวาจะแสดงแถบดีเอ็นเออยู

เหนือ DNA ladder ภาพจากอะกาโรสเจล ไมพบแถบดีเอ็นเอท่ีตองการจากท้ังการสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและเช้ือ

ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว DNA แสดงดังรูปท่ี 4.1.2 ดังนั้นการใชเซลลจากโคโลนีหรือจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลวไมมีผล

ตอการสกดัดีเอ็นเอ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.2 อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยดวยโคโลนีและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวของเช้ือ 

จากผลขางตน จึงไดต้ังสมมติฐานวาอาจเกิดจากการเส่ือมสภาพของน้ํายา ดังนั้นจึงทดลองสกัดดีเอ็นเอ

ของ S. aureus ATCC 13565 เปนตัวแทนแบคทีเรียแกรมบวก และ E. coli MSCU 0260 เปนตัวแทนแบคทีเรีย

แกรมลบ โดยสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว ตามวิธีของบริษัท Molecular Research 



22 
 

Center, USA โดยผสม DNAzol® Direct กับแบคทีเรียแกรมลบ บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที และ

แบคทีเรียแกรมบวก บมท่ีอุณหภูมิ 80 – 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีเพื่อยืนยันสมมติฐาน และน้ําปลอด

ประจุปลอดเช้ือเปนตัวควบคุมผลลบ จากการนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทํา agarose gel electrophoresis เพื่อ

ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ ภาพจากอะกาโรสเจล พบแถบท่ีคาดวาอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของ E. coli MSCU 

0260 แตไมพบแถบดีเอ็นเอจากท้ังการสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวของ S. aureus 

ATCC 13565 แสดงดังรูปท่ี 4.1.3 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.3 อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวของเช้ือ E. coli MSCU 

0260 และ S. aureus ATCC 13565 

จากการพบแถบท่ีคาดวาอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของ E. coli MSCU 0260 ขางตน จึงทดลองปรับเวลาใน

การบมเช้ือกับสารสกัดดีเอ็นเอ ให S. aureus ATCC 13565 เปนตัวแทนแบคทีเรียแกรมบวก และ E. coli MSCU 

0260 เปนตัวแทนแบคทีเรียแกรมลบ สกัดดีเอ็นเอดวยโคโลนีจากเช้ือ โดยผสม DNAzol® Direct กับแบคทีเรีย  
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แกรมลบ บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที และแบคทีเรียแกรมบวก บมท่ีอุณหภูมิ 80 – 90 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที เพื่อหาเวลาท่ีเหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอ และใชน้ําปลอดประจุ

ปลอดเช้ือเปนตัวควบคุมผลลบ จากการนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทํา agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบ

คุณภาพของดีเอ็นเอ ภาพจากอะกาโรส พบแถบท่ีคาดวาอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 13565 เมื่อ

บมเปนเวลา 60 นาทีกับสารสกัดดีเอ็นเอ และแถบท่ีคาดวาอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของ E. coli MSCU 0260 ใน

ทุกเวลาการบม แสดงดังรูปท่ี 4.1.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.4 อะกาโรสเจลแสดงผลการสกัดดีเอ็นเอดวยดวยโคโลนีของเช้ือ S. aureus ATCC 13565 และ E. coli 

MSCU 0260 เมื่อบมในน้ํายาสกัดดีเอ็นท่ีเวลาตางกัน คือ 15, 30, 45 และ 60 นาที 

 ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดของ S. aureus ATCC 13565 ท่ีเวลา 60 นาที นํามาทํา gradient PCR เพื่อหา

ความจําเพาะและอุณหภูมิในข้ัน annealing ท่ีเหมาะสมของ forward primer คือ SEA-1F และ reverse primer 

คือ SEA-2R ตอยีน staphylococcal enterotoxin A (SEA gene) โดยมีชวงอุณหภูมิในข้ัน annealing ดังนี้ 49.1, 
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50.3, 51.7, 52.8, 53.5 และ 54 องศาเซลเซียส จากการตรวจสอบผล gradient PCR โดยวิธี agarose gel 

electrophoresis ไมพบผลิตภัณฑ PCR ท่ีตองการ คือแถบดีเอ็นเอขนาด 120 bp จาก S. aureus ATCC 13565 

แสดงดังรูปท่ี 4.1.5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.5 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑจาก gradient PCR จากการหาความจําเพาะและอุณหภูมิในข้ัน 

annealing ท่ีเหมาะสมของไพรเมอรตอ SEA gene ของ S. aureus ATCC 13565  

 จากผลขางตนจึงต้ังสมมติฐานวาอาจเกิดจากการทํางานของ Taq DNA polymerase ท่ีเส่ือม

ประสิทธิภาพ จึงทดสอบการทํางานของ Taq DNA polymerase โดยทํา PCR กับ forward primer คือ 27F และ 

reverse primer คือ 1492R ของ 16s rRNA gene ดังตาราง 4.1 โดยใชสภาวะในปฏิกิริยา PCR ตามวิธีของ 

Freddriksson และคณะ (2013) กับดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 13565 และ E. coli MSCU 0260 ดวยโคโลนี

และในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีสกัดไดจาก DNAzol® Direct ขวดใหม โดยคาดวาผลิตภัณฑ PCR ของท้ังสองเช้ือจะ

แสดงแถบดีเอ็นเอในอะกาโรสเจล เนื่องจากเปนยีนท่ีพบในแบคทีเรียทุกชนิด มีความแปรผันทางวิวัฒนาการตํ่า มี
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ความเปนบริเวณอนุรักษสูง ท้ังยังมีขนาดท่ีเหมาะสมคือประมาณ 1500 bp จึงใชเปนขอมูลในการจําแนกแบคทีเรีย

ได (Srinivasan และคณะ, 2015) 

จากการตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR โดยวิธี agarose gel electrophoresis ไมพบผลิตภัณฑ PCR ท่ีตองการ

จากท้ัง S. aureus ATCC 13565 และ E. coli MSCU 0260 ดังรูปท่ี 4.1.6 แสดงวา Taq DNA polymerase ท่ี

ใหในการทดลองกอนหนาท้ังหมดอาจไมมีประสิทธิภาพ ดังนั้นจึงไมสามารถหาความจําเพาะของ forward primer 

คือ SEA-1F และ reverse primer คือ SEA-2R ตอ SEA gene ใน S. aureus ได และสืบเนื่องจากเหตุการณการ

ระบาดของ COVID-19 จึงไมไดทําการทดลองในสวนนี้ตอ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1.6 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภัณฑจาก PCR จากไพรเมอร 16s rRNA gene 

 

 



26 
 

4.2 การคัดแยกเช้ือจากตัวอยางเหรียญและธนบัตรบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  

 4.2.1 ลักษณะโคโลนีของ Staphylococcus aureus และแบคทีเรียชนิดอื่นบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

mannitol salt agar  

  mannitol salt agar (MSA) ท่ีใชแยก Staphylococcus aureus มีความเขมขนเกลือสูง 7.5% 

ชวยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ และการใชน้ําตาลแมนนิทอล (D-mannitol) ท่ี S. aureus สามารถ

หมักได เกิดโซนสีเหลืองลอมรอบโคโลนีสีเหลืองทอง จากคาความเปนกรดท่ีเพิ่มข้ึนเปล่ียนสีของฟนอลเรดใน

อาหารจากสีแดงเปนสีเหลือง (Shields และ Tsang, 2006) เชน S. aureus ATCC 13565, S. aureus ATCC 

6535 และ S. aureus MSCU 0270 ซึ่งเช้ืออื่นในกลุม Staphylococci ท่ีไมสามารถใชน้ําตาลแมนนิทอลจะเจริญ

ได โดยไมเปล่ียนสีอาหาร มีโซนสีแดงลอมรอบโคโลนีและใหโคโลนีสีขาว เชน S. epidermidis ATCC 12228 และ 

B. subtilis MSCU 0271 และไมพบการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก P. aeruginosa MSCU 0359, E. coli 

MSCU 0260 และ E. aerogenes MSCU 0260 ดังรูปท่ี 4.2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.2.1 ลักษณะของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MSA 
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4.2.2 ลักษณะโคโลนีของ Escherichia coli และแบคทีเรียชนิดอื่นบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บนอาหาร

เลี้ยงเช้ือ Eosin Methylene Blue agar    

   Eosin methylene blue agar (EMB) ท่ีใชแยก Escherichia coli มีสี methylene blue และ

สี eosin เปนตัวยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก มีน้ําตาลแลคโตสและซูโครสเปนแหลงคารบอน ใน

แบคทีเรียท่ีหมักน้ําตาลแลคโตสได (lactose fermenting bacteria) ท้ัง   E. coli และกลุมโคลิฟอรมแบคทีเรียจะ

สรางกรดจากการใชน้ําตาลแลคโตสและเกิดการรวมตัวของสี ทําใหโคโลนีมีหลายสีตามความเปนกรดท่ีสรางข้ึน ใน

กลุมท่ีใชน้ําตาลแลคโตสไดเร็ว สรางกรดมาก จะเห็นโคโลนีเปนสีมวงเขมและสีเขียวของโลหะ (green metallic 

sheen) (Lal และ Cheeptham, 2007) เชน E. coli สวนกลุมท่ีสรางกลุมท่ีใชน้ําตาลแลคโตสไดชา สรางกรดนอย 

จะเห็นโคโลนีสีน้ําตาลชมพู และกลุมท่ีไมใชน้ําตาลแลคโตสจะปรากฏโคโลนีใส จากการนําเช้ืออางอิงในการทดลอง

มาเล้ียงบนอาหาร EMB ไมพบการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก S. aureus ATCC 13565, S. aureus 

ATCC 6535, S. aureus MSCU 0270, S. epidermidis ATCC 12228 และ B. subtilis MSCU 0271 พบโคโลนี

เปนสีมวงเขมและสีเขียวของโลหะของ E. coli MSCU 0260 โคโลนีใสของ P. aeruginosa MSCU 0359 และ

โคโลนีน้ําตาลชมพูของ E. aerogenes MSCU 0260 ดังรูปท่ี 4.2.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.2.2 ลักษณะของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร EMB agar 
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4.3 จํานวนแบคทีเรียท้ังหมดในตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

4.3.1 พื้นท่ีผิวของเหรียญและธนบัตร 

พื้นท่ีผิวท้ังหมดของเหรียญท่ีเตรียมใชในการทดลองท้ัง 6 ชนิด คือ มูลคา 25 สตางค 50 สตางค  

1 บาท 2 บาท 5 บาท และ 10 บาท ชนิดละ 5 เหรียญ โดยวัดเสนผานศูนยกลางและความหนาของเหรียญใน

หนวยเซนติเมตร และธนบัตร 1 ชนิด คือ มูลคา 20 บาท 50 บาท 100 บาท 500 บาท และ 1000 บาท ชนิดละ 

2 ฉบับ โดยวัดความกวางและความยาวของธนบัตรท้ังสองดานในหนวยเซนติเมตร เพื่อใชในการคํานวณหาปริมาณ

เช้ือปนเปอนตอพื้นท่ีผิวในตัวอยางเหรียญและธนบัตร ดังตาราง 4.1  

ตารางท่ี 4.1 พื้นท่ีผิวของเหรียญและธนบัตรตัวอยาง  

 

 

ตัวอยาง มูลคา (บาท) พื้นท่ีผิวท้ังหมด (ตร.ซม.) 

เหรียญ 0.25 4.5  

0.5 5.7 

1 6.9 

2 8.6  

5 10.6 

10 12.2 

ธนบัตร 20 198.7 

50 207.4 

100 216.0 

500 224.6 

1000 233.3 
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4.3.2 จํานวนแบคทีเรียท้ังหมดจากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

 จากการนําตัวอยางเหรียญ 6 ชนิด คือ มูลคา 25 สตางค 50 สตางค 1 บาท 2 บาท 5 บาท  และ 10 

บาท ชนิดละ 5 เหรียญ และธนบัตร 3 ชนิด คือ มูลคา 20 บาท 50 บาท และ 100 บาท ชนิดละ 1 ฉบับ มาหา

จํานวนแบคทีเรียท้ังหมดดวยวิธี total plate count บนอาหาร nutrient agar (NA) พบวา เหรียญมูลคา 1 บาท

มีการเจริญของแบคทีเรียมากท่ีสุด คือ 17 โคโลนี และคิดเปน 98.4 CFU/พื้นท่ีผิว (ตร.ซม.) และไมพบการเจริญ

ของแบคทีเรียจากตัวอยางธนบัตร ดังตารางท่ี 4.2 

ตารางท่ี 4.2 จํานวนโคโลนีของแบคทีเรียท้ังหมดบนอาหาร nutrient agar จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

 

 

 

 

 

ตัวอยาง มูลคา (บาท) 
ความเจือจาง 

(เทา) 
จํานวนโคโลนี 

CFU/1 เหรียญ

หรือธนบัตร 

CFU/พื้นท่ีผิว 

(ตร.ซม.) 

เหรียญ 0.25 10 5 200 44.2 

0.5 10 8 320 55.6 

1 10 17 680 98.4 

2 10 9 360 41.9 

5 10 11 440 41.7 

10 10 16 640 52.3 

ธนบัตร 20 10 0 0 0 

50 10 0 0 0 

100 10 0 0 0 
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4.3.3 จํานวน Staphylococcus aureus จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

จากการนําตัวอยางเหรียญ 6 ชนิด คือ มูลคา 25 สตางค 50 สตางค 1 บาท 2 บาท 5 บาท  และ 10 

บาท ชนิดละ 5 เหรียญ และธนบัตร 3 ชนิด คือ มูลคา 20 บาท 50 บาท และ 100 บาท ชนิดละ 1 ฉบับ มาหา

จํานวน S. aureus ดวยการเล้ียงบนอาหารคัดเลือก mannitol salt agar (MSA) ไมพบการเจริญของแบคทีเรีย

บนอาหารจากท้ังตัวอยางเหรียญและธนบัตร ดังตารางท่ี 4.3 

ตารางท่ี 4.3 จํานวนโคโลนีของ Staphylococcus aureus บนอาหาร MSA จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

 

 

 

 

ตัวอยาง มูลคา (บาท) 
ความเจือจาง 

(เทา) 
จํานวนโคโลนี 

CFU/1 เหรียญ

หรือธนบัตร 
CFU/พื้นท่ีผิว 

เหรียญ 0.25 10 0 0 0 

0.5 10 0 0 0 

1 10 0 0 0 

2 10 0 0 0 

5 10 0 0 0 

10 10 0 0 0 

ธนบัตร 20 10 0 0 0 

50 10 0 0 0 

100 10 0 0 0 



31 
 

4.3.3 จํานวน Escherichia coli จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

จากการนําตัวอยางเหรียญ 6 ชนิด คือ มูลคา 25 สตางค 50 สตางค 1 บาท 2 บาท 5 บาท  และ 10 

บาท ชนิดละ 5 เหรียญ และธนบัตร 3 ชนิด คือ มูลคา 20 บาท 50 บาท และ 100 บาท ชนิดละ 1 ฉบับ มาหา

ปริมาณ E. coli ดวยการเล้ียงบนอาหารคัดเลือก Eosin Methylene Blue (EMB) agar ไมพบการเจริญของ

แบคทีเรียบนอาหารจากท้ังตัวอยางเหรียญและธนบัตร ดังตารางท่ี 4.4 

ตารางท่ี 4.4 จํานวนโคโลนีของ Escherichia coli บนอาหาร EMB จากตัวอยางเหรียญและธนบัตร 

 

 

 

 

 

ตัวอยาง มูลคา (บาท) 
ความเจือจาง 

(เทา) 
จํานวนโคโลนี 

CFU/1 เหรียญ

หรือธนบัตร 
CFU/พื้นท่ีผิว 

เหรียญ 0.25 10 0 0 0 

0.5 10 0 0 0 

1 10 0 0 0 

2 10 0 0 0 

5 10 0 0 0 

10 10 0 0 0 

ธนบัตร 20 10 0 0 0 

50 10 0 0 0 

100 10 0 0 0 
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 ในการวิจัยนี้มีจุดประสงคในการตรวจหาปนเปอนของเช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus aureus 

enterotoxins A โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอ SEA gene 

และการปนเปอน Escherichia coli จากตัวอยางเหรียญและธนบัตรในประเทศไทย เนื่องจากเปนส่ิงท่ีทุกคนสัมผัส

บอยครั้งในแตละวัน ไมทราบถึงท่ีมาท่ีไปของเหรียญและธนบัตรท่ีไดรับ ท้ังยังเปนส่ิงท่ีไมไดรับการทําความสะอาด

หรือผานความรอน และมีการหมุนเวียนใชหลายป เพื่อใชเปนขอมูลในการประเมินความเส่ียงตอสุขภาพ ความ

สะอาด และสุขลักษณะ จากการสัมผัสเหรียญและธนบัตรในอนาคตได 

 ผลการศึกษาการตรวจหา Staphylococcal enterotoxin A ดวยวิธี Polymerase Chain Reaction 

(PCR) พบวาเกิดขอผิดพลาดในการหาความจําเพาะของ forward primer คือ SEA-1F และ reverse primer คือ 

SEA-2R ตอยีน Staphylococcal Enterotoxin A (SEA gene) ใน Staphylococcus aureus ATCC 13565 ท่ี

ใชเปนตัวควบคุมผลบวก จากการใช Taq DNA polymerase เส่ือมประสิทธิภาพ และไมไดทําการทดลองแกไขใน

สวนนี้ตอเนื่องจากเหตุการณการระบาดของ COVID-19 คาดวาหากไดแกไขขอผิดพลาดในข้ันตอนนี้ โดยการใช 

Taq DNA polymerase ท่ีมีประสิทธิภาพ จะสามารถหาความจําเพาะของไพรเมอรตอ SEA gene ใน S.  aureus 

ATCC 13565 ไดสําเร็จ โดยใหแถบดีเอ็นเอขนาด 120 bp (Suwanampai และคณะ, 2011) บนเจลอะการโรส 

และไมใหแถบดีเอ็นเอบนเจลอะการโรสเมื่อทดสอบความความจําเพาะของไพรเมอรกับเช้ือแบคทีเรียอื่น ดังนี้      

S. aureus ATCC 6535, S. aureus MSCU 0270, S. epidermidis ATCC 12228, B. subtilis MSCU 0271, E. 

coli MSCU 0260, P. aeruginosa MSCU 0359 และ E. aerogenes MSCU 0260 จากนั้นจึงนําไปใชตรวจหา

ยีน SEA จากตัวอยางท่ีเก็บไดจากเหรียญและธนบัตรดวยวิธี PCR และคาดวาจะตรวจพบ SEA gene ในตัวอยาง

เหรียญและธนบัตรเนื่องจากมีรายงานผลการศึกษาเมตาจีโนมิกของจุลินทรียท่ีพบบนเงินท่ีหมุนเวียนในรัฐนิวยอรค 

สหรัฐอเมริกา  โดยใชธนบัตรมูลคา 1 ดอลลารสหรัฐในการศึกษา เนื่องจากมีอัตราการใชสูงท่ีสุดและมีอายุการใช

งานในระบบเศรษฐกิจส้ันท่ีสุด คือ 5.8 ป เมื่อเทียบกับธนบัตรมูลคา 20 และ 100 ดอลลารสหรัฐ คือ 7.9 ปและ 15 

ปตามลําดับ พบท้ังดีเอ็นเอของมนุษย เซลลยูคาริโอต แบคทีเรีย และไวรัส ตามลําดับ ซึ่งสัดสวนของแบคทีเรียท่ีพบ

คิดเปน 29 เปอรเซ็นต โดยพบวาสวนมากเปนแบคทีเรียท่ีเปนเช้ือประจําถ่ินบนผิวหนังและชองปากของมนุษย ท้ังนี้

ยังพบ    S. aureus จากตัวอยางธนบัตรท่ีเก็บในฤดูรอนในสัดสวนท่ีมากกวาตัวอยางท่ีเก็บในฤดูหนาว แสดงใหเห็น
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ถึงความหลากหลายของกลุมประชากรแบคทีเรียบนธนบัตรในแตละฤดูกาล ท้ังยังใชเปนตัวประเมินและควบคุม

การแพรกระจายของเช้ือกอโรคผานเงินท่ีหมุนเวียนในระบบเศรษฐกิจ (Maritz และคณะ, 2017)  

นอกจากนี้มีรายงานผลการศึกษาการตรวจหา Staphylococcus aureus และ Staphylococcal 

enterotoxin genes ดวยวิธี quantitative PCR จากตัวอยางฝุนในบริเวณตาง ๆ ของบาน โดยใช 

Staphylococcus aureus ATCC 13565 เปนตัวควบคุมผลบวก พบ Staphylococcus aureus ท่ีมี SEA gene 

ถึง 25 เปอรเซ็นตจากฝุนในหองนอน (Ludwiga และคณะ, 2017) แสดงใหเห็นวาแมแตฝุนภายในหองนอนยงั

สามารถพบ Staphylococcus aureus enterotoxin A ได ดังนั้นเหรียญและธนบัตรท่ีเปนส่ิงหมุนเวียนในระบบ

เศรษฐกิจและส่ิงแวดลอมเปนเวลานานนั้นอาจตรวจพบไดเชนกัน  

ผลจากการหาจํานวนแบคทีเรียปนเปอนในตัวอยางเหรียญและธนบัตร ในการหาจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด 

บนอาหาร nutrient agar พบการเจริญของแบคทีเรียจากตัวอยางเหรยีญเทานั้น โดยเหรียญมูลคา 1 บาท

พบจํานวนแบคทีเรียมากท่ีสุด เนื่องมาจากเปนเหรียญท่ีมีอัตราการแลกเปล่ียน หมุนเวียนมากท่ีสุด จากสถิติการรับ

แลก-จายแลกเหรียญกษาปณหมุนเวียนกรมธนารกัษ ปงบประมาณ พ.ศ. 2563 ประจําเดือนเมษายน 2563 โดยมี

อัตราการแลกเปล่ียน หมุนเวียนประมาณ 886 ลานเหรียญ คิดเปน 50 เปอรเซ็นตเมื่อเปรียบเทียบกับเหรียญมูลคา

อื่น ไดแก ราคา 25 สตางค 50 สตางค 2 บาท 5 บาท และ 10 บาท และเชนเดียวกันกับในปงบประมาณ พ.ศ. 

2561 และ 2562 (กรมธนารักษ, 2563) ท้ังนี้ไมพบการเจริญของแบคทีเรียจากตัวอยางธนบัตร เนื่องจากธนบัตรใน

ประเทศไทยทําจากกระดาษท่ีมีใยฝายเปนสวนประกอบหลัก (ธนาคารแหงประเทศไทย, ม.ป.ป) ซึ่งชวยใหเซลล

แบคทีเรียยึดเกาะบนพื้นผิวไดดี จากการศึกษาการรอดชีวิต การยึดเกาะและความเปนพิษตอแบคทีเรียจากวัสดุท่ี

ใชทําเหรียญและธนบัตรของ Vriesekoop และคณะ (2016)  รายงานวา ธนบัตรท่ีทําจากใยฝายมีโครงสรางท่ีชวย

ใหแบคทีเรียยึดเกาะไดดีท่ีสุด เมื่อเทียบกับวัสดุอื่น ๆ เชน กระดาษวาชิ ใยฝายผสมลิกนิน และพลาสติกสังเคราะห  

นอกจากนี้ยังไมพบการปนเปอนของ S. aureus และ E. coli บนอาหารคัดเลือก Mannitol Salt Agar 

(MSA) และ Eosin Methylene Blue (EMB) agar ตามลําดับ จากวิธีโซนิเคตมาแยกเช้ือออกจากเหรียญและ

ธนบัตรนั้น อาจทําใหเซลลของแบคทีเรียท่ีตองการเกิดความเสียหายหรือแตก เนื่องจากความถ่ีท่ีใชอาจทําใหเกิด

การส่ันสะเทือนภายในเซลล และทําใหเซลลแตกได (Islam และคณะ, 2017) หรือเวลาท่ีใชในการโซนิเคตไม

เพียงพอตอการแยกเซลลแบคทีเรียออกจากพื้นผิวของตัวอยางเหรียญและธนบัตร ดังนัน้จะตองหาเวลาท่ีเหมาะสม

ในการโซนิเคต หรืออาจเปล่ียนวิธี ใชการ vortex แทน โซนิเคต อาจชวยใหเซลลไดรับความเสียหายนอยลงท้ังยัง

อาจชวยแยกเซลลไดดีข้ึน  
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จากการศึกษาของ Kumar และคณะ (2009) ไดรายงานการศึกษาการตรวจหายีนท่ีเกี่ยวของกับการกอ

โรคใน S. aureus ท่ีแยกไดจากธนบัตรในประเทศอินเดีย เก็บตัวอยางธนบัตร 96 ตัวอยางจากสถานท่ีตาง ๆ แยก

เซลลแบคทีเรียจากตัวอยางธนบัตรแตละชนิดมาปนผสม (vortex) กับสารละลายน้ําเกลือ 0.85% เปนเวลา 10 

นาที จากนั้นเจือจางถึงความเขมเขน 10-10 และนํามากระจายเช้ือลงบน mannitol salt agar เลือกโคโลนีสีเหลือง

ท่ีมีโซนสีเหลืองลอมรอบมาเล้ียงบนอาหารคัดเลือก Baird-Parker Agar และ brain heart infusion agar 

นอกจากนั้นยังทดสอบทางชีวเคมีอื่น ๆ เพิ่มเติมเพื่อยืนยันการระบุวาเปน S. aureus เชน coagulase test, β-

hemolysis, DNase test  และเล้ียงบนอาหารคัดเลือก HiCrome Staph Selective Agar ของบริษัท HiMedia, 

USA จากผลการศึกษาพบแบคทีเรียท้ังหมดในชวง 38 – 270 โคโลนี/1 ธนบัตร และไดโคโลนีของ S. aureus 

ในชวง 1 – 16 โคโลนีจากอาหารคัดเลือกและการระบุชนิดดวยการทดสอบทางชีวเคมี จะเห็นไดวาความถ่ีในการ

พบ S. aureus มีความหลากหลายสูง ดังนั้นในการทดลองตอไปควรใชตัวอยางมากข้ึน เพื่อใหไดผลการทดลองท่ี

ชัดเจนและมีนัยสําคัญทางสถิติ และจากการศึกษาของ Hiko และคณะ (2016) ไดรายงานการศึกษาการปนเปอน 

E. coli บนธนบัตรจากผูประกอบอาหารหลากหลายชนิดในประเทศเอธิโอเปยท้ังหมด 384 ตัวอยาง แยก E. coli 

บนธนบัตรโดยใชการใชกานสําลีปลอดเช้ือชุบ Buffered Peptone Water (BPW) ปายบนธนบัตรท้ัง 2 ดาน 

จากนั้นนํามา streak บน Eosin Methylene Blue (EMB) agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 

ช่ัวโมง เลือกโคโลนีท่ีเกิด metallic sheen มาเล้ียงบนอาหาร Nutrient Agar สําหรับเตรียมทดสอบทางชีวเคมี

เพิ่มเติม เพื่อยืนยันการระบุเช้ือเปน E. coli เชน  Indole production, Methylene red reduction, Voges 

Proskauer reaction และ Citrate utilization (IMViC) 

 ดังนั้นหากสามารถแกไขปญหาท่ีเกิดข้ึนไดคาดวาจะสามารถตรวจหาปนเปอนของเช้ือแบคทีเรีย 

Staphylococcus aureus enterotoxins A โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรท่ีมี

ความจําเพาะตอ SEA gene ท้ังนี้เพิ่มตัวอยางเหรียญและธนบัตรและใชวิธีท่ีเหมาะสมในการแยกเซลลแบคทีเรีย

ออกจากตัวอยางเหรียญและธนบัตรจะใหผลการทดลองท่ีชัดเจนมากข้ึน และคาดวาผลการทดลองท่ีไดจะใชเปน

ขอมูลในการประเมินความเส่ียงตอสุขภาพ ความสะอาด และสุขลักษณะ จากการสัมผัสเหรียญและธนบัตรใน

อนาคตได 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว Nutrient broth (NB) 

เพปโตน (peptone)     3  กรัม  

ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)    5  กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีความดันไอ 1 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Nutrient (NA) 

เพปโตน (peptone)     3  กรัม  

ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)    5  กรัม 

ผงวุน (agar)      15  กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีความดันไอ   

1 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 

3. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Mannitol Salt (MSA) 

Pancreatic Digest of Casein    5  กรัม 

Peptic Digest of Animal Tissue   5  กรัม 

ผงสกัดจากเนื้อ (beef extract)    1  กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)     75  กรัม 

น้ําตาลดี-แมนนิทอล (D-mannitol)   10  กรัม 

ฟนอลเรด (phenol red)     25  มิลลิกรัม 

  ผงวุน (agar)      15  กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีความดันไอ  

1 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 
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4. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Eosin Methylene Blue (EMB) 

Pancreatic Digest of gelatin    10  กรัม 

น้ําตาลแลคโตส (lactose)    10  กรัม 

ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)    2  กรัม 

อีโอซินวาย (eosin Y)     0.4  กรัม 

เมทิลีนบลู (methylene blue)    65  มิลลิกรัม 

  ผงวุน (agar)      15  กรัม 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีความดันไอ  

1 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต 

ละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.85 กรัม ดวยน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

2. สารละลายอีดีทีเอความเขมขน 0.5 โมลาร (0.5M EDTA) 

ละลายเกลือไดโซเดียมของอีดีทีเอ (C10H14N2Na2O8) 186.1 กรัม ปรับความเปนกรด-ดางดวยผลึก 

โซเดียมไฮดรอกไซด นมีคาเทากับ 8 และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

3. สารละลายบัฟเฟอรทริสอะซิเตตอีดีทีเอ 50 เทา (50X TAE) 

ทริส-เบส (C4H11NO3)       242 กรัม 

กรดอะซิติก (CH3COOH)       57.1 มิลลิลิตร 

สารละลายอีดีทีเอความเขมขน 0.5 โมลาร (ความเปนกรด-ดางเทากับ 8) 100 มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ําปลอดประจุ และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร 
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