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บทความต้นฉบับ
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บทคัดย่อ	 	 	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบอำานาจการจำาแนกและความแตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

ของเชื้อ	Salmonella	Rissen	และ	Salmonella	Typhimurium	โดยวิธีทางอณูชีววิทยา	2	วิธีได้แก่	Pulsed-field	

Gel	Electrophoresis	(PFGE)	และ	Repetitive	Element	sequence-based	PCR	(rep-PCR)		ซึ่งเชื้อที่นำามาใช้ 

ในการศกึษาครัง้นีเ้ป็นเชือ้	Salmonella	ทีเ่พาะแยกจากฟารม์สกุรในพ้ืนทีจั่งหวดัเชียงใหม	่ลำาพนูได้แก่เช้ือ	Salmonella  

Rissen	 จำานวน	 16	 สายพันธุ์	 และ	 Salmonella	 Typhimurium	 จำานวน	 14	 สายพันธุ์	 โดยยืนยันซีโรไทป์ของ 

เชือ้แบคทเีรยีโดยศนูยซ์ลัโมเนลลาและชิเจลลา	กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย	์กระทรวงสาธารณสุข	ทำาการจำาแนกรปูแบบ

ทางพนัธกุรรมของเชือ้	ดว้ยวธิ	ีPFGE	และ	rep-PCR	และรปูแบบลายพมิพD์NAของเชือ้ท่ีไดจ้ะเขา้สูขั่น้ตอนการเปรียบเทยีบ 

ลักษณะความเหมอืนและความแตกต่างและการสรา้งแผนภมูต้ินไม	้โดยใชซ้อฟทแ์วร์โปรแกรม	Bionumerics	version	

3.5	พบว่าวิธี	PFGE	มีอำานาจในการจำาแนก	(Discriminatory	power)	เท่ากับ	0.43,	0.47,	0.85	และ	0.9	ที่ดัชนี

ความเหมือน	(Similarity	index)	80%,	85%,	90%	และ	95%	ตามลำาดับ	และวิธี	rep-PCR	มีอำานาจในการจำาแนก

เท่ากับ	0.55,	0.69,	0.88	และ0.95	ที่ดัชนีความเหมือน	(Similarity	index)	80%,	85%,	90%	และ	95%	ตามลำาดับ	
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อำานาจจำาแนกและการศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ        
Salmonella โดยวิธี PFGE และ rep-PCR

บทนำา
 Salmonella เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ	 

อยู่ในกลุ่ม	Enterobacteriaceae	มีลักษณะ	รูปแท่งสั้น	 

ไมส่รา้งสปอร	์ไมส่รา้งแคปซลู	มขีนาด	0.7-1.5	ไมโครเมตร	

ยาว	 2.0-5.0	 ไมโครเมตร	 เจริญได้ดีในรูปที่มีและไม่มี

ออกซิเจน	 (Facultative	 anaerobe)	 เป็นเชื้อที่เป็น

สาเหตุสำาคัญของโรคท่ีเกิดจากอาหาร	 สามารถก่อโรค

ได้ทั้งในมนุษย์และสัตว์	 (Ibarra	 &	 Steele-Mortimer,	

2009)	 เช่น	 กระเพาะอาหารและลำาไส้อักเสบ	 ไปจนถึง

การติดเชื้อในกระแสเลือด	 ซึ่งก่อให้เกิดการเจ็บป่วย	 

การตาย	 และ	 ความสูญเสียทางเศรษฐกิจ	 จึงนับว่าเป็น

ปัญหาสาธารณสุขที่ทั่วโลกกำาลังให้ความสำาคัญ	 (Liu	et	

al.,	2011)	ดังนั้นหน่วยงานหลายๆ	หน่วยงานไม่ว่าเป็น 

ด้านปศุสัตว์	 อาหาร	 และสาธารณสุขมีความจำาเป็น 
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ทีจ่ะตอ้งดำาเนนิงานร่วมกันอยา่งใกลชิ้ด	โดยพบวา่ทางเดนิ

อาหารของสตัวเ์ปน็แหล่งอมโรคหลกัของเชือ้	Salmonella  

และมักจะติดต่อไปยังมนุษย์	 โดยการปนเป้ือนไปกับ

ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์	(Stepan	et	al.,	2011)

	 สำาหรบัการพบเชือ้ในสตัว	์เชน่	ในสกุร	สามารถ

พบได้ในอุจจาระสุกรบนพื้นคอกที่มีเช้ือ	 Salmonella 

ปะปนออกมา	เปน็ทัง้แหลง่แพรก่ระจายและสะสมของเชือ้	

Salmonella	และในสุกรทีเ่ปน็พาหะนำาโรค	จะสามารถพบ

เชือ้ได้ทีต่่อมทอนซลิ	ลำาไส	้และเน้ือเยือ่น้�เหลอืงทีล่ำาไส้	จงึ

ทำาใหสุ้กรทีเ่ป็นพาหะเปน็แหลง่แพรเ่ชือ้ทีส่ำาคญัไปยงัสตัว์

อื่นๆ	รวมถึงมนุษย์	(De	Busser	et	al.,	2011)	เนื่องจาก

มโีอกาสปนเป้ือนเช้ือตา่งๆ	ไดต้ลอดกระบวนการผลติ	เริม่

ตัง้แต่ในขณะท่ีสุกรอยูใ่นฟาร์ม	เกิดขึน้ในระหวา่งการขนสง่

สกุรจากฟารม์ไปยงัโรงฆ่าสัตว์	ในระหว่างกระบวนการฆ่า

สกุร	หรอืในระหวา่งการขนสง่และเกบ็รักษาเนือ้สกุรกอ็าจ

เป็นไปได้	 (Magistrali	et	al.,	2008)	ดังนั้นการระบุรูป

แบบการติดต่อตั้งแต่ที่ฟาร์มจึงเป็นขั้นตอนสำาคัญในการ

ลดการปนเปื้อนของเชื้อ	Salmonella	ในเนื้อสุกร		

	 ในการศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่ามีวิธีการ

จำาแนกชนดิของเชือ้ในระดับโมเลกลุทีน่ำามาใช้ในการจำาแนก

รูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อ	 Salmonella	 หลายวิธี	 

เช่น	 Pulsed-field	 Gel	 Electrophoresis	 (PFGE)	 

(Kilic	et	al.,	2010)	โดยอาศัยหลักการ	คือ	สามารถแยกช้ิน

ส่วนดีเอ็นเอขนาดใหญต่ัง้แต	่10	กโิลเบส	ถงึ	10	เมกาเบส	 

โดยใช้	pulsed	electric	field	ซึ่งมีการสลับสนามไฟฟ้า

สองด้าน	 (Nassonova,	 2008)	 PFGE	 ใช้	 restriction	

enzyme	ในการตดัยอ่ยดเีอน็เอของแบคทเีรยีในตำาแหนง่

ที่จำาเพาะ	ซึ่งจะทำาให้ได้ดีเอ็นเอขนาดหลายๆ	ขนาดและ

นำามาสร้างเป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอ	 ซึ่งข้อดีของวิธีการนี้

คือ	สามารถประยุกต์ใช้กับเชื้อแบคทีเรียก่อโรคเพื่อใช้ใน

ทางระบาดวิทยาได้	นอกจากนี้	 PFGE	 	มีอำานาจในการ

จำาแนกมากกว่าเทคนิค	 ribotyping	หรือ	multi-locus	

sequence	 typing	 ในหลายๆ	แบคทีเรีย	และเป็นวิธีที่

สามารถจำาแนกความแตกตา่งของเชือ้ไดอ้ยา่งคงที	่สามารถ

ทำาซ้�ได้	ถือว่าเป็น	gold	standard	(Kilic	et	al.,	2006)	

ในการจำาแนกรูปแบบทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย	

แต่อย่างไรก็ตาม	Pulsed-field	Gel	 Electrophoresis	

(PFGE)	 ไม่สามารถนำาไปปรับใช้ได้กับทุกห้องปฏิบัติการ	

เนื่องจากมีใช้เวลานาน	 ต้องอาศัยผู้ที่มีความเชี่ยวชาญ

และประสบการณ์	อีกทั้งวัสดุอุปกรณ์พื้นฐานที่ใช้มีราคา

สูง	ทำาให้เกิดปัญหาเมื่อต้องวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีจำานวน

มาก	 แต่ที่ผ่านมาได้มีการศึกษาพบว่ามีวิธีการอื่นที่ใช้

จำาแนกชนิด	ของเชื้อในระดับโมเลกุลได้	เช่น	Repetitive	

element	sequence-based	PCR	(rep-PCR)	(Weigel	

et	al.,	2004)		ซึ่งจะอาศัยหลักการของรูปแบบลายพิมพ์

ดีเอ็นเอ		โดยแบคทีเรียสายพันธุ์เดียวกัน	จะมี	ช่วงลำาดับ

เบสที่ปรากฏซ้�ที่ตำาแหน่ง	non-coding	region	เหมือน

กัน	(Ben-Darif	et	al.,	2010)	ซึ่งทำาให้สามารถนำามาใช้

ในการเปรยีบเทยีบความเหมอืนและความตา่งของลกัษณะ

พันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียได้อย่างมีประสิทธิภาพ	อีก

ทั้ง	วิธี	rep-PCR	เป็นวิธีที่ให้ผลเร็ว	ทำาการปฏิบัติง่าย	มี

ราคาถกูและสามารถทำาไดใ้นหอ้งปฏบิติัการพืน้ฐานทัว่ไป	

(Kilic	 et	 al.,	 2010)	 จากที่ได้กล่าวมาข้างต้นพบว่า	 มี

ความจำาเป็นอย่างยิ่งที่จะศึกษาเปรียบเทียบอำานาจการ

จำาแนกและรูปแบบลายพิมพ์ของ	Salmonella	Rissen	

และ	Salmonella	Typhimurium	โดยวิธี	PFGE	และ	

rep-PCR	 เพื่อใช้เป็นวิธีทางเลือกในการจำาแนกชนิดของ

เชื้อในระดับโมเลกุลที่มีอำานาจการจำาแนกสูงมีความน่า

เชื่อถือ	สามารถทำาได้ง่าย	และประหยัดค่าใช้จ่ายต่อไป

วตัถุประสงค์ของการศึกษาในคร้ังน้ีเพ่ือเปรียบเทียบอำานาจ

การจำาแนกและความแตกตา่งของลายพมิพด์เีอน็เอของเชือ้	

Salmonella Rissen	และ	Salmonella	Typhimurium		

โดย	วธิ	ีPulsed-field	Gel	Electrophoresis	(PFGE)	และ	

Repetitive	element	sequence-based	PCR	(rep-PCR)

อุปกรณ์และวิธีการ 

ตัวอย่างและการเก็บตัวอย่าง 

	 ทำาการศกึษาเชิงพรรณนาในแนวทางการทดสอบ

วินิจฉัย	 (Diagnostic	 Test)	 แต่มีลักษณะพิเศษและมี

วัตถุประสงค์เฉพาะใช้เพื่อศึกษาคุณค่าของวิธีการตรวจ

ภาณุวัฒน์	แย้มสกุล	
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เพ่ือการวินิจฉัยโรค	 โดยเปรียบเทียบผลกับการตรวจท่ี

ถือเปน็มาตรฐานทีด่ท่ีีสดุ	ทำาการศกึษาเชือ้	Salmonella 

Rissen	และ	Salmonella	Typhimurium	โดยไดร้บัการ

ยืนยันสายพันธุ์จากศูนย์ซัลโมเนลลาและชิเจลลา	 กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์	 กระทรวงสาธารณสุขโดยเป็น

เชื้อที่ได้จากการเก็บตัวอย่างจากอุจจาระของสุกร	 ใน

ฟาร์มสุกรบริเวณพื้นที่จังหวัดเชียงใหม่	ลำาพูน	เก็บรักษา

ภายใต้อุณหภูมิ	-70	oC	รวมทั้งหมดจำานวน	30	สายพันธุ์	

โดยทำาการแบง่เปน็เชือ้	Salmonella	Rissen	จำานวน	14	

สายพันธุ์	และ	Salmonella	Typhimurium	จำานวน	16	

สายพันธุ์	

การตรวจทางห้องปฏิบัติการ 

Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) 
	 ทำาการส่งตัวอย่างเชื้อ	 Salmonella	 ทั้ง	 30	

สายพันธุ์	 ไปยังห้องปฏิบัติการ	 (Infectious	 disease	

molecular	epidemiology	laboratory	of	the	Ohio	

State	University)	เพื่อหาลายพิมพ์	DNA	โดยวิธี	PFGE	

โดยใช้	Salmonella	enterica	serovar	Braenderup	

H9812	เป็นมาร์คเกอร์อ้างอิง	ใช้	restriction	enzyme	

XbaI	 ในการตัดย่อยดีเอ็นเอของแบคทีเรียในตำาแหน่งที่

จำาเพาะ	 ซ่ึงจะทำาให้ได้ดีเอ็นเอขนาดหลายๆ	 ขนาดและ

นำามาสร้างเป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอ	 นำาภาพเจลที่ได้มาเข้า

สู่โปรแกรม	Bionumerics	software	version	3.5	เพื่อ

วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ	(CDC	PulseNet	Protocol)	

(CDC,	2000)

Repetitive element sequence-based  
PCR (rep-PCR)
	 นำาเชือ้	Salmonella	Rissen	และ	Salmonella 

Typhimurium	จากหลอด	eppendorf		ลงในสารละลาย	

Nutrient	broth(Difco™	Nutrient	Broth)	และนำาเข้าสู่

เคร่ืองเขยา่สารละลายทีค่วามเรว็รอบ	200	รอบ/นาท	ีภาย

ใต้อุณหภูมิ	37	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	จาก

น้ันนำาไปเขา้เครือ่งปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ	13,000	รอบ/

นาท	ีนำาสารละลายบนผวิหนา้ออกจนเหลอืแต่ตะกอนด้าน

ลา่ง	และนำาไปสกดัดเีอน็เอ	ดว้ย	Alkaline	polyethylene	

glycol-based	method	(ALK-PEG)(	Sigma-Aldrich.,	

St.	Louis,	MO,	USA)	จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอนพีซีอาร์	โดย

การผสมสารละลาย	TaKaRa	Ex	Taq	TM	mater	mix	

(Takara	 Bio	 Inc.,	 Shiga,	 Japan)	 ที่ใช้ในปฏิกิริยา 

พีซีอาร์ลงในหลอดพีซีอาร์	ชนิด	8	หลอดต่อ	1	แถว	โดย

ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ	25	ไมโครลิตร	ประกอบด้วยไพร

เมอร์		ERIC		ปริมาตร	0.5	μM	(ERIC1R	(5’-ATG	TAA	

GCT	CCT	GGG	GAT	TCA	C-3’)	and	ERIC2	(5’-AAG	

TAA	GTG	ACT	GGG	GTG	AGC	G-3’)	ในปฏิกริยาแรก)	

ไพรเมอร์	GTG	(5’-GTG	GTG	GTG	GTG	GTG-3’),	ใน

ปฏิกริยาที่	2	ปริมาตร	0.5	μM	และ	10x	PCR	buffer	

ปริมาตร	1.5	mM	MgCl2	dNTPs	ปริมาตร	2.5	mM	

และ	Taq	DNA	polymerase	5	U/μl		ทำาปฏิกิริยาพีซี

อาร์	ที่	95	องศาเซลเซียส	5	นาที	1	รอบ	จากนั้นจะใช้

อุณหภูมิที่	94	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	45	วินาที	จำานวน	

30	รอบ	อุณหภูมิ	52	องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา	1	นาที	 

จำานวน	30	รอบ	อุณหภูมิ	65	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	

10	นาที	30	รอบ	และรอบสุดท้ายที่	อุณหภูมิ	65	องศา

เซลเซียส	เป็นเวลา	20	นาที		จากนั้นนำาผลิตภัณฑ์พีซีอาร์

ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยวิธี	electrophoresis	บน	agarose	

gel	1	%	และนำาเข้าสู่	TBE	buffer	ที่ระดับกระแสไฟฟ้า	

135	วัตต์	 เป็นเวลา	2	ชั่วโมง	20	นาที	หลังจากนั้นนำา 

เจลมาย้อมดว้ย	Ethidium	bromide	และนำาไป	ถา่ยภาพ

เจลดว้ยเคร่ือง	Typhoon	9410	(Amersham	Pharmacia	

Biotech	Inc.,	New	Jersey,	USA).

การวิเคราะห์รูปแบบการจำาแนกสายพันธุ์ 
ด้วยวิธี PFGE และ rep-PCR 

	 นำาข้อมูลพันธุกรรมที่ได้จากวิธี	 Pulsed-field	 

Gel	Electrophoresis	(PFGE)	และ	Repetitive	element	

sequence-based	PCR	(rep-PCR)	ทั้งหมดมาวิเคราะห์

ความหลากหลาย	หรือความแปรปรวนทางพันธุกรรม	ใน

รปูของ	Phylogenetic	tree	ดว้ยโปรแกรม	Bionumerics	

อำานาจจำาแนกและการศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ	Salmonella	โดยวิธี	PFGE	และ	rep-PCR
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version	 3.5	 โดยใช้ค่า	 band	 position	 tolerances	

2.0%	และค่า	optimization	values	1.5%	 	คำานวณ	

similarity	of	band	pattern	โดยใช้	Dice	coefficient	

และสรา้ง	dendrogram	โดยใช	้unweighted	pair	group	

of	arithmetric	mean	(UPGMA)	method	(Patchanee	

et	al.,	2010)	

การคำานวณอำานาจการจำาแนก และความ 
สอดคล้องระหว่าง PFGE และ rep-PCR
	 การคำานวณเพ่ือหาค่าอำานาจการจำาแนกจาก

สตูร	D	=1-	(∑n	(n-1)/N(N-1))	ซึง่สามารถคำานวณไดจ้าก	

http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory 

_power/			และคำานวณคา่ความสมัพนัธร์ะหวา่งสองวธิโีดย

การหาค่า	Adjusted	Rand	coefficient	และ	Wallace	 

coefficient	โดย	Adjusted	Rand	coefficient	เป็นค่า 

ที่ใช้บอกถึงความสอดคล้องของการจำาแนกสายพันธุ์

ทั้งสองวิธี	 ในขณะที่	 Wallace	 coefficient	 แสดงถึง 

การประมาณการทำานายผลการจำาแนกสายพนัธุข์อง	typing	

method	วธิหีนึง่	ดว้ยอกีวธิหีนึง่	(Severiano	et	al.,	2011)	 

ซ่ึงสามารถคำานวณไดจ้าก	website	:	http://darwin.phy-

loviz.net/ComparingPartitions/index.php?link=Tut7

รูปที่ 1  Dendrogram	เปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอนเอ	จากวิธี	pulsed-field	gel	electrophoresis	(PFGE)	ของเชื้อ	Salmonella  

	 Rissen	 และ	 Salmonella	 Typhimurium	 ที่เพาะแยกจากกระบวนการผลิตระดับฟาร์ม	 ในเขตภาคเหนือตอนบน 

	 ของประเทศไทย

ภาณุวัฒน์	แย้มสกุล	
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รูปท่ี 2 Dendrogram	 เปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอนเอจากวิธี	 Repetitive	 element	 sequence-based	 PCR	 (rep-PCR))	 

	 ของเชื้อ	 Salmonella	 Rissen	 และ	 Salmonella	 Typhimurium	ที่เพาะแยกจากกระบวนการผลิตระดับฟาร์ม	 ในเขต 

	 ภาคเหนือตอนบนของประเทศไทย

ผลการศึกษา 
การจำาแนกสายพันธุ์ด้วยวิธี PFGE และ rep-PCR 

	 จากการศึกษาอำานาจการจำาแนกของ	 PFGE	

และ	rep-PCR	จากตัวอย่าง	Salmonella	ทั้งหมด	30	

สายพันธุ์	 	โดยแบ่งเป็น	Salmonella	Rissen	14	สาย

พันธุ์	และ	Salmonella	Typhimurium	16	สายพันธุ์	

ภาพแสดง	dendrogram	จากวิธี	PFGE	และ	rep-PCR	

แสดงในรูปที	่1	และ	2	ตามลำาดบั	พบวา่วธิ	ีPFGE	มอีำานาจ

ในการจำาแนก	(Discriminatory	power)	เท่ากับ	0.43,	

0.47,	 0.85	 และ	 0.9	 ที่ดัชนีความเหมือน	 (Similarity	

index)	80%,	85%,	90%	และ95%	ตามลำาดับ	และวิธี	

rep-PCR	มอีำานาจในการจำาแนกเทา่กบั	0.55,	0.69,	0.88	

และ0.95		ที่ดัชนีความเหมือน	(Similarity	index)	80%,	

85%,	90%	และ95%	ตามลำาดับ	(ตารางที่1)	

อำานาจจำาแนกและการศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ	Salmonella	โดยวิธี	PFGE	และ	rep-PCR
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การเปรียบเทียบระหว่างวิธีที่ใช้ในการจำาแนก 
สายพันธุ์
 การประเมนิความสอดคล้องระหวา่งวิธ	ีPFGE	และ	

rep-PCR	สามารถประเมินได้จากการคำานวณ	Adjusted	 

Rand	และ	Wallace	coefficient	ซึง่คา่	Adjusted	Rand	

coefficient	 ของวิธี	 rep-PCR	 ต่อวิธี	 PFGE	 ที่ค่าดัชนี

ความเหมือน	95%,	90%,	85%,	และ	80%	มีค่าเท่ากับ	

0.199,	0.336,	0.027,	0.283	ตามลำาดับ	ดังตารางที่	2		

ค่า	Wallace	coefficient	ของวิธี	rep-PCR	ต่อวิธี	PFGE	

ทีค่า่ดชันคีวามเหมอืน	95%,	90%,	85%,	และ	80%	มคีา่

เท่ากับ	0.368,	0.784,	0.556,	0.724	ตามลำาดับ	และค่า	

Wallace	coefficient	ของวิธี	PFGE	ต่อวิธี	rep-PCR	ที่

ค่าดัชนีความเหมือน	95%,	90%,	85%,	และ	80%		มีค่า

เท่ากับ	0.184,	0.312,	0.319,	0.577	ตามลำาดับ

ตารางที่ 1	 แสดงการเปรียบเทียบอำานาจการจำาแนกของวิธี	 PFGE	 และ	 rep-PCR	 จากการวิเคราะห์	 Salmonella  

	 	 	 Typhimurium	 และ	 Salmonella	 Rissen	 (n=30)	 ที่เพาะแยกจากกระบวนการผลิตระดับฟาร์ม	 ในเขตภาคเหนือ 

     ตอนบนของประเทศไทย	ที่ดัชนีความเหมือน	80%,	85%,	90%	และ	95%

ตารางที่ 2    แสดงค่า	Adjusted	Rand	coefficient	ของวิธี	PFGE	และ	Rep-PCR

Method    Similarity index (%) Cluster size    Discriminatory power

         Serotyping      PFGE             Rep-PCR        Serotyping     PFGE             Rep-PCR

%Similarity 

Index

Typing 

Method

Adjusted Rand coefficient

(95%confidence interval)

Wallace Coefficient

(95%confidence interval)

95

90

85

80

95

90

85

80

Serotyping

PFGE

Rep-PCR

0.90

0.70

0.47

0.43

0.96

0.88

0.69

0.55

0.090

(0.000-0.181)

0.184

(0.012-0.356)

1.000

(1.000-1.000)

3,	2,	2,	2,	6,	1,	1,	5,	4,	4

7,	2,	13,	8

7,	2,	21

9,	21

6,	1,	1,	1,	1,	1,	1	,	2,	1,	2,	1,	2,	1,	2,	1,	1,	1,	1,	1,	1,	1

8,	1,	1,	4,	1,	3,	5,	1,	3,	2,	1

9,	1,	4,	1,	14,	1

14,	1,	15

1.000

(1.000-1.000)

0.184

(0.098-0.270)

0.092

(0.000-0.203)

1.000

(1.000-1.000)

0.199

(0.000-0.433)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

0.180

(0.097-0.263)

1.000

(1.000-1.000)

0.368

(0.145-0.592)

PFGE

rep-PCR

95%

ภาณุวัฒน์	แย้มสกุล	
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วิจารณ์และสรุป
	 จุดประสงค์หลักของการศึกษานี้คือการเปรียบ

เทียบอำานาจจำาแนกและความหลากหลายของเชื้อ	 

Salmonella	ด้วยวิธี	PFGE	และ	rep-PCR	เพื่อต้องการ 

หาวธิทีางเลอืกในการทำา	molecular	typing	ทีจ่ะสามารถ

นำามาทดแทนการทำา	PFGE	ซึ่งเป็น	gold	standard	ของ

การจำาแนกเชือ้	Salmonella	(Kilic	et	al.,	2010)	เนือ่งจาก

การทำา	PFGE	นั้นยังมีข้อจำากัดหลายอย่างในทางปฏิบัติ	

ซึ่งได้แก่	 ต้นทุนเครื่องมือ	 อุปกรณ์ที่มีราคาแพง	 ระยะ

เวลาที่ใช้	 รวมถึงความต้องการผู้มีประสบการณ์ในการ 

ทำาการทดลอง	 	 จึงไม่เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการทั่วไป	

         Serotyping      PFGE             Rep-PCR        Serotyping     PFGE             Rep-PCR

%Similarity 

Index

Typing 

Method

Adjusted Rand coefficient

(95%confidence interval)

Wallace Coefficient

(95%confidence interval)

Serotyping

PFGE

Rep-PCR

Serotyping

PFGE

Rep-PCR

Serotyping

PFGE

Rep-PCR

0.242

(0.127-0.356)

0.312

(0.220-0.405)

1.000

(1.000-1.000)

0.630

(0.447-0.813)

0.319

(0.199-0.439)

1.000

(1.000-1.000)

0.929

(0.808-1.000)

0.577

(0.420-0.735)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

0.223

(0.020-0.424)

0.247

(0.094-0.398)

1.000

(1.000-1.000)

0.197

(0.000-0.539)

0.637

(0.416-0.861)

1.000

(1.000-1.000)

0.263

(0.000-0.618)

0.931

(0.790-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

0.336

(0.000-0.681)

1.000

(1.000-1.000)

0.027

(0.000-0.265)

1.000

(1.000-1.000)

0.283

(0.000-0.646)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

0.672

(0.599-0.745)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

0.578

(0.442-0.714)

1.000

(1.000-1.000)

1.000

(1.000-1.000)

0.602

(0.473-0.730)

1.000

(1.000-1.000)

0.408

(0.314-0.502)

1.000

(1.000-1.000)

0.784

(0.696-0.873)

0.635

(0.559-0.711)

1.000

(1.000-1.000)

0.556

(0.445-0.668)

0.701

(0.639-0.764)

1.000

(1.000-1.000)

0.724

(0.651-0.798)

90%

85%

80%

(Wattiau	et	al.,		2011)	ซึ่งอาจส่งผลให้เกิดความล่าช้า

ในการศกึษาระบาดวิทยาของเชือ้นี	้ทางคณะผูวิ้จยัไดเ้ลือก

วิธี	 rep-PCR	 มาเพื่อทำาการเปรียบเทียบอำานาจจำาแนก 

ของเชื้อ	Salmonella	กับวิธี	PFGE	เนื่องจากเป็นวิธีที่ใช้

ตน้ทนุ	และระยะเวลาในการทดลองนอ้ยกวา่	(Ross	et	al.,	 

2005)	 ซ่ึงจากผลการทดลองพบว่า	 การแบ่งคลัสเตอร์ 

จากวธิ	ีrep-PCR	สามารถจำาแนก	isolate	เปน็คลัสเตอรไ์ด ้

มากกว่าการจำาแนกจากวิธี	 PFGE	 ซึ่งเมื่อนำามา 

คำานวณค่าอำานาจจำาแนก	 พบว่าค่าอำานาจจำาแนกของ 

เชื้อ	Salmonella	ที่ได้จากวิธี	 rep-PCR	มีค่าใกล้เคียง 

กับค่าอำานาจจำาแนกที่ได้จากวิธี	 PFGE	 ดังตารางที่	 1 

อำานาจจำาแนกและการศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ	Salmonella	โดยวิธี	PFGE	และ	rep-PCR
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โดยมีค่าอำานาจจำาแนกใกล้เคียงกันมากที่สุดที่ดัชนี 

ความเหมือน	 90%	 ซึ่งแตกต่างจากงานวิจัยท่ีเคยมีมา

ก่อนหน้า	 โดยมีการทดลองเปรียบเทียบอำานาจจำาแนก 

ในเชือ้	Pasteurella multocida	(Gunawardana	et	al.,	2000),	 

Listeria monocytogenes	 (Chou	&	Wang,	2006),	

Stenotrophomonas maltophilia	(Lin	et	al.,	2008),	 

Mannheimia haemolytica	 (Klima	et	 al.,	 2010),	

Clostridium difficile (Pasanen	 et	 al.,	 2011) 

ซึ่งให้ผลการทดลองไปในทิศทางเดียวกันคือ	 PFGE	 

ให้ค่าอำานาจการจำาแนกสูงกว่า	 rep-PCR	 จากการ

ทบทวนวรรณกรรม	วิธี	PFGE	ถือว่าเป็น	gold	standard	 

(Kiliç	et	al.,	2006)	ในการจำาแนกรูปแบบทางพันธุกรรม

ของเชื้อแบคทีเรีย	 โดยจะให้อำานาจการจำาแนกท่ีสูง	 

อันเกิดจากการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอนเอเกือบทั้งหมด

ของจีโนม	ซึ่งแตกต่างจากวิธี	rep-PCR	เป็นการวิเคราะห์

ในส่วนของ	 non	 coding	 region	 แต่การศึกษาคร้ังนี้ 

พบว่าอำานาจการจำาแนกของวธิ	ีrep-PCR	สงูกวา่	อาจมผีล

มาจากแถบของดีเอ็นเอที่วิเคราะห์	โดยวิธีของ	rep-PCR	

มี	13-28	แถบ	ซึ่งในส่วนของวิธี	PFGE	มีเพียง	8-14	แถบ	 

ดังน้ันโอกาสท่ีจะพบความแตกต่างระหว่าง	 isolates	 

จากการ	recognize	ในแตล่ะแถบดเีอนเอจากวธิ	ีrep-PCR	 

จึงพบว่ามีสูงกว่า	

	 แตอ่ยา่งไรกต็ามความสอดคลอ้งของวธิ	ีrep-PCR	

ตอ่วธิ	ีPFGE	มค่ีาค่อนขา้งต�เมือ่พจิารณาจากคา่	Adjusted	

Rand	coefficient	และ	95%	CI	โดยค่าความสอดคล้อง

ระว่าง	PFGE	และ	rep-PCR	ที่มากที่สุดพบเมื่อคำานวณที ่

คา่ดชันคีวามเหมอืนเทา่กบั	90%	(adjusted	Rand	=	0.336, 

95%CI=0-0.681)(ตารางที่2)	 และเมื่อพิจารณาจากค่า 

Wallace	 coefficient	 ของวิธี	 rep-PCR	 ต่อวิธี	 PFGE	 

พบวา่มคีา่สูงสุดทีค่า่ดชันคีวามเหมือนเทา่กบั	90%	เชน่กนั	 

โดย	Wallace	=	0.784,	95%CI=0.696-0.873	ซึ่งให้ค่า 

ทีค่่อนข้างสูง	ซึง่หมายความว่าสายพันธุข์องเช้ือ Salmonella  

ท่ีอยู่ในคลัสเตอร์เดียวกันจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี	 

rep-PCR	จะมโีอกาสถงึ	78.4%	ทีจ่ะอยูใ่นคลัสเตอรเ์ดยีวกนั 

ด้วยผลการวิเคราะห์ลายพิมพ์	DNA	ด้วยวิธี	PFGE	ส่วน	

Wallace	 coefficient	 ของวิธี	 PFGE	 ต่อวิธี	 rep-PCR	 

มีค่าสูงสุดที่ค่าดัชนีความเหมือนเท่ากับ	80%	(Wallace	

=	 0.577,	 95%CI=0.420-0.735)	 นั่นหมายถึงว่า	 แม้ 

ความสอดคล้องในการจำาแนกสายพันธุ์ของท้ังสองวิธี 

จะค่อนข้างต �	 แต่ก็สามารถนำาใช้วิธี	 rep-PCR	 ในการ

ทำานายผลการจำาแนกสายพันธุ์ของ	PFGE	ได้

	 ข้อสรุปของการศึกษานี้	คือ	 rep-PCR	 เป็นวิธี 

ทีม่คีวามสามารถในการทำาซ้�	และสามารถจำาแนก	ซโีรไทป์

ของเชือ้	Salmonella	ทีม่คีวามใกลเ้คยีงกนัได้	จึงเหมาะกบั 

การนำาไปใชเ้ป็นวธิทีางเลอืกในการทำา	molecular	typing	

เพื่อนำาไปใช้ในการสอบสวนระบาดของเชื้อ

กิตติกรรมประกาศ
	 ขอขอบคุณฝ่ายสนับสนุนการวิจัยพัฒนาและ

วิศวกรรม	 ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติ	 

สำานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ

(สวทช.)	 ในการสนับสนุนงบประมาณการวิจัยคร้ังนี้	 

(รหัสโครงการ	 P-10-10409)	 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่และ

นักวิจัย	 ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพทางอาหาร	

หน่วยปฏิบัติการวิจัยกลางไบโอเทค	ที่ช่วยให้คำาแนะนำา

และเป็นท่ีปรึกษาในช่วงระหว่างทำางานวิจัย	 ณ	 ศูนย์ 

พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลย	ีสำานกังานพฒันาวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยีแห่งชาติ
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