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เทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทดอ์เรย ์เป็นเทคนิคที�ใชก้ารจบัคู่เบสอยา่งจาํเพาะของสายดีเอ็นเอ
เป้าหมายจากเชื"อ กบัดีเอ็นเอติดตามสายสั"น (DNA probes) ที�อยูบ่นแผน่อเรย ์สามารถใชต้รวจเชื"อ
ก่อโรคทางเดินอาหารจาํนวนมากดว้ยเวลาอนัรวดเร็วในขั"นตอนเดียว การศึกษานี" ไดค้ดัเลือก ดีเอ็น
เอติดตามสายสั"นที�มีความจาํเพาะต่อสายดีเอ็นเอเป้าหมาย ให้มีความเหมาะสม เพื�อนาํมาใชใ้นการ
ตรวจหาแบคทีเรียบ่งชี" คุณภาพดา้นความปลอดภยัของเนื"อไก่สดเพื�อการบริโภค โดยติดฉลากสายดี
เอ็นเอเป้าหมายจากเชื"อ ดว้ยเทคนิคการติดฉลากดว้ยสาร digoxigenin (DIG) หลงัจากทาํการเพิ�ม
ปริมาณของสายดีเอน็เอเป้าหมาย  ซึ� งสามารถตรวจสอบการเกิดการจบัคู่เบสอยา่งจาํเพาะของสายดี
เอน็เอเป้าหมายจากเชื"อกบัดีเอ็นเอติดตามสายสั"นที�อยูบ่นแผน่อเรยไ์ดด้ว้ยตาเปล่า ในเบื"องตน้ผูว้ิจยั
ได้ใช้ 16S rRNA gene ที�มีความจาํเพาะต่อเชื" อ Escherichia coli,  Salmonella spp., 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes และ Clostridium perfringens เป็นจีนเป้าหมาย
ต้นแบบ ซึ� งพบว่า ความเข้มข้นที�เหมาะสมของดีเอ็นเอติดตามสายสั" นบนแผ่นอเรย์ คือ 200             
พิโคโมล การใช ้16S rRNA gene เป็นจีนเป้าหมายเพียงจีนเดียวนั"น สามารถตรวจเชื"อต่างสปีชีส์กนัได้
ถึง 5 สปีชีส์ ที�ปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมของแต่ละเชื"อตํ�าสุดที� 1 นาโนกรัม อย่างไรก็ตาม การ
ตรวจหาแบคทีเรียดงักล่าวสามารถทาํไดเ้พียงระดบัสกุลเท่านั"น รวมทั"งยงัพบการเกิดปฏิกิริยาขา้ม
กนั กบัแบคทีเรียที�ไม่ใช่เชื"อเป้าหมายที�แยกไดจ้ากอาหารจาํเพาะที�ใช้เพิ�มจาํนวนเชื"อเป้าหมาย อีก
ด้วย ดังนั"น ผูว้ิจ ัยจึงพฒันา เทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทด์อเรย์ ร่วมกับเทคนิคที�เพิ�มปริมาณจีน
เป้าหมายอื�นที�มีความจาํเพาะต่อเชื"อเป้าหมายร่วมดว้ย โดยการใช้เทคนิค มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ และ 
พีซีอาร์ดั" งเดิม ในการประเมินผลเทคนิคที�พฒันาขึ" นมานี"  ใช้เชื"อเป้าหมาย 4 เชื"อ คือ E. coli,             
L. monocytogenes, Salmonella spp. และ Shigella spp. พบวา่ สามารถตรวจพบแบคทีเรียเป้าหมาย 
ดว้ยเทคนิค มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ โดยใชจี้น uspA, prfA,  fimY และ ipaH ซึ� งมีความจาํเพาะกบัเชื"อ  
E. coli, L. monocytogenes, Salmonella spp. และ Shigella spp. ตามลาํดบั และหลงัจากใชเ้ทคนิค
มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ หรือ พีซีอาร์ดั"งเดิมร่วมกบั เทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทด์อเรย ์ ในการตรวจเชื"อ
เป้าหมาย พบวา่ สามารถแยกความแตกต่างของเชื"อเป้าหมายไดใ้นระดบัสกุลและระดบัสปีชีส์โดยมี
ความผดิพลาดในการแปลผลที�ต ํ�ามาก และเมื�อเปรียบเทียบระหวา่งการใชเ้ทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์
หรือ พีซีอาร์ดั"งเดิมร่วมกบัเทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทดอ์เรย ์พบวา่ ประสิทธิภาพในการเพิ�มปริมาณ
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จีนเป้าหมายดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ดั"งเดิมนั"นดีกวา่ เป็นผลให้สามารถตรวจเชื"อเป้าหมายทั"ง 4 เชื"อได้
พร้อมกนั ทั"งในตวัอยา่งที�เป็นอาหารเลี"ยงเชื"อบริสุทธิd  และในตวัอยา่งเนื"อไก่สด ในงานวิจยันี"พบวา่ 
การใช้ เทคนิคมลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ และ พีซีอาร์ดั" งเดิม ร่วมกบัเทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทด์อเรย ์
สามารถตรวจเชื"อทั"ง 4 เชื"อไดใ้นปริมาณดีเอน็เอจากจีโนมของแต่ละเชื"อตํ�าสุดที� 1 นาโนกรัม และที�  
0.1 นาโนกรัม ตามลาํดบั นอกจากนั"น ยงัไดน้าํเทคนิคนี"ไปประยกุตใ์ชใ้นการตรวจเชื"อในเนื"อไก่สด 
10 ตวัอยา่ง ผลการวจิยั พบวา่ หลงัจากเพิ�มจาํนวนเซลลข์องเชื"อเป้าหมายโดยใชอ้าหารที�จาํเพาะและ 
การเพิ�มปริมาณจีนเป้าหมายโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ดั"งเดิม ร่วมกบั เทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทด์อเรย ์
แลว้ สามารถตรวจเชื"อไดท้ั"ง 4 เชื"อพร้อมกนั ในตวัอยา่งเนื"อไก่สด 25 กรัม ในขณะที�การใช ้ เทคนิค
มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์ ร่วมกบัเทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทดอ์เรย ์ สามารถตรวจไดเ้พียง 3 เชื"อ พร้อมกนั 
ไดแ้ก่ E. coli, L. monocytogenes, Salmonella spp. จากตวัอยา่งเดียวกนั  ทั"งนี"  การใชเ้ทคนิค พีซีอาร์
ดั"งเดิม ร่วมกบัเทคนิคโอลิโกนิวคลีโอไทด์อเรย ์สามารถใชต้รวจเชื"อ Sh. boydii ที�ปนเปื" อนในเนื"อ
ไก่สด 25 กรัม ที�ระดบัความเขม้ขน้เริ�มตน้ตํ�าสุดอยา่งนอ้ย 3 เซลล์ และ L. monocytogenes ที�ระดบั
ความเขม้ขน้เริ�มตน้ตํ�าสุดอยา่งนอ้ย 10 เซลลขึ์"นไป 
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 Oligonucleotide array hybridization based methods can be used for screening 

of multiple foodborne pathogens. Several target pathogens can be monitored in a 

single step of DNA hybridization using suitable specific probes on an array matrix. In 

this investigation, screenings of suitable probes for specific detection of foodborne 

pathogens prevalence in fresh chicken meat were performed using post-PCR labeled 

target regions. The hybridization signals of non-radioactive labeling digoxigenin 

(DIG) incorporated into the PCR target regions were observed by naked eyes. The 

target regions of 16S rRNA gene specific for Escherichia coli, Salmonella spp., 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, and Clostridium perfringens, were 

used as models. The optimum concentration of the oligonucleotide probes was found 

to be 200 pmol. The detection using only 16S rRNA gene as target gene was carried out to 

detect multiple target bacteria at as low as 1 ng in the mixed genomic DNA from the 5 

bacterial species. Although the results showed that a large number of target bacteria 

can be detected with easy result interpretation by oligonucleotide array hybridization 

but some of them can be differentiated in only the genus level and some cross-

reactivities were found from the non-target bacteria isolated from the enrichment 

culture. Therefore, oligonucleotide array combined with multiplex PCR (m-PCR) or 

conventional PCR using specific genes as targets were developed to specifically 
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detect dominant foodborne pathogens in chicken meat.  Target bacteria including E. 

coli, L. monocytogenes, Salmonella spp., and Shigella spp. were used as models for 

the evaluation of these combined methods. M-PCR targeting the uspA, prfA, fimY, 

and ipaH was successfully used to detect E. coli, L. monocytogenes, Salmonella spp., 

and Shigella spp., respectively. The combination of m-PCR or conventional PCR with 

oligonucleotide array revealed discriminatory power among genera and species of E. 

coli, L. monocytogenes, Salmonella spp., and Shigella spp. with low or no incident of 

false negative results. The efficiency of the conventional PCR amplification is more 

sensitive than that of m-PCR for amplification of target genes. The m-PCR- and 

conventional PCR-oligonucleotide array could detect all 4 target bacteria at as low as 

1 ng and 0.1 ng of each in the mixed genomic DNA extracted from pure cultures, 

respectively. The application of oligonucleotide array was tested with 10 fresh 

chicken meat samples. Combination of target bacterial enrichment and DNA 

amplification demonstrated that the conventional PCR-oligonucleotide array could be 

used for simultaneously detection of all 4 target bacteria in fresh chicken meat 

samples while m-PCR-oligonucleotide array could simultaneously detect only E. coli, 

Salmonella sp., and L. monocytogenes in the same samples. Conventional PCR-

oligonucleotide array was able to detect Sh. boydii and L. monocytogenes at initial 

concentration of at least 3 and 10 cells in 25 g sample, respectively.  
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