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Abstract 

A recall of US cantaloupe melon, potentially contaminated with the lethal Listeria monocytogenes in 2003 
indicated a significant of quality control and safety management in this fresh-cut fruits. Conventional methods 
used thus far for safety monitoring, including plate counting, immunological methods, are laborious, time 
consuming, and heavily depending on laboratoly facilities. In this study, helicase dependent amplification (HDA) 
with DNA signal detection via blue silver nanoplates (AgNPls) was developed to detect hly gene of L. 
monocytogenes in fresh-cut cantaloupe. The detection processes were based on an enrichment procedure made 
directly in Terrific Broth using cotton ball swapping technique on fresh-cut surface to enable specific DNA 
amplification of hly gene at constant 65°C. HDA products were detected by a plasmonic colorimetric change of 
blue AgNPls. Positive specimen showed blue color of non aggregated nanoplates while all negative specimens 
exhibited a pale gray of aggregated nanoplates. The method had a limit of detection at 100 copies of L. 
monocytogenes DNA per 50 g specimen. No cross reactivity was observed from specimens contaminated with 
other bacteria. On field assay in Pathumwan district in Bangkok during June, 2013, demonstrated a null 
contamination of this lethal pathogen in fresh-cut cantaloupe. The method had merits on its rapidness, easy to 
use, and less reliable on laboratory facilities, suitable for field safety monitoring for fresh-cut products.  
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บทคัดยอ 

การเรียกคืนสินคาแตงแคนตาลูปในสหรัฐอเมริกา อันเนื่องจากการปนเปอนของแบคทีเรีย Listeria monocytogenes 
ในป ค.ศ. 2003 ชี้ใหเห็นถึงความสําคัญของการควบคุมคุณภาพและการจัดการดานความปลอดภัยในผลไมสดตัดแตง วิธีการ
ด้ังเดิมในการตรวจสอบความปลอดภัย ทั้งการตรวจนับจุลินทรีย  วิธีการตรวจทางเซร่ัมวิทยา ตองใชแรงงาน  เวลา และที่
สําคัญตองพึ่งหองปฏิบัติการในดานเคร่ืองมือ การศึกษาคร้ังนี้ไดพัฒนาวิธีการเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชันและการ
ตรวจสอบสัญญาณดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟาในการตรวจสอบยีน hly ของแบคทีเรีย L. monocytogenes ในแตงแคนตา
ลูปสดตัดแตง กระบวนการตรวจสอบนี้ขึ้นอยูกับขั้นตอนการเล้ียงในอาหารเหลว Terrific  Broth ดวยการนําสําสีกอนที่เช็ดบน
พื้นผิวของผลไมสดตัดแตง เพื่อสามารถทําการเพิ่มจํานวนยีน hly ที่อุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส ผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจาก
วิธีการเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชันตรวจสอบไดจากการเปล่ียนสีของสารละลายแผนเงินนาโนสีฟา ตัวอยางที่ใหผลเปน
บวกจะไมเกิดการตกตะกอนของแผนนาโน เห็นเปนสีน้ําเงิน ขณะที่ตัวอยางที่ใหผลเปนลบจะเห็นเปนสีเทาจางๆ จากการ
ตกตะกอนแผนนาโน  ปริมาณดีเอ็นเอตํ่าสุดที่วิธีการนี้สามารถตรวจสอบไดคือ 100 กอปปของแบคทีเรีย L. monocytogenes 
ตอ 50 กรัมตัวอยาง และไมเกิดปฏิกิริยากับตัวอยางที่ปนเปอนดวยแบคทีเรียชนิดอื่น ผลการเก็บตัวอยางแตงแคนตาลูปสดตัด
แตงในเขตปทุมวัน กรุงเทพ ชวงเดือนมิถุนายน ค.ศ. 2013 ไมพบวามีการปนเปอนเชื้อชนิดนี้ในแตงแคนตาลูปสดตัดแตง    
วิธีการนี้มีขอดีคือ รวดเร็ว งาย และลดการพึ่งพาหองปฏิบัติการ จึงเหมาะที่จะนํามาใชตรวจสอบความปลอดภัยในผลิตภัณฑ
สดตัดแตง 
คําสําคัญ: เช้ือแบคทีเรีย Listeria monocytogenes, เฮลิเคส ดีเพนเดนท แอมพิฟเคชัน, แผนเงินนาโนสีฟา 
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คํานํา 
ปจจุบันตลาดผลไมสดตัดแตงขยายตัวมาก เนื่องจากการตัดแตงอํานวยสะดวกในการบริโภค จึงพบผลิตภัณฑผลไม

ตัดแตงวางจําหนายทั้งในซุปเปอรมาเกต ตลาดสด และรถเข็น ผลไมตัดแตงพรอมบริโภคตองผานขั้นตอนการตัดแตงที่มีการ
สัมผัสกับมีด ภาชนะ  รวมถึงน้ําที่ใชในการทําความสะอาด การคํานึงถึงความปลอดภัยและสุขอนามัยของผูบริโภคจึงเปนส่ิง
สําคัญ      แคนตาลูปเปนผลไมที่ไดรับความนิยมผิวของแคนตาลูปจะมีการสัมผัสกับพื้นดินในระหวางปลูก จึงมีโอกาสเกิดการ
ปนเปอนเชื้อกอโรคที่มีอยูบนผิวดิน ในอดีตมีรายงานการเรียกคืนสินคาแคนตาลูปและเมลอนตัดแตง เนื่องจากการปนเปอนเชื้อ 
Listeria monocytogenes (FDA, 2003) และการระบาดของเชื้อนี้ ในรัฐโคโลราโด สหรัฐเมริกา ซึ่งพบการติดเช้ือและเสียชีวิต
ถึง 13 ราย สงผลใหเกิดการเรียกคืนสินคาแคนตาลูปออกจากตลาด (REUTERS, 2011)  

Listeria monocytogenes เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอน เจริญไดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทน
ความรอนไดดีกวาแบคทีเรียอื่น สามารถเจริญไดทั้งในที่มีและไมมีออกซิเจน เม่ือติดเช้ือจะกอใหเกิดโรคลิสเทอริโอซิส 
(listeriosis) ผูที่มีความเส่ียงสูงตอการเกิดโรค ไดแก ทารกแรกเกิดอายุตํ่ากวา 4 สัปดาห สตรีมีครรภ ผูสูงอายุและผูที่ระบบ
ภูมิคุมกันตํ่า อาการที่พบคลายอาการของ ไขหวัดใหญ เชน มีไข ปวดหัว อาจแสดงอาการของระบบทางเดินอาหาร  ผลที่
ตามมาจากการติดเชื้อ ทําใหสมองและเย่ือหุมสมองอักเสบ (meningitis) การติดเชื้อในกระแสเลือด (septicemia) โลหิตเปน
พิษในทารก และทําใหหญิงมีครรภแทง (abortion) ได (Begley et al., 2003) เพื่อความปลอดภัยของผูบริโภคจึงมีการ
ตรวจสอบการปนเปอนของแคนตาลูปตัดแตง ซึ่งวิธีการตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อสามารถทําไดหลายวิธี ไดแก วิธีการ
ตรวจนับจุลินทรียเปนวิธีด้ังเดิมที่ใชในการตรวจสอบ วิธีการตรวจทางเซร่ัมวิทยา และการตรวจดวยเทคนิค PCR โดยใช       
ไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอเช้ือ   อยางไรก็ตาม การตรวจดังกลาวผูปฏิบัติงานตองมีความชํานาญและตองพึ่งหองปฏิบัติการ 
จึงยากที่นําออกตรวจในภาคสนาม อีกทั้งการตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอมักใชวิธี gel electrophoresis โดยการยอมดวย     
เอทิเดียมโบรไมดและสองดวยแสงยูวี งานวิจัยนี้จึงไดพัฒนาวิธีการเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชัน (Helicase Dependent 
Amplification (HDA)) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย และตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา โดยมุงเนน
การตรวจสอบยีน hly ของแบคทเีรีย Listeria monocytogenes ในแคนตาลูปสดตัดแตง 

  
อุปกรณและวิธีการ 

การเตรียมตัวอยางแบคทีเรียและตัวอยางแคนตาลูป  
 เช้ือที่ใชในการทดสอบมีทั้งส้ิน 12 สายพันธุ แบงเปนกลุมทดลองบวก ไดแก Listeria monocytogenes  และกลุม
ทดลองลบ ไดแก L innocua 2 สายพันธุ คือ L. ivanovii, Vibrio parahaemolyticus, V. cholera, Salmonella enteritidis,  
E. coli O157, ETEC, EPEC, Pseudomonad putida และ Shigella flexneri อีกอยางละหนึ่งสายพันธุ นําเช้ือลงเล้ียงใน
อาหาร Luria Broth (LB) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นสกัดดวยวิธี phenol 
extraction  (Cossart, 1988) การตรวจสอบการปนเปอนของ L. monocytogenes จากแคนตาลูปทําโดยเก็บตัวอยางแคนตา
ลูปสดตัดแตงจากตลาดสดและแผงลอย ในเขตปทุมวัน กรุงเทพ และตรวจสอบการปนเปอนจากตัวอยางน้ําหนัก 50 กรัม โดย
ใชสําลีกอนที่ผานการฆาเช้ือแลวเช็ดบริเวณผิวสัมผัสของตัวอยางใหทั่ว และนําไปเล้ียงในอาหารเหลว Terrific Broth บมที่ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 30 นาที และทําการสกัดเชื้อที่ไดดวยวิธี phenol extraction เชนกัน   
 การเปรียบเทียบผลการตรวจสอบการปนเปอนกับผลการทดลองที่เปนบวกดําเนินการโดยนํา L. monocytogenes ที่
เล้ียงไวในอาหาร LB หยดลงบนแคนตาลูปหั่นช้ิน จากนั้นนําเช้ือลงเล้ียงในอาหารเหลว Terrific broth บมที่ 37 อาศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง 30 นาที และสกัดดวยวิธี phenol extraction 
 
เทคนิค HDA และตรวจสอบสัญญาณดวยแผนเงินนาโนสีฟา 

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงกับยีน hly โดยวิธีอางอิงจาก 
Furrer et al. (1991) และแยกผลิตภัณฑโดยใชวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิสพรอมสองดูภายใตแสงยูวี และนําตัวอยาง
เดียวกันไปทดสอบเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชัน ดวยชุดตรวจสอบ  IsoAmp®III Universal 
tHDA Kit (BioHelix, Beverly, MA, USA) โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน hly 1 คูที่ออกแบบไดดวยโปรแกรม  Primer3       
(v.0.4.0) และตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา โดยทดสอบความไวของเทคนิค และการทดสอบความจําเพาะ
ของไพเมอรตอยีนเปาหมายรวมกันกับแบคทีเรีย L. monocytogenes ซึ่งเปนเช้ือกลุมทดลองบวกและเชื้อกลุมทดลองลบ
จํานวน 11 สายพันธุ  
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ผล 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคเฮเลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชัน และการตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอ สามารถได

ดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 91 คูเบส และเม่ือนําผลิตภัณฑไปตรวจสัญญานดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา พบวาในตัวอยางที่เปนกลุม
ควบคุมลบเกิดการตกตะกอนของแผนเงินนาโนสีฟา สอดคลองกับการผลที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR และ
ตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิสไดดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 234 คูเบส สวนตัวอยางกลุมการทดลอง
บวก พบวาไมเกิดการตกตะกอนของแผนเงินนาโนสีฟา (Figure 1) ผลการทดสอบความจําเพาะของเทคนิค HDA เปรียบเทียบ
กับเทคนิค PCR และตรวจสอบสัญญาณดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา พบวาไพรเมอรมีความจําเพาะตอเช้ือ Listeria เพียง
ชนิดเดียว โดยไมเกิดปฏิกิริยากับดีเอ็นเอท่ีไดจากกลุมการทดลองลบ (Figure 2(A)) และการทดสอบความไวของเทคนิค HDA 
เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR  และตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา (Figure 2(B)) ไมแตกตางกัน โดยสามารถ
ตรวจสอบดีเอ็นเอของเชื้อที่มีปริมาณตํ่าสุดได 100 กอปปเทียบเทา 100 CFU และจากการตรวจสอบการปนเปอนของ
แบคทีเรีย L. monocytogenes ในแคนตาลูปสดตัดแตงเขตพื้นที่ปทุมวัน จํานวน 100 ตัวอยางไมพบการปนเปอนของเชื้อชนิด
นี้ (Figure 3(A)) และเม่ือทดสอบกับแคนตาลูปตัดแตงที่มีเช้ือที่ระดับ 100 CFU พบวา สามารถตรวจสอบแถบและสัญญาณดี
เอ็นเอได (Figure 3(B)) 
 
 
 
 
 
 
Figure 1  DNA product from the amplification of the hly gene by HDA compared with the products of PCR and 

with detection based on color changes in the blue AgNPls, Lane ntc, non-template control; Lane P, 
positive DNA from L. monocytogenes. 

 
 
 
 
 
 

 
                 (A)                                                                                  (B) 

Figure 2  (A) The specificity of the HDA reaction for L. monocytogenes compared with that of PCR, along with 
detection based on AgNPls. (B) The detection limit of the HDA reaction using DNA as the template 
compared with that of PCR and the colorimetric AgNPls assay, Lane ntc, non-template control; Lanes 1-
8, 10-fold serial dilutions of L. monocytogenes template DNA, ranging from 107 copies to 0 copies. 

 
 
 
 
 
 

(A)                                    (B)  
Figure 3  (A) Field study on 10 specimens detected via hly gene of L. monocytogenes (B) Fresh-cut cantaloupe 

spiked with bacteria 100 CFU of L. monocytogenes and an assay using HDA and colorimetric detection 
using AgNPls 
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วิจารณผล 
การระบาดของเช้ือ Listeria monocytogenes สาเหตุของโรค listeriosis ทําใหเกิดการเฝาระวังเร่ืองความปลอดภัย

ในอาหารสด อาหารแปรรูป และผลไมสดตัดแตงเพื่อลดความเส่ียงและอันตรายที่จะเกิดขึ้น โดยเฉพาะกรณีที่มีผูเสียชีวิตจาก
การระบาดของเช้ือชนิดนี้ (FDA, 2003 และ Reuters, 2011) การตรวจสอบเช้ือกอโรคดวยเทคนิค PCR ไดถูกนํามาใชในการ
การตรวจสอบเช้ือชนิดนี้ ซึ่งสอดคลองกับการตรวจการปนเปอนในผลิตภัณฑของ Zeng et al. (2006) แตเนื่องจากวิธีการนี้มี
ขอจํากัด จึงมีการพัฒนาวิธีการเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชัน (Vincent et al., 2004) และการตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอ
ดวยแผนเงินนาโนสีฟาขึ้น ผลการวิจัยคร้ังนี้ไดศึกษายีน hly ซึ่งเก่ียวของกับการสรางสาร haemolysin (Cossart, 1988) และ
ออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนนี้ ผลการตรวจสอบโดยใชเทคนิค HDA เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR (Furrer, 1991) ใหผล
ไปในทิศทางเดียวกัน สวนการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรตอเช้ือกอโรค 12 ชนิดพบวาทําปฏิกิริยาเฉพาะเชื้อ L. 
monocytogenes เทานั้น และการทดสอบความไวของปฏิกิริยาเปรียบเทียบระหวางเทคนิค HDA และ  PCR ใหผลไมแตกตาง
กัน การตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอโดยอาศัยเปล่ียนแปลงสีของอนุภาคนาโน (Li and Rothberg, 2004) ไดนํามาประยุกตใช
กับแผนเงินนาโนสีฟาเพื่อการตรวจสอบดีเอ็นเอ ผลการทดลองพบการเปล่ียนแปลงสีเปนสีเทาจางๆในกลุมควบคุมลบและ
ยังคงเปนสีฟาในกลุมควบคุมบวก  

 
สรุป 

การพัฒนาเทคนิคเฮเลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชันเพื่อการเพิ่มปริมานยีน hly ของแบคทีเรีย L. monocytogenes 
และการตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟาในแคนตาลูปตัดแตง เปนวิธีที่รวดเร็ว งาย มีความจําเพาะ และลด
การพึ่งพาหองปฏิบัติการ จึงเหมาะที่จะนํามาใชในการตรวจสอบเชื้อกอโรคในอาหารเพื่อความปลอดภัยในผลิตภัณฑสดตัด
แตงได คาใชจายประมาณ 150-180 บาทตอตัวอยาง 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และมหาวิทยาลัยนเรศวร 
จังหวัดพิษณุโลก สําหรับการสนับสนุนทุนในการทําวิจัย และขอขอบคุณหองปฏิบัติการหนวยรับรู ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหคําแนะนําเก่ียวกับการใชอนุภาคเงิน 
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