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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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บทคัดยอ 

การเรียกคืนสินคาแตงแคนตาลูปในสหรัฐอเมริกา อันเนื่องจากการปนเปอนของแบคทีเรีย Listeria monocytogenes 
ในป ค.ศ. 2003 ชี้ใหเห็นถึงความสําคัญของการควบคุมคุณภาพและการจัดการดานความปลอดภัยในผลไมสดตัดแตง วิธีการ
ด้ังเดิมในการตรวจสอบความปลอดภัย ทั้งการตรวจนับจุลินทรีย  วิธีการตรวจทางเซร่ัมวิทยา ตองใชแรงงาน  เวลา และที่
สําคัญตองพึ่งหองปฏิบัติการในดานเคร่ืองมือ การศึกษาคร้ังนี้ไดพัฒนาวิธีการเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชันและการ
ตรวจสอบสัญญาณดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟาในการตรวจสอบยีน hly ของแบคทีเรีย L. monocytogenes ในแตงแคนตา
ลูปสดตัดแตง กระบวนการตรวจสอบนี้ขึ้นอยูกับขั้นตอนการเล้ียงในอาหารเหลว Terrific  Broth ดวยการนําสําสีกอนที่เช็ดบน
พื้นผิวของผลไมสดตัดแตง เพื่อสามารถทําการเพิ่มจํานวนยีน hly ที่อุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส ผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีไดจาก
วิธีการเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชันตรวจสอบไดจากการเปล่ียนสีของสารละลายแผนเงินนาโนสีฟา ตัวอยางที่ใหผลเปน
บวกจะไมเกิดการตกตะกอนของแผนนาโน เห็นเปนสีน้ําเงิน ขณะที่ตัวอยางที่ใหผลเปนลบจะเห็นเปนสีเทาจางๆ จากการ
ตกตะกอนแผนนาโน  ปริมาณดีเอ็นเอตํ่าสุดที่วิธีการนี้สามารถตรวจสอบไดคือ 100 กอปปของแบคทีเรีย L. monocytogenes 
ตอ 50 กรัมตัวอยาง และไมเกิดปฏิกิริยากับตัวอยางที่ปนเปอนดวยแบคทีเรียชนิดอื่น ผลการเก็บตัวอยางแตงแคนตาลูปสดตัด
แตงในเขตปทุมวัน กรุงเทพ ชวงเดือนมิถุนายน ค.ศ. 2013 ไมพบวามีการปนเปอนเชื้อชนิดนี้ในแตงแคนตาลูปสดตัดแตง    
วิธีการนี้มีขอดีคือ รวดเร็ว งาย และลดการพึ่งพาหองปฏิบัติการ จึงเหมาะที่จะนํามาใชตรวจสอบความปลอดภัยในผลิตภัณฑ
สดตัดแตง 
คําสําคัญ: เช้ือแบคทีเรีย Listeria monocytogenes, เฮลิเคส ดีเพนเดนท แอมพิฟเคชัน, แผนเงินนาโนสีฟา 
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คํานํา 
ปจจุบันตลาดผลไมสดตัดแตงขยายตัวมาก เนื่องจากการตัดแตงอํานวยสะดวกในการบริโภค จึงพบผลิตภัณฑผลไม

ตัดแตงวางจําหนายทั้งในซุปเปอรมาเกต ตลาดสด และรถเข็น ผลไมตัดแตงพรอมบริโภคตองผานขั้นตอนการตัดแตงที่มีการ
สัมผัสกับมีด ภาชนะ  รวมถึงน้ําที่ใชในการทําความสะอาด การคํานึงถึงความปลอดภัยและสุขอนามัยของผูบริโภคจึงเปนส่ิง
สําคัญ      แคนตาลูปเปนผลไมที่ไดรับความนิยมผิวของแคนตาลูปจะมีการสัมผัสกับพื้นดินในระหวางปลูก จึงมีโอกาสเกิดการ
ปนเปอนเชื้อกอโรคที่มีอยูบนผิวดิน ในอดีตมีรายงานการเรียกคืนสินคาแคนตาลูปและเมลอนตัดแตง เนื่องจากการปนเปอนเชื้อ 
Listeria monocytogenes (FDA, 2003) และการระบาดของเชื้อนี้ ในรัฐโคโลราโด สหรัฐเมริกา ซึ่งพบการติดเช้ือและเสียชีวิต
ถึง 13 ราย สงผลใหเกิดการเรียกคืนสินคาแคนตาลูปออกจากตลาด (REUTERS, 2011)  

Listeria monocytogenes เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอน เจริญไดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทน
ความรอนไดดีกวาแบคทีเรียอื่น สามารถเจริญไดทั้งในที่มีและไมมีออกซิเจน เม่ือติดเช้ือจะกอใหเกิดโรคลิสเทอริโอซิส 
(listeriosis) ผูที่มีความเส่ียงสูงตอการเกิดโรค ไดแก ทารกแรกเกิดอายุตํ่ากวา 4 สัปดาห สตรีมีครรภ ผูสูงอายุและผูที่ระบบ
ภูมิคุมกันตํ่า อาการที่พบคลายอาการของ ไขหวัดใหญ เชน มีไข ปวดหัว อาจแสดงอาการของระบบทางเดินอาหาร  ผลที่
ตามมาจากการติดเชื้อ ทําใหสมองและเย่ือหุมสมองอักเสบ (meningitis) การติดเชื้อในกระแสเลือด (septicemia) โลหิตเปน
พิษในทารก และทําใหหญิงมีครรภแทง (abortion) ได (Begley et al., 2003) เพื่อความปลอดภัยของผูบริโภคจึงมีการ
ตรวจสอบการปนเปอนของแคนตาลูปตัดแตง ซึ่งวิธีการตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อสามารถทําไดหลายวิธี ไดแก วิธีการ
ตรวจนับจุลินทรียเปนวิธีด้ังเดิมที่ใชในการตรวจสอบ วิธีการตรวจทางเซร่ัมวิทยา และการตรวจดวยเทคนิค PCR โดยใช       
ไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอเช้ือ   อยางไรก็ตาม การตรวจดังกลาวผูปฏิบัติงานตองมีความชํานาญและตองพึ่งหองปฏิบัติการ 
จึงยากที่นําออกตรวจในภาคสนาม อีกทั้งการตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอมักใชวิธี gel electrophoresis โดยการยอมดวย     
เอทิเดียมโบรไมดและสองดวยแสงยูวี งานวิจัยนี้จึงไดพัฒนาวิธีการเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชัน (Helicase Dependent 
Amplification (HDA)) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย และตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา โดยมุงเนน
การตรวจสอบยีน hly ของแบคทเีรีย Listeria monocytogenes ในแคนตาลูปสดตัดแตง 

  
อุปกรณและวิธีการ 

การเตรียมตัวอยางแบคทีเรียและตัวอยางแคนตาลูป  
 เช้ือที่ใชในการทดสอบมีทั้งส้ิน 12 สายพันธุ แบงเปนกลุมทดลองบวก ไดแก Listeria monocytogenes  และกลุม
ทดลองลบ ไดแก L innocua 2 สายพันธุ คือ L. ivanovii, Vibrio parahaemolyticus, V. cholera, Salmonella enteritidis,  
E. coli O157, ETEC, EPEC, Pseudomonad putida และ Shigella flexneri อีกอยางละหนึ่งสายพันธุ นําเช้ือลงเล้ียงใน
อาหาร Luria Broth (LB) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นสกัดดวยวิธี phenol 
extraction  (Cossart, 1988) การตรวจสอบการปนเปอนของ L. monocytogenes จากแคนตาลูปทําโดยเก็บตัวอยางแคนตา
ลูปสดตัดแตงจากตลาดสดและแผงลอย ในเขตปทุมวัน กรุงเทพ และตรวจสอบการปนเปอนจากตัวอยางน้ําหนัก 50 กรัม โดย
ใชสําลีกอนที่ผานการฆาเช้ือแลวเช็ดบริเวณผิวสัมผัสของตัวอยางใหทั่ว และนําไปเล้ียงในอาหารเหลว Terrific Broth บมที่ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 30 นาที และทําการสกัดเชื้อที่ไดดวยวิธี phenol extraction เชนกัน   
 การเปรียบเทียบผลการตรวจสอบการปนเปอนกับผลการทดลองที่เปนบวกดําเนินการโดยนํา L. monocytogenes ที่
เล้ียงไวในอาหาร LB หยดลงบนแคนตาลูปหั่นช้ิน จากนั้นนําเช้ือลงเล้ียงในอาหารเหลว Terrific broth บมที่ 37 อาศาเซลเซียส 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง 30 นาที และสกัดดวยวิธี phenol extraction 
 
เทคนิค HDA และตรวจสอบสัญญาณดวยแผนเงินนาโนสีฟา 

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงกับยีน hly โดยวิธีอางอิงจาก 
Furrer et al. (1991) และแยกผลิตภัณฑโดยใชวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิสพรอมสองดูภายใตแสงยูวี และนําตัวอยาง
เดียวกันไปทดสอบเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชัน ดวยชุดตรวจสอบ  IsoAmp®III Universal 
tHDA Kit (BioHelix, Beverly, MA, USA) โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน hly 1 คูที่ออกแบบไดดวยโปรแกรม  Primer3       
(v.0.4.0) และตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา โดยทดสอบความไวของเทคนิค และการทดสอบความจําเพาะ
ของไพเมอรตอยีนเปาหมายรวมกันกับแบคทีเรีย L. monocytogenes ซึ่งเปนเช้ือกลุมทดลองบวกและเชื้อกลุมทดลองลบ
จํานวน 11 สายพันธุ  
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ผล 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคเฮเลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชัน และการตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอ สามารถได

ดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 91 คูเบส และเม่ือนําผลิตภัณฑไปตรวจสัญญานดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา พบวาในตัวอยางที่เปนกลุม
ควบคุมลบเกิดการตกตะกอนของแผนเงินนาโนสีฟา สอดคลองกับการผลที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR และ
ตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิสไดดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 234 คูเบส สวนตัวอยางกลุมการทดลอง
บวก พบวาไมเกิดการตกตะกอนของแผนเงินนาโนสีฟา (Figure 1) ผลการทดสอบความจําเพาะของเทคนิค HDA เปรียบเทียบ
กับเทคนิค PCR และตรวจสอบสัญญาณดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา พบวาไพรเมอรมีความจําเพาะตอเช้ือ Listeria เพียง
ชนิดเดียว โดยไมเกิดปฏิกิริยากับดีเอ็นเอท่ีไดจากกลุมการทดลองลบ (Figure 2(A)) และการทดสอบความไวของเทคนิค HDA 
เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR  และตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟา (Figure 2(B)) ไมแตกตางกัน โดยสามารถ
ตรวจสอบดีเอ็นเอของเชื้อที่มีปริมาณตํ่าสุดได 100 กอปปเทียบเทา 100 CFU และจากการตรวจสอบการปนเปอนของ
แบคทีเรีย L. monocytogenes ในแคนตาลูปสดตัดแตงเขตพื้นที่ปทุมวัน จํานวน 100 ตัวอยางไมพบการปนเปอนของเชื้อชนิด
นี้ (Figure 3(A)) และเม่ือทดสอบกับแคนตาลูปตัดแตงที่มีเช้ือที่ระดับ 100 CFU พบวา 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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วิจารณผล 
การระบาดของเช้ือ Listeria monocytogenes สาเหตุของโรค listeriosis ทําใหเกิดการเฝาระวังเร่ืองความปลอดภัย

ในอาหารสด อาหารแปรรูป และผลไมสดตัดแตงเพื่อลดความเส่ียงและอันตรายที่จะเกิดขึ้น โดยเฉพาะกรณีที่มีผูเสียชีวิตจาก
การระบาดของเช้ือชนิดนี้ (FDA, 2003 และ Reuters, 2011) การตรวจสอบเช้ือกอโรคดวยเทคนิค PCR ไดถูกนํามาใชในการ
การตรวจสอบเช้ือชนิดนี้ ซึ่งสอดคลองกับการตรวจการปนเปอนในผลิตภัณฑของ Zeng et al. (2006) แตเนื่องจากวิธีการนี้มี
ขอจํากัด จึงมีการพัฒนาวิธีการเฮลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชัน (Vincent et al., 2004) และการตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอ
ดวยแผนเงินนาโนสีฟาขึ้น ผลการวิจัยคร้ังนี้ไดศึกษายีน hly ซึ่งเก่ียวของกับการสรางสาร haemolysin (Cossart, 1988) และ
ออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนนี้ ผลการตรวจสอบโดยใชเทคนิค HDA เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR (Furrer, 1991) ใหผล
ไปในทิศทางเดียวกัน สวนการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรตอเช้ือกอโรค 12 ชนิดพบวาทําปฏิกิริยาเฉพาะเชื้อ L. 
monocytogenes เทานั้น และการทดสอบความไวของปฏิกิริยาเปรียบเทียบระหวางเทคนิค HDA และ  PCR ใหผลไมแตกตาง
กัน การตรวจสอบสัญญานดีเอ็นเอโดยอาศัยเปล่ียนแปลงสีของอนุภาคนาโน (Li and Rothberg, 2004) ไดนํามาประยุกตใช
กับแผนเงินนาโนสีฟาเพื่อการตรวจสอบดีเอ็นเอ ผลการทดลองพบการเปล่ียนแปลงสีเปนสีเทาจางๆในกลุมควบคุมลบและ
ยังคงเปนสีฟาในกลุมควบคุมบวก  

 
สรุป 

การพัฒนาเทคนิคเฮเลิเคสดีเพนเดนทแอมพิฟเคชันเพื่อการเพิ่มปริมานยีน hly ของแบคทีเรีย L. monocytogenes 
และการตรวจสอบผลิตภัณฑดีเอ็นเอดวยแผนเงินนาโนสีฟาในแคนตาลูปตัดแตง เปนวิธีที่รวดเร็ว งาย มีความจําเพาะ และลด
การพึ่งพาหองปฏิบัติการ จึงเหมาะที่จะนํามาใชในการตรวจสอบเชื้อกอโรคในอาหารเพื่อความปลอดภัยในผลิตภัณฑสดตัด
แตงได คาใชจายประมาณ 150-180 บาทตอตัวอยาง 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และมหาวิทยาลัยนเรศวร 
จังหวัดพิษณุโลก สําหรับการสนับสนุนทุนในการทําวิจัย และขอขอบคุณหองปฏิบัติการหนวยรับรู ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหคําแนะนําเก่ียวกับการใชอนุภาคเงิน 
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