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บทคดัย่อ 

เอนเทอโรฮีโมเรจิก อี โคไล (Enterohemorrhagic Escherichia coli; EHEC) เป็นสาเหตุหลกัของโรคบวมนํ้ า 

(Edema disease) ในสุกร ลูกสุกรจาํนวนมากตายดว้ยโรคน้ี ซ่ึงส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมของสุกรเป็นอย่างมาก 

และยงัทาํให้เกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจของประเทศไทย ปัจจุบนัวิธีวินิจฉัยลูกสุกรท่ีติดเช้ืออี โคไล (Escherichia 

coli; E. coli) ตอ้งใชร้ะยะเวลานาน และราคาแพง ดว้ยเหตุผลน้ี จึงไดมี้การพฒันาไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) สาํหรับ

ตรวจจบัเช้ืออี โคไล โดยใชเ้ทคนิคแอปตาไซม์ (Aptazyme) อนัดบัแรกในการพฒันาแอปตาไซม์เป็นไบโอเซนเซอร์ 

คือ การออกแบบโพรบของแอปตาไซม ์และทดสอบความเป็นเอนไซมเ์พอร์ออกซิเดสของแอปตาไซม ์ซ่ึงทาํหนา้ท่ีเร่ง

ปฏิกิริยา และให้ผลิตภณัฑท่ี์มีสี ในสารละลายท่ีมีเช้ืออี โคไล แอปตาไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ีคลา้ยเอนไซมเ์พอร์ออกซิเดสจะ

สูญเสียหน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสับสเตรท ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid)) จึงไม่เกิดผลิตภณัฑ์ท่ีมีสีเขียว ชุดแอปตาไซม์ท่ีออกแบบน้ีตรวจจบัเช้ืออี โคไลได้อย่างจาํเพาะเจาะจง และ

ตรวจหาเช้ืออี โคไลไดน้อ้ยสุดท่ีความเขม้ขน้ 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร (cells/ml) ขอ้ดีของชุดแอปตาไซมน้ี์ ไดแ้ก่ สามารถ

ตรวจเช้ืออี โคไลท่ีเป็นตวัเซลล์ ใชร้ะยะเวลาน้อยในการตรวจวินิจฉัย และสังเกตผลท่ีเกิดข้ึนไดด้ว้ยตาเปล่า ดงันั้น 

แอปตาไซมน้ี์จึงเป็นไบโอเซนเซอร์ท่ีน่าสนใจสาํหรับการนาํไปใชต้รวจเช้ืออี โคไลในฟาร์มสุกรในอนาคต 

 

คาํสําคญั: เอนเทอโรฮีโมเรจิก เอสเชอริเชีย โคไล  ไบโอเซนเซอร์  แอปตาไซม์  
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Abstract 

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) is a major cause of edema disease in swine. Many piglets die 

from this disease, and this greatly affects the pig industry in Thailand and could cause damage to the economy of 

Thailand. Currently, the diagnostic approach of Escherichia coli (E. coli) infection consumes much time and is costly. 

For this reason, the biosensor for the E. coli detection using aptazyme technique was developed. First of all, the probes 

of aptazyme were designed and tested to see the peroxidase activity, which provided a colored product. In the presence 

of the E. coli, the peroxidase-mimicking aptazyme lost its activity in the catalysis of 2,2’-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and then the green product was not generated. The aptazyme had a good 

specificity to E. coli detection and could detect the lowest E. coli concentration at 108 cells/ml. Some advantages of 

aptazyme included the direct detection of E. coli cells, the fast analysis, and the result observation with the naked eye. 

Therefore, this biosensor can be used to detect the E. coli in pig farms in the future. 

 

Keywords: Enterohemorrhagic Escherichia coli, Biosensor, Aptazyme 

 

1.  บทนํา 

 โรคบวมนํ้ า (Edema disease) ในสุกร จดัเป็นหน่ึงในโรคติดเช้ือท่ีพบไดบ่้อยในลูกสุกรหลงัหย่านม ซ่ึงเป็น

สตัวเ์ศรษฐกิจท่ีสาํคญัของประเทศไทย สาเหตุหลกัของโรคน้ีเกิดจากการติดเช้ือเอสเชอริเชีย โคไล (Escherichia coli) 

หรืออี โคไล (E. coli) ในกลุ่มเอนเทอโรฮีโมเรจิก อี โคไล (Enterohemorrhagic E. coli; EHEC) อี โคไลกลุ่มน้ีสามารถ

ผลิตสารพิษชิกา (Shiga toxins) ท่ีส่งผลต่อร่างกายของโฮสต ์(Host) เช่น คน สุกร ววั ควาย เป็นตน้ (Fratamico, Smith, 

& Buchanan, 2002) ลูกสุกรท่ีติดเช้ืออี โคไลกลุ่มน้ีจะมีอาการบวมนํ้ าท่ีเปลือกตา หนา้ผาก จมูก ปาก คาง และหนา้อก 

มีผิวหนังผื่นแดง หายใจลําบาก มีอาการท้องเสีย ถ่ายเป็นมูกเลือด (Imberechts, De Greve, & Lintermans, 1992) 

นอกจากน้ียงัส่งผลต่อระบบประสาท โดยมีอาการทางประสาท คือ ไม่อยากอาหาร เดินเซ อมัพาต หรือชกัแบบขา

ตะกุย ลูกสุกรบางตวัท่ีมีอาการรุนแรง จะทาํให้เกิดการตายแบบฉับพลนั (Crepeau et al., 2012) ดว้ยเหตุน้ี จาํนวนลูก

สุกรจึงลดลงอยา่งรวดเร็ว และนาํไปสู่การสูญเสียทางเศรษฐกิจของไทย  

โดยทัว่ไป การวินิจฉัยลูกสุกรท่ีติดเช้ือทาํโดยการสังเกตอาการเบ้ืองตน้ (Luppi, 2017) การตรวจหาเช้ือดว้ย

เทคนิคพอลิเมอเรสเชนรีแอคชัน (Polymerase chain reaction; PCR) ซ่ึงใช้ไพรเมอร์ท่ีจาํเพาะกับยีนของอี โคไล 

(Johnson, 2000) หรือการใช้เทคนิคเอนไซม์ลิงค์ อิมมูโนซอบเบน แอดเส (Enzyme-linked immunosorbent assay; 

ELISA) ซ่ึงใชแ้อนติบอดีท่ีเฉพาะเจาะจงกบัตวัเซลลข์องอี โคไลในกลุ่มเอนเทอโรฮีโมเรจิก อี โคไล (Shan et al., 2016) 

แต่เทคนิคน้ีเหล่าน้ีมีขอ้เสีย คือใชร้ะยะเวลานาน มีความยุง่ยาก และตอ้งใชเ้คร่ืองมือพิเศษ นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัของ 

Tarditto และคณะ ท่ีรายงานการตรวจเช้ือเอนเทอโรทอ็กซิจีนิก เอสเชอริเชีย โคไล (Enterotoxicgenic Escherichia coli; 

ETEC) ในสุกร ดว้ยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical sensor) โดยสามารถทาํการตรวจเช้ืออี โคไล จากอุจจาระ

ของสุกรได ้อยา่งไรกต็าม เทคนิคน้ีจาํเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์ และเคร่ืองมือเฉพาะ และยงัมีขั้นตอนท่ีซบัซอ้นในการเตรียม
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อุปกรณ์สาํหรับตรวจเช้ืออี โคไล ทาํใหใ้ชร้ะยะเวลานาน และราคาแพง (Tarditto et al., 2016) ดงันั้น เพ่ือใหก้ารวินิจฉยั

ท่ีรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพจึงไดมี้การพฒันาเทคนิคแอปตาไซมข้ึ์น 

 เทคนิคแอปตาไซม์ (Aptazyme) หรือเรียกอีกอย่างว่า ดีเอ็นเอไซม์ (DNAzyme) หรืออาร์เอ็นเอไซม์ 

(RNAzyme) จดัเป็นหน่ึงในไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) ท่ีวิเคราะห์โดยการสังเกตสี (Colorimetric assay) แอปตาไซม์

พฒันามาจากแอปตาเมอร์ (Aptamer) ซ่ึงเป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์ขนาดสั้ นสายเด่ียว และสามารถจบัอย่างจาํเพาะ

เจาะจงกบัโมเลกุลเป้าหมายดว้ยแรง electrostatic interaction (Ellington & Szostak, 1992) การประยกุตใ์ชแ้อปตาไซม์

เป็นไบโอเซอร์ จะเป็นการดดัแปลงดีเอ็นเอ หรืออาร์เอ็นเอสายสั้นให้สามารถทาํหน้าท่ีคลา้ยเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส 

(Peroxidase) ในการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของสับสเตรท ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid)) และทาํให้เกิดสีท่ีสามารถสังเกตเห็นได ้(Han, Liang, & Zhou, 2010) จากงานวิจยัของ Seok และคณะ รายงาน

การตรวจสารอลัฟาทอกซิน บี1 (Aflatoxin B1) ดว้ยเทคนิคแอปตาไซม ์โดยถา้ในสารละลายไม่มีสารอลัฟาทอกซิน บี1 

แอปตาไซม์จะสามารถทาํหน้าท่ีคล้ายเอนไซม์เพอร์ออกซิเดส ในการเร่งปฏิกิริยาของสับสเตรท ABTS และให้

ผลิตภณัฑ์ท่ีมีสีเขียว แต่ถา้ในสารละลายมีสารอลัฟาทอกซิน บี1 แอปตาไซม์จะสูญเสียหน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชนั ทาํให้สารละลายไม่เปล่ียนเป็นสีเขียว (Seok et al., 2015) ปัจจุบนัมีการนาํเทคนิคแอปตาไซมม์าใชใ้นงาน

ไบโอเซนเซอร์ท่ีหลากหลาย ทั้งในงานท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตรวจ การวินิจฉยั รวมถึงการรักษา เน่ืองดว้ยขอ้ดีของแอปตา

ไซม ์ไดแ้ก่ ง่ายต่อการออกแบบ ดดัแปลง หรือติดฉลาก มีความชอบ และจาํเพาะเจาะจงสูงต่อโมเลกุลเป้าหมาย อีกทั้ง

ยงัมีความเสถียรสูง ง่ายต่อการนาํไปใช ้และง่ายต่อการมองเห็น (Saberian-Borujeni et al., 2014) ดว้ยเหตุน้ี เทคนิคแอป

ตาไซมจึ์งเป็นไบโอเซนเซอร์ท่ีน่าสนใจและมีความเป็นไปไดส้าํหรับการนาํมาประยกุตใ์ชใ้นการตรวจเช้ืออี โคไลใน

ลูกสุกร 

 

2.  วตัถุประสงค์ 

 เพ่ือพฒันาไบโอเซนเซอร์สาํหรับการตรวจหาเช้ือเอสเชอริเชีย โคไลดว้ยเทคนิคแอปตาไซม ์

 

3.  วธีิดําเนินการวจิัย 

3.1 สารเคม ี

แอปตาเมอร์ท่ีจาํเพาะเจาะจงกบัอี โคไล นาํมาจากงานวิจยัของ Wu และคณะ ซ่ึงมีลาํดบันิวคลีโอไทด์ ดงัน้ี 

5’-CCG GAC GCT TAT GCC TTG CCA TCT ACA GAG CAG GTG TGA CGG-3’ (Wu et al., 2012) แอปตาเมอร์ 

โพรบแอลฟา และโพรบเบตา ไดรั้บการสังเคราะห์โดยบริษทั Integrated DNA Technologies ประเทศสิงคโปร์ 2,2’-

azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) จากบริษทั SeraCare Life Sciences ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Hemin จากบริษทั Sigma Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.2 การเตรียมตัวอย่างแบคทีเรีย 

แบคทีเรียท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ี ประกอบดว้ย Escherichia coli strain 2013C-4282 (เป็นเช้ือท่ีแยกมาจากอุจจาระ

ของสุกรท่ีไดรั้บการวินิจฉัยว่าเป็นโรคบวมนํ้ า โดยคณะสัตวแพทย ์มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกาํแพงแสน 

ซ่ึงได้ทาํการหาลาํดับนิวคลีโอไทด์แล้วพบว่าใกล้เคียงกับ strain น้ี) Salmonella sp. (ATCC29890) Staphylococcus 

aureus (ATCC23235) Cedecea davisae (ATCC33431) Citrobacter freundii (ATCC8090) และ Bacillus thuringiensis 

(ATCC10792) แบคทีเรียทั้งหมดถูกเล้ียงในอาหาร Luria-Bertani ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ค่า OD600 

เท่ากบั 0.5 จากนั้นเก็บเซลล ์โดยป่ันเหว่ียงท่ี 12000 rpm เป็นเวลา 2 นาที แลว้กระจายตะกอนเซลลแ์บคทีเรียดว้ยนํ้ า

บริสุทธ์ิสูง 

 

3.3 การเตรียมแอปตาไซม์ 

นาํโพรบแอลฟาความเขม้ขน้ 4 ไมโครโมลาร์ ผสมกบัโพรบเบตาความเขม้ขน้ 4 ไมโครโมลาร์ แอปตาเมอร์

ท่ีจาํเพาะกบัอี โคไล ความเขม้ขน้ 2 ไมโครโมลาร์ และฮีมิน (Hemin) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที 

 

3.4 การทดสอบความจาํเพาะ (Specificity) ของแอปตาไซม์ 

นาํเช้ือแบคทีเรียต่าง ๆ ใส่ลงในหลอดแอปตาไซมท่ี์เตรียมไวก่้อนหน้า จากนั้นตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 10 นาที หลงัจาก 10 นาที จึงเติมสารละลาย ABTS แลว้สงัเกตการเปล่ียนสีของสารละลาย 

 

3.5 การทดสอบความไว (Sensitivity) ของแอปตาไซม์ 

นาํเช้ืออี โคไลท่ีความเขม้ขน้ 1×106-1×109 เซลลต่์อมิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดแอปตาไซมท่ี์เตรียมไว ้จากนั้น

ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หลงัจาก 10 นาที จึงเติมสารละลาย ABTS แลว้สังเกตการเปล่ียนสีของ

สารละลาย 

 

4.  ผลการวจิัยและอภิปรายผล 

4.1 หลักการในการตรวจจับเชือ้อี โคไล ด้วยแอปตาไซม์ 

ถา้ในสารละลายไม่มีเช้ืออี โคไล โพรบแอลฟา และโพรบเบตาจะสามารถจบักับแอปตาเมอร์ และฮีมิน 

กลายเป็นโครงสร้างท่ีสามารถทาํหนา้ท่ีคลา้ยเอนไซมเ์พอร์ออกซิเดส เรียกว่า แอปตาไซม ์แอปตาไซมจ์ะเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชนัของสับสเตรท ABTS เกิดเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีสีเขียว แต่ถา้ในสารละลายมีเช้ืออี โคไล แอปตาเมอร์จะจบั

อยา่งจาํเพาะเจาะจงกบัอี โคไล ทาํใหโ้พรบแอลฟา และโพรบเบตา ไม่สามารถจบักบัแอปตาเมอร์ จึงไม่เกิดเป็นแอปตา

ไซม์ ส่งผลให้ไม่มีการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนั และไม่เกิดผลิตภณัฑ์ท่ีมีสี ดงันั้น สารละลายจึงไม่เปล่ียนเป็นสีเขียว 

แผนภาพของหลกัการน้ีแสดงในรูปท่ี 1 
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รูปท่ี 1 แผนภาพแสดงการตรวจจบัเช้ืออี โคไลดว้ยแอปตาไซม ์

 

4.2 การออกแบบโพรบแอลฟา และโพรบเบตา 

แอปตาไซม์ ประกอบด้วย โพรบแอลฟา โพรบเบตา แอปตาเมอร์ท่ีจาํเพาะกับเช้ืออี โคไล และฮีมิน ใน

งานวิจยัน้ีไดท้าํการออกแบบโพรบแอลฟา และโพรบเบตา โดยอาศยัลกัษณะโครงสร้างทุติยภูมิ (Secondary structure) 

ของแอปตาเมอร์ ซ่ึงวิเคราะห์โดยใช ้RNAfold web server (Gruber et al., 2008) โครงสร้างทุติยภูมิของแอปตาเมอร์

แสดงในรูปท่ี 2 จากการวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิของแอปตาเมอร์ พบว่า บริเวณท่ีแอปตาเมอร์สามารถเกิดการจบั

กนัเอง (Self-complementary) มี 3 บริเวณ แต่การออกแบบโพรบแอลฟา และเบตาน้ีเลือกบริเวณท่ี 2 เน่ืองจาก Seok 

และคณะ รายงานว่า โพรบท่ีจดจาํบริเวณตรงกลางของแอปตาเมอร์จะทาํให้มีกิจกรรมของเอนไซมเ์พอร์ออกซิเดสมา

กกว่าการจดจาํท่ีบริเวณปลายของแอปตาเมอร์ (Seok et al., 2015) ดงันั้น จึงออกแบบให้โพรบแอลฟา และโพรบเบตา

เกิดคอมพลีเมนทารีกบัแอปตาเมอร์ท่ีบริเวณน้ี จากนั้นเติม linker และ G-rich sequence ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของโพรบ

แอลฟา และเบตาแสดงในตารางท่ี 1 
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รูปท่ี 2 แสดงลกัษณะโครงสร้างทุติยภูมิของแอปตาเมอร์ 

 

ตารางท่ี 1 แสดงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องโพรบแอลฟา และเบตา 

ช่ือโพรบ ลาํดับนิวคลโีอไทด์ 

แอลฟา 5’-TACGG-(OCH2CH2)3OPO3--GGGTAGGG-3’ 

เบตา 5’-GGGTTGGG-(OCH2CH2)3OPO3--ACGGT-3’ 

 

4.3 การทดสอบความเป็นเอนไซม์ของแอปตาไซม์ 

เพ่ือทดสอบว่า โพรบแอลฟา และโพรบเบตาท่ีออกแบบจากการทดลองก่อนหนา้ สามารถจบักบัแอปตาเมอร์

ท่ีจาํเพาะกับอี โคไล และฮีมิน เกิดเป็นแอปตาไซม์ ซ่ึงทาํหน้าท่ีคลา้ยเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสในการเร่งปฏิกิริยา

ออกซิเดชนัของสับสเตรทแลว้ให้ผลิตภณัฑท่ี์มีสี ในงานวิจยัน้ีจึงเลือกใช ้ABTS เป็นสับสเตรทของปฏิกิริยา ผลพบว่า 

สารละลายท่ีมีแอปตาไซมเ์ปล่ียนเป็นสีเขียวเช่นเดียวกบัผลของตวัควบคุมเชิงบวก (Positive control) นัน่คือ สารละลาย

ท่ีมีเอนไซม ์HRP (Horseradish peroxidase) ผลน้ีแสดงให้เห็นว่า โพรบแอลฟา และโพรบเบตาท่ีออกแบบ สามารถจบั

กบัแอปตาเมอร์ และฮีมิน ส่งผลให้เกิดการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสบัสเตรท ABTS เช่นเดียวกบัเอนไซม ์HRP ทาํ

ใหเ้กิดเป็นผลิตภณัฑท่ี์มีสีเขียว ในขณะท่ีผลของตวัควบคุมเชิงลบ (Negative control) คือ สารละลายท่ีไม่มีแอปตาเมอร์ 

พบว่า ไม่มีการเปล่ียนสีของสารละลาย ดงันั้น แอปตาไซมจึ์งเกิดจากการรวมกนัของโพรบแอลฟา โพรบเบตา แอปตา

เมอร์ และฮีมิน แลว้สามารถทาํหนา้ท่ีคลา้ยเอนไซมเ์พอร์ออกซิเดสได ้ผลการทดลองน้ีแสดงดงัรูปท่ี 3 
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รูปท่ี 3 แสดงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสับสเตรท ABTS 

 

4.4 การตรวจจับเชือ้อี โคไล ด้วยแอปตาไซม์ 

การตรวจหาเช้ืออี โคไลท่ีก่อโรคในสุกร โดยใชแ้อปตาไซมท่ี์ออกแบบในงานวิจยัน้ี ผลปรากฎว่า สารละลาย

ท่ีมีเช้ืออี โคไล ไม่เปล่ียนเป็นสีเขียว เม่ือเปรียบเทียบกบัสารละลายท่ีไม่มีเช้ืออี โคไล ซ่ึงเปล่ียนเป็นสีเขียว ผลน้ีแสดง

ให้เห็นว่า แอปตาเมอร์จบักบัเช้ืออี โคไล ทาํให้โพรบแอลฟา และเบตาไม่สามารถจบักบัแอปตาเมอร์ จึงไม่เกิดเป็น

แอปตาไซม ์และไม่เกิดการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสับสเตรท ABTS ดงันั้น แอปตาไซมท่ี์ออกแบบในงานวิจยัน้ี 

สามารถตรวจจบัเช้ืออี โคไลได ้ผลการทดลองน้ีแสดงดงัรูปท่ี 4 

 

 
รูปท่ี 4 แสดงการตรวจจบัเช้ือเอนเทอโรฮีโมเรจิก อี โคไลดว้ยแอปตาไซม ์

 

4.5 การทดสอบความจาํเพาะเจาะจง (Specificity) ของแอปตาไซม์ 

เพ่ือท่ีจะทดสอบความจาํเพาะเจาะจงในการตรวจจบัเช้ือเอนเทอโรฮีโมเรจิก อี โคไลของแอปตาไซม์ท่ี

ออกแบบในงานวิจัยน้ี จึงได้มีการทดสอบกับเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืน ได้แก่ Salmonella sp. Staphylococcus aureus 

Cedecea davisae Citrobacter freundii และ Bacillus thuringiensis ผลพบว่า สารละลายท่ีมีเช้ือเอนเทอโรฮีโมเรจิก อี 

โคไล ไม่เปล่ียนเป็นสีเขียว ในขณะท่ีสารละลายท่ีมีเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนนั้นเปล่ียนเป็นสีเขียว ผลเหล่าน้ีแสดงให้เห็น
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ว่า แอปตาเมอร์ไม่สามารถจับกับเช้ือ Salmonella sp. Staphylococcus aureus Cedecea davisae Citrobacter freundii 

และ Bacillus thuringiensis ส่งผลให้เกิดการรวมกนัของโพรบแอลฟา โพรบเบตา แอปตาเมอร์ และฮีมินได ้จึงเกิดการ

เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสับสเตรท ABTS ดงันั้น แอปตาไซมท่ี์ออกแบบในงานวิจยัน้ีจึงมีความจาํเพาะเจาะจงใน

การตรวจจบัเช้ืออี โคไล ผลการทดลองน้ีแสดงดงัรูปท่ี 5 

 

 
รูปท่ี 5 แสดงการตรวจจบัเช้ือแบคทีเรียต่าง ๆ ดว้ยแอปตาไซม ์

 

4.6 การทดสอบความไว (Sensitivity) ของแอปตาไซม์ 

เพื่อท่ีจะตรวจสอบความไวในการตรวจจบัเช้ืออี โคไลของแอปตาไซม์ จึงทาํการทดสอบกบัเช้ืออี โคไล 

ตั้งแต่ความเขม้ขน้ 1×106-1×109 เซลลต่์อมิลลิลิตร (cells/ml) ผลปรากฏว่า สารละลายไม่เปล่ียนเป็นสีเขียว เม่ือมีความ

เขม้ขน้ของอี โคไลตั้งแต่ 1×108 เซลลต่์อมิลลิลิตร ผลน้ีแสดงให้เห็นว่า แอปตาไซมท่ี์ออกแบบในงานวิจยัน้ี สามารถ

ตรวจจบัเช้ืออี โคไลไดน้อ้ยสุดท่ีความเขม้ขน้ 1×108 เซลลต่์อมิลลิลิตร ผลการทดลองน้ีแสดงดงัรูปท่ี 6 

 

 
รูปท่ี 6 แสดงการตรวจจบัเช้ืออี โคไลท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

 

5.  บทสรุป 

ในงานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาไบโอเซนเซอร์ดว้ยเทคนิคแอปตาไซม ์(Aptazyme-based biosensor) สาํหรับตรวจหา

เช้ือเอนเทอโรฮีโมเรจิก อี โคไล ซ่ึงมีศกัยภาพในการพฒันาเพ่ือนาํไปใชต้รวจหาเช้ืออี โคไลน้ีในลูกสุกรหลงัหยา่นม 
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โดยชุดตรวจแอปตาไซม์ท่ีออกแบบ ประกอบดว้ย 4 องค์ประกอบ ไดแ้ก่ โพรบแอลฟา โพรบเบตา แอปตาเมอร์ท่ี

จาํเพาะกบัเช้ืออี โคไล และฮีมิน โดยปกติทั้ง 4 องคป์ระกอบ จะเกิดการรวมกนั และนาํไปสู่การทาํหนา้ท่ีคลา้ยเอนไซม์

เพอร์ออกซิเดส สาํหรับเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสบัสเตรท ทาํใหเ้กิดเป็นผลิตภณัฑท่ี์มีสี แต่ในการตรวจเช้ืออี โคไล

ดว้ยชุดตรวจแอปตาไซม ์ทั้ง 4 องคป์ระกอบ จะไม่เกิดการรวมกนัจึงไม่สามารถทาํหนา้ท่ีคลา้ยเอนไซม ์และไม่เกิดเป็น

ผลิตภณัฑท่ี์มีสี ชุดตรวจแอปตาไซมน้ี์สามารถตรวจเช้ืออี โคไลไดอ้ยา่งจาํเพาะเจาะจง และตรวจเช้ืออี โคไลไดน้อ้ยสุด

ท่ีความเขม้ขน้ 1×108 เซลลต่์อมิลลิลิตร ขอ้ดีของชุดตรวจแอปตาไซมส์าํหรับตรวจเช้ืออี โคไล คือ สามารถตรวจเช้ืออี 

โคไลท่ีเป็นตวัเซลลไ์ดเ้ลย มีขั้นตอนการใชง้านท่ีง่าย ไม่ยุง่ยาก ไม่ตอ้งอาศยัเคร่ืองมือเฉพาะ เน่ืองจากสามารถสังเกตสี

ท่ีเกิดข้ึนไดด้ว้ยตาเปล่า ดงันั้น ชุดแอปตาไซมท่ี์ไดพ้ฒันาข้ึนน้ี มีความน่าสนใจท่ีจะนาํไปใชต้รวจหาเช้ือเอนเทอโรฮี

โมเรจิก อี โคไล ในฟาร์มสุกร เพ่ือลดระยะเวลาในการวินิจฉยัลูกสุกรท่ีติดเช้ือไดต่้อไปในอนาคต 
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