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∫∑§—¥¬àÕ 
 «‘∏’°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬À≈“¬«‘∏’∂Ÿ°π”¡“„™â„π

°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå «‘∏’°“√∑’Ë∂Ÿ°

æ—≤π“¢÷Èπ¡“‡ªìπ≈”¥—∫π—Èπ∑”„Àâ‡°‘¥§«“¡√Ÿâ§«“¡‡¢â“„®

∑’Ë¡“°¢÷Èπ‡°’Ë¬«°—∫∫∑∫“∑¢Õß·∫§∑’‡√’¬µàÕ‚√§ª√‘∑—πµå

Õ—°‡∫ ∑∫∑«π«√√≥°√√¡©∫—∫π’È‰¥âπ”‡πÕÀ≈—°°“√

¢Õß«‘∏’°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬·∫∫µà“ßÊ „π°“√»÷°…“

∑“ßª√‘∑—πµ«‘∑¬“ √«¡∂÷ß¢âÕ‰¥â‡ª√’¬∫ ·≈–¢âÕ®”°—¥

¢Õß·µà≈–«‘∏’ 

§””§—≠: «‘∏’°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬ ·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§

ª√‘∑—πµå

Abstract 
 Several microbiological tests have been  

used to identify periodontal pathogens. The 

succession of new techniques has brought major 

understanding for the role of bacteria in 

periodontal diseases. This review presents 

principles, advantages and limitations of various 

techniques used for bacterial detection in 

periodontal research. 

Keywords: microbiological test, periodontal 

pathogens 
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∫∑π” 
 ‚√§ª√‘∑ —πµåÕ —°‡∫‡ªìπ‚√§∑’ Ë¡ ’“‡ÀµÿÀ≈—°®“°

·∫§∑’‡√’¬„π·ºàπ§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å ‚¥¬¡’ªí®®—¬àß‡√‘¡°“√

‡°‘¥‚√§·≈–ªí®®—¬‡’ Ë¬ßÕ’°À≈“¬ªí®®—¬∑’ Ë∑”„Àâ·µà≈–

∫ÿ§§≈¡’§«“¡‡’Ë¬ßµàÕ°“√‡°‘¥‚√§∑’Ë‰¡à‡∑à“°—π(1) °“√

»÷°…“‡°’Ë¬«°—∫‚√§ª√‘∑—πµåÕ—°‡∫π—Èπ °“√»÷°…“à«πÀπ÷Ëß

¡ÿàß‡πâπ°“√»÷°…“‡°’Ë¬«°—∫·∫§∑’‡√’¬∑’Ë‡ªìπà«πª√–°Õ∫„π

·ºàπ§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å´÷Ëß‡ªìπ“‡Àµÿ¢Õß‚√§ª√‘∑—πµåÕ—°‡∫(2)

πÕ°®“°π’È°“√»÷°…“„π¥â“π°“√æ—≤π“«‘∏’°“√√—°…“‚√§

ª√‘∑—πµåπ—Èπ ¡’°“√»÷°…“∫“ßà«π∑’Ë»÷°…“à«πª√–°Õ∫

¢Õß·∫§∑’‡√’¬„π§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë¡’°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß¿“¬¢Õß·∫§∑’‡√’¬„π§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë¡’°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß¿“¬¢Õß·∫§∑’‡

À≈—ß°“√√—°…“¥â«¬«‘∏’°“√µà“ßÊ(3,4) À√◊Õ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫

√–À«à“ß«‘∏’°“√√—°…“∑’Ë·µ°µà“ß°—π(5) ‡ªìπµâπ 

 «‘∏’µ√«®À“‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬π—Èπ¡’Õ¬ŸàÀ≈“¬«‘∏’´÷Ëß‰¥â√—∫

°“√æ—≤π“„Àâ¡’§«“¡·¡àπ¬”·≈–‡™◊ËÕ∂◊Õ‰¥â¡“‡ªìπ≈”¥—∫ 

·µà≈–«‘∏’¡’¢âÕ‰¥â‡ª√’¬∫·≈–¢âÕ®”°—¥∑’Ëµà“ß°—πÕÕ°‰ª ∑—Èß

„π¥â“π§«“¡¬“°ßà“¬¢Õß«‘∏’°“√ §à“„™â®à“¬ ‡«≈“∑’Ë„™â 

√«¡‰ª∂÷ß§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“–„π°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ

·∫§∑’‡√’¬·µà≈–™π‘¥(6-8)

 ∑∫∑«π«√√≥°√√¡©∫—∫π’È ‰¥â√«¡√«¡¢âÕ¡Ÿ≈‡°’Ë¬«°—∫

«‘∏’°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫‚√§ª√‘∑—πµå

Õ—°‡∫ ¢âÕ‰¥â‡ª√’¬∫·≈–¢âÕ®”°—¥¢Õß·µà≈–«‘∏’ ‡æ◊ËÕ‡ªìπ

·π«∑“ß”À√—∫°“√‡≈◊Õ°„™â«‘∏’°“√∑’Ë‡À¡“–¡µàÕ‰ª 

°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ (bacterial culture)
 °“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬ ‡ªìπ«‘∏’°“√¥—Èß‡¥‘¡„π

°“√»÷°…“‡°’Ë¬«°—∫à«πª√–°Õ∫¢Õß·∫§∑’‡√’¬„π·ºàπ

§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å‚¥¬°“√‡æ“–‡≈’ È¬ß‡™◊ ÈÕ≈ß∫πÕ“À“√«ÿ âπ 

(agar-containing solid culture media) √à«¡°—∫°“√

ª√—∫Õÿ≥À¿Ÿ¡‘·≈–¿“«–ÕÕ°´‘‡®π„Àâ‡À¡“–¡µàÕ°“√

‡®√‘≠¢Õß‡™◊ÈÕ∑’ËµâÕß°“√»÷°…“®“°π—Èπ„™â§ÿ≥¡∫—µ‘∑“ß

°“¬¿“æ·≈–∑“ß™’«‡§¡’„π°“√®”·π°™π‘¥¢Õß‡™◊ÈÕ ‡ªìπ

«‘∏’°“√´÷Ëß„™â‡ªìπ¡“µ√∞“π∑Õß (gold standard)„π°“√

‡ª√’¬∫‡∑’¬∫ª√–‘∑∏‘¿“æ¢Õß«‘∏’°“√„À¡àÊ(9,10) ‡∑§π‘§ 

°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕπ’È“¡“√∂„™âµ√«®À“·∫§∑’‡√’¬∑’Ë‡©æ“–

‡®“–®ß‰¥â‚¥¬°“√‡≈◊Õ°„™âÕ“À“√‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ‡©æ“– (selec-

tive media) ”À√—∫·∫§∑’‡√’¬™π‘¥π—ÈπÊ   ”À√—∫·∫§∑’‡√’¬™π‘¥π—ÈπÊ   

 ¢âÕ‰¥â‡ª√’¬∫¢Õß°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ§◊Õ“¡“√∂µ√«®

À“·∫§∑’‡√’¬À≈“¬™π‘¥‰¥â„π‡«≈“‡¥’¬«°—π πÕ°®“°π’È¬—ß

“¡“√∂§”π«≥ª√‘¡“≥¢Õß·∫§∑’‡√’¬‰¥â ‡ªìπ«‘∏’°“√∑’Ë

“¡“√∂µ√«®æ∫·∫§∑’‡√’¬™π‘¥„À¡àÊ ‚¥¬‡™◊ÈÕ∑’Ë∂Ÿ°µ√«®

æ∫‚¥¬«‘∏’°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕπ’È“¡“√∂π”‰ªµ√«®Õ∫

¬◊π¬—π™π‘¥¢Õß·∫§∑’‡√’¬‰¥â¥â«¬«‘∏’°“√Õ◊Ëπ πÕ°®“°π’È¬—ß

‡ªìπ«‘∏ ’°“√∑’ Ë„™ â∑¥Õ∫§«“¡‰«À√◊Õ°“√µâ“πµàÕ¬“

ªØ‘™’«π–¢Õß‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬‰¥â (antibiotic sensitivity)

Õ¬à“ß‰√°Á¥’ «‘∏’°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ¬—ß¡’¢âÕ®”°—¥„πÀ≈“¬

¥â“π Õ“∑‘‡™àπ ·∫§∑’‡√’¬∑’ËµâÕß°“√µ√«®Õ∫π—Èπ®”‡ªìπ

µâÕß¡’™’«‘µ ¥—ßπ—Èπ √–¬–‡«≈“ ·≈–°“√¢πàß‡™◊ÈÕ®”‡ªìπ

µâÕß∑”Õ¬à“ß√«¥‡√Á« √«¡‰ª∂÷ß“√µ—«°≈“ß„π°“√¢πàß

·∫§∑’‡√’¬ (transport media) µâÕß¡’§«“¡‡À¡“–¡ ‡æ◊ËÕ

„Àâ·∫§∑’‡√’¬§ß§«“¡¡’™’«‘µÕ¬Ÿà ·≈–æ∫«à“·∫§∑’‡√’¬∫“ß

™π‘¥‰¡à“¡“√∂‡æ“–‡≈’È¬ß‰¥âÀ√◊Õ‡æ“–‡≈’È¬ß‰¥â·µàµâÕß

Õ“»—¬‡∑§π‘§„π°“√‡æ“–‡≈’È¬ß∑’Ë¬ÿàß¬“° ‡™àπ ‡™◊ÈÕ·∑π‡πÕ-

‡√≈≈“øÕ√å´—¬‡∏’¬ (Tanneralla forsythia) ·≈– ‡∑√∫

‚æπ’¡“ ‡¥πµ‘‚§≈“ (Treponemadenticola) ´÷Ëß‡ªìπ

·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå∑’Ë”§—≠ ‡ªìπµâπ πÕ°®“°π’È°“√

‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕµâÕßÕ“»—¬§«“¡‡™’Ë¬«™“≠„π°“√∑” √«¡‰ª

∂÷ß√–¬–‡«≈“„π°“√»÷°…“§àÕπ¢â“ßπ“π‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫«‘∏’

°“√Õ◊Ëπ  

 «‘∏’°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕπ’È∂Ÿ°π”¡“„™â„π°“√»÷°…“∑“ß

ª√‘∑—πµ«‘∑¬“Õ¬à“ß·æ√àÀ≈“¬„π¬ÿ§·√°Ê ‚¥¬à«π„À≠à

‡ªìπ°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬∑’Ë‡ªìπ“‡Àµÿ¢Õß‚√§ª√‘∑—πµå‡ªìπ°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬∑’Ë‡ªìπ“‡Àµÿ¢Õß‚√§ª√‘∑—πµå‡ªìπ°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬∑’

Õ—°‡∫(11,12) „πªí®®ÿ∫—π¬—ß§ß¡’°“√„™â«‘∏’°“√‡æ“–‡≈’È¬ß

‡™◊ÈÕ√à«¡°—∫°“√µ√«®∑“ß™’««‘∑¬“‚¡‡≈°ÿ≈Õ◊ËπÊ ‡æ◊ËÕµ√«®

À“·∫§∑’‡√’¬∑’Ë‡ªìπ“‡Àµÿ¢Õß‚√§ª√‘∑—πµå„π√–¥—∫“¬

æ—π∏ÿå(13)æ—π∏ÿå(13)æ—π∏ÿå  √«¡‰ª∂÷ß°“√µ√«®À“°“√µâ“πµàÕ¬“ªØ‘™’«π–

¢Õß·∫§∑’‡√’¬(14)

Õ‘¡¡Ÿ‚π ·Õ‡¬å (immunoassays)  
 ‡ªìπ«‘∏’°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬‚¥¬Õ“»—¬·Õπµ‘-

Õ‘¡¡Ÿ‚π ·Õ‡¬å 
 ‡ªìπ«‘∏’°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬‚¥¬Õ“»—¬·Õπµ‘-

Õ‘¡¡Ÿ‚π ·Õ‡¬å 

∫Õ¥’ (antibody) ∑’Ë“¡“√∂®¥®”·Õπµ‘‡®π (antigen) ∑’Ë

®”‡æ“–µàÕ·∫§∑’‡√’¬‰¥â “¡“√∂∑”‰¥âÀ≈“¬«‘∏’¥â«¬°—π 

‰¥â·°à ‰¥‡√Á§·≈–Õ‘π‰¥‡√Á§Õ‘¡¡Ÿ‚πø≈ŸÕÕ‡√‡´π∑å ‰¡‚§√-

‚§ªï (direct and indirect immunofluorescent 

microscopy)(15) ‚ø≈ ‰´‚µ‡¡∑√’ (flow cytometry)(16)

‡Õπ‰´¡å≈‘ß§å Õ‘¡¡Ÿ‚π´Õ√å‡∫π∑å ·Õ‡¬å (enzyme-
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linked immunosorbent assay, ELISA)(17) ·∫§∑’‡√’¬≈ 

§Õπ-‡´π‡µ√™—Ëπ ø≈ŸÕÕ‡√‡´π´å Õ‘¡¡Ÿ‚π·Õ‡¬å 

(bacterial concentration fluorescence immunoassay, 

BCFIA)(18) ·≈–≈“‡∑Á°´å ·Õ°°≈Ÿ∑‘‡π™—π (latex agglu-

tination)(19) ‡ªìπµâπ «‘∏’Õ‘¡¡Ÿ‚π ·Õ‡¬åπ’È¡’¢âÕ‰¥â‡ª√’¬∫

§◊Õ ·∫§∑’‡√’¬‰¡à®”‡ªìπµâÕß¡’™’«‘µ ®÷ßßà“¬µàÕ°“√‡°Á∫·≈–

¢πàßµ—«Õ¬à“ß‡™◊ÈÕ ‡ªìπ«‘∏’°“√∑’Ë∑”‰¥â‡√Á« ·≈–µâπ∑ÿπ‰¡àŸß

‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫«‘∏’°“√Õ◊Ëπ πÕ°®“°π’È¬—ß“¡“√∂∫Õ°ª√‘¡“≥

¢Õß‡™◊ÈÕ‰¥â§√à“«Ê Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡ «‘∏’°“√π’È¡’¢âÕ®”°—¥ §◊Õ

“¡“√∂µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬∑’Ë∑√“∫™π‘¥·≈–¡’·Õπµ‘∫Õ¥’∑’Ë

‡µ√’¬¡‰¥â·≈â«‡∑à“π—Èπ ·Õπµ‘∫Õ¥’∑’Ë‡≈◊Õ°„™âÕ“®‰ª®—∫°—∫

·Õπµ‘-‡®π¢Õß·∫§∑’‡√’¬™π‘¥Õ◊Ëπ∑’Ë¡’‚§√ß√â“ß§≈â“¬§≈÷ß

°—π ´÷Ëß‡√’¬°«à“ ªØ‘°‘√‘¬“¢â“¡°≈ÿà¡ (cross-reactivity)

·≈–«‘∏’°“√π’È‰¡à“¡“√∂µ√«®À“°“√µâ“πµàÕ¬“ªØ‘™’«π–

¢Õß·∫§∑’‡√’¬‰¥â 

 «‘∏’Õ‘¡¡Ÿ‚π ·Õ‡¬åπ’È∂Ÿ°π”¡“„™â„π°“√µ√«®À“

·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå(20,21)·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå(20,21)·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå  √«¡∂÷ß°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß

¢Õß·∫§∑’‡√’¬¿“¬„π√àÕß≈÷°ª√‘∑—πµå¿“¬À≈—ß°“√„™â¬“

ªØ‘™’«π–(22)

‡Õπ‰´¡å ·Õ‡¬å (enzyme assay)  
 ‡ªìπ«‘∏’°“√„π°“√µ√«®À“‡Õπ‰´¡å∫“ß™π‘¥∑’Ë·∫§∑’-

‡√’¬√â“ß¢÷Èπ ‰¥â·°à §Õ≈≈“®’‡π (collagenase) ‡ªª‰∑‡¥

(peptidase) ∑√‘ª´‘π‰≈§å ‡Õπ‰´¡å (trypsin-like 

enzymes) π‘«∑√—≈ ‚æ√∑’‡Õ (neutral protease) ·≈– Õ’

≈“‡∑ (elastase) ‡ªìπµâπ   

 ‡™◊ÈÕ°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå∑’Ë”§—≠∫“ß™π‘¥ ‰¥â·°à ‡∑√∫‚æπ’

¡“ ‡¥πµ‘‚§≈“ (Treponemadenticola) ·∑π‡πÕ‡√≈-

≈“øÕ√å´—¬‡∏’¬ (Tannerella forsythia) æÕ√å‰ø‚√‚¡-·π 

®‘ß®‘«“≈‘ (Porphyromonas gingivalis) ·≈– ‡™◊ÈÕ„π

°≈ÿà¡·§ª‚π´—¬‚µø“°“√å (Capnocytophaga spp.) ¡’

§ÿ≥¡∫—µ‘„π°“√√â“ß∑√‘ª´‘π‰≈§å ‡Õπ‰´¡å ®÷ß‰¥â¡’°“√

æ—≤π“°“√µ√«®À“‡Õπ‰´¡å™π‘¥π’ È®“°µ—«Õ¬à“ß§√“∫

®ÿ≈‘π∑√’¬å¢ÕßºŸâªÉ«¬‚√§ª√‘∑—πµåÕ—°‡∫‡æ◊ËÕµ√«®À“√–¥—∫

¢Õß‡™◊ÈÕ°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå‡À≈à“π’È ‚¥¬°“√µ√«®«—¥®“°§«“¡

“¡“√∂„π°“√‰Œ‚¥√‰≈å (Hydrolyse) “√—ß‡§√“–Àå

‡ÕÁπ-‡∫π‚´Õ‘≈-¥’-·Õ≈-Õ“√å®‘π‘π-∑Ÿ-·πª∏’≈“‰¡¥å (N-

benzoyl-DL-arginine-2-naphthylamide; BANA) ´÷Ëß

‡ªìπ“√‰¡à¡’’ „Àâ°≈“¬‡ªìπ“√’πÈ”‡ß‘π¥”¿“¬À≈—ß°“√

∑”ªØ‘°‘√‘¬“‚¥¬§«“¡‡¢â¡¢Õß’¿“¬À≈—ß°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“

Õ“®‡ªìπµ—«∫àß™’È—¥à«π¢Õß·∫§∑’‡√’¬‰¥âÕ¬à“ß§√à“«Ê(23)

‡√ ’¬°°“√µ√«®Õ∫À“‡Õπ‰´¡å™π‘¥π’ È« à“∫“π“‡∑µå ‡√ ’¬°°“√µ√«®Õ∫À“‡Õπ‰´¡å™π‘¥π’ È« à“∫“π“‡∑µå ‡√ ’¬°°“√µ√«®Õ∫À“‡Õπ‰´¡å™π‘¥π’ È« à“∫“π“‡∑µ

(BANA test)

 «‘∏’∫“π“‡∑µåπ’È ∂Ÿ°π”¡“„™âµ√«®À“·∫§∑’‡√’¬°àÕ

‚√§ª√‘∑—πµåÕ¬à“ß·æ√àÀ≈“¬„π™à«ß∑»«√√…∑’Ëºà“π¡“(24,25)

µ≈Õ¥®π¡’°“√æ—≤π“™ÿ¥µ√«®∑“ß°“√§â“‡æ◊ ËÕ§«“¡

–¥«°„π°“√„™âß“π„π§≈‘π‘°∑—πµ°√√¡(26) Õ¬à“ß‰√°Á¥’ 

«‘∏’°“√π’È¬—ß¡’¢âÕ®”°—¥∑’Ë”§—≠ §◊Õ ‰¡à“¡“√∂∫Õ°™π‘¥

¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë®”‡æ“–‰¥â ·∫§∑’‡√’¬µâÕß¡’™’«‘µ·≈–¡’¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë®”‡æ“–‰¥â ·∫§∑’‡√’¬µâÕß¡’™’«‘µ·≈–¡’¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë®”‡æ“–‰¥â ·∫§∑

ª√‘¡“≥¡“°æÕ∑’Ë®–∑”ªØ‘°‘√‘¬“Õ¬à“ß™—¥‡®π À“°°“√

µ√«®„Àâº≈≈∫‰¡à‰¥â·¥ß∂÷ß°“√‰¡à¡’·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ 

ª√‘∑—πµå™π‘¥Õ◊Ëπ ®÷ß∑”„Àâ«‘∏’°“√π’È‰¥â√—∫§«“¡π‘¬¡≈¥≈ß

Õ¬à“ß¡“°„πªí®®ÿ∫—π 

°“√µ√«®∑“ß™’««‘∑¬“‚¡‡≈°ÿ≈  
(Molecular biology techniques)
 ‡ªìπ«‘∏’°“√„π°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬‚¥¬Õ“»—¬°“√

«‘‡§√“–Àå¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬ ´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬

‡∑§π‘§À≈“¬√Ÿª·∫∫ ‰¥â·°à π‘«§≈’Õ‘§ ·Õ´‘¥ ‚æ√∫ ´÷Ëß

‡ªìπ°“√„™â‚æ√∫À√◊Õ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ ÈÕ·∫§∑’‡√’¬¡“∑”

‡§√◊ËÕßÀ¡“¬‰«â¥â«¬‡Õπ‰´¡å À√◊Õ°—¡¡—πµ¿“æ√—ß’∫π

‚¡‡≈°ÿ≈ ‡æ◊ËÕ„Àâ“¡“√∂µ√«®À“¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬

‡ªÑ“À¡“¬∑’Ë‡ªìπ§Ÿà¡°—π‰¥â «‘∏’°“√π’È‰¥â∂Ÿ°π”¡“æ—≤π“„Àâ

“¡“√∂µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬‰¥âÀ≈“¬™π‘¥æ√âÕ¡°—π ‡√’¬°

«à“ ‡™§‡°Õ√å∫Õ√å¥ ¥’‡ÕÁπ‡Õ ¥’‡ÕÁπ‡Õ ‰Œ∫√‘‰¥‡´™—Ëπ (chec-

kerboard DNA-DNA hybridization) Õ’°‡∑§π‘§Àπ÷Ëß 

‰¥â·°à ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√ (Polymerase Chain 

Reaction) ÷́Ëß„™âÀ≈—°°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¢Õß™‘Èπà«π®”‡æ“–

¢Õß·∫§∑’‡√’¬„π¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬ ‡æ◊ËÕ„Àâ‰¥âª√‘¡“≥¡“°

æÕ∑’Ë®–µ√«®À“‰¥âßà“¬ 

‡™§‡°Õ√å∫Õ√å¥ ¥’‡ÕÁπ‡Õ-¥’‡ÕÁπ‡Õ ‰Œ∫√‘‰¥‡´™—Ëπ
(Checkerboard DNA-DNA 
hybridization)
 «‘∏’°“√π’È∂Ÿ°æ—≤π“¢÷Èπ¡“‡æ◊ËÕ„™âµ√«®À“·∫§∑’‡√’¬‰¥â

¡“°∂÷ß 40 ™π‘¥„π‡«≈“‡¥’¬«°—π(27) √«¡‰ª∂÷ß®”π«π
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µ—«Õ¬à“ß∑’Ë∂Ÿ°π”¡“∑¥Õ∫À“·∫§∑’‡√’¬°Á“¡“√∂∑”‰¥â

À≈“¬µ—«Õ¬à“ß„π°“√∑¥Õ∫‡æ’¬ß§√—Èß‡¥’¬« °“√∑¥Õ∫

®–„™â‚æ√∫∑’Ë‡ªìπ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑—Èß“¬ (whole 

chromosomal DNA) π”¡“µ‘¥©≈“°¥â«¬‰¥°äÕ°´‘®‘π‘π 

(digoxiginin) ‚¥¬¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°µ—«Õ¬à“ß§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë

µâÕß°“√∑¥Õ∫π—Èπ®–∂Ÿ°π”¡“¬÷¥·πàπ°—∫·ºàπ‰π≈Õπ

‡¡¡‡∫√π¥â«¬√–∫∫Ÿ≠≠“°“» √à«¡°—∫·ßÕ—≈µ√“‰«‚Õ-

‡≈Áµ À≈—ß®“°π—Èπ∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘Ÿß‡æ◊ËÕ„Àâ¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°

·∫§∑’‡√’¬∑’ËµâÕß°“√µ√«®Õ∫¡’°“√®—∫°—∫‚æ√∫∑’Ë‡ªìπ§Ÿà

¡°—π ®“°π—Èπ∑”°“√µ√«®¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë®—∫§Ÿà°—π¥â«¬·Õπµ‘-

∫Õ¥’µàÕ‰¥°äÕ°´‘®‘π‘π´÷Ëß∂Ÿ°π”¡“¬÷¥°—∫‡Õπ‰´¡åøÕø“-

‡µ°àÕπ (phosphatase-conjugated anti-digoxiginin 

antibody) À≈—ß®“°π—Èππ”·ºàπ‡¡¡‡∫√π¡“∫à¡°—∫“√ 

‡§¡‘ø≈ŸÕÕ‡√‡´πå (chemifluorescence substrates)  

·≈–∑”°“√µ√«®‚¥¬„™â‡§√◊ËÕßµ√«®®—∫—≠≠“≥‡√◊Õß·ß 

(fluorescence scanning instrument) ´÷Ëß“¡“√∂·ª≈ß

—≠≠“≥‡√◊Õß·ß‡æ◊ËÕµ√«®π—∫ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‰¥â „π

°√≥’∑’Ë‰¡à¡’‡§√◊ËÕßµ√«®®—∫—≠≠“≥‡√◊Õß·ß “¡“√∂π”

·ºàπ‡¡¡‡∫√π¡“∫à¡°—∫“√‡§¡‘ø≈ŸÕÕ‡√‡´πå®“°π—Èππ”

‰ªµ√«®À“—≠≠“≥‡√◊Õß·ß‚¥¬°“√π”·ºàπ‡¡¡‡∫√π‰ª

„à„π°≈àÕß∑’Ë¡’‡Õ°´å‡√¬åøî≈å¡Õ¬Ÿà ‡¡◊ËÕ∑”°“√≈â“ßøî≈å¡°Á 

®–‡ÀÁπ—≠≠“≥‡√◊Õß·ß‚¥¬“¡“√∂π”¡“‡∑’¬∫À“

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‰¥â®“°µ—«§«∫§ÿ¡∑’Ë∑√“∫§«“¡‡¢â¡¢âπ

¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ·≈â« 

 ¢âÕ‰¥â‡ª√’¬∫¢Õß«‘∏’‡™§‡°Õ√å∫Õ√å¥ ¥’‡ÕÁπ‡Õ-¥’‡ÕÁπ‡Õ 

‰Œ∫√‘‰¥‡´™—ËππÕ°‡Àπ◊Õ®“°∑’Ë°≈à“«¡“·≈â« §◊Õ‡ªìπ«‘∏’°“√

∑’Ë∑”‰¥â√«¥‡√Á« ¡’§«“¡‰« √“§“‰¡à·æß‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫«‘∏’

°“√Õ◊Ëπ √«¡∂÷ß·∫§∑’‡√’¬∑’Ëπ”¡“∑¥Õ∫‰¡à®”‡ªìπµâÕß¡’°“√Õ◊Ëπ √«¡∂÷ß·∫§∑’‡√’¬∑’Ëπ”¡“∑¥Õ∫‰¡à®”‡ªìπµâÕß¡’°“√Õ◊Ëπ √«¡∂÷ß·∫§∑’‡√’¬∑’Ëπ”¡“∑¥Õ∫‰¡à®”‡ªìπµ

™’«‘µ πÕ°®“°π’È¬—ß“¡“√∂∫Õ°ª√‘¡“≥¢Õß·∫§∑’‡√’¬‰¥â 

Õ¬à“ß‰√°Á¥’ «‘∏’°“√π’È¡’¢âÕ®”°—¥§◊Õ ‡ªìπ«‘∏’∑’ËµâÕß°“√§«“¡

‡™’Ë¬«™“≠„π°“√∑”Õ¬à“ß¡“° ¡—°‡°‘¥°“√®—∫¢Õß‚æ√∫

°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ·∫∫‰¡à®”‡æ“–‰¥âßà“¬ (non-specific bind-

ing) ·≈–“¡“√∂µ√«®Õ∫‰¥â‡©æ“–·∫§∑’‡√’¬∑’Ë∑√“∫

™π‘¥‡∑à“π—Èπ  

 „π∑“ßª√‘∑—πµ«‘∑¬“π—Èπ °“√»÷°…“∑’Ëµ√«®Õ∫‡™◊ÈÕ

·∫§∑’‡√’¬‚¥¬Õ“»—¬‡∑§π‘§‡™§‡°Õ√å∫Õ√å¥ ¥’‡ÕÁπ‡Õ-¥’‡ÕÁπ-

‡Õ ‰Œ∫√‘‰¥‡´™—Ëπ¡’°“√„™âÕ¬à“ß·æ√àÀ≈“¬ ∑—Èß°“√»÷°…“

‡æ◊ËÕµ√«®À“·∫§∑’‡√’¬À≈“¬™π‘¥´÷Ëß“¡“√∂∫Õ°§«“¡

‡ªìπ√–∫∫π‘‡«»πå¢Õß·∫§∑’‡√’¬„π¿“«–ª°µ‘‡∑’¬∫°—∫

¿“«–∑’Ë‡°‘¥‚√§ª√‘∑—πµå(2)¿“«–∑’Ë‡°‘¥‚√§ª√‘∑—πµå(2)¿“«–∑’Ë‡°‘¥‚√§ª√‘∑—πµå °“√»÷°…“„π‡™‘ß√–∫“¥«‘∑¬“(28)

√«¡∂÷ß°“√»÷°…“‡°’Ë¬«°—∫°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ßà«πª√–°Õ∫

¢Õß·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå¿“¬À≈—ß°“√„™â¬“ªØ‘™’«π–(29)

ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√ (Polymerase  
Chain Reaction, PCR)
 ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√ ‡ªìπ«‘∏’°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ∑’Ë

„™âÀ≈—°°“√¢Õß°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬´÷ËßÕ¬Ÿà

√«¡°—∫¥’‡Õ Áπ‡ÕÕ◊ Ëπ‚¥¬‰¡à®”‡ªìπµâÕß∑”„Àâ¥ ’‡Õ Áπ‡Õ 

¥—ß°≈à“«∫√‘ÿ∑∏‘Ï°àÕπ ‚¥¬„π°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“

À¡“¬π—Èπ®”µâÕß¡’°“√—ß‡§√“–Àå‰æ√‡¡Õ√å (primer) ´÷Ëß

‡ªìπ“¬‚Õ≈‘‚°π‘«§≈‘‚Õ‰∑¥å (oligonucleotide) —ÈπÊ ¢÷Èπ

¡“°àÕπ ‚¥¬‰æ√‡¡Õ√åπ’È®–¡’≈”¥—∫‡∫∑’Ë‡ªìπ§Ÿà¡°—∫

ª≈“¬·µà≈–¥â“π¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬ ´÷Ëß„πªØ‘°‘√‘¬“

≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√π—Èπ ª√–°Õ∫¥â«¬¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß·∫§∑’‡√’¬

‡ªÑ“À¡“¬ ‰æ√‡¡Õ√å ∫—ø‡øÕ√å ¥’ÕÕ°´’‰√‚∫π‘«§≈’‚Õ‰´¥å

‰µ√øÕ‡øµ (dNTP ∑’Ëª√–°Õ∫¥â«¬ dATP, dGTP, 

dCTP, dTTP) ∑—Èß 4 ™π‘¥ ·≈–‡Õπ‰´¡å¥’‡ÕÁπ‡Õ‚æ≈’

‡¡Õ‡√ (DNA polymerase) ®“°π—Èπ∑”„Àâ¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“

À¡“¬·¬°‡ªìπ“¬‡¥’Ë¬« (denaturation) ‚¥¬„™â§«“¡

√âÕπ·≈â«≈¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘Õ¬à“ß√«¥‡√Á« ‡æ◊ËÕ„Àâ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë¡’‡∫

‡ªìπ§Ÿà¡°—∫à«πª≈“¬¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬‡¢â“¡“®—∫§Ÿà

°—∫à«π¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’ËµâÕß°“√ (annealing) ¢—Èπÿ¥∑â“¬®÷ß

‡ª≈’Ë¬πÕÿ≥À¿Ÿ¡‘„ÀâæÕ‡À¡“–°—∫°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å¥’

‡ÕÁπ‡Õ‚æ≈’‡¡Õ‡√ ´÷Ëß®–∑”Àπâ“∑’Ë„π°“√—ß‡§√“–Àå¥’‡ÕÁπ

‡ÕµàÕ®“°‰æ√‡¡Õ√å (primer extension) ‚¥¬¡’¥’‡ÕÁπ‡Õ

‡ªÑ“À¡“¬‡¥‘¡‡ªìπµâπ·∫∫ ‡¡◊ËÕªØ‘°‘√‘¬“¥”‡π‘π‰ª®π§√∫ 

3 ¢—ÈπµÕπ (1 √Õ∫ªØ‘°‘√‘¬“) ‚¡‡≈°ÿ≈¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“

À¡“¬®–‡æ‘Ë¡‡ªìπ 2 ‡∑à“¥—ßπ—Èπ‡¡◊ËÕªØ‘°‘√‘¬“π’È¥”‡π‘π´È”°—π

À≈“¬Ê √Õ∫ ¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬°Á®–¡’°“√‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡ªìπ

∑«’§Ÿ≥ (exponential) ®”π«π√Õ∫„π°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“

≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√¢÷ Èπ°—∫ª√‘¡“≥‡√‘ Ë¡µâπ¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ

µâπ·∫∫ ‚¥¬∑—Ë«‰ª„™â 30-35 √Õ∫ °“√¥”‡π‘πªØ‘°‘√‘¬“

≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√®–„™â‡§√◊ËÕß‡∑Õ√å‚¡‰´‡§≈Õ√å (thermo-

cycler) ´÷Ëß‡ªìπ‡§√◊ËÕß§«∫§ÿ¡Õÿ≥À¿Ÿ¡‘„Àâ‡ª≈’Ë¬πµ“¡

√–¬–‡«≈“∑’Ë°”Àπ¥‡ªìπµ—«§«∫§ÿ¡Õÿ≥À¿Ÿ¡‘µ≈Õ¥°“√

¥”‡π‘πªØ‘°‘√‘¬“µ—Èß·µà‡√‘Ë¡µâπ®π‡√Á®‘Èπ ®“°π—Èπ®–∑” 
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°“√µ√«®À“¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß·∫§∑’‡√’¬‡ªÑ“À¡“¬¥â«¬°“√∑”Õ’

‡≈§‚µ√‚ø√’‘ (electrophoresis) ∫π·ºàπ«ÿâπÕ°“‚√ 

(agarose gel) ∑’Ë∂Ÿ°¬âÕ¡¥â«¬‡Õ∏‘‡¥’¬¡ ‚∫√‰¡¥å (ethidium

bromide) „π°“√·ª≈º≈π—Èπ ®–µ√«®π—∫‡æ’¬ß§«“¡∂’Ë

À√◊Õ§«“¡™ÿ°¢Õß°“√æ∫·∫§∑’‡√’¬  

 °“√»÷°…“„π∑“ßª√‘∑—πµ«‘∑¬“ ‰¥â¡’°“√π”«‘∏’ªØ‘-

°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√¡“µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬Õ¬à“ß·æ√à

À≈“¬ ∑—Èß°“√»÷°…“„π‡™‘ß√–∫“¥«‘∑¬“¢Õß‡™◊ÈÕ°àÕ‚√§ 

ª√‘∑—πµå(28,30)ª√‘∑—πµå(28,30)ª√‘∑—πµå  °“√»÷°…“‡°’Ë¬«°—∫‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬“¬æ—π∏ÿå

°àÕ‚√§(31,32) √«¡‰ª∂÷ß¬’π°”Àπ¥°“√√â“ßªí®®—¬§«“¡

√ÿπ·√ß (virulence gene) ¢Õß‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ 

ª√‘∑—πµå∫“ß™π‘¥(33-35)

 Õ¬à“ß‰√°Á¥’ ∂÷ß·¡â«‘∏’ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√æ◊Èπ

∞“π (conventional PCR) ®–¡’¢âÕ‰¥â‡ª√’¬∫°«à“«‘∏’°“√

Õ◊ËπÊ À≈“¬ª√–°“√ ‰¥â·°à ‡ªìπ«‘∏’°“√∑’Ë¡’§«“¡‰«Õ¬à“ß

¡“° “¡“√∂µ√«®À“¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë¡’ª√‘¡“≥

πâÕ¬Ê ‰¥â ·∫§∑’‡√’¬∑’Ëπ”¡“∑¥Õ∫‰¡à®”‡ªìπµâÕß¡’™’«‘µ 

„™â‡«≈“„π°“√∑¥Õ∫‰¡àπ“π ·µà«‘∏’°“√π’È¬—ß¡’¢âÕ®”°—¥∑’Ë

”§—≠ §◊Õ ‰¡à“¡“√∂µ√«®«—¥ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬‰¥â 

·≈–¡’°“√ªπ‡ªóôÕπ (contamination) ‰¥âßà“¬ ®”‡ªìπµâÕß

„™â∑—°…–·≈–§«“¡√–¡—¥√–«—ß„π°“√∑”ß“πÕ¬à“ß¡“° 

 „πªí®®ÿ∫—π®÷ß‰¥â¡’°“√æ—≤π“«‘∏’°“√ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ

≈’‡¡Õ‡√„Àâ“¡“√∂µ√«®À“ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß·∫§-

∑’‡√’¬‡ªÑ“À¡“¬∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ„π·µà≈–√Õ∫¢ÕßªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à

‚æ≈’‡¡Õ‡√‰¥â‚¥¬µ√ß ‡√’¬°«à“ ‡√’¬≈‰∑¡å æ’´’Õ“√å (real-

time PCR) À√◊Õ ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√·∫∫‡√’¬≈-

‰∑¡å 

ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√·∫∫‡√’¬≈‰∑¡å 
 ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√·∫∫‡√’¬≈‰∑¡å„™â°“√‡æ‘Ë¡

ª√ ‘¡“≥¥’‡Õ Áπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬‡ªìπ∑«’§Ÿ≥‡™ àπ‡¥ ’¬«°—∫

ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√æ◊Èπ∞“π ·µà„™â°“√µ√«®«—¥

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ„π·µà≈–√Õ∫ªØ‘°‘√‘¬“‚¥¬Õ“»—¬

“√‡√◊Õß·ß´÷Ëß®–∂Ÿ°µ√«®«—¥§«“¡‡¢â¡‡ªìπ—¥à«π°—∫

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ °“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ®–

„™â°√“ø∑’Ë·¥ß§«“¡™—π¢Õßª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ 

(amplification curve) ´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬ 3 √–¬– ‰¥â·°à 

√–¬–‡√‘Ë¡·√° (initial log phase) ´÷Ëß‡ªìπ√–¬–·√°¢Õß

°“√¥”‡π‘πªØ‘°‘√‘¬“ ¡—°µ√«®‰¡àæ∫—≠≠“≥“√‡√◊Õß

·ß„¥ √–¬–∑’ËÕß (exponential phase) ‡ªìπ√–¬–∑’Ë

§«“¡™—π¢Õß°√“ø®–‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡ªìπ·∫∫‡Õ°´å‚ª‡ππ‡∑’¬≈ 

(exponential) √–¬–ÿ¥∑â“¬ (plateau phase) ‡ªìπ√–¬–

∑’Ë§«“¡™—π¢Õß°√“ø∂÷ß®ÿ¥Ÿßÿ¥ ·≈–¡’≈—°…≥–‡ªìπ‡âπ

µ√ß °“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬®–‡ª√’¬∫

‡∑’¬∫°—∫°√“ø¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“µ√∞“π (standard curve)

∑’Ë∑√“∫ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ°àÕπ·≈â«  

 √Ÿª·∫∫—≠≠“≥‡√◊Õß·ß∑’Ë„™â„π°“√µ√«®«—¥º≈‘µ

º≈æ’´’Õ“√å (PCR products) ·∫àß‰¥â‡ªìπ 2 ·∫∫°«â“ßÊ 

‰¥â·°à 

1. ‰´‡∫Õ√å °√’π «—π (Syber Green One) ‡ªìπ“√

‡√◊Õß·ßª√–‡¿∑Àπ÷Ëß∑’Ë“¡“√∂®—∫°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ“¬§Ÿà ®“°

π—Èπ‡¡◊ËÕ∂Ÿ°°√–µÿâπ¥â«¬·ßÕÿ≈µ√“‰«‚Õ‡≈µ∑’Ë§«“¡¬“« 

§≈◊Ëπ 480 π“‚π‡¡µ√ ®–¡’°“√§“¬æ≈—ßß“πÕÕ°¡“„π√Ÿª

¢Õß·ß´÷Ëß“¡“√∂µ√«®«—¥‰¥â¥â«¬µ—«√—∫—≠≠“≥·ß∑’Ë

µ‘¥µ—ÈßÕ¬Ÿà°—∫‡§√◊ËÕß‡√’¬≈‰∑¡å‡∑Õ√å‚¡‰´‡§≈Õ√å (real time 

thermocycler) °“√„™â“√‡√◊Õß·ß™π‘¥‰´‡∫Õ√å°√’π «—π

¡’¢âÕ¥âÕ¬§◊Õ “¡“√∂®—∫°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ“¬§Ÿà‰¥â∑ÿ°™π‘¥ ´÷Ëß

Õ“®¢“¥§«“¡®”‡æ“–µàÕ¥’‡ÕÁπ‡Õ“¬§Ÿà∑’ËµâÕß°“√∑¥Õ∫

Õ¬à“ß‰√°Á¥’ “¡“√∂·¬°§«“¡·µ°µà“ß¢Õß—≠≠“≥∑’Ë

‡°‘¥®“°¥’‡ÕÁπ‡Õà«π∑’ËµâÕß°“√»÷°…“°—∫—≠≠“≥∑’Ë‡°‘¥

®“°¥’‡ÕÁπ‡Õ“¬§Ÿà∑’ Ë‰¡à®”‡æ“–‰¥â ¥â«¬°“√µ√«®Õ∫

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ ≥ ®ÿ¥∑’Ë§Ÿ à‡∫¢Õß“¬π‘«§≈‘‚Õ‰∑¥å·¬°ÕÕ°

®“°°—πª√–¡“≥§√÷ËßÀπ÷Ëß¢Õß¢π“¥∑—ÈßÀ¡¥´÷Ëß∑”„Àâ‡°‘¥

°“√≈¥≈ß¢Õß—≠≠“≥Õ¬à“ß√«¥‡√Á« ‡√’¬°«à“ ‡¡≈µ‘Èß‡∑¡-

æ’‡√‡®Õ√å (melting temperature, Tm) ´÷Ëß¡’§«“¡

®”‡æ“–µàÕ¥’‡ÕÁπ‡Õ„π·µà≈–“¬ 

 2. °“√„™â‚Õ≈‘‚°π‘«§≈‘‚Õ‰∑¥å‚æ√∫ (probe) ∑’Ë

®”‡æ“–µàÕà«π¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’ËµâÕß°“√»÷°…“µ‘¥©≈“°¥â«¬

“√‡√◊Õß·ß ¡’À≈“¬‡∑§π‘§¥â«¬°—π ∑’Ëπ‘¬¡„™â„π∑“ß 

ª√‘∑—πµ«‘∑¬“ ‰¥â·°à ·∑§·¡π æ’´’Õ“√å (TaqMan PCR)

´÷Ëß¡’À≈—°°“√§◊Õ „™â·∑§·¡π ‚æ√∫ (TaqMan probe)

´÷Ëß‡ªìπ‚Õ≈‘‚°π‘«§≈‘‚Õ‰∑¥å“¬—ÈπÊ ∑’Ë®”‡æ“–µàÕ¥’‡ÕÁπ‡Õ

‡ªÑ“À¡“¬¢Õß‡™◊ÈÕ∑’ËµâÕß°“√»÷°…“ π”¡“∑”°“√ªî¥©≈“°

“√‡√◊Õß·ß∑’Ëµ”·Àπàßª≈“¬ 5û à«πµ”·Àπàßª≈“¬ 3û 

®–∂Ÿ°ªî¥©≈“°¥â«¬µ—«¬—∫¬— Èß—≠≠“≥“√‡√◊Õß·ß 

(quencher) ‡¡◊ËÕ·∑§·¡π ‚æ√∫‰¥â®—∫°—∫µ”·Àπàß¥’‡ÕÁπ
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‡Õ‡ªÑ“À¡“¬∑’ Ë ‡ª ìπ§Ÿ à¡°—π·≈â«¢≥–∑’ Ë¡ ’°“√¥”‡π‘π

ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√„π·µà≈–√Õ∫π—Èπ ‡Õπ‰´¡å·∑§ 

‚æ≈’‡¡Õ‡√ (Taq polymerase) ´÷Ëß∑”Àπâ“∑’Ë√â“ß“¬¥’

‡ÕÁπ‡Õ“¬„À¡à®“°‰æ√‡¡Õ√å„π·µà≈–√Õ∫¢ÕßªØ‘°‘√‘¬“®–

∑”°“√√â“ß“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“®π∂÷ßµ”·Àπàß∑’ Ë·∑§·¡π  

‚æ√∫®—∫°—∫“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬Õ¬Ÿà ‡Õπ‰´¡å·∑§‚æ≈’‚æ√∫®—∫°—∫“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬Õ¬Ÿà ‡Õπ‰´¡å·∑§‚æ≈’‚æ√∫®—∫°—∫“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬Õ¬Ÿà ‡Õπ‰´¡

‡¡Õ‡√ ®–¬àÕ¬≈“¬·∑§·¡π ‚æ√∫„πà«πª≈“¬ 5û 

°àÕπ ∑”„Àâà«π¢Õß—≠≠“≥“√‡√◊Õß·ßÀ≈ÿ¥ÕÕ°“¬ 

π‘«§≈‘‚Õ‰∑¥å√«¡∑—ÈßÀ≈ÿ¥ÕÕ°®“°µ—«¬—∫¬—Èß—≠≠“≥ ®÷ß

“¡“√∂àß—≠≠“≥·ßÕÕ°¡“‰¥â ‡∑§π‘§π’È¡’¢âÕ¥’§◊Õ 

—≠≠“≥“√‡√◊Õß·ß∑’Ëª√“°Ø¢÷Èπ¡’§«“¡®”‡æ“–µàÕ¥’

‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬ ·≈–™à«¬≈¥‚Õ°“°“√·ª≈º≈º‘¥ (false 

positive) ‰¥â 

     °“√»÷°…“∑“ß®ÿ≈™’««‘∑¬“‡°’Ë¬«°—∫·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§

ª√‘∑—πµå„πªí®®ÿ∫—π π‘¬¡„™â«‘∏’ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√

·∫∫‡√’¬≈‰∑¡åÕ¬à“ß°«â“ß¢«“ß ∑—Èß°“√µ√«®À“§«“¡·µ°

µà“ß¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’ Ë‡ªìπà«πª√–°Õ∫¢Õß‰∫‚Õøî≈å¡ 

(biofilm) ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫√–À«à“ß¿“«–∑’Ë‡ªìπ·≈–‰¡à‡ªìπ‚√§

ª√‘∑—πµåÕ—°‡∫(36) °“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå(37) °“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå(37) °“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬°àÕ‚√§ª√‘∑—πµå

°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬„π√–¥—∫“¬æ—π∏ÿå(38)°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬„π√–¥—∫“¬æ—π∏ÿå(38)°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬„π√–¥—∫“¬æ—π∏ÿå  À√◊Õµ√«®

Õ∫°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß¢Õß·∫§∑’‡√’¬¿“¬À≈—ß°“√√—°…“(39)

‡ªìπµâπ 

     „πªí®®ÿ∫—π «‘∏’ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√·∫∫‡√’¬≈

‰∑¡å ‡ªìπ«‘∏’°“√∑’Ëπ‘¬¡π”¡“„™â„π°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬

„π∑“ßª√‘∑—πµ«‘∑¬“¡“°¢÷Èπ ‡π◊ËÕß®“°‡ªìπ√–∫∫ªî¥“¡“√∂

ªÑÕß°—π°“√ªπ‡ªó ôÕπ´÷ Ëß‡ªìπªí≠À“À≈—°¢Õß«‘∏ ’°“√

ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√æ◊Èπ∞“π πÕ°®“°π’È¬—ß“¡“√∂

∑”ªØ‘°‘√‘¬“·≈–‰¥âº≈§√—Èß≈–‡ªìπ®”π«π¡“° (high 

throughput) „™â‡«≈“πâÕ¬ ·µà¬—ß¡’¢âÕ®”°—¥„π¥â“π¢Õß

µâπ∑ÿπ¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ∑’Ë¡’√“§“Ÿß ·≈–“¡“√∂µ√«®«—¥‰¥â

‡©æ“–‡™◊ÈÕ·∫§∑’‡√’¬∑’Ë∑√“∫™π‘¥·≈â«‡∑à“π—Èπ 

‡∑Õ√å¡‘π—≈ ‡√∑√‘§™—Ëπ ·ø√°‡¡π∑å ‡≈ß§å  
‚æ≈’¡Õ√åøî´÷Ë¡ Õ–π“≈‘‘ (Terminal 
restriction fragment length poly-
morphism analysis, T-RFLP)
 «‘∏’°“√π’È‡ªìπ°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õßµ—«Õ¬à“ß

§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ëµ”·Àπàß 16 ‡ÕÕ“√åÕ“√å‡ÕÁπ‡Õ (16S 

rRNA) ‚¥¬§Ÿà¢Õß‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë„™âπ—Èπ ®–¡’Àπ÷Ëß“¬∑’Ë∂Ÿ°µ‘¥

©≈“°¥â«¬“√‡√◊Õß·ß∑’Ëµ”·Àπàß 5û ‚¥¬‡¡◊ËÕ∑”°“√‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬«‘∏’ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√·≈â« 

º≈‘µº≈æ’´’Õ“√å®–∂Ÿ°π”¡“¬àÕ¬¥â«¬‡Õπ‰´¡åµ—¥®”‡æ“– 

(restriction enzyme) ´÷Ëß®–∑”°“√µ—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªìπ™‘ÈπÊ 

‚¥¬·∫§∑’‡√’¬µà“ß™π‘¥°—π®–¡’µ”·Àπàß¢Õß°“√∂Ÿ°µ—¥

¥â«¬‡Õπ‰´¡åµ—¥®”‡æ“–∫π“¬¥’‡ÕÁπ‡Õµà“ß°—π ®“°π—Èπ

π”™‘ Èπà«π¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’ Ë∂Ÿ°µ—¥¥â«¬‡Õπ‰´¡å·≈â«¥â“π

ª≈“¬∑’Ë¡’“√‡√◊Õß·ßµ‘¥©≈“°Õ¬Ÿà¡“‡¢â“‡§√◊ËÕß«‘‡§√“–Àå

¢π“¥§«“¡¬“«¢Õß™‘Èπà«π¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë∂Ÿ°µ—¥ ·≈â«®÷ß

π”‰ª‡∑’¬∫°—∫¢âÕ¡Ÿ≈¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë∑√“∫™π‘¥∫π∞“π

¢âÕ¡Ÿ≈¡“µ√∞“πµàÕ‰ª 

 «‘∏’°“√π’È∂Ÿ°π”¡“„™âµ√«®À“°“√°√–®“¬¢Õß·∫§∑’-

‡√’¬™π‘¥µà“ßÊ ∑—Èß®“°§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å„µâ‡Àß◊Õ°(40) ·≈–

®“°πÈ”≈“¬¢ÕßºŸâªÉ«¬‚√§ª√‘∑—πµåÕ—°‡∫(40, 41)

Œ‘«·¡π ÕÕ√—≈ ‰¡‚§√∫ ‰Õ‡¥πµ‘øî‡§™—Ëπ 
‰¡‚§√Õ–‡√¬å (Human Oral Microbe 
Identification Microarray, HOMIM) 
 «‘∏’°“√π’È„™â‚Õ≈‘‚°π‘«§≈‘‚Õ‰∑¥å ‚æ√∫ ∑’Ëµ”·Àπàß 16 

‡ÕÕ“√åÕ“√å‡ÕÁπ‡Õ¡“¬÷¥°—∫‰≈¥å·°â«∑’Ë∂Ÿ°©“∫‰«â¥â«¬

Õ—≈¥’‰Œ¥å ¥â«¬æ—π∏–‰Õ‰¡¥å (imide links) µ—«Õ¬à“ß§√“∫

®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’ËµâÕß°“√µ√«®Õ∫®–∂Ÿ°π”‰ª‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥â«¬

«‘∏’ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√æ√âÕ¡°—∫°“√µ‘¥©≈“°¥â«¬’«‘∏’ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√æ√âÕ¡°—∫°“√µ‘¥©≈“°¥â«¬’«‘∏’ªØ‘°‘

¬âÕ¡‡√◊Õß·ß°àÕπ (fluorescent dye) ®“°π—Èπ‡¡◊ËÕπ”

µ—«Õ¬à“ß§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë‰¥â√—∫°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ

·≈â«¡“®—∫°—∫‚æ√∫∑’Ë®”‡æ“–µàÕ™π‘¥¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë∂Ÿ°

¬÷¥‰«â∫π‰≈¥å·°â«´÷Ëß®–ª√“°Ø°“√‡√◊Õß·ß¢÷Èπ “¡“√∂

µ√«®«—¥‰¥â‚¥¬‡§√◊ËÕß‰¡‚§√Õ–‡√¬å ‡≈‡´Õ√å ·°π‡πÕ√å 

(microarray laser scanner)(42)„πªí®®ÿ∫—π «‘∏’°“√π’È

“¡“√∂µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬‰¥â¡“°∂÷ß 300 ªï™’ Ëå ´÷ Ëß

ª√–°Õ∫¥â«¬·∫§∑’‡√’¬∑—Èß∑’ Ë“¡“√∂‡æ“–‡≈’È¬ß‰¥â·≈–

‡æ“–‡≈’È¬ß‰¡à‰¥â(43)
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°“√§—¥≈Õ°¬’π·≈–°“√«‘‡§√“–Àå√À—æ—π∏ÿ°√√¡
¢Õß¬’π„πµ”·Àπàß 16 ‡ÕÕ“√åÕ“√å‡ÕÁπ‡Õ 
(16s rRNA gene cloning and 
sequencing) 
  ®“°«‘∏’°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬∑’Ëºà“π¡“ æ∫«à“¬—ß¡’

¢ âÕ®”°—¥”§—≠§◊Õ‰¡à“¡“√∂µ√«®À“·∫§∑’‡√ ’¬‰¥â

§√Õ∫§≈ÿ¡∑ÿ°™π‘¥ ®÷ß‰¥â¡’§«“¡æ¬“¬“¡„π°“√æ—≤π“

«‘∏’°“√µ√«®À“·∫§∑’‡√’¬∑’Ë¡’ª√–‘∑∏‘¿“æ¡“°¬‘Ëß¢÷Èπ «‘∏’

°“√∑’Ë°”≈—ß‰¥â√—∫§«“¡π„®π”¡“ª√–¬ÿ°µå„π°“√µ√«®

À“·∫§∑’‡√’¬„π™àÕßª“° §◊Õ °“√À“≈”¥—∫‡∫¢Õß¥’‡ÕÁπ

‡Õ (DNA sequencing)(44,45) «‘∏’°“√π’È‡ªìπ°“√‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õßµ—«Õ¬à“ß§√“∫®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ëµ”·Àπàß¬’π 

16 ‡ÕÕ“√åÕ“√å‡ÕÁπ‡Õ‚¥¬ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√ ®“°

π—Èππ”º≈‘µº≈æ’´’Õ“√å‰ª‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¬’π„Àâ‡À¡◊Õπ°—∫¬’π

µâπ·∫∫ (clone) „π‡Õ‡™Õ√‘‡™’¬ ‚§‰≈ (Escherichia 

coli) ·≈–∑Ì“°“√µ√«®À“≈”¥—∫‡∫¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬

‡§√◊ËÕßÀ“≈”¥—∫‡∫Õ—µ‚π¡—µ‘ (automated sequencer)

·≈â«®÷ßπ”‰ª‡∑’¬∫°—∫√À—æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë∑√“∫

™π‘¥∫π∞“π¢âÕ¡Ÿ≈¡“µ√∞“π «‘∏’°“√π’È¡’¢âÕ‰¥â‡ª√’¬∫§◊Õ 

“¡“√∂µ√«®æ∫·∫§∑’‡√’¬∫“ßªï™’Ëå´÷Ëß‰¡à‡§¬µ√«®æ∫
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