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Development of Escherichia coli Rapid Detection   
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บทคัดย่อ   
 การศึกษาครั้งนี้มุ่งเน้นไปที่การวัด β-glucuronidase (GUD) activity ของเช้ือ Escherichia coli (E. coli) เพื่อน ามาใช้ใน
การพัฒนาชุดตรวจวิเคราะห์เชื้อ E. coli อย่างรวดเร็ว โดย GUD activity เป็นปฏิกิยาที่เกิดขึ้นจากเอนไซม์ β -glucuronidase (GUD)    
ที่ผลิตขึ้นโดยเช้ือ E. coli ซึ่งจะสามารถย่อยสารประกอบฟลูออเรสเซนต์ 4-methylumbeferyl- β -D-glucuronide (MUG) ได้เป็น 
fluorescent 4-methylumbelliferone โดยจะเกิดการเรืองแสงภายใต้คลื่นแสง Ultraviolet (UV) ที่ช่วงความยาวคลื่น 306-360 nm 
การศึกษาครั้งนี้จึงได้มีการน าสารละลาย MUG มาเจือจางที่ความเข้มข้น 4 ระดับคือ 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL และ 
150 mg/mL มาเติมลงในอาหารเหลว NB และบ่มร่วมกับ E. coli 3 isolates, Salmonella spp. และ Staphylococcus aureus 
ที่อุณหภูมิ 37°C, 16 ช่ัวโมง ผลการศึกษาพบว่าสารละลาย MUG ทุกความเข้มข้นในอาหารเหลว NB ที่บ่มร่วมกับ E. coli 3 isolates 
ให้ผล GUD activity เป็นบวกและสามารถสังเกตปฏิกิริยาได้อย่างชัดเจน ส่วนการบ่มร่วมกับเช้ือ Salmonella spp. และ 
Staphylococcus aureus ให้ผล GUD activity เป็นลบ อย่างไรก็ตาม แม้ความเข้มข้นของสารละลาย MUG ต่ าที่สุดที่สามารถสังเกต 
GUD activity ได้อย่างชัดเจนคือที่ความเข้มข้น 25 mg/mL แต่การปิเปตสารในปริมาตรน้อยจ าเป็นต้องฝึกฝนและใช้ความช านาญ  
ซึ่งอาจะเกิดความผิดพลาดจนเกิดผลลบปลอม (false negative) ได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงแนะน าให้ใช้สารละลาย MUG ที่ความเข้มข้น      
50 mg/mL เพื่อความแม่นย าและลดการเกิดผลลบปลอมในการทดสอบ การศึกษาครั้งนี้จึงเป็นการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์เช้ือ   
E. coli โดยใช้ สารละลาย MUG ในปริมาณน้อย และสามารถตรวจตัวอย่างได้จ านวนมากในการท างาน 1 ครั้ง จึงเป็นวิธีการตรวจที่มี
ค่าใช้จ่ายถูกลงและตรวจตัวอย่างได้จ านวนมากในเวลาอันรวดเร็ว   

ค าส าคัญ: Escherichia coli, β -glucuronidase (GUD), 4-methylumbeferyl-β-D-glucuronide (MUG), การตรวจวิเคราะห์เช้ือ
แบบรวดเร็ว  

Abstract 
 The GUD activity was used in this study for rapid assays for Escherichia coli detection, by observing the activity 
between β -glucuronidase (GUD) produce from E. coli and the substrates 4-methylumbeferyl- β -D-glucuronide (MUG), 
that hydrolyzed and yield to fluorogenic product. In this study aim to develop the way to use minimal concentration 
of MUG with nutrient broth (NB) to presumptive test for E. coli by performed in 96 wells microplate. The MUG was 
prepared in solution form and diluted into 4 concentrations; 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL and 150 mg/mL, after 
added into NB broth and incubated with 3 isolates of E. coli, Salmonella spp. and Staphylococcus aureus in 96 wells 
at 37°C, 16 h. All of concentrations of NB-MUG E. coli with give positive of GUD activity, resulting in a fluorescent end-
product. While Salmonella spp. and Staphylococcus aureus give Negative of GUD activity. Although, the minimal 
concentration of MUG that give positive of GUD activity is 25 mg/mL, but the MUG concentration at 50 mg/mL is 
suitable for perform to accurate dilution and pipette. The way to use minimal concentration of MUG with nutrient 
broth (NB) in this study, can use for detect E. coli in many samples in one time with low price for each sample.  
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ความเป็นมาของปัญหา 
 เชื้อ Escherichia coli (E. coli) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน ไม่สร้างสปอร์ ด ารงชีวิตในสภาวะที่มีหรือไม่มีออกซิเจนกไ็ด ้
(Facultative anaerobe) จึงสามารถอาศัยในบริเวณล าไส้ของคนและสัตว์เลือดอุ่นได้ โดยเช้ือ E. coli ถูกจัดอยู่ในกลุ่มของ Fecal 
coliform bacteria จึงถูกน ามาใช้เป็น ดัชนีช้ีวัดการปนเปื้อนของอุจจาระในอาหารและน้ าดื่ม [5, 15] แม้จะพบว่า E. coli ส่วนใหญ่
เป็นสายพันธุ์ที่ไม่ก่อให้เกิดโรค แต่ในกลุ่มสายพันธุ์ของ E. coli ที่ก่อโรคนั้นถือเป็นปัญหาที่ส าคัญทางด้านสาธารณสุขเป็นอย่างมาก 
โดยนอกจากเป็นดัชนีบ่งช้ีถึงการปนเปื้อนของอุจจาระในอาหารและน้ าดื่มแล้ว ยังเป็นสาเหตุส าคัญของโรคท้องร่วงหรืออาหารเป็นพิษ
อีกด้วย ซึ่งความรุนแรงของโรคจะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์และสารพิษที่เช้ือ E. coli สร้างขึ้นรวมถึงความแข็งแรงของระบบภูมิคุ้มกันของ
โฮสต์  [3] 
 ในปี 2558 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ได้จัดท าคู่มือมาตรฐานการตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียในกลุ่ม 
Coliform,  Fecal coliform bacteria และ E. coli ในอาหารและน้ าดื่ม โดยตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี Most probable number 
(MPN) [1] ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่มีการใช้งานอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตามวิธี  MPN จ าเป็นต้องใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์ไม่น้อย
กว่า 2 วัน จึงมีความพยายามในการพัฒนาวิธีการต่างๆเพื่อช่วยลดขั้นตอนหรือแทนท่ีวิธีการดังกล่าว เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจ
วิเคราะห์ ทั้งในด้านปริมาณและคุณภาพของการตรวจวิเคราะห์ เช่นการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ซึ่งเป็นการวิเคราะห์ยีนส์ต่างๆ หรือการตรวจวิเคราะห์โดยเทคนิคทางภูมิคุ้มกันวิทยา (Immunological assays) ซึ่งเป็นการตรวจสอบ
ปฏิกิริยาระหว่าง เชื้อและ antiserum ต่อเชื้อนั้นๆ แม้วิธีการดังกล่าวสามารถช่วยระบุเช้ือ E. coli ได้อย่างแม่นย าในเวลาอันรวดเร็ว 
แต่เนื่องจากเป็นวิธีการที่มีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูงและจ าเป็นต้องตรวจวิเคราะห์โดยผู้ที่มีความรู้ความเช่ียวชาญ จึงยังถูกจ ากัดอยู่ใน
ห้องปฏิบัติการที่มีความพร้อมทางด้านเครื่องมือและแหล่งทุนเท่านั้น [8, 11] 
 การใช้เอนไซม์ที่เช้ือสร้างขึ้นมาช่วยในการวิเคราะห์โดยการท าปฏิกิริยากับซับสเตรต (substrate) โดยตรง แล้ววัดผลโดยดู
การเกิดผลผลิต (product) จากปฏิกิริยานั้น เป็นอีกวิธีหนึ่งที่มีความแม่นย าและรวดเร็วในการน ามาตรวจวิเคราะห์เช้ือ โดยพบว่า 
97% ของเช้ือ E. coli จะผลิตเอนไซม์ β -glucuronidase (GUD) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่แบคทีเรียส่วนใหญ่ในวงศ์ Enterobacteriaceae 
ไม่สามารถสร้างได้ [9] โดยพบว่า เอนไซม์ β -glucuronidase จะมีความสามารถในการย่อยสารประกอบฟลูออเรสเซนต์ 4-
methylumbeferyl- β -D-glucuronide (MUG) ได้เป็น fluorescent 4-methylumbelliferone [5, 7, 14, 10, 12] ซึ่งสาร
ดังกล่าวจัดเป็น fluorogenic โดยจะตรวจสอบได้ภายใต้คลื่นแสง Ultraviolet (UV) ที่ช่วงความยาวคลื่น 306-360 nm เรียกว่า
วิธีการดังกล่าวว่า GUD activities ในปัจจุบันมีการน าวิธีการนี้มาใช้ในหลากหลายรูปแบบเช่นการเททับผิวหน้าอาหารที่มีการเลี้ยง E. 
coli ไว้ก่อนหน้า หรือการผสมลงในอาหารเหลวโดยตรงเพื่อใช้ในการเลี้ยงเช้ือ E. coli ควบคู่ไปกับการสังเกตผลการทดลอง อย่างไรก็
ตามสารประกอบฟลูออเรสเซนต์ 4-methylumbeferyl- β -D-glucuronide (MUG) เป็นสารที่มีราคาสูงและควรใช้ด้วยความ
ระมัดระวัง เนื่องจากอาจะก่อให้เกิดอันตรายต่อร่างกายของผู้ปฏิบัติงาน ดังนั้นในงานวิจัยครั้งนี้จึงเป็นการศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีการ ใช้
งาน MUG ในรูปแบบที่เป็นประโยชน์ต่อการตรวจสอบตัวอย่างที่อาจปนเปื้อนเช้ือ E. coli ต่อครั้งได้ในปริมาณมากขึ้น ซึ่งจะช่วยลด
เวลาในการท างาน ประหยัดสารเคมี ลดการสัมผัสสารเคมีของผู้ปฏิบัติงานได้ ดังนั้นวิธีการตรวจเช้ือ E. coli ที่พัฒนาขึ้นจากการศึกษา
ครั้งนี้จึงเป็นวิธีการตรวจที่มีค่าใช้จ่ายถูกลงและตรวจตัวอย่างได้จ านวนมากในเวลาอันรวดเร็ว เมื่อเทียบกับวิธีการตรวจเช้ือด้วยเทคนิค 
PCR และ Immunological assays    
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Escherichia coli อย่างรวดเร็ว ในปริมาณมาก โดยใช้สารละลาย 4-methylumbeferyl-β-D-
glucuronide (MUG) ในการตรวจสอบ 
 
วิธีการทดลอง  
 1. แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดสอบ 
  น าเช้ือ E. coli จ านวน 3 isolates ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น เช้ือ Salmonella spp. และ Staphylococcus aureus (Negative control) มาเพิ่มจ านวนบนอาหาร 
MacConkey agar (Himedia™, India) ด้วยวิธีการ cross streak เพื่อแยกเป็นโคโลนีเดี่ยวและตรวจสอบคุณสมบัติของเช้ืออีกครั้ง 
บ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง น าโคโลนีเดี่ยวของเช้ือแต่ละ isolates มาท า simple streak บนอาหาร 
nutrient agar (NA) เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บรักษาเช้ือที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เพื่อรอการทดสอบในขั้นถัดไป  
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 2. การเตรียมสารทดสอบ 
  เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ nutrient broth (NB) (Himedia™, India) ให้ปลอดเช้ือและเก็บรักษา NB  ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เพื่อรอการทดสอบ จากนั้นน า 4-methylumbelliferyl-, β -D-glucuronide (MUG) (SIGMA, USA) มาเตรียมให้อยู่ในรูป
สารละลาย โดยเจือจางในน้ ากลั่นปลอดเชื้อให้ได้ความเข้มข้น 1,000 µg/mL] [13] เก็บรักษาสารละลาย MUG  ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียสเพื่อรอการทดสอบในขั้นถัดไป   
 3. การตรวจวิเคราะห์เชื้อ E. coli ในอาหาร NB-MUG 
  3.1 เตรียมเช้ือทดสอบ 
   น าเชื้อที่เก็บไว้จากข้อ 1. มา re-streak อีกครั้งบนอาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
น าโคโลนีเดี่ยวของเช้ือแต่ละ isolates มาเลี้ยงในอาหาร NB บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ปรับค่าความขุ่น
ของเช้ือด้วยเครื่อง spectrophotometer ให้ได้ค่า OD เท่ากับ 1 ที่ค่าความยาวคลื่น 600 nm (ได้เซลล์แบคทีเรียประมาณ 109 
cfu/mL [8, 11]  
  3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของ MUG ในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ E. coli  
   แบ่งการทดสอบออกเป็น 4 กลุ่ม โดยกลุ่มที่ 1 เติมอาหาร NB ปริมาตร 136.25 µL ลงในแต่ละช่องของไมโครเพลท 
96 หลุม (96 wells microplate) จากนั้นเติมสารละลาย MUG 3.75 µL เพื่อให้ได้สารละลาย MUG ที่มีความเข้มข้น 25 mg/mL 
(แถว C) กลุ่มที่ 2 เติมอาหาร NB ปริมาตร 142.5 µL ลงในแต่ละช่องของไมโครเพลท 96 หลุม (96 wells microplate) จากนั้นเติม
สารละลาย MUG 7.5 µL เพื่อให้ได้สารละลาย MUG ที่มีความเข้มข้น 50 mg/mL (แถว D) กลุ่มที่ 3 เติมอาหาร NB ปริมาตร 135 
µL ลงในแต่ละช่องของไมโครเพลท 96 หลุม จากนั้นเติมสารละลาย MUG 15 µL เพื่อให้ได้สารละลาย MUG ที่มีความเข้มข้น 100 
mg/mL (แถว E) และกลุ่มที่ 4 เติมอาหาร NB ปริมาตร 127.5 µL ลงในแต่ละช่องของไมโครเพลท 96 หลุม จากนั้นเติมสารละลาย 
MUG 22.5 µL เพื่อให้ได้สารละลาย MUG ที่มีความเข้มข้น 150 mg/mL (แถว F)  (ดังตารางที่ 1)  จากนั้นท าการเติมเช้ือทดสอบ 
isolates ละ 10 µL โดย 
   เติมเช้ือ E. coli isolates ที่ 1 ลงใน คอลัมน์ท่ี 2 และ 3    
   เติมเช้ือ E. coli isolates ที่ 2 ลงใน คอลัมน์ท่ี 4 และ 5      
   เติมเช้ือ E. coli isolates ที่ 3 ลงใน คอลัมน์ท่ี 8, 9 และ 10 
   เติมเช้ือ Salmonella spp. ลงใน คอลัมน์ท่ี 6 และ 7 
   เติมเช้ือ Staphylococcus aureus ลงใน คอลัมน์ท่ี 11 และ 12 (ดังตารางที่ 1)  
   แต่ละหลุมจะมีปริมาตรของสารละลายรวม 150 µL จากนั้นน า ไมโครเพลท 96 หลุม ไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง น ามาตรวจวัดการเรืองแสงของปฏิกิริยา ภายใต้แสง Ultraviolet (UV)  ด้วยเครื่อง Gel 
Documentary ที่ความยาวคลื่น 306 nm   
 
ตารางที่ 1 การเติมเชื้อทดสอบและสารละลาย MUG ที่ความเข้มข้นต่างๆ ลงในไมโครเพลท 96 หลุม 

Roll 
Concentration of 

MUG 
Column 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
C 25 mg/mL E. coli isolates ที่ 1 E. coli isolates ที่ 2 Salmonella spp. E. coli isolates ที่ 3 S. aureus 

D 50 mg/mL E. coli isolates ที่ 1 E. coli isolates ที่ 2 Salmonella spp. E. coli isolates ที่ 3 S. aureus 

E 100 mg/mL E. coli isolates ที่ 1 E. coli isolates ที่ 2 Salmonella spp. E. coli isolates ที่ 3 S. aureus 

F 150 mg/mL E. coli isolates ที่ 1 E. coli isolates ที่ 2 Salmonella spp. E. coli isolates ที่ 3 S. aureus 

 
ผลการศึกษา  
 หลังจากน า E. coli จ านวน 3 isolates, Salmonella spp.ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ ท่ีอยู่ในวงศ์เดียวกันกับ E. coli และมี
ลักษณะทางพันธุกรรมรวมถึงความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนที่ใกล้เคียงกัน และ  Staphylococcus aureus เป็นตัวแทนของ
แบคทีเรียแกรมบวก มาเลี้ยงในอาหารเหลว NB ที่มีการเติมสารละลาย MUG ที่ความเข้มข้น 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL 
และ 150 mg/mL บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง เมื่อน ามาตรวจวัดการเรืองแสงของปฏิกิริยา ภายใต้แสง 
Ultraviolet (UV) ด้วยเครื่อง Gel Documentary ที่ความยาวคลื่น 306 nm พบว่าเช้ือ E. coli ทั้ง 3 isolates สามารถเจริญได้ใน
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อาหารเหลว NB ที่มีการเติมสารละลาย MUG ได้ทุกช่วงความเข้มข้น (ภาพท่ี 1) โดยที่ความเข้มข้นของสารละลาย MUG 25 mg/mL 
สังเกตเห็นการเรืองแสงในหลุม C 2-5 และ 8-10,  ที่ความเข้มข้นของสารละลาย MUG 50 mg/mL สังเกตเห็นการเรืองแสงในหลุม D 
2-5 และ 8-10, ที่ความเข้มข้นของสารละลาย MUG 100 mg/mL สังเกตเห็นการเรืองแสงในหลุม E 2-5 และ 8-10 และ ที่ความ
เข้มข้นของสารละลาย MUG 150 mg/mL สังเกตเห็นการเรืองแสงในหลุม F 2-5 และ 8-10 โดยไม่พบว่า E. coli ถูกสารดังกล่าว
ยับยั้งการเจริญ และยังสามารถสังเกตการเรืองแสงได้อย่างชัดเจน ซึ่งเป็นปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ β -glucuronidase ที่เช้ือ E. coli 
สร้างขึ้นและหลั่งออกนอกเซลล์ ซึ่งจะย่อยสารประกอบฟลูออเรสเซนต์ 4-methylumbelliferyl-, β -D-glucuronide (MUG) ท าให้
เกิดเป็นผลผลิตสาร fluorescent 4-methylumbelliferone โดยจะพบการเรืองแสงภายใต้แสง Ultraviolet (UV) ซึ่งในการทดลองนี้
ท าการสังเกตผลการทดลองดังกล่าวด้วยเครื่อง Gel Documentary ที่ความยาวคลื่น 306 nm อย่างไรก็ตามเช้ือทดสอบอีก 2 ชนิดคือ 
Salmonella spp. ไม่พบการเรืองแสงในหลุมทดสอบในทุกช่วงความเข้มข้นของสารละลาย MUG ดังภาพที่ 1 ในหลุมที่ C 6-7, D 6-
7, E 6-7 และ F 6-7 เช่นเดียวกันกับเช้ือ Staphylococcus aureus ในหลุมที่ C 11-12, D 11-12, E 11-12 และ F 11-12 ดังตาราง
ที่ 2     
 
ตารางที่ 2 ผลการการตรวจวิเคราะห์เช้ือ E. coli ในอาหาร NB-MUG ภายใต้แสง Ultraviolet (UV) ที่ความยาวคลื่น 306 nm     

Bacterial isolates 
Roll in 96 well 

plates 

Present fluorescence at 306 nm 
after incubated with each concentration of NB-MUG 

25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 150 mg/mL 
E. coli isolates 1 C + + + + 

D + + + + 
E + + + + 
F + + + + 

E. coli isolates 2 C + + + + 
D + + + + 
E + + + + 
F + + + + 

E. coli isolates 3 C + + + + 
D + + + + 
E + + + + 
F + + + + 

Salmonella spp. C - - - - 
D - - - - 
E - - - - 
F - - - - 

S.aureus C - - - - 
D - - - - 
E - - - - 
F - - - - 

Note : (+) = Positive GUD activity resulting in a fluorescent end-product. , (-) = Negative GUD activity  
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ภาพที่ 1 ผลตรวจวัดการเรืองแสงของปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซม์ β -glucuronidase ที่เชื้อ E. coli สร้างขึ้น ซ่ึงจะย่อยสารประกอบฟลูออเรสเซนต์ 4-
methylumbelliferyl-, β -D-glucuronide (MUG) ท าให้เกิดเป็นผลผลิตสาร fluorescent 4-methylumbelliferone สังเกตได้ภายใต้แสง Ultraviolet 
(UV) ด้วยเครื่อง Gel Documentary ที่ความยาวคลื่น 306 nm   
  
อภิปรายผล 
 การใช้ประโยชน์จาก GUD activity ของเชื้อ E. coli ในการตรวจวิเคราะห์เช้ือ E. coli จากตัวอย่างต่างๆ มีการน ามาใช้อย่าง
แพร่หลายและถูกใช้เป็นมาระยะเวลานานแล้ว โดยองค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและในประเทศไทยเอง ได้
ก าหนดให้วิธีการดังกล่าวเป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการตรวจวิเคราะห์เช้ือ E. coli จากตัวอย่างน้ าดื่มอาหาร และ สิ่งแวดล้อม [2] 
อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่าอาหารที่ใช้ในการเลี้ยง E. coli จะรบกวนปฏิกิริยาของเอนไซม์ดังกล่าวและไม่เหมาะกับการผสมกับ 
MUG จึงนิยมเลี้ยง E. coli ให ้เจริญเป็นโคโลนีและหลั่งเอนไซม์ออกมานอกเซลล์บนผิวหน้าของอาหารต่างๆ แล้วจึงเตรียมสารละลาย 
MUG เททับผิวหน้าอาหารในภายหลัง และท าการสังเกตการเรืองแสง fluorescence ซึ่งเป็นวิธีการที่ค่อนข้างยุ่งยาก ใช้สารละลาย 
MUG ในปริมาณมาก และยังพบปัญหาในเรื่องการสังเกตการเรืองแสง fluorescence ที่ต้องมีความช านาญในการสังเกต ต่อมา Feng 
and Hartman ได้ศึกษาพบว่า MUG สามารถน ามาผสมลงในอาหาร EC medium เกิดเป็นอาหาร EC MUG โดยไม่พบการรบกวน
ปฏิกิริยาของเอนไซม์เอนไซม์ β -glucuronidase ที่เช้ือ E. coli สร้างขึ้น [6] โดยต่อมามีการน ามาผลิตเป็นอาหารเลี้ยงเช้ือส าเร็จรูป 
และจัดจ าหน่ายทางการค้า เช่น EC broth with MUG ของบริษัท Thermo Fisher Scientific หรือ บริษัท Sigma-Aldrich เป็นต้น 
เนื่องจากเป็นวิธีการที่สะดวก ใช้เวลาน้อย จึงเหมาะสมในการใช้ตรวจในข้ันตอน presumptive test อย่างไรก็ตามอาหารดังกล่าวยังมี
ราคาที่ค่อนข้างแพงเนื่องจาก MUG มีราคาต้นทุนสูง จึงท าให้หากหน่วยงานมีงบประมาณที่จ ากัดจะท าให้ตรวจตัวอย่างได้จ านวนน้อย 
ในงานวิจัยนี้จึงพัฒนาวิธีการตรวจที่ช่วยให้ใช้สารละลาย MUG ในปริมาณน้อย แต่สามารถตรวจตัวอย่างได้จ านวนมาก โดยในการ
ตรวจ 1 ครั้ง จะสามารถตรวจตัวอย่างพร้อมกันได้มากกว่า 90 ตัวอย่างใน ไมโครเพลท 96 หลุม และอ่านผลหลังจากเพิ่มปริมาณเช้ือ
ในตัวอย่างด้วยอาหาร selective-Enrichment ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง (หลังจากเติมสารละลาย MUG แล้วบ่ม 16 ชม. จึงน าไป
วัดผล) ซึ่งจากผลการทดลองในตารางที่ 2 พบว่าสารละลาย MUG ในทุกความเข้มข้นคือ 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL 
และ 150 mg/mL สามารถใช้ในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ β -glucuronidase ที่เช้ือ E. coli สร้างขึ้นกับสารละลาย 
MUG ได้อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตามแม้ความเข้มข้นของสารละลาย MUG ต่ าที่สุดที่สามารถสังเกตปฏิกิริยาได้อย่างชัดเจนคือที่ความ
เข้มข้น 25 mg/mL แต่การปิเปตสารในปริมาตรน้อยจ าเป็นต้องฝึกฝนและใช้ความช านาญ ซึ่งอาจะเกิดความผิดพลาดจนเกิดผลลบ
ปลอม (false negative) ขึ้นได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงแนะน าให้ใช้สารละลาย MUG ที่ความเข้มข้น 50 mg/mL เพื่อความเม่นย าและลดการ
เกิดผลลบปลอมในการทดสอบ  
 

http://www.thermofisher.com/
https://www.sigmaaldrich.com/life-science/sigma-aldrich
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สรุปผลการวิจัย  
 ในงานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจที่ช่วยให้ใช้สารละลาย MUG ได้ในปริมาณน้อย แต่สามารถตรวจตัวอย่างที่อาจะปนเปื้อน 
E. coli ได้จ านวนมาก โดยในการตรวจ 1 ครั้ง จะสามารถตรวจตัวอย่างพร้อมกันได้มากกว่า 90 ตัวอย่างใน ไมโครเพลท 96 หลุม และ
อ่านผลหลังจากเพิ่มปริมาณเชื้อในตัวอย่างด้วยอาหาร selective-Enrichment ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง (หลังจากเติมสารละลาย MUG 
แล้วบ่ม 16 ชม. จึงน าไปวัดผล) ซึ่งจากผลการทดลองในตารางที่ 2 พบว่าสารละลาย MUG ในทุกความเข้มข้นคือ 25 mg/mL, 50 
mg/mL, 100 mg/mL และ 150 mg/mL สามารถใช้ในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์ β -glucuronidase ที่เช้ือ E. coli 
สร้างขึ้นกับสารละลาย MUG ได้อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตามแม้ความเข้มข้นของสารละลาย MUG ต่ าที่สุดที่สามารถสังเกตปฏิกิริยาได้
อย่างชัดเจนคือที่ความเข้มข้น 25 mg/mL แต่การปิเปตสารในปริมาตรน้อยจ าเป็นต้องฝึกฝนและใช้ความช านาญ ซึ่งอาจะเกิดความ
ผิดพลาดจนเกิดผลลบปลอม (false negative) ขึ้นได้ ดังนั้นผู้วิจัยจึงแนะน าให้ใช้สารละลาย MUG ที่ความเข้มข้น 50 mg/mL เพื่อ
ความเม่นย าและลดการเกิดผลลบปลอมในการทดสอบ   
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