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 การปนเปื้อนของแบคทีเรียสู่อาหารและเครื่องดื่มซึ่งก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษในผู้บริโภค นับเป็นปัญหาที่มี
ความส าคัญระดับประเทศในแง่ของปลอดภัยของผู้บริโภคโดยตรง และในระดับโลก ในฐานะที่ประเทศไทยมีความโดดเด่นเรื่อง
การทอ่งเที่ยว ซึ่งอาหาร โดยเฉพาะอาหารแบบ street food มีบทบาทส าคัญในการสร้างรายได้เป็นอย่างมาก และประเทศ
ไทยยังเป็นผู้ส่งออกอาหารรายใหญ่ของโลกอีกด้วย ตัวอย่างของเช้ือก่อโรคที่พบได้บ่อยและมีผลกระทบสูง เช่น Listeria 
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Bacillus cereus, 
Vibrio spp., Campylobacter jejuni, และ Clostridium perfringens  การปนเปื้อนของเช้ือก่อโรคเกิดขึ้นได้จากหลาย
ปัจจัย เป็นได้ตั้งแต่วัตถุดิบ กระบวนการ และชีวอนามัยในการเตรียมอาหาร ฯลฯ ดังนั้นการตรวจการปนเปื้อนของเช้ือจึงมี
ความส าคัญ โดย วิธีมาตรฐานในการตรวจการปนเปื้อนของเช้ือในอาหารยังมีข้อจ ากัดอย่างใดอย่างหนึ่งหรือมากกว่า เช่นใช้
เวลานาน ความถูกต้องและความไวต่ า ไม่สามารถแยกแยะระหว่างเช้ือสายพันธุ์ใกล้เคียงกันได้ ต้องการเครื่องมือที่มีราคาแพง 
อีกทั้งยังต้องอาศยับุคลากรที่มีความช านาญสูงในการวิเคราะห์และแปลผล ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยเช้ือแบคทีเรียก่อโรคหรือแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษในอาหาร ท่ีท าได้สะดวก รวดเร็ว ไม่ต้องการเครื่องมือที่ซับซ้อน และ
บุคลากรที่มีความเช่ียวชาญเฉพาะ ในขณะเดียวกันก็ให้ผลการทดสอบที่แม่นย าเทียบเคียงได้กับวิธีการมาตรฐาน ซึ่งอย่างน้อย
ควรจะบ่งช้ีได้ถึงระดับ species ในงานวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายที่จะพัฒนาอุปกรณ์และวิธีการตรวจสอบสารพันธุกรรมใหม่เพื่อเป็น
ทางเลือกในการตรวจวินิจฉัยเช้ือแบคทีเรียก่อโรคหรือแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษในอาหาร โดยงานวิจัยจะแบ่งออกเป็นสอง
ส่วนย่อย ทั้งสองส่วนจะเกี่ยวเนื่องกับการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่จ าเพาะกับเช้ือที่สนใจ และตรวจสอบความส าเร็จของ
การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมนั้น โดยจะมุ่งเน้นการพัฒนาเทคโนโลยีที่มีอยู่แล้วไปเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษที่ใช้งานได้
ง่าย ไม่ต้องการเครื่องมือที่ซับซ้อนในการทดลอง อ่าน และแปลผล เช่นเดียวกับแถบทดสอบทางอิมมูโนโครมาโทกราฟีที่มีใช้
กันอย่างแพร่หลาย  
 โครงการย่อยที่หนึ่งเกี่ยวข้องกับการใช้เทคโนโลยีของพีเอ็นเอโพรบที่ตรึงบนกระดาษร่วมกับการสร้างสีโดยใช้
เอนไซม์ เพื่อน าไปประดิษฐ์เป็นอุปกรณ์ตรวจหาการปนเปื้อนของเช้ือ B. cereus ในอาหารได้อย่างว่องไวและมีความจ าเพาะ
เจาะจง และได้พัฒนาอุปกรณ์ให้อยู่ในรูปแบบที่ใช้งานได้ง่ายโดยการสร้างปลอกบรรจุ และแท่นวางส าหรับถ่ายรูปโดยใช้
สมาร์ทโฟน ส่วนโครงการย่อยที่สองเป็นการน าสีย้อมประจุบวกที่จ าเพาะต่อดีเอ็นเอไปใช้ร่วมกับเทคนิคเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่
เรียกว่าลูปเมดิเอเตทไอโซเทอมอลแอมพลิฟิเคชัน (LAMP) ท าให้ได้วิธีตรวจวัดดีเอ็นเอที่สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่าใน
หลอดทดลอง และในรูปแบบของปฏิกิริยาบนกระดาษ โดยได้ทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจการปนเปื้อนของเช้ือ E. coli 
และ S. aureus สายพันธุ์ก่อโรคในตัวอย่างอาหาร ผลการศึกษาพบว่าปฏิกิริยา LAMP-4QL2+ ในหลอดทดลองและบนฐาน
กระดาษสามารถตรวจพบ E. coli และ S. aureus สายพันธ์ุที่สามารถสร้างสารพิษ staphylococcal enterotoxin A (SEA) 
โดยพบว่าสามารถตรวจวัดเชื้อได้อย่างมี specificity สูง แต่ประสิทธิภาพในเชิงของ sensitivity ยังต้องมีการปรับปรุง 
 
 
ค าส าคัญ: อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ; ดีเอ็นเอ; แบคทีเรีย; พีเอ็นเอ; LAMP, อาหารปลอดภัย, การ
ตรวจวัดเชิงส,ี การทดสอบสารพันธุกรรม 
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Abstract 
Project Code : RGU6180001 
Project Title : Paper-based devices for rapid sensing of bacterial contamination in foods  
Investigators : Tirayut Vilaivan and co-workers 
E-mail Address : vtirayut@chula.ac.th 
Project Period : 1 year (15 August 2018 - 14 August 2019 extended to 14 February 2020) 
 
 Contamination of bacteria in food and drink which causes food poisoning is not only a 
nationwide important problem in terms of safety of local consumers but is also important worldwide 
since  Thailand major incomes are from the tourism industry whereby Thai food, especially street food 
plays an important role. Besides, Thailand is also a world major food exporter. Examples of foodborne 
pathogens that can be found frequently and create high impact include Listeria monocytogenes, 
Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Bacillus cereus, Vibrio spp., 
Campylobacter jejuni, and Clostridium perfringens  The contamination can result from several factors 
including raw materials, process, and hygiene of the food preparation etc. Accordingly, the detection of 
contamination is highly important. The standard methods for the detection of bacterial contamination in 
food have one or more limitations including long waiting time, low specificity and sensitivity, inability to 
distinguish between similar bacterial strains, the requirement of expensive instruments and/or highly 
trained personnel. As a result, it is necessary to develop new diagnostic methods for the detection of 
bacterial contamination in foods that are convenient, rapid, do not require complicated instruments nor 
highly trained personnel while can still provide accurate results that are comparable with the standard 
methods, and should be able to identify the bacteria at species levels. This project aims to develop 
novel devices and methods for the detection of nucleic acids as an alternative for the detection of 
bacterial contamination in foods. The research was divided into two sub-projects, both involve 
amplification of the nucleic acids that are specific for the bacterial strains of interest and the success of 
the nucleic acid amplification is evaluated via paper-based devices that are easy to use and do not 
require special equipment for the experiment, collect and interpret the data in a similar way to the 
widely used immunochromatographic devices.  
 The first sub-project involved the use of PNA probes immobilized on filter paper in combination 
with an enzymatic colorimetric reaction to develop a sensing device for the detection of B. cereus in food 
with high sensitivity and specificity. The device was designed to be used easily by including a frame and a 
photographing stage suitable for any smartphones. The second sub-project employed a cationic DNA-
binding dye in combination with a DNA amplification technique called loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) to give a DNA sensing system that can be judged by naked eyes both in the PCR 
tube and on the paper. The efficiency of the method for the detection of contamination of E. coli and 
the enterotoxin A-producing stain (SEA) of S. aureus in food samples. The results show that the LAMP-dye 
combination in the PCR tube and on the paper can detect E. coli and S. aureus SEA with high specificity 
but the sensitivity should require further improvement.  
 
Keywords: paper-based analytical devices; DNA; bacteria; PNA; LAMP; food safety; DNA 
binding dye; colorimetry; nucleic acid testing 
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บทสรุปส ำหรับผู้บริหำร (Executive Summary) 
ทุนวิจัยเพื่อต่อยอดองค์ควำมรู้สู่กำรใช้ประโยชน์ (RGU6180001) 

 
1. ชื่อโครงกำร 
ภำษำไทย อุปกรณ์ฐานกระดาษส าหรับตรวจวัดการปนเปื้อนของแบคทีเรียในอาหารที่ให้ผลเร็ว
  
ภำษำอังกฤษ   Paper-based devices for rapid sensing of bacterial contamination in 
food 
 
2. ชื่อหัวหน้ำโครงกำร หน่วยงำนที่สังกัด ที่อยู่ หมำยเลขโทรศัพท์ โทรสำร และ e-mail 
  ศ.ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย์ 
  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
  ถนนพญาไท เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 
  โทรศัพท์: 022187627 ต่อ 101 
  โทรศัพท์เคลื่อนที่: 0839868772 
  โทรสาร: 022187598  
  อีเมล์: vtirayut@chula.ac.th 
 
3. สำขำวิชำที่ท ำกำรวิจัย เคม ี
 
4. งบประมำณทั้งโครงกำร 1,000,000.- (หนึ่งล้านบาทถ้วน) 
 
5. ระยะเวลำด ำเนินงำน 1 ปี 
 
6. ได้เสนอโครงกำรนี ้หรือโครงกำรที่มีส่วนเหมือนกับเรื่องนี้บำงส่วน  เพื่อขอทุนต่อแหล่งทุนอื่นที่
ใดบ้ำง 

 ไม่ได้เสนอต่อแหล่งทุนอ่ืน 
เสนอ
ต่อ__________________________________________________   
ชื่อโครงการที่เสนอ   
___________________________________________ 
ก าหนดทราบผล(หรือสถานภาพเท่าที่ทราบ) 
________________________ 

 
7. ปัญหำที่ท ำกำรวิจัย และควำมส ำคัญของปัญหำ 
 การปนเปื้อนของแบคทีเรียสู่อาหารและเครื่องดื่ม ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษในผู้บริโภค 
นับเป็นปัญหาส าคัญท่ัวโลก โดยเฉพาะในประเทศที่อาหารแบบ street food ได้รับความนิยม เช่นใน
ประเทศแถบเอเชีย จึงมีความเสี่ยงสูง ดังนั้นอุตสาหกรรมอาหารในประเทศไทยจึงจ าเป็นต้องมีการ
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ประกันคุณภาพอาหารเพ่ือให้เกิดความปลอดภัยต่อผู้บริโภคและผู้ส่งออก ตัวอย่างของเชื้อก่อโรคที่
พบได้บ่อยและมีผลกระทบสูง เช่น Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, 
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Bacillus cereus, Vibrio spp., 
Campylobacter jejuni, และ Clostridium perfringens  การปนเปื้อนของเชื้อก่อโรคเกิดขึ้นได้
จากหลายปัจจัย เป็นได้ตั้งแต่วัตถุดิบ กระบวนการ และชีวอนามัยในการเตรียมอาหาร ฯลฯ ใน
ปัจจุบัน วิธีมาตรฐานในการตรวจอาหารที่อาจปนเปื้อนแบคทีเรียมีสามวิธีหลัก ได้แก่การคัดแยกเชื้อ 
(cultural methods) การใช้วิธีทางอิมมูโนวิทยา (immunological methods) และการทดสอบสาร
พันธุกรรม (nucleic acid based methods) โดยวิธีหลังสุดก าลังได้รับความนิยมมากขึ้นและมี
ศักยภาพที่จะมาแทนที่วิธีการคัดแยกเชื้อหรือวิธีทางอิมมูโนวิทยาเนื่องจากให้ความจ าเพาะและความ
ไวสูง ซึ่งอาจท าได้โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของสารพันธุกรรมโดยตรง แต่ยังมีข้อจ ากัดอยู่คือ
ค่าใช้จ่ายที่สูง ไม่สามารถท าในลักษณะ routine, high throughput ได้ อีกวิธีการหนึ่งคือการใช้
เทคโนโลยีของ polymerase chain reaction (PCR) เข้าช่วยในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับ
ยีนใดยีนหนึ่งที่เป็นเครื่องหมายเฉพาะของแบคทีเรียที่สนใจจะตรวจสอบ ก่อนน าไปตรวจวิเคราะห์
โดยการใช้เทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โพรบไฮบริไดเซชัน หรือเพ่ิมปริมาณพร้อมตรวจวัดปริมาณดี
เอ็นเอโดยเทคนิค real time PCR แต่วิธีการเหล่านี้ยังมีข้อจ ากัดคือต้องใช้เครื่องมือและน้ ายา
ตรวจวัดที่มีราคาแพง อีกทั้งยังต้องอาศัยบุคลากรที่มีความช านาญสูงในการวิเคราะห์และแปลผล  
 จากที่กล่าวมาทั้งหมดจะเห็นว่ายังมีความจ าเป็นที่จะต้องพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อ
แบคทีเรียก่อโรคหรือแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษในอาหาร ที่สะดวก รวดเร็ว ไม่ต้องการเครื่องมือที่
ซับซ้อน และบุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญเฉพาะ ในขณะเดียวกันก็ให้ผลการทดสอบที่แม่นย า
เทียบเคียงได้กับวิธีการมาตรฐาน ซึ่งอย่างน้อยควรจะบ่งชี้ได้ถึงระดับ species ในงานวิจัยนี้มี
จุดมุ่งหมายที่จะพัฒนาอุปกรณ์และวิธีการตรวจสอบสารพันธุกรรมใหม่เพ่ือเป็นทางเลือกในการตรวจ
วินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียก่อโรคหรือแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษในอาหาร โดยงานวิจัยจะแบ่งออกเป็นสอง
ส่วนย่อย ทั้งสองส่วนจะเกี่ยวเนื่องกับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่จ าเพาะกับเชื้อที่สนใจ และ
ตรวจสอบความส าเร็จของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมนั้น โดยจะมุ่งเน้นการพัฒนาเทคโนโลยีที่มี
อยู่แล้วไปเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษกรองหรือวัสดุที่มีรูพรุนอ่ืนที่ใช้งานได้ง่าย ไม่ต้องการ
เครื่องมือที่ซับซ้อนในการทดลอง อ่าน และแปลผล เช่นเดียวกับแถบทดสอบทางอิมมูโนโครมาโทก
ราฟีท่ีมีใช้กันอย่างแพร่หลาย นอกจากนี้ยังอาจผนวกขั้นตอนของการเตรียมตัวอย่างและการตรวจวัด
ไว้ในอุปกรณ์ชิ้นเดียว ซึ่งอุปกรณ์ในลักษณะดังกล่าวก าลังได้รับความนิยมเพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ และเริ่มมี
ผลิตภัณฑ์จ าหน่ายในเชิงพาณิชย์บ้างแล้ว แต่ส่วนใหญ่จะจ ากัดอยู่ในแวดวงของอุปกรณ์ตรวจวัดทาง
การแพทย ์
 
8. วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือค้นหาล าดับเบสของดีเอ็นเอท่ีจะใช้เป็นเครื่องหมายส าหรับตรวจวัดแบคทีเรียปนเปื้อน
ในอาหาร 
2. เพ่ือพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษที่ใช้งานได้ง่ายส าหรับตรวจวัดแบคทีเรีย
ปนเปื้อนในอาหาร 
3. เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัดการปนเปื้อนของแบคทีเรียในตัวอย่างจริง 
4. เพ่ือพัฒนารูปแบบอุปกรณ์ตรวจวัดให้อยู่ในลักษณะพร้อมใช้งาน 
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9. ระเบียบวิธีวิจัย  
โครงการนี้แบ่งออกเป็นสองโครงการย่อย ซึ่งมีระเบียบวิธีวิจัยดังนี้ 
โครงการย่อยที่ 1: การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษเพ่ือบ่งชี้เชื้อก่อโรคในอาหารโดย
อาศัยพีเอ็นเอโพรบ 
1. การค้นหาล าดับดีเอ็นเอของแบคทีเรียก่อโรคที่เหมาะสมที่จะใช้ยึดจับกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษ 
และท าการเตรียมตัวอย่างดีเอ็นเอส าหรับการยึดจับกับพีเอ็นเอโพรบ 
ขั้นตอนการด าเนินการวิจัยจะเริ่มจากการค้นหาล าดับดีเอ็นเอที่เหมาะสม โดยอาศัยการค้นข้อมูลทาง
ชีวสารสนเทศ ร่วมกับการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้องกับการศึกษายีนต่าง ๆ ในแบคทีเรีย B. 
cereus เมื่อได้ candidate ที่เหมาะสม จึงจะท าการสกัดดีเอ็นเอพร้อมเพ่ิมปริมาณด้วยวิธี PCR และ
เตรียมตัวอย่างเพ่ิมเติมจากสปีชีส์ใกล้เคียงดังกล่าวไว้อีก 1 สายพันธุ์ เพื่อเป็นตัวเปรียบเทียบ
ความจ าเพาะเจาะจงของการยึดจับกับพีเอ็นเอในภายหลัง 
2. การพัฒนากระดาษดัดแปรที่ถูกตรึงด้วยพีเอ็นเอโพรบเพ่ือการตรวจวิเคราะห์การปรากฏอยู่ของ
ส่วนดีเอ็นเอที่เฉพาะต่อสปีชีส์ของแบคทีเรียที่สนใจ 
ดัดแปรพื้นผิวของกระดาษโดยการตรึงพีเอ็นเอโพรบ และน าสารละลายตัวอย่างดีเอ็นเอที่ผ่านการเพ่ิม
ปริมาณด้วย PCR โดยใช้่ biotinylated primer มาท าการยึดจับกับพีเอ็นเอโพรบบนกระดาษ 
จากนั้นใช้ปฏิกิริยาสร้างสีด้วยเอนไซม์หรือวิธีการอ่ืนที่เหมาะสมในการสร้างสัญญาณที่ท าให้มองเห็น
ด้วยตาเปล่า โดยจะต้องมีการหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดกับการเกิดปฏิกิริยาแต่ละขั้น โดยจะต้อง
ค านึงถึงความไว (sensitivity) และความจ าเพาะเจาะจง (specificity) เป็นเกณฑ์ 
3. การประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัดการปนเปื้อนของแบคทีเรียในตัวอย่างจริง 
หลังจากได้สภาวะที่เหมาะสมกับตัวอย่างจ าลองแล้ว จะมีการน าไปทดสอบกับตัวอย่างจริง โดยจะเริ่ม
ตั้งแต่การ spike ตัวอย่างด้วยแบคทีเรียสปีชีส์ที่ต้องการในตัวอย่าง เช่น นม ข้าว เนื้อสัตว์ (เนื้อวัว
และเนื้อหมู สดและปรุงส าเร็จ) เพ่ือทดสอบผลกระทบของตัวอย่าง (matrix effect) ว่ามีผลรบกวน
การวิเคราะห์ใด ๆ หรือไม่ โดยจะใช้ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างที่มีการรายงานมาแล้ว จากนั้นจะน าไป
วิเคราะห์ตัวอย่างจริงที่มากพอท่ีจะให้ได้ข้อมูลที่มีนัยส าคัญในเชิงสถิติเพ่ือน าไปประเมินประสิทธิภาพ
ของตัวตรวจวัดในแง่ของ ความจ าเพาะเจาะจง (specificity) ความไว (sensitivity) ข้อมูลบวกปลอม 
(false positive) ข้อมูลลบปลอม (false negative) เป็นต้น และเปรียบเทียบความจ าเพาะ ความไว 
ระยะเวลาทดสอบ และค่าใช้จ่าย กับวิธีมาตรฐานที่เป็นที่ยอมรับ 
4. การประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวัดที่เป็นลักษณะพร้อมใช้งาน  
ขั้นตอนนี้จะเป็นการพัฒนาอุปกรณ์ให้มีลักษณะใช้งานได้ง่าย พกพาสะดวก รวมไปถึงสามารถอ่านค่า
เป็นตัวเลขเพื่อการวิเคราะห์กึ่งเชิงปริมาณ รวมถึงออกแบบให้สามารถตรวจวัดแบบ duplicate 
detection หรือแบบ high throughput เพ่ือให้ท าไปตรวจวิเคราะห์ในพ้ืนที่จริง ทั้งนี้ เพ่ือให้สามารถ
น าไปทดสอบกับตัวอย่างอาหารได้หลากหลาย โดยเฉพาะการน าไปใช้ในพ้ืนที่จริง เช่นฟาร์มเลี้ยงสัตว์ 
หรือตลาดสด  
 
โครงการย่อยที่ 2: ปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษที่อ่านผลเชิงปริมาณด้วยสีภายในขั้นตอนเดียวเพ่ือ
การตรวจเชื้อก่อโรคในอาหาร 
1. การหาภาวะที่เหมาะสมในการท า LAMP เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ E. coli/S. aureus 
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1.1 เตรียมตัวอย่างควบคุมบวกท่ีความเข้มข้นดีเอ็นเอต่างๆ และตัวอย่างควบคุมลบ มาสกัดดีเอ็นเอ
โดยใช้ชุดสกัดมาตรฐาน 
1.2 สังเคราะห์สีย้อมในกลุ่ม styryl dye เพ่ือน ามาใช้ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ
ตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพ่ิมปริมาณโดยเทคนิค LAMP กับสีย้อม dsDNA ที่มีจ าหน่ายในเชิง
การค้า โดยมีเป้าหมายที่จะเลือกสีย้อมที่ให้ผลชัดเจนที่สุดและไม่รบกวนการเกิดปฏิกิริยา และ
สามารถติดตามการเกิดปฏิกิริยาได้แบบ real-time 
1.3 หาสัดส่วนที่เหมาะสมขององค์ประกอบปฏิกิริยา LAMP ร่วมกับสีสังเคราะห์ และสภาวะในการ
ท าปฏิกิริยาที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากความจ าเพาะและความไว และระยะเวลาของปฏิกิริยา  
2. การพัฒนากระดาษดัดแปรที่ถูกตรึงด้วยองค์ประกอบปฏิกิริยาแลมป์และสีสังเคราะห์ต่อสปีชีส์ของ
แบคทีเรียที่สนใจ 
น าสภาวะที่ได้จากข้อ 1 มาท าบน paper chip โดยการน าไพรเมอร์ เอนไซม์ และสีย้อม มาหยดลง
บนกระดาษหรือวัสดุรองรับที่เป็นรูพรุนอื่นที่เหมาะสมเช่น glass fiber จากนั้นน าไปอบแห้งที่
อุณหภูมิ ความชื้น และระยะเวลาที่เหมาะสม เพ่ือให้ได้แผ่นกระดาษท่ีถูกเคลือบด้วยไพรเมอร์และ
เอนไซม์ ในสภาพพร้อมใช้ เมื่อจะใช้งานจึงเติมส่วนประกอบที่เหลือ และปรับปรุงวิธีในขั้นที่เกี่ยวข้อง
ที่อาจส่งผลกับประสิทธิภาพของปฏิกิริยา  
3. การประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัดการปนเปื้อนของแบคทีเรียในตัวอย่างจริง  
มีข้ันตอนและวิธีการด าเนินการเช่นเดียวกับโครงการย่อยที่ 1 แต่ตัวอย่างเชื้อจะเป็น E. coli และ S. 
aureus สายพันธุ์ที่ผลิตสารพิษ staphylococcal enterotoxin A โดยเปรียบเทียบความจ าเพาะ 
ความไว ระยะเวลาทดสอบ และค่าใช้จ่าย ระหว่างวิธีที่พัฒนาขึ้น กับวิธี LAMP และวิธี PCR ร่วมกับ
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
4. การประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวัดที่เป็นลักษณะพร้อมใช้งาน พกพาได้ และสามารถอ่านค่ากึ่งเชิง
ปริมาณได้ (semi-quantitative)  
มีข้ันตอนและวิธีการด าเนินการเช่นเดียวกับโครงการย่อยที่ 1 
 
10. ผลกำรด ำเนินงำน 
 ผลการด าเนินการในภาพรวมตัวงานเสร็จสมบูรณ์ตามข้อเสนอโครงการ และบรรลุ
วัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ กล่าวคือ ได้ล าดับเบสของดีเอ็นเอที่ใช้เป็นเครื่องหมายส าหรับตรวจวัดแบคทีเรีย
ปนเปื้อนในอาหาร โดยของ Bacillus cereus ได้จากการประมวลข้อมูลทางชีวสารสนเทศ ส่วนของ 
Escherichia coli และ Staphylococcus aureus ได้จากข้อมูลจากเอกสารอ้างอิง และจากงานวิจัย
ที่ได้ศึกษามาก่อนหน้านี้ และได้น าไปพัฒนาเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษที่ใช้งานได้ง่าย
ส าหรับตรวจวัดแบคทีเรียปนเปื้อนในอาหาร โดยแบ่งงานออกเป็น 2 ส่วน งานส่วนแรกได้ต้นแบบ
อุปกรณ์ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียชนิด B. cereus ที่อาศัยพีเอ็นเอโพรบที่ตรึงบนกระดาษ โดย
ประกอบด้วยพีเอ็นเอโพรบที่จ าเพาะกับยีน GroEL, MotB ของ B. cereus และยีน 16S rRNA ที่อยู่
ในรูปแบบที่ใช้งานได้สะดวก มีกรอบจับพร้อมแท่นถ่ายรูป ในการใช้งานต้องสกัดดีเอ็นเอ น ามาเพ่ิม
ปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ และน ามาไฮบริไดซ์กับพีเอ็นเอโพรบที่ตรึงบนกระดาษ และสร้างสัญญาณ
สีด้วยเอนไซม์ ที่สามารถอ่านผลได้ด้วยการสังเกตการเกิดสีด้วยตาเปล่า และได้ประเมินประสิทธิภาพ
กับตัวอย่างจริงในระดับห้องปฏิบัติการ โดยทดสอบกับตัวอย่างข้าวที่มีเชื้อ 25 ตัวอย่าง และตัวอย่าง
ควบคุมที่ไม่มีเชื้อ 1 ตัวอย่าง ได้ผลเป็นไปตามที่คาดทุกประการ แสดงถึงประสิทธิภาพของอุปกรณ์
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ตรวจหาเชื้อนี้ทั้งในเชิงของ sensitivity และ specificity โดยใช้ระยะเวลาวิเคราะห์ประมาณ 3–4 
ชั่วโมงตั้งแต่การเตรียมตัวอย่างถึงขั้นตอนการอ่านสี (ไม่รวมขั้นตอนเตรียมกระดาษที่ตรึงพีเอ็นเอโพ
รบ) งานในส่วนที่ 2 ได้กรรมวิธีตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย E. coli และ S. aureus สายพันธุ์ที่ผลิต 
staphylococcal enterotoxin A (SEA) โดยใช้วิธี LAMP ร่วมกับสีย้อมดีเอ็นเอ 4QL2+ ซึ่งพัฒนาขึ้น
เองในห้องปฏิบัติการและสามารถเปลี่ยนสีจากม่วงเป็นน้ าเงินเมื่อมีดีเอ็นเออยู่ด้วย โดยได้พัฒนา
วิธีการตรวจวัดในรูปแบบหลอดพีซีอาร์ที่ประกอบด้วยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP 
และให้ท าปฏิกิริยาต่อกับสีย้อม (ไม่สามารถท าให้เป็นขั้นตอนเดียวโดยการเติมสีย้อมตั้งแต่ต้นดังที่ตั้ง
เป้าไว้ตอนแรกเนื่องจากสีย้อม 4QL2+ รบกวนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค LAMP) พบว่า
สามารถตรวจหาเชื้อทั้งสองชนิดได้ที่ระดับ 33.9 ส าเนาของดีเอ็นเอ/ปฏิกิริยา ซึ่งมีความไวเทียบเท่า
กับวิธีตรวจวัดที่ใช้เทคนิค LAMP ร่วมกับสีย้อมที่มีจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์ และเทียบเท่ากับวิธีพีซีอาร์
ร่วมกับเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส แต่ท าได้ง่ายและรวดเร็วกว่ามาก โดยใช้เวลาตั้งแต่เตรียมตัวอย่างถึงอ่าน
ผลไม่เกิน 60–75 นาที นอกจากนี้ยังได้พัฒนาวิธีการท า LAMP และการตรวจวัดให้อยู่บนฐาน
กระดาษ พบว่าสามารถตรวจหาเชื้อ E. coli ได้ที่ระดับ 33.9 ส าเนาของดีเอ็นเอ/ปฏิกิริยา ซึ่งมีความ
ไวเทียบเท่ากับที่ท าในหลอดพีซีอาร์ และ S. aureus ที่ 100 ส าเนาของดีเอ็นเอ/ปฏิกิริยา ซึ่งมีความ
ไวน้อยกว่าที่ท าในหลอดพีซีอาร์เล็กน้อย และได้ประเมินประสิทธิภาพในการตรวจหา S. aureus กับ
ตัวอย่างเนื้อหมูปรุงสุกที่เก็บจากภาคสนามจ านวน 45 ตัวอย่าง เทียบกับวิธีอ้างอิง โดยพบว่าวิธีการที่
พัฒนาขึ้นให้ specificity 100% (ไม่มีผลบวกปลอม) แต่ sensitivity มีค่าเพียง 78% (มีบางตัวอย่าง
ให้ผลลบปลอม) ภายในระยะเวลา 75 นาที (เตรียมตัวอย่าง 45 นาที ท าให้เกิดสี 30 นาที) จึงแสดง
ให้เห็นว่าระบบ paper-LAMP สามารถใช้งานได้จริง แต่ยังอาจพัฒนาต่อไปได้อีกโดยการหาสีย้อมที่มี
การเปลี่ยนสีชัดเจนขึ้นกว่า 4QL2+ เพ่ือเพ่ิมความว่องไวของการตรวจวัดให้ดียิ่งขึ้น  
  ผลลัพธ์ที่ได้จากงานวิจัยนี้คือผลงานที่ได้รับการตีพิมพ์/ตอบรับให้ตีพิมพ์จ านวน 2 เรื่องและ
อีกหนึ่งเรื่องหนึ่งอยู่ระหว่างรอผลการพิจารณา และยังมีอีก 1 เรื่องอยู่ระหว่างเก็บรวบรวมข้อมูล 
นอกจากนี้ยังมีสิทธิบัตร 1 เรื่องท่ียื่นค าขอไปแล้ว และอีก 2 เรื่องอยู่ระหว่างด าเนินการร่าง โดยผู้วิจัย
จะรายงานเพ่ิมเติมต่อไป นอกจากนี้ยังได้ต้นแบบของอุปกรณ์ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนใน
อาหารที่ได้รับการประเมินประสิทธิภาพกับตัวอย่างจริงในระดับห้องปฏิบัติการจ านวน 2 ต้นแบบ 
และในระดับพิสูจน์หลักการจ านวน 1 ต้นแบบ ซึ่งคณะผู้วิจัยจะได้ด าเนินการต่อยอดโดยการสร้าง
ความร่วมมือกับทั้งนักวิจัยและภาคเอกชนเพ่ือพัฒนาสู่การน าไปใช้ประโยชน์ในเชิงพาณิชย์ต่อไป ใน
ด้านของการสร้างคน โครงการวิจัยนี้ได้มีส่วนในการพัฒนานักวิจัยในระดับปริญญาเอก 3 คน และ
ปริญญาตรี 1 คน ซึ่งจะเป็นก าลังส าคัญของการพัฒนางานวิจัยของประเทศต่อไปในอนาคต 
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ตำรำงที่ 1 สรุปผลงานที่ได้ตลอดโครงการเชิงปริมาณ (ตัวเลขในวงเล็บคือเป้าหมายที่ตั้งไว้ในข้อเสนอ
โครงการ) 

ผลผลิต รวม 
1 จ านวนนักวิจัยที่สร้างจากโครงการ 
1.1 สถาบันเดียวกัน 
1.2 ต่างสถาบัน 
1.3 นักศึกษาระดับปริญญาเอก 
1.4 นักศึกษาระดับปริญญาโท 
1.5 ผู้ช่วยวิจัย 

 
4 
2 
4 
0 
1 

2. จ านวนผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการนานาชาติ1 2 (1) 
3. จ านวนผลงานการจดสิทธิบัตรในประเทศ2 1 (2) 
4. ต้นแบบของอุปกรณ์ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนในอาหารที่
ได้รับการประเมินประสิทธิภาพกับตัวอย่างจริงในระดับ
ห้องปฏิบัติการ 

2 (2) 

1เฉพาะที่ตีพิมพ์หรือได้รับตอบรับให้ตีพิมพ์แล้ว ยังมีที่อยู่ระหว่างรอผลการพิจารณา 1 เรื่อง และ
เตรียมบทความอีก 1 เรื่อง 
2สิทธิบัตรยื่นจด และยังมีอยู่ระหว่างด าเนินการอีก 1 เรื่อง 



สัญญาเลขที่ RGU6180001 
โครงการ อุปกรณ์ฐานกระดาษส าหรับตรวจวัดการปนเปื้อนของแบคทีเรียในอาหารที่ให้ผลเร็ว 

 
รายงานฉบับสมบูรณ์ 

 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน นายธีรยุทธ วิไลวัลย ์
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 15 สิงหาคม 2561 ถึงวันที ่14 สิงหาคม 2562 ขยายเวลาถึง 14 กุมภาพันธ์ 2563 
 
1. ความส าคัญ-ที่มาของปัญหา 
 การปนเปื้อนของแบคทีเรียสู่อาหารและเครื่องดื่ม และก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษในผู้บริโภค นับเป็น
ปัญหาส าคัญทั่วโลก โดยเฉพาะในประเทศที่อาหารแบบ street food ได้รับความนิยม เช่นในประเทศแถบ
เอเชีย จึงมีความเสี่ยงสูง ดังนั้นอุตสาหกรรมอาหารในประเทศไทยจึงจ าเป็นต้องมีการประกันคุณภาพอาหาร
เพ่ือให้เกิดความปลอดภัยต่อผู้บริโภคและผู้ส่งออก ตัวอย่างของเชื้อก่อโรคที่พบได้บ่อยและมีผลกระทบสูง เช่น 
Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Salmonella 
enterica, Bacillus cereus, Vibrio spp., Campylobacter jejuni, และ Clostridium perfringens  การ
ปนเปื้อนของเชื้อก่อโรคเกิดขึ้นได้จากหลายปัจจัย เป็นได้ตั้งแต่วัตถุดิบ กระบวนการ และชีวอนามัยในการ
เตรียมอาหาร ฯลฯ ในปัจจุบัน วิธีมาตรฐานในการตรวจอาหารที่อาจปนเปื้อนแบคทีเรียมีสามวิธีหลัก ได้แก่การ
คัดแยกเชื้อ (cultural methods) การใช้วิธีทางอิมมูโนวิทยา (immunological methods) และการทดสอบ
สารพันธุกรรม (nucleic acid based methods) (Rohde et al., 2017) โดยการคัดแยกเชื้อจากอาหารที่
ต้องการตรวจสอบท าได้โดยใช้อาหารเพาะเชื้อที่เหมาะสม ตามด้วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อที่
คัดแยกได้ ซึ่งมีข้อเสียคือใช้เวลานาน (5-7 วัน) เพราะต้องรอแบคทีเรียเจริญ มีความจ าเพาะต่ าเนื่องจากเชื้อที่
ไม่ต้องการอาจเจริญได้ ง่ายต่อการปนเปื้อน มีความไวหรือ detection limit จ ากัด กล่าวคือต้องใช้ตัวอย่างใน
ปริมาณค่อนข้างมาก (100 มิลลิลิตร) ให้ผลไม่คงที่หากเชื้อมีปริมาณต่ าที่ระดับ 10-100 โคโลนี และมีค่าใช้สูง 
(~500 บาทต่อการตรวจ)  วิธีที่นิยมอีกวิธีคือวิธีทางอิมมูโนวิทยา ซึ่งอาศัยหลักการจดจ าของแอนติบอดีที่
จ าเพาะกับเชื้อที่สนใจ และใช้เอนไซม์ที่เชื่อมต่อกับแอนติบอดีในการท าให้เกิดสีที่จ าเพาะกับการจับกับเชื้อ 
ปัจจุบันมีชุดตรวจส าเร็จในรูป ELISA และ reverse passive latex agglutination (RPLA) แต่วิธีนี้แม้จะท าได้
สะดวกรวดเร็วกว่าการคัดแยกเชื้อ แต่ก็มีราคาแพงเนื่องจากต้นทุนในการผลิตแอนติบอดีที่สูง นอกจากนี้ การ
ใช้แอนติบอดียังมีปัญหาเรื่อง cross reactivity และ reproducibility เนื่องจาก batch-to-batch variation 
(Baker, 2015) อีกวิธีหนึ่งที่ได้รับความนิยมมากขึ้นและมีศักยภาพที่จะมาแทนที่วิธีการคัดแยกเชื้อหรือวิธี
ทางอิมมูโนวิทยาคือวิธีการตรวจในระดับสารพันธุกรรม เนื่องจากให้ความจ าเพาะและความไวสูง ซึ่งโดยปกติ
จะท าได้สองรูปแบบคือการตรวจสอบล าดับเบสของสารพันธุกรรมโดยตรง ด้วยเครื่อง Next Generation 
Sequencing วิธีการนี้แม้จะให้ความถูกต้องแม่นย าสูง และให้ข้อมูลที่ละเอียดมาก แต่ก็มีค่าใช้จ่ายสูงมาก ไม่
สามารถท าในลักษณะ routine, high throughput ได้ นอกจากนี้ข้อมูลที่ได้แม้จะละเอียดมาก แต่ก็อาจมาก
เกินความจ าเป็นและได้มาโดยการอาศัยผู้วิเคราะห์ที่ต้องมีความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง อีกวิธีการหนึ่งคือการใช้
เทคโนโลยีของ polymerase chain reaction (PCR) เข้าช่วยในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับยีนใดยีน
หนึ่งที่เป็นเครื่องหมายเฉพาะของแบคทีเรียที่สนใจจะตรวจสอบ ซึ่งจะถูกก าหนดโดยการออกแบบไพรเมอร์ที่
เหมาะสม และจะต้องมีการน าไปตรวจสอบโดยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเพ่ือดูความส าเร็จของการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ และตรวจสอบขนาดของ PCR product ที่เกิดขึ้นว่าสอดคล้องกับที่ควรจะเป็นหรือไม่ แต่
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เทคนิคนี้ใช้เวลานาน (3-3.5 ชั่วโมงในการท า PCR และ 0.5-1 ชั่วโมงในการวิเคราะห์ผลโดยการท าเจล) และ
อาจไม่สามารถแยกแยะความแตกต่างได้ถึงระดับ species ได้เสมอไปเนื่องจากยีนอาจจะมีความคล้ายคลึงกัน
ในบางกรณี จึงมักจะจ าเป็นที่ต้องอาศัยเทคนิคอ่ืนเพ่ิมเติม เช่นการท า nested PCR หรือการท า probe 
hybridization หรืออาจใช้เทคนิค real time PCR ที่ต้องออกแบบไพรเมอร์หรือโพรบที่จ าเพาะ และติดตาม
การเกิด PCR product ที่จ าเพาะโดยการเรืองแสง โดยหลักการแล้วเทคนิค real time PCR จะให้ผลที่มีความ
ถูกต้องแม่นย าสูง ท าได้สะดวกรวดเร็ว แต่มีข้อจ ากัดคือต้องใช้เครื่องมือและน้ ายาตรวจวัดที่มีราคาแพง อีกทั้ง
ยังต้องอาศัยบุคลากรที่มีความช านาญสูงในการวิเคราะห์และแปลผล  
 จากที่กล่าวมาทั้งหมดจะเห็นว่ายังมีความจ าเป็นที่จะต้องพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียก่อ
โรคหรือแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษในอาหาร ที่ท าได้สะดวก รวดเร็ว ไม่ต้องการเครื่องมือที่ซับซ้อน และบุคลากรที่
มีความเชี่ยวชาญเฉพาะ ในขณะเดียวกันก็ให้ผลการทดสอบที่แม่นย า เทียบเคียงได้กับวิธีการมาตรฐาน ซึ่งอย่าง
น้อยควรจะบ่งชี้ได้ถึงระดับ species (Law et al., 2015) ในงานวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายที่จะพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบสารพันธุกรรมใหม่ที่มีลักษณะเฉพาะดังกล่าวเพ่ือเป็นทางเลือกในการตรวจวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียก่อ
โรคหรือแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษในอาหาร โดยงานวิจัยจะแบ่งออกเป็นสองส่วนย่อย ทั้งสองส่วนจะเกี่ยวเนื่อง
กับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่จ าเพาะกับเชื้อที่สนใจ และตรวจสอบความส าเร็จของการเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมนั้น โดยจะมุ่งเน้นการพัฒนาเทคโนโลยีที่มีอยู่แล้วไปเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษกรองหรือวัสดุที่
มีรูพรุนอ่ืนที่ใช้งานได้ง่าย ไม่ต้องการเครื่องมือที่ซับซ้อนในการทดลอง อ่าน และแปลผล เช่นเดียวกั บแถบ
ทดสอบทางอิมมูโนโครมาโทกราฟีที่มีใช้กันอย่างแพร่หลาย นอกจากนี้ยังอาจผนวกขั้นตอนของการเตรียม
ตัวอย่างและการตรวจวัดไว้ในอุปกรณ์ชิ้นเดียว ซึ่งอุปกรณ์ในลักษณะดังกล่าวก าลังได้รับความนิยมเพ่ิมมากขึ้น
เรื่อยๆ และเริ่มมีผลิตภัณฑ์จ าหน่ายในเชิงพาณิชย์บ้างแล้ว แต่ส่วนใหญ่จะจ ากัดอยู่ในแวดวงของอุปกรณ์
ตรวจวัดทางการแพทย์ซี่งผู้สนใจสามารถศึกษารายละเอียดและตัวอย่างที่เกี่ยวข้องได้จากเอกสารอ้างอิง (Choi 
et al., 2017)  
 งานวิจัยในส่วนแรกภายใต้ชื่อโครงการ "การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษเพ่ือบ่งชี้เชื้อ
ก่อโรคในอาหารโดยอาศัยพีเอ็นเอโพรบ" จะอาศัยหลักการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยเทคนิค PCR และ
ตรวจสอบการเกิดสารพันธุกรรมที่จ าเพาะโดยใช้หลักการของ probe hybridization โดยคณะผู้วิจัยมี
เทคโนโลยีของสารเลียนแบบสารพันธุกรรมที่เรียกว่าเพปไทด์นิวคลีอิกแอซิดหรือพีเอ็นเอ ที่ได้รับการสนับสนุน
ทุนวิจัยจากสกว. มาอย่างต่อเนื่องตั้งแต่ทุนนักวิจัยรุ่นกลาง (2 รอบ) ทุนวิจัยมุ่งเป้า (DBG5580007) เมธีวิจัย
อาวุโส (RTA5280002) และศาสตราจารย์วิจัยดีเด่น (DPG5780002) ซึ่งพบว่าพีเอ็นเอชนิดใหม่ที่พัฒนาขึ้น
คือพิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอมีสมบัติที่โดดเด่นเหนือกว่าดีเอ็นเอและพีเอ็นเอที่มีจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์ในแง่ของการ
จับยึดกับดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเออย่างแข็งแรงและจ าเพาะเจาะจง (Vilaivan, 2015) และมีสิทธิบัตรคุ้มครอง
แล้ว (Lowe and Vilaivan, 2006) ดังนั้นพิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอจึงมีสมบัติเหมาะสมที่จะใช้เป็นโพรบเพ่ือการ
ตรวจวิเคราะห์ล าดับเบสของสารพันธุกรรมที่ต้องการความจ าเพาะเจาะจงสูง เช่นการจ าแนกความแตกต่าง
ระหว่างดีเอ็นเอเป้าหมายที่มีล าดับเบสผิดกันเพียงหนึ่งต าแหน่ง ซึ่งท าได้ยากโดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์โพรบ
ทั่วไป นอกจากนี้การที่พีเอ็นเอจับยึดได้อย่างแข็งแรงมากท าให้ไม่จ าเป็นต้องออกแบบโพรบให้มีความยาวมาก
นัก จึงเป็นการลดต้นทุน และเพ่ิมความจ าเพาะเจาะจงเนื่องจากโพรบที่สั้นจะแยกแยะความแตกต่างของ
เป้าหมายที่มีล าดับเบสผิดไปหนึ่งต าแหน่งได้ดีกว่าโพรบที่ยาว ทั้งนี้ คณะผู้วิจัยได้ประสบความส าเร็จในการ
พัฒนาระบบตรวจวัดสารพันธุกรรมที่อาศัยพิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอเป็นโพรบในหลากหลายรูปแบบเช่น โพรบเรือง
แสงที่ตอบสนองต่อการเกิดไฮบริด (Boonlua et al., 2011; Ditmangklo et al., 2013; Dangsopon et al., 
2016; Yotapan et al., 2016; Nim-anussornkul and Vilaivan, 2017) อุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอโดยใช้
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เทคนิคเคมีไฟฟ้า (Jampasa et al., 2014; Jampasa et al., 2018; Kongpeth et al., 2016; Teengam et 
al., 2017a; Thipmanee et al., 2016) และอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอบนกระดาษที่อาศัยการสังเกตการ
เปลี่ยนสีด้วยตาเปล่า (Laopa et al., 2013; Jirakittiwut et al., 2015; Teengam et al., 2017b) ซึ่งวิธีการ
หลังสุดนี้มีศักยภาพมากในการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ส าเร็จรูปส าหรับผู้ใช้งานทั่วไป โดยคณะผู้วิจัยได้ต่อยอด
งานวิจัยนี้ไปใช้กับการตรวจวินิจฉัยทางการแพทย์คือการตรวจการกลายพันธุ์ที่ท าให้เกิดโรคธาลัสซีเมีย ภายใต้
การสนับสนุนทุนวิจัยจากศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางการแพทย์ (ศทพ.) ประจ าปีงบประมาณ 
2560 ซึ่งผลเบื้องต้นพบว่าการใช้พีเอ็นเอโพรบช่วยให้ความจ าเพาะดีขึ้นกว่าดีเอ็นเอ และสามารถแยกแยะ
ความแตกต่างของ single mismatch DNA ได้ที่อุณหภูมิห้อง คณะผู้วิจัยจึงเชื่อว่าวิธีการดังกล่าวน่าจะ
สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบเชื้อก่อโรคในอาหารได้ด้วย  
 ในงานวิจัยนี้จะเลือกเชื้อ Bacillus cereus เป็นตัวแทนของเชื้อที่จะน ามาทดสอบโดยอุปกรณ์ตรวจวัด
เชื้อฐานกระดาษที่อาศัยพีเอ็นเอเป็นไฮบริดไดเซชันโพรบ โดย Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปร่างแบบแท่ง และสามารถสร้างสปอร์ได้ในภาวะที่ไม่เหมาะกับการเจริญเติบโต แบคทีเรียชนิดนี้มักพบทั่วไป
ในดินและมักถูกแยกจากนมดิบ อาหารนม รวมไปถึงธัญพืช จึงจัดเป็นเชื้อก่อโรคในอาหารที่มีความส าคัญมาก 
โดยเฉพาะในประเทศท่ีมีเศรษฐกิจเกี่ยวข้องกับผลิตผลทางเกษตรกรรม เช่น ประเทศไทย ความรุนแรงของการ
ก่อโรคจาก Bacillus cereus เนื่องมาจากการสร้าง enterotoxin ที่มีผลโดยตรงต่อมนุษย์และแมลง และยัง
เกี่ยวข้องกับโปรตีนหลายชนิดซึ่งส่งผลให้เกิดท้องร่วงในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชั้นสูง ในทางพันธุกรรมพบว่า 
Bacillus cereus มีความใกล้ชิดกับ Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, และ Bacillus 
mycoides อย่างมาก (McDowell and Friedman, 2017; Sánchez-Maldonado et al., 2018) ดังนั้น
กระบวนการตรวจหาการปนเปื้อน Bacillus cereus ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง Bacillus cereus 
กับสายพันธุ์ที่กล่าวข้างต้น ที่ท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว และมีค่าใช้จ่ายต่ า โดยให้ผลการตรวจสอบที่แม่นย าสูง 
เป็นสิ่งที่ควรได้รับการพัฒนา และคณะผู้วิจัยเชื่อว่าการใช้เทคโนโลยีของพีเอ็นเอโพรบที่มีความจ าเพาะสูงน่าจะ
ตอบโจทย์ดังกล่าว  
 งานวิจัยในส่วนที่สองภายใต้ชื่อโครงการ "ปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษที่อ่านผลเชิงปริมาณด้วยสี
ภายในขั้นตอนเดียวเพ่ือการตรวจเชื้อก่อโรคในอาหาร " จะอาศัยเทคนิค loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม เทคนิคนี้อาศัยไพรเมอร์ที่จ าเพาะ 4-6 เส้น และเป็น
เทคนิค isothermal amplification จึงไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่อง thermal cycler ซึ่งมีข้อได้เปรียบในแง่ของ
ความง่าย ความจ าเพาะเจาะจง และประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่เหนือกว่า PCR โดยจะ
พัฒนาระบบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและตรวจวัดด้วยตาเปล่าให้อยู่บนอุปกรณ์ฐานกระดาษชิ้นเดียว เพ่ือการ
ขนส่งและเก็บรักษาที่สะดวกและประหยัด โดยจะอาศัยใช้สีย้อมที่มีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอสายคู่ที่ผ่านการ
เพ่ิมปริมาณและให้การเปลี่ยนแปลงสีหรือการเรืองแสงที่อ่านผลได้ด้วยตาเปล่าในการบ่งชี้ความส าเร็จของการ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ปฏิกิริยาทั้งหมดตั้งแต่ขั้นใส่ตัวอย่างที่ต้องการตรวจจนถึงขั้ นการเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมและอ่านผลสีด้วยตาเปล่า เกิดภายในขั้นตอนเดียว จึงเหมาะกับการตรวจระดับท้องถิ่น หรือ ณ จุด
ดูแล (point-of-care) และการพัฒนาสู่ชุดตรวจส าเร็จรูป โดยก่อนหน้านี้คณะผู้วิจัยได้ประสบความส าเร็จการ
ประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP เพ่ือการตรวจเชื้อและจดอนุสิทธิบัตรมาแล้วกว่า 30 เรื่อง ตัวอย่างเช่น ชุดตรวจ VIP 
Safe Plus ส าหรับ E. coli O157 รวมถึงต้นแบบชุดตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ Staphylococcus 
aureus ก่อโรคอาหารเป็นพิษเชิงปริมาณที่มีความจ าเพาะและความไวสูงโดยการผนวกเทคนิค LAMP เข้ากับ
การใช้สีย้อมเรืองแสงในกลุ่ม styryl dye ที่พัฒนาขึ้นโดยหัวหน้าโครงการ ภายใต้ทุนศาสตราจารย์วิจัยดีเด่น 
(DPG5780002) (นราพร สมบูรณ์นะ และคณะ, 2560) โดยสามารถตรวจจับเชื้อได้ในเชิงปริมาณตั้งแต่ความ
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เข้มข้น 1-10 colony forming units (CFU) ใช้เวลาในการตรวจน้อยกว่า 30 นาที  และไม่จ าเป็นต้องใช้
เครื่อง thermal cycler และเครื่องเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ขั้นตอนการท าได้ง่าย สะดวก และสารเคมีที่ใช้มีความ
ปลอดภัยสูง แต่ยังอยู่ในรูปของการท า LAMP ในหลอดทดลอง และยังต้องมีข้ันตอนการเติมสีย้อมแยกต่างหาก
หลังการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแล้ว ซึ่งไม่ค่อยสะดวกนักส าหรับการใช้งานในภาคสนาม ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยจึง
ต้องการต่อยอดโดยการพัฒนาชุดตรวจให้ใช้งานง่ายยิ่งขึ้น โดยการพัฒนาชุดตรวจให้อยู่ในรูปแบบ paper 
chip ที่มีไพรเมอร์ เอ็นไซม์ และสีย้อมส าเร็จรูป ในรูปแบบพร้อมใช้ และง่ายต่อการใช้งาน การเก็บรักษา และ
การขนส่ง ตลอดจนสามารถใช้งานได้จริงโดยผู้ใช้และผู้ประกอบการในระดับท้องถิ่น  
 Escherichia coli เป็นแบคทีเรียที่พบได้ในล าไส้ของคนและสัตว์ และไม่ท าอันตรายหรือก่อโรค 
อย่างไรก็ตาม มี E. coli หลายสายพันธุ์ที่ก่อโรคติดเชื้อ เช่น โรคอุจจาระร่วง โรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ การติด
เชื้อในกระแสเลือด และโรคระบบทางเดินปัสสาวะอักเสบ เป็นต้น โดยโรคอุจจาระร่วงเกิดจากการปนเปื้อน
ของเชื้อในอาหารและน้ าดื่ม ซึ่งสามารถแบ่งกลุ่มได้ตามกลไกการก่อโรคและลักษณะอาการของผู้ป่วย อาทิเช่น 
enterotoxigenic E. coli (ETEC) เป็นสายพันธุ์ที่สร้างสารพิษเรียก enterotoxin ท าให้เกิดอาการท้องร่วง
แบบเฉียบพลัน ถ่ายเหลวเป็นน้ า และ enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) สร้างสารพิษ Shiga ท าให้เกิด
อาการท้องร่วงรุนแรง ถ่ายเป็นมูกเลือด เม็ดเลือดแดงแตก และไตวายเฉียบพลัน ท าให้เกิดการเสียชีวิตได้ (Ali 
et al., 2012; Brooks et al., 2005) ท าให้ European Commission หรือ EU จึงมีข้อบังคับห้ามปริมาณ E. 
coli ในเนื้อสับและชิ้นเนื้อเกิน 50-500 และ 500-5000 colony forming units (CFU) ต่อกรัม ตามล าดับ 
ด้วยเหตุนี้การตรวจจับ E. coli ที่อาจปนเปื้อนจึงจ าเป็นและส าคัญอย่างยิ่ง ท าให้ในปัจจุบันมีงานวิจัยมากมาย
ที่พัฒนาวิธีการตรวจ E. coli ทั้งจากโปรตีนเช่น enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และจาก
สารพันธุกรรมเช่น polymerase chain reaction (PCR) และ real-time PCR  อย่างไรก็ดี ยังไม่มีชุดตรวจ
ส าเร็จที่พกพาสะดวก ใช้งานง่าย ใช้เวลาในการท ารวดเร็ว อ่านผลได้ด้วยตาเปล่า ไม่ต้องอาศัยห้องปฏิบัติการ/
ผู้เชี่ยวชาญ/เครื่องมือจ าเพาะ และยังคงมีความแม่นย า ความไว และความจ าเพาะที่สูง ด้วยเหตุนี้งานวิจัยนี้จึง
มีวัตถุประสงค์จะพัฒนาชุดตรวจที่มีคุณสมบัติดังกล่าวนี้ ส าหรับตรวจ E. coli ปนเปื้อนในอาหารและเครื่องดื่ม  
 สารพิษ staphylococcal enterotoxin A (SEA) จากแบคทีเรีย S. aureus พบได้ทั่วไปในดิน น้ า 
อากาศ ทางเดินหายใจ และบนผิวหนังของมนุษย์จึงท าให้เกิดการปนเปื้อนในอาหารได้ง่าย หากรับประทาน
อาหารที่ดิบ หรือใช้ความร้อนและระยะเวลาในการปรุงไม่เพียงพอต่อการท าลาย SEA ซึ่งทนความร้อน 100 
องศาเซลเซียส ได้เป็นเวลาถึง 30 นาที และที่ระดับ 143.3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 9 วินาที อีกทั้งแบคทีเรีย
ชนิดนี้เจริญได้ในสภาวะความเค็มระดับปานกลาง จึงท าให้เชื้อหรือสารพิษนี้ถูกพบได้ในอาหารที่หลากหลาย 
ส่วนใหญ่ได้แก่ อาหารประเภทไขมันและมีเชื้อคู่แข่งน้อย เช่น นม เนยแข็ง คัสตาร์ด ขนมอบ ไอศกรีม และ
เนื้อสัตว์ โดยอาหารที่มี SEA ปนเปื้อนมักมีกลิ่น รส และสภาพอาหารปกติ ท าให้ผู้ผลิตและผู้บริโภค ไม่ทราบ
ว่าอาหารนั้นมี SEA ปนเปื้อนอยู่ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้ (Argudín et al, 2010) การป้องกันและ
ควบคุมโรคอาหารเป็นพิษจาก S. aureus สายพันธุ์ที่มียีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอ (sea) ที่สามารถผลิต SEA 
คือป้องกันการปนเปื้อนจากคนและสิ่งแวดล้อม เช่น ไม่ควรสัมผัสอาหาร หรือใช้มือในการหยิบหรือจับอาหารที่
ปรุงสุกแล้ว ไม่ตั้งอาหารทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลานานก่อนรับประทาน ควรเก็บอาหารไว้ในตู้เย็นที่มี
อุณหภูมิต่ าเพ่ือไม่ให้ S. aureus เพ่ิมจ านวน ทั้งนี้ S. aureus สายพันธุ์ที่มี sea สามารถผลิต SEA เมื่อเจริญ
ในอาหารที่อุณหภูมิระหว่าง 15.6 และ 46.1 องศาเซลเซียส และผลิตได้ดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
สารพิษนี้ก่อให้เกิดโทษกับผู้บริโภคได้เมื่อได้รับในปริมาณตั้งแต่ 100 นาโนกรัมต่อ 100 กรัมของอาหาร และ
ตามมาตรฐานอาหารก าหนดว่าอาหารที่เตรียมเพ่ือบริโภคดิบ อาหารปรุงสุกทั่วไป และปรุงสุกแล้วแช่เย็น ต้อง
ไม่มีการปนเปื้อนของ S. aureus  มากกว่า 100 เซลล์หรือ CFU ต่อกรัมอาหาร อาการของโรคได้แก่ อาเจียน 
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คลื่นไส้ ปวดท้อง ท้องเดิน ปวดบิดในท้อง อุจจาระร่วงเป็นน ้า เป็นตะคริว และอาจมีอาการร่วมอ่ืนๆ เช่น ปวด
ศีรษะ เหงื่อออก หนาวสั่น ช็อค หรือมีเลือดปนในอุจจาระ โดยเฉพาะในเด็กเล็กและผู้สูงอายุอาการอาจรุนแรง
ถึงข้ันเสียชีวิตได้ 
 
2. การทบทวนวรรณกรรม 
อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษและการประยุกต์ใช้กับเชื้อก่อโรค 
 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษได้ถูกท าให้ได้รับความนิยมขึ้นเมื่อไม่นานมานี้โดยกลุ่มวิจัยของ 
Whitesides (Martinez et al., 2007) เนื่องจากกระดาษเป็นวัสดุที่มีราคาถูก สามารถปรับเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชัน
ได้ง่าย และมีคุณสมบัติพิเศษคือการดูดซับของไหล ท าให้ของไหลสามารถเคลื่อนที่ไปบนกระดาษได้ ในแง่นี้
อาจถือว่าอุปกรณ์ตรวจวัดประเภท immunochromatographic strip หรือ lateral flow device (LFD) เป็น
สับเซ็ตหนึ่งของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษที่มีรูปแบบการวิเคราะห์ไม่ซับซ้อนเนื่องจากมีการไหลใน
ทิศทางเดียวและมักจะตรวจวัดเป้าหมายเพียงชนิดเดียว แต่อุปกรณ์ฐานกระดาษในยุคหลังสามารถพัฒนาการ
ท างานให้ซับซ้อนมากขึ้น เช่นสามารถควบคุมรูปแบบหรือทิศทางของการไหลได้โดยการสร้างช่องทางไหล 
(flow channels) ด้วยการพิมพ์ไข (wax printing) นอกจากนี้ยังสามารถน าชิ้นกระดาษมาประกอบกันเป็น
ชั้นๆ ท าให้เกิดอุปกรณ์ตรวจวัดในรูปกระดาษที่เป็นสามมิติ (Martinez et al., 2008) ซึ่งสามารถท าหน้าที่ได้
หลากหลายตามล าดับขั้นตอนในลักษณะที่ควบคุมได้ เช่น การเตรียมตัวอย่าง การตรวจวัดตัวอย่าง ซึ่งอาจท า
ได้หลายเป้าหมายพร้อมกัน (Martinez et al., 2010; Fernandes et al., 2017) อุปกรณ์ฐานกระดาษได้ถูก
น ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดเชื้อก่อโรค ซึ่งอาจท าได้โดยการตรวจวัดสมบัติบางประการของเชื้อโดยตรง 
เช่น ลักษณะของประจุบนพื้นผิว (Creran et al., 2014) หรือการผลิตเอนไซม์ที่จ าเพาะเจาะจงของกลุ่มหรือส
ปีชีส์ของแบคทีเรีย เช่น E. coli (ผลิตเอนไซม์ β-galactosidase และ β-glucuronidase), Enterococcus 
sp. (ผลิตเอนไซม์ β-glucosidase), Streptococcus aureus (ผลิตเอนไซม์ protease) ซึ่งเมื่อเกิดปฏิกิริยา
กับสับสเตรตที่จ าเพาะต่อเอนไซม์จะท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่ตรวจวัดได้ด้วยตาเปล่าจากสี (Jokerst et al., 2012; 
Hossain et al., 2012; Adkins et al., 2017; Suaifan et al., 2017) หรือโดยปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้า 
(Adkins et al., 2017) การตรวจวัดด้วยวิธีทางอิมมูโนวิทยา โดยอาศัยแอนติบอดี (Li et al., 2011; Terao et 
al., 2013; Yonekita et al., 2013) หรือแอพตาเมอร์ที่จ าเพาะกับเชื้อ (Bruno, 2014) ตัวอย่างที่น่าสนใจหนึ่ง
ผู้วิจัยได้ออกแบบอุปกรณ์ที่สามารถตรวจวัดเชื้อก่อโรคในอาหารถึง 10 ชนิดได้พร้อมกันโดยใช้เทคโนโลยีของ 
upconverting phosphor มีความไวอยู่ในช่วง 103-105 CFU/mL และมีความจ าเพาะอยู่ในช่วง 80-100% 
(Zhao et al., 2016) วิธีทางอิมมูโนวิทยาและการตรวจเอนไซม์นี้มีจุดเด่นคือสามารถตรวจวัดแบคทีเรียได้
โดยตรงโดยไม่ต้องมีการเตรียมตัวอย่าง (whole cell detection) แต่มีจุดด้อยคือยังมีความไวค่อนข้างต่ า จึง
จ าเป็นต้องมีข้ันตอนของการ enrichment ซึ่งอาจใช้เวลานานถึง 12 ชั่วโมง อีกวิธีหนึ่งคือการตรวจวัดในระดับ
สารพันธุกรรมบนอุปกรณ์ฐานกระดาษ วิธีดังกล่าวมีความไวสูงกว่า เนื่องจากสามารถเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR หรือเทคนิคอ่ืนที่ใกล้เคียงกัน และมีความจ าเพาะเจาะจงสูงกว่าอีกสองวิธีที่กล่าว
มาแล้วมากเนื่องจากเป็นการตรวจวัดในระดับสารพันธุกรรม แต่มีข้อเสียคือต้องมีขั้นตอนการสกัดและเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมก่อน (Dineva et al., 2007) อย่างไรก็ตาม ขั้นตอนนี้ใช้เวลาราว 2-3 ชั่วโมง ซึ่งไม่นาน
เท่าการท า enrichment 
อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษส าหรับตรวจวัดสารพันธุกรรมโดยหลักการของไฮบริไดเซชันโพรบ 
 การตรวจวัดสารพันธุกรรมบนอุปกรณ์ฐานกระดาษอาจท าโดยอาศัยไฮบริไดเซชันโพรบที่จ าเพาะกับ
ล าดับเบสของสารพันธุกรรมที่จะตรวจสอบ หรือการตรวจวัดการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยไม่ต้องอาศัยโพ
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รบ การตรวจวัดแบบที่ต้องอาศัยไฮบริไดเซชันโพรบส่วนใหญ่จะอาศัยการตรึงดีเอ็นเอโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่
จ าเพาะในรูปแบบของ array เพ่ือเป็นโพรบส าหรับจับยึดกับดีเอ็นเอเป้าหมาย (Call et al., 2003; Rasooly 
et al., 2008; Severgnini et al., 2011) ซึ่งมักจ าเป็นต้องติดฉลากที่ตัวอย่าง เช่น ฉลากเรืองแสง 
(Fluorescein, Cy3, Cy5 etc) หรือไบโอติน เพ่ือให้สามารถตรวจวัดได้โดยใช้เทคนิคการเรืองแสง หรือการท า
ให้เกิดสีที่เร่งด้วยเอนไซม์ (enzymatically generated colorimetric reaction) ในกลุ่ม peroxidase หรือ 
alkaline phosphatase โดยการติดฉลากสามารถท าได้ไม่ยากนักโดยการติดฉลากที่ไพรเมอร์ที่ใช้ ในการเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรม ตัวอย่างของงานวิจัยที่เกี่ยวข้องเช่น  งานของ Noor and Krull (2013), Araújo  et 
al. (2012), Song et al. (2014), Zhou et al. (2014), Glavan et al. (2016) และนอกจากนี้ยังได้มีผู้พัฒนา
อุปกรณ์ตรวจวัดสารพันธุกรรมในรูปแบบของ LFD (Posthuma-Trumpie et al., 2009) ซี่งส่วนใหญ่อาศัย
หลักการของ sandwich hybridization assay โดยใช้อนุภาคทองค านาโนหรือการติดฉลากชนิดอ่ืน เช่น 
อนุภาคคาร์บอนที่ติดฉลากด้วยดีเอ็นเอเพ่ือท าให้เกิดสี (Glynou et al., 2003; Litos et al., 2007; Mao et 
al., 2009) วิธีนี้มีข้อดีคือไม่ต้องมีการติดฉลากที่ดีเอ็นเอตัวอย่าง นอกจากนี้ยังสามารถเพ่ิมความไวของการ
ตรวจวัดได้ถึง 3 orders of magnitude โดยการใช้อนุภาคทองที่ดัดแปรด้วยเอนไซม์ horse radish 
peroxidase ท าให้สามารถตรวจวัดดีเอ็นเอเป้าหมายได้ต่ าถึงระดับ 10 fM โดยไม่ต้องใช้เครื่องมือที่ซับซ้อน 
(He et al., 2011)  ข้อจ ากัดของการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR ซึ่งต้องอาศัยเครื่อง thermal 
cycler สามารถหลีกเลี่ยงได้โดยใช้เทคนิค isothermal amplification เช่น recombinase polymerase 
amplification (RPA) (El-Shahawi et al., 2016; Magro et al., 2017) หรือ loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) (Kongkasuriyachai et al., 2017; Kaewphinit et al., 2013) นอกจากนี้ยังได้มีการ
พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอบนกระดาษที่ผนวกข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและการตรวจวัดโดยเทคนิค 
LFD ไปด้วยกันในอุปกรณ์ชิ้นเดียวที่ท าให้ใช้งานได้สะดวกมากยิ่งขึ้น (Choi et al., 2015; Choi et al., 
2016a; Choi et al., 2016b; Tang et al., 2017; Xu et al., 2017) เทคโนโลยีเหล่านี้ได้เริ่มมีการน าไปใช้
งานทางด้านการตรวจเชื้อก่อโรคในอาหารบ้างแล้ว ตัวอย่างเช่น การตรวจหา Listeria sp และ Listeria 
monocytogenes ในตัวอย่างอาหาร (Blažková et al. 2009a; Blažková et al. 2009b) การใช้ LAMP-
LFD เพ่ือตรวจหาเชื้อ Toxoplasma gondii ในอาหารส าเร็จรูป (Lalle et al., 2018) ในประเทศไทยเองก็มี
ผู้พัฒนาชุดทดสอบสารพันธุกรรมในรูปแบบของ LFD เพ่ือการตรวจวัดเชื้อก่อโรคอยู่บ้าง ตัวอย่างเช่นงานวิจัย
ของ โกสุม จันทรศิริ และคณะ (2560) 
เทคโนโลยีพีเอ็นเอกับอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 
 ในงานที่กล่าวมาข้างต้นทั้งหมดจะใช้เทคโนโลยีของดีเอ็นเอ หรือแอนติบอดี  เพ่ือเป็นตัวจับสาร
พันธุกรรมของเชื้อก่อโรคที่ผ่านการเพ่ิมปริมาณมาแล้ว ในช่วงประมาณ 20 ปีที่ผ่านมาได้มีการพัฒนาโอลิโกนิ
วคลีโอไทด์แอนาล็อกที่โดดเด่นอันหนึ่งคือพีเอ็นเอ ซึ่งเกิดจากการแทนที่โครงสร้างของดีออกซีไรโบสฟอสเฟต
ของดีเอ็นเอด้วยเพปไทด์  พีเอ็นเอมีความเสถียร และแสดงสมบัติการจับยึดที่เหนือกว่าดีเอ็นเอ ทั้งในแง่ของ
ความแข็งแรงและจ าเพาะเจาะจง มันจึงมีศักยภาพท่ีจะใช้เป็นไฮบริไดเซชันโพรบแทนดีเอ็นเอที่ใช้กันโดยทั่วไป 
โดยมีหลักฐานว่าการใช้พีเอ็นเอโพรบที่มีความแข็งแรงในการจับยึดสูงสามารถช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของการ
ตรวจวัดดีเอ็นเอเป้าหมายได้ดียิ่งขึ้น (Pokorski et al., 2005; Zhang and Appella, 2007) มีตัวอย่าง
มากมายที่ใช้พีเอ็นเอเป็นไฮบริไดเซชันโพรบส าหรับตรวจวัดกรดนิวคลีอิกที่เป็นเป้าหมาย ซึ่งโดยทั่วไปจะต้อง
ตรึงพีเอ็นเอโพรบบนวัสดุรองรับ เช่น ขั้วไฟฟ้าทองหรือคาร์บอน กระจกสไลด์ ซิลิคอนชิป หรือพอลิเมอร์  
(Brandt, 2004) จากนั้นจึงน าไปไฮบริไดซ์กับดีเอ็นเอเป้าหมายและตรวจวัดโดยเทคนิคต่างๆ เช่น ตัวอย่างเช่น 
เคมีไฟฟ้า, Surface Plasmon Resonance (SPR), การตรวจวัดการเรืองแสง โดยข้อได้เปรียบของพีเอ็นเอ
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นอกเหนือจากความแข็งแรงของการจับยึดและความจ าเพาะเจาะจงที่มากกว่าการใช้ดีเอ็นเอเป็นโพรบดังที่
กล่าวมาแล้วข้างต้นคือโครงสร้างที่ปราศจากประจุลบเนื่องจากไม่มีหมู่ฟอสเฟตของพีเอ็นเอท าให้สามารถใช้
หลักการตรวจวัดอ่ืนที่ไม่สามารถท าได้เมื่อใช้ดีเอ็นเอปกติเป็นโพรบ เช่น การตรวจวัดจากหมู่ฟอสเฟตของดีเอ็น
เอที่มาไฮบริไดซ์กับพีเอ็นเอโพรบด้วยเทคนิค TOF-SIMS (Arlinghaus et al., 1997; Brandt et al., 2006) 
การตรวจวัดสัญญาณทางเคมีไฟฟ้าที่เกิดจากสีย้อมประจุบวกหรือสีย้อมที่จับได้เฉพาะกับดีเอ็นเอหรือไฮบริด
ของพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ (Raymond  et al., 2005; Yildiz et al., 2013; Hejazi et al., 2010) หรือการ
ตรวจวัดจากการจับของอนุภาคเงินหรือทองนาโนที่มีประจุบวกตามด้วยการขยายสัญญาณโดยการตกตะกอน
ของโลหะ (Pokorski et al., 2005; Kim et al., 2010) เป็นต้น ท าให้ไม่จ าเป็นต้องใช้หลักการของ sandwich 
hybridization assay แม้จะมีงานวิจัยจ านวนมากที่เก่ียวข้องกับการพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดสารพันธุกรรมฐาน
กระดาษในรูปของ array (Choi et al., 2017) แต่ก็มีงานวิจัยน้อยมากที่ใช้พีเอ็นเอเป็นโพรบ โดยนอกจากงาน
ชิ้นหนึ่งที่ตีพิมพ์มานานแล้ว (Hoffmann et al., 1997) ที่เหลือล้วนแต่เป็นผลงานที่มาจากห้องปฏิบัติการของ
คณะผู้วิจัยเอง ทั้งสิ้น (Laopa et al., 2013; Jirakittiwut et al., 2015; Teengam et al., 2017a; 
Teengam et al., 2017b) ในส่วนของ LFD ที่เกี่ยวข้องกับพีเอ็นเอโพรบเพ่ิงมีงานเพียงสองชิ้นเท่านั้นที่ได้รับ
การตีพิมพ์ (Sayers et al., 2018; Xu et al., 2018) โดยทั้งสองชิ้นเป็นงานในปี ค.ศ. 2018 และใช้พีเอ็นเอ
ชนิดดั้งเดิมคือ aegPNA ที่มีประสิทธิภาพต่ ากว่าพิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอที่คณะผู้วิจัยได้พัฒนามาอย่างต่อเนื่อง 
(Vilaivan, 2015) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการใช้พีเอ็นเอเพ่ือเป็นโพรบแทนดีเอ็นเอในอุปกรณ์ตรวจวัดสารพันธุกรรม
ฐานกระดาษทั้งในรูปแบบ array และ LFD ยังมีผู้ศึกษาไม่มากนัก แต่ก็มีตัวอย่างเพียงพอที่จะแสดงให้เห็นว่า
แนวคิดนี้เป็นไปได้และสมควรจะศึกษาพัฒนาต่อไปเป็นอย่างยิ่ง 
อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษส าหรับตรวจวัดสารพันธุกรรมโดยอาศัยหลักการ LAMP 
 ดังที่กล่าวไปแล้วว่าขั้นตอนหนึ่งที่เป็นข้อจ ากัดในการตรวจวิเคราะห์ที่เกี่ยวเนื่องกับสารพันธุกรรม คือ
การที่ต้องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR ซึ่งต้องอาศัยเครื่อง thermal cycler อย่างไรก็ตาม 
ข้อจ ากัดนี้สามารถหลีกเลี่ยงได้โดยใช้เทคนิค isothermal amplification เช่น recombinase polymerase 
amplification (RPA) (El-Shahawi et al., 2016; Magro et al., 2017) หรือ loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) (Kongkasuriyachai et al., 2017; Kaewphinit et al., 2013) โดยเฉพาะเทคนิค 
LAMP ซึ่งท าได้ที่อุณหภูมิคงที่ค่าเดียวจึงไม่จ าเป็นต้องอาศัยเครื่อง thermal cycler อีกทั้งยังให้ประสิทธิภาพ
ของการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอที่สูงและจ าเพาะเจาะจงกว่า PCR นอกจากนี้ยังให้ by-product คือ 
magnesium pyrophosphate ซึ่งจะตกตะกอนท าให้สารละลายขุ่น ซึ่งใช้บ่งบอกความส าเร็จของการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอได้ด้วยตัวเอง อย่างไรก็ตาม การอ่านผลด้วยตาเปล่าจากความขุ่นของตะกอนสังเกตได้ยาก จึงมี
ผู้พัฒนาใช้สีย้อมหรือตัวตรวจวัดอ่ืนในการตรวจวัดผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น เพื่อช่วยเพิ่มความไวและความจ าเพาะใน
การวิเคราะห์ผล ตัวอย่างเช่น การใช้อนุภาคทองค าระดับนาโนที่ตรึงด้วยดีเอ็นเอโพรบที่จ าเพาะ (Arunrut et 
al., 2013; Suebsing et al., 2013) การใช้สีย้อม hydroxynaphthol blue (HNB) ซึ่งเปลี่ยนแปลงสีได้ตาม
ปริมาณของแมกนีเซียมไอออนในปฏิกิริยา ท าให้สามารถตรวจสอบความส าเร็จของปฏิกิริยาได้จากปริมาณของ 
Mg2+ ที่ลดลง (Goto et al., 2009; Bearinger et al., 2011) นอกจากนี้ยังมีการใช้รีเอเจนต์ที่เมื่อท าปฏิกิริยา
กับฟอสเฟตที่ปลดปล่อยออกมาแล้วเกิดเป็น blue phosphomolybdenum complex (Zhang et al., 
2014) การใช้สีย้อมเรืองแสงที่จ าเพาะกับดีเอ็นเอ เช่น SYBR Green (Parida et al., 2005; Hill et al., 
2008) หรือ Gel red (Herrera-Vasquez et al., 2018) ที่เข้าจับโดยตรงกับดีเอ็นเอที่เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจาก 
LAMP ท าให้เกิดการเรืองแสงสีเขียวเมื่ออ่านผลภายใต้เครื่องฉายแสงยูวี การใช้ silver nanoplate ที่เปลี่ยนสี
เมื่อจับกับดีเอ็นเอ (Chaumpluk and Suriyasomboon, 2014) หรือสีย้อม crystal violet (CV) ที่ในสภาพ
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เป็น sulfite adduct จะไม่มีสี แต่เมื่อจับกับดีเอ็นเอจะเกิดการหลุดออกของหมู่ซัลไฟต์ เกิดเป็นสีม่วง-น้ าเงิน
ขึ้น (Miyamto et al., 2015) ซึ่งหลักการนี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัด LAMP บนกระดาษได้ แต่
ส่วนใหญ่จะเป็นการท าปฏิกิริยาในหลอดทดลอง แล้วน าผลิตภัณฑ์มาตรวจวัดบนกระดาษโดยดูการเปลี่ยนสี
ด้วยตาเปล่า (Zhang et al., 2015; Hongwarittorrn et al., 2017; Roy et al., 2017) ซึ่งหากสามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอและการตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในเชิงปริมาณไปด้วยกันในอุปกรณ์ชิ้นเดียวก็จะท าให้ใช้งานได้
สะดวกมากยิ่งขึ้นดังเช่นตัวอย่างในงานวิจัยของ Seok et al. (2017) 
 โดยสรุป การตรวจสอบจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค LAMP นี้ใช้เพียงอุปกรณ์ให้ความร้อน ที่ช่วง 60-65 
องศาเซลเซียส และสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า วิธีการตรวจสอบนี้จึงมีความเหมาะสมกับการตรวจในระดับ
ท้องถิ่นและ ณ จุดดูแล มีความไวสูงกว่า เมื่อเทียบกับเทคนิค PCR (0.01-1 fg DNA vs 0.2-10 fg DNA) 
(Techathuvanan et al., 2010; Suebsing et al., 2013; Ranasinghe et al., 2015)  ให้ความจ าเพาะสูง 
รวดเร็ว ง่าย และราคาไม่แพง โดยคณะผู้วิจัย (WK, NS) ได้พัฒนาชุดตรวจวัดที่อาศัยเทคโนโลยีของ LAMP 
ขึ้นมาเป็นจ านวนมากตัวอย่างเช่น ชุดตรวจโรคกุ้งตายด่วนด้วยเทคนิค LAMP-nano gold (วรรณสิกา เกียรติ
ปฐมชัย และคณะ, 2559) แต่ยังไม่เคยพัฒนาอุปกรณ์ส าเร็จรูปบนกระดาษที่ใช้งานได้สะดวก และให้ผลดี
เทียบเท่ากับการท า LAMP ปกติในหลอดทดลอง อีกทั้งจากตัวอย่างที่ยกมาข้างต้นแสดงให้เห็นว่าสามารถ
เลือกใช้สีย้อมที่หลากหลายส าหรับตรวจวัดผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นหรือลดลงจากปฏิกิริยา LAMP ไม่ว่าจะเป็นดีเอ็น
เอ แมกนีเซียม หรือฟอสเฟตไอออน และยังน่าจะมีความเป็นไปได้ที่จะใช้สีย้อมดีเอ็นเอชนิดอ่ืนๆ ที่สังเคราะห์
ได้เอง ที่อาจมีราคาถูกและ/หรือมีประสิทธิภาพเทียบเท่าหรือดีกว่าสีย้อมที่มีการใช้งานกับเทคนิค LAMP อยู่
แล้ว ตัวอย่างหนึ่งคือสีย้อมชนิด styryl dye ที่มีผู้ พัฒนาขึ้นมาก่อนหน้านี้เ พ่ือใช้เป็นสีย้อมดีเอ็นเอ 
(Bohländer and Wagenknecht, 2015; Lee et al., 2003) และคณะผู้วิจัยได้เคยแสดงให้เห็นโดยหลักการ
แล้วว่าสามารถใช้ติดตามปฏิกิริยา LAMP ในหลอดทดลองได้เป็นอย่างดี (นราพร สมบูรณ์นะ และคณะ, 2560) 
 
3. วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือค้นหาล าดับเบสของดีเอ็นเอที่จะใช้เป็นเครื่องหมายส าหรับตรวจวัดแบคทีเรียปนเปื้อนในอาหาร 
2. เพ่ือพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษที่ใช้งานได้ง่ายส าหรับตรวจวัดแบคทีเรียปนเปื้อนใน

อาหาร 
3. เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวัดการปนเปื้อนของแบคทีเรียในตัวอย่างจริง 
4. เพ่ือพัฒนารูปแบบอุปกรณ์ตรวจวัดให้อยู่ในลักษณะพร้อมใช้งาน 

 
4. เนื้อหางานวิจัยโดยสรุป 
 โครงการวิจัยนี้แบ่งเป็นสองโครงการย่อย เกี่ยวเนื่องกับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่จ าเพาะกับเชื้อ
ที่สนใจ และตรวจสอบความส าเร็จของการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมนั้น โดยจะมุ่งเน้นการพัฒนาเทคโนโลยีที่
ได้เคยพัฒนามาแล้วจากงานวิจัยที่ได้รับทุน สกว. ก่อนหน้านี้ไปเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษที่ใช้งานได้ง่าย 
ไม่ต้องการเครื่องมือที่ซับซ้อนในการทดลอง อ่าน และแปลผล โดยรายละเอียดการด าเนินงานของแต่ละ
โครงการสามารถสรุปได้ดังนี ้(สามารถดูรายละเอียดทางวิชาการของทั้งแต่ละโครงการย่อยในภาคผนวก) 
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โครงการย่อยท่ี 1 : การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษเพื่อบ่งชี้เชื้อก่อโรคในอาหารโดยอาศัย
พีเอ็นเอโพรบ 
 โครงการนี้มีเนื้อหาเกี่ยวข้องกับการพัฒนาตัวตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษจากพีเอ็นเอโพรบ โดย
ประยุกต์จากปฏิกิริยาการตรึงพีเอ็นเอบนกระดาษที่ได้พัฒนามาอย่างต่อเนื่องในกลุ่มวิจัย  (Laopa et al. 
2013; Jirakittiwut et al. 2015; Leekrajang, 2019) เพ่ือใช้ตรวจวัด Bacillus cereus ซ่ึงเป็นเชื้อก่อโรคใน
อาหารที่ส าคัญชนิดหนึ่ง และมีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกับ Bacillus สายพันธุ์อ่ืนอย่างมาก ดังนั้น
กระบวนการตรวจหาการปนเปื้อน B. cereus ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง B. cereus กับสายพันธุ์ที่
กล่าวข้างต้น ที่ท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว และมีค่าใช้จ่ายต่ า โดยให้ผลการตรวจสอบที่แม่นย าสูง เป็นสิ่งส าคัญ 
โดยคณะผู้วิจัยมีสมมติฐานว่าการใช้เทคโนโลยีของพิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอโพรบที่มีความจ าเพาะสูง (Vilaivan, 
2015) น่าจะเหมาะสมกับโจทย์ดังกล่าว 
 อุปกรณ์ตรวจวัดเชื้อ B. cereus ที่พัฒนาขึ้นภายใต้โครงการนี้ประกอบด้วยพีเอ็นเอโพรบที่ตรึงบน
กระดาษกรองที่ผ่านการดัดแปรด้วย carboxymethylcellulose เพ่ือให้มีพ้ืนผิวเป็นหมู่คาร์บอกซิลิกที่สามารถ
เกิดปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนของพีเอ็นเอได้โดยปฏิกิริยาเอไมด์คัปปลิง ซึ่งเป็นหลักการที่ คณะผู้วิจัยในการ
ประดิษฐ์ได้พัฒนาขึ้นเพ่ือวัตถุประสงค์อ่ืนมาก่อนแล้ว (Jirakittiwut et al. 2020) โดย ซึ่งคณะผู้วิจัยได้ใช้
ข้อมูลทางชีวสารสนเทศ เพ่ือคัดเลือกยีนที่เป็นเอกลักษณ์ของ B. cereus มา 2 ตัวคือ GroEL (chaperonin) และ 
MotB (flagella motor protein)  และได้คัดเลือกยีนควบคุมอีกตัวหนึ่งคือยีน 16S rRNA ซึ่งพบได้ในแบคทีเรีย
ทั่วไป และได้น าล าดับเบสของยีนดังกล่าวมาออกแบบดีเอ็นเอไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และพีเอ็น
เอโพรบส าหรับระบุตัวตนของ B. cereus โดยในอุปกรณ์ตรวจวัดแต่ละชิ้นประกอบด้วยพีเอ็นเอโพรบที่จ าเพาะ
กับยีนทั้งสองตัวของ B. cereus และยีนควบคุม ในการใช้งานจะต้องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ที่ติดฉลากด้วยไบโอตินแยกกัน 3 คู่ ส าหรับเพ่ิมปริมาณของยีน GroEl, MotB และ 16S rRNA 
ตามล าดับ และน า PCR amplicon ที่ได้ไปไฮบริไดซ์กับพีเอโพรบซึ่งตรึงอยู่บนกระดาษที่อุณหภูมิห้อง ตาม
ด้วยการท าปฏิกิริยาสร้างสีโดยใช้เอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเทสที่เชื่อมต่อกับสเตรปตาวิดิน หากมีเชื้อ B. 
cereus ในตัวอย่างควรจะเห็นจุดที่ตรงกับยีนทั้งสามต าแหน่ง กระบวนการนี้อาศัยการขยายสัญญาณสองครั้ง 
(PCR และการใช้เอนไซม์) จึงน่าจะท าให้การตรวจวัดนี้มีความไวที่สูง 

ในงานวิจัยได้พิสูจน์ความส าเร็จของการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีนทั้งสามว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอได้และมีความจ าเพาะเจาะจงกับ B. cereus โดยใช้เทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ซึ่งแสดงให้เห็นแถบของ 
PCR amplicon ที่มีขนาดตรงกับที่ออกแบบไว้ และมีความจ าเพาะกับเฉพาะ B. cereus กล่าวคือจะไม่เกิด
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ หรือได้ amplicon ที่ไม่ตรงกับขนาดที่ค านวณไว้ส าหรับเชื้ออ่ืนที่มีความใกล้ชิดกัน 
เช่น Bacillus ชนิดอ่ืนๆ จากนั้นจึงได้พิสูจน์หลักการของการตรวจวัดโดยใช้อุปกรณ์ฐานกระดาษ ซึ่งพบว่า
ได้ผลตามที่คาดไว้ทุกประการ เว้นแต่ต าแหน่งของยีน 16s rRNA ที่ให้สัญญาณไม่ค่อยชัดเจนนักเมื่อเทียบกับ
อีกสองยีนที่เหลือ และได้ทดสอบความไวความไว (sensitivity) ของการตรวจวัด ด้วยการเปลี่ยนปริมาณของดี
เอ็นเอต้นแบบของกระบวนการ PCR ตั้งแต่ 0.5 – 100 ng พบว่าสามารถเห็นผลได้ชัดเจน แม้ที่ความเข้มต่ า
ที่สุดที่ใช้ (0.5/2.5 ng DNA/reaction ส าหรับยีน GroEL และ MotB ตามล าดับ) จึงยังไม่สามารถวัดขีดจ ากัด
ต่ าสุดของการตรวจวัดได้ บอกได้แต่ว่าต่ ามาก ซึ่งคณะผู้วิจัยจะได้ท าการทดลองเพ่ิมเติม เพ่ือหาขีดจ ากัดของ
อุปกรณ์ตรวจวัดต่อไป นอกจากนี้ยังได้ประเมินประสิทธิภาพของการท างานของอุปกรณ์ตรวจวัดฐานกระดาษ
กับตัวอย่างจริง ซึ่งเป็นข้าวสารบดที่ผ่านการ spike ด้วยเชื้อ B. cereus ที่ 1000 CFU/g ซึ่งเป็นตัวเลข
มาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ว่าในอาหารที่ยังไม่ผ่านการปรุงสุกไม่ควรจะเชื้อเกินค่านี้ จ านวน 25 
ตัวอย่าง และตัวอย่างควบคุมอีก 1 ตัวอย่าง ซึ่งผลการตรวจวัดพบว่าให้ผลบวกกับทั้งสองยีนอย่างชัดเจนในทุก
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ตัวอย่างที่มีการเติมเชื้อลงไป ในขณะที่ยีนควบคุม 16S rRNA นั้น แม้จะให้สัญญาณที่ไม่เข้มเทียบเท่ายีนหลัก
ทั้งสอง แต่ก็ให้สัญญาณที่แตกต่างชัดเจนกว่าพ้ืนหลังในทุกกรณี และในตัวอย่างควบคุมที่ไม่ได้เติมเชื้อลงไปก็
ไม่ใหส้ัญญาณที่ต าแหน่งของยีน GroEL และ MotB ที่เป็นตัวบ่งชี้การปนเปื้อนของ B. cereus แต่เห็นสัญญาณ
จางๆ ที่ยีนควบคุม 16S แสดงว่าอาจมีแบคทีเรียอ่ืนปนเปื้อนอยู่ ซึ่งเป็นการยืนยันว่าการที่ไม่เห็นสัญญาณของ 
GroEL และ MotB เป็น true negative โดยไม่ได้เกิดจากปัญหาระหว่างกระบวนการ PCR 
 ท้ายที่สุด คณะผู้วิจัยได้ออกแบบชุดปลอกบรรจุอุปกรณ์ตรวจวัด โดยใช้กระบวนการพิมพ์ในสามมิติ 
เพ่ือท าให้การใช้งานอุปกรณ์ตรวจวัดสะดวกขึ้น ทั้งในการหยิบจับ ลดการปนเปื้อน ท าผู้ปฏิบัติมีความปลอดภัย
มากขึ้นจากการลดการสัมผัสกับตัวอย่างและสารเคมีที่ใช้ในกระบวนการตรวจวัด และยังได้ออกแบบแท่น
ส าหรับถ่ายภาพอุปกรณ์ ในกรณีที่ต้องการน าไปผ่านกระบวนการวิเคราะห์ภาพต่อไป โดยอาศัยหลักการพิมพ์
ในสามมิติเช่นกัน โดยแท่นดังกล่าวได้ออกแบบให้สามารถถ่ายภาพได้โดยไม่มีเงาของสมาร์ทโฟนมาบัง และมี
ระยะห่างและต าแหน่งที่คงที่ อีกท้ังยังสามารถปรับระดับความสูงได้เพ่ือให้เหมาะสมกับสมาร์ตโฟนแต่ละรุ่น ซึ่ง
ชุดอุปกรณ์ประกอบดังกล่าวสามารถท างานได้ดีตามท่ีคาดหมายไว้  
 
โครงการย่อยท่ี 2: ปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษที่อ่านผลเชิงปริมาณด้วยสีภายในขั้นตอนเดียวเพื่อการ
ตรวจเชื้อก่อโรคในอาหาร 
 โครงการนี้เกี่ยวข้องกับการพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดดีเอ็นเอที่อ่านผลเชิงปริมาณได้โดยอาศัย
หลักการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูปเมดิเอเตทไอโซเทอมอลแอมพลิฟิเคชัน (loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP) ร่วมกับสีย้อมที่เปลี่ยนแปลงสีหรือการเรืองแสง เพ่ือน าไปพัฒนาต่อเป็น
อุปกรณ์ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียก่อโรคหรือแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษท่ีปนเปื้อนในอาหารที่ให้ผลแม่นย า และท าได้
สะดวก รวดเร็ว ไม่ต้องใช้เครื่องมือที่ซับซ้อน และ/หรือบุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญ ทั้งในรูปแบบที่เป็นหลอด
ทดลองและฐานกระดาษ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา LAMP ไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องเทอร์มอลไซเคิล 
(thermal cycler) และมีข้อได้เปรียบอ่ืนทั้งในแง่ของความง่าย ความจ าเพาะเจาะจง และประสิทธิภาพในการ
เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่เหนือกว่า PCR ที่เป็นที่นิยมใช้กันทั่วไป การใช้งานร่วมกับสีย้อมประจุบวกซึ่งมี
ค ว า ม จ า เ พ า ะ กั บ ดี เ อ็ น เ อ ส า ย คู่  ไ ด้ แ ก่  4-(4-(N,N-diethylamino)-2-(4-(trimethylammonium)-
butoxy)ethenyl)-1-methylquinolinium (4QL2+) ที่พัฒนาขึ้นในกลุ่มของผู้วิจัยเองท าให้สามารถบ่งชี้
ความส าเร็จของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้จากการเปลี่ยนแปลงสีที่อ่านผลได้ด้วยตาเปล่าแทนที่จะใช้วิธี
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยเชื้อที่เลือกมาเป็นเป้าหมายของการตรวจวัดได้แก่ Escherichia coli ซึ่งเป็นแบคทีเรีย
ที่พบได้ในล าไส้ของคนและสัตว์ โดยบางสายพันธุ์ที่ก่อโรคติดเชื้อ เช่น โรคอุจจาระร่วง นอกจากนี้ E. coli ยัง
เป็นตัวบ่งชี้สุขอนามัยของการเตรียมอาหาร โดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้ก าหนดมาตรฐานไม่เกิน 3-100 
MPN (most probable number)/กรัมของอาหาร ขึ้นกับประเภทของอาหาร (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 
2560) และต้องไม่พบเลยในน้ าดื่ม (ต่อมิลลิลิตร) อีกเป้าหมายหนึ่งคือเชื้อ Staphylococcal aureus ซึ่งพบได้
ทั่วไปในดิน น้ า อากาศ ทางเดินหายใจ และบนผิวหนังของมนุษย์ ท าให้เกิดการปนเปื้อนในอาหารได้ง่าย บาง
สายพันธุ์สามารถสร้างสารพิษ staphylococcal enterotoxin A (SEA) ซึ่งทนความร้อนได้ดี ตามมาตรฐาน
ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ อาหารที่เตรียมเพ่ือบริโภคดิบ อาหารปรุงสุกทั่วไป และปรุงสุกแล้วแช่เย็น 
ต้องไม่มีการปนเปื้อนของ S. aureus  มากกว่า 100 เซลล์หรือ CFU ต่อกรัมอาหาร 
 ในงานวิจัยนี้ใช้ล าดับเบสของไพรเมอร์ของ PCR และ LAMP ที่ได้จากเอกสารอ้างอิง ส าหรับ E. coli 
(Stratakos et al., 2016) และส าหรับ S. aureus (sea) ที่ได้พัฒนาขึ้นมาเองในห้องปฏิบัติการของผู้วิจัยซึ่งได้
ยื่นจดอนุสิทธิบัตรไว้ก่อนหน้านี้แล้ว (นราพร สมบูรณ์นะ และคณะ, Petty patent no. 1603001252) ใน
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ระยะแรกได้พิสูจน์การเกิด LAMP ด้วยชุดไพรเมอร์ข้างต้นในภาวะของหลอดทดลอง โดยได้หาอุณหภูมิและ
เวลาที่เหมาะสม โดยพบว่าเชื้อทั้งสองมีภาวะที่เหมาะสมตรงกันคืออุณหภูมิ 63 ºC และเวลาท าปฏิกิริยา 30 
นาที จากนั้นจึงได้พยายามหาภาวะที่จะท าให้สามารถติดตามการเปลี่ยนสีได้อย่าง  real time โดยใช้วิธีการ
ผสมสีย้อมเข้าไปกับปฏิกิริยา LAMP เลย แต่พบว่าสีย้อมไปรบกวนการเกิดปฏิกิริยา LAMP จึงต้องเปลี่ยน
วิธีการเป็นท า LAMP ให้เสร็จก่อน แล้วจึงเติมสีย้อม 4QL2+ โดยได้ปรับปรุงสัดส่วนของผลิตภัณฑ์จาก LAMP 
ต่อสีย้อม จนได้การเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนที่สุด แล้วน าไปเปรียบเทียบกับวิธีการมาตรฐานได้แก่การใช้ LAMP 
ร่วมกับสีย้อม HNB การใช้ LAMP ร่วมกับเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (LAMP-GE) และวิธี PCR ร่วมกับเจลอิเล็กโตร
โฟรีซิส (PCR-GE) ซึ่งส าหรับทั้งสองเชื้อ พบว่าวิธี LAMP-4QL2+ ให้ความไวเทียบเท่ากับวิธี LAMP-HNB และ 
PCR-GE โดยอยู่ที่ 33.9 ส าเนาของดีเอ็นเอ ซึ่งน้อยกว่าวิธี LAMP-GE ที่สามารถตรวจวัดลงไปได้ถึง 3.39 
ส าเนาของดีเอ็นเอ และท้ังสองกรณีมีความจ าเพาะเจาะจงที่สูง โดยเกิดการเปลี่ยนสีที่จ าเพาะกับเชื้อที่ตรวจวัด
เท่านั้น  
 เมื่อได้ประเมินประสิทธิภาพของวิธี LAMP-4QL2+ ในหลอดทดลองส าเร็จแล้ว จึงได้เปลี่ยนจากการท า
ปฏิกิริยาในหลอดมาอยู่บนฐานกระดาษ (paper-based LAMP) (Seok et al., 2017)   เพ่ือเป็นการพัฒนาชุด
ตรวจให้เหมาะสมต่อการน าไปใช้ในภาคสนามและจุดตรวจมากขึ้น โดยตรึงเฉพาะไพรเมอร์ FIP ผ่านอันตร
กิริยาระหว่าง biotin และ streptavidin ที่ถูกตรึงบนกระดาษ ส่วนไพรเมอร์และตัวอย่างที่เหลือเติมลงไปใน
ภาวะสารละลาย ผลการประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นพบว่าสามารถท าปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษได้ แต่ไม่
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างผลบวกและผลลบได้ชัดเจนนักด้วยสีย้อม 4QL2+ คาดว่าว่าผลิตภัณฑ์ส่วน
ใหญ่ติดอยู่บนฐานกระดาษมากกว่าอยู่ในส่วนน้ า ดังนั้นการตรวจความส าเร็จของการท าปฏิกิริยาจึงต้องท าการ
ขูดผลิตภัณฑ์ที่ตดิอยู่บนกระดาษให้หลุดออกมาบางส่วนเพ่ือให้สีจับกับดีเอ็นเอได้ดีขึ้น ซึ่งภายใต้ภาวะดังกล่าว
จะสามารถแยกแยะความแตกต่างระหว่างผลบวกและผลลบด้วยตาเปล่าได้ค่อนข้างชัดเจน และสามารถยืนยัน
โดยด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 400 – 700 nm พบว่าวิธี LAMP ส าหรับ E. coli บนฐานกระดาษ
สามารถตรวจวัดได้ถึงระดับต่ าสุดที่ 33.9 ส าเนาดีเอ็นเอ ภายในเวลาปฏิกิริยา 60 นาที ซึ่งมีความไวเทียบเท่า
กับการท าปฏิกิริยาในภาวะสารละลายที่ใช้เวลา 45 นาที ส่วนวิธี LAMP ส าหรับ S. aureus บนกระดาษ
สามารถตรวจวัดได้ถึงระดับต่ าสุดที่ 100 ส าเนาดีเอ็นเอ ภายในเวลาปฏิกิริยา 60 นาที ซึ่งมีความไวน้อยกว่า
การท าปฏิกิริยาในหลอดที่สามารถตรวจวัดได้ถึงระดับต่ าสุดที่ 33 ส าเนาดีเอ็นเอ ภายในเวลาเพียง 45 นาที 
อย่างไรก็ดีความไวในการตรวจสอบเชื้อที่ระดับนี้ยังคงอยู่ในมาตรฐานอ้างอิงอาหารพร้อมบริโภคทั่วไปคือ ไม่
เกิน 100  CFU ต่อกรัมอาหาร จึงน่าจะสามารถน ามาใช้ตรวจการปนเปื้อนของเชื้อก่อโรคในอาหารนอก
ห้องปฏิบัติการหรือในภาคสนามได ้
 จากนั้นจึงได้ประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค LAMP บนฐานกระดาษในการตรวจหาการปนเปื้อน
ของ S. aureus ในตัวอย่างเนื้อหมูปรุงสุก ที่เก็บจากภาคสนามทั้งหมด 45 ตัวอย่าง โดยใช้สีย้อม 4QL2+ 
เปรียบเทียบกับสีย้อม Novel Juice (NJ) ซึ่งเป็นสีย้อมเรืองแสงที่มีจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์ และเทียบกับ
เทคนิค LAMP-GE พบว่าการใช้ LAMP ร่วมกับสีย้อม 4QL2+ บ่งชี้ตัวอย่างที่ปนเปื้อนได้ 7 ตัวอย่างจาก 9 
ตัวอย่างที่ถูกบ่งชี้ว่ามีการปนเปื้อนโดยเทคนิค LAMP-GE (มี false negative 2 ตัวอย่าง) ในขณะที่สีย้อม NJ 
บ่งชี้ได้ถูกต้องทั้ง 9 ตัวอย่าง เมื่อค านวณ specificity -ของสีย้อมทั้งสองจะได้ 100% แต่ sensitivity ของ 
paper-based LAMP-4QL2+ มีค่าเพียง 78% ซึ่งต่ ากว่า paper-based LAMP-NJ ที่ให้ sensitivity สูงถึง 
100% จึงแสดงให้เห็นว่าระบบ paper-LAMP สามารถใช้งานได้จริง แต่ยังอาจพัฒนาต่อไปได้อีกโดยการหาสี
ย้อมที่มีการเปลี่ยนสีชัดเจนขึ้นกว่า 4QL2+ เพ่ือเพ่ิมความว่องไวของการตรวจวัดให้ดียิ่งขึ้น  
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5. ผลงาน 
5.1 ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการนานาชาติ/หนังสือ/สิทธิบัตร 
5.1.1 ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการนานาชาติ 
Published/Accepted 
5.1.1.1 Ditmangklo, B.; Taechalertpaisarn, J.; Siriwong, K.; Vilaivan, T. Clickable styryl dyes for 
fluorescence labeling of pyrrolidinyl PNA probes for the detection of base mutations in DNA. 
Org. Biomol. Chem. 2019, 17, 9712–9725. 
5.1.1.2 Muangkaew, P.; Vilaivan, T. Modulation of DNA and RNA by PNA. Bioorg. Med. Chem. 
Lett. 2020, accepted (https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2020.127064) 
Submitted 
5.1.1.3 Srimongkol, G.; Ditmangklo, B.; Choopara, I.; Thaniyavarn, J.; Dean, D.; Kokpol, S.; 
Vilaivan, T.; Somboonna, N. Rapid and hypersensitive colorimetric loop-mediated isothermal 
amplification for point-of-care Staphylococcus aureus enterotoxin A gene detection in milk 
and pork products. Sci. Rep. submitted. 
In Preparation 
5.1.1.4 Jirakittiwut, N.; Cheiwchanchamnangij, T.; Waditee-Sirisattha, R.; Rengpipat, S.; Vilaivan, 
T.; Praneenararat, T. Chemical immobilization of pyrrolidinyl peptide nucleic acid on paper 
yields an efficient probe for the detection of the foodborne pathogen Bacillus cereus. J. 
Agric. Food Chem. in preparation. 
 
5.1.2 หนังสือ 
- 
5.1.3 สิทธิบัตร 
5.1.3.1 นราพร สมบูรณ์นะ, ธีรยุทธ วิไลวัลย์, สิริกานต์ จันทร์ประอบ, กชกร ศุภบวรสถิตย์, บุญส่ง ดิษมังคล้อ  
"กรรมวิธีการตรวจหาเชื้อก่อโรคในอาหารและเครื่องดื่มด้วยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมร่วมกับสีย้อม
ดีเอ็นเอสายคู"่ ค าขอสิทธิบัตรการประดิษฐ์ เลขท่ี 1901005841 
 
และก าลังอยู่ระหว่างเตรียมร่างสิทธิบัตร/อนุสิทธิบัตรอีก 2 เรื่อง 
 
5.2 ความก้าวหน้าในการสร้างทีมวิจัย 
 ได้สร้างทีมนักวิจัยระดับปริญญาโทและเอกท่ีเป็นอาจารย์ในสถาบันอุดมศึกษาจ านวน 20 คนที่มีความ
สนใจร่วมกันในการพัฒนาและใช้ประโยชน์จากพีเอ็นเอ โดยหัวหน้าโครงการได้พบปะเพ่ือสอบถาม
ความก้าวหน้าของโครงการวิจัยและปัญหา-อุปสรรคอย่างสม่ าเสมอ ทั้งในรูปแบบตัวต่อตัวและการใช้อีเมล์ 
รายนามของนักวิจัยผู้ร่วมโครงการมีดังนี้ 
 

ช่ือ สังกัด บทบาท 
1. ศ.ดร. ธีรยุทธ วิไลวัลย ์ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั 
หัวหน้าโครงการ 

2. ผศ.ดร. ธนิษฐ์ ปราณีนรารัตน์ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์ หัวหน้าโครงการย่อย 1 



13 
 
  มหาวิทยาลยั 
3. รศ.ดร. รุ่งอรณุ วาดิถี สิริศรัทธา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั 
หัวหน้าโครงการย่อย 2 

4. อ.ดร. ทวีนันท์ เช่ียวชาญช านาญกิจ ภาควิชาฟิสิกส์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล ผู้ร่วมโครงการย่อย 1 
5. นายณัฐพล จิระกิตติวุฒิ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั 
ผู้ช่วยวิจัยโครงการย่อย 1 

6. นางวรรณสิกา เกียรติปฐมชัย ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ 
ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาต ิ

ผู้ร่วมโครงการย่อย 2 

7. น.ส. ไอลดา ชูภารา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 

ผู้ช่วยวิจัยโครงการย่อย 2 
(นิสิตปรญิญาเอก) 

8. น.ส. สิริกานต์ จันทร์ประอบ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 

ผู้ช่วยวิจัยโครงการย่อย 2 
(นิสิตปรญิญาตรี - ส าเร็จ
การศึกษาแล้ว) 

9. น.ส. กชกร ศุภบวรสถิตย ์ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 

ผู้ช่วยวิจัยโครงการย่อย 2 
(นิสิตปรญิญาเอก) 

10. น.ส. บุญส่ง ดิษมังคล้อ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 

ผู้ช่วยวิจัยโครงการย่อย 2 
(นิสิตปรญิญาเอก - ส าเร็จ
การศึกษาแล้ว) 

11. ศ.ดร. ศิริรตัน์ เร่งพิพัฒน์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 

ที่ปรึกษา 

 
5.3 ต้นแบบอุปกรณ์ 
5.3.1 ต้นแบบอุปกรณ์ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียชนิด Bacillus cereus ที่อาศัยพีเอ็นเอโพรบที่ตรึงบนกระดาษ 
โดยประกอบด้วยพีเอ็นเอโพรบที่จ าเพาะกับยีน GroEL, MotB ของ B. cereus และยีน 16S rRNA ที่อยู่ใน
รูปแบบที่ใช้งานได้สะดวก มีกรอบจับพร้อมแท่นถ่ายรูป และได้ประเมินประสิทธิภาพกับตัวอย่างจริงในระดับ
ห้องปฏิบัติการ (TRL4) 
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5.3.2 กรรมวิธีตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcal aureus สายพันธุ์ที่ผลิต 
staphylococcal enterotoxin A (SEA) โดยใช้วิธี LAMP ร่วมกับสีย้อมดีเอ็นเอ ในรูปแบบหลอดพีซีอาร์ (E. 
coli และ S. aureus) (TRL3) 

ก

ช ซ  

ข ค

ง จ ฉ

 
 
5.3.3 กรรมวิธีตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcal aureus สายพันธุ์ที่ผลิต 
staphylococcal enterotoxin A (SEA) โดยใช้วิธี LAMP ร่วมกับสีย้อมดีเอ็นเอ ในรูปแบบฐานกระดาษ โดย
ได้พิสูจน์หลักการกับเชื้อทั้งสอง (TRL3) แต่ได้ประเมินประสิทธิภาพกับตัวอย่างจริงในระดับห้องปฏิบัติการ
เฉพาะกรณีของ S. aureus โดยยังพบว่าประสิทธิภาพในเชิงของ sensitivity ยังต้องมีการปรับปรุง ก

ข  
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6. กิจกรรมอ่ืนที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ 
6.1 ผลงานอ่ืนๆ เช่นการไปเสนอผลงาน การได้รับเชิญไปเป็นวิทยากร การได้รับรางวัล 
6.1.1 การได้รับเชิญเป็นวิทยากร 
 -  
6.1.2 การเสนอผลงานระดับนานาชาติ 
6.1.2.1 Vilaivan, T. Pyrrolidinyl peptide nucleic acids: Synthesis, properties and applications. 
The 20th Tetrahedron Symposium, 18th-21st Jun 2019, Swissotel Bangkok Ratchada, Bangkok, 
Thailand. 
6.1.2.2 Vilaivan, T. Cationic styryl dyes for dual-mode colorimetric and fluorescence sensing 
of DNA. Gordon Research Conference on Nucleosides, Nucleotides and Oligonucleotides, 
23th-28th Jun 2019, Salve Regina University, Newport, Rhode Island, USA. (oral, invited 
speaker) 
6.1.2.3 Vilaivan, T. Pyrrolidinyl Peptide Nucleic Acids: From Design to Applications. 
Symposium on Nucleic Acid Chemistry, 07th-09th Nov 2019, Pohang University of Science and 
Technology, Pohang, Korea. (oral, invited speaker) 
6.1.2.4 Vilaivan, T. Pyrrolidinyl peptide nucleic acid for paper-based DNA biosensors. Trace 
Analysis and Biosensors International Symposium, 10th–11th February 2020, LRC1, Prince of 
Songkla University, Hat Yai, Thailand. (oral, invited speaker) 
 

6.1.3 การเสนอผลงานระดับชาติ 
6.1.3.1 Supabowornsathit, K.; Vilaivan, T. Design, synthesis and structure-properties studies of 
cationic styryl dyes for DNA sensing applications. The 45th Congress on Science and 
Technology of Thailand (STT45), Oct 7th–9th, 2019, Mae Fah Luang University, Chiang Rai, 
Thailand. 
6.1.3.2 Vilaivan, T. Quinoline-based styryl dyes for dual-mode colorimetric and fluorescence 
sensing of DNA. The 44th Congress on Science and Technology of Thailand (STT44), Oct 29th–
31st, 2018, BITEC, Bangkok, Thailand. (oral, invited) 
 
6.1.4 การได้รับรางวัล 
- 
 
6.2 กิจกรรมที่เกี่ยวข้องกับการน าผลจากโครงการไปใช้ประโยชน์ 
- 
 
6.3 การเชื่อมโยงทางวิชาการกับนักวิชาการอื่นๆ ทั้งในและต่างประเทศ 
6.3.1 ศ.นพ.สุทัศน์ ฟู่เจริญ ศูนย์วิจัยธาลัสซีเมีย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล เป็น
ผู้เชี่ยวชาญทางด้านโรคธาลัสซีเมียแบบครบวงจร มีความร่วมมือกับหัวหน้าโครงการ (ศ.ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย์) 
ในการน าพีเอ็นเอไปใช้เป็นโพรบในการตรวจวินิจฉัยโรคธาลัสซีเมียด้วยเทคนิค reversed dot blot  
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6.3.2 ศ.ดร.อรวรรณ ชัยลภากุล ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เป็นผู้เชี่ยวชาญ
ทางด้านการวิเคราะห์โดยเทคนิคเคมีไฟฟ้า และ paper-based devices มีความร่วมมือกับหัวหน้าโครงการ 
(ศ.ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย์) ในการน าพีเอ็นเอไปใช้เป็นโพรบในการตรวจดีเอ็นเอในหลากหลายรูปแบบ 
6.3.3 ศูนยค์วามเป็นเลิศด้านการวิเคราะห์สารปริมาณน้อยและไบโอเซ็นเซอร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
หัวหน้าโครงการ (ศ.ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย์) และบุคลากรของศูนย์ น าโดย รศ.ดร.ปณต ถาวรังกูร ภาควิชาฟิสิกส์ 
ได้รับทุนเครือข่ายวิจัยนานาชาติ (IRN) ของสกสว. ระยะเวลาด าเนินงาน 1 กันยายน 2562 ถึง 31 สิงหาคม 
2565 โดยมีงานบางส่วนที่ได้ต่อยอดไปจากสีย้อมดีเอ็นเอที่ได้พัฒนาจากงานวิจัยนี้และงานวิจัยก่อนหน้านี้ 
 
7. สรุปผลงานวิจัย 
 ผลการด าเนินการในภาพรวมตัวงานเสร็จสมบูรณ์ตามข้อเสนอโครงการ และบรรลุวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ 
กล่าวคือ ได้ล าดับเบสของดีเอ็นเอที่ใช้เป็นเครื่องหมายส าหรับตรวจวัดแบคทีเรียปนเปื้อนในอาหาร โดยของ 
Bacillus cereus ได้จากการประมวลข้อมูลทางชีวสารสนเทศ ส่วนของ Escherichia coli และ 
Staphylococcus aureus ได้จากข้อมูลจากเอกสารอ้างอิง และงานวิจัยที่ได้ศึกษามาก่อนหน้านี้ และได้น าไป
พัฒนาเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษที่ใช้งานได้ง่ายส าหรับตรวจวัดแบคทีเรียปนเปื้อนในอาหาร 
โดยแบ่งงานออกเป็น 2 ส่วน งานส่วนแรกได้ต้นแบบอุปกรณ์ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียชนิด B. cereus ที่อาศัยพี
เอ็นเอโพรบที่ตรึงบนกระดาษ โดยประกอบด้วยพีเอ็นเอโพรบที่จ าเพาะกับยีน GroEL, MotB ของ B. cereus 
และยีน 16S rRNA ที่อยู่ในรูปแบบที่ใช้งานได้สะดวก มีกรอบจับพร้อมแท่นถ่ายรูป และได้ประเมิน
ประสิทธิภาพกับตัวอย่างจริงในระดับห้องปฏิบัติการ งานในส่วนที่ 2 ได้กรรมวิธีตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย E. coli 
และ S. aureus สายพันธุ์ที่ผลิต staphylococcal enterotoxin A (SEA) โดยใช้วิธี LAMP ร่วมกับสีย้อมดี
เอ็นเอ ในรูปแบบหลอดพีซีอาร์ (E. coli และ S. aureus) และในรูปแบบฐานกระดาษ โดยได้พิสูจน์หลักการ
กับเชื้อท้ังสองชนิดในรูปแบบหลอดพีซีอาร์และฐานกระดาษ และได้ประเมินประสิทธิภาพกับตัวอย่างจริงที่เก็บ
จากภาคสนามในรูปแบบฐานกระดาษเฉพาะกรณีของ S. aureus โดยพบว่าสามารถตรวจวัดเชื้อได้อย่างมี 
specificity สูง แต่ประสิทธิภาพในเชิงของ sensitivity ยังต้องมีการปรับปรุง 
 ผลลัพธ์ที่ได้จากงานวิจัยนี้คือผลงานที่ได้รับการตีพิมพ์/ตอบรับให้ตีพิมพ์จ านวน 2 เรื่อง อีกหนึ่งเรื่อง
หนึ่งอยู่ระหว่างรอผลการพิจารณา และยังมีอีก 1 เรื่องอยู่ระหว่างเก็บรวบรวมข้อมูล นอกจากนี้ยังมีสิทธิบัตร 1 
เรื่องที่ยื่นค าขอไปแล้ว และอีก 2 เรื่องอยู่ระหว่างด าเนินการร่าง โดยผู้วิจัยจะรายงานเพ่ิมเติมต่อไป นอกจากนี้
ยังได้ต้นแบบของอุปกรณ์ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนในอาหารที่ได้รับการประเมินประสิทธิภาพกับตัวอย่าง
จริงในระดับห้องปฏิบัติการจ านวน 2 ต้นแบบ และในระดับพิสูจน์หลักการจ านวน 1 ต้นแบบ ซึ่งคณะผู้วิจัยจะ
ไดด้ าเนินการต่อยอดโดยการสร้างความร่วมมือกับท้ังนักวิจัยและภาคเอกชนเพ่ือพัฒนาสู่การน าไปใช้ประโยชน์
ในเชิงพาณิชย์ต่อไป ในด้านของการสร้างคน โครงการวิจัยนี้ได้มีส่วนในการพัฒนานักวิจัยในระดับปริญญาเอก 
3 คน และปริญญาตรี 1 คน ซึ่งจะเป็นก าลังส าคัญของการพัฒนางานวิจัยของประเทศต่อไปในอนาคต 
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ชื่อโครงการย่อย การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษเพื่อบ่งช้ีเชื้อก่อโรคในอาหารโดยอาศัยพีเอ็นเอโพรบ 
ระยะเวลาโครงการ 15 สิงหาคม 2561 – 14 สิงหาคม 2562 (ได้รบัอนุมัติให้ขยายเวลาถึง 14 กุมภาพันธ ์2563) 
รายงานในช่วงต้ังแต่วันที ่15 สิงหาคม 2561 ถึงวันที่ 14 กุมภาพันธ์ 2563  
 
หัวหน้าโครงการย่อย   
 ผศ.ดร. ธนิษฐ์ ปราณีนรารตัน ์ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณม์หาวิทยาลัย 
ผู้ร่วมโครงการ 

รศ.ดร. รุ่งอรุณ วาดิถี สิริศรัทธา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
อ.ดร. ทวีนันท์ เชี่ยวชาญช านาญกิจ ภาควิชาฟิสิกส์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
นายณัฐพล จิระกิตติวุฒิ  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 
บทน า 
 โครงการนี้เกี่ยวข้องกับการพัฒนาตัวตรวจวัดดีเอ็นเอฐานกระดาษจากพีเอ็นเอโพรบ โดยประยุกต์จากปฏิกิริยาการ
ตรึงพีเอ็นเอบนกระดาษที่ได้พัฒนามาอย่างต่อเนื่องในกลุ่มวิจัย (Laopa et al. 2013; Jirakittiwut et al. 2015; 
Leekrajang, 2019) เพื่อใช้ตรวจวัดเชื้อก่อโรคในอาหารที่ส าคัญ อันได้แก่ Bacillus cereus โดย B. cereus เป็นแบคทีเรียแก
รมบวก รูปร่างแบบแท่ง และสามารถสร้างสปอร์ได้ในภาวะที่ไม่เหมาะกับการเจริญเติบโต แบคทีเรียชนิดนี้มักพบทั่วไปในดิน
และมักถูกแยกจากนมดิบ อาหารนม รวมไปถึงธัญพืช จึงจัดเป็นเช้ือก่อโรคในอาหารที่มีความส าคัญมาก โดยเฉพาะในประเทศ
ที่มีเศรษฐกิจเกี่ยวข้องกับผลิตผลทางเกษตรกรรม เช่น ประเทศไทย ความรุนแรงของการก่อโรคจาก B. cereus เนื่องมาจาก
การสร้าง enterotoxin ที่มีผลโดยตรงต่อมนุษย์และแมลง และยังเกี่ยวข้องกับโปรตีนหลายชนิดซึ่งส่งผลให้เกิดท้องร่วงในสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนมช้ันสูง ในทางพันธุกรรมพบว่า B. cereus มีความใกล้ชิดกับ Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, 
และ Bacillus mycoides อย่างมาก (McDowell and Friedman, 2017; Sánchez-Maldonado et al., 2018) ดังนั้น
กระบวนการตรวจหาการปนเปื้อน B. cereus ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง B. cereus กับสายพันธุ์ที่กล่าวข้างต้น ที่
ท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว และมีค่าใช้จ่ายต่ า โดยให้ผลการตรวจสอบที่แม่นย าสูง เป็นสิ่งที่ควรได้ รับการพัฒนา และ
คณะผู้วิจัยมีสมมติฐานว่าการใช้เทคโนโลยีของพิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอโพรบที่มีความจ าเพาะสูง (Vilaivan, 2015) น่าจะตอบโจทย์
ดังกล่าว 
 โดยหลักการประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวัดเช้ือ B. cereus ของโครงการนี้ มีหัวใจส าคัญอยู่ที่การตรึงพีเอ็นเอโพรบบน
กระดาษดัดแปรด้วยปฏิกิริยาการเคลือบผิวเซลลูโลสบนกระดาษด้วย carboxymethylcellulose (CMC) โดยมี Ca2+ เป็นตัว
ช่วยในการสร้างอันตรกิริยากับกระดาษ ซึ่งถือเป็นปฏิกิริยาที่มีการค้นพบมาก่อนในกลุ่มวิจัยอื่น (Orelma et al., 2012) และ
ได้รับการพัฒนาปรับปรุงสภาวะด้วยคณะผู้วิจัยในการประดิษฐ์ตัวตรวจวัดในโครงการอื่นมาก่อนแล้ว (Jirakittiwut et al. 
2020) จากนั้นจึงท าการดัดแปรหมู่ฟังก์ชัน carboxyl บน CMC ต่อ ด้วยปฏิกิริยาการ coupling ประเภท carbodiimide 
(EDC และ NHS) โดยมีพีเอ็นเอโพรบที่ถูกดัดแปรด้วยหมู่อะมิโนเป็นนิวคลีโอไฟล์ หลังจากข้ันตอนการล้างสารที่ไม่ท าปฏิกิริยา
ออกไป ก็จะได้กระดาษดัดแปรที่มีพีเอ็นเอโพรบถูกตรึงอยู่อย่างถาวร (แผนภาพท่ี 1) 

 
 
แผนภาพที่ 1 ขั้นตอนการตรึงพีเอ็นเอโพรบบนกระดาศกรองที่ถูกดัดแปรด้วย carboxymethylcellulose 
 
 

หลังจากได้กระดาษดัดแปรที่ตรึงด้วยพีเอ็นเอโพรบแล้ว ขั้นตอนต่อมาคือการบ่มกับสารละลายตัวอย่างที่มีสาร
พันธุกรรมอยู่ได้โดยตรงที่อุณหภูมิห้อง ซึ่งเป็นองค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษาในอดีตของคณะผู้วิจัย โดยเฉพาะกับการประดิษฐ์
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ตัวตรวจวัดส าหรับยีนธาลัสซีเมีย (Jirakittiwut et al. 2020) ซึ่งมีหัวใจส าคัญอยู่ที่การใช้พีเอ็นเอโพรบซึ่งให้ความจ าเพาะ
เจาะจงที่สูงกว่าแทนที่ดีเอ็นเอโพรบ และสามารถขยายสัญญาณได้ด้วยกระบวนการท าให้เกิดสีที่เร่งด้วยเอนไซม์ alkaline 
phosphatase (แผนภาพท่ี 2) โดยในการเตรียมตัวอย่างเริ่มจากการการท า PCR โดยการใช้ไพรเมอร์ที่มีการติดฉลาก biotin 
เอาไว้ก่อน หลังปฏิกิริยา PCR จะได้ amplicon ที่มี biotin ตรงปลาย ซึ่งจะจับกับพีเอ็นเอโพรบที่อยู่บนกระดาษที่ออกแบบ
มาเพื่อให้มีล าดับเบสคู่สมกันกับบางส่วนของ amplicon นั้น จากนั้นก็จะท าการบ่มด้วยโปรตีน streptavidin ที่เช่ือมต่อกับ
เอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP-streptavidin) ซึ่ง streptavidin จะเกิดอันตรกิริยาที่แข็งแรงและจ าเพาะเจาะจงมาก
กับ biotin ท าให้เอนไซม์ถูกตรึงอยู่บนกระดาษผ่านอันตรกิริยาระหว่าง PNA-DNA และ biotin-streptavidin ขั้นตอนสุดท้าย
เป็นการสร้างสัญญาณสีโดยอาศัย substrate ของเอนไซม์ดังกล่าว นั่นคือ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
(BCIP) ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยา hydrolysis ที่เร่งด้วยเอนไซม์ ตามด้วยปฏิกิริยา redox ต่อเนื่องกับ co-substrate ได้แก่ p-
nitroblue tetrazolium chloride (NBT) เกิดเป็นสารสีน้ าเงินเข้ม เนื่องจากเอนไซม์สามารถเร่งการเปลี่ยนแปลงสีของ
โมเลกุล substrate ได้จ านวนมากกว่าจ านวนโมเลกุลเอนไซม์อย่างมากจึงจัดเป็นการตรวจวัดที่มีการขยายสัญญาณ จากการ
ขยายสัญญาณสองครั้งดังกล่าว (PCR และการใช้เอนไซม์) จึงท าให้วิธีตรวจวัดนี้มีความไว (sensitivity) ที่สูงมาก 

 
แผนภาพที่ 2 กระบวนการท าให้เกิดสัญญาณสีของการจับกันระหว่างพีเอ็นเอโพรบและดีเอ็นเอเป้าหมาย. สายสีแดง = พีเอ็น
เอโพรบ; สายสีน้ าเงิน = ดีเอ็นเอเป้าหมาย; B = biotin; S = streptavidin; ALP = alkaline phosphatase; substrates = 
5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate (BCIP) 

 
หลังจากการประดิษฐ์เสร็จสิ้น ก็จะน าไปทดสอบกับตัวอย่างจริงในรูปแบบต่าง ๆ ดังได้อธิบายในส่วนผลการทดลอง

และอภิปรายผลการทดลองต่อไป 
 

วิธีการทดลอง 
1. การศึกษาทางชีวสารสนเทศเพื่อคน้หาล าดับดีเอ็นเอของแบคทีเรยีเพื่อใช้เป็นเครื่องหมายในการระบุ B. cereus 

ด้วยความก้าวหน้าของชีวสารสนเทศที่มีในปัจจุบัน สามารถน าฐานข้อมูลที่มีมาใช้การจัดเรียงเทียบความ
เหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ รวมไปถึง in silico approach ได้น ามาใช้ในการประเมินและวิเคราะห์ร่วม เพื่อหา
ความแตกต่างของยีนในสิ่งมีชีวิตเป้าหมายเมื่อเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่น ในการทดลองครั้งนี้ฐานข้อมูลจีโนมสมบูรณ์ของ 
B. cereus และอื่นๆ ได้สืบค้นจากฐานข้อมูลหลัก คือ KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes: 
https://www.genome.jp/kegg/catalog/org_list.html โดยท าการวิ เคราะห์ฐานข้อมูลและค้นหา Open 
reading frame (ORF) ใน B. cereus โดยมุ่งเป้าใน ORF ที่แสดงเปอร์เซ็นต์จากการท า BLASTn ที่ต่ าเมื่อเทียบกับ
กลุ่มจีนัส Bacillus อันประกอบไปด้วย Bacillus mycoides, Bacillus psuedomycoides, Bacillus anthracis, 
Bacillus thuringensis และ Bacillus subtilis    
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จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ORF เป้าหมายมาจัดเรียงเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์อย่างละเอียดโดยใช้
การจัดเรียงเทียบของ 2 อัลกอริทึม คือ Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) และ 
Clustal W multiple sequence alignment  (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) บริเวณของ   
นิวคลีโอไทด์ที่แสดงความแตกต่างใน ORF จะถูกน ามาวิเคราะห์อย่างละเอียด เพื่อหาบริเวณที่อาจเป็น semi 
conservative หรือ distinct pattern เพื่อใช้ในการก าหนดและออกแบบไพรเมอร์ต่อไป 

2. การสกัดแยกสารพันธุกรรมและการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมจากเช้ือแบคทีเรีย B. cereus และเชื้ออื่นที่เกี่ยวข้อง 
เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยนี้จัดอยู่ในกลุม่เช้ือก่อโรคตาม พรบ. เชื้อโรคและพิษจากสัตว์ พ.ศ.

2558 กระบวนการที่เกี่ยวข้องกับเช้ือก่อโรคทั้งหมดในขั้นตอนนี้จึงจ าเป็นต้องผ่านการรับรองโดยคณะกรรมการ
ควบคุมความปลอดภยัทางชีวภาพของคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (SC CU-IBC-012/2018) โดยม ี
รศ.ดร.รุ่งอรณุ วาดิถี สิริศรัทธา จากภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เป็น
ผู้ด าเนินการหลัก 

การเลีย้งแบคทีเรียสายพันธ์ุที่ต้องการทดสอบ ประกอบไปด้วย Bacillus cereus, Bacillus 
megaterium, Bacillus sublilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ในอาหาร Nutrient Broth (NB) 
หรือ อาหาร Luria-Bertani (LB) ที่ 37 องศาเซลเซยีส ภายใตเ้ครือ่งเขย่าที่ 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง 
จากนั้นน ามาสกดั genomic DNA โดยใช้ชุด kit GF-1 (Vivantis) ตามวิธีการที่ก าหนดไว้โดยผู้ผลิต ท าการ
ตรวจสอบคุณภาพและความบรสิทุธ์ิของ genomic DNA ที่ได้โดยท าอิเลคโตรโฟริซิส ท าการรันในตวักลางที่เป็นอะ
กาโรส (1% w/v) และวัดความเข้มข้นและความบรสิุทธ์ิโดยใช้นาโนดรอป สเปกโตรโฟโตรมเิตอร์ 

Genomic DNA ที่ได้น ามาเป็นแม่แบบ (template) เพื่อเพิ่มจ านวนยีนเป้าหมาย คือ GroEL และ MotB 
รวมทั้งใช้ 16s rRNA เป็น internal control โดยการท าปฏิกิริยาลกูโซ่โพลเิมอเรส ซึ่งมสีภาวะที่ใช้ดงันี้  

- ขั้นตอนท่ี 1 predenaturation (95 องศาเซลเซียส 5 นาที) 
- ขั้นตอนท่ี 2 ซึ่งประกอบด้วย denaturation (95 องศาเซลเซียส 30 วินาที) annealing (50 องศา
เซลเซียส 30 วินาที) และ extension (72 องศาเซลเซียส 30 วินาที) ท าซ้ า 35 รอบ  
- ขั้นตอนท่ี 3 termination (72 องศาเซลเซยีส 5 นาที)] 
ในส่วนของการทดลองเตมิเช้ือแบคทีเรียลงในตัวอย่างข้าวนั้น กระบวนการเลี้ยงเช้ือในช่วงต้นเป็น

เช่นเดียวกับสภาวะข้างต้น โดยเลี้ยงจนกระทั่งอยู่ในการเจรญิระยะ mid log phase แล้วจึงท าการเตมิ (1000 
CFU/g ข้าว) ลงในตัวอย่างข้าวบด (25 g) ซึ่งได้ท าให้ปลอดเชื้อดว้ยกระบวนการ autoclave มากอ่นแล้วที่ 121 
องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาที โดยแตล่ะตัวอย่างจะท าการเตมิอาหารเหลว LB เพิ่มลงไปเป็นจ านวน 225 mL ท า
การบ่มที่ 37 องศาเซลเซยีส ภายใต้เครื่องเขย่าที่ 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บเกี่ยวตัวอย่างมาท า
การสกัด genomic DNA ตรวจสอบความบริสุทธ์ิและคณุภาพเช่นเดียวกับกระบวนการเลี้ยงข้างต้น 

3. การตรึงพีเอ็นเอโพรบลงบนกระดาษดัดแปร 
แช่กระดาษโครมาโตกราฟีในสารละลายท่ีประกอบด้วย carboxymethyl cellulose (CMC) ความ

เข้มข้น 2 mg/mL และ CaCl2 ความเข้มข้น 10 mM ในน้ า DI ปรมิาตร 20 mL และเขย่าบนเครื่องเขย่าที่ 80 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 90 นาที ล้างแผ่นกระดาษด้วยน้ า, สารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 10 mM และน้ า โดยแต่ละ
รอบท าบนเครื่องเขย่า รอบละ 5 นาที จากนัน้น ากระดาษมาแช่ในสารละลาย 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) ความเข้มข้น 0.1 M และ N-hydroxysuccinimide (NHS) ความ
เข้มข้น 0.4 M ในน้ า DI ปริมาตร 20 mL และเขย่าบนเครื่องเขย่าที ่80 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ล้างด้วยน้ า
บนเครื่องเขย่า 10 นาที ทิ้งไว้ในแห้งก่อนน าไปตรึงพีเอ็นเอ เตรยีมสารละลายมาตรฐานของพีเอ็นเอโพรบที่ความ
เข้มข้น 50 µM ในน้ าดีไอออไนซท์ี่มีคาร์บอเนตบัฟเฟอร ์(pH 10) ความเข้มข้น 0.05 M หยดสารละลายของพีเอ็นเอ
โพรบปรมิาตร 0.2 µL คิดเป็นปรมิาณพีเอ็นเอโพรบ 10 pmol ลงบนช่องในตารางที่ก าหนดไว้บนกระดาษ จากนั้น
น าไปใสไ่ว้ในกล่องที่มีความช้ืนสูงเป็นเวลา 1 คืน ลา้งด้วย phosphate buffer (pH 7.0) ความเขม้ข้น 10 mM 
ปริมาตร 20 mL บนเครื่องเขย่า 10 นาที 

4. การแสดงสัญญาณการจับกันของพีเอ็นเอโพรบและดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยการเร่งปฏิกริิยาให้เกดิสีของเอนไซม ์
ปรับสภาพกระดาษที่ตรึงพีเอ็นเอโพรบโดยน าไปแช่ในสารละลายที่ประกอบด้วย 0.33X SSC และ 

0.017% SDS เป็นเวลา 5 นาที ระหว่างนั้นแยกสายดีเอ็นเอโดยน าสารละลาย 0.33X SSC และ 0.017% SDS 
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ปริมาณ 100 µL ในหลอด microcentrifuge ไปให้ความร้อนที่อุณหภมูิ 95 ˚C เป็นเวลา 5 นาที แล้วเติม PCR 
product ปริมาตร 10 µL ลงไปในหลอด microcentrifuge แล้วต้มต่อ 5 นาที จากนั้นน าไปแช่ในอ่างน้ าแข็งเป็น
เวลา 2 นาที น ากระดาษจากการปรับสภาพมาแช่ในสารละลายในหลอด microcentrifuge ซึ่งเป็นสารละลายทีไ่ด้
ผ่านการแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคู่ให้เป็นสายเดี่ยวแล้วตามอธิบายข้างต้น โดยเขย่าที่ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง (25 °C) บนเครื่องเขย่า จากนั้นจึงน าไปล้างโดยแช่ในกล่องที่มี 2X SSC และ 0.1% 
SDS ที่อยู่ในถาดและเขย่าที่ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ขั้นถัดมาน ากระดาษที่ผา่นการไฮบรไิดซ์
แล้วมาแช่ในสารละลายที่ประกอบด้วย alkaline phosphatase-streptavidin conjugate (KPL, Gaithersburg, 
MD) ความเข้มข้น 0.1 mg/mL ใน 2X SSC ที่ม ี0.1% SDS อยู่ด้วย ปริมาตรสุดท้าย 2 mL จากนั้นน าไปเขย่าท่ี
ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาทีบนเครื่องเขย่า ล้างด้วย 2X SSC และ 0.1% SDS เป็นเวลา 5 นาที 
และ Genius buffer (Tris ความเข้มข้น 100 mM, pH 9.5, MgCl2 ความเข้มข้น 5 mM, NaCl ความเข้มข้น 100 
mM) เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นผสม substrate ที่ท าให้เกิดสีซึ่งประกอบด้วยสารละลายของ p-nitroblue 
tetrazolium chloride (NBT) ความเข้มข้น 0.42 g/L และ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) 
(KPL, Gaithersburg, MD, USA) ความเข้มข้น 0.21 g/L ปริมาตร 200 µL และ Genius buffer 200 µL แช่
กระดาษทีผ่่านการไฮบริไดซ์และลา้งแล้วในสารละลายนี ้ และเขย่าทีค่วามเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที 
ตามด้วยการลา้งด้วยน้ าดไีอออไนซ์เป็นเวลา 5 นาที ท าช้ินกระดาษให้แห้ง และสแกนหรือถ่ายภาพ สทีี่เกิดขึ้นจะคง
อยู่ได้หลายสัปดาหห์ากเก็บไว้ในท่ีมืด 

5. การประดิษฐ์กรอบส าหรับอุปกรณท์ี่สะดวกแก่การพกพาและการบันทึกภาพ ด้วยเครื่องพิมพ์สามมติิ 
เทคนิคการพิมพ์สามมติิแบบ Fused Deposition Modeling (FDM) ถูกน ามาใช้ในการผลิตปลอกบรรจุ

อุปกรณ์ตรวจวัดฐานกระดาษ โดยใช้วัสดุเป็น  acrylonitrile butadiene styrene (ABS) ในกรณขีองปลอกบรรจุ
อุปกรณ์นั้น หลังจากพิมพ์แล้วไดน้ ามาจุ่มใน acetone เพื่อท าให้ผิวของวัสดุมันวาวและลดการรั่วซมึระหว่างรอยต่อ
ของแนวการพิมพ์ซึ่งเป็นธรรมชาตขิองเทคนิค FDM ได้ ปลอกหนึ่งช้ินใช้เวลาพิมพ์ประมาณ 30 นาที และใช้วัสดุ
ประมาณ 10 กรัม คิดเป็นต้นทุนวัสดุประมาณ 8 บาท ในขณะที่การผลิตแท่นจับตัวอย่างส าหรับการถ่ายภาพ จะใช้
เวลาในการพิมพ์แท่นจับหนึ่งชุดจะอยู่ที่ประมาณ 6 ช่ัวโมง ใช้พลาสติกประมาณ 120 กรัม คดิเป็นต้นทุนค่า
พลาสติกประมาณ 100 บาทต่อชุด 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
1. การศึกษาทางชีวสารสนเทศเพ่ือค้นหาล าดับดีเอ็นเอของแบคทีเรียเพ่ือใช้เป็นเคร่ืองหมายในการระบุ B. cereus 
 จากการพิจารณาในเบื้องต้น คณะผู้วิจัยได้พิจารณาเลือกเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในอาหารที่มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า 
Bacillus cereus มาเป็นเช้ือต้นแบบในการพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดดังกล่าว โดยการตรวจวิเคราะห์เช้ือ B. cereus นี้ มี
ความส าคัญ เนื่องจากเป็นเช้ือก่อโรคที่พบได้ในอาหาร ท าให้เกิดอาการอาเจียน (Emetic syndrome) และถ่ายเหลว 
(Diarrhea syndrome) กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ก าหนดมาตรฐานของเช้ือไว้ที่ไม่เกิน 100 7/g ใน
อาหารปรุงสุก และ 1000 CFU/g ส าหรับอาหารที่ไม่ได้ผ่านการปรุง (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2560) การตรวจพบเช้ือ
ดังกล่าวอย่างทันท่วงทีจึงเป็นสิ่งที่ป้องกันการเกิดการอาการอาหารเป็นพิษในมนุษย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

จากการวิเคราะห ์Open reading frame (ORF) ของล าดับจีโนมสมบูรณ์ใน B. cereus เรียงเทียบกับหลายสปีชีส์
ในจีนัส Bacillus เช่น Bacillus mycoides, Bacillus psuedomycoides, Bacillus anthracis, Bacillus thuringensis 
และ Bacillus subtilis (สืบค้นจากฐานข้อมูล KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes: 
https://www.genome.jp/kegg/catalog/org_list.html) พบว่ามี ORFs ที่เป็นเป้าหมายซึ่งแสดงความแตกต่างของล าดับนิ
วคลีโอไทด์ในกลุ่ม คือ ORFs ของ heat-inducible genes, cytochrome P450 และ flagella motile protein และเมื่อท า
การวิเคราะห์เชิงลึก โดยเรียงเทียบอย่างละเอียดของทั้งหมด 36 สปีชีส์ พบว่ามีเพียง 2 ORFs ทีม่ีความแตกต่าง คือ ORF ที่
ก าหนดรหสั GroEL (chaperonin) และ MotB (flagella motor protein) ได้แสดงตัวอย่างการเรียงเทียบของยีน GroEL 
ของ 36 สปีชีส์ใน รูปที่ 1 และ 2 
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GroEL – GTA GGA AGC ACA G 

 
รูปที่ 1 การจัดเรียงเทียบของล าดับเบสของบริเวณยีน GroEL ใน B. cereus เทียบกับแบคทีเรียสปีชีส์อื่นที่ใกล้เคียงกันทาง
พันธุกรรม โดยใช้ Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) โดยล าดับเบสที่จ าเพาะกับ B. 
cereus ถูกระบายทึบเอาไว ้
 

MotB – CGA ACG TTA AGC C  

 
รูปที่ 2 การจัดเรียงเทียบล าดับเบสของบริเวณยีน MotB ใน B. cereus เทียบกับแบคทีเรียสปีชีส์อื่นที่ใกล้เคียงกันทาง
พันธุกรรม โดยใช้ Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) โดยล าดับเบสที่จ าเพาะกับ B. 
cereus ถูกระบายทึบเอาไว ้

 
นอกจากยีนดังกล่าวแล้ว คณะผู้วิจัยยังได้พิจารณาเลือกยีนอื่นเพิ่มเติมเพื่อใช้เป็นตัวควบคุม เพื่อยืนยนัว่าการทดลอง

ในแต่ละครั้ง ประสบผลส าเรจ็หรอืไม่โดยตัดปัจจัยแทรกซ้อนอ่ืน ๆ ออกไป เช่น การเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอไมส่ าเร็จเนื่องจาก
ภาวะของการท า PCR ไม่เหมาะสม โดยในที่น้ีได้เลือกยีน 16S rRNA ซึ่งเป็นยีนท่ีปรากฏในแบคทีเรียทุกชนิด มีล าดับเบสที่
ค่อนข้าง conserve และมีจ านวนซ้ าท่ีมาก จากการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศ พบว่าบรเิวณที่เหมาะสมได้แก่บริเวณที่อยู่
ระหว่าง U529/34/E533R และ U515/519F ดังแสดงในรูปที่ 3 

Appendix 1: Academic details - subproject 1



 ภาคผนวก - รายละเอียดทางวิชาการของโครงการย่อย 1 1-6 

 
 
รูปที่ 3 ล าดับเบสของบริเวณยีน 16S rRNA ในโพรคาริโอต ที่ใช้เป็นตัวยืนยันความส าเร็จของการทดลอง 
  
 จากข้อมูลดังกล่าว คณะผู้วิจัยจึงได้ออกแบบล าดับจดจ า (recognition sequence) ซึ่งจะถูกใช้ในการสร้างพีเอ็นเอ
โพรบ ที่มาจากบริเวณยีน GroEL และ MotB พร้อมท้ังยีน 16S rRNA ที่ใช้เป็นตัวควบคุม นอกจากนี้ ยังได้ออกแบบล าดับเบส
ส าหรับการเป็นไพรเมอร์ (primer) เพื่อใช้ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain 
reaction, PCR) ส าหรับการตรวจวัด B. cereus ด้วยพีเอ็นเอโพรบต่อไป โดยกระบวนการจะพิจารณาจากปัจจัยที่เป็นที่
ยอมรับทั่วไป เช่น การควบคุมปริมาณเบส G/C ในล าดับไพรเมอร์ให้ไม่มากหรือน้อยเกินไป การออกแบบเพื่อให้ได้สาย 
amplicon ที่ไม่มีขนาดใหญ่หรือเล็กเกินไป เป็นต้น ซึ่งสามารถสรุปผลการออกแบบได้ดังแสดงในตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 ข้อมูลของยีนที่จะท าการเพิ่มจ านวนสัญญาณส าหรับการทดลองบ่งช้ีเชื้อก่อโรค B. cereus 

ยีน ประเภทล าดบัเบส ล าดับเบส 
ขนาด 

amplicon (bp) 

GroEL  
(ยีนบ่งช้ี) 

ล าดับจดจ า  5’-GTAGGAAGCACAG-3’ 

300 
ล าดับพีเอ็นเอโพรบ N-GTAGGAAGCACAG-C 
Forward primer  5’-CTGTAGTTGAAGGT-3’ 
Reverse primer  5’-CACGAGTTGAGTT-3’ 

MotB  
(ยีนบ่งช้ี) 

ล าดับจดจ า  5’-CGAACGTTAAGCC-3’ 

300 
ล าดับพีเอ็นเอโพรบ N-CGAACGTTAAGCC-C 
Forward primer  5’-GTGAATGTATATCGA-3’ 
Reverse primer  5’-CTGCATATCCTAC-3’ 

16S rRNA  
(ยีนควบคุม) 

ล าดับจดจ า  5’-CAGCCGCGGTAA-3’ 

100 
ล าดับพีเอ็นเอโพรบ N-CAGCCGCGGTAA-C 
Forward primer  5’-GACGGTACCTAACCA-3’ 
Reverse primer  5’-TGGCAAGCGTTATCC-3’ 
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หลังจากได้ข้อมูลดังกล่าวแล้ว คณะผู้วิจัยจึงได้เริ่มด าเนินการทดสอบความเป็นไปได้ของการใช้ล าดับเบสของยีน
ดังกล่าว โดยท าตามขั้นตอนวิธีทางอณูชีววิทยาแบบมาตรฐาน อันได้แก่การสกัดดีเอ็นเอตัวอย่างจากเช้ือก่อโรคจริงตาม
รายละเอียดในส่วนวิธีการทดลอง (พร้อมการสกัดดีเอ็นเอจากสปีชีส์ใกล้เคียงเพื่อทดสอบความจ าเพาะ) และการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอด้วย PCR โดยผลทดสอบเบื้องต้นพบว่า หลังการปรับปรุงภาวะที่เหมาะสม ล าดับไพรเมอร์ดังที่ได้ออกแบบไว้สามารถ
น าไปสู่การเพิ่มจ านวนของ amplicon ที่มีขนาดใกล้เคียงกับที่คาดไว้จริง (รูปที่ 4) ซึ่งนอกจากการได้ amplicon ที่บริสุทธิ์
และมีจ านวนมากแล้ว ประเด็นส าคัญคือการเพิ่มปริมาณดังกล่าวจะท าให้เกิด PCR amplicon ที่มีขนาดที่ตรงกับท่ีออกแบบไว้
เฉพาะจากตัวอย่างดีเอ็นเอที่มาจาก B. cereus เท่านั้น (มีทั้งหมด 3 แหล่งได้แก่ ATCC 1729, MU และ CU) โดยสปีชีส์ที่
ใกล้เคียงใน genus เดียวกันก็จะไม่ให้ amplicon ที่มีขนาดเดียวกัน หรือไม่ให้ product เลย เช่นในกรณี MotB (รูปที่ 4B) 
จากผลดังกล่าว จึงสรุปได้ว่า primer ชุดดังกล่าวน่าจะมีความเหมาะสมในการใช้เป็นตัวอย่างส าหรับการตรวจจับด้วยพีเอ็นเอ
โพรบต่อไป  
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รูปที่ 4 ผลการรัน gel electrophoresis ของผลิตภัณฑ์ PCR ยีน A) GroEL และ B) MotB บน 1.2% (w/v) agarose gel ที่
ถูกย้อมด้วยสี SYBR® Safe DNA gel stain เพื่อยืนยันขนาดของ amplicon ที่ต้องการ (ประมาณ 300 bp ทั้งสองกรณี)  
2. การบ่งชี้ B. cereus ด้วยอุปกรณ์ฐานกระดาษโดยใช้พีเอ็นเอโพรบ 
 หลังจากการยืนยันว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้สามารถให้ amplicon ที่มีขนาดที่สอดคล้องกับที่ออกแบบไว้ จึงเช่ือได้
ว่าจะต้องมีล าดับจดจ าที่ต้องการอยู่ในสาย amplicon เหล่านี้ด้วย ขั้นตอนถัดไปคือการน า amplicon ดังกล่าวไปตรวจ
วิเคราะห์ด้วยพีเอ็นเอโพรบที่ได้ออกแบบให้มีล าดับเบสที่ตรงกับล าดับจดจ า โดยอาศัยหลักการให้สัญญาณสีที่เร่งด้วยเอนไซม์
ดังอธิบายไว้ข้างต้น (แผนภาพท่ี 2) 

A) 

 

 

 

 

 

 

B) 
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 ขั้นตอนแรกของการทดลอง เริ่มจากการท า PCR เช่นเดียวกับการทดลองข้างต้น แต่เปลี่ยนไพรเมอร์เป็นไพรเมอร์ที่
ติดฉลาก biotin ด้าน 5' แทน เพื่อทดสอบว่าไพรเมอร์พิเศษนี้จะรบกวนการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอตัวอย่างหรือไม่ ผลปรากฏว่า
ไพรเมอร์ดังกล่าวมีการรบกวนบ้าง แต่หลังจากการปรับปรุงสภาวะที่ใช้ในกระบวนการ PCR แล้ว (ตัวแปรส าคัญคือการเพิ่ม
จ านวน PCR เป็น 50 cycles เทียบกับ 35 cycles) ให้ผลเป็นที่น่าพอใจระดับหนึ่ง โดยมีผลิตภัณฑ์ข้างเคียงปนมาบ้าง
เล็กน้อย (รูปที่ 5) ซึ่งจากกระบวนการยึดจับและให้สัญญาณดังแผนภาพที่ 2 นั้น จะเห็นว่าการที่ได้ผลิตภัณฑ์ที่ไม่บริสุทธิ์ 
100% ไม่ได้เป็นปัญหาแต่อย่างใด เนื่องจากจะต้องไปถูกคัดแยกด้วยพีเอ็นเอโพรบที่ตรึงบนกระดาษกรองอยู่แล้ว จากผล
เบื้องต้นดังกล่าว คณะผู้วิจัยจึงได้น าสภาวะนี้มาใช้ในการขยายสัญญาณเพื่อให้เกิด amplicon ส าหรับใช้งานต่อไป โดยได้
ท าซ้ าในลักษณะเดียวกับยีนท่ีเหลืออีกสองยีน 

 

 
รูปที่ 5 ผลการรัน gel electrophoresis ของผลิตภัณฑ์ PCR ยีน GroEL ใน B. cereus บน 1.2% (w/v) agarose gel ที่ถูก
ย้อมด้วยสี SYBR® Safe DNA gel stain โดยการใช้ไพรเมอร์แบบปกติ (lane 1-3) และไพรเมอร์แบบติดฉลาก biotin (lane 
4-6) และการใช้แหล่ง genomic DNA ที่แตกต่างกัน (lane 1,3 = ATCC 1729; 2, 4 = MU; 3-6 = CU) 
 

ผลการทดลองตรวจวัด PCR amplicon ด้วยพีเอ็นเอโพรบที่ตรึงบนกระดาษ เบื้องต้นพบว่า กรณีของ GroEL และ 
MotB ให้ผลเป็นไปตามคาด นั่นคือเกิดสีน้ าเงินเข้มกับบริเวณที่มีพีเอ็นเอโพรบที่มีล าดับเบสจ าเพาะกับล าดับจดจ าที่วางแผนไว้
ในตารางที่ 1 แต่ไม่เกิดสัญญาณใด ๆ กับบริเวณที่มีพีเอ็นเอโพรบอื่น ๆ (รูปที่ 6) อย่างไรก็ตาม การบ่มกับ amplicon ที่มา
จาก 16S rRNA นั้น พบว่าสัญญาณที่ได้ค่อนข้างอ่อน แม้จะได้พยายามปรับปรุงล าดับเบสของ primer ที่ใช้และภาวะอื่นๆ 
แล้ว อย่างไรก็ตาม สัญญาณที่ได้พอจะสังเกตเห็นได้ คณะผู้วิจัยจึงตัดสินใจใช้สภาวะนี้ส าหรับ 16S rRNA ไปพลางก่อน 

 

 

รูปที่ 6 ภาพถ่ายอุปกรณ์ตรวจวัดฐานกระดาษแสดงการติดสีของยีนทั้งสามยีน 
 

การทดลองในส่วนถัดมาคือความจ าเพาะเจาะจงของอุปกรณ์ตรวจวัดต่อ B. cereus เทียบกับแบคทีเรียอื่นๆ โดยจะ
น าดีเอ็นเอของแต่ละสปีช่ีสม์าเพิ่มจ านวนของยีนทั้ง 3 แล้วน ามาทดสอบกับอุปกรณ์ตรวจวัด จากผลการทดลองสัญญาณของ
โพรบ GroEL และ MotB มีเฉพาะกระดาษที่ทดสอบกับ B. cereus เท่านั้นที่จะให้สัญญาณในลักษณะจุดสีน้ าเงินเข้ม (รูปที่ 
7A-B) ซึ่งสอดคล้องกับยีน GroEL และ MotB ที่มีแต่ใน B. cereus ส่วนสัญญาณจากโพรบ 16S นั้น พบว่ายังคงมีสัญญาณ
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ค่อนข้างอ่อน แต่ก็ปรากฏบนกระดาษที่ทดสอบกับทุกสปีช่ีส์ ยกเว้น E. coli (รูปที่ 7C) ซึ่งสอดคล้องกับผลของ gel 
electrophoresis ที่ไม่สามารถเพิ่มจ านวนของยีน 16S RNA ของดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย E. coli ได้ 

 

 

 

รูปที่ 7 การทดลองแสดงความเลือกจ าเพาะ (specificity) ของการแสดงสัญญาณของยีนต่อ B. cereus เทียบกับสปีชีส์ต่าง ๆ 
A) ภาพถา่ยอุปกรณ์ตรวจวัดกับโพรบ GroEL B) ภาพถ่ายอุปกรณ์ตรวจวัดกับโพรบ MotB และ C) ภาพถ่ายอุปกรณ์ตรวจวัด
กับโพรบ 16S rRNA พร้อมภาพ gel electrophoresis 
 

ความไว (sensitivity) ของการตรวจวัด ถือเป็นอีกหนึ่งคุณสมบัติที่ส าคัญของตัวตรวจวัดที่ดี คณะผู้วิจัยได้ท าการ
ทดสอบความไวด้วยการเปลี่ยนปริมาณของดีเอ็นเอต้นแบบของกระบวนการ PCR ตั้งแต่ 0.5 – 100 ng เพื่อทดสอบ
ประสิทธิภาพในการขยายสัญญาณ ผลการทดลองดังรูปที่ 8 พบว่า ทั้งยีน GroEL และ MotB ให้สัญญาณที่ค่อนข้างเข้ม 
สังเกตเห็นได้ชัดเจน แม้ในจุดที่ความเข้มต่ าที่สุดที่ใช้ (0.5/2.5 ng DNA/reaction ส าหรับยีน GroEL และ MotB ตามล าดับ) 
จึงยังไม่สามารถวัดขีดจ ากัดต่ าสุดของการตรวจวัดได้ แต่บอกได้ว่าการตรวจวัดมีความไวสูงมาก แต่เป็นท่ีน่าสังเกตว่าปริมาณดี
เอ็นเอท่ีมากเกินไปกลับท าให้ความเข้มของสัญญาณลดน้อยลง ดังนั้น คณะผู้วิจัยจะท าการทดลองเพิ่มเติม โดยจะมุ่งเน้นไปที่
ปริมาณดีเอ็นเอที่น้อยลงไปอีก เพื่อทดสอบขีดจ ากัดของอุปกรณ์ตรวจวัดต่อไป 

 

A 

B 

C 
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รูปที่ 8 ภาพการทดสอบขีดจ ากัดการตรวจวัดของยีน GroEL (บน) และ MotB (ล่าง) เมื่อเปลี่ยนแปลงปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ
ของกระบวนการ PCR (ภาพด้านขวาในแต่ละยีนแสดงผล gel electrophoresis) 
 

 

รูปที่ 9 ภาพการพิสูจน์ประสิทธิภาพกับการเติมเช้ือ (spike) ลงไปในตัวอย่างข้าวสารบดจ านวน 25 ตัวอย่าง พร้อมทั้งตัวอย่าง
ควบคุม 
 

ขั้นตอนท่ีส าคัญที่สุดของการประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวัด ได้แก่การพิสูจน์ประสิทธิภาพการตรวจวัดในตัวอย่างจริง ซึ่ง
อาจซับซ้อนกว่าการตรวจวัดจากเช้ือบริสุทธ์ิเนื่องจากมีปัจจัยของเมทริกซ์เข้ามาเกี่ยวข้อง ที่อาจมีผลรบกวนการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอด้วยเทคนิค PCR หรือรบกวนการตรวจวัดโดยใช้อุปกรณ์ฐานกระดาษ ในการทดสอบกับตัวอย่างจริงได้เติมเช้ือ B. 
cereus ลงไปในตัวอย่างข้าวสารบดจ านวน 25 ตัวอย่างที่ 1000 CFU/g และตัวอย่างควบคุมอีก 1 ตัวอย่าง ซึ่งผลการ
ตรวจวัดให้ผลตามที่คาดไว้ทุกประการดังแสดงในรูปที่ 9 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าอุปกรณ์ตรวจวัดที่ประดิษฐ์ขึ้นสามารถตรวจวัดยีน
ทั้งสองยีนที่ต้องการได้อย่างชัดเจนในทุกตัวอย่าง ในขณะที่ยีนควบคุม 16S rRNA นั้น แม้จะให้สัญญาณที่ไม่เข้มเทียบเท่ายีน
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หลักท้ังสอง แต่ก็ใหส้ัญญาณที่แตกต่างชัดเจนกว่าพื้นหลังในทุกกรณี และในตัวอย่างควบคุมที่เตรียมจากการสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างข้าวตามขั้นตอนเช่นเดียวกับตัวอย่างอื่นแต่ไม่มีการเติม B. cereus ลงไป ก็ไม่ให้สัญญาณที่มีนัยส าคัญในยีน GroEL 
และ MotB ที่เป็นตัวบ่งช้ีการปนเปื้อนของ B. cereus แต่เห็นสัญญาณจางๆ ที่ยีนควบคุม 16S แสดงว่าอาจมีแบคทีเรียอื่น
ปนเปื้อนอยู่ ซึ่งเป็นการยืนยันว่าการที่ไม่เห็นสัญญาณของ GroEL และ MotB เป็น true negative โดยไม่ได้เกิดจากปัญหา
ระหว่างกระบวนการ PCR 

 
3. การประดิษฐ์ปลอกบรรจุอุปกรณ์ตรวจวัดและขาต้ังส าหรับการใช้งานภาคสนาม 

ในขั้นตอนสุดท้าย คณะผู้วิจัยได้ท าการประดิษฐ์ชุดปลอกบรรจุอุปกรณ์ตรวจวัดและขาตั้งส าหรับการใช้งานจริง 
เนื่องจากหากน าอุปกรณ์ตรวจวัดฐานกระดาษมาใช้โดยตรงจะท าให้ยากในการจุ่มสารละลายและการยกออก และยากต่อการ
ใช้งานโดยทั่วไป ที่ต้องมีการหยิบจับ เสี่ยงต่อการปนเปื้อน และมีประเด็นเรื่องความปลอดภัยของผู้ปฏิบัติจากการสัมผัสกับ
ตัวอย่างและสารเคมีที่ใช้ในกระบวนการตรวจวัด คณะผู้วิจัยจึงได้ออกแบบปลอกบรรจุเซ็นเซอร์กระดาษขึ้นเพื่อแก้ปัญหา
ดังกล่าว โดยคณะผู้วิจัยได้ออกแบบให้ปลอกบรรจุท าหน้าที่เป็นภาชนะใส่สารละลายไปในตัวด้วย ซึ่งท าให้ไม่จ าเป็นต้องใช้
ภาชนะใส่สารละลายแยกต่างหาก การยึดแผ่นอุปกรณ์ฐานกระดาษสามารถสอดแผ่นกระดาษเข้าไปในเขี้ยวที่ออกแบบไว้ได้
โดยไม่ต้องใช้กาวยึดซึ่งตัดปัญหาของปฏิกิริยาที่เป็นไปได้ระหว่างกาวกับสารละลายที่ใช้ออกไป โดยแผนภาพจ าลองสามมิติ
แสดงปลอกบรรจุอุปกรณ์ฐานกระดาษแสดงไว้ในรูปที่ 10A และภาพของอุปกรณ์จริงแสดงไว้ในรูปที่ 10B 

 
A B 

 

 
                                                                                         

รูปที่ 10 แผนภาพจ าลอง 3 มิติ (A) พร้อมภาพจริง (B) แสดงการออกแบบปลอกบรรจุอุปกรณ์ฐานกระดาษและการเป็น
ภาชนะบรรจุสารละลาย 
 

อย่างไรก็ตาม แม้จะมีปลอกบรรจุที่เหมาะแก่การพกพาแล้ว แต่การเก็บสัญญาณเพื่อการวิเคราะห์นั้น บางครั้ง
จ าเป็นจะต้องอาศัยการถ่ายภาพสัญญาณจุดบนอุปกรณ์ฐานกระดาษส าหรับการบันทึกข้อมูลอย่างถาวร หรือเพื่อส่งต่อไปยัง
ผู้เช่ียวชาญต่อไป ในปัจจุบันกล้องที่ติดตั้งมากับสมาร์ทโฟนมีความละเอียดและความคมชัดสูงเพียงพอส าหรับวัตถุประสงค์์
ดังกล่าว อย่างไรก็ตามการวางตัวอย่างบนโต๊ะและจับโทรศัพท์ด้วยมือเปล่าขณะถ่ายภาพ จะท าให้ได้ภาพที่มีคุณภาพไม่
สม่ าเสมอ เช่น ต าแหน่งตัวอย่างไม่ได้อยู่กึ่งกลางภาพ แนวการวางที่อาจจะบิดเบี้ยว มุมมองภาพไม่ตั้งฉากกับระนาบของ
ตัวอย่าง และเงาของโทรศัพท์ท่ีอาจจะบดบังตัวอย่างพอดี เป็นต้น คณะผู้วิจัยจึงได้ออกแบบแท่นจับตัวอย่างส าหรับถ่ายภาพ
มาเพื่อแก้ปัญหาดังกล่าว  

โดยหลักการประดิษฐ์นั้น มีประเด็นส าคัญที่ต้องค านึงถึง ได้แก่ ใช้งานได้กับโทรศัพท์ทุกรุ่น มีน้ าหนักเบา และไม่ต้อง
อาศัยแหล่งก าเนิดไฟเพิ่มเติม ซึ่งน าไปสู่การออกแบบตามรูปที่ 11A โดยแท่นจับตัวอย่างส าหรับถ่ายภาพได้ถูกออกแบบให้เมื่อ
วางโทรศัพท์และตัวอย่างลงไปบนแท่นจับแล้ว ทิศทางการถ่ายภาพจะตั้งฉากกับตัวอย่างที่เราต้องการถ่ายภาพพอดี โทรศัพท์
และตัวอย่างท ามุม 60 องศาเทียบกับแนวระดับท าให้มีช่องว่างให้แสงจากธรรมชาติตกลงไปยังตัวอย่างได้อย่างเพียงพอ และ
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ท าให้ไม่เกิดเงาของโทรศัพท์ท่ีตกลงบนตัวอย่าง ส่วนของช่องยึดตัวอย่างสามารถปรับระดับขึ้นลงได้เพื่อให้รองรับโทรศัพท์ที่มี
ขนาดแตกต่างกันได้ นอกจากนั้นช่องยึดตัวอย่างได้ถูกออกแบบมาสองแบบเพื่อรองรับทั้งโทรศัพท์ท่ีมีกล้องอยู่กลางเครื่องและ
โทรศัพท์ท่ีมีกล้องอยู่ท่ีมุมของเครื่อง (ภาพจริงตามรูปที่ 11B และภาพที่ได้จากการถ่ายบนแท่นตามรูปท่ี 12)  

A B 

 

 
 

รูปที่ 11 แผนภาพจ าลอง 3 มิติ (A) และภาพอุปกรณ์จริง (B) แสดงแท่นจับตัวอย่างและลักษณะการถ่ายภาพด้วยสมาร์ทโฟน 
 

A B 

  
 
รูปที่ 12 ภาพถ่ายอุปกรณ์ตรวจวัดจากกล้องของโทรศัพท์ iphone 8 (A) ภาพเต็มของอุปกรณ์ตรวจวัดในปลอกบรรจุ (B) 
ภาพตัดเฉพาะบริเวณที่มีการให้สัญญาณ ซึ่งแสดงให้เห็นความคมชัดท่ีสูงมาก 

 

4. บทสรุปและแผนงานในอนาคต 
โครงการนี้ ประสบความส าเร็จในการประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวัดสัญญาณจากยีนที่จ าเพาะของ B. cereus จ านวน 2 

ยีน ได้แก่ GroEL และ MotB โดยใช้เทคโนโลยีของพีเอ็นเอโพรบที่ตรึงบนกระดาษร่วมกับการสร้างสีโดยใช้เอนไซม์ ซึ่ง
สามารถตรวจวัด B. cereus ได้อย่างว่องไวและจ าเพาะเจาะจง โดยได้ทดสอบกับตัวอย่างจริง จ านวน 25 ตัวอย่าง ให้ผล
ถูกต้องทั้งหมด และได้ออกแบบอุปกรณ์ส าหรับตรวจวัดให้อยู่ในรูปแบบที่ใช้งานได้ง่าย อย่างไรก็ตาม มีประเด็นเพิ่มเติมที่
คณะผู้วิจัยจะปรับปรุง/ศึกษาเพิ่มเติมดังนี ้
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1. การปรับปรุงสัญญาณที่ได้จาก 16S rRNA เพื่อใช้เป็นตัวควบคุม ให้มีความชัดเจนยิ่งขึ้น 
2. การท าการศึกษา selectivity ของการตรวจวัดระดับสปีชีส์ให้ครบถ้วนสมบูรณ์ 
3. การท าการศึกษา sensitivity อีกครั้ง เพ่ือหาขีดจ ากัดการตรวจวัดที่แท้จริงของอุปกรณ์นี้ 
หลังจากท าการศึกษาจนครบถ้วน จะด าเนินการเผยแพร่ผลงานอย่างเป็นทางการต่อไป เช่น การจดสิทธิบัตร/อนุ

สิทธิบัตร และ/หรือตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 
 
เอกสารอ้างอิง 
Jirakittiwut, N.; Panyain, N.; Nuanyai, T.; Vilaivan, T.; Praneenararat, T. RSC Adv. 2015, 5, 24110–24114. 
Jirakittiwut, N.; Munkongdee, T.; Wongravee, K.; Sripichai, O.; Fucharoen, S.; Praneenararat, T.; Vilaivan, T. 

Microchim Acta 2020, accepted. 
Laopa, P.S.; Vilaivan, T.; Hoven, V. P. Analyst 2013, 138, 269–277. 
Leekrajang, M.; Sae-ung, P.; Vilaivan, T.; Hoven, V.P. Colloids Surf. B. 2019, 173, 851–859. 
McDowell, R. H.; Friedman, H. Bacillus cereus from StatPearls via NCBI Pubmed, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK459121/ (accessed 16 April 2018.) 
Orelma, H.; Teerinen, T.; Johansson, L.-S.; Holappa, S.; Laine, J. Biomacromolecules 2012, 13,1051–1058. 
Sánchez-Maldonado A. F.; Lee, A.; Farber, J. M. Annu. Rev. Food Sci. Technol. 2018, 25, 9, 177–208.  
Vilaivan, T. Acc. Chem. Res. 2015, 48, 1645–1656. 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข เกณฑ์คณุภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ฉบับท่ี 3 
(พ.ศ. 2560). 

Appendix 1: Academic details - subproject 1



 ภาคผนวก - รายละเอียดทางวิชาการของโครงการย่อย 2 1-1 

 

ชื่อโครงการย่อย ปฏิกิริยา LAMP บนกระดาษที่อ่านผลเชิงปริมาณด้วยสภีายในขั้นตอนเดยีวเพื่อการตรวจเชื้อก่อโรคใน
อาหาร 
ระยะเวลาโครงการ 15 สิงหาคม 2561 – 14 สิงหาคม 2562 (ได้รบัอนุมัติให้ขยายเวลาถึง 14 กุมภาพันธ ์2563) 
รายงานในช่วงต้ังแต่วันที ่15 สิงหาคม 2561 ถึงวันที่ 14 กุมภาพันธ์ 2563  
 
หัวหน้าโครงการย่อย   
 รศ.ดร. นราพร สมบูรณ์นะ  ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ผู้ร่วมโครงการ 

นางวรรณสิกา เกียรติปฐมชัย  ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 
น.ส. ไอลดา ชูภารา   ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
น.ส. สิริกานต์ จันทร์ประอบ   ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
น.ส. กชกร ศุภบวรสถิตย์   ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
น.ส. บุญส่ง ดิษมังคล้อ   ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 
บทน า 
 โครงการนี้เกี่ยวข้องกับการพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดดีเอ็นเอที่อ่านผลเชิงปริมาณได้โดยอาศัยสยี้อมที่เปลี่ยนแปลงสี
หรือการเรืองแสงเพื่อเป็นต้นแบบอุปกรณ์ตรวจหาเช้ือก่อโรคในอาหาร ณ จุดดูแล โดยมีจุดมุ่งหมายเพื่อพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยเช้ือแบคทีเรียก่อโรคหรือแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษที่ปนเปื้อนในอาหาร ท่ีให้ผลแม่นย า และท าได้สะดวก รวดเร็ว ไม่ต้อง
ใช้เครื่องมือที่ซับซ้อน และ/หรือบุคลากรที่มีความเช่ียวชาญ จึงเป็นที่มาของการพัฒนาระบบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช้
ปฏิกิริยาลูปเมดิเอเตทไอโซเทอมอลแอมพลิฟิเคชัน (loop-mediated isothermal amplification, LAMP) ซึ่งไม่จ าเป็นต้อง
ใช้เครื่องเทอร์มอลไซเคิล (thermal cycler) จึงมีข้อได้เปรียบในแง่ของความง่าย ความจ าเพาะเจาะจง และประสิทธิภาพใน
การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่เหนือกว่า PCR ร่วมกับการตรวจวัดดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดังกล่าวด้วยสีย้อมประจุ
บวกซึ่งมีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอสายคู่ ได้แก่ 4-(4-(N,N-diethylamino)-2-(4-(trimethylammonium)butoxy)ethenyl)-
1-methylquinolinium (4QL2+) ที่พัฒนาขึ้นในกลุ่มของผู้วิจัยเอง โดยให้การเปลี่ยนแปลงสีที่อ่านผลได้ด้วยตาเปล่าในการ
บ่งช้ีความส าเร็จของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังได้มีการพัฒนาการตรวจเช้ือให้ท าได้สะดวกขึ้นโดยการเปลี่ยนจาก
การท าปฏิกิริยาในหลอดมาอยู่บนฐานกระดาษ (paper-based LAMP) ตามหลักการที่เสนอโดย Seok et al. (2017) เพื่อ
เพิ่มความสะดวกและเหมาะกับการตรวจระดับท้องถิ่น หรือ ณ จุดดูแล (point-of-care) และการพัฒนาสู่ชุดตรวจส าเร็จรูป
มากขึ้น โดยก่อนหน้านี้คณะผู้วิจัยได้ประสบความส าเร็จการประยุกต์ใช้เทคนิคแลมป์ เพื่อการตรวจเช้ือและจดอนุสิทธิบัตร
มาแล้วกว่า 10 เรื่อง ตัวอย่างเช่น ต้นแบบชุดตรวจยีนเอนเทอโรทอกซินชนิดเอของ Staphylococcus aureus ก่อโรคอาหาร
เป็นพิษเชิงปริมาณที่มีความจ าเพาะและความไวสูงโดยการผนวกเทคนิคแลมป์เข้ากับการใช้สีย้อมเรืองแสง ในงานวิจัยนีจ้ะเปน็
การพัฒนาต่อยอดโดยการใช้สีย้อม 4QL2+  ทีเ่มื่อจับกับดีเอ็นเอสายคู่จะท าให้เกิดการเปลี่ยนสีที่สังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า ซึ่ง
จะเป็นรูปแบบทีใ่ช้งานในภาคสนามได้สะดวกกว่าการใช้สีย้อมเรืองแสง ซึ่งจ าเป็นต้องใช้แสงยูวีเป็นแหล่งกระตุ้น จากนั้นจะน า
ระบบตรวจวัดที่พัฒนาได้ดังกล่าวไปสร้างเป็นอุปกรณ์ตรวจวัดในรูปแบบฐานกระดาษส าหรับตรวจยีนก่อโรคของเช้ือ S. 
aureus และเชื้อ E. coli ในผลิตภัณฑ์อาหาร 
 Escherichia coli เป็นแบคทีเรียที่พบได้ในล าไส้ของคนและสัตว์ แม้ส่วนใหญ่จะไม่ท าให้เกิดอันตรายหรือก่อโรค แต่
ก็มี E. coli หลายสายพันธุ์ที่ก่อโรคติดเช้ือ เช่น โรคอุจจาระร่วง โรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ การติดเช้ือในกระแสเลือด และโรค
ระบบทางเดินปัสสาวะอักเสบ เป็นต้น นอกจากนี้ E. coli ยังเป็นตัวบ่งช้ีสุขอนามัยของการเตรียมอาหารได้ โดย
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้ก าหนดมาตรฐานไม่เกิน 3-100 MPN (most probable number)/กรัมของอาหาร ขึ้นกับ
ประเภทของอาหาร (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2560) และต้องไม่พบเลยในน้ าดื่ม (ต่อมิลลิลิตร)  สารพิษ  staphylococ-
cal enterotoxin A (SEA) จากแบคทีเรีย Sphylococcal aureus ซึ่งพบได้ทั่วไปในดิน น้ า อากาศ ทางเดินหายใจ และบน
ผิวหนังของมนุษย์ อีกทั้งยังเจริญได้ในสภาวะความเค็มระดับปานกลาง จึงท าให้เช้ือหรือสารพิษนี้ถูกพบได้ในอาหารที่
หลากหลาย  และท าให้เกิดการปนเปื้อนในอาหารได้ง่าย โดยเฉพาะอย่างยิ่งหากรับประทานอาหารที่ดิบ หรือใช้ความร้อนและ
ระยะเวลาในการปรุงไม่เพียงพอต่อการท าลาย SEA ซึ่งทนความร้อนได้ดี นอกจากนี้อาหารที่มี SEA ปนเปื้อนมักมีกลิ่น รส 
และสภาพอาหารปกติ ท าให้ผู้ผลิตและผู้บริโภค ไม่ทราบว่าอาหารนั้นมี SEA ปนเปื้อนอยู่ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้ 
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(Argudín et al, 2010) ตามมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ อาหารที่เตรียมเพื่อบริโภคดิบ อาหารปรุงสุกทั่วไป 
และปรุงสุกแล้วแช่เย็น ต้องไม่มีการปนเปื้อนของ S. aureus  มากกว่า 100 เซลล์หรือ CFU ต่อกรัมอาหาร 
 โดยหลักการประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวัดเชื้อก่อโรคของโครงการนี้มีหัวใจส าคัญอยู่ท่ีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนคิ 
LAMP และสีย้อมสังเคราะห์ที่สามารถตรวจวัดดีเอ็นเอที่ผ่านการเพิ่มปริมาณด้วยสีย้อมประจุบวกซึ่งมีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอ
สายคู่ ได้แก่ 4-(4-(N,N-diethylamino)-2-(4-(trimethylammonium)butoxy)ethenyl)-1-methylquinolinium (4QL2+) 
(รูปที่ 1) ซึ่งให้การเปลี่ยนแปลงสีที่อ่านผลได้ด้วยตาเปล่าจากสีม่วง (ผลลบ) เป็นสีน้ าเงิน (ผลบวก) ในการบ่งช้ีความส าเร็จของ
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยการเข้าจับกับดีเอ็นเอสายคู่ที่ได้จากการเพิ่มจ านวน ซึ่งเป็นข้อได้เปรียบเมื่อเทียบกับสีย้อมเรือง
แสงท่ีคณะผู้วิจัยได้พัฒนามาก่อนหน้านี้ (อ้างอนุสิทธิบัตร) ดงัที่ได้กล่าวไปแล้วคือไม่ต้องใช้แหล่งก าเนิดแสงยูวี และสีย้อมอื่นๆ 
ที่เคยมีผู้พัฒนามาก่อน เช่น  hydroxynaphthol blue (HNB) หรือเทคนิคอื่นๆ เช่นการวัดความขุ่น ซึ่งทั้งสองเทคนิคเป็น
การวัดโดยอ้อมจากการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ Mg2+ และการตกตะกอนของแมกนีเซียมไพโรฟอสเฟต ซึ่งอาจเกิด
ผลบวก/ลบปลอมได้ง่าย เนื่องจากไม่ได้เป็นการวัดปริมาณของดีเอ็นเอโดยตรง 

NEt2

O
NMe3

Br

N
I

4QL2+
 

รูปที่ 1 โครงสร้างของสีย้อมสไตรลิประจุบวก 4-(4-(N,N-diethylamino)-2-(4-(trimethylammonium)butoxy)ethenyl)-
1-methylquinolinium (4QL2+) 

 
วิธีการทดลอง 
1. สายพันธุ์แบคทีเรีย 
 สายพันธ์ุแบคทีเรยีทั้งหมดไดร้ับมาจากภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลยั (ตารางที่ 1) 
โดยเช้ือ E. coli ทั้งหมดได้ท าการเพาะเลี้ยงใน Nutrient Broth (NB) บ่มที่ 37°C เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง ส่วน
Staphylococcus spp. ทั้งหมดได้ท าการเพาะเลีย้งใน Tryptic Soy Broth (TSB) บ่มที่ 37°C, 200 rpm เป็นเวลา 18-24 
ช่ัวโมง  
ตารางที่ 1 สายพันธ์ุแบคทีเรียที่ใช้ในการทดลอง 

สายพันธ์ุแบคทีเรยี Strains 
Escherichia coli  
Escherichia coli  
Enterobacter cloacae  
Staphylococcus aureus  
Staphylococcus aureus  
 Staphylococcus aureus  
Staphylococcus epidermidis  
Staphylococcus saprophyticus  

ATCC 25922 
MCCU 0349 
N/A 
ATCC 25923 
MCCU0357 
MCCU0370 
ATCC 12228 
 ATCC 15305 

2. การสกัดแยกสารพันธุกรรม 
 เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยนี้จัดอยู่ในกลุม่เช้ือก่อโรคตาม พรบ. เชื้อโรคและพิษจากสตัว์ พ.ศ.2558 
กระบวนการที่เกีย่วข้องกับเช้ือก่อโรคทั้งหมดในขั้นตอนนี้จึงจ าเป็นตอ้งผ่านการรับรองโดยคณะกรรมการควบคุมความ
ปลอดภัยทางชีวภาพของคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (SC CU-IBC-013/2018) โดยมี รศ.ดร.นราพร สมบูรณ์
นะ จากภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย เป็นผู้ด าเนินการหลัก 
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 การสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ: สกัดดเีอน็เอของทุกสายพันธ์ุแบคทีเรียที่เพาะเลีย้งในอาหารเหลว โดยการดดูเชื้อที่
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 1 มิลลิลติรผสมกับ TE buffer 1 มิลลลิิตรในหลอด 1.5 มิลลลิิตร จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภมูิ 95 
องศาเซลเซยีส 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 10 นาที จากนั้นเก็บส่วนใสเพื่อเป็น ดีเอ็นเอ แม่แบบ และเก็บดีเอ็น
เอที่สกัดได้ไว้ท่ีอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง: น าตัวอย่างอาหารปรมิาณ 1 กรัมมาสกัดดเีอ็นเออย่างหยาบ โดยผสมกับ TE buffer 
1 มิลลลิิตรในหลอด 1.5 มิลลิลติร ผสมให้เขา้กันและบดเล็กน้อย น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 10 นาที จากน้ันดูดส่วนน้ า
ทิ้ง แล้วละลายตะกอนด้วย 100 ไมโครลิตรของ 1% Triton-x 100 น าไปต้มที่อุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที แล้วน าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 10 นาที จากน้ันดูดส่วนใสออกมาใส่หลอดใหม่ เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส ส าหรับใช้เป็นดี
เอ็นเอแม่แบบ 
 การวดัความเข้มข้นและความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอ: หาความบรสิุทธ์ิของดีเอ็นเอที่สกัดท าได้โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง 
260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280 ตามล าดับ) โดยใช้เครื่อง Nanodrop spectrophotometer (Nanodrop2000, 
Thermo Scientific, New York, UK) ซึ่งความบรสิุทธ์ิของดีเอ็นเอควรมีอัตราส่วนของ A260 : A280 อยู่ในช่วง 1.8 - 2.0 
ส่วนการวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอจะใช้เครื่อง Qubit®3.0 Fluorometer (Thermo Scientific, Malaysia) ซึ่งจะตรวจวดั
เฉพาะดีเอ็นเอสายคู่ จากนั้นน าไปค านวณโดยสตูร 

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอสายคู่ (ng/µl) = A260 x 50 x dilution factor 
3. การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 
3.1 การออกแบบไพรเมอร์ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการใช้เทคนิค LAMP ในการตรวจจับเชื้อแบคทีเรีย E. coli และ S. aureus ที่ปนเปื้อน
ในอาหารโดยการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ จึงต้องหาไพรเมอร์ส าหรับเทคนิค LAMP ซึ่งประกอบไปด้วย 2 inner 
primer, 2 outer primer และ 2 loop primer ที่มีความจ าเพาะตอ่เช้ือแต่ละตัว โดยไพรเมอร์ส าหรบัเชื้อ E. coli อ้างอิงจาก
งานวิจัยของ Stratakos et al. (2017) ที่จ าเพาะต่อ E. coli phosphate regulon gene A (phoA gene) ที่จ าเพาะต่อทุก
สายพันธ์ุของ E. coli  ส่วนไพรเมอร์ส าหรับ S. aureus อ้างอิงมาจากอนุสิทธิบัตรเลขท่ี 1603001252 ของคณะผู้วิจัย (นรา
พร สมบูรณ์นะ และคณะ, 2560) ที่จ าเพาะต่อยีน sea ของ S. aureus สายพันธ์ุที่ผลติสารพิษ staphylococcal 
enterotoxin A (ตารางที่ 4) 
3.2 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยวิธี PCR 
 ปฏิกิริยา PCR ท าที่ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย EmeraldAmp® GT PCR Master Mix 
(TakaRa Bio, Shiga, Japan) 12.5 ไมโครลิตร forward และ reverse primers อย่างละ 0.3 ไมโครโมลาร์ (ตารางที ่2) และ
ดีเอน็เอต้นแบบ เข้าเครื่อง thermal cycler โดยมีสภาวะการท าปฏิกิริยาดังนี้ 
PCR ส าหรับ E. coli เริ่มจาก Initial denaturation 94 ºC เป็นเวลา 2 นาที ตามด้วย 30 รอบของ 
                     Denaturation   94°C เป็นเวลา 2 วินาที                                                                                                                                            
.                     Annealing       64°C เป็นเวลา 1 นาที                                                                                                   
.                     Extension       72°C เป็นเวลา 1 นาที                                                                                                                 
                      และ extension ที่ 72°C เป็นเวลา 7 นาที     
 PCR ส าหรับ S. aureus เริ่มจาก Initial denaturation 94°C เป็นเวลา 2 นาที ตามด้วย 30 รอบของ                                                                                               
                      Denaturation  94°C เป็นเวลา 2 วินาที                                                                                                                                            
.                     Annealing       55°C เป็นเวลา 2 นาที                                                                                              
.                     Extension       72°C เป็นเวลา 1 นาที                                                                                                                         
                      และ extension ที่ 72°C เป็นเวลา 7 นาที 
          จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ PCR มาตรวจสอบความส าเร็จของการท าปฏิกิริยา โดยใช้ 1.75% agarose gel รันเจลอิเล็กโทร
โฟเรซิสที่ 100 V เป็นเวลา 35 นาที และดูผลภายใต้แสงยูวี 
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ตารางที ่2 Oligonucleotide primers ส าหรับ PCR  
Bacteria (gene) Primer names Primer sequences (5’-3’) Reference 

E. coli (phoA) Ec phoA F3 5’-AAGTTGAAGGTGCGTCAAT-3’ Stratakos et al., 
2017 

Ec phoA B3 5’-CTTGTGAATCCTCTTCGGAG-3’ 

S. aureus (sea) SEA-F  5’-TTGGAAACGGTTAAAACGAA-3’ Petty patent no. 
1603001252 

SEA-R  5’-GAACCTTCCCATCAAAAACA-3’ 

 
3.3 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมโดยวิธี LAMP 
          ไพรเมอร์ LAMP ประกอบด้วย FIP, BIP, F3, B3, LF และ LB (ตารางที่ 3) แต่ละปฏิกิริยา LAMP จะมีปริมาตรรวม 
15 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย F3 และ B3 อย่างละ 0.2 ไมโครโมลาร์ FIP และ BIP อย่างละ 0.8 ไมโครโมลาร์ LF และ LB 
อย่างละ 0.4 ไมโครโมลาร์ ส าหรับ LAMP E. coli และ F3 และ B3 อย่างละ 0.2 ไมโครโมลาร์ FIP และ BIP อย่างละ 1.6 ไม
โครโมลาร์ LF และ LB อย่างละ 1.6 ไมโครโมลาร์ ส าหรับ LAMP S. aureus ตามด้วย dNTPs 1.4 มิลลิโมลาร์, บีเทน 0.3 โม
ลาร์, แมกนีเซียมซัลเฟส 6 มิลลิโมลาร์, Bst DNA polymerase 8 ยูนิต และดีเอ็นเอแม่แบบ 1 ไมโครลิตร ในหลอดพีซีอาร์
ขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยท าการทดสอบอุณหภูมิที่ 61, 63 และ 65 องศาเซลเซียสและระยะเวลาในการบ่มที่ 30, 45 และ 60 
นาที เพื่อหาอุณหภูมิและระยะเวลาในการบ่มที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา โดยพิจารณาจากค่าความจ าเพาะและความไว 
(detection limit) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ด้วยตาเปล่าจากการเปลี่ยนสีของสีสังเคราะห์ 4QL2+  โดยน าผลิตภัณฑ์ LAMP 2 
ไมโครลิตรผสมกับสีย้อม 2 ไมโครโมลาร์ และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ใช้ปรับให้มีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ควบคู่กับการดูแบน
ของผลิตภัณฑ์ด้วยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟเรซิสที่ความเข้มข้น 1.75% 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที 
 
ตารางที ่3 Oligonucleotide primers ส าหรับการเพิม่ปริมาณดเีอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP 
Bacteria 
(gene) 

Primer 
names 

Primer sequences (5’-3’) Reference 

E. coli (phoA) Ec phoA F3 5’-AAGTTGAAGGTGCGTCAAT-3’ Stratakos et al., 
2017 
 
GTGATCAGCGGTGA
CTATGACCTCTCGA
TGAAGCCGTACA 
 

Ec phoA B3 5’-CTTGTGAATCCTCTTCGGAG-3’ 

Ec phoA FIP 
5’GTGATCAGCGGTGACTATGACCT/iBiodT/TTCTCGAT
GAAGCCGTACA -3’ 

Ec phoA BIP 
5’ATTGTCGCGCCGGATACCCTCATCACCATCACTGCG-
3’ 

Ec phoA 
LoopF 

5’-AGCGTGTTGCCATCCTTT-3’ 

Ec phoA 
LoopB 

5’-CAGGCGCTAAATACCAAAGATG-3’ 
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ตารางที ่3 Oligonucleotide primers ส าหรับการเพิม่ปริมาณดเีอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP (ต่อ) 
Bacteria 
(gene) 

Primer 
names 

Primer sequences (5’-3’) Reference 

S. aureus  
(sea)  

SEA_F3 5’- TCTATTATTACAATGAAAA -3’ Petty patent no. 
1603001252 

SEA_B3 5’- ATTGATAACCATAATAAGCA -3’ 

SEA_FIP 5’CTGTAAAAAAGCCTTTAAACAATATT/iBiodT/TGCTA
AAACTGAAAATAAAGAGAG -3’ 

SEA_BIP 5’GGTATAACGATTTATTAGTAGATTTTTATACAAGTCT
ACTTTTTTCCCTT -3’ 

SEA_LF 5’- TGCTAGTTAAAAATGTCGTATGAT -3’ 

SEA_LB 5’- GATTCAAAGGATATTGTTGAT -3’ 

 
4. การเตรียมสีย้อมดีเอ็นเอ 4-(4-(N,N-diethylamino)-2-(4-(trimethylammonium)butoxy)ethenyl)-1-
methylquinolinium (4QL2+) 
4.1 การสังเคราะห์ 1,4-dimethylquinolinium iodide 
ผสม 4-methylquinoline (0.66 mL, 5 mmol) และ iodomethane (0.62 mL, 10 mmol) ในหลอดทดลองฝาเกลียว ให้
ความร้อนที่ 90 oC เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง กรองเก็บของแข็งสีเหลืองที่ได้ด้วยวิธีกรองสุญญากาศ ล้างของแข็งที่ได้ด้วยไดเอทิล
อีเทอร์และท าให้แห้งภายใต้สญุญากาศ จะได้ผลิตภัณฑ์ 1,4-dimethylquinolinium iodide 1.4188 g 
4.2 การสังเคราะห์  4-(N,N-diethylamino)-2-(4-(trimethylammonium)butoxybenzaldehyde 
ผสม 4-(diethylamino)-2-hydroxybenzaldehyde (0.4831 g, 2.5 mmol), โพแทสเซียมคาร์บอเนต (0.691 g, 5 mmol) 
และ 1,4-ไดโบรโมบิวเทน (0.36 mL, 3 mmol) ใน anhydrous DMF (3 mL) คนท่ีอุณหภมูิห้องเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง น าของ
ผสมทีไ่ดม้าเจือจ่างด้วยไดคลอโรมเีทนและสกัดด้วยน้ าเพื่อก าจัด DMF จากนั้นระเหยตัวท าละลายออกภายใต้สญุญากาศ และ
ท าสารให้บริสุทธ์ิโดยวิธีคอลัมนโ์ครมาโทกราฟี น าผลติภณัฑ์ที่ได้มาละลายในเททระไฮโดรฟิวแรน (5 mL) เติมไตรเมทลิามีน 
(1 mL) คนท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง ระเหยตัวท าละลายภายใต้สญุญากาศ ล้างผลิตภณัฑ์ทีไ่ด้ด้วยไดเอทิลอเีทอร์ จะ
ได้ผลิตภัณฑ์ 0.5750 g 
4.3 การสังเคราะห์ 4-(4-(N,N-diethylamino)-2-(4-(trimethylammonium)butoxy)ethenyl)-1- methyl 
quinolinium (4QL2+) 
ละลาย 1,4-dimethylquinolinium iodide (0.2850 g, 1 mmol) และ 4-(N,N-diethylamino)-2-(4-
(trimethylammonium)butoxybenzaldehyde (0.3870 g, 1 mmol) ในเอทานอล (5 mL) ให้ความร้อนโดยการรีฟลักซ์
เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง กรองเก็บของแข็งสีน้ าเงินม่วงที่ได้ด้วยวิธีกรองสญุญากาศ ล้างของแข็งที่ได้ด้วยน้ าและ ethanol 
ตามล าดับ และท าให้แห้งภายใตส้ญุญากาศ จะได้ผลิตภณัฑ์ 4QL2+ 0.1310 g (20% yield) m.p. = 216-217 oC; 1H NMR 
(400 MHz, DMSO) δ 8.96-6.26 (m, 11H, aromatic region), 4.43 (s, 3H, N+-CH3), 4.23 (s, 2H, (CH3)3N

+-CH2-), 
3.50 (s, 6H, -N-(CH2CH3)2), 3.09 (s, 9H, -N+-(CH3)3), 1.95 (s, 4H, -N-(CH2CH3)2), 1.19 (s, 6H, -O-CH2CH2-) 
 
5. เปรียบเทียบความจ าเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของวิธี LAMP-4QL2+ กับวิธี LAMP-GE, 
LAMP-HNB และ วิธี PCR 
          ในการทดสอบความจ าเพาะเพื่อวัดประสิทธิภาพในการท าปฏิกิริยาที่จะให้ผลบวกต่อดีเอ็นเอของเชื้อเป้าหมายทุกสาย
พันธุ์และต้องให้ผลลบต่อดีเอ็นเอของเช้ืออื่นๆที่ไม่ใช่เป้าหมาย โดยจะใช้ตัวควบคุมบวกเป็นแบคทีเรียที่ต้องการตรวจสอบ
หลายๆสายพันธุ์และตัวควบคุมลบเป็นแบคทีเรียอื่นๆที่ไม่ได้จ าเพาะต่อไพรเมอร์ที่ใช้  (ตารางที่ 4) โดยจะน าผลที่ได้จากวิธี 
LAMP-4QL2+ เปรียบเทียบกับ LAMP-HNB และวิธีมาตรฐาน LAMP-GE, PCR-GE  
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          ส าหรับการทดสอบความไวจะท า 10-fold serial dilutions เพื่อหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอน้อยท่ีสุดที่ยังสามารถ
เกิดปฏิกริิยาได้ ส าหรับ E. coli จะใช้ดีเอ็นเอของ E. coli ATCC 25922 ความเข้มข้นระหว่าง  3.39x102ถึง 3.39 ส าเนาดี
เอ็นเอต้นแบบ และส าหรบั S. aureus จะใช้ดีเอ็นเอของ S. aureus ATCC 25923 ความเขม้ข้นระหว่าง 3.3x102 ถึง 3.3 
ส าเนาดีเอ็นเอต้นแบบ ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาโดยการสังเกตการเปลีย่นสีของ 4QL2+ และเปรยีบเทียบกับวิธี LAMP-HNB, 
LAMP-GE และ PCR-GE 
 
ตารางที่ 4 แบคท่ีเรียที่ใช้เป็นตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ ในการทดสอบความจ าเพาะ 

แบคทีเรีย ตัวควบคุมบวก ตัวควบคุมลบ 
E. coli Escherichia coli ATCC 25922  

Escherichia coli MCCU 0349 
Enterobacter cloacae N/A 
Staphylococcus aureus ATCC 25923  

S. aureus Staphylococcus aureus ATCC 25923 
Staphylococcus aureus MCCU0357 
Staphylococcus aureus MCCU0370 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228  
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305  

 
6. การพัฒนา paper-based LAMP 
6.1 การดัดแปลงโครงสร้างกระดาษและหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับ paper-based LAMP 
 เป็นการศึกษาสมบัติและประสิทธิภาพของ LAMP บนกระดาษ โดย LAMP-primer จะถูกติดบนกระดาษด้วยไบโอ
ติน (biotin) และสเตรปตาวิดิน (streptavidin) ปัจจุบันพบว่าปฏิกิริยาระหว่าง Streptavidin และ biotin สามารถน ามาใช้
พัฒนาเทคนิคในการตรวจวิเคราะห์ต่าง ๆ ให้มีประสิทธิภาพดีขึ้น เนื่องจากเป็นพันธะที่แน่นท่ีสุดของ non-covalent งานวิจัย
ช้ินนี้จะท าการติด streptavidin บนกระดาษ โดยดัดแปลงโครงสร้างพันธะของเซลลูโลสบนกระดาษด้วย TEMPO, 1-ethyl-
3-(-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) และ N-hydroxysuccinimide (NHS) จากนั้นจะติด LAMP-primer 
ด้วย biotin และน าไปหยดบนกระดาษที่เติม streptavidin แล้ว เพื่อให้ไพรเมอร์ถูกยึดติดอยู่บนกระดาษ จากนั้นเติม
ส่วนประกอบของปฏิกิริยา LAMP อื่นๆ ก่อนน าไปบ่มในอุณหภูมิที่เหมาะสม แล้วจึงน ามาตรวจสอบความส าเร็จของการท า
ปฏิกิริยาด้วยสีย้อม 
6.2 การใช้สีย้อม 4QL2+ ร่วมกับ paper-based LAMP 
 หาอัตราส่วนสภาวะที่เหมาะสมในการใช้สีย้อม 4QL2+ ในการตรวจสอบความส าเร็จในการท าปฏิกิริยา LAMP บน
ฐานกระดาษ เพื่อให้สามารถเห็นความแตกต่างระหว่างผลบวกและผลลบได้อย่างชัดเจนท่ีสุด  
6.3 ทดสอบความไว (sensitivity) ของ paper-based LAMP  
 ส าหรับการทดสอบความไวจะท า 10-fold serial dilutions เพื่อหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอน้อยที่สุดที่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้ โดยการ spike เช้ือ E. coli และ S. aureus ATCC 25923 ลงในเนื้อหมู ความเข้มข้นระหว่าง 3.39x103 ถึง 
3.39x10-1 ส าเนาดีเอ็นเอต้นแบบ และ 3.3x102 ถึง 3.39x10-2 ส าเนาดีเอ็นเอต้นแบบ ตามล าดับ จากนั้นตรวจสอบการ
เกิดปฏิกิริยาโดยการสังเกตการเปลี่ยนสีของ 4QL2+ และเปรียบเทียบกับวิธี LAMP-HNB, LAMP-GE และ PCR-GE 
7. การประเมินประสิทธิภาพการตรวจหาเชื้อในตัวอย่างอาหารจริง 
 ค านวณจ านวนตัวอย่างท่ีมีนัยทางสถิติโดยใช้สูตร n= (p (1-p) z2)/e2  
โดย  n = sample size  
p = percentage picking a choice (จากการทบทวนอัตราที่พบ สมมติร้อยละที่พบคือ 0.05-0.15)  
z = the z-score (1.75 for a 95% confidence interval) และ 
e = margin of error (0.1)  
ดังนั้น n = 44.55 ตัวอย่างกรณรีอ้ยละที่พบคือ 0.05 และ n = 39.05 ตัวอย่างกรณีร้อยละที่พบคือ 0.15 
สรุปว่าควรใช้จ านวนตัวอย่างอาหารอย่างน้อยที่สุด  n = 45 ตัวอยา่ง 
 
 ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจโดยการตรวจหาเช้ือ S. aureus ที่สร้างสารพิษ enterotoxin A ในอาหารที่ท า
จากเนื้อหมู ประเภทหมูปิ้ง ทอด และย่าง จากร้านอาหารริมทางในกรุงเทพ จ านวน 45 ตัวอย่าง โดยใช้ระยะเวลาในการบ่ม 
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45 นาที และตรวจสอบผลด้วยสีย้อม 4QL2+ เปรียบเทียบกับการตรวจผลด้วยสีย้อมดีเอ็นเอฟลูออเรสเซนต์ Novel Juice 
(GeneDireX, Inc.)  
 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
1. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP 
1.1 สภาวะเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP ส าหรับ E. coli 
       จากไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน phoA ของ E. coli ทุกสายพันธุ์ ที่อ้างอิงมาจากงานวิจัยของ Stratakos et al. (2017) 
และผลวิจัยของการศึกษาครั้งน้ีซึ่งใช้ดีเอ็นเอสกัดหยาบของ E. coli ATCC 25922 ในการหาสภาวะที่ดีที่สุดในการท าปฏิกิริยา 
LAMP โดยท าการทดลองบ่มท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 61, 63 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที พบ
อุณหภูมิที่ดีที่สุดที่ให้ความจ าเพาะและความไว และสามารถให้ผลบวกได้โดยใช้ระยะเวลาสั้นที่สุดคืออุณหภูมิ 63 องศา
เซลเซียส ใช้เวลา 30 นาที 

 
รูปที่ 2 ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา LAMP ที่ ก.) 61 องศาเซลเซียส ข.) 63 องศาเซลเซียส และ ค.) 65 องศาเซลเซียส ใน
ระยะเวลาที่ต่างกัน; แถวM แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, แถวที1่ ตัวควบคุมลบ, แถวที2่ ที่ระยะเวลาบ่ม 15 นาที, แถวที่3 
30 นาที, แถวที4่ 45 นาที และ แถวที่4 60 นาที ตามล าดับ โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ 3.39x103 copies/reaction 
 
1.2 สภาวะเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP ส าหรับ S. aureus 
       จากไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน sea ของ S. aureus สายพันธุ์ที่ผลิตสารพิษ ที่อ้างอิงมาจากอนุสิทธิบัตรเลขที่ 
1603001252 ของคณะผู้วิจัย (นราพร สมบูรณ์นะและคณะ, 2560) และผลวิจัยของการศึกษาในครั้งนี้ซึ่งใช้ดีเอ็นเอสกัด
หยาบของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 โดยการทดลองบ่มท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 61, 63 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15, 30, 45 และ 60 นาที พบอุณหภูมิที่ดีท่ีสุดส าหรับความจ าเพาะและความไว และที่สามารถเกิดผลบวกได้โดยใช้ระยะเวลา
สั้นท่ีสุดคืออุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 30 นาที (รูปที่ 3) 

 
รูปที่ 3 ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา LAMP ที่ ก) 61 องศาเซลเซียส ข) 63 องศาเซลเซียส และ ค) 65 องศาเซลเซียส ใน
ระยะเวลาที่ต่างกัน โดยเลน M แทนดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, หมายเลข 1 ตัวควบคุมลบ, 2 ที่ระยะเวลาบ่ม 15 นาที, 3 30 
นาที, 4 45 นาที และ 5 60 นาที ตามล าดับ โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบจาก S. aureus ATCC 25932 ปริมาณ 3.3 x 103 
copies/reaction 
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2. ปฏิกิริยา LAMP ร่วมกับสีย้อม 4QL2+ (ในหลอด PCR) 
2.1 ปฏิกิริยา LAMP ร่วมกับสีย้อม 4QL2+ ภายในขั้นตอนเดียว 
          เนื่องจากการพัฒนาการท าปฏิกิริยา LAMP ให้สามารถท าปฏิกิริยาและตรวจสอบความส าเร็จของปฏิกิริยาได้ภายใน
ขั้นตอนเดียวจะช่วยลดขั้นตอนในการตรวจสอบและลดความเสี่ยงจากการเกิดการปนเปื้อนได้ ผู้วิจัยจึงได้ทดลองหาสภาวะที่
เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP ร่วมกับสีย้อมที่จ าเพาะต่อดีเอ็นเอได้แก่ 4QL2+ โดยใส่สีย้อมไปพร้อมกับองค์ประกอบ 
LAMP อื่นๆ แล้วน าไปบ่มเพื่อให้เกิดปฏิกิริยา โดยทดสอบที่ความเข้มข้นสี 30, 40 และ 50 ไมโครโมลาร์ ซึ่งผลการทดลอง
ตามรูปที่ 4 พบว่ามีความแตกต่างของผลบวกและผลลบเล็กน้อยที่ความเข้มข้นสี 30 ไมโครโมลาร์ แต่สีค่อนข้างจางเนื่องจาก
ความเข้มข้นของสีต่ า เมื่อน าผลิตภัณฑ์ LAMP ที่ได้ไปตรวจสอบโดยใช้เจลอิเล็คโตรโฟรีซิสพบว่า มีเพียงหลอดบวกที่ความ
เข้มข้นสี 30 ไมโครโมลาร์เท่านั้นท่ีปรากฏแบนของผลิตภัณฑ์ LAMP ซึ่งน่าจะเกิดจากการที่สีย้อมไปจับกับไพรเมอร์หรือดีเอ็น
เอต้นแบบ ส่งผลให้ไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LAMP ท าให้เมื่อความเข้มข้นของสีย้อมต่ าลง ปฏิกิริยา LAMP จึงเกิดได้ดีขึ้น 
อย่างไรก็ตาม ที่ความเข้มข้นของสีย้อมต่ าจะไม่สามารถสังเกตเห็นความแตกต่างของผลบวกได้ด้วยตาเปล่า จึงท าให้ไม่สามารถ
ใช้สีย้อม 4QL2+ ร่วมกับการท าปฏิกิริยา LAMP ภายในขั้นตอนเดียวได้ 

 
รูปที่ 4 การท าปฏิกิริยา LAMP พร้อมกับสีย้อม ก) ผลจากการดูการเปลี่ยนแปลงของสีย้อมก่อนและหลังท าปฏิกิริยา ของ
ตัวอย่างควบคุมบวกและตัวอย่างควบคุมลบ และ ข) ผลจากเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส ที่ความเข้มข้นสี 30, 40, 50 และ และ 0 ไม
โครโมลาร์ ตามล าดับ ท้ังนี้ ใช้ดีเอ็นเอจาก E. coli ATCC 25922 10 ng (ควบคุมบวก) และน้ ากลั่น (ควบคุมลบ) 
 
2.2 ปฏิกิริยา LAMP ร่วมกับสีย้อม 4QL2+ แบบ 2 ขั้นตอน  
         จากการที่พบว่าสีย้อม 4QL2+ ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา LAMP ด้วยเหตุนี้จึงจ าเป็นแบ่งการตรวจสอบเป็น 2 ขั้นตอน 
คือ ขั้นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค LAMP และขั้นการตรวจสอบผลด้วยสีย้อม โดยในการตรวจสอบผลจะใช้สีย้อม
ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ และ LAMP product 2 ไมโครลิตร เนื่องจากผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท าปฏิกิริยา LAMP มีความ
เข้มข้นสูงมาก หากใส่สีย้อมลงไปโดยตรงสีจะเข้มมากจนไม่สามารถแยกความแตกต่างของผลบวกได้ ขณะเดียวกันถ้าหาก
ความเข้มข้นของสีย้อมมากเกินไปเมื่อเทียบกับปริมาณของผลิตภัณฑ์ LAMP อาจส่งผลให้เกิดผลลบปลอมได้ เนื่องจากมีสีที่
ไม่ได้จับกับผลิตภัณฑ์เหลืออยู่ ท าให้รบกวนการสังเกตสีที่เปลี่ยนไป 
2.2.1 ความจ าเพาะเจาะจงส าหรับการตรวจ E. coli 
       ส าหรับสายพันธ์แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบยืนยันผลการทดสอบควบคุมผลบวก ได้แก่ ดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ์ ATCC 
25922 และ MCCU0349 ที่ได้จากการสกัดหยาบ และส าหรับเช้ือที่ใช้ทดสอบผลลบ คือดีเอ็นจากแบคทีเรียอื่นๆ ที่ไม่ ใช่ E. 
coli ได้แก่ E. cloacae, S. aureus, S. epidermidis และน้ ากลั่น พบว่า ผลที่ได้จากวิธี LAMP-4QL2+ ให้ผลบวกเฉพาะดี
เอ็นเอของ E. coli เท่านั้น ซึ่งตรงกับวิธี LAMP-HNB และวิธีมาตรฐาน LAMP-GE จึงสรุปได้ว่าวิธี LAMP-4QL2+ ในการ
ตรวจหายีน phoA ของ E. coli นี้มีค่าความจ าเพาะสูง (รูปที่ 5) 
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รูปที่ 5 ผลการทดสอบความจ าเพาะของการตรวจหา E. coli โดยวธิี ก) LAMP-4QL2+ ข) LAMP-HNB ค) LAMP-GE และ ง) 
PCR-GE โดย แถว M แทนแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, หมายเลข 1 คือตวัอย่าง E. coli ATCC 25922, 2 คือ E. coli 
MCCU0349, 3 คือ E. cloacae N/A, 4 คือ S. aureus ATCC 25923 และ 5 คือ S. epidermidis ATCC 12228 
ตามล าดับ 
  
2.2.2 ความจ าเพาะเจาะจงส าหรับการตรวจ S. aureus 
       ส าหรับสายพันธ์แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบยืนยันผลการทดสอบควบคุมผลบวกได้แก่ ดีเอ็นเอของ S. aureus สายพันธุ์ 
ATCC 25923, MCCU0357 และ MCCU0370 ที่ได้จากการสกัดหยาบ และเช้ือที่ใช้ทดสอบผลลบ คือดีเอ็นจากแบคทีเรีย
อื่นๆ ได้แก่ S. epidermidis, S. saprophyticus, E. coli และน้ ากลั่น พบว่า ผลที่ได้จากวิธี LAMP-4QL2+ ให้ผลบวกเฉพาะดี
เอ็นเอของเชื้อ S. aureus สายพันธ์ุที่ผลิตสารพิษเท่านั้น ซึ่งตรงกับวิธี LAMP-HNB และวิธีมาตรฐาน LAMP-GE จึงสรุปได้ว่า
วิธี LAMP-4QL2+ ในการตรวจหายีน sea ของ S. aureus นี้มีค่าความจ าเพาะสูงเช่นกัน 
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รูปที ่6 ผลการทดสอบความจ าเพาะของการตรวจหา S. aureus โดยวิธี ก) LAMP-4QL2+ ข) LAMP-GE ค) LAMP-HNB และ 
ง) PCR-GE โดย แถว M แสดงแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, หมายเลข 1 คือตัวอย่าง S. aureus ATCC 25923, 2 คือ S. aureus 
MCCU0357, 3 คือ S. aureus MCCU0370, 4 คือ S. epidermidis ATCC 12228, 5 คือ S. saprophyticus ATCC 15305 
และ 6 คือ E. coli ATCC 25922 ตามล าดับ 
 
2.2.3 ความไวส าหรับการตรวจ E. coli 
        จากการน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR และทราบความเข้มข้นท่ีแน่นอนแล้ว น ามาเจือจางให้มีความ
เข้มข้นในช่วง 10-3 – 10-7 เท่าหรือเทียบเท่า 3.39x103 ถึง 3.39x10-1 ส าเนาดีเอ็นเอ จากนั้นน ามาท า LAMP-4QL2+ พบว่า
ความเข้มข้นท่ีน้อยที่สุดที่ยังสามารถเกิดปฏิกิริยาได้ คือ 33.9 ส าเนาของดีเอ็นเอเป้าหมาย (รูปที่ 7) ซึ่งมีความไวเท่ากันกับวิธี 
LAMP-HNB และวิธี PCR แต่น้อยกว่าวิธี LAMP-GE (3.39 ส าเนา) อาจเนื่องมาจากวิธี LAMP-4QL2+ เป็นการดูผลจากความ
แตกต่างของสีด้วยตาเปล่า ท าให้หากมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยจะท าให้สังเกตได้ยาก ในขณะที่วิธี LAMP-GE ต้องใช้
เครื่อง gel electrophoresis เพื่อใช้กระแสไฟฟ้าแยกตามขนาดความยาวของล าดับเบสดีเอ็นเอ และน าไปดูผลภายใต้แสงยูวี
ท าให้แม้จะมีการเพิ่มปริมาณเพียงเล็กน้อยก็สามารถเห็นแถบของผลิตภัณฑ์ได้ชัดกว่า อย่างไรก็ดี ความสามารถในการตรวจวัด
ของ LAMP-4QL2+ ที่ 33.9 ส าเนาดีเอ็นเอ ถือว่าเพียงพอแล้วส าหรับการตรวจวัดมาตรฐานการปนเปื้อนของเช้ือ E. coli ใน
อาหาร 
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รูปที่ 7 ผลการทดสอบความไวของการตรวจหาเช้ือ E. coli ATCC 
25922 โดยวิธี (ก-ค) LAMP-4QL2+ ที่เวลา ก) 30 นาที ข) 45 นาที 
และ ค) 60 นาที (ง-ฉ) LAMP-HNB ที่เวลา ง) 30 นาที จ) 45 นาที 
และ ฉ) 60 นาที (ช-ฌ) โดยวิธี LAMP-GE ที่เวลา ช) 30 นาที ซ) 45 
นาที และ ฌ) 60 นาที  และ (ญ) โดยวิธี PCR (30 รอบ) โดย M แทน
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 1 คือตัวควบคุมลบ, 2 คือ 3.39 x 10-1 ส าเนาดี
เอ็นเอ, 3 คือ 3.39 ส าเนาดีเอ็นเอ, 4 คือ 3.39 x 101 ส าเนาดีเอ็นเอ, 5 
คือ 3.39 x 102 ส าเนาดีเอ็นเอ และ 6 คือ 3.39 x 103 ส าเนาดีเอ็นเอ 
ตามล าดับ 

 
2.2.4 ความไวส าหรับการตรวจ S. aureus 
        จากการน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพิ่มจ านวนโดยวิธี PCR และทราบความเข้มข้นที่แน่นอนแล้ว มาเจือจางให้มีความ
เข้มข้นในช่วง 10-3 - 10-7 เท่าหรือเทียบเท่า 3.39x102 ถึง 3.39x10-2 ส าเนาดีเอ็นเอ จากนั้นน ามาท า LAMP-4QL2+ พบว่า
ความเข้มข้นท่ีน้อยที่สุดที่ยังสามารถเกิดปฏิกิริยาได้ คือ 33.9 ส าเนาของดีเอ็นเอเป้าหมาย  (รูปที่ 8) ซึ่งมีความไวเท่ากันกับวิธี 
LAMP-HNB และ วิธี PCR แต่น้อยกว่าวิธี LAMP-GE (3.39 ส าเนา) อาจเนื่องมาจากวิธี LAMP-4QL2+ เป็นการดูผลจากความ
แตกต่างของสีด้วยตาเปล่า ท าให้หากมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยจะท าให้สังเกตุได้ยาก ในขณะที่วิธี LAMP-GE ต้องใช้
เครื่อง gel electrophoresis เพื่อใช้กระแสไฟฟ้าแยกตามขนาดความยาวของล าดับเบสดีเอ็นเอ และน าไปดูผลภายใต้แสงยูวี
ท าให้แม้จะมีการเพิ่มปริมาณเพียงเล็กน้อยก็สามารถเห็นแถบของผลิตภัณฑ์ได้ชัดกว่า แต่ความสารถในการตรวจวัดของ 
LAMP-4QL2+ ที่ 33.9 ส าเนาดีเอ็นเอ ถือว่าเพียงพอเช่นกันในการตรวจวัดมาตรฐานการปนเปื้อนของเช้ือ  S. aureus ใน
อาหาร    
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รูปที่ 8 ผลการทดสอบความไวของการตรวจหาเช้ือ S. aureus ATCC 25932 
โดยวิธี (ก-ค) LAMP-4QL2+ ที่เวลา ก) 30 นาที ข) 45 นาที และ ค) 60 นาที 
(ง-ฉ) LAMP-HNB ที่เวลา ง) 30 นาที จ) 45 นาที และ ฉ) 60 นาที (ช-ฌ) 
โดยวิธี LAMP-GE ที่เวลา ช) 30 นาที ซ) 45 นาที และ ฌ) 60 นาที  และ (ญ) 
โดยวิธี PCR (30 รอบ) โดย M แทนแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 1 คือตัวควบคุม
ลบ, 2 คือ 3.3 x 10-2 ส าเนาดีเอ็นเอ, 3 คือ 3.3 x 10-1 ส าเนาดีเอ็นเอ, 4 คือ 
3.3 ส าเนาดีเอ็นเอ, 5 คือ 33 ส าเนาดีเอ็นเอ และ 6 คือ 3.3 x 102 ส าเนาดี
เอ็นเอ ตามล าดับ 

 
3. การพัฒนาการท าปฏิกิริยา LAMP ฐานกระดาษ 
3.1 การพัฒนาฐานกระดาษและทดสอบประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยา  
          เพื่อเป็นการพัฒนาชุดตรวจให้เหมาะสมต่อการน าไปใช้ในภาคสนามและจุดตรวจมากขึ้นจึงได้พัฒนาจากการท า
ปฏิกิริยา LAMP ในหลอดทดลองมาอยู่บนฐานกระดาษ โดยตรึงเฉพาะไพรเมอร์ FIP ผ่านอันตรกิริยาระหว่าง biotin และ 
streptavidin ที่ถูกตรึงบนกระดาษ ส่วนไพรเมอร์และตัวอย่างท่ีเหลือเติมลงไปในภาวะสารละลาย และทดสอบประสิทธิภาพ
ว่าสภาวะส าหรับการท าปฏิกิริยาในหลอดยังคงให้ผลดีในการท าปฏิกิริยาบนกระดาษหรือไม่ จากผลที่ได้พบว่า เมื่อท าการปรับ
สัดส่วน ได้สภาวะที่สามารถเกิดปฏิกิริยา LAMP ได้ดีบนฐานกระดาษ ซึ่งสอดคล้องกันทั้งผลที่ได้จากการท า  gel 
electrophoresis และการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ จากนั้นจึงได้หาสภาวะของการใช้สีย้อม 4QL2+ ในการใช้ร่วมกับปฏิกิริยา 
LAMP บนฐานกระดาษ โดยเริ่มต้นจากการท าปฏิกิริยา LAMP สังเกตผลในหลอด จากนั้นน าสีที่ได้มาหยดลงบนกระดาษเพื่อดู
ว่าสีที่เห็นความแตกต่างได้ภายในหลอด แต่เมื่อน ามาหยดลงบนกระดาษพบว่าการแยกแยะความแตกต่างของสีระหว่าง
ผลบวกและผลลบท าได้ยาก เนื่องจากความเข้มข้นของสีน้อยและปริมาณของสารละลายที่หยดลงบนกระดาษน้อยเกินไป ท า
ให้ถูกดูดซึมเข้าไปในเนื้อกระดาษจนหมด จึงต้องปรับสภาวะและอัตราส่วนของสีใหม่เพื่อให้เหมาะสมส าหรับการอ่านแปรผลสี
บนฐานกระดาษ และเมื่อทดลองผสมสีย้อมและบัฟเฟอร์เตรียมไว้ก่อน และเมื่อท าปฏิกิริยา LAMP บนฐานกระดาษเสร็จก็
สามารถน ามาจุ่มลงในสารละลายผสมของสีย้อมกับบัฟเฟอร์ได้ทันที โดยทดลองที่ความเข้มข้นสี 50 ไมโครโมลาร์และ 100 ไม
โครโมลาร์ ผลพบว่าไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างผลบวกและผลลบได้ 
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จากนั้นจึงพัฒนาต่อโดยปรับปริมาตรของบัฟเฟอร์ และความข้มข้นของสีย้อมที่เหมาะสม โดยทดลองจากการดูด
ส่วนน้ ามาใส่ในหลอด PCR พบว่าสีไม่ต่างกันชัดเจนนัก จึงคาดว่าว่าผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่ติดอยู่บนฐานกระดาษมากกว่าอยู่ใน
ส่วนน้ า ดังนั้นการตรวจความส าเร็จของการท าปฏิกิริยาจึงต้องขูดๆ บนแผ่นกระดาษเพื่อให้ผลิตภัณฑ์ที่ติดอยู่บนกระดาษหลุด
ออกมาบางส่วนเพื่อให้สีจับกับผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอได้ดีขึ้น โดยทดลองที่ความเข้มข้นสี 40, 50 และ 60 ไมโครโมลาร์ พบว่า
สามารถเห็นความแตกต่างระหว่างผลบวกและผลลบได้ค่อนข้างชัดเจนที่ความเข้มข้นสี 50 ไมโครโมลาร์ ทั้งแบบที่มีกระดาษ
และเอากระดาษออก (หลังจากขูดกระดาษและเติมสีย้อมแล้ว) อย่างไรก็ดี แบบที่เอากระดาษออกสีจะค่อนข้างจางกว่า
เนื่องจากสีส่วนใหญ่ยังคงติดอยู่บนกระดาษด้วยผลิตภัณฑ์แลมป์เกิดขึ้นบนฐานกระดาษ แล้วจึงทดสอบเพิ่มเติมเพื่อยืนยันว่า
การท าปฏิกิริยาเกิดอยู่บนกระดาษ ซึ่งพบว่าเมื่อน าเฉพาะส่วนกระดาษที่เกิดปฏิกิริยาแล้วมายังหลุมใหม่ (หลุมที่ไม่ได้ท า
ปฏิกิริยา) และตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยา โดยขยี้ส่วนกระดาษเล็กน้อยสามารถเห็นความแตกต่างสีของตัวควบคุมบวกและ
ตัวควบคุมลบได้อย่างชัดเจน แสดงให้เห็นว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท าปฏิกิริยาส่วนใหญ่ติดอยู่บนกระดาษท่ีเป็นฐาน ขณะที่ใน
หลุมที่ใช้ท าปฏิกิริยาที่เหลือเฉพาะส่วนท่ีละลายน้ า พบว่าสามารถเห็นความแตกต่างสีของตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบได้
เพียงเล็กน้อย อาจเนื่องมาจากมีผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท าปฏิกิริยาบางส่วนหลุดออกมาอยู่ในส่วนน้ าได้บ้าง (รูปที่ 9) 

 
รูปที่ 9 ผลการทดสอบการเกิดปฏกิิริยา LAMP บนฐานกระดาษส าหรับตรวจเชื้อ S. aureus ATCC 25932 โดยคอลมัน์ที่ 1 
คือหลุมที่ท าปฏิกริิยาตัวอยา่งควบคุมลบ (ส่วนน้ า) และคอลมัน์ที ่2 คือหลุมที่ท าปฏิกริิยาตัวอยา่งควบคุมบวก (ส่วนน้ า) ซึ่งท้ัง
สองคอลัมน์นี้ควรใหผ้ลลบเพราะปฏิกิริยาอยู่บนกระดาษ, คอลัมนท์ี3่ คือหลุมใหม่ท่ีกระดาษปฏิกริิยาย้ายมา ของตัวอย่าง
ควบคุมลบ และคอลมัน์ที่4 คือหลมุใหม่ที่กระดาษปฏิกิรยิาย้ายมา ของตัวอย่างควบคุมบวก ตามล าดับ ทั้งนี้ตัวควบคุมบวกคือ 
ดีเอ็นเอ S. aureus ATCC 25932 10 ng 
 
3.2 การทดสอบปฏิกิริยาบนฐานกระดาษกับตัวอย่างจริง 
          เนื่องจากผลการทดสอบเบื้องต้นแสดงว่า matrix จากอาหาร รวมทั้งสารปรุงรส (ใช้ตัวอย่างเป็นเนื้อหมูปรุงสุก) 
สามารถขัดขวางการเกิดปฏิกิริยา LAMP จึงจ าเป็นต้องมีการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีสกัดดีเอ็นเออย่างหยาบก่อนที่จะไปทดสอบ
ในขั้นต่อไป การทดสอบหาปริมาณดีเอ็นเอที่น้อยท่ีสุดของเชื้อที่สามารถตรวจจับได้โดยต้นแบบชุดตรวจ paper LAMP-4QL2+ 
ส าหรับ E. coli และ S. aureus โดยการ spike เชื้อลงในเนื้อหมูและสังเกตผลด้วยตาเปล่า และยืนยันผล ด้วยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงของสีย้อมในช่วง 400 – 700 nm พบว่าวิธี LAMP ส าหรับ E. coli บนฐานกระดาษสามารถตรวจวัดได้ถึงระดับ
ต่ าสุดที่ 33.9 ส าเนาดีเอ็นเอ ภายในเวลาปฏิกิริยา 60 นาที (ซึ่งมีความไวเท่ากับการท าปฏิกิริยาในหลอด PCR ที่ใช้เวลา 45 
นาที) ส่วนวิธี LAMP ส าหรับ S. aureus บนกระดาษสามารถตรวจวัดได้ถึงระดับต่ าสุดที่ 100 ส าเนาดีเอ็นเอ ภายในเวลา
ปฏิกิริยา 60 นาที (ซึ่งมีความไวน้อยกว่าการท าปฏิกิริยาในหลอดที่สามารถตรวจวัดได้ถึงระดับต่ าสุดที่ 33 ส าเนาดีเอ็นเอ 
ภายในเวลา 45 นาที) ซึ่งอาจเป็นผลเนื่องมาจากการทดสอบความไวของปฏิกิริยา LAMP ในหลอดใช้ดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัด
จากเชื้อที่เพาะเลี้ยงโดยตรงท าให้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่น ามาทดสอบมีค่าที่แน่นอน แต่การทดสอบความไวของปฏิกิริยา 
LAMP บนฐานกระดาษใช้การจ าลองสภาวะการตรวจจริงคือ น าเชื้อที่ความเข้มต่างๆ น าไป spike ลงในเนื้อหมูแล้วสกัดดีเอ็น
เออย่างหยาบจากเนื้อหมูมาทดสอบ หรืออีกกรณีอาจเกิดจากปัจจัยของความแตกต่างในการถ่ายเทความร้อนเพื่อท าปฏิกิริยา
เปรียบเทียบระหว่าง PCR tube ที่ใช้ส าหรับท าปฏิกิริยาในหลอดและ ELISA plate ที่ใช้ส าหรับท าปฏิกิริยาบนฐานกระดาษ มี
ความสามารถในการน าพาความร้อนได้แตกต่างกัน โดยหลอด PCR จะค่อนข้างบางและภายในเป็นน้ าท าให้น าพาความร้อนได้
ดี อุณหภูมิภายในหลอดจึงเท่ากับอุณหภูมิที่ต้องการ ส่วน ELISA plate จะค่อนข้างหนาและการท าปฏิกิริยายังเกิดบน
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กระดาษ ซึ่งน าพาและกระจายความร้อนได้ไม่ดีเท่าในหลอด อาจส่งผลให้อุณหภูมิภายในที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยาต่ ากว่าค่าที่
ต้องการ จึงท าให้ประสิทธิภาพในการท าปฏิกิริยาไม่ดีเท่ากับการท าปฏิกิริยาในหลอด อย่างไรก็ดี ความสามารถในการ
ตรวจสอบเชื้อได้ในระดับ 100 ส าเนาของเช้ือยังคงอยู่ในมาตรฐานอ้างอิงอาหารพร้อมบริโภคทั่วไปคือ ไม่เกิน 100  CFU ต่อ
กรัมอาหาร ด้วยเหตุนี้วิธีที่ได้พัฒนาขึ้นจึงเป็นตัวเลือกที่ดีในการน ามาใช้ตรวจการปนเปื้อนของเช้ือก่อโรคในอาหารนอก
ห้องปฏิบัติการหรือในภาคสนาม 
 
ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความไวของปฏิกิริยา paper LAMP-4QL2+ ในการตรวจหา E. coli และ S. aureus จากการ
สังเกตสีด้วยตาเปล่า และยืนยันผลด้วย spectrophotometry 
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ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความไวของปฏิกิริยา paper LAMP-4QL2+ ในการตรวจหา E. coli และ S. aureus จากการ
สังเกตสีด้วยตาเปล่า และยืนยันผลด้วย spectrophotometry (ต่อ) 

 
ส่วนการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสีย้อมในช่วง 400 – 700 nm พบว่าให้ผลที่สอดคล้องกับการอ่านแปลผลจากสี

ด้วยตาเปล่า โดยที่ผลลบจะมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ช่วงความยาวคลื่น 540-550 นาโนเมตร และผลบวกจะมีค่าการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ช่วงความยาวคลื่น 560-580 นาโนเมตร 
 
3.3 การประเมินประสิทธิภาพต้นแบบชุดตรวจในการตรวจตัวอย่างจริงตามจ านวนนัยทางสถิติ 
          การทดสอบการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อ S. aureus สายพันธ์ุที่สร้างสารพิษ ในอาหารพร้อมบริโภคทั่วไปที่เคยมี
รายงานพบปนเปื้อนเช้ือก่อโรค ได้แก่ เนื้อหมูปรุงสุกประเภทปิ้ง ทอด ย่าง โดยวิธีสกัดหยาบร่วมกับ paper LAMP-4QL2+ 
เปรียบเทียบกับ LAMP ร่วมกับการตรวจผลด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ Novel Juice ซึ่งเป็นสีย้อมที่จ าเพาะต่อดีเอ็นเอเช่นเดียวกัน
แต่การอ่านผลต้องใช้แสงฟลูออเรสเซนต์ พบว่ามีตัวอย่างที่ให้ผลบวกจากการใช้สี 4QL2+ จ านวน 7 ตัวอย่าง (ตัวอย่าง
หมายเลข 3, 12, 14, 19, 30, 32, 38) และผลบวกที่ได้จากการใช้สีฟลูออเรสเซนต์ จ านวน 9 ตัวอย่าง (ตัวอย่างหมายเลข 3, 
12, 14, 18, 19, 26, 30, 32, 38) และเมื่อน าสองตัวอย่างที่ให้ผลแตกต่างกัน (ตัวอย่างที่ 18 และ 26) มายืนยันโดยวิธีการรัน
เจลอิเล็คโตรโฟรีซิส (LAMP-GE) พบว่า ให้ผลบวกทั้ง 2 ตัวอย่าง แต่มีแถบที่ค่อนข้างจาง จึงสรุปได้ว่าตัวอย่างที่ 18 และ 26 
มีการปนเปื้อนของเช้ือ S. aureus สายพันธุ์ที่สร้างสารพิษ แต่มีปริมาณน้อยกว่าปริมาณต่ าสุดที่ปฏิกิริยา LAMP-4QL2+ 
สามารถตรวจได้ แต่ยังอยู่ในปริมาณที่สามารถตรวจจับได้โดยสีย้อมฟลูออเรสเซนต์ Novel Juice และ gel electrophoresis 
อย่างไรก็ดี ในข้ันการเตรียมตัวอย่างได้ใช้ตัวอย่างเทียบเท่า 0.01 กรัม ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าสองตัวอย่างนี้มีปริมาณการปนเปื้อน
ของเช้ือน้อยกว่า 100 ส าเนาดีเอ็นเอต่อกรัมอาหาร (เกณฑ์บังคับของมาตรฐานอาหารพร้อมบริโภคทั่วไป) โดยเมื่อได้น า
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ตัวอย่างอาหารที่ปริมาณมากขึ้นคือ 0.3 กรัม มาท า paper LAMP-4QL2+ พบผลทดสอบเป็นบวกในสองตัวอย่างดังกล่าว
จากนั้นน าผลที่ได้มาหาค่าความไว ความจ าเพาะ และเปรียบเทียบกับวิธี LAMP-GE ในภาวะสารละลายเป็นวิธีอ้างอิง ผลที่ได้
เป็นดังแสดงในรูปที่ 10 และตารางที่ 6 และ 7 

 

 
รูปที่ 10 ผลการทดสอบการตรวจหาการปนเปื้อนของเช้ือ S. aureus ในตัวอย่างอาหาร 45 ตัวอย่าง (ก-ข) ด้วย paper 
LAMP-4QL2+ และวิเคราะห์ผลจากการสังเกตสีด้วยตาเปล่า ก) มุมมองด้านบน ข) มุมมองด้านข้าง โดย (ค) ด้วย paper 
LAMP-สีย้อมเรืองแสง Novel Juice และวิเคราะห์ผลโดยใช้แสงยูวี โดย P คือตัวควบคุมบวก (S. aureus ATCC 25932)  

ก

ข

ค
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ตารางที่ 6 ค่าผลบวกจริงและผลลบปลอม ท่ีพบจากต้นแบบชุดตรวจ paper LAMP-4QL2+ (อ้างอิง GE แทนวิธีมาตรฐาน) 
 

            LAMP-GE 
paper  
LAMP-4QL2+ 

 
ผลบวก 

 
ผลลบ 

 
ผลบวก 

ผลบวกจริง 
7 

ผลบวกปลอม 
0 

 
ผลลบ 

ผลลบปลอม 
2 

ผลลบจริง 
36 

 

% ความไว =      
ผลบวกจริง

ผลบวกจริง ผลลบปลอม
 x 100= 

 

   
 x 100= 77.78 % 

 

% ความจ าเพาะ = 
ผลลบจริง

ผลลบจริง ผลลบปลอม
 x 100= 

  

  
 x 100= 100 % 

 
ตารางที่ 7 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการตรวจ S. aureus สายพันธุ์สร้างสารพิษในอาหาร ระหว่าง paper LAMP-
4QL2+ และ paper LAMP-NJ โดยอ้างอิงผลของ LAMP-GE ในภาวะสารละลายเป็นมาตรฐาน 

ตัวแปร Paper-based LAMP-4QL2+ Paper-based LAMP-NJ 
Detection limit 100 ส าเนาดีเอ็นเอ N.D. 
Specificity (%) 100 100 
Sensitivity (%) 78 100 
Diagnosis time เตรียมตัวอย่าง 30 นาทีและท าปฏิกิริยา 

45–60 นาที (เติมสีย้อมแล้วดูผลได้ทันที) 
เตรียมตัวอย่าง 30 นาทีและท าปฏิกิริยา 
45–60 นาที (เติมสีและดูผลด้วยเครื่อง 
Gel Doc) 

Detection method ดูการเปลี่ยนสีด้วยตาเปล่า ดูการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ 
     NJ= Novel Juice fluoresencet DNA dye; GE= gel electrophoresis; N/A = ไม่ได้วัด 
 
4. บทสรุปและแผนงานในอนาคต 

 จากข้อมูลทั้งหมดสามารถสรุปได้ว่าวิธีการ paper-LAMP ร่วมกับสีย้อมดีเอ็นเอในการตรวจวัดเช้ือแบคทีเรีย
ปนเปื้อนในอาหาร สามารถท าได้สะดวก รวดเร็ว เหมาะกับการประยุกต์ใช้ในภาคสนาม โดยมีความไวของการตรวจวัดอยู่ที่
ระดับ 33.9 ส าเนา ส าหรับ E. coli และ 100 ส าเนาส าหรับ S. aureus ซึ่งเพียงพอต่อการตรวจวัดตามมาตรฐานอาหารปรุง
สุกของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และได้ validate กับตัวอย่างจริงซึ่งเป็นการตรวจสอบการปนเปื้อนของ S. aureus ในเนื้อ
หมูปรุงส าเร็จจ านวน 45 ตัวอย่าง เทียบกับวิธีมาตรฐาน คือการใช้ LAMP ร่วมกับ gel electrophoresis โดยพบว่าสีย้อม 
4QL2+ มีข้อดีคือ สามารถสังเกตสีได้ด้วยตาเปล่า แต่มีความไวต่ า เมื่อเทียบกับการใช้สีย้อมเรืองแสง Novel Juice (NJ) ซึ่ง
ต้องอาศัยเครื่องอ่านเจลประกอบ โดยผลจากการใช้สีย้อมทั้งสองให้ specificity 100% แต่ sensitivity ของ paper-based 
LAMP-4QL2+ มีค่าเพียง 78% ซึ่งต่ ากว่า paper-based LAMP-NJ ที่ให้ sensitivity สูงถึง 100% จึงแสดงให้เห็นว่าระบบ 
paper-LAMP สามารถใช้งานได้จริง แต่ยังอาจพัฒนาต่อไปได้อีกโดยการหาสีย้อมที่มีการเปลี่ยนสีชัดเจนขึ้นกว่า 4QL2+ เพื่อ
เพิ่มความว่องไวของการตรวจวัดให้ดียิ่งขึ้น หลังจากท าการศึกษาจนครบถ้วน จะด าเนินการเผยแพร่ผลงานอย่างเป็นทางการ
ต่อไป เช่น การจดสิทธิบัตร/อนุสิทธิบัตร และ/หรือตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 
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Clickable styryl dyes for fluorescence labeling of
pyrrolidinyl PNA probes for the detection of base
mutations in DNA†

Boonsong Ditmangklo,a Jaru Taechalertpaisarn, a,b Khatcharin Siriwongc and
Tirayut Vilaivan *a

Fluorescent hybridization probes are important tools for rapid, specific and sensitive analysis of genetic

mutations. In this work, we synthesized novel alkyne-modified styryl dyes for conjugation with pyrrolidinyl

peptide nucleic acid (acpcPNA) by click chemistry for the development of hybridization responsive fluo-

rescent PNA probes. The free styryl dyes generally exhibited weak fluorescence in aqueous media, and

the fluorescence was significantly enhanced (up to 125-fold) upon binding with DNA duplexes. Selected

styryl dyes that showed good responses with DNA were conjugated with PNA via sequential reductive

alkylation-click chemistry. Although these probes showed little fluorescence change when hybridized to

complementary DNA, significant fluorescence enhancements were observed in the presence of structural

defects including mismatched, abasic and base-inserted DNA targets. The largest increase in fluorescence

quantum yield (up to 14.5-fold) was achieved with DNA carrying base insertion. Although a number of

probes were designed to give fluorescence response to complementary DNA targets, probes that are

responsive to mutations such as single nucleotide polymorphism (SNP), base insertion/deletion and

abasic site are less common. Therefore, styryl-dye-labeled acpcPNA is a unique probe that is responsive

to structural defects in the duplexes that may be further applied for diagnostic purposes.

Introduction

Detection of genetic variations or mutations including single
nucleotide polymorphism (SNP), base deletion, abasic site,
insertion and tandem repeats has important applications in
many areas.1 Although the continuously developed sequen-
cing-based methods have provided very detailed information
at a reasonable time scale and cost over the past few years, a
large investment in terms of instruments and skilled operators
is still required and these methods often provide too much
information that requires complicated analyses. On the other
hand, the use of fluorescent hybridization oligonucleotide
probes that are capable of detecting specific nucleic acid
targets in homogeneous solution is still of importance due to

its simplicity and efficiency in terms of sensitivity and speci-
ficity.2 In addition, it can provide information about the con-
centration and location of the nucleic acid target in real-time
and non-invasive fashion that cannot be equaled to that pro-
vided by other methods. The first generation hybridization
probes consist of an oligonucleotide strand carrying two dyes
that interact differently in response to the hybridization-
induced conformational change, leading to a fluorescence
change in response to the presence or absence of the target.3

Later, singly-labeled probes have been developed whereby the
dye must be able to change its fluorescence upon hybrid for-
mation.4 This can be achieved by employing the interaction of
the dye with double-stranded DNA (dsDNA) via intercalation or
groove binding, or by sensing of the local environment change
such as polarity. Examples of such environment-sensitive dyes
which have been successfully used to develop hybridization
responsive oligonucleotide probes are pyrene5 and thiazole
orange (TO)6–8 or related cyanine dyes.9

Styryl dyes are a class of fluorescent dyes that consist of an
electron-deficient N-alkylated heterocyclic ring and an elec-
tron-rich aromatic ring connected to each other via a double
bond to create an extended π-conjugated system.10,11 The excel-
lent fluorescence properties of styryl dyes that are dependent
on the environment make them useful as optical sensitizers,12
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as sensors for various ions or small molecule targets such as
cyanide,13,14 silver,15 hydrogen peroxide,16,17 and thiols,18 for
biomolecular labeling,19,20 and bioimaging application.21–23

Although certain styryl dyes are known to bind to DNA with
concomitant fluorescence enhancement,24,25 their use has
been limited to DNA staining and very few of these dyes have
been further developed into fluorescent hybridization probes.
In this context, the Wagenknecht group had prepared a click-
able quinoline-indole cyanine (CyIQ) dye and incorporated it
into DNA probes, but the singly-labeled probe showed only a
small response to DNA targets.26 Therefore, an additional dye
such as thiazole red (TR) was required and the fluorescence
resonance energy transfer (FRET) principle was employed to
create a wavelength-shifting probe that can change its color
from yellow (CyIQ) to red (TR) upon hybridization with comp-
lementary DNA due to the change in FRET efficiencies
between the two dyes.27 A similar wavelength-shifting probe
has been applied for the detection of adenosine using a
labeled adenosine aptamer.28

However, oligonucleotide probes are readily degraded by
nucleases, and their target specificities are not always
ideal.29,30 Several synthetic oligonucleotide analogues have
been developed in order to address these problems. Peptide
nucleic acid (PNA) is a remarkable example of an oligo-
nucleotide analogue in which the deoxyribose–phosphate
backbone of DNA is completely replaced by a peptide-like
backbone. PNA not only offers excellent chemical and biologi-
cal stabilities, but it also recognizes complementary nucleic
acid targets with even greater affinity and specificity compared
to natural nucleic acids.31,32 PNA is therefore a promising can-
didate for the development of fluorescent probes for the
homogeneous detection of nucleic acid both in vitro and for
real-time detection in living cells.33 Pyrrolidinyl PNA with an α/
β-dipeptide backbone deriving from proline/2-aminocyclopen-
tane carboxylic acid (acpcPNA) is a new generation of PNA that
binds to DNA with higher affinity and specificity compared to
aegPNA because of the more rigid conformation.34 Several
singly-labeled fluorogenic acpcPNA probes have been devel-
oped by using fluorescence nucleobases35,36 or by backbone
modification with pyrene,37 carbazole,38 thiazole orange39 and
Nile red.40 Only one example of styryl-dye-labeled acpcPNA
probe was reported, and it was used in combination with
another label on the DNA strand for the monitoring of strand
displacement and invasion into DNA duplexes.41

The main objective of this study is to investigate the poten-
tial of using styryl-dye-labeled acpcPNA as a new fluorescent
probe for DNA sequence analysis. Alkyne-functionalized styryl
dyes were synthesized and conjugated to the backbone of
acpcPNA via the sequential reductive alkylation-click chemistry
previously developed in our group.39 Next, the optical pro-
perties of the styryl-dye-labeled acpcPNA probes were investi-
gated in the presence of various DNA targets. In contrast to
our expectation, the styryl-dye-labeled acpcPNA probes were
more responsive to the presence of structural defects, most
notably base insertion, than to perfectly complementary DNA
targets. This suggests potential application of the developed

styryl-dye-labeled acpcPNA probes for the detection of base
insertion in the DNA targets.

Results and discussion
Synthesis of clickable styryl dyes

A library of styryl dyes bearing a propargyl group for further
conjugation to the azide-modified acpcPNA backbone via click
chemistry39 was first synthesized. Synthesis of styryl dyes
required two building blocks: an N-alkylated heterocyclic
ring system carrying an acidic methyl group (2-methyl-
benzothiazolium and 4-methylquinolinium salts) and an aro-
matic aldehyde carrying different aromatic ring systems
(benzene with various electron-donating or -withdrawing sub-
stituents, thiophene, carbazole, coumarin, and pyrene). In the
first step, 2-methylbenzothiazole and 4-methylquinoline were
reacted with propargyl bromide or methyl iodide (when the
propargyl group was to be attached elsewhere in the dye mole-
cule) to afford N-methyl/N-propargylbenzothiazolium (a, b,
and c) and N-propargyl/N-methylquinolinium (d and e) salts.
Next, these salts were condensed with an appropriate aromatic
aldehyde via an aldol-type reaction to afford the alkyne-
modified styryl dyes in 15–97% yield. The reactions were
carried out either in acetic anhydride24 or in refluxing ethanol.
Counterion exchange to PF6

− was carried out when the
bromide or iodide salts of the products did not spontaneously
precipitate. The primary amino-substituted dye 5a was pre-
pared and stored in the N-Boc-protected form (5), but the
optical properties were measured after the removal of the Boc
group by treatment with trifluoroacetic acid (TFA). With the
exception of a known compound 3,19 all other alkyne-modified
styryl dyes have not been previously reported in the literature.
The synthetic scheme of these novel clickable benzothiazolium
(1–17) and quinolinium (18–19) styryl dyes is shown in
Scheme 1.

Optical properties of free styryl dyes

Dependency of optical properties of structurally related styryl
dyes on both polarity and viscosity of the medium has been
well-recognized.42–45 The absorption properties of 3 as a repre-
sentative styryl dye in solvents with different polarities (water,
MeOH, MeCN, DMSO, EtOAc and THF) clearly show its solvato-
chromic behavior (Fig. 1A, Table S1†). The plot of the absorp-
tion energy vs. the ET(30) solvent parameter shows a good cor-
relation (Fig. S33†). The observed negative solvatochromism
(blue-shifted absorption maxima in more polar solvents) indi-
cates better stabilization of the ground state dye relative to the
excited state, which is typical of n → π* donor–acceptor dyes.46

On the other hand, no clear correlation between the emission
energies and solvent polarity could be deduced. This may be
explained by the presence of multiple twisted excited states
that can contribute to the fluorescence emission.47,48 It should
also be noted that the ET30 parameter reflects the combi-
nation of solvent properties based on a single reference dye
which may not necessarily be the same as the styryl dyes being
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investigated. Hence, a multi-parameter correlation such as the
Kamlet–Taft solvatochromic scale may be necessary for more
precise analyses,46 but this is beyond the scope of the present
work.

The fluorescence quantum yield of 3 as the free dye was
generally small (ΦF = 0.001–0.02) which could be ascribed to
the rapid internal rotation leading to the enhanced radiation-

less decay of the excited states. This was supported by the
strong fluorescence increase of the dye in high viscosity media
such as glycerol (Fig. S34†). A significant fluorescence increase
together with red-shifting of the absorption maxima was also
observed in non-viscous low-polarity solvents, such as ethyl
acetate and THF (Fig. 1B, Table S1†). The fluorescence increase
in these cases may also involve a local change in micropolarity

Scheme 1 Synthesis of alkyne-modified styryl dyes 1–19. Reagent and conditions: (i) 4-Hydroxybenzaldehyde, Ac2O, 90 °C, 24 h, (ii) 10% NaOH
80 °C, 5 h, (iii) propargyl bromide, K2CO3, DMF, 50 °C, 8 h, (iv) MeI, MeCN, reflux, 8 h, (v) propargyl bromide, 95 °C, 2 days, (vi) NH4PF6, MeOH;
Method A: Ac2O, 90 °C, 8–10 h. Method B: EtOH, reflux, 8 h.

Fig. 1 (A) Absorption and (B) fluorescence spectra of styryl dye 3 in various solvents. Conditions: [3] = 1 μM, λex = 525 nm. The spectra in water were
recorded in 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0.
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that can affect the rate of non-radiative decay of the excited
states of the dye molecules.49 Although quenching due to self-
aggregation of the dyes can be proposed as an alternative fluo-
rescence change mechanism,26,50 the absorption maxima and
molar absorptivity of 3 in aqueous buffer solution were essen-
tially constant over the concentration range of 0.1 to 5 µM
(Fig. S35†), indicating no aggregation of the dye at the experi-
mental concentrations. Such sensitivity of absorption and fluo-
rescence properties of styryl dyes to the environment suggest
their potential utility as a label for the development of hybrid-
ization responsive fluorescent probe.

The fluorescence quantum yields and fluorescence enhance-
ments of all clickable styryl dyes in the presence of a random
sequence 30 base pair DNA duplex (dsDNA) were determined in
aqueous phosphate buffer. The ratio of the dye and DNA was
first optimized by titration of 3 into a fixed concentration of a
30 bp dsDNA (1 μM) (Fig. S36†). The fluorescence was rapidly
increased until the concentration of 3 reached 2 μM (equivalent
to 15 bp per dye molecule) which indicated the saturation of all
available binding sites. Therefore, all subsequent experiments
were performed at a concentration dye = 2 μM and dsDNA =
1 μM. Based on the non-linear fitting of the titration curve of 3
with dsDNA, a binding constant of 6 × 104 M−1 was estimated,
which was in good agreement with the values of related dyes
reported in the literature.51,52

Next, the optical properties including absorption maxima
[λmax(abs)], molar extinction coefficients (ε), fluorescence emis-
sion [λmax(em)] and fluorescence quantum yield (ΦF) of all
alkyne-modified styryl dyes in aqueous phosphate buffer were
investigated in the absence and presence of dsDNA (Table 1).

Although most of the styryl dyes are weakly emissive in the free
state as shown by the very low fluorescence quantum yields,
the fluorescence emission intensities of dyes 3–8 and 18–19
were significantly increased (14 to 125-fold) in the presence of
dsDNA (Table 1, Fig. 2). In contrast, no or very small fluo-
rescence enhancement was observed for dyes 1–2 and 9–17
(Table 1). The increase in fluorescence emissions/quantum
yields upon binding of the styryl dyes to dsDNA can be
explained by both the restriction of internal bond rotation and
the change in local micropolarity around the dye molecule as a
result of intercalative or groove binding. To further confirm
that the fluorescence increase of the styryl dye is selective to
DNA, dye 3 was tested with two other anionic polymers includ-
ing heparin and poly(styrenesulfonate) at a similar dye/nega-
tive charge ratio. No fluorescence change was observed with
heparin, and a smaller response was observed in the case of
poly(styrenesulfonate) (Fig. S37†). Considering the presence of
both negative charge and hydrophobic/aromatic moiety in poly
(styrenesulfonate), such a non-specific interaction is not
entirely unexpected and has been observed in other DNA-
binding dyes.53 Nevertheless, the results clearly indicate that
the dye responds to DNA in a fairly selective fashion.

Conjugation of styryl dyes to acpcPNA probes by click
chemistry

Since styryl dyes bind to any DNA sequences without speci-
ficity, combination with a probe such as PNA was necessary to
target specific DNA sequences. The dyes that showed a good
response with dsDNA including 3–8 and 18–19 were therefore
selected for PNA labeling to create a hybridization responsive

Table 1 Optical properties of alkyne-modified styryl dyes: absorption maxima λmax(abs), extinction coefficients (ε), emission maxima λmax(em), fluo-
rescence quantum yield (Φ) and fluorescence enhancement ratio (F/F0)

a

Dye ε (×104 M−1·cm−1)

λmax (nm)

F/F0
b

ΦF
c Brightnessd ΦF DNAð Þ

ΦF dyeð Þabs em Dye +DNA Dye +DNA

1 1.3 297 475 1.0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2 3.5 399 498 0.5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3 6.2 533 605 25.6 0.001 0.032 81 1.9 × 103 32.0
4 4.1 486 590 23.4 0.009 0.142 3.6 × 102 4.6 × 103 15.8
5a 3.5 477 579 14.3 0.003 0.036 1.1 × 102 1.2 × 103 12.0
6 6.9 519 584 41.1 0.003 0.134 2.1 × 102 9.2 × 103 44.7
7 3.1 516 671 17.9 <0.001 0.002 ∼3 60 >20
8 2.3 578 628 20.8 0.005 0.083 1.0 × 102 1.8 × 103 16.6
9 2.7e 387e 447 1.2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
10 3.0 413 514 1.0 0.003 0.003 81 77 1.0
11 0.8 439 529 0.8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
12 2.2e 373e 450 1.3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
13 7.6 551 639 3.4 0.043 0.162 3.3 × 103 1.2 × 104 3.8
14 2.8 479 632 1.0 0.010 0.011 2.8 × 102 2.9 × 102 1.1
15 1.2e 281e 552 0.8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
16 2.8 292 376 1.1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
17 1.7 468 595 4.3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
18 4.4 541 702 37.8 <0.001 0.024 26 1.0 × 103 >24
19 3.3 537 668 124.8 0.001 0.102 40 2.8 × 103 102

a Conditions; [Dye] = 2 μM, [DNA] = 1 μM; [DNA(in bp)] : [Dye] = 15 : 1; all measurements were performed in 10 mM sodium phosphate buffer pH
7.0 unless otherwise stated. dsDNA = 5′-CGCGGCGTACAGTGATCTACCATGCCCTGG-3′ + 3′-GCGCCGCATGTCACTAGATGGTACGGGACC-5′.
b Fluorescence intensity with dsDNA (F) and without dsDNA (F0).

c See the ESI† for the details of the fluorescence quantum yield (ΦF) calculation.
d Brightness = ε × ΦF.

e In MeOH. n.d. = not determined due to the very weak fluorescence intensity or small fluorescence response with DNA.
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probe, with the assumption that the dyes that show good
responses to the DNA duplex would bind to PNA·DNA duplexes
in the same way. The selected dyes were post-synthetically con-
jugated onto the backbone of azide-modified acpcPNA by

click chemistry in the presence of tetrakis(acetonitrile)
copper(I) hexafluorophosphate/tris((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-
4-yl)methyl)amine (TBTA) (Scheme 2).39 The progress of the
click reaction was conveniently monitored by MALDI-TOF MS

Fig. 2 Fluorescence spectra of styryl dyes in the absence and presence of DNA: (A) 3, (B) 5a, (C) 6 and (D) 19; conditions [dsDNA] = 1 μM, [Dye] =
2 μM in 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0, λex = 525 (3, 6), 487 (5a), λex 568 (19) nm.

Scheme 2 Conjugation of styryl dyes to the backbone of acpcPNA by click chemistry.
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(Fig. S38†). Two model acpcPNA sequences (T9 and M10)
bearing various styryl dye labels were synthesized and charac-
terized by MALDI-TOF MS (Table 2). It should be noted that
the acidolytic cleavage of the PNA labeled with dye 5 from the
solid support resulted in the simultaneous deprotection of the
Boc group to give dye 5a carrying a free NH2 group. The yields
of isolated products (ranging from 4 to 19% at a 0.5 μmole
scale) were somewhat lower than the typical range (10–30%)
for the synthesis of unlabeled acpcPNA. This could be attribu-
ted to the inefficiency of the click reaction because some styryl
dyes were partially decomposed under the reaction conditions,
as well as to some loss during reverse-phase HPLC purification
at such small scale syntheses.

Optical properties and DNA binding studies of styryl-dye-
labeled acpcPNA probes

All synthesized PNA probes and their respective hybrids with
complementary, single mismatched, base-inserted and abasic

DNA targets were evaluated in terms of thermal stabilities and
optical properties. The thermal stability data showed that the
styryl-dye-labeled acpcPNA retained the ability to strongly hybri-
dize with complementary DNA (Table 3). The specificity of the
recognition of the DNA target by the PNA probe was confirmed
by the large decrease in thermal stability in the presence of
non-complementary DNA targets carrying single base mis-
match (−23 to −30 °C for T9 and −17 to −25 °C for M10), base
insertion (−13 to −26 °C for T9 and −6 to −19 °C for M10) and
abasic site (−18 to −25 °C for T9 and −16 to −26 °C for M10).
Interestingly, DNA targets with base insertion appeared to give
a consistently smaller Tm decrease when compared to other
types of mismatches. The effects can be most clearly observed
in probes M10-5a, M10-18 and M10-19 (Table 3).

The single-stranded PNA probes were generally more fluo-
rescent by an order of magnitude when compared to the free
dyes (Table 3). For example, the fluorescence quantum yields
(ΦF) of dye 3 in the free form and when incorporated into the

Table 2 Yield of isolated products and mass (MALDI-TOF) data of styryl-dye-labeled acpcPNAs obtained via sequential reductive alkylation-click
reaction

PNA Sequence (N → C) tR
a (min) Yieldb (%) m/z (calcd) m/z (found)

T9-3 Ac-TTTT(3)TTTTT-LysNH2 33.3 19 3598.0 3599.8
T9-5a Ac-TTTT(5a)TTTTT-LysNH2 32.3 14 3569.9 3570.9
T9-6 Ac-TTTT(6)TTTTT-LysNH2 34.4 11 3656.1 3656.5
T9-8 Ac-TTTT(8)TTTTT-LysNH2 32.4 10 3650.1 3648.3
T9-18 Ac-TTTT(18)TTTTT-LysNH2 33.7 15 3592.0 3594.6
T9-19 Ac-TTTT(19)TTTTT-LysNH2 34.1 11 3650.0 3651.6
M10-3 Ac-GTAGA(3)TCACT-LysNH2 31.2 9 3977.4 3978.4
M10-4 Ac-GTAGA(4)TCACT-LysNH2 30.4 12 3977.4 3980.7
M10-5a Ac-GTAGA(5a)TCACT-LysNH2 31.3 12 3949.3 3952.9
M10-6 Ac-GTAGA(6)TCACT-LysNH2 31.0 16 4035.5 4034.7
M10-18 Ac-GTAGA(18)TCACT-LysNH2 33.9 4 3971.4 3971.4
M10-19 Ac-GTAGA(19)TCACT-LysNH2 33.4 14 4029.4 4029.1

aHPLC conditions: C18 column, 4.6 × 150 mm, 3 μ, gradient 0.1% TFA in H2O :MeOH 90 : 10 for 5 min then linear gradient to 10 : 90 over
30 min, flow rate 0.5 mL min−1, 260 nm. b Purified by HPLC (>90% purity), spectrophotometrically determined based on the scale of the
synthesis.

Table 3 Thermal stability and fluorescence data of styryl-dye-labeled PNA probes with various DNA targetsa,b

PNA
λex
(nm)

λem
(nm)

ΦF
c

(ss)

Tm (ΔTm) (°C) ΦF(ds)/ΦF(ss)
c

Complementary
Single

mismatched
Base-

inserted Abasic Complementary
Single

mismatched
Base-

inserted Abasic

T9-3 525 595 0.018 73 45 (−28) 50 (−23) 49 (−24) 0.7 2.1 5.6 6.8
T9-5a 487 571 0.027 73 46 (−27) 53 (−20) 50 (−23) 0.9 6.2 8.7 8.6
T9-6 525 586 0.040 73 43 (−30) 56 (−17) 48 (−25) 0.8 1.1 1.4 1.1
T9-8 565 622 0.001 68 45 (−23) 55 (−13) 50 (−18) 0.7 1.4 1.2 1.1
T9-18 560 682 0.006 73 45 (−28) 57 (−16) 48 (−25) 1.4 2.9 4.8 3.8
T9-19 568 668 0.023 71 41 (−30) 45 (−26) 50 (−21) 0.7 1.0 1.1 0.8
M10-3 525 602 0.019 52 35 (−17) 33 (−19) 36 (−16) 3.2 4.1 11.9 3.6
M10-4 510 588 0.065 57 41 (−17) 41 (−17) 38 (−19) 1.5 2.4 3.1 3.3
M10-5a 487 577 0.026 59 38 (−21) 54 (−6) 40 (−19) 1.8 4.2 14.5 3.6
M10-6 525 592 0.049 59 35 (−24) 42 (−17) 40 (−19) 1.5 2.9 4.5 3.3
M10-18 560 692 0.007 59 34 (−25) 45 (−14) 33 (−26) 1.6 2.3 3.6 2.2
M10-19 568 663 0.025 60 35 (−25) 49 (−11) 37 (−23) 1.6 2.9 2.0 2.4

aDNA sequences for T9 series: complementary = dAAAAAAAAA, mismatched = dAAAAT ̲AAAA, base-inserted = dAAAAC̲AAAAA, abasic =
dAAAAX̲AAAA; for M10 series: complementary = dAGTGATCTAC, mismatched = dAGTGC̲TCTAC, base-inserted = dAGTGAC̲TCTAC, abasic =
dAGTGX̲TCTAC. bConditions: Phosphate buffer pH 7.0, [PNA] = 1.0 µM, [DNA] = 1.2 µM. c See the ESI† for the details of the fluorescence
quantum yield (ΦF) calculation.
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PNA probe T9-3 were 0.001 and 0.018, respectively. This can be
explained by the interaction between the dye and the PNA
molecule, which resulted in a change in local microenvi-
ronment and restriction of the internal rotation of the dye.
This proposal was supported by the significant red-shifting of
the absorption maxima of the dyes in the single-stranded PNA
probes relative to the free dyes under the same conditions
(Tables 1 and S2†). Such dye-PNA interactions had been pre-
viously observed54 and were indeed the basis of the working
principle of many singly-labeled PNA beacons.33

The fluorescence quantum yields of the single-stranded
PNA probes changed only a little in the presence of the comp-
lementary DNA target for all dyes tested (3, 4, 5, 6, 8, 18 and
19) regardless of the PNA sequence (0.7–1.4 fold for T9 and
1.5–3.2 fold for M10). This is in sharp contrast to our original
expectation and could reflect the different interactions
between the dye and PNA·DNA vs. DNA·DNA duplexes
(vide infra). On the other hand, significant increases in the
fluorescence were unexpectedly observed in certain PNA

probes including T9-3, T9-5a, M10-3 and M10-5a in the pres-
ence of DNA targets carrying mismatch, base insertion and
abasic site (Table 3). For example, probe T9-3 gave 2.1, 5.6 and
6.8-fold increase in quantum yields for the mismatched, base-
inserted and abasic DNA targets, respectively, while the
quantum yield was decreased by 0.7 fold with the complemen-
tary DNA. For both PNA probe sequences, dyes 3 and 5a which
bear structural resemblance showed the most significant fluo-
rescence change in the presence of these “defective” DNA
targets. In the case of mix-sequence PNA probes M10-3 and
M10-5a, the best responses were observed for the base-inserted
DNA, which showed the increase in fluorescence quantum
yields of 11.7–14.5 fold (Fig. 3, Table S2†). These changes were
much higher than the mismatched and abasic targets, and the
fluorescence change can be visible by the naked eye under UV
light (Fig. 3C). The structurally related dyes 4 and 6 whereby
the position of the alkyne attachment was on the benzene ring
rather than on the benzothiazole ring showed strong fluo-
rescence enhancement as a free dye upon binding to DNA, but

Fig. 3 Fluorescence and absorption spectra (insets) of (A) M10-3 and (B) M10-5a. Conditions: 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0; [PNA] =
1 μM, [DNA] = 1.2 μM. (C) Fluorescence enhancement ratio of M10-5a in the presence of various DNA. Conditions: 10 mM sodium phosphate buffer
pH 7.0; [PNA] = 0.1 μM, [DNA] = 0.12 μM. Error bars represent standard deviations of three experiments. Inset shows photographs under UV light
(315 nm) at [PNA] = 5 µM, [DNA] = 6 µM; see Table 3 for the DNA sequences.
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not when attached to the PNA probes. This suggests the
crucial role of the position of the dye attachment. Likewise,
despite their good responsiveness to dsDNA as the free dyes,
the rather sterically hindered dyes 8, 18 and 19 when incorpor-
ated into the PNA probes showed little fluorescence change
towards all types of DNA targets.

Since these styryl dyes exhibit solvatochromic properties,
additional insightful information about the local environment
of the dyes in different types of PNA·DNA duplexes could be
obtained from the absorption spectra. Pronounced red-shifting
in the absorption maxima of the PNA probes (13–22 nm for
M10-3 and 28–29 nm for M10-5a) was observed upon binding
with DNA targets carrying a single base insertion or abasic site
located near the position of the dye (Fig. 3A and B). This indi-
cates that the dye in these defective PNA·DNA duplexes experi-
enced a less polar environment compared to the complemen-
tary duplex, whereby such large red-shifting was not observed.
Importantly, when the base insertion or the abasic site was
located away from the position of the dye, only small red-shift-
ing of the absorption maxima (Fig. 3A) along with a very small
fluorescence change was observed (Fig. 3A, Table S2†). The
experiments with DNA carrying different base insertion 5′-
AGTGAN̲TCTAC-3′ (N = C, A, T, G) confirmed that the large fluo-
rescence increase and the red-shifting of the absorption spectra
were general for all base-inserted DNA targets (Table S2†). A
negligible fluorescence change was observed in the case of the
non-complementary DNA target (1.2 fold), thus further confirm-
ing the specificity of the fluorescence enhancement.

The results presented so far revealed that the styryl-dye-
labeled PNA probes gave distinctive optical responses to the
base insertion, and smaller extents for the abasic site and
single base mismatch, but not to complementary DNA targets
as most conventional hybridization probes do. The confor-
mation of different types of PNA·DNA duplexes was further
investigated using circular dichroism (CD) experiments (Fig. 4).

The CD spectra revealed that in all cases the hybrid was formed
as shown by a marked difference between the spectra of the
duplex and the sum of the spectra of the free probe and DNA
target. Interestingly, the CD spectrum of the duplex with the
base-inserted DNA target showed a positive band between 250
and 300 nm as a distinctive feature that was not observed in
other types of PNA·DNA duplexes suggesting subtle structural
difference among these duplexes. No induced CD signal in the
region of dye absorption could be observed in all cases. Strong
induced CD has been observed in certain styryl dyes-DNA com-
plexes and was attributed to the formation of chiral aggre-
gates,65 but there are also styryl dyes-DNA complexes that show
very small65 or no induced CD at all.64 Although the reason for
this is unclear at present, the absence of the induced CD signal
in this case is not unique and should warrant further studies.

Applications of styryl-dye-labeled acpcPNA probes for the
detection of base insertion

To demonstrate potential applications of the styryl-dye-labeled
PNA probe for the detection of base insertion mutation, the
sequence of Liddle’s syndrome whereby a single cytosine base
insertion in the β-subunit of the human epithelial sodium
channel gene was chosen as a test case.55 We investigated the
optical properties of acpcPNA probe M12-5a (Ac-CCCAGT(5a)
GTTGGG-LysNH2) in the presence of wild type DNA (5′-
CCCAACACTGGG-3′, Tm >80 °C) which are fully complemen-
tary to the probe, and the Liddle’s syndrome sequence which
contained a single G base insertion (5′-CCCAACG ̲ACTGGG-3′,
Tm = 62 °C). The fluorescence data showed that the M12-5a
probe gave a larger increase in the fluorescence quantum yield
by 6-fold (ΦF = 0.157) relative to the single-stranded probe (Φ =
0.026) after hybridized with the Liddle’s syndrome DNA
(Fig. 5A). A smaller increase in the fluorescent quantum yield
was observed with the wild type DNA (2.4-fold, Φ = 0.063).
Moreover, the absorption spectra showed a more pronounced

Fig. 4 CD spectra of (A) M10-5a + base-inserted DNA in comparison with the sum of the two components (B) M10-5a in the absence and presence
of complementary, mismatched, base-inserted and abasic DNA targets. Conditions: 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0 at 20 °C; [PNA] =
2.5 μM, [DNA] = 3.0 μM; see Table 3 for the DNA sequences.
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red-shifting in the case of the Liddle’s syndrome sequence
(25 nm, λmax = 525 nm) than the wild type DNA (5 nm, λmax =
505 nm) relative to the free PNA probe (λmax = 500 nm)
(Fig. 5B). Due to the small fluorescence signal difference
between the base-inserted and complementary DNA targets, a
quantitative measurement of the signal with appropriate cali-
bration may be necessary for practical applications.
Nevertheless, this example clearly showcases the potential
applicability of the styryl-labeled PNA probes in distinguishing
between base insertion mutation and wild type DNA targets.

Structural insights into the interaction of styryl dyes with
PNA·DNA and DNA·DNA duplexes

To gain further understanding of the interaction of styryl dyes
and PNA·DNA vs. DNA·DNA duplexes, fluorescence experi-
ments between free styryl dyes (3 and 18) and various
unlabeled acpcPNA and DNA hybrids were investigated. The
experiments showed that the fluorescence of both dyes was
almost unchanged in the presence of the complementary
PNA·DNA hybrid (Fig. S39†). This behavior is in contrast with
DNA·DNA duplexes whereby significant fluorescence increases
were observed for both dyes (Table 1), indicating the difference
in the binding of styryl dyes to DNA·DNA and PNA·DNA
duplexes. This is consistent with the fact that a very little fluo-
rescence change was observed with styryl dye-labeled acpcPNA
probes, thus making these probes less useful for the detection
of complementary DNA target as originally intended. On the
other hand, significant fluorescence increases of both dyes
were observed with the hybrids of PNA and mismatched, base-
inserted and abasic DNA (Fig. S39†), indicating that the dye
can only interact with the PNA·DNA duplexes when there is a
defect in the structure that may facilitate the interaction
between the dye and the duplex. It is known that typical inter-
calators and groove binders interact less strongly with
aegPNA·DNA than DNA·DNA duplexes.56 A cyanine dye DiSC2

(5) can aggregate within the minor groove aegPNA·DNA duplex
templates,57 but the same aggregation was not observed with
aegPNA variants containing a substituent that can block the
minor groove, and therefore prevent the dye binding.58

To explain the unexpectedly small response of the styryl-
dye-labeled acpcPNA probe towards its complementary DNA
target, the interactions between DNA·DNA and acpcPNA·DNA
duplexes with the styryl dye 3 were explored by molecular mod-
eling. The minor groove of the DNA·DNA duplex (PDB ID =
4c64)59 was wider (∼6 Å) and much deeper (∼5 Å) compared to
the corresponding acpcPNA·DNA duplex60 (width ∼2–3 Å and
very shallow) (Fig. S40A†). The dimension of the groove
suggests that the styryl dyes should fit nicely into the minor
groove of DNA·DNA duplexes. A docking simulation with
Autodock Vina61,62 revealed that both 3 and 18 fit well into the
minor groove of the DNA·DNA duplex, whereas the backbone
of acpcPNA blocked styryl dyes from binding in the minor
groove of the acpcPNA·DNA duplex (Fig. S40B†). Collectively,
these in silico studies were in agreement with experiments in
which fluorescence intensities of styryl dyes significantly
enhanced in the presence of complementary DNA·DNA but not
PNA·DNA duplexes.

Although previous experimental studies with structurally
related styryl dyes indicated that they predominantly interact
with dsDNA by groove binding,63,64 the intercalative binding
mode has also been observed.52,65 Molecular dynamics (MD)
simulations were performed to gain further understanding of
the interactions between the dyes and the PNA·DNA duplexes.
The MD structure averaged along 10 000 structures of the last
10 ns MD trajectory for each system illustrated in Fig. 6
revealed that, for the M10-5a·DNA duplex carrying a base inser-
tion, the styryl dye was located in the PNA·DNA duplex and par-
tially stacked with the adjacent base pairs, while the inserted
cytosine base pointed outside the duplex. It can thus be con-
cluded that the presence of a defect in the structure creates a

Fig. 5 (A) Fluorescence spectra and (B) UV-vis spectra of PNA probe M12-5a in the presence of wild type and Liddle’s syndrome DNA in 10 mM
sodium phosphate buffer pH 7.0; [PNA] = 1.0 μM, [DNA] = 1.2 μM, λex = 487 nm. Inset shows photographs under UV light (315 nm) at [PNA] = 10 µM,
[DNA] = 12 µM.
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binding site that allows the dye to fit in, resulting in the
observed fluorescence enhancement. Similar effects had been
previously observed in other acpcPNA probes, although with a
decrease in fluorescence35,37 or a much smaller degree of fluo-
rescence increase.40 In contrast, only part of the dye molecule
was placed in the minor groove of the complementary M10-
5a·DNA duplex. This leads to a larger fluctuation of the dye
molecule in the complementary compared to the base-inserted
duplexes as confirmed by the root-mean-square deviation
(RMSD) of atomic positions. The RMSDs of dye structures in
the MD trajectory with respect to its averaged structure, which
refers to a change in the simulated dye structures along a
simulation time, were 0.5 ± 0.2 and 0.8 ± 0.3 Å for the base-
inserted and complementary duplexes, respectively. Such a
large degree of flexibility is in good agreement with the
observed small response of the probe to complementary DNA.

Conclusion

In this work, we successfully synthesized novel alkyne-modi-
fied styryl dyes and conjugated them onto the conformation-

ally rigid pyrrolidinyl PNA by click chemistry. The alkyne-
modified styryl dye exhibited low fluorescence in the free
state but yielded large fluorescence enhancement (up to
125-fold) in the presence of DNA. The styryl-dye-labeled
acpcPNA probes retained the ability to bind to their comp-
lementary DNA target, but the fluorescence change was
small. On the other hand, the probes yielded strongly
enhanced fluorescence with mutated DNA carrying base mis-
match, abasic site and, most notably, base insertion. Based
on spectroscopic studies and modeling, we propose that the
defect in the PNA·DNA duplex structure provides a binding
site that can accommodate the styryl dye located nearby, thus
resulting in the observed fluorescence enhancement. The
unique fluorescence response of the styryl-dye-labeled
acpcPNA probes can be considered to be a valuable addition
to only a few reported examples of fluorescent oligo-
nucleotide probes that are responsive to base insertion66 or
abasic sites67–69 in the DNA targets. As a result, the present
styryl-dye-labeled acpcPNA probes are potentially useful for
the detection of specific types of mutated DNA targets such
as base insertion mutations that generally do not respond to
conventional probes.

Fig. 6 Averaged MD structures of M10-5a binding to (A) base-inserted and (B) complementary DNA. See Table 3 for the DNA sequences.
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Experimental
Synthesis of clickable styryl dyes

All styryl dyes were synthesized by condensation of 2-methyl-
benzothiazolium or 4-methylquinolinium salts and an appro-
priate aldehyde in acetic anhydride at 90 °C for 8–10 h
(Method A for 1–4, 6, and 8–14) or in refluxing ethanol for 8 h
(Method B for 5, 7, and 15–19). They are generally isolated
with the same counterion as the benzothiazolium or 4-methyl-
quinolinium salt used (iodide for N-methyl and bromide for
N-propargyl salts). In some cases when the product did not
precipitate, the counterion was replaced with PF6

− by the treat-
ment of the bromide or iodide salts with ammonium hexa-
fluorophosphate in methanol.

(E)-2-(2-(4-(2-Propynyloxy)phenyl)ethenyl)benzo[d]thiazole (1).
Yield 15% (3 steps, from 2-methylbenzothiazole); 1H NMR
(400 MHz, CDCl3): δ 7.90 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 7.45 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 16.4 Hz, 1H) 7.38 (t, J =
7.7 Hz, 1H), 7.21 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
4.65 (s, 2H), 2.47 (s, 1H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 167.3,
158.6, 153.8, 137.2, 134.2, 129.0, 128.9, 126.3, 125.2, 122.8,
121.4, 120.4, 115.4, 78.2, 75.9, 55.9; HRMS (MALDI-TOF): m/z
calcd for C18H14NOS

+: 292.0796 [M + H]+ found: 292.0796.
(E)-3-Methyl-2-(2-(4-(2-propynyloxy)phenyl)ethenyl)benzo[d]

thiazolium iodide (2). Yield 32%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ 8.39 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.24 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.20 (d,
J = 16.2 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 15.8 Hz,
1H), 7.84 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.76 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.16 (d, J =
7.8 Hz, 2H), 4.93 (s, 2H), 4.32 (s, 3H), 3.65 (s, 1H); 13C NMR
(100 MHz, DMSO-d6): δ 172.0, 160.7, 148.4, 142.0, 131.9, 129.3,
128.3, 127.6, 127.4, 124.2, 116.7, 115.6, 111.7, 78.8, 78.6, 56.0,
55.9, 36.3, 18.5; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for
C19H16NOS

+: 306.0947 [M]+ found: 306.0952.
(E)-2-(2-(4-(Dimethylamino)phenyl)ethenyl)-3-(2-propynyl)

benzo[d]thiazolium bromide (3). Yield 81%; 1H NMR
(400 MHz, DMSO-d6): δ 8.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 15.2
Hz, 1H), 8.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.82
(t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.74–7.67 (m, 2H), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
5.78 (s, 2H), 3.72 (s, 1H), 3.15 (s, 6H); 13C NMR (100 MHz,
DMSO-d6): δ 189.8, 171.4, 153.9, 151.6, 140.4, 133.4, 129.0,
127.5, 126.6, 124.1, 121.5, 115.6, 112.1, 111.0, 105.2, 78.1, 76.0,
37.6; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for C20H19N2S

+: 319.1263
[M]+ found: 319.1265.

(E)-3-Methyl-2-(2-(4-(N-methyl-N-2-propynyl)phenyl)ethenyl)
benzo[d]thiazolium iodide (4). Yield 70%; 1H NMR (400 MHz,
DMSO-d6): δ 8.34 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.14 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
8.10 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.81 (t, J =
7.7 Hz, 1H), 7.75–7.67 (m, 2H), 6.96 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.34 (s,
2H), 4.27 (s, 3H), 3.24 (s, 1H), 3.09 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz,
DMSO-d6): δ 171.6, 152.2, 149.8, 141.9, 132.4, 128.9, 127.6,
127.0, 123.8, 122.7, 116.1, 113.0, 107.7, 79.4, 74.8, 41.0, 38.0,
35.8; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for C20H19N2S

+: 319.1263
[M]+ found: 319.1270.

(E)-2-(2-(4-(N-tert-Butoxycarbonylamino)phenyl)ethenyl)-3-
(2-propynyl)benzo[d]thiazolium bromide (5). Yield 82%; 1H
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 9.93 (s, 1H), 8.46 (d, J = 8.1 Hz,

1H), 8.31–8.23 (m, 2H), 8.04–7.99 (m, 3H), 7.91 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 7.81 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.93 (s,
2H), 3.79 (s, 1H), 1.51 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6):
δ 172.6, 152.4, 150.3, 144.3, 140.5, 131.5, 129.6, 128.4, 127.7,
124.5, 118.0, 116.4, 110.6, 80.0, 78.7, 75.7, 38.4, 28.0; HRMS
(MALDI-TOF): m/z calcd for C23H23N2O2S

+: 391.1480 [M]+

found: 391.1471.
(E)-2-(2-(4-(Diethylamino)-2-(2-propynyloxy)phenyl)ethenyl)-

3-methylbenzo[d]thiazolium iodide (6). Yield 69%; 1H NMR
(400 MHz, DMSO-d6): δ 8.24 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 8.06 (d, J =
15.2 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 9.2 Hz, 1H),
7.75 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.64 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.54 (d, J =
15.2 Hz, 1H), 6.54 (dd, J = 9.1, 2.0 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 2.0 Hz,
1H), 5.08 (s, 2H), 4.15 (s, 3H), 3.75 (s, 1H), 3.53 (q, J = 7.0 Hz,
4H), 1.19 (t, J = 7.0 Hz, 6H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6):
δ 171.1, 159.7, 153.4, 143.9, 142.0, 133.0, 128.7, 127.0, 126.3,
123.6, 115.6, 111.1, 106.5, 105.0, 95.0, 79.0, 78.7, 56.3, 44.5,
35.2, 12.6; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for C23H25N2OS

+:
377.1682 [M]+ found: 377.1684.

(E)-2-(2-(4-(N,N-Diphenylamino)phenyl)ethenyl)-3-(2-propy-
nyl)benzo[d]thiazolium bromide (7). Yield 58%; 1H NMR
(400 MHz, DMSO-d6): δ 8.41 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.26–8.20 (m,
2H), 7.94 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.92–7.85 (m, 2H), 7.78 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.46 (t, J = 7.8 Hz, 4H), 7.27 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.23
(d, J = 7.5 Hz, 4H), 6.93 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 5.86 (s, 2H), 3.76 (s,
1H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 172.2, 151.8, 150.3,
145.3, 140.5, 132.2, 130.0, 129.4, 128.2, 127.4, 126.3, 126.0,
125.6, 124.4, 118.8, 116.2, 109.1, 78.5, 75.7, 38.1; HRMS
(MALDI-TOF): m/z calcd for C30H23N2S

+: 443.1576 [M]+ found:
443.1579.

(E)-3-(2-Propynyl)-2-(2-(2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H-pyrido[3,2,1-
ij]quinolin-9-yl)ethenyl)benzo[d]thiazolium hexafluoro-
phosphate (8). Yield 78%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):
δ 8.23 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.94 (d, J =
14.7 Hz, 1H), 7.75 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.63 (t, J = 7.6 Hz, 1H),
7.52 (s, 1H), 7.49 (d, J = 14.7 Hz, 1H), 5.67 (s, 2H), 3.70 (s, 1H),
3.41 (m, 4H), 2.74 (m, 4H), 1.91 (m, 4H); 13C NMR (100 MHz,
DMSO-d6): δ 169.9, 151.4, 148.6, 140.4, 131.0, 128.8, 127.0,
126.1, 123.8, 121.5, 120.8, 115.0, 102.8, 77.8, 76.2, 49.8, 37.0,
26.8, 20.4; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for C24H23N2S

+:
371.1576 [M]+ found: 371.1579.

(E)-2-(2-(4-(Benzoyloxy)phenyl)ethenyl)-3-(2-propynyl)benzo[d]
thiazolium bromide (9). Yield 67%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ 8.51 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.40 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 8.35 (d,
J = 8.5 Hz, 1H), 8.23–8.17 (m, 5H), 7.96 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.86
(t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.80 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.66 (t, J = 7.7 Hz,
2H), 7.58 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.98 (s, 2H), 3.82 (s, 1H); 13C NMR
(100 MHz, DMSO-d6): δ 172.7, 164.2, 153.8, 149.0, 140.6, 134.3,
131.8, 131.4, 129.9, 129.8, 129.0, 128.8, 128.6, 128.1, 124.7,
123.0, 116.8, 113.5, 78.9, 75.6, 38.7; HRMS (MALDI-TOF): m/z
calcd for C25H18NO2S

+: 396.1058 [M]+ found: 396.1054.
(E)-2-(2-(4-Methoxyphenyl)ethenyl)-3-(2-propynyl)benzo[d]

thiazolium hexafluorophosphate (10). Yield 60%; 1H NMR
(400 MHz, DMSO-d6): δ 8.44 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.34–8.26 (m,
2H), 8.08 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.99 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.91 (t,
J = 7.6 Hz, 1H), 7.81 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
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5.91 (s, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.78 (s, 1H); 13C NMR (100 MHz,
DMSO-d6): δ 172.8, 163.4, 150.4, 140.5, 132.5, 129.6, 128.4,
127.6, 126.8, 124.5, 116.4, 115.0, 110.4, 78.6, 75.7, 55.8, 38.4;
HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for C19H16NOS

+: 306.0947 [M]+

found: 306.0962.
(E)-2-(2-(2,4-Dimethoxyphenyl)ethenyl)-3-(2-propynyl)benzo

[d]thiazolium bromide (11). Yield 84%; 1H NMR (400 MHz,
DMSO-d6): δ 8.40 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.32–8.25 (m, 2H), 8.12 (d,
J = 8.7 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.89 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 7.78 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 6.79 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.76 (s,
1H), 5.86 (s, 2H), 4.01 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 3.79 (s, 1H); 13C
NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 173.0, 165.7, 161.4, 144.8, 140.6,
132.4, 129.5, 128.2, 127.3, 124.4, 116.3, 115.5, 109.9, 107.8,
98.4, 78.6, 75.6, 56.4, 56.0, 38.2; HRMS (MALDI-TOF): m/z
calcd for C20H18NO2S

+: 336.1053 [M]+ found: 336.1058.
(E)-2-(2-(4-Nitrophenyl)ethenyl)-3-(2-propynyl)benzo[d]thia-

zolium bromide (12). Yield 70%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6): δ 8.56 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.48–8.38 (m, 5H), 8.35 (d, J =
8.7 Hz, 2H), 7.99 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.89 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.04
(s, 2H), 3.84 (s, 1H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 172.1,
148.9, 146.6, 140.6, 139.8, 130.7, 130.6, 130.1, 129.1, 128.6,
124.9, 124.2, 117.2, 117.0, 79.1, 75.5; HRMS (MALDI-TOF): m/z
calcd for C18H13N2O2S

+: 321.0692 [M]+ found: 321.0685.
(E)-2-(2-(7-(Diethylamino)-2-oxo-2H-chromen-3-yl)ethenyl)-3-

(2-propynyl)benzo[d]thiazolium bromide (13). Yield 60%; 1H
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.65 (s, 1H), 8.42 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 8.29 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.12 (m, 2H), 7.88 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 7.77 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.90 (dd,
J = 9.1, 1.8 Hz, 1H), 6.70 (s, 1H), 5.75 (s, 2H), 3.81 (s, 1H), 3.56
(q, J = 7.0 Hz, 4H), 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 6H); 13C NMR (100 MHz,
DMSO-d6): δ 172.3, 159.4, 157.4, 153.6, 148.8, 146.0, 140.6,
132.1, 129.5, 128.2, 127.4, 124.5, 116.1, 111.9, 111.1, 110.3,
109.1, 96.6, 78.7, 75.3, 44.7, 38.7, 12.4; HRMS (MALDI-TOF):
m/z calcd for C25H23N2O2S

+: 415.1475 [M]+ found: 415.1468.
(E)-3-(2-Propynyl)-2-(2-(1-pyrenyl)ethenyl)benzo[d]thiazolium

bromide (14). Yield 38%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 9.31
(d, J = 15.1 Hz, 1H), 9.00 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.91 (d, J = 9.2 Hz,
1H), 8.55–8.31 (m, 9H), 8.20 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.97 (t, J = 7.7
Hz, 1H), 7.88 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.08 (s, 2H), 3.83 (s, 1H); 13C
NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 172.2, 145.9, 140.6, 134.1, 130.8,
130.6, 130.2, 130.1, 129.8, 129.7, 128.7, 128.2, 127.4, 127.2,
127.2, 127.0, 126.9, 125.8, 125.5, 124.6, 124.0, 123.5, 122.7,
116.7, 114.6, 78.9, 75.8, 38.7; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd
for C28H18NS

+: 400.1154 [M]+ found: 400.1149.
(E)-2-(2-(1-Naphthyl)ethenyl)-3-(2-propynyl)benzo[d]thiazo-

lium bromide (15). Yield 49%; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6):
δ 9.06 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 8.58–8.53 (m, 2H), 8.48 (d, J =
7.4 Hz, 1H), 8.39 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 15.5 Hz, 1H),
8.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.98 (t, J =
7.8 Hz, 1H), 7.88 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.80–7.75 (m, 2H), 7.69 (t,
J = 7.4 Hz, 1H), 6.04 (s, 2H), 3.84 (s, 1H); 13C NMR (100 MHz,
DMSO-d6): δ 172.4, 146.1, 140.6, 133.4, 133.2, 131.0,
130.6, 129.9, 129.0, 128.8, 128.3, 127.8, 127.6, 126.8, 125.8,
124.7, 123.5, 116.8, 115.4, 78.9, 75.6, 38.8; HRMS
(MALDI-TOF): m/z calcd for C22H16NS

+: 326.0998 [M]+ found:
326.1001.

(E)-2-(2-(5-Phenylthiophen-2-yl)ethenyl)-3-(2-propynyl)benzo
[d]thiazolium bromide (16). Yield 73%; 1H NMR (400 MHz,
DMSO-d6): δ 8.58 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 8.47 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
8.29 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.92 (t, J =
7.9 Hz, 1H), 7.83 (m, 5H), 7.54 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.50–7.45 (t,
J = 7.3 Hz, 1H), 5.92 (s, 2H), 3.82 (s, 1H); 13C NMR (100 MHz,
DMSO-d6): δ 171.8, 151.9, 142.4, 140.5, 138.4, 137.8, 132.5,
129.6, 129.6, 129.5, 128.5, 127.7, 126.2, 126.0, 124.6, 116.4,
110.8, 78.8, 75.7, 38.4; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for
C22H16NS2

+: 358.0719 [M]+ found: 358.0717.
(E)-2-(2-(9-Methyl-9H-carbazol-3-yl)ethenyl)-3-(2-propynyl)

benzo[d]thiazolium bromide (17). Yield 97%; 1H NMR
(400 MHz, DMSO-d6): δ 8.91 (s, 1H), 8.49 (d, J = 15.5 Hz, 1H),
8.41 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.29–8.23 (m, 3H), 8.10 (d, J = 15.5 Hz,
1H), 7.87 (t, J = 8.3 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.76 (t, J =
7.9 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.7 Hz, 1H),
7.34 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.91 (s, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.77 (s, 1H);
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 172.5, 152.4, 143.5, 141.4,
140.5, 129.4, 128.2, 128.2, 127.4, 126.9, 125.1, 124.4, 124.2,
122.8, 122.0, 120.4, 116.2, 110.3, 110.2, 109.3, 78.6, 75.8, 38.3,
29.4; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for C25H19N2S

+: 379.1263
[M]+ found: 379.1258.

(E)-4-(2-(4-(Dimethylamino)phenyl)ethenyl)-1-(2-propynyl)
quinolinium bromide (18). Yield 74%; 1H NMR (400 MHz,
DMSO-d6): δ 9.19 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 9.07 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
8.41–8.38 (m, 2H), 8.29–8.22 (m, 2H), 8.03 (d, J = 15.6 Hz, 1H),
7.95 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.9
Hz, 2H), 5.82 (s, 2H), 3.89 (s, 1H), 3.09 (s, 6H); 13C NMR
(100 MHz, DMSO-d6): δ 154.4, 152.6, 146.1, 145.5, 137.5, 134.9,
131.8, 128.6, 126.7, 126.0, 123.0, 118.8, 114.0, 113.0, 111.9,
80.1, 76.3, 45.6, 39.7; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for
C22H21N2

+: 313.1699 [M]+ found: 313.1696.
(E)-4-(2-(4-(Diethylamino)-2-(propynyloxy)phenyl)ethenyl)-1-

methylquinolinium bromide (19). Yield 81%; 1H NMR
(400 MHz, DMSO-d6): δ 9.00 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 8.85 (d, J = 8.0
Hz, 1H), 8.32 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.24–8.15 (m, 3H), 8.06 (d, J =
15.6 Hz, 1H), 7.97 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
6.50 (dd, J = 9.0, 2.1 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.06 (s,
2H), 4.42 (s, 3H), 3.78 (s, 1H), 3.50 (q, J = 7.0 Hz, 4H), 1.19 (t,
J = 7.0 Hz, 6H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 159.0, 153.3,
151.6, 146.5, 139.5, 138.8, 134.4, 132.4, 128.4, 125.8, 125.6,
119.0, 113.2, 112.8, 112.2, 105.6, 95.4, 79.2, 78.8, 56.0, 44.2,
43.8, 12.6; HRMS (MALDI-TOF): m/z calcd for C25H27N2O

+:
371.2118 [M]+ found: 371.2117.

Synthesis of styryl-dye-labeled acpcPNA probes

The (3R,4S)-3-aminopyrrolidine-4-carboxylic acid (APC)-modi-
fied acpcPNAs were synthesized manually on Tentagel S-RAM
resin from the respective Fmoc-protected monomers (ABz, CBz,
T, and G) and spacer (APCTfa and ACPC) at 1.5 μmol scales as
described earlier.39 After completion of the synthesis, the
N-terminal Fmoc group was removed and capped by acetyl-
ation. The resin was split into 0.5 µmol portions and the side-
chain protecting groups of nucleobases A and C (Bz) and the
APC spacer (Tfa) were removed by treatment with 1 : 1
ammonia-dioxane at 65 °C overnight. The deprotected APC-
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modified acpcPNA was reacted with 4-azidobutanal (30 equiv.)
in the presence of NaBH3CN (60 equiv.) and HOAc (60 equiv.)
in MeOH (100 μL) at room temperature overnight.39 The azide-
modified acpcPNA on the solid support was split into 0.5 μmol
portions for labeling experiments. This azide-modified
acpcPNA was reacted with alkynyl-modified styryl dye (15
equiv.) in the presence of tetrakis(acetonitrile) copper(I) hexa-
fluorophosphate (30 equiv.) in DMSO/tBuOH (3 : 1) at room
temperature overnight. After the reaction was completed as
monitored by MALDI-TOF mass spectrometry, the PNA was
cleaved from the solid support by treatment with trifluoroace-
tic acid (TFA) (500 μL, 30 min, 3 times). The cleavage solution
was combined and dried under a stream of nitrogen and the
crude styryl-dye-labeled acpcPNA was precipitated by the
addition of diethyl ether and purified by reverse-phase HPLC.
The HPLC experiments were performed using a Water Delta
600™ system equipped with a gradient pump by using 0.1%
TFA in H2O : acetonitrile (9 : 1 to 1 : 9) as a mobile phase. The
purified styryl-dye-labeled acpcPNA were characterized by
MALDI-TOF mass spectrometry using a Microflex MALDI-TOF
mass spectrometer (Bruker Daltonics) using α-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid (CCA) as a matrix.

MD simulation

To investigate the positioning of the styryl dye in the styryl-dye-
labeled acpcPNA·DNA duplex, molecular dynamics (MD) simu-
lations of M10-5a binding to the base-inserted and comp-
lementary DNA targets were carried out in an aqueous solution
with the OL15 force field.70 The starting structures of the simu-
lated systems, atomic point charges and missing force field
parameters of styryl dye and acpcPNA units, and the setup of
the simulations were constructed in a similar manner to that
of previous work.38,60,71 MD simulations were performed using
the Sander module in the AMBER 2017 suite program.72 The
production runs were carried out for 20 ns and the coordinates
were stored every 1 ps, totally 20 000 simulated structures.
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A B S T R A C T

Peptide nucleic acid (PNA), a synthetic DNA mimic that is devoid of the (deoxy)ribose-phosphate backbone yet
still perfectly retains the ability to recognize natural nucleic acids in a sequence-specific fashion, can be em-
ployed as a tool to modulate gene expressions via several different mechanisms. The unique strength of PNA
compared to other oligonucleotide analogs is its ability to bind to nucleic acid targets with secondary structures
such as double-stranded and quadruplex DNA as well as RNA. This digest aims to introduce general readers to the
advancement in the area of modulation of DNA/RNA functions by PNA, its current status and future research
opportunities, with emphasis on recent progress in new targeting modes of structured DNA/RNA by PNA and
PNA-mediated gene editing.

Introduction

The ability to control the genetic expressions of any living organ-
isms has broad implications in various areas, especially in therapeutics
and biotechnology. The universality of genetic codes allows modulation
and manipulation of gene expressions by the targeting of DNA or RNA
in a sequence-specific fashion. This can be achieved by direct binding to
the nucleic acid targets or by promoting/inhibiting the functions of
other control elements that interact with the nucleic acid targets at any
stage of the transcription/translation processes or even at the epige-
netic level. The key advantage of targeting nucleic acids over proteins
lies in its simplicity since the interactions between nucleic acids can be
predicted by a few simple base-pairing rules that are highly specific and
predictable. In principle, as long as the desired target DNA/RNA se-
quence is unique in the genome of interest, one can straightforwardly
design a nucleic acid or analog that can specifically bind to that target
region without interfering with other parts and other non-nucleic acid
targets. The agent that specifically binds to the DNA/RNA target is a
critical component to the success of such process. In this respect, it
should be noted that natural DNA or RNA are not suitable for this
purpose, and generally require chemical modification to improve bio-
logical stabilities and other properties such as binding strengths.

The term PNA, originally standing for “polyamide nucleic acid”
rather than “peptide nucleic acid” as commonly used nowadays, was
first introduced in 1991 to describe an oligomer of N-2-ami-
noethylglycine with the nucleobase attached via a methylene carbonyl
linker.1,2 This aminoethylglycine PNA system became known as
aegPNA to distinguish it from other PNA subsequently developed, al-
though it is often being referred to as “PNA”. Among several modified

oligonucleotides and analogs, PNA is unique in the sense that the entire
sugar-phosphate backbone is completely replaced by a peptide-like
backbone. Quite surprisingly, not only PNA can retain the ability to
recognize DNA/RNA following the highly specific Watson-Crick base
pairing rules, it does so with a much higher affinity and even better
specificity than natural DNA/RNA and most other oligonucleotide
analogs. Besides, PNA can sequence-specifically interact with struc-
tured DNA/RNA targets in various ways. This point is especially im-
portant for targeting cellular nucleic acids, which are often present in
structured forms under physiological conditions which make them not
freely accessible. These features of PNA together with its excellent
stability towards nucleases and proteases make it a potential candidate
for controlling gene expressions via the antisense/antigene approaches,
and more recently, gene editing. This digest summarizes the important
landmark events (Scheme 1) starting from explaining different modes in
which PNA can bind to structured DNA targets, then discussing the
principle and current achievement in using PNA to control gene ex-
pression and to induce gene editing, and ending with cellular delivery
of PNA, followed by conclusion and outlooks.

Targeting DNA duplexes with PNA

PNA can bind to double-stranded DNA (dsDNA) via base pairing in
several different modes (Scheme 2). DNA triplex invasion is perhaps the
most reliable and the most widely utilized strategy for the targeting of
dsDNA by PNA. This binding requires a long stretch of purine bases on
one of the DNA strands, which forms Watson-Crick base pairs with one
PNA strand and Hoogsteen base pairs with another PNA strand. Tar-
geting guanine requires protonation of the cytosine base on the
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Scheme 1. Timeline of important events in the area of PNA research (left: fundamental technology, right: application).
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Hoogsteen PNA strand, which can occur only at low pH. Substitution of
the cytosine with pseudoisocytosine (J), which remains protonated over
a broad pH range, allows the triplex invasion at physiological pH.3 The
invasion efficiency can be further increased by incorporating acridine
or polylysine,4 or by joining the two PNA strands via a flexible linker to
form a bis-PNA that takes advantage of the more entropically favorable
intramolecular binding.3 Although being more kinetically favored, the
PNA-DNA2 triplex initially formed by the binding of PNA to the major
groove of dsDNA eventually converts to the more thermodynamically
stable invasion complex.5 Although highly sequence-specific in both
cases, the recognition of dsDNA by PNA through the triplex formation
and the triplex invasion has a sequence limitation in which a long
stretch of homopurine/homopyrimidine duplex is required. The con-
ceptually related tail-clamping strategy which involves both triplex and
duplex invasion by PNA can reduce this constraint but a short stretch of
purine bases is still required.6,7

The double duplex invasion strategy is more relaxed regarding the
sequence requirement, but it is necessary to modify the nucleobase so
that the PNA-PNA duplex is destabilized while the PNA-DNA duplex
stability is improved. While the 2,4-diaminopurine:2-thiouracil (D-Us)
“pseudocomplementary” base pair can reliably replace A-T, the
equivalent pseudocomplementary base pairs for G-C remain elusive
(Scheme 3). Although some progress has been made in recent years, the
presently available pseudocomplementary G-C pairs such as N6-
methoxy-2,6-diaminopurine:N4-benzoylcytosine (K*-CBz) are still far
from ideal since both PNA-PNA and PNA-DNA duplexes with such
pseudocomplementary G-C pairs are destabilized, and the K* can pair
equally well to both C and T.8 This means that targeting dsDNA by
pseudocomplementary PNA (pcPNA) pairs is limited to sequences with
relatively high A-T content. Additional modification of the PNA strands
with multiple positive charges that can further destabilize PNA-PNA
duplexes and stabilize the PNA-DNA duplexes by electrostatic interac-
tions allows DNA double-duplex invasion even in GC rich (up to 80%)
regions.9 Alternatively, the PNA with a bulky pyrrolidine-based back-
bone that cannot form stable self-pairing hybrids offers a solution for
the double duplex invasion of dsDNA in a more general sequence
context without the requirement of base modifications.10 Efficient
double duplex invasion by such inherently pseudocomplementary
pyrrolidinyl PNA has been demonstrated in the context of short syn-
thetic DNA oligonucleotides, but it remains to be seen how general the
process is for longer DNA sequences and under physiologically relevant
conditions.11,12 It should be noted that the double-duplex invasion of

dsDNA by pcPNA is generally ineffective under physiological condi-
tions. However, several strategies are available to address this problem
including modification of either or both of the PNA strands with nuclear
localization signal peptide (NLS),13 ruthenium complex,14 pyrrole/
imidazole polyamide,15 or photo-crosslinker16 that can provide addi-
tional stabilization of the invasion complex by electrostatic interaction,
intercalation, groove binding or covalent bond formation, respectively.
Interestingly, under molecular crowding conditions typically found
inside the cells, double-duplex invasion of dsDNA by pcPNA became
favorable even under high salt conditions.17

When compared to the triplex invasion or double-duplex invasion,
the invasion of DNA duplex by single-stranded PNA (single-strand in-
vasion) is much less efficient.18 Several approaches have been proposed
to improve the efficiency of the duplex invasion by single-stranded
PNA. These include the use of additional components that can stabilize
the invasion complex such as the use of PNA openers,19 single-stranded
binding proteins.20,21 or ribonuclease A.22 Although proof-of-principle
experiments have been demonstrated in vitro, the requirement to co-
deliver these additional components for in vivo/in cellular applications
remains a challenge. The improved DNA affinity of the con-
formationally preorganized γPNA23 makes the single-strand invasion of
dsDNA by γPNA more efficient. Originally, the γPNA backbone was
used in combination with an affinity-enhancing moiety such as acri-
dine24 or G-clamp25,26 to enhance the single-strand invasion efficiencies
of short (10mer) γPNA oligomers. It was subsequently found that un-
modified γPNA with sufficient length (15–20mer) can also invade
dsDNA over a wide sequence context.27 Very recently, Shigi et al. ob-
served an efficient single-strand invasion of dsDNA by aegPNA carrying
partial D/Us modifications.28 Evidence of single-strand invasion by
aegPNA conjugated to a nuclear localizing peptide was also demon-
strated by the Ce(IV)-EDTA-promoted DNA hydrolysis of the exposed
single-stranded DNA.29 Although the efficiency in terms of yield and
speed remains to be improved, the fact that such invasion is feasible for
GC rich sequences under physiologically-relevant conditions employing
only conventional PNA with minimal modifications is notable.

Ly et al. have recently introduced a new mode of dsDNA targeting
by designing a set of bifacial nucleobases that can be inserted in be-
tween the A-T, C-G, T-A, and G-C pairs and specifically recognize the
respective nucleobase on each side (Scheme 4).30 The formation of such
base triplets would provide additional binding energy that compensates
for the breaking of the original base pairs. The concept of such Janus
bases has previously been explored in the PNA context,31,32 but this is

N

NN

N

N

N

N N

O

S
H

H

HH

H

N

NN

N

N N N

O

S

HH

H

N

NN

N

N

N

N N

O

O
H

H

HH

H

D-Us (unstable) A-Us D-T

CH3

N

NN

N

N

N

N N

N

O
H

H

O

K*-CBz (unstable) G-CBz K*-C

O

CH3
H

H

N

NN

N

O

N

N N

N

O
H

H

O

H

H

N

NN

N

N

N

N N

N

O
H

H

O

H
CH3

H

H

Scheme 3. Examples of pseudocomplementary base pairs.

P. Muangkaew and T. Vilaivan Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters xxx (xxxx) xxxx

3

Appendix 2: Publication No. 5.1.1.2



the first complete isosteric base set that can be combined for specific
recognition of any canonical Watson-Crick base pairs with the ability to
distinguish between A-T/T-A and C-G/G-C pairs. Molecular dynamics
simulations confirmed that the use of γPNA backbone was essential in

providing a steric clash that suppressed the self-pairing of the Janus
bases – a common problem in other systems. Such Janus base miniPEG
γPNA as short as 6 bases can efficiently invade dsDNA under physio-
logical conditions with much faster kinetics (time scale in the order of

Scheme 4. (A) Structure of (R)-miniPEG γPNA (B) Recognition of duplex DNA by bifacial PNA (C) The design of Janus base capable of recognition of all canonical
DNA base pairs.

Scheme 5. Targeting of quadruplex DNA by PNA: (I) Invasion leading to quadruplex disruption (II) Invasion to form mix PNA-DNA quadruplexes (III) Loop binding,
and (IV) Binding to the opposite C-rich strand.
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10 mins) than conventional DNA duplex invasion (time scale in the
order of several hours to days). Complementarities between the central
Janus base on the PNA strand and the nucleobases on both DNA strands
are essential for the effective invasion. This can be regarded as a uni-
versal approach to recognize dsDNA that can overcome most of the
limitations associated with other modes of DNA duplex invasion cur-
rently available. It remains to be seen how this system performs in
biological contexts.

Targeting DNA G-quadruplexes with PNA

Guanine-rich DNA sequences that contain a series of three to four G-
base runs separated by a short nucleobase spacer can potentially exist in
G-quadruplex structures. The ubiquitous presence of these sequences in
non-coding but functional regions such as promoters and telomeres in
the human genome suggests their regulatory roles, and therefore tar-
geting these sequences should have important implications in the gene
regulation.33 While several G-quadruplex small molecule ligands are
available, they generally do not offer sufficient specificity to distinguish
between closely related quadruplex-forming sequences. PNA offers a
unique advantage in this respect as a potential candidate for sequence-
specific targeting DNA G-quadruplexes.34 There are at least three pos-
sible modes in which PNA can interact with G-quadruplexes: invasion
by C-rich PNA leading to the disruption of the quadruplex, invasion
leading to the formation of mix PNA-DNA quadruplexes, and loop
binding (Scheme 5). Instead of direct binding to the G-quadruplex, the
G-rich PNA can bind to the opposite C-rich DNA strand in the DNA
duplex thereby promoting the formation of G-quadruplex.

The DNA G-quadruplex invasion first observed by Datta and
Armitage in 2001 follows the first scenario, whereby a C-rich PNA
bound to a single-stranded DNA G-quadruplex causing its disruption to
form a PNA·DNA duplex under low ionic strength conditions.35 PNA
sequences carrying at least two Gn tracts can invade DNA G-quad-
ruplexes by the formation of mix PNA-DNA quadruplexes, which has

been repeatedly observed in single-stranded G-quadruplexes.36,37

Modification of the nucleobase38 or PNA backbone39,40 can facilitate
the targeting of DNA G-quadruplexes by modulating the propensity of
homo- vs hetero-quadruplex formation. The simultaneous formation of
DNA G-quadruplex was shown to facilitate the single-strand invasion of
PNA into dsDNA, which is otherwise very difficult.41 Komiyama and Xu
demonstrated invasion of a DNA carrying a quadruplex forming se-
quence by a short (8mer) G-rich unmodified PNA and its subsequent
scission by Ce(IV)-EDTA induced hydrolysis.42 In this case, both the
quadruplex invasion and binding to the C-rich region in the opposite
DNA strand were essential for the invasion process, and the specificity
was sufficient to target and cleave only one site in the entire human
genome.

Targeting structured RNA with PNA

PNA can bind to double-stranded RNA targets via triple helix for-
mation43 or triplex invasion.44,45 PNA-RNA2 triplexes are more stable
than PNA-DNA2 triplexes and thus a specific recognition of very short
dsRNA was achieved with as short as 6 bases PNA sequence. Similar to
the case of DNA, the recognition of dsRNA by PNA through the
Hoogsteen base pairing also requires protonation of cytosine, hence the
triplex is only stable at low pH. Stable triple helix formation under
physiological conditions was made possible by the replacement of cy-
tosine with the more easily protonated 2-aminopyridine (M+, see the
structure in Scheme 2).46 Not only this base replacement resulted in
superior binding than both cytosine and the permanently protonated
pseudoisocytosine, but the cellular uptake was also enhanced pre-
sumably due to the cationic nature of the M+ -modified PNA.47 The
replacement of cytosine with thio-pseudoisocytosine enabled the se-
lective targeting of duplex RNA without the competing PNA-RNA du-
plex formation.48 With additional base modifications, the RNA duplex
recognition by triplex-forming PNA can be expanded beyond the
polypurine sequence.49 C-rich and G-rich PNA sequences can also bind

Scheme 6. Controlling gene expression with PNA via antisense and antigene approaches.
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to RNA quadruplexes, resulting in the formation of PNA-RNA duplexes
and mixed PNA-RNA quadruplexes, respectively.50 Given the potential
importance of regulatory roles of structured RNA targets, the ability to
target RNA in a sequence-specific and position-dependent fashion by
PNA opens up new directions of research that may allow precise control
of the translation process.51,52

Controlling gene expressions with PNA

Shortly after the discovery of PNA, its applications in controlling
gene expression have been actively explored.53 Although considerable
success has been achieved to the point of potential commercial devel-
opment,54 progress in this area is relatively slow compared to con-
ventional antisense oligonucleotides (ASOs) or newer competing tech-
nologies such as RNA interference (RNAi), where many have already
been approved or are under clinical development.55 The topic is only
discussed briefly to show the principle (Scheme 6), with some recent
advancement highlighted and the readers should consult other more
specific reviews for more detailed examples.56,57,58

Unlike several other ASOs that can recruit RNase-H to degrade the
target mRNA strand or siRNA that can catalytically degrade the bound
RNA target via the RNA-induced silencing complex (RISC), antisense
PNA can only inhibit the translation process through the steric
blockage. As a result, a stoichiometric amount of the PNA is required
and the effectiveness is dependent on the stability of the PNA-RNA
hybrid. However, the PNA structure can be modified by incorporating
phosphate or other types of oligonucleotides to enable the RNase-H-
mediated cleavage pathway.59,60 In addition to direct binding with

mRNA, PNA can be used to control the gene expression by modulating
the splicing of pre-mRNA, or by targeting other regulatory elements
such as microRNA (miRNA). As an example, an antisense PNA designed
to mediate exon skipping of a pre-mRNA encoding the dystrophin
protein could restore the protein expression (up to 40%) in dystrophin-
deficient mice as a model for Duchenne Muscular Dystrophy (DMD)
treatment.61 Targeting miRNA by PNA has potential applications in the
area of cancer therapy.62 In one example, the new generation miniPEG
γPNA was found to be a more potent inhibitor of miRNA-210 than
regular PNA, and targeting miRNA-210 could significantly reduce the
growth of human tumors in mouse models.63 In another example, the
combined treatment of two PNA sequences designed to target miRNAs
involved in the caspase-3 mRNA regulation was effective in inducing
apoptosis of the temozolomide-resistant T98G glioma cell line.64

Despite being potentially more powerful, the targeting of DNA –
which is structured, well-packed within the chromosome that is located
inside the nucleus – by antigene PNA is more difficult compared to the
antisense approach. While transcription arrest by PNA was demon-
strated in vitro long time ago,65 the antigene effect of PNA inside living
cells was not reported until 2000 - whereby PNAs conjugated to NLS
protein were shown to inhibit c-myc expression.66 The invasion of DNA
may not be mandatory since short mix-base PNA sequences that do not
normally invade dsDNA under physiological conditions could still exert
the antigene effects, presumably by intercepting the open complex
formed during the initiation of the transcription process.67 Experiments
involving suppression of tumor growth by an anti-c-myc PNA in animal
models have also been achieved.68 The targeting of DNA by PNA can
also be used to activate gene expression (the “progene” approach). For

Scheme 7. The concepts of gene editing mediated by (A) PNA invasion and (B) PNA-based artificial DNA cutter.
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example, a γ-globin gene targeting PNA sequence conjugated to two
short peptides acting as a cellular delivery domain and an artificial
activator domain was shown to increase the level of mRNA and protein
expression in mouse models and human primary peripheral blood
cells.69

In addition to the classical antisense/antigene concepts, the recent
demonstration that PNA conjugated with epigenetic factors can reg-
ulate histone methylation suggests the possibilities of using PNA to
control gene expression at the epigenetics level.70

PNA-mediated gene editing

Disturbance of the DNA structure by introducing strand breakage or
other types of lesions is a strategy that can be used to provoke genome
editing through the natural DNA-repair machinery. Triplex-forming
oligonucleotides were shown to induce targeted-mutagenesis and re-
combination of DNA in mammalian cells more than 20 years ago by
Glazer et al.71,72 In 2002, site-specific gene editing in cell-free extracts
was achieved when a triplex-forming PNA was co-administered with a
single-stranded donor DNA either covalently linked to the PNA or as a
separate entity (Scheme 7A).73 Correction of a splice-site mutation in
the β-globin gene in human cells by triplex-forming PNA/donor DNA
was subsequently realized in 2008.74 The mechanism of the gene edit
was thought to involve the nucleotide excision repair (NER) pathway
that was known to be responsible for repairing DNA helix-distorting
lesions as shown by the modulation of the gene editing efficiency by an
NER factor called XPA (xeroderma pigmentosum complementary group
A protein).72,73 While the efficiency was rather low (up to 0.4%), these
pioneer studies paved the way towards the exciting new area of using
PNA as a potential tool for precise genome editing. Considerable pro-
gress has been made during the past decade and the topic has been the
subject of several recent reviews.75,76,77,78 Detailed protocols for tar-
geted genome modification via triple helix formation were also pub-
lished.79,80 Only highlights of new developments during the past few
years are included here (Table 1 and additional discussion below) to
demonstrate the present status of the technology.

The applications of triplex-forming bis-PNA or tail-clamp PNA as
shown in Table 1 were limited by the requirement of short (8–10 bp)
purine stretches located close (up to several hundred bps) to the tar-
geted modification site. The use of pcPNAs allows for a more relaxed
sequence requirement but this strategy still requires the presence of
some A + T bases (at least 40%) for efficient duplex invasion. Up to
0.012% gene correction frequency was obtained and this could be im-
proved to 0.78% when the pcPNA/donor DNA was administered with S-
phase cell synchronization and histone deacetylase (HDAC) inhibitor.87

The use of the high-affinity miniPEG γPNA allows sequence-unrest-
ricted targeting and gene editing by single-stranded PNA without the
requirement of base modification. Up to 0.8% gene editing frequency
was observed ex vivo, although it should be noted that the formulation
of the delivery nanoparticles played critical roles here. In vivo experi-
ments showed the gene editing frequency at 0.1% for the correction of
the IVS2-654 (C-> T) mutation in mouse bone marrow with less than
10−4 fold off-target frequency.88

Even though short mix-sequence unmodified aegPNA strands are
unlikely to invade dsDNA under physiological conditions, Bertoni et al.
showed that the administration of short PNA oligonucleotides into mice
muscle cells could repair the single point mutation in the DMD gene at
frequencies of ~3–7% which were much higher than that achieved by
conventional oligonucleotides.89 The gene repair boosted the expres-
sion level of full-length dystrophin to 1–2% of the wild-type cells in
vitro.90 Transplantation of the gene-edited stem cells to mice models
showed a stable production of dystrophin-positive muscle fibers. In this
case, the gene editing mechanism is likely to be different from the
approach developed by Glazer et al. above since no donor DNA was
required and the gene correction occurred in the PNA-binding region. It
appears that the information used for the gene correction derived from

the PNA sequence itself, although how this could be transferred to the
DNA is still not fully understood.

The combination of pcPNA and CeIV-EDTA complex as an artificial
DNA cutter (ARCUT) was found to induce double-strand breaks at a
specific location in a dsDNA strand by Kmoiyama et al.91,92 This tech-
nology can be used for gene editing purposes like other targetable en-
donucleases such as zinc-finger nucleases, transcription activator-like
effector nucleases (TALENs) and CRISPR-Cas9. In the presence of donor
dsDNA, the targeted gene repairs by homologous recombination have
been achieved with high efficiency (> 50%) and with sufficiently high
specificity to target a single site in the human genome in cultured cells
(Scheme 7B).93,94

Cellular delivery of PNA

Despite the favorable binding properties of PNA, the poor cellular
uptake and rapid clearance in vivo impair its potential use in ther-
apeutics. The introduction of PNA into the cells is, therefore, another
critical factor that determines the eventual successful use of PNA to
modulate the biological functions of cellular nucleic acids. The carrier
must not only carry the PNA into the cells/nuclei but should also effi-
ciently release it. In some delivery methods, the PNA was permanently
trapped inside endosomes and therefore could not exert the desired
biological effects despite apparent good uptake.95 Unfortunately, while
several delivery methods are available, only a few studies system-
atically compare different methods side-by-side. Early delivery tech-
nologies involve mechanical delivery, conjugating the PNA to a pep-
tide-based delivery module (such as polylysine, cell-penetrating
peptides, NLSs or ligands for specific receptors),96,97,98,99 or by mod-
ification of the PNA backbone to include positive charges.100,101,102

However, these delivery techniques are not easy to implement for in
vivo applications and/or in large scales like clinical studies. Non-
covalent approaches for PNA delivery such as direct transfection (only
applicable to negatively-charged PNA),103 co-transfection with DNA,104

a synthetic transporter105 or nanoparticles-based delivery technology
offer a solution to these problems.106 The particles may be formed by a
variety of materials including peptides,107 biodegradable polymers,108

lipids,109 carbonaceous.110 and other inorganic materials.111,112,113

Recently, oncolytic adenovirus (OAds) was employed for the cancer-cell
specific delivery of a quadruplex-disrupting PNA that targets proto-
oncogene promotors, and synergistic cytotoxic effects of the PNA and
the OAds were observed.114 For gene editing applications, early ap-
proaches for PNA delivery employed electroporation or nucleofection.
This was subsequently superseded by the use of poly(lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) particles which were made from FDA-approved mate-
rials.115 The PLGA nanoparticle technology not only allowed simulta-
neous delivery of PNA and DNA but also increased the efficiency of the
intracellular gene modification by over 60 folds compared to the nu-
cleofection method.116 The polymer materials can be further modified
to enhance the gene editing efficiency, for example by combination
with poly β-amino ester (PBAE)88 and cell-penetrating/nuclear loca-
lizing peptide.84 This nanoparticles-based delivery strategy is also ef-
fective for in vivo delivery via intravenous and nasal administrations
(see Table 1).

Conclusion and outlooks

PNA is a unique class of oligonucleotide mimics that shows dis-
tinctive features from other conventional oligonucleotide analogs. The
strong and specific base-pairing properties, the ability to recognize
structured nucleic acid targets through various binding modes, and the
chemical and biological stabilities led to the initial expectation that
PNA should be a promising candidate as therapeutic agents that operate
at the gene level. However, despite almost 30 years having passed since
the first introduction of PNA, advancing the antisense/antigene PNA
from proof-of-concept to practical uses is still a long way to go. The
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inherently non-catalytic mode of action together with the issues of in-
efficient delivery and poor bioavailability necessitate high dosage and/
or repeated administration of PNA in animal experiments. The efficacy
and physiological stability still need further improvement before the
PNA-based antisense/antigene therapy as well as the more recently
developed PNA-mediated epigenetic controls can be moved on to
clinical stages.

On the other hand, the discovery that PNA could induce gene
editing has revived the excitement in the therapeutic potentials of PNA
in recent years. Unlike the antisense and antigene approaches, the effect
of gene editing is permanent (i.e., once the gene is corrected, no more
PNA administration is necessary). Even though the issues associated
with the in vivo use of PNA mentioned above has not yet been fully
resolved, the gene edit can be performed ex vivo on isolated stem cells
before injection to the patient. Having said that, with the use of con-
formationally preorganized γPNA and an advanced nanoparticles-based
delivery technique, successful gene editing and restoring of the gene
function have already been achieved in vivo.85,86 At present, the
technological advancement of the PNA-mediated gene editing is still far
from being competitive with the well-established CRISPR-Cas9 or its
variants,117,118 whereby efficacy and safety have already been de-
monstrated in clinical trials.119 For the purpose of therapeutic uses, off-
target gene modification is another area of potential concern given that
triplex-forming oligonucleotides can induce spontaneous mutagen-
esis.71 While the off-target effects have been estimated to be very low
based on studies in a limited number of partially homologous genes, the
safety cannot be ascertained without more thorough studies. Despite
these shortcomings, the PNA-mediated gene editing technology offers
promising potentials for therapeutic applications and beyond e.g. syn-
thetic biology, plant, and animal breeds development. There are still
rooms for further improvements with more understanding of mechan-
isms of the gene repair process, the use of new delivery formulations,
PNA modifications (currently only standard PNA and γPNA have been
extensively explored) and new modes of DNA targeting (currently only
the tail-clamp PNA has been extensively explored) or combinations
thereof.
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Abstract  34 

 Staphylococcus aureus strains carrying enterotoxin A gene (sea) causes food 35 

poisoning and cannot be distinguished from non-pathogenic strains by the culture method. 36 

Here, we developed a rapid, specific and sensitive visual detection of sea using loop-37 

mediated isothermal amplification (LAMP) combined with nanogold probe (AuNP) or styryl 38 

dye (STR). LAMP-AuNP and LAMP-STR can detect as low as 9.7 fg (3.2 sea copies) and 39 

7.2 sea copies, respectively, which were lower than PCR (97 fg or 32 sea copies). The 40 
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excellent performance of the new assays was demonstrated in food samples using crude DNA 41 

lysates. While the culture method detected 104 CFU/g in ground pork and 10 CFU/mL in 42 

milk in 5-7 days, LAMP-AuNP could detect down to 10 CFU/g for both samples in 27 43 

minutes. Analyzing 80 pork and milk samples revealed that the LAMP-AuNP showed 100% 44 

sensitivity, 97-100% specificity and 97.5-100% accuracy, which were superior to the culture 45 

method, and comparable to PCR but without requirement of a thermal cycler. Furthermore, 46 

our LAMP-AuNP can detect sea in a range below food safety control (<100 CFU/g). The 47 

LAMP-STR can quantitate sea in the range of 10-1,000 CFU (7.2-720 copies). Our crude 48 

DNA lysis combined with LAMP-AuNP/STR assay present effective point-of-care detection. 49 

 50 

Introduction 51 

Staphylococcus aureus strains with the staphylococcal enterotoxin A gene (sea) 52 

bacteriophage, is a common cause of foodborne disease and outbreaks worldwide including 53 

the United States and countries of the European Union1-5. In Thailand, one of the largest 54 

outbreaks was reported in 2009 when 573 people became ill after consumption of 55 

contaminated sticky rice custard6. S. aureus is commonly found in soil, water, air, as well as 56 

human respiratory tract and skin. The sea toxin is relatively heat stable (e.g. up to 100°C for 57 

30 min) therefore, food contamination generally occurs when cooking is performed without 58 

sufficient hygiene. Frequently reported contaminated foods include dairy products (milk, 59 

cheese, ice cream, etc.), and fresh and cooked meat7-8. Importantly, contaminated food may 60 

not be easily identified by sensory evaluation such as odor or appearance. Clinical symptoms 61 

from sea food poisoning include vomiting, abdominal cramps, diarrhea, and dysentery, often 62 

within 1-6 h after consumption. Occasional symptoms include sweating, chills, rectal 63 

bleeding, and shock9-11. The severity of illness depends on the concentration of the toxin. 64 
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Consumption of merely 20-100 ng of sea toxin can cause clinical symptoms and more than 65 

that may be fatal, therefore a sensitive detection of sea is very important for the food safety 66 

control. Detection is usually performed using culture based on a selective Baird-Parker 67 

medium12, with a limit of < 100 bacterial colony forming unit (CFU) per g or mL of food and 68 

drink13-15. Nonetheless, this culture method supports both the growth of sea and non-sea 69 

strains, and thus lacks specificity in detecting the pathogenic sea strains. In addition, some 70 

food ingredients can affect the ability to culture leading to false negative results.  71 

 72 

An alternative method for highly specific analysis of a food-borne pathogen is the 73 

nucleic acid-based assay, which generally requires an amplification prior to the detection to 74 

achieve the desired sensitivity. Recently, LAMP presents an attractive alternative to a more 75 

traditional amplification method like PCR due to its low cost, ease-of-use and rapidity. Most 76 

importantly, the expensive thermal cycler and specialized kits for DNA extraction and 77 

purification are not required. The strand displacement characteristic of the Bst DNA 78 

polymerase and the loop-intercalating primers allow amplification of the targets at a single 79 

temperature with high sensitivity (e.g. 10-100 genome copies), and the product can be 80 

visualized, albeit indirectly, by the formation of magnesium pyrophosphate as a white 81 

precipitate16. Goto et al.2 has previously developed a LAMP technique to detect sea, seb, sec 82 

and sed genes, and reported that it is more sensitive and specific than PCR by an order of 83 

magnitude2,17. Still, previous analyses of LAMP results indirectly performed by monitoring 84 

the formation of magnesium pyrophosphate precipitate showed limited accuracy since the 85 

precipitate formation affects the reading accuracy. The alternative analysis by agarose gel-86 

electrophoresis requires electrophoresis instrumentation, extra laboratory time (0.5-1.5 h), 87 

safety issues due to exposure to high voltage and ethidium bromide, and perhaps false 88 

positive due to misamplification18. Here, we present the use of a nanogold-appended sea 89 
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probe (AuNP), which is specific for the target DNA, to eliminate the false positive problem. 90 

The high molar extinction coefficient of the AuNP supports simple visualization by naked 91 

eyes, and the functionalization with the probe increases the specificity of the assay19-24. 92 

Together, we designed new LAMP primers based on additional sea sequences from GenBank 93 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) along with two inner loop primers that can speed 94 

up the amplification by parallel-amplifying DNA loops outward on both ends25 and 95 

determined the optimal reaction conditions. The LAMP-AuNP assay was validated by testing 96 

with food samples that are commonly found contaminated (ground pork and milk) to show 97 

improved specificity and sensitivity26-28 compared to the standard nucleic acid-based assay 98 

(PCR). We also demonstrated that the combination of a simple crude DNA lysis method and 99 

LAMP is appropriate for point-of-care and resource-restrained diagnostics.  Further, since the 100 

visual reading from LAMP-AuNP cannot quantitate the number of bacterial CFU (or copy), 101 

which is important when the contamination level is below the food and drink safety control 102 

(< 100 CFU) but which the hypersensitive LAMP can detect 26,29, an alternative detection 103 

employing a cationic styryl dye (STR) as a fluorescent DNA stain30,31
  was developed for 104 

quantifying the LAMP product. The LAMP-STR can quantify sea levels below 100 CFU, 105 

which a conventional culture method could not detect. Our two methods therefore help 106 

improve early identification of contaminated meat and dairy products to mitigate outbreaks of 107 

food poisoning. 108 

 109 

Materials and Methods 110 

Bacteria strains and culture 111 

 All bacteria strains were provided by the Department of Microbiology, Faculty of 112 

Science, Chulalongkorn University; Department of Medical Sciences, Ministry of Public 113 
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Health; and Bamrasnaradura Infectious Diseases Institute, Ministry of Public Health 114 

(Supplemental Table 1). S. aureus ATCC 13565 and ATCC 25923 strains contain sea, 115 

representing a positive control. All other S. aureus strains and other bacteria species contain 116 

no sea and were used as negative controls. All bacteria strains were cultured in tryptic soy 117 

broth (Himedia, Mumbai, India) at 37°C17.  118 

 119 

DNA extraction by commercial kit 120 

 GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis, California, USA) was used to extract 121 

DNA from bacteria culture for preparation of strains, and from ground pork and milk samples 122 

for PCR. Following manufacturer’s protocols, 1 mL of bacterial cultures or 1 mL of aqueous 123 

extracts from minced ground pork (1 g/ 9 mL ddH2O) was centrifuged at 13,000 rpm 30 min 124 

at 4°C to pelletize the bacterial cells. The pellet was then resuspended in Buffer R1 125 

(Vivantis), and lysozyme and proteinase K were added to lyse the bacterial cell membranes. 126 

The purified DNA was eluted in 50-100 µL of elution buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) and 127 

stored at -20°C. 128 

 129 

S. aureus sea PCR  130 

 The PCR reaction for S. aurFigure eus sea (15 µL) µL comprised 12.5 µL 131 

EmeraldAmp® GT PCR Master Mix (TakaRa Bio, Shiga, Japan), 0.3 µM primers SEA-F and 132 

SEA-R (Supplemental Table 2), and 100 ng DNA (unless specified). Thermocycling 133 

conditions were as follow: 94°C 2 min, followed by 35 cycles of 94°C 2 s, 55°C 2 min and 134 

72°C 1 min, and final extension at 72°C 7 min32-33. The PCR product was analyzed by 1.75% 135 

agarose gel electrophoresis (120 base pairs (bp) amplicon). 136 

 137 
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S. aureus sea LAMP assays by Goto et al.2 and our designed primers  138 

 Our designed LAMP primers were based on multiple sequence alignment of sea and 139 

non-sea sequences from GenBank. The 11 sea sequences were ATCC13565 (GenBank 140 

accession no. M18970), ATCC25923 (EF520720.1), MW2 (NC003923.1), TW20 141 

(FN433596.1), phiNM3 (DQ530361.1), phiSa119 (KJ596420.1), Z172 (CP006838.1), 142 

MSSA476 (BX571857.1), MRSA252 (BX571856.1), ST228 (HE579073.1), and T0131 143 

(CP002643.1). Primer Explorer V4 (Eiken Chemical, Tokyo, Japan; 144 

http://primerexplorer.jp/elampn4.0.0/index.htmL) along with manual design were performed. 145 

The primers specificity was validated by BLASTN against GenBank nucleotide database. 146 

The sequences of primers from Goto et al.2 and our designed LAMP primers were compared 147 

(Supplemental 2). The LAMP reaction (15 µL) comprised 1.6 µM each of primers FIP, BIP, 148 

LF and LB, 0.2 µM primers F3 and B3, 1.4 mM dNTP (SibEnzyme Ltd., Novosibirsk, 149 

Russia), 0.3 M betaine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 6 mM MgSO4, 8 U Bst DNA 150 

polymerase (New England Biolabs Inc., MA, USA), 1× ThermoPolTM Reaction Buffer (New 151 

England Biolabs Inc.), and 100 ng DNA (unless specified). The reaction conditions (shortest 152 

incubation time with highest sensitivity and correct specificity) were optimized using 153 

incubation temperatures of 60, 63 and 65°C, and incubation periods of 15, 30, 45 and 60 min. 154 

Heating at 80°C for 2 min was next applied to terminate the reaction. The LAMP products 155 

appeared as intercalating bands of various bp sizes by 1.75% agarose gel electrophoresis. 156 

  157 

Preparation of nanogold probe and optimization for our LAMP-AuNP 158 

 The Probe-Sa_SEA (Supplemental Table 2) used for LAMP product detection was 159 

manually designed, and checked specificity by BLASTN against the GenBank nucleotide 160 

database. Gold nanoparticles of 20 nm diameter (Sigma-Aldrich) were appended to the Probe-161 

Sa_SEA following methods of Jaroenram et al.23 and Somboonna et al.22. In brief, 50 µL of 162 
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the Probe-Sa_SEA and 10 mL of gold nanoparticles were hybridized at 150 rpm and 50°C in a 163 

hybridization oven (Thermo Scientific, New Jersey, USA), for 22 h. Next, 1 mL of 100 mM 164 

PBS, 10 µL of 10% SDS and 500 µL of 2 M NaCl, at 50°C, were added, and the mixture was 165 

hybridized at 150 rpm and 50°C for another 4 h. The mixture was centrifuged at 13,000 rpm 166 

4°C for 30 min. The clear solution was removed, and the precipitate was re-suspended in 10 167 

mM phosphate buffer (100 mM NaCl and 0.01% (w/v) SDS), and centrifuged again. The 168 

pellet was finally re-suspended in 10 mM phosphate buffer (100 mM NaCl and 0.01% (w/v) 169 

SDS) to give the gold nanoparticles-probe solution (AuNP) that showed the absorbance of 170 

0.3-0.4 at 525 nm, and was stored protected from light at 4°C. To determine the optimal 171 

conditions for the colorimetric LAMP-AuNP reaction, mixtures with different volume ratios 172 

of LAMP:AuNP (1:9 to 9:1) (10 μL total volume) were incubated at 63°C for 10 min, and 173 

0.01-1 M MgSO4 was then added. When a sufficient concentration of Mg2+ was present in the 174 

absence of the LAMP product, the AuNP agglomerated and changed its color. However, the 175 

positive LAMP products hybridize with the AuNP via their specific complementary strands, 176 

and the agglomeration induced by the salt addition was inhibited20,22,24. The LAMP-AuNP 177 

results could be interpreted by naked eyes via their color: red/purple (positive) or clear/very 178 

light purple (negative), which could be further confirmed by UV-vis spectrophotometry. 179 

Controls included AuNP only, AuNP with MgSO4, and no template control (DNA was 180 

replaced by ddH2O). The AuNP only shows the same color as the positive LAMP results, 181 

while the AuNP with salt and no template control with salt show the same color as the 182 

negative LAMP results. All controls showed the expected colors for all tests (data not 183 

shown). 184 

 185 
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Comparison of specificity and sensitivity among S. aureus sea PCR, LAMP, and LAMP-186 

AuNP methods 187 

 LAMP assays by Goto et al.2 (60°C 30 min), as well as our LAMP (63°C 15 min) and 188 

LAMP-AuNP (5:5 vol./vol.) were carried out at the optimal conditions. Bacterial strains 189 

including S. aureus (sea), S. aureus (no sea), and other food poisoning bacteria 190 

(Supplemental Table 1), were tested for specificity. No template control referred the LAMP 191 

reaction where DNA was replaced by ddH2O. For sensitivity, 10-fold serial dilutions of S. 192 

aureus (sea) DNA, or from live culture, were used as template to determine the minimum 193 

limit of detection.  194 

 195 

Crude DNA lysis for ground pork and milk 196 

 Simple and rapid crude DNA lysis protocols for ground pork and milk were adapted 197 

from Reischl et al.34 and Sowmya et al.35. For ground pork and milk, the sample was stirred 198 

in a pellet pestle stirrer, and 1 mL of the liquid suspension was aliquoted into a 199 

microcentrifuge tube and centrifuged at 13,000 rpm 10 min. The supernatant was discarded, 200 

the pellet was suspended in 100 µL 1% Triton X-100 (Sigma-aldrich), heated at 95°C 10 min, 201 

centrifuged at 13,000 rpm 10 min, and the supernatant was used as a DNA template for 202 

LAMP. The supernatant was stored at -20°C. 203 

 204 

Comparison of specificity and sensitivity for S. aureus sea assays between culture and 205 

crude DNA lysis coupled with LAMP-AuNP methods using ground pork and milk 206 

spiked-in live bacteria culture  207 

 S. aureus sea strains ATCC13565 and ATCC25923 were cultured until an OD600 equal 208 

to 1 (108 CFU) was obtained17. Samples with 10-fold serial dilutions were prepared ranging 209 
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from 105 to 10 CFU/mL, and 1 mL of each was spiked-in and mixed with 1 g pork or 1 mL 210 

milk samples, respectively. The samples were previously autoclaved and verified sea-free by 211 

sea PCR. For the pork samples, 9 mL of ddH2O were further added. For culture assay, the 212 

samples were analyzed by a certified ISO/IEC 17025 laboratory, Food Research and Testing 213 

Laboratory (FRTL, Faculty of Science, Chulalongkorn University), following the FDA's 214 

Bacteriological Analytical Manual (BAM) for S. aureus protocols 215 

(https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-staphylococcus-aureus) that 216 

include: cultivation on selective Baird-Parker agar, followed by biochemical tests (oxidase 217 

test, catalase test, coagulase test and mannitol salt agar growth, and S. aureus should result 218 

catalase-positive and the rests are negative). For the LAMP-AuNP assay, the DNA was crude 219 

lysis, amplified and detected according to the protocols described above.  220 

 221 

Study design to compare the performance between the culture and our crude DNA lysis 222 

coupled with LAMP-AuNP assays 223 

 To determine the performance of the culture and our crude DNA lysis coupled with 224 

LAMP-AuNP methods, the extraction of DNA with GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit 225 

(Vivantis) followed by sea PCR was used as the reference method. Statistically required 226 

sample numbers (N) were calculated according to the equation: N = (p (1-p) z2)/e2, given p at 227 

an average incidence of 18% (reported by Food Sanitation Division, Department of Health, in 228 

2007 and 200836, and Bureau of Epidemiology, in 20093), z score of 1.65 for 90% confidence 229 

interval, and e of 10% for margin of error. This yielded an N of 40.18. Therefore, we used 40 230 

ground pork and 40 milk samples purchased from local markets in Bangkok (Samyan and 231 

Kingpetch districts) and nearby provinces (Nakhon Pathom and Suphan Buri). The assay 232 

efficacy was calculated based on the following equations: sensitivity = true positive ÷ (true 233 

Appendix 2: Manuscript No. 5.1.1.3



positive + false negative), specificity = true negative ÷ (true negative + false positive), false 234 

positive = 1 − specificity, false negative = 1 − sensitivity, and accuracy = (true positive + true 235 

negative) ÷ total samples. Verification of all samples included a minimum of two 236 

independently confirmed GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis) followed sea PCR30. 237 

 238 

LAMP-STR for colorimetric quantitation 239 

 The optimization experiments for LAMP-STR included testing different styryl dyes 240 

structures37, different dilutions, and different LAMP product diluent-to-STR diluent 241 

(vol./vol.), that yielded the best fit data (R2, goodness of fit) for the regression equation 242 

analysis. In brief, the fluorescent DNA-binding styryl dye stock solution (20 µM) was diluted 243 

in phosphate buffer (pH 7.0); the LAMP product was diluted in double distilled water, then 244 

the appropriate LAMP-to-STR ratio was mixed by vortexing, the fluorescent red color 245 

(positive) result was visualized under a 315 nm UV light and the photograph was taken. 246 

ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, 247 

https://imagej.nih.gov/ij/) was used to convert the image into numerical data by determining 248 

the color intensity from the fluorescent image. 249 

 250 

Results 251 

Optimal isothermal conditions of sea LAMP assays by Goto et al. and our designed 252 

primers 253 

The conditions were first optimized over a temperature range of 60-65°C and 254 

incubation periods of 15-60 min using 100 ng genome of S. aureus strains sea as template, 255 

and our designed LAMP primers that consisted of two inner loop primers (Supplemental 256 
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Table 2, Sa_SEA LF and Sa_SEA LB) versus Goto et al.’s LAMP primers2 that contain only 257 

one inner loop primer (SEA_LB).  Our LAMP primers showed the appearance of LAMP 258 

products as early as 15 min at 60, 63 and 65°C incubations. Goto et al.’s LAMP primers 259 

meanwhile showed the earliest observable amplification at 30 min (Supplemental Figure 1). 260 

Noted without inner loop primers, both Goto et. al.’s and our LAMPs showed the same 261 

optimal isothermal condition at 30 min and 65°C (data not shown). The tentative isothermal 262 

conditions (15 min, and 60, 63 or 65°C for our LAMP; 30 min, and 60, 63 or 65°C for Goto 263 

et. al.’s LAMP) were further selected based on specificity and sensitivity evaluations. A total 264 

of 14 foodborne bacterial strains (Supplemental Table 1, 2 sea and 12 non- sea) served as 265 

standard controls for sea PCR32, as well as Goto et al.’s and our LAMP specificity evaluation. 266 

All methods could correctly identify positive (PCR product appeared as a single band at ~120 267 

bp, LAMP product appeared as multiple bands of different sizes) and negative control strains 268 

showed no bands (data not shown). This confirms the BLASTN results that our LAMP 269 

primer sequences were specific to only S. aureus sea (see Materials and Methods, details on 270 

the primer design requirement). For sensitivity determination, 10-fold serial dilution 271 

containing 9.7 ng to 0.97 fg of S. aureus ATCC13565 genome served as templates. We 272 

selected 30 min at 63°C as the isothermal condition for Goto et al.’s LAMP, and 15 min at 273 

63°C for our LAMP since these are the conditions that the smallest amount of template could 274 

be successfully amplified in each case. Hence, the detection limit of sea PCR and Goto et 275 

al.’s LAMP were found to be 0.097 pg (32 sea copies) while our LAMP was 9.7 fg (Figure 276 

1). The limit of detection results suggested a 10-fold increase in sensitivity for our LAMP 277 

compared to both PCR and Goto et al.’s LAMP. Proper specificity was found for all methods 278 

(Figure 2). 279 

 280 
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Specificity and sensitivity of our LAMP-AuNP 281 

Next, we attempted to combine our LAMP with AuNP probe to allow visual color 282 

detection through the specific complementary binding between the LAMP product and our 283 

designed sea oligonucleotide probe (Supplemental Table 1, Probe-Sa_SEA) attached to gold 284 

nanoparticles. The LAMP products corresponding to positive and negative samples were 285 

mixed with the AuNP probe at different ratios of 1:9 to 9:1 (vol./vol., total volume = 10 µL), 286 

and different amounts of salt (MgSO4), and the appropriate condition was selected where a 287 

significant color difference between positive (red/purple) and negative (clear/very light 288 

purple) could be clearly observed by naked eyes within 1-2 min. The optimal condition was 289 

found to be 5:5 of LAMP:AuNP (vol./vol., 5 µL/5 µL) and 5 µL of 0.5 M MgSO4. Noted that 290 

other ratios also caused the color change, but at a slower rate (up to 10 min), for examples the 291 

3:7 and 4:6 LAMP:AuNP (vol./vol) (Supplemental Figure 2). At 1:9 ratio of LAMP:AuNP, 292 

the LAMP product was not present in sufficient amounts to inhibit the aggregation of the 293 

AuNP probe, while at too high amounts of the LAMP product (e.g. at 8:2 or 9:1), the color of 294 

the AuNP probe was difficult to observe. Hence, the ratio of 5:5 was most appropriate for the 295 

optimal detection since both positive and negative results could be judged relatively quickly 296 

within 1-2 min. The color difference as observed by naked eyes was confirmed by UV-vis 297 

spectrophotometry reading (wavelength scanning from 400 nm to 700 nm): positive peak at 298 

~550 nm corresponded to red-purple color and negative results were observed as no peak 299 

(clear) or very minor peak (very light purple) (Supplemental Figure 2, at 5:5 LAMP-to-300 

AuNP). This appropriate LAMP:AuNP condition was used to evaluate specificity and 301 

sensitivity. Fourteen bacterial strains, in Supplemental Table 1, served as control for 302 

specificity evaluation, and our LAMP-AuNP correctly identified the positive and negative 303 

controls (Figure 3A). In term of sensitivity, the LAMP-AuNP results as determined by naked 304 

eyes were fully consistent with our LAMP results as determined by agarose gel 305 
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electrophoresis, showing a limit of detection as low as 9.7 fg, or equivalent to 3.2 sea copies 306 

(Figures 1C and 3B). The color visualization of the LAMP-AuNP product was also further 307 

confirmed by UV-vis spectrophotometry (Figure 3C)20-21,24. 308 

 309 

Crude DNA lysis coupled LAMP-AuNP assay is hypersensitive and effective in real 310 

ground pork and milk sample tests  311 

We evaluated the feasibility of using the assay for the point-of-care diagnostic by 312 

employing DNA samples obtained from simple crude DNA lysis instead of from DNA 313 

extraction kits as a template for the LAMP-AuNP assay. In the crude DNA lysis, we 314 

compared different lysis buffer (TE Buffer34, 0.25 N NaCl and 0.0125% SDS38, and 1% 315 

Triton X-10036) from a minimum of three independent experiments and found that 1% Triton 316 

X-100 gave the highest DNA yield as determined by Nanodrop spectrophotometer. The 317 

average yield of crude DNA extracted by TE buffer, 0.25 N NaCl and 0.0125% SDS, and 1% 318 

Triton X-100 was 1.34, 1.68 and 1.99 ng/µL, respectively. Therefore 1% Triton X-100 was 319 

used for the preparation of the crude DNA lysates. Live cultures of individual bacterial 320 

strains in Supplemental Table 1 were used to spiked ground pork at 105 CFU/g and milk at 321 

105 CFU/mL, and our crude DNA lysis coupled with LAMP-AuNP assay was evaluated for 322 

specificity in comparison with the culture method due to its wide use and acceptance as an 323 

ISO/IEC 17025 standard assay for S. aureus diagnostics in local settings in Thailand. Our 324 

method correctly identified positive and negative results for S. aureus sea, and the culture 325 

method showed positive results for all S. aureus sea and non-sea strains (Table 1). For 326 

sensitivity evaluation, ground pork and milk with 10-105 CFU/g and CFU/mL of S. aureus 327 

(sea) were tested. The culture method could detect as low as 104 CFU/g whereas our assay 328 

could detect as low as 10 CFU/g of sea in ground pork samples. For milk samples, both the 329 
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culture and our assays could detect as low as 10 CFU/mL (Table 2). Here, the nature of food 330 

matrices affected the limit of detection to culture S. aureus. It should be noted that there were 331 

differences in the sample preparation for the two assays. To maintain the bacterial viability 332 

for culture, the sample preparation method for culture is simply a mixing step between 333 

ground pork and ddH2O to obtain a liquid suspension without the use of harsh reagents or 334 

heat, so that live S. aureus could remain in pork debris. On the other hand, the method of the 335 

crude DNA lysate preparation for LAMP required a mild detergent (Triton X-100) and 336 

boiling. 337 

 338 

Next, we determined the statistical efficacy of our assay, and compared with the 339 

culture method. A total of 80 ground pork and milk samples were analyzed and the standard 340 

DNA-based diagnostic method (commercial DNA extraction kit (GF-1 Bacterial DNA 341 

Extraction Kit, Vivantis) and sea PCR32) was used as the reference. The validity of the 342 

commercial DNA extraction kit combined sea PCR32 assay was first verified with ground 343 

pork and milk samples spiked with S. aureus sea at 105 CFU/g and 105 CFU/mL, 344 

respectively, as well as with live cultures of individual bacterial strain employing a similar 345 

experimental setup as in Table 1. The reference method properly identified positive and 346 

negative samples in all cases. Our assay could correctly detect sea positive and negative 347 

ground pork samples, giving identical results to the reference method (100% sensitivity, 348 

100% specificity, 0% false positive and false negative, and 100% accuracy). For milk 349 

samples, our assay showed one false-positive resulting in the decrease in specificity (97%) 350 

and accuracy (97.5%). On the other hand, the culture assay showed only 0-40% sensitivity, 351 

90-97% specificity and 75-90% accuracy (Table 3). 352 

 353 
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LAMP-STR for sea colorimetric quantitation 354 

The LAMP-AuNP method, while showing excellent specificity and sensitivity, could 355 

not easily quantitate the results. Small amounts of contamination may be present (e.g. <100 356 

CFU), which could be in the borderline case and can be acceptable under certain 357 

circumstances. However, a highly sensitive method that is qualitative in nature would simply 358 

indicate that such sample is positive. Hence, there are needs for a method that allow 359 

quantitation of small amounts of DNA. In this context, we developed a new cationic 360 

fluorescent styryl dye (STR) (Figure 4A) that can brighten up in the presence of DNA. Such 361 

dyes can be used in combination with the developed LAMP method to detect and quantitate 362 

low level of LAMP products. Several styryl dyes were screened (data not shown), and only 363 

the cationic benzothiazolium dye designated as STR (see synthesis details in Supplementary 364 

Information39) was identified as the most appropriate dye that can respond to the presence of 365 

LAMP product by showing bright orange fluorescence when visualized under UV light. At 5 366 

µM of the dye STR and 80-fold dilution of the LAMP product (Figure 4B), the assay can 367 

correctly identify the S. aureus sea from negative controls (non-template and E. coli). 368 

Moreover, a different level of color intensity was observed at different amounts of the DNA 369 

template, suggesting the possibilities of performing a semi-quantitative analysis. A minimum 370 

of 5 independent experiments containing 0, 10, 100 and 1,000 CFU LAMP products were 371 

thus analyzed and the linear calibration plot between the fluorescent intensity (Y variable) 372 

and the log CFU (X variable) was obtained (Figure 5A). To back confirm our derived 373 

quantitative equation, the live S. aureus (sea) culture (10, 100 and 1,000 CFU), the genomic 374 

DNA at the limit of detection of the LAMP-AuNP method (9.7 fg, or 3.2 copies), and the 375 

negative LAMP by the negative control strains or no template were evaluated. Our LAMP-376 

STR was able to quantitate 10-1,000 CFU of S. aureus (sea), and for 3.2 copies LAMP the 377 
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color intensity was found too small to be differentiated from the background density (Figure 378 

5B).  379 

 380 

Discussion 381 

 While not every enterotoxin type (such as type F) plays a significant role in food 382 

poisoning outbreaks in humans, the staphylococcal enterotoxin A represents the most 383 

commonly detected enterotoxin type associated with food poisoning outbreaks in humans, 384 

and in a minimal dose such as 20 ng can cause diseases40. Staphylococcal enterotoxin A 385 

contamination is prevalent in meats, milk, eggs and foods high in fat. Conventional method 386 

involves culturing on selective Baird-Parker agar, in which S. aureus colonies should appear 387 

shiny black and circular surrounded by clear zone. S. aureus confirmation may be optionally 388 

performed by four biochemical tests (catalase, oxidase, coagulase and mannitol salt tests). 389 

Yet the culture method cannot differentiate sea from non-sea strains. This method is also 390 

labor and time intensive (2-4 days), expensive (> 10 USD per test), and the sensitivity and 391 

specificity were limited compared to the DNA-based diagnostic. In DNA diagnostics, 392 

although PCR gives excellent performance in terms of sensitivity and specificity, the major 393 

limitation is its requirement of an expensive thermal cycler and 3-4 h diagnostic time. This 394 

study developed a combined crude DNA lysis as a means for sample preparation with S. 395 

aureus sea LAMP-AuNP and LAMP-STR that offers similar performance to PCR but much 396 

faster (< 1 h) and required no thermal cycler or electrophoresis instruments. LAMP offers a 397 

simple, rapid and effective target amplification, while AuNP (visual color) and STR 398 

(fluorescent) offer easy color readouts. 399 

 400 
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The two inner loop primers, LF and LB, that we designed could accelerate the DNA 401 

amplification by producing loop amplicons from multiple sized LAMP amplicons from the 402 

inside outward to both ends. This increased the amount of LAMP product, so the assay time 403 

was reduced by a half from 30 to 15 min compared with Goto et al.’s LAMP (and our LAMP 404 

without inner loop primers, data not shown), and the limit of detection according to gel 405 

electrophoresis was also higher20,23-24 (from 97 fg to 9.7 fg genome, or equivalent 3.2 sea 406 

copies). To enable point-of-care and resource-constrained diagnosis, AuNP functionalized 407 

with a probe complementary to the LAMP product was employed to replace the agarose gel 408 

electrophoresis for the detection of the specific LAMP products. This allows naked eyes 409 

detection with high accuracy due to the complementary binding between the target (in LAMP 410 

product) and the probe41-42. Moreover, since the Bst DNA polymerase used in LAMP is much 411 

less sensitive to inhibitions than the Taq DNA polymerase typically employed in PCR, the 412 

sample preparation can be greatly simplified. The crude DNA lysis from real food samples, 413 

which often contain inhibitor to the culturing or the Taq DNA polymerase in PCR17,38,43-44, 414 

was successfully employed. This study selected ground pork and milk as food samples, given 415 

that ground pork often showed problems with the culture method, and both ground pork and 416 

milk required commercial DNA extraction kits for the PCR method. While the efficiency of 417 

the culture method was biased to sample types (poor limit of detection and assay accuracy for 418 

ground pork samples), our crude DNA lysis coupled with LAMP-AuNP showed a better limit 419 

of detection and a much higher assay accuracy for both ground pork and milk samples (10 420 

CFU/g or mL, and 97.5-100% accuracy). Our assay accuracy was comparable to using 421 

commercial DNA extraction kit together with the PCR methods. Despite the fact that 422 

enterotoxin A accounts > 50% of causes in some areas, the ability to detect every enterotoxin 423 

type gene that causes food poisoning is important. With appropriate primers and reaction 424 
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condition, our assay can be adapted for detecting and quantitating other enterotoxin type 425 

genes even in a minimal contamination. 426 

 427 

 Recently, several LAMP-based assays have developed to detect foodborne pathogens, 428 

such as staphylococci45, Listeria monocytogenes46, Vibrio parahaemolyticus47 and 429 

Escherichia coli48. Whilst our research reported the similarly high assay sensitivity and 430 

specificity, our LAMP-based assay targeted the major enterotoxin gene sea, a direct detection 431 

to the pathogenic S. aureus strain with sea, and compared the complete assay efficiencies 432 

including detection limit, sensitivity, specificity, false positive, false negative and accuracy, 433 

between culture methods and our crude DNA lysis coupled LAMP-AuNP methods, in both 434 

laboratory and real food sample tests with either spiked-in or natural S. aureus sea 435 

contaminations (statistical number of samples). Our assay also contained the double inner 436 

loop primers to allow a rapid 15 min LAMP reaction time, and had combined STR 437 

quantitation methods, so the total detection time starting from raw sample to analyze data in 438 

color readout is within 1 h. 439 

 440 

Conclusion 441 

The data supported the reliability of our assay for S. aureus sea without the 442 

requirement of a commercial DNA extraction kit nor expensive instruments like a thermal 443 

cycler, electrophoresis apparatus, and spectrophotometer. Only a simple heat block or water 444 

bath and readily available reagents are sufficient to perform our diagnostic at the point-of-445 

care settings in less than 1 h (30 min crude sample lysis, 15 min LAMP, and 7 min AuNP 446 

steps) with minimal expertise required, yet giving high accuracy and hypersensitivity. Our 447 

assay was effective with various types of samples including DNA, live bacterial culture, pork 448 
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and milk spiked-in live bacterial culture, and throughout a statistic number of market samples 449 

surveillance (pending Thai petty patent no. 16030012151 for LAMP-AuNP). An additional 450 

assay, LAMP-STR, was also developed to quantitate low levels of S. aureus sea 451 

contamination between 10-1,000 CFU (pending Thai petty patent no. 1703000138). This 452 

facilitates the case when < 100 CFU/g or mL diet is acceptable so the LAMP-STR will allow 453 

proper management of diets with contamination but under the control standard.  454 

 455 
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 607 

Figure Captions 608 

Figure 1. Limit of sea detection by (A) PCR, (B) Goto’s LAMP incubation period 30 min 609 

and temperatures 60, 63 and 65 °C, and (C) our LAMP incubation period 15 min and 610 

temperatures 60, 63 and 65 °C, using S. aureus ATCC13565 as template.  611 

Lane M represents 100 bp DNA ladder (GeneDireX Inc.); N, no template control; 1, 9.7 ng; 612 

2, 0.97 ng; 3, 0.097 ng; 4, 9.7 pg; 5, 0.97 pg; 6, 0.097 pg; 7, 9.7 fg (equivalent to 3.2 sea 613 

copies); 8, 0.97 fg. 614 

 615 

Figure 2. Specificity of sea detection by (A) PCR, (B) Goto's optimal LAMP condition (60 616 

°C 30 min), and (C) our LAMP optimal condition (63 °C 15 min).  617 

Lane M represents 100 bp DNA ladder (GeneDireX Inc.); N, no template control; 1, S. 618 

aureus ATCC13565; 2, S. aureus ATCC25928; 3, S. aureus ATCC144925; 4, S. epidermidis 619 

ATCC12228; 5, S. saprophyticus ATCC15305; 6, V. funissii; 7, S. flexneri; 8, E. coli 620 

ATCC25922; 9, E. coli ATCC35218; 10, S. typhimurium ATCC14026; 11, E. cloacae; 12, A. 621 

sobria; 13, E. faecalis ATCC25912. 622 
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 623 

Figure 3. (A) Specificity, and sensitivity determined by (B) visual color and (C) 624 

spectrophotometry of LAMP-AuNP. 625 

In A, tube N represents no template control; 1, S. aureus ATCC13565; 2, S. aureus ATCC 626 

25923; 3, S. aureus ATCC25928; 4, S. aureus ATCC144925; 5, S. epidermidis ATCC12228; 627 

6, S. saprophyticus ATCC15305; 7, V. funissii; 8, S. flexneri; 9, E. coli ATCC25922; 10, E. 628 

coli ATCC35218; 11, S. typhimurium ATCC14026; 12, E. cloacae; 13, A. sobria; 14, E. 629 

faecalis ATCC25912. 630 

In B and C, S. aureus ATCC13565 DNA was as template; lane 1, 9.7 ng/µL; 2, 0.97 ng/µL; 631 

3, 0.097 ng/µL; 4, 9.7 pg/µL; 5, 0.97 pg/µL; 6, 0.097 pg/µL; 7, 9.7 fg/µL; 8, 0.97 fg/µL. 632 

 633 

Figure 4. (A) Chemical structure of STR dye, and (B) photograph of STR dye (5 µM) with 634 

various LAMP samples at 80-fold dilution under UV light (315 nm).  635 

Tube 1 represents no LAMP product; 2-4 are LAMP products obtained from crude lysis DNA 636 

of S. aureus ATCC13565 (10, 100 and 1,000 CFU); 5, E. coli (1,000 CFU).  637 

 638 

Figure 5. Accepted quantitative equation from 315 nm UV irradiation reading to CFU by (A) 639 

Goodness of fit (R2) of 0.99 from 5 independent experiments, and (B) blind testing with 640 

LAMP samples of known S. aureus sea concentrations (10, 100 and 1,000 CFU) and other 641 

bacterial species (negative). 642 

 643 

  644 
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Tables 645 

Table 1. Specificity comparing between culture method by ISO/IEC 17025 laboratory and 646 

our crude DNA lysis coupled LAMP-AuNP on ground pork and milk samples spiked-in live 647 

individual bacterial strain at 105 CFU per g of ground pork (or mL of milk).  648 

Record result of culture method was CFU/g (ground pork) or CFU/mL (milk), and when the 649 

culture resulted < 10 CFU the analysis was recorded undetermined as “+/-”. 650 

Pork 
Culture (CFU/g) 

LAMP-AuNP Milk Culture 
(CFU/mL) 

LAMP-AuNP 

S. aureus 
ATCC13565 

+ (3,000,000) + S. aureus 
ATCC13565 

+ (360,000) + 

S. aureus 
ATCC25923 

+ (< 110,000,000) + S. aureus
ATCC25923 

+ (< 110,000,000) + 

S. aureus 
ATCC25928 

+ (< 110,000,000) - S. aureus ATCC 
25928 

+ (< 110,000,000) - 

S. aureus 
ATCC144925 

+ (< 110,000,000) - S. aureus 
ATCC144925 

+ (< 110,000,000) - 

S. epidermidis 
ATCC12228 

+/- (< 10) - S. epidermidis 
ATCC12228 

+/- (< 10) - 

S. saprophyticus 
ATCC15305 

+/- (< 10) - S. saprophyticus 
ATCC15305 

+/- (< 10) - 

V. funissii +/- (< 10) - V. funissii +/- (< 10) - 

S. flexneri +/- (< 10) - S. flexneri +/- (< 10) - 

E. coli 
ATCC25922 

+/- (< 10) - E. coli 
ATCC25922 

+/- (< 10) - 

E. coli 
ATCC35218 

+/- (< 10) - E. coli 
ATCC35218 

+/- (< 10) - 

S. typhimurium 
ATCC14026 

+/- (< 10) - S. typhimurium 
ATCC14026 

+/- (< 10) - 

E. cloacae +/- (< 10) - E. cloacae +/- (< 10) - 

A. sobria +/- (< 10) - A. sobria +/- (< 10) - 

E. faecalis 
ATCC25912 

+/- (< 10) - E. faecalis 
ATCC25912 

+/- (< 10) - 

 651 
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Table 2. Sensitivity comparing between culture method by ISO/IEC 17025 laboratory (10-652 

105 CFU per g of ground pork, or mL of milk) and our crude DNA lysis coupled LAMP-653 

AuNP (1-105 CFU per g of ground pork, or mL of milk) using spiked-in live S. aureus 654 

ATCC13565. 655 

Pork 
(CFU/g) 

Culture 
(CFU/g) 

LAMP-AuNP Milk 
(CFU/mL) 

Culture 
(CFU/mL) 

LAMP-AuNP 

105 + (3,000,000) + 105 + (360,000) + 

104 + (320,000) + 104 + (34,000) + 

103 +/- (< 10) + 103 + (1,900) + 

102 +/- (< 10) + 102 + (235) + 

10 +/- (< 10) + 10 + (20) + 

1 N/A* - 1 N/A - 

N/A represents data is not available, because 1 CFU spiked-in experiment was not performed 656 

for the culture method. 657 

 658 

  659 
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Table 3. Comparison of assay efficacies between culture method by ISO/IEC 17025 660 

laboratory and our crude DNA lysis coupled with LAMP-AuNP, against reference sea 661 

detection method (GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis) followed by sea PCR)24,30 662 

on 40 ground pork and 40 milk samples surveillance from local markets in Bangkok and 663 

nearby provinces 664 

Samples 
Reference sea 

detection method 
(number) 

Culture method 
Crude DNA 

extraction coupled 
LAMP-AuNP 

Positive Negative Positive Negative 

Pork 

Positive (7) 0 7 7 0 

Negative (33) 3 30 0 33 

Sensitivity 0.00 1.00 

Specificity 0.90 1.00 

False Positive 0.10 0.00 

False Negative 1.00 0.00 

Accuracy 0.75 1.00 

Milk 

Positive (5) 2 3 5 0 

Negative (35) 1 34 1 34 

Sensitivity 0.40 1.00 

Specificity 0.97 0.97 

False Positive 0.03 0.03 

False Negative 0.60 0.00 

Accuracy 0.90 0.975 

 667 
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 20th Tetrahedron Symposium 

 

 
 

Oral Programme 
 

Tuesday, 18 June 2019 

15:00-18:00 Conference registration  

18:00-19:00 Welcome Reception  

 

Wednesday, 19 June 2019 

08:30-09:00 Conference registration  

08:30-08:40 Symposium welcome  

08:40-10:20 Session chair to be announced 

08:40-9:30 [INV01] Selective Catalytic Functionalization Reactions 

John Hartwig, Berkeley College of Chemistry, USA 

9:30-10:20 [INV02] Training Native Electrophiles 

Yimon Aye, École Polytechnique Fédérale de Lausanne, Switzerland 

10:20-10:50 Refreshment break  

10:50-12:30 Session chair to be announced 

10:50-11:40 [INV03] Control of Chemistry and Biology in Four Dimensions 

Karl Gademann, University of Zurich, Switzerland 

11:40-12:30 [INV04] Nature’s Medicine Chest: Opportunities for Synthesis 

Margaret Brimble, The University of Auckland, New Zealand 

12:30-13:30 Lunch  

13:30-15:10 Session chair to be announced 

13:30-14:20 [INV05] Title to be announced 

Lee Cronin, The University of Glasgow, UK 

14:20-15:10 [INV06] Innovation at MSD for the Synthesis of Complex Active Pharmaceutical Ingredients 

Rebecca Ruck, MSD, Process Research & Development, USA 

15:10-15:40 Refreshment break  

15:40-16:55 Session chair to be announced 

15:40-16:05 [O.01] Contributed oral presentation  

16:05-16:30 [O.02] Contributed oral presentation 

16:30-16:55  [O.03] Contributed oral presentation 

16:55-18:30 Refreshment break and Poster Session 1  
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 20th Tetrahedron Symposium 

 

 

Thursday, 20 June 2019 

 

08:30-10:20 Session chair to be announced 

8:30-9:20 [INV07] Title to be announced 

Angela Russell, University of Oxford, UK 

09:20-10:10 [INV08] Pyrrolidinyl Peptide Nucleic Acids: Synthesis, properties and applications 

Tirayut Vilaivan, Chulalongkorn University, Thailand 

10:10-10:20 Exhibitors announcements 

10:20-10:50 Refreshment break  

10:50-12:30 Session chair to be announced 

10:50-11:40 [INV09] Reprogramming the Reactivity of Iron in Cancer 

Raphael Rodriguez, CNRS - INSTITUT CURIE, France 

11:40-12:30 [INV10] Chemical Synthesis of Secondary Metabolites 

Ryan Shenvi, The Scripps Research Institute, USA 

12:30-13:30 Lunch  

13:30-16:00 Session chair to be announced 

13:30-14:20 [INV11] Modifications of Nucleic Acids: Identification and Functional Studies 

Xiang Zhou, Wuhan University, China 

14:20-14:45 [O.04] Contributed oral presentation 

14:45-15:10 [O.05] Contributed oral presentation 

15:10-15:35 [O.06] Contributed oral presentation 

15:35-16:00 Workshop (Reaxys) 

16:00-17:30 Refreshment break and poster session 2 

18:45-21:45 Conference dinner  

 

Friday, 21 June 2019 

 

08:30-10:10 Session chair to be announced 

08:30-09:20 [INV12] Title to be announced 

Richard Payne, The University of Sydney, Australia 

09:20-10:10 [INV13] The RaPID Way to Devise Biologically Active Peptides and Biologics 

Hiroaki Suga, The University of Tokyo, Japan 

10:10-10:40 Refreshment break  

10:40-12:20 Session chair to be announced 

10:40-11:30 [INV14] Title to be announced 

Noah Burns, Stanford University, USA 

11:30-12:20 [INV15] Turns and Twists Along the Path of Reactivity-Driven Method Development 

Hosea Nelson, University of California, Berkeley, USA 

12:20-12:30 Closing remarks  
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Small Molecules and Oligomers for Biomedical Research and Clinical Applications
June 23 - 28, 2019

Chair

Bruce A. Armitage

Vice Chairs

Katherine L. Seley-Radtke and Muthiah Manoharan

Salve Regina University

100 Ochre Point Avenue

Newport, RI, US

Venue

Of�ce Manager: Zach Moniz

Of�ce Manager Email: SalveRegina_SM@grc.org

Of�ce Phone: 401-341-4855

Nucleosides, Nucleotides and Oligonucleotides
Gordon Research Conference

The application deadline for this meeting was May 26, 2019. You may still submit an application, which may be considered by the conference chair if there is still room

available.

This GRC will be held in conjunction with the "Nucleosides, Nucleotides and Oligonucleotides (GRS)" Gordon Research Seminar (GRS). Those interested in attending both

meetings must submit an application for the GRS in addition to an application for the GRC. Refer to the associated GRS program page for more information.

The Nucleosides, Nucleotides and Oligonucleotides (NNO) Gordon Research Conference is dedicated to understanding the fundamental chemistry and biology of its title

compounds and developing technology for the diagnosis and treatment of human disease. Nucleosides and nucleotides are important chemical probes, pharmaceutical lead

compounds and clinically approved drugs for the treatment of a variety of metabolic, infectious and genetic diseases. Separately, they are also essential precursors to many

classes of oligonucleotides, which are widely used in molecular and chemical biology and, increasingly, in the clinic as diagnostics and therapeutics. Emerging areas like gene

editing and mRNA therapeutics are being built on the knowledge and experience utilizing the monomers and methods developed for NNOs.

The 2019 edition will be the 20th offering of the NNO GRC and will re�ect the evolution of the �eld and the current explosive growth of NNO based therapeutics, from its

original focus on purine chemistry and biology to the much broader current scope. The conference will bring together academic, industrial and government scientists to

present and discuss the latest research concerning the design, synthesis and characterization of both small molecules and oligomers. Notably, industrial representation at the

meeting is typically three times the GRC average, providing collaboration opportunities for established scientists and giving students networking opportunities that could

prove bene�cial in future job searches. The scienti�c program will begin with a keynote lecture on therapeutic oligonucleotides and the eight subsequent sessions will cover

topics that include the discovery and development of anticancer and antiviral drugs, small molecule recognition of DNA and RNA, nucleic acids chemical biology, backbone-

modi�ed oligonucleotides and DNA modi�cation and repair. In addition, several poster presentations will be selected for short talks based on the abstracts submitted. Finally,

the NNO GRC is further enhanced by a vibrant social environment, a GRC Power Hour to discuss issues faced by women in science, and an af�liated Gordon Research Seminar

(GRS) to promote discussion and networking by students and postdocs.

Sunday

2:00 pm - 9:00 pm Arrival and Check-in

6:00 pm - 7:00 pm Dinner

7:30 pm - 7:40 pm Introductory Comments by GRC Site Staff / Welcome from the GRC Chair

7:40 pm - 9:30 pm Keynote Session: mRNA Therapeutics
Discussion Leader: Anastasia Khvorova (University of Massachusetts Medical School, USA)

7:40 pm - 7:45 pm Opening Remarks

Application Information

Conference Description

Related Meeting

Conference Program



GRC ATTENDEES HAVE RECEIVED CALLS AND EMAILS FROM INDIVIDUALS OR BUSINESSES CLAIMING TO BE AFFILIATED WITH HOTELS IN THE

AREA OF GRC CONFERENCE VENUES.  SOME CLAIM TO BE AUTHORIZED BY GRC. THESE CALLERS AND BUSINESSES ARE NOT AUTHORIZED BY

GRC.  DETAILS ARE AVAILABLE BY  clicking here (/_resources/common/user�les/�le/Alerts/Alert_Housing_2019_1.pdf).
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7:45 pm - 8:35 pm Melissa Moore (Moderna Therapeutics, USA)

"mRNA as Medicine"

8:35 pm - 8:50 pm Discussion

8:50 pm - 9:00 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

9:00 pm - 9:05 pm Discussion

9:05 pm - 9:15 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

9:15 pm - 9:20 pm Discussion

9:20 pm - 9:30 pm General Discussion

Monday

7:30 am - 8:30 am Breakfast

9:00 am - 12:30 pm Small Molecule Recognition of DNA and RNA
Discussion Leader: Jennifer Heemstra (Emory University, USA)

9:00 am - 9:25 am Amanda Hargrove (Duke University, USA)

"Deciphering Patterns in Selective Small Molecule:RNA Interactions"

9:25 am - 9:35 am Discussion

9:35 am - 10:00 am Steven Zimmerman (University of Illinois at Urbana-Champaign, USA)

"Targeting DNA and RNA Repeats that Cause Disease with Small and Not So Small Molecules"

10:00 am - 10:10 am Discussion

10:10 am - 10:20 am Short Talk Selected from Poster Abstracts

10:20 am - 10:25 am Discussion

10:25 am - 10:55 am Coffee Break

10:55 am - 11:20 am Jay Schneekloth (National Cancer Institute, NIH, USA)

"Insights into Targeting Nucleic Acid Tertiary Structure with Small Molecules"

11:20 am - 11:30 am Discussion

11:30 am - 11:55 am W. David Wilson (Georgia State University, USA)

"Base Pair Sequence and Minor Groove Shape in the Design of New Types of Cell-Permeable, DNA-Binding Agents"

11:55 am - 12:05 pm Discussion

12:05 pm - 12:15 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

12:15 pm - 12:20 pm Discussion

12:20 pm - 12:30 pm General Discussion

12:30 pm - 1:30 pm Lunch

1:30 pm - 4:00 pm Free Time

3:00 pm - 4:00 pm The GRC Power Hour™  

The GRC Power Hour™ is designed to address challenges women face in science and issues of diversity and inclusion. The program supports

the professional growth of all members of our communities by providing an open forum for discussion and mentoring.

Organizer: Katherine Seley-Radtke (University of Maryland, Baltimore County, USA)

4:00 pm - 6:00 pm Poster Session

6:00 pm - 7:00 pm Dinner

7:30 pm - 9:30 pm Synthesis and Applications of Modi�ed Oligonucleotides
Discussion Leader: Subha Das (Carnegie Mellon University, USA)

7:30 pm - 7:55 pm Daniel Appella (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, NIH, USA)

"Cyclopentane Locked Peptide Nucleic Acids"

7:55 pm - 8:05 pm Discussion

8:05 pm - 8:30 pm Eriks Rozners (Binghamton University, SUNY, USA)

"Amide-Modi�ed RNA Synthesis, Structure and RNA Interference Activity"

8:30 pm - 8:40 pm Discussion



GRC ATTENDEES HAVE RECEIVED CALLS AND EMAILS FROM INDIVIDUALS OR BUSINESSES CLAIMING TO BE AFFILIATED WITH HOTELS IN THE

AREA OF GRC CONFERENCE VENUES.  SOME CLAIM TO BE AUTHORIZED BY GRC. THESE CALLERS AND BUSINESSES ARE NOT AUTHORIZED BY

GRC.  DETAILS ARE AVAILABLE BY  clicking here (/_resources/common/user�les/�le/Alerts/Alert_Housing_2019_1.pdf).
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8:40 pm - 9:05 pm Ichiro Hirao (Institute of Bioengineering and Nanotechnology, A*STAR, Singapore)

"Genetic Alphabet Expansion for Xenobiology"

9:05 pm - 9:15 pm Discussion

9:15 pm - 9:25 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

9:25 pm - 9:30 pm Discussion

Tuesday

7:30 am - 8:30 am Breakfast

8:30 am - 9:00 am Group Photo

9:00 am - 12:30 pm Nucleoside/Nucleotide Drug Development
Discussion Leader: Katherine Seley-Radtke (University of Maryland, Baltimore County, USA)

9:00 am - 9:25 am Steven Almo (Albert Einstein College of Medicine, USA)

"The Many Faces of SAM"

9:25 am - 9:35 am Discussion

9:35 am - 10:00 am Izzat Raheem (Merck, USA)

"HIV Nucleoside Reverse Transcriptase Translocation Inhibitors to Enable Extended Duration Dosing"

10:00 am - 10:10 am Discussion

10:10 am - 10:20 am Short Talk Selected from Poster Abstracts

10:20 am - 10:25 am Discussion

10:25 am - 10:55 am Coffee Break

10:55 am - 11:20 am Suzanne Peyrottes (CNRS / University of Montpellier , France)

"New Series of Acyclic Nucleoside Phosphonates as Potent Antimalarials"

11:20 am - 11:30 am Discussion

11:30 am - 11:55 am Piet Herdewijn (KU Leuven, Belgium)

"Phosphonate Nucleosides and Oligonucleotides"

11:55 am - 12:05 pm Discussion

12:05 pm - 12:15 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

12:15 pm - 12:20 pm Discussion

12:20 pm - 12:30 pm General Discussion

12:30 pm - 1:30 pm Lunch

1:30 pm - 4:00 pm Free Time

4:00 pm - 6:00 pm Poster Session

6:00 pm - 7:00 pm Dinner

7:30 pm - 9:30 pm Synthetic Oligonucleotide Therapeutics
Discussion Leader: Muthiah Manoharan (Alnylam Pharmaceuticals, USA)

7:30 pm - 7:55 pm Phil Baran (The Scripps Research Institute, USA)

"Aiming for Ideality in the Synthesis of Oligonucleotides"

7:55 pm - 8:05 pm Discussion

8:05 pm - 8:30 pm Anastasia Khvorova (University of Massachusetts Medical School, USA)

"RNAi-Based Modulation of Gene Expression in CNS"

8:30 pm - 8:40 pm Discussion

8:40 pm - 9:05 pm Peter Glazer (Yale University, USA)

"Gene Editing by PNA Nanoparticles"

9:05 pm - 9:15 pm Discussion

9:15 pm - 9:25 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

9:25 pm - 9:30 pm Discussion

Wednesday


GRC ATTENDEES HAVE RECEIVED CALLS AND EMAILS FROM INDIVIDUALS OR BUSINESSES CLAIMING TO BE AFFILIATED WITH HOTELS IN THE

AREA OF GRC CONFERENCE VENUES.  SOME CLAIM TO BE AUTHORIZED BY GRC. THESE CALLERS AND BUSINESSES ARE NOT AUTHORIZED BY

GRC.  DETAILS ARE AVAILABLE BY  clicking here (/_resources/common/user�les/�le/Alerts/Alert_Housing_2019_1.pdf).
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7:30 am - 8:30 am Breakfast

9:00 am - 12:30 pm Fluorescence Imaging Agents
Discussion Leader: Byron Purse (San Diego State University, USA)

9:00 am - 9:25 am Steven Magennis (University of Glasgow, United Kingdom)

"Stacking-Induced Fluorescence Increase as a Versatile Probe of DNA Structure and Dynamics"

9:25 am - 9:35 am Discussion

9:35 am - 10:00 am Tirayut Vilaivan (Chulalongkorn University, Thailand)

"Cationic Styryl Dyes for Dual-Mode Colorimetric and Fluorescence Sensing of DNA"

10:00 am - 10:10 am Discussion

10:10 am - 10:20 am Short Talk Selected from Poster Abstracts

10:20 am - 10:25 am Discussion

10:25 am - 10:55 am Coffee Break

10:55 am - 11:20 am Yitzhak Tor (University of California, San Diego, USA)

"Isomorphic Fluorescent Nucleosides, Nucleotides and Oligonucleotides"

11:20 am - 11:30 am Discussion

11:30 am - 11:55 am Marit Nilsen-Hamilton (Iowa State University, USA)

"Employing the Functions of Aptamers Inside Cells"

11:55 am - 12:05 pm Discussion

12:05 pm - 12:15 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

12:15 pm - 12:20 pm Discussion

12:20 pm - 12:30 pm General Discussion

12:30 pm - 1:30 pm Lunch

1:30 pm - 4:00 pm Free Time

4:00 pm - 6:00 pm Poster Session

6:00 pm - 7:00 pm Dinner

7:00 pm - 7:30 pm Business Meeting  

Nominations for the Next Vice Chair; Fill in Conference Evaluation Forms; Discuss Future Site and Scheduling Preferences; Election of the

Next Vice Chair

7:30 pm - 9:30 pm Nucleic Acid Structure
Discussion Leader: Danzhou Yang (Purdue University, USA)

7:30 pm - 7:55 pm Millie Georgiadis (Indiana University School of Medicine, USA)

"Structural and Functional Properties of Arti�cial Nucleic Acids"

7:55 pm - 8:05 pm Discussion

8:05 pm - 8:30 pm Janez Plavec (National Institute of Chemistry, Slovenia)

"Exciting Tetrahelical Structures of G-Rich DNA Repeats Beyond G-Quadruplexes"

8:30 pm - 8:40 pm Discussion

8:40 pm - 9:05 pm Deborah Wuttke (University of Colorado Boulder, USA)

"Tying up the Ends: The Role of Af�nity and Speci�city in the Maintenance of Telomeres"

9:05 pm - 9:15 pm Discussion

9:15 pm - 9:25 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

9:25 pm - 9:30 pm Discussion

Thursday

7:30 am - 8:30 am Breakfast

9:00 am - 12:30 pm Nucleic Acids Chemical Biology
Discussion Leader: Webster Santos (Virginia Tech, USA)

9:00 am - 9:25 am Tracy Brooks (Binghamton University, SUNY, USA)

"Biology and Therapeutic Potential of the MYC and kRAS Promoter G-Quadruplexes" 
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9:25 am - 9:35 am Discussion

9:35 am - 10:00 am David Corey (University of Texas at Dallas, USA)

"Nucleic Acids and the Control of Gene Expression in Cell Nuclei"

10:00 am - 10:10 am Discussion

10:10 am - 10:20 am Short Talk Selected from Poster Abstracts

10:20 am - 10:25 am Discussion

10:25 am - 10:55 am Coffee Break

10:55 am - 11:20 am Naoki Sugimoto (FIBER, Konan University, Japan)

"The Watson-Crick World Is Not Enough"

11:20 am - 11:30 am Discussion

11:30 am - 11:55 am Danith Ly (Carnegie Mellon University, USA)

"Design of Bivalent Nucleobases for Targeting Double-Stranded DNA and RNA"

11:55 am - 12:05 pm Discussion

12:05 pm - 12:15 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

12:15 pm - 12:20 pm Discussion

12:20 pm - 12:30 pm General Discussion

12:30 pm - 1:30 pm Lunch

1:30 pm - 4:00 pm Free Time

4:00 pm - 6:00 pm Poster Session

6:00 pm - 7:00 pm Dinner

7:30 pm - 9:30 pm DNA Modi�cation and Repair
Discussion Leader: Natalia Tretyakova (University of Minnesota, USA)

7:30 pm - 7:55 pm Sarah Delaney (Brown University, USA)

"DNA Repair in Nucleosomes"

7:55 pm - 8:05 pm Discussion

8:05 pm - 8:30 pm Patricia Opresko (University of Pittsburgh, USA)

"The Impact of Oxidative DNA Base Damage on Telomere Maintenance"

8:30 pm - 8:40 pm Discussion

8:40 pm - 9:05 pm Cynthia Burrows (University of Utah, USA)

"Base Modi�cations at the Intersection of DNA Repair and Gene Expression"

9:05 pm - 9:15 pm Discussion

9:15 pm - 9:25 pm Short Talk Selected from Poster Abstracts

9:25 pm - 9:30 pm Discussion

Friday

7:30 am - 8:30 am Breakfast

9:00 am Departure

Contributors


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1O:4O - 77:70
Coffee Break
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15:30 - 16:00
Goffee Break

Session IV
Ghairperson: Zhen Xi

16:00 - 16:30 Kyeong Kyu lfim
16:30 - 77:OO Xiang Zhou
77:OO - !7:3O Takashi Morii

18:00 -

Banquet

Symposium on Nucleic Acid Chemistry / 4

Appendix 3: International Presentation No. 6.1.2.3



Pyrrolidinyl Peptide Nucleic Acids: From Desi$n to Applications

Tirayut Vilaivan

Department of Chemisny, Faculty of Science, Chulalongkorn (Jniversi$, Phayathai Road, Pathum-

wan, Bangkok 10330, Thailand.

vtirayut@chu la.ac.th

Peptide nucleic acid (PNA) is a class of nucleic acid mimic whereby the (deoxy)ribose phosphate back-

bone is completely replaced by a peptide-like structure. Despite such a drastic structural change, PNA

can still form remarkably stable and specific Watson-Crick base pairing with natural nucleic acids, yet it

shows several unique properties due to the absence of negative charge on the backbone systems. The

simplicity of the PNA structure allows facile modification to further improve binding properties or incor-

porate additional functions into the PNA molecule. While many of such modifications did not meet the

expectations, the conformationally constrained pyrrolidinyl PNA bearing a nucleobase-modified proline/

cyclic d -amino acid dipeptide backbone developed by our group is an outstanding example of a new

generation of PNA that shows superior base-pairing behavior compared to the original PNA as well as

several other unique properties. This presentation will summarize the accounts on the development of

such conformationally constrained PNA system in our laboratory during the past two decades, starting

from the design, synthesis, structure-properties relationship and ending with diagnostic and biological

applications.
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t. Vilaivan, T.; Suparpprom, C.; Harnyuttanakorn, P.; Lowe, G. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 5533-5536..

2. Vilaivan, T.; Lowe, G. J. Am. Chem. Soc. 2OO2' 724,9326-9327.

3. Vilaivan, T.; Srrsuwannaket, C. Org. Lett.2006, 8, 1897-1900.

4. Vilaivan, C.; Srisuwannaket, C.; Ananthanawat, C.; Suparpprom, C.; Kawakami, J.; Yamaguchi, Y.; Tanaka, Y.; Vilaivan, T.

Artificial DNA: PNA & XNA 2011, 2, 50-59.
5. Mansawat, W.; Vilaivan, C.; Bal5zs, A.; Aitken, D.; Vilaivan, T. Org. Lett' 2OL2,74,7440'L443.

6. Ditmangklo, B.; Boonlua, C.; Suparpprom C.; Vilaivan T. Bioconjugate Chem. 20L3,24,674-625.

7. Jampasa, S.; Wonsawat, W.; Rodthongkum, N.; Siangproh, W.; Yanatatsaneejit, P.; Vilaivan, T.; Chailapakul, O. Biosens.

Bioelectron. 2OL4, 54, 428- 434.

8. Bohldnder, P R.; Vilaivan, T.; Wagenknecht, H.-A. Org. Biomol. Chem. 2015, 13,9223-9230'

9. Vilaivan, T. Acc. Chem. Res. 2015, 48, 1645-1656.

10. Teengam, P.; Siangproh, W.; Tuantranont, A.; Vilaivan, T.; Chailapakul, O.; Henry, C.S. Anal. Chem. 2017, 89,5428-5435.

77. Kangkamano, T.; Numnuam, A.; Limbut, W.; Kanatharana, P.; Vilaivan, T.; Thavarungkul, P. Biosens. Bioelectron. 2018,

!o2,217 -225.
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Prof. Tirayut Vilaivan received his D.Phil. from Oxford in 1996 under the su-

pervision of the late Professor Gordon Lowe, FRS. He started his career at De-

partment of Chemistry, Chulalongkorn University in Bangkok since 1996. He

is currently a professor of chemistry at Chulalongkorn University. He published

140 peer-reviewed original and review articles and received several prestigious

awards including the Alexander von Humboldt Research Fellowship, TRF Distin-

guish Research Professor and Thailand Outstanding Scientist Award.

Research lnterests:

1) Development of synthetic methodolos/

2) Synthesis and applications of conformationally constrained peptide nucleic acids.

3) Antimalarial drug development
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Pyrrolidinyl Peptide Nucleic Acid for Paper-Based DNA Biosensors

Tira),ut Vilaivan*

Departnrcnt of Chemistty, Facul4, of Science, Chulalongkorn University, Phu;,-athai Road,
Patumvan, Bangkok 10330, Thailand

* E - ma i I : v t ir qy-ut@c hul a.. a c. t h

Abstract: Pyrrolidinyl peptide nucleic acid (pyrrolidinyl PNA) is a class of
DNA rnirnics carrying an alternating proline and cyclic beta-amino acid
backbone instead of the usual deoxyribose phosphate of DNA. Its
conformationally constrained structure with an uncharged backbone
contributes to several unique DNA binding characteristics especially the very
strong binding affinity with excellent mismatch discrimination ability. which
is not only better than natural DNA but also outperfomts other types of PNA
repofted to date. Properties and applications of pyrrolidinyl PNA as a probe
in combination r.vith electrochernical, colorimetric and fluorescence detection
for sensitive and specific detection of various DNA targets of interest in a
paper-based fonnat that can be performed under non-stringent conditions.

Keyrvords: PNA; DNA; Biosensor: Paper-based Device

'**1ff [,*?::;"sJJ*Tffi X:lX*:ff:"*'
Frbiuiry 10-1r, 20?0, LRC'|, Pr,nce ofSongkla Univa{sity. Hal Yai, Thallsnd

l\lirnicking Peroridase-like Activity of Nitrogen Doped Carbon Dots

1N-('Ds) Coupled with Microfluidic Paper-based Analytical Device
(pPAD) for Smart Sensing of Cholesterol from Whole Blood

l'rrrirn .larurjamrusr,2*, Nattasa Kitchawengkulr'2, Akarapong Prakobkij1"2,

Wipark Anutrasakda3, Suticha Chuntaa

. ltrl)ttrtnent of Chemistry and Center of Excellencefor Innotatiotl in Chemistry, Faculty oJ
.lcience, Ubon Ratchathani Universiqt, Ubon Ratchathani, 341 90, Thailand.

\,rrtortttilcrials Science, Sensors & Catalysisfor Problem-Based Projects. Faculry ofScience
Llbon Ratchathani Universiy), Ubon Ratchathani 31190, Thoiland.

'l )(l\rtntcnt of Chemistry. Faculty of Science. Chulalongkorn Uni:ersity, Payathai Road,

Patunn+'an, Ban gkok I 0 3 3 0. Thailand.
'l \'l\trtilpnt oJPharmaceutical Chemistry. Facully ofPhartnaceutical Sciences, Prince of

Songkla Unirersitl', Hat Yai. Songkhla 901 I 2. Thailand-
* E-mai I : puri m j@u bc.oc. th

Abslr:rct: This work, a sirnple hydrothermal synthesis of nitrogen doped
t ;rllron dots QlI-CDs) as peroxidase enzyme mimic for colorimetric
rk'lcrrrrirration of cholesterol by using a nticrofluidic paper-based analytical
rlt'r'icc ( prPAD) was developed. The obtained N-CDs were characterized by
r,rriorrs tcchniques such as transmission electron microscopy (TEM) .

Sr'lrrrrirrg electron microscopy tandem energy-dispersive X-ray spectroscopy
( sl M-l:l)S), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and X-ray powder
rlrllilc(ion (XRD). These techniques can clearly cont-lrm the fonlation of
nrtr()llcn doped on carbon dots surface. N-CDs could break H:O:, leading to
rlrr' lirrrnation hydroxyl radicals (OH'). After that, 2,2'-azina-bis(3-
r'IIrvIlrcnzothiazoline-6-sulfonic acid)-diammonium salt (ABTS) is converted
to r\ll lS'' , thereby enabling the colorimetric detection of a colored product
rlrrt' to llrc ABTS is oxidized by OH'. This approach provides a high affinity
lrt'lu'ccrr the N-CDs and the ABTS substrate (with the }rzlichaelis-Menten
r onslurt (KM) of 0.018 rnM). Herein, the analysis of cholesterol via OH'was
lx'r li)nncd by monitoring the color change on pPAD based on the Red,
(irr'crr. lllue (RGB) color system by using a slnafiphone installed with tlte
,['r'clopcd application as a colorimetric analyzer utder controlled lighting
',\ \lcru. 'l'he detection zone of pPAD was fabricated as circular shape (7 mm
rrr tlirurrctcr') by using a simple wax printing technique. The analysis using

O The 2020 Trace Analysis and Ilioscrtsrtr lrrtcrn;rtiorr:rl S\ rrr|osirrrrr I ,' I'hc 2020 Trace Analysis and Biosensor International S1'mposium I
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OUINOLINE-BASED STYRYL DYES FOR DUAL-MODE

COLORIMETRIC AND FLUORESCENCE SENSING
OF DNA

xford in 1996' He is currentlY

a professor of chemistry at Department of chemiitry, chutalongkorr, u:ir:::i':^1:^
research interests include organic synthesis and its applications as tools to explore the

unnatural world. 7ne of his i"lt-kno6 discovery is a'new DNA mimic called pyrrolidinyl

peptide nucleic acid. He also received several awards, including the prestigious Thailand

0utstanding scientist Award 2014 and TRF Distinguished Research Professor 2014'

,t
.ja

ct

Styrytdyesconsistoftwoaromaticringsystemswith.complementaryelectronic
properties tinked togethervia a conjugated r,-ry-=t.r, usuattya doubte bond'They have been

extensively used as histotogicat staining dyes. hpptications of styryt dyes' either atone or in

combination with DNA probes for f [uorescence sensing of nuctelc acids is known' atthough

onty timited examptes are avaitabte. Most importantty, most of previousty reports f ocused on

ftuorescence sensing. With the aim f or deveioping a simpte to use assay for DNA' a series of

cationic styryt dyes have been synthesized a ni tneir opticat pro perties stud ied in the a bsence

and presence of singte- and doubte-stranded DNA. lt was serendipitously discovered that in

addition to over 100-fotd f luorescence enhancement, binding of certain quinotine-based

styryt dyes resulted in a significant shift of absorption spectra yietding a ctear cotor change

visibte by naked eyes. ThJ absence of ftuorescence and cotor change in the presence of

random proteins such as BSA suggests that the change in opticat properties of the styryt dye

is specif ic to DNA binding. This iri-mediatety suggesti the possibitity of using these dyes for

DNA sensing purposes. Appticatibns of these d/e-s, either on their own or in combination with

an externaI probe such as peptide nucteic aciO iptttR) to attow sequence-specific detection of

DNA with singte mismatch resotution witt be demonstrated'

D
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n
d
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f Thaitand (STT 44)
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