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บทน ำ 

 

        การเสียชีวติจากการจมน ้ายงัเป็นปัญหาท่ียากต่อการวินิจฉยัในทางการแพทยเ์น่ืองจากลกัษณะ

ท่ีตรวจพบบางอย่าง เช่น การเกิดฟองฟอด (fine forth) อยู่บริเวณจมูก ปาก หลอดลมและปอด 

cyanosis  ปอดบวมน ้ า การมีจุดเลือดออกท่ีบริเวณผนงัอวยัวะภายในนั้นไม่สามารถจะช้ีชดัไดว้่า

ผูต้ายนั้นเสียชีวิตจากการจมน ้ า เช่นอาการปอดบวมน ้ าอาจพบผูท่ี้เสียชีวิตดว้ยโรคหัวใจ และการ

เกิดฟองฟอด  (fine forth) อาจพบไดใ้นผูท่ี้เสียชีวิตจากยาเสพยติ์ด การท่ีจะวินิจฉัยว่าเป็นการ

เสียชีวติจากการจมน ้า ตอ้งระบุใหไ้ดว้า่ผูต้ายไดมี้การหายใจเอาน ้าหรือส่ิงปนเป้ือนเขา้ไปมากจนไป

ขดัขวางการท างานของระบบทางเดินหายใจ 

        โดยปกติแลว้ในคนท่ีเสียชีวิตจากการจมน ้ านั้นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณช่องปาก ล าคอ และ

คอหอยจะเขา้ไปสู่กระแสเลือดไดผ้่านทางระบบเดินหายใจ S. salivarius เป็นแบคทีเรียประจ า

ถ่ินท่ีอาศยัอยู่บริเวณช่องปากของมนุษย ์จากการศึกษาและการทดลองจ านวนมากพบว่าส่วนใหญ่

ในเลือดของผูท่ี้เสียชีวิตจากการจมน ้ าจะตรวจพบแบคทีเรียจ าพวก S. salivarius ในขณะท่ีผูท่ี้

เสียชีวติจากสาเหตุอ่ืนไม่พบการปรากฏของแบคทีเรียชนิดน้ี S. salivarius จึงเป็นแบคทีเรียท่ีช่วยใน

การวนิิจฉยัผูท่ี้เสียชีวติจากการจมน ้าได ้

แบคทเีรีย Streptococcus salivarius 

        S. salivarius เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ มีลกัษณะกลมความยาวประมาณ 2 µm 

สามารถเพาะเล้ียงเช้ือและเจริญเติบโตไดใ้นสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobes) ปกติ

แลว้จะเป็นเช้ือท่ีเจริญเติบโตอยู่บริเวณช่องปากของมนุษยร์วมไปจนถึงระบบทางเดินหายใจส่วน

ตน้เร่ิมตั้งแต่อายุ 1 ปี เป็นเช้ือชนิดแรกท่ีมีการสร้างโคโลนีข้ึนหลงัจากนั้นจึงมีแบคทีเรียชนิด
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อ่ืนเขา้มา มีส่วนช่วยในการป้องกันเช้ือโรคแปลกปลอมเขา้สู่ร่างกายและกระตุ้นภูมิคุม้กนัของ

ร่างกาย เช้ือชนิดน้ีโดยปกติแลว้นอกจากน ้ าลายยงัไม่พบในสารคดัหลัง่อ่ืนของมนุษย ์เช่น น ้ าซับ

ช่องคลอด (virginal fluid), ปัสสาวะ, น ้ าอสุจิ (semen) และ เลือด ยกเวน้ในกรณีผูมี้บาดแผลบริเวณ

ช่องปาก และผูท่ี้ติดเช้ือในกระแสเลือดเท่านั้น   

        เทคนิคการตรวจเช้ือแบคทีเรียในตวัอยา่งเลือดของผูท่ี้เสียชีวิตจากการจมน ้ านั้นเร่ิมแรกท าโดย

การเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแล้วท าการนับจ านวนโคโลนีท่ีปรากฏข้ึนมาต่อมามีการพฒันา

เทคนิคท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูงข้ึน คือวิธีการตรวจหาสารพนัธุกรรมของแบคทีเรียโดย

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอร์ (primer) ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อ

ชนิดของแบคทีเรียท่ีตอ้งการจะตรวจสอบในตวัอยา่งท่ีสนใจ  

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

        เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ถูกคน้พบข้ึนเม่ือ ปี 1983 โดย Kary Mullis และ

คณะ เป็นเทคนิคในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ข้ึนมาจากดีเอ็นเอแม่แบบ มีการท าปฏิกิริยา

ต่อเน่ืองเป็นลูกโซ่ในหลอดทดลอง โดยอาศยัหลกัการจ าลองตวัเองของดีเอ็นเอตามธรรมชาติ 

เทคนิค PCR นั้นตอ้งอาศยัดีเอ็นเอแม่แบบ (template), ไพร์เมอร์ (primer) ท่ีเป็นดีเอ็นเอสายสั้นๆ มี

ล าดบัเบสคู่สมกบัดีเอ็นเอแม่แบบ, นิวคลีโอไทด์ (Deoxynucleotide triphosphates, dNTPs) 4 ชนิด 

(dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ส าหรับเป็นวตัถุดิบในการสร้างสายดีเอ็นเอ, เอนไซม ์Taq DNA 

polymerase และบฟัเฟอร์ การสร้างสายดีเอ็นเอจะท าโดยเคร่ืองเทอร์โมไซเคลอร์ (Thermocycler) 

ซ่ึงสามารถปรับเปล่ียนอุณหภูมิไดต้ามตอ้งการ เทคนิค PCR สังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช้อุณหภูมิท่ี

แตกต่างกนั มีขั้นตอนดงัน้ี 

1. ขั้นตอน Denaturation เป็นการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 90-95    C เพื่อให้สายของดีเอ็นเอ

แม่แบบแยกออกจากกนั 

2. ขั้นตอน Annealing เป็นขั้นตอนท่ีลดอุณหภูมิลงเหลือ  45-60   C เพื่อให้ไพร์เมอร์จบักบัดี

เอน็เอแม่แบบ  

3. ขั้นตอน Extension เป็นขั้นตอนการเพิ่มอุณหภูมิ 70-73    C จะเป็นขั้นตอนการสังเคราะห์

สายดีเอน็เอข้ึนมาใหม่โดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์Taq DNA Polymerase 
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        เทคนิค PCR ไดถู้กน ามาใชก้นัอยา่งแพร่หลายในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม แต่ขอ้เสียของ

เทคนิค PCR นั้นนอกจากการท างานตอ้งใชร้ะยะเวลานานหลายชัว่โมงแลว้ ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ

ตอ้งอาศยัการปรับเปล่ียนอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั ท าให้เกิดความยุ่งยากและเสียเวลาในการท างาน

เป็นอย่างมาก จึงไดมี้ผูคิ้ดคน้วิธีการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมท่ีเรียกว่า เทคนิค Loop-Mediated 

Isothermal Amplification (LAMP)  เทคนิคน้ีเม่ือเปรียบเทียบกบัเทคนิค  PCR แลว้พบวา่เป็นวิธีท่ี

ใชเ้วลาในกระบวนการท านอ้ยกวา่ และขั้นตอนการท านั้นไม่ยุง่ยากเน่ืองจากใชอุ้ณหภูมิในการท า

เพียงอุณหภูมิเดียว การตรวจหาสารพนัธุกรรมของเช้ือ S. salivarius แต่เดิมจากการใชเ้ทคนิค PCR 

นั้นจึงเร่ิมมีการปรับเปล่ียนมาใชเ้ทคนิค LAMP แทน ในงานทางดา้นนิติวิทยาศาสตร์มีการเร่ิมท า

ในตวัอยา่งท่ีเป็นน ้าลาย น ้าอสุจิ และปัสสาวะของมนุษยเ์ท่านั้น 

เทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)   

        Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ถูกคิดคน้ข้ึนโดย Tsugunori Notomi และ

คณะ ในปี 2000 เป็นวธีิในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ท่ีอุณหภูมิเดียวคือ 60-65  C ตลอดการท าปฏิกิริยา

โดยการท างานของเอนไซม ์Bst DNA polymerase วิธีน้ีจะใชไ้พร์เมอร์จ านวน 4-6 ตวั เพื่อจบักบัดี

เอ็นเอตน้แบบ ท าให้เป็นวิธีท่ีมีความจ าเพาะ และความไวสูง การท างานท่ีอุณหภูมิเดียวสามารถท า

ไดใ้นเคร่ืองมือพื้นฐานเช่น incubator นอกจากนั้นยงัใชเ้วลาในการท าเพียง 1 ชัว่โมงเท่านั้น 

        กระบวนการของ LAMP เร่ิมจากการออกแบบไพร์เมอร์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง 4-6 ตวัแบ่ง

ออกเป็น 3 กลุ่มคือ Inner primer ประกอบดว้ย Forward inner primer (FIP) และ Backward inner 

primer (BIP) กลุ่ม Outer primer ประกอบดว้ย F3 primer (F3) และ B3 primer (B3) กลุ่ม Loop 

primer ประกอบดว้ย Loop forward (LF) และ Loop backward (LB) ในส่วนของ LF และ LB ใน

บางกระบวนการอาจไม่จ  าเป็นตอ้งใช ้ไพร์เมอร์ท่ีส าคญั 3 ชนิดคือ FIP, BIP, F3 และ B3 จะถูก

ออกแบบมาให้จ  าเพาะต่อต าแหน่ง 6 ต าแหน่งบนดีเอ็นเอแม่แบบ คือ F1c, F2c, F3c ท่ีบริเวณปลาย

ดา้น 3’ และ B1, B2, B3 ท่ีปลายดา้น 5’ (F ยอ่มาจาก Forward, B ยอ่มาจาก Backward และ c ยอ่มา

จาก Complementary) 
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ภำพ 1 แสดงต ำแหน่งกำรเข้ำคู่ของไพร์เมอร์บนดีเอน็เอแม่แบบ 

        การท างานของ LAMP จะแบ่งออกเป็นสองขั้นตอนใหญ่ คือ ขั้นแรก Starting structure 
producing step ในขั้นตอนน้ีจะเป็นการสร้างรูปแบบของดีเอ็นเอท่ีมีรูปร่างคลา้ยดมัเบล (dumbbell-
like DNA structure) เรียกวา่ stem-loops เพื่อท่ีจะน าไปเป็นตวัเร่ิมในกระบวนการเพิ่มจ านวนดีเอ็น
เอต่อไป ขั้นท่ีสอง Cycle amplification step จะเป็นขั้นตอนการเพิ่มดีเอ็นเอจาก stem-loops โดย
เอนไซม ์Bst DNA polymerase 
        เม่ืออุณหภูมิประมาณ 60-65  C สายดีเอ็นเอแม่แบบจะอยูใ่นสภาวะท่ีบางส่วนยงัเป็นสายคู่และ
บางส่วนจะคลายออกเป็นสายเด่ียว มีการเร่ิมกระบวนการ LAMP ดงัน้ี 
ขั้นตอน Starting structure producing (ภาพท่ี 2) 

1. ในขั้นแรก Forward inner primer (FIP) จะเขา้ไปจบักบัดีเอ็นเอแม่แบบโดยต าแหน่ง 
F2 บนไพร์เมอร์จะจบักบัต าแหน่ง F2c บนดีเอ็นเอแม่แบบหลงัจากนั้นจะมีการ
สังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมสายใหม่ข้ึนมา 

2. ไพร์เมอร์ F3 จะเขา้จบัท่ีบริเวณ F3c บนดีเอ็นเอแม่แบบ เลาะสายดีเอ็นเอแลว้เกิดการ
สังเคราะห์สายดีเอน็เอใหม่   

3. สายดีเอน็เอสายแรกท่ีสังเคราะห์เม่ือถูกเลาะออกมา ทางดา้นปลาย 5’ จะเกิดรูปแบบ 
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ของ loop ข้ึนโดยต าแหน่ง F1c จะโคง้เขา้จบักบัต าแหน่ง F1  
4. ไพร์เมอร์ Backward inner primer (BIP) เขา้จบัดีเอ็นเอสายท่ีถูกเลาะ โดยต าแหน่ง B2 

บนไพร์เมอร์จะจบักบัต าแหน่ง B2c บนสายดีเอ็นเอ หลงัจากนั้น ไพร์เมอร์ B3 จะเขา้
จบักบัต าแหน่ง B3c เพื่อเลาะสายดีเอน็เอออกมา 

5. สายดีเอ็นเอท่ีถูกเลาะออกมานั้นทางดา้นปลาย 3’ จะเกิดรูปแบบของ loop ข้ึนโดย
ต าแหน่ง B1c จะโคง้เขา้จบักบัต าแหน่ง B1 ท าให้ดีเอ็นเอเกิดรูปแบบคลา้ยดมัเบล 
(dumbbell-like DNA structure) เรียกวา่ stem-loops 

 
 
ภำพ 2 แสดงกระบวนกำรสังเครำะห์ดีเอน็เอในขั้น Starting structure producing 

ขั้นตอน Cycle amplification (ภาพท่ี 3) 
        ในขั้นตอนน้ีไพร์เมอร์ Loop forward (LF) และ Loop backward (LB) จะมีส่วนช่วยในการ

สังเคราะห์สายดีเอ็นเอจาก stem-loops โดยในขั้นตอนน้ีการสังเคราะห์จะเกิดข้ึนบริเวณ loop 

forward ท่ีต าแหน่ง F1 การสังเคราะห์ท่ีบริเวณน้ีไม่จ  าเป็นอาศยัไพร์เมอร์เน่ืองจากการเกิดการจบั

กนัของต าแหน่ง F1และ F1c เป็นลกัษณะของ self-primed DNA ในขณะเดียวกนั ไพร์เมอร์ FIP เขา้
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จบับริเวณต าแหน่ง F2c เกิดการสังเคราะห์ดีเอน็เออีกหน่ึงสาย ท าให้เกิด stem-loops ข้ึนมาอีก 1 อนั 

การสังเคราะห์จะเร่ิมอีกคร้ังบริเวณ Loop forward จากไพร์เมอร์ BIP การสังเคราะห์ดีเอ็นเอจะ

ด าเนินไปในลกัษณะเช่นน้ีจนกระทัง่ส้ินสุดกระบวนการ 

 
 

ภำพ 3 แสดงกระบวนกำรสังเครำะห์ดีเอน็เอในขั้น Cycle amplification 

        การตรวจสอบผลของเทคนิค LAMP สามารถท าไดใ้นหลายวิธีเช่น สามารถดูไดจ้ากความขุ่น

ของตะกอน Magnesium pyrophosphate ซ่ึงเป็นผลผลิตท่ีเกิดข้ึนในระหวา่งการสร้างสายดีเอ็นเอ, ดู

การเรืองแสง ในกรณีท่ีใส่สารเรืองแสง เช่น SYBR GREEN I เม่ือมีสารพนัธุกรรมสังเคราะห์ข้ึน สี

ของสารจะเปล่ียนจากสีส้มเป็นสีเขียว ภายใตแ้สง UV, การใชเ้จลอิเลคโตรโฟลิซิส โดยน า product 

LAMP ไปวิ่งผา่นวุน้ใสโดยอาศยัการแยกโดยกระแสไฟฟ้า จะปรากฏแถบดีเอ็นเอหลายแถบคลา้ย

ขั้นบนัไดในกรณีท่ีใหผ้ลบวก 

วตัถุประสงค์ 

        เพื่อใช้เทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ในการตรวจสอบเช้ือ 

Streptococcus salivarius ในตวัอย่างเลือดของคนท่ีเสียชีวิตจากการจมน ้ าเปรียบเทียบกบัคนท่ี

เสียชีวติจากสาเหตุอ่ืน  


