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        จากการตรวจสอบสมมติฐานของการตรวจพบสารพันธุกรรมของเช้ือ Streptococcus 
salivariusโดยวิธี Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ในกลุ่มศพท่ีเสียชีวิตจากการ
จมน ้าและกลุ่มศพท่ีเสียชีวติจากสาเหตุอ่ืนแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั 

        ในการตรวจสอบเช้ือ Streptococcus salivarius ในกลุ่มผูท่ี้เสียชีวิตจากการจมน ้ าทั้งหมด 16 
ตวัอยา่ง ตรวจพบผลบวก 10 ตวัอยา่ง ตรวจพบผลลบ 6 ตวัอยา่งซ่ึงสามารถอธิบายแยกเป็นกรณี
ดงัน้ี กลุ่มท่ีใหผ้ลบวก คือตวัอยา่งท่ี 1, 2, 3, 6, 8, 10, 11, 14, 15, 16 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการชนัสูตร
ศพ กลุ่มท่ีใหผ้ลลบ คือ ตวัอยา่งท่ี 4, 5, 7, 9, 12, 13   

        ตวัอยา่งท่ี 4, 5, 13 ผลไม่สอดคลอ้งกบัการชนัสูตรเน่ืองจากตวัอย่างเลือดไดม้าจากศพท่ีมี
สภาพเน่าแลว้ทั้ง 3 ตวัอยา่ง สาเหตุท่ีตรวจไม่พบเช้ือ Streptococcus salivarius อาจเน่ืองมาจากเม่ือ
ศพเน่า แบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่บริเวณล าไส้ได้เจริญเติบโตข้ึนมาอย่างรวดเร็วแข่งขันกับเช้ือ 
Streptococcus salivarius ซ่ึงโดยปกติแล้วเช้ือชนิดน้ีจะอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก มีความ
ตา้นทานน้อยกว่าแบคทีเรียในล าไส้ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบ จึงไม่สามารถเจริญเติบโตแข่งกบั
แบคทีเรียในล าไส้ได ้

        ตวัอย่างท่ี 9 แม้จะมีการชันสูตรว่าเสียชีวิตจากการจมน ้ าในอ่างน ้ าแต่ตรวจพบปริมาณ
แอลกอฮอลแ์ละยาอ่ืนๆในปริมาณสูงและมีโรคประจ าตวัหลายโรค ท าให้เสียชีวิตง่ายกวา่คนทัว่ไป 
การชันสูตรพบปอดบวมน ้ าเพียงเล็กน้อย การจมน ้ าอาจเป็นการจมน ้ าแบบไม่สมบูรณ์ ท าให้
แบคทีเรียเขา้ไปสู่กระแสเลือดไดแ้ต่ไม่มากพอท่ีจะตรวจพบเช้ือ 

        ตวัอยา่งท่ี 7 ใหผ้ลไม่สอดคลอ้งกบัการวนิิจฉยั พบวา่ผูต้ายมีโรคหวัใจเป็นโรคประจ าตวัและมี

อาการหมดสติก่อนลม้หนา้คว  ่าลงไปในร่องน ้าต้ืนๆ เช่นเดียวกบัตวัอยา่งท่ี 12 ท่ีพบศพบริเวณทุ่งนา 

ซ้ึงเป็นแหล่งท่ีมีน ้ าขงัอยูน่้อยและยงัตรวจพบปริมาณของยาบางชนิดในตวัอยา่งเลือดทั้งสองกรณี
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อาจจะมีการส าลกัน ้าเพียงเล็กนอ้ยท าใหเ้ช้ือแบคทีเรียเขา้สู่กระแสเลือดนอ้ยผลจึงเป็นลบ 

        ในกลุ่มตัวอย่างเลือดของผูท่ี้เสียชีวิตจากสาเหตุอ่ืนตรวจไม่พบสารพันธุกรรมของเช้ือ 

Streptococcus salivarius โดยปกติแลว้จะพบแบคทีเรียชนิดน้ีบริเวณช่องปากเท่านั้นจะไม่พบใน

เลือด ลกัษณะของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏออกมาในบางตวัอยา่งเป็นลกัษณะไม่จ  าเพาะ (non-specific 

band) ซ่ึงอาจเกิดมาจากตวัอย่างเลือดเก็บมาเป็นเวลานาน 2 ปี อีกทั้งการสกดัดีเอ็นเอแบบ chelex 

อาจมีการปนเป้ือนดีเอ็นเอชนิดอ่ืนเขา้ไปในตวัอยา่งท่ีสกดั ท าให้ไพร์เมอร์บางตวัเขา้เกาะแลว้ท า

การสังเคราะห์ดีเอ็นเอกลายเป็น non-specific band ข้ึน การตรวจผลดีเอ็นเอ เร่ิมแรกไดท้  าการ

ตรวจดูในเจล agarose ปรากฏแถบดีเอ็นเอเป็นขั้นบนัไดของตวัอยา่งเลือดคนจมน ้ าไม่ชดัเจน บาง

ตวัอยา่งไม่สามารถมองเห็นไดใ้นเจล agarose ได ้ดงันั้นจึงท าการตรวจผลโดยใช ้เจล acrylamide ท่ี

เป็นวธีิท่ีมีความสามารถในการแยกดีเอน็เอท่ีมีปริมาณนอ้ยไดแ้ละมีความไวมากกวา่เจล agarose ใช้

เวลาในการแยกแถบดีเอน็เอ 5 ชัว่โมงก็สามารถตรวจผลไดแ้ลว้  

        กระบวนการ LAMP คร้ังน้ี ไดใ้ชไ้พร์เมอร์ในส่วนของยีน glucosyltransferase K (gtfK) โดย
ปกติแลว้มีหนา้ท่ีในการยอ่ยสลายน ้ าตาลซูโครสเพื่อสร้าง polysaccharide ซ่ึงเป็นส่วนช่วยให้เซลล์
ของแบคทีเรียมีการรวมกลุ่มและเกาะอยู่บนพื้นผิวของฟัน เป็นลกัษณะท่ีเรียกกนัว่าคราบ พลาค 
(Plaque) แบคทีเรียจ าพวก Streptococcus sp. จะมีการสร้างเอนไซมช์นิดน้ี แต่ในแต่ละ  สปีชีส์ จะมี
ส่วนของดีเอ็นเอต าแหน่งจะไม่เหมือนกนั เป็นส่วนส าคญัท่ีใช้ในการแยกแบคทีเรียแต่ละสปีชีส์
ออกจากกนัเช่น  Streptococcus mutants คือยีน gftD Streptococcus sobrinus  คือยีน gftT ในส่วน
ของ Streptococcus salivarius ยนีในส่วนน้ีคือ gtfK 

        สารเคมีมีความส าคญัมากในกระบวนการ LAMP ดงัเช่น betaine การวิจยัในช่วงแรกไม่ไดใ้ส่
สารชนิดน้ีลงไปพบวา่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมได ้เม่ือลดปริมาณความเขม้ขน้สุดทา้ย
ของ betaine เหลือ 0.4 M ก็ไม่ไดผ้ลเช่นกนั หน้าท่ีของ betaine ยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่มีงานวิจยั
พบวา่ betaine มีหนา้ท่ีในการเตรียมสายดีเอน็เอแม่แบบใหมี้ความเหมาะสมกบัเอ็นไซม ์polymerase 
นอกจากนั้นยงัมีความสามารถในการลดความเสถียรของสายดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณของ C และ G มาก
ไดอี้กดว้ย (Yeh et al., 2005) 

        ปริมาณของ Deoxynucleotidetriphosphates (dNTPs) มีความจ าเป็นเช่นกนั การตรวจสอบใน
ช่วงแรกใช้ dNTPs ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.4 mM each ปรากฏผลออกมาเป็นลบ ในบาง
ตวัอยา่งปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีจางมาก หลงัจากเพิ่มความเขม้ขน้ของ dNTPs เป็น 0.8  mM each จึง
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ให้ผลบวกชดัเจนข้ึน dNTPs เป็นวตัถุดิบท่ีใช้ในการสร้างสายดีเอ็นเอ ในการท างานวิจยัน้ีใช้ไพร์
เมอร์ทั้งหมด 6 ชนิด อาจตอ้งอาศยั dNTPs ท่ีมากพอท่ีจะสร้างสายดีเอน็เอสายใหม่ข้ึน         

        งานวิจยัน้ีประยุกตใ์ชว้ิธีการตรวจหาเช้ือ Streptococcus salivarius จากงานวิจยัของ Nakanishi 
และคณะ แต่ในการปฏิบติังานจริงสารเคมีบางชนิดไดใ้ช้ความเขม้ขน้แตกต่างจากงานวิจยัขา้งตน้ 
ในงานวิจยัของ Nakanishi และคณะ ไดใ้ชชุ้ดน ้ ายาตรวจส าเร็จ (Eiken Chemical, Tokyo, Japan) 
งานวิจยัน้ีไดมี้การปรับเปล่ียนปริมาณ อตัราส่วนสารเคมีข้ึนใช้เองโดยไม่ตอ้งซ้ือชุดน ้ ายาตรวจ
ส าเร็จ ซ่ึงไม่มีขายในประเทศหากน าเขา้จะมีราคาท่ีแพงมาก  อตัราส่วนความเขม้ขน้ของสารบางตวั
ถูกปรับลดลง เช่น dNTPs จากชุดน ้ายาตอ้งการความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1.4 mM each ในงานวิจยั
น้ีใชค้วามเขม้ขน้เพียง 0.8 mM each เท่านั้น MgSo4 ในชุดน ้ ายาใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย  8 mM ใน
งานวจิยัลดลงเหลือ  2 mM (Nakanishi et al., 2011) 

        การตรวจสอบเช้ือ Streptococcus salivarius ในกลุ่มเลือดจากศพจมน ้ าโดยเทคนิค PCR และ
เทคนิค LAMP พบว่าให้ผลไม่แตกต่างกัน ทั้งสองเทคนิคสามารถตรวจพบเช้ือได้ทั้งหมด 10 
ตวัอย่างจากทั้งหมด 16 ตวัอยา่งเน่ืองจากขอ้จ ากดัเก่ียวกบัพยาธิสภาพของศพ การศึกษาในคร้ังน้ี
พบวา่เทคนิค LAMP ใช้เวลาในกระบวนการท าเพียง 1 ชัว่โมง 2 นาที ซ่ึงรวดเร็วกวา่การวินิจฉัย
โดยเทคนิค PCR ท่ีใชเ้วลาประมาณ 2 ชัว่โมง (รวิสรา, 2010) และเทคนิคการน าเลือดมาเพาะเล้ียง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ (Lucci et al., 2008 ) ซ่ึงตอ้งใช้เวลาอยา่งต ่า 3 วนั การแช่อบสามารถท าใน
เคร่ืองมือพื้นฐานอย่างเช่น เคร่ือง incubator ไดท้  าให้การปฏิบติังานแต่ละคร้ังมีความสะดวกไม่
ตอ้งการเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง อยา่งไรก็ตามการใชเ้ทคนิค LAMP ในการตรวจเลือดจากผูท่ี้เสียชีวิต
จากการจมน ้ า และท่ีเสียชีวิตจากสาเหตุอ่ืน ตอ้งพิจารณาพยาธิสภาพแวดลอ้มต่างๆ ร่วมดว้ย ไม่ว่า
จะเป็นการจมน ้าแบบไม่สมบูรณ์ หรือสภาพศพท่ีเน่าอาจท าใหไ้ม่สามารถตรวจสอบเช้ือได ้

 


