
ผลและวจารณ ผลการทดลอง

4.1 ก ารส ิก ษ าส ภ าวะข อ ง  PCR-DGGE ท ี่เห ม าะส ม ส ำห ร ับ ก ารต รวจ  V ibrio  spp.

เน ื่อ ง จ า ก ป ีจ จ ัย ส ำ ค ัญ ท ี่ส ่ง ผ ล ต ่อ ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ข อ ง ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ช ุม ช น ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ด ้ว ย  

เท ค น ิค  PCR-DGGE ได ้แก ่ ค ว า ม จ ำ เพ า ะ ข อ ง ไ พ ร ์เม อ ร ์ ส ภ า ว ะ ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า พ ีซ ีอ า ร ้ ค ว าม  

เข ้ม ข ้น ข อ ง พ อ ล ีอ ะค ร ิล า ไ ม ด ้เจ ล แ ล ะค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร  d é n a tu ra n t  เป ็น ด ้น  ด ัง น ั้น ใน ก ารพ ัฒ น า  

เท ค น ิค ด ัง ก ล ่า ว ส ำห ร ับ ใช ้ใ น ก า รต รว จ จ ุล ิน ท ร ีย ์ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ จ ึง จ ำ เป ็น ต ้อ งป ระ เม ิน ห าส ภ าว ะท ี่เห ม า ะส ม  

ข อ ง แ ต ่ล ะ ป ัจ จ ัย  โ ด ย อ ้า ง อ ิง จ า ก ค ่า เร ิ่ม ด ้น จ า ก ราย ง าน ข อ ง  T h o m p s o n  แ ล ะค ณ ะ  (2004) แ ล ะจ าก  

ราย งาน ข อ ง  E ile r  แ ล ะ  B e rt ils s o n  (2006) แ ล ะด ัด แ ป ร เพ ื่อ ห าส ภ า ว ะท ี่เห ม า ะส ม

จ า ก ก า ร ศ ึก ษ า ส ภ า ว ะ ข อ ง  PCR -D G G E  ต า ม ส ภ า ว ะ ท ี่ก ล ่า ว ใ น ว ิธ ีก า ร ท ด ล อ ง  โ ด ย ก า ร เพ ิ่ม  

จ ำ น ว น ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ G C 56 7FU ล ะ 680R  แ ล ะ ใช ้โ ป รแ ก รม ใน ก ารท ำพ ีซ ีอ า ร ์ จ าก น ั้น ต รวจ ส อ บ  

ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิ้ข อ ง ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ (PCR a m p lic o n )  โ ด ย ใซ ้อ ะก า โ รส เจ ล ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  1.8 ซึ่ง 

พ บ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ บ น เจ ล  ข น า ด ป ระม า ณ  120 b p  ซ ึ่ง ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ง าน ว ิจ ัย ก ่อ น ห น ้า  จ ึง ระบ ุไ ด ้ว ่า ไพ ร  

เม อ ร ์ G C 5 6 7 F t tล ะ 680R  ส า ม า ร ถ เพ ิ่ม จ ำ น ว น ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ ใ น ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ไ ด ้ แ ต ่เม ื่อ ต ร ว จ ส อ บ  

ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ด ้ว ย เท ค น ิค  DGGE ท ี่ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง พ อ ล ีอ ะ ค ร ิล า ไ ม ด ์เจ ล ร ้อ ย ล ะ  6.5 แ ล ะค ว า ม  

เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร  d é n a tu ra n t  ร ้อ ย ล ะ  45 -70  (ท ี่อ ้า งจ าก ท ั้ง  2 ง า น ว ิจ ัย )  ไ ม ่ป ร า ก ฏ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ น บ น  

แผ ่น เจล  (ไม ่แสดงผลการท ดลอง) ท ั้ง น ี้อ าจ เก ิด จ าก ท ี่ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งพ อ ล ีอ ะค ร ิล าไม ด ์เจ ล ร ้อ ย ล ะ  6.5 

ม ีข น า ด ข อ ง ร ูพ ร ุน ท ี่ใ ห ญ ่เก ิน ไ ป ซ ึ่ง ม ีร า ย ง า น ว ่า ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง พ อ ล ีอ ะ ค ร ิล า ไ ม ด ์เจ ล ร ้อ ย ล ะ  6.5 

เห ม า ะส ำห ร ับ ก า รใช ้แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีฃ น าด โม เล ก ุล ข น าด ให ญ ่ (3 00 -1 ,ooobp) (B io -Rad) ใน ข ณ ะ  

ท ี่ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้จ าก ก า ร เพ ิ่ม จ ำน วน ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ G C 5 6 7 F  แ ล ะ  6 8 0R  เม ื่อ ต รวจ ส อ บ ค วาม บ ร ิส ุท ธ ิ้ข อ ง  

ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์โด ย ใข ้อ ะก าโ รส เจ ล  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  1.8 เท ีย บ ก ับ ด ีเอ ็น เอ ม าต รฐ าน  ม ีข น าด เพ ีย ง  

120 b p  แสดงด ังภ าพ ท ี่ 4.1 จ ึงอ าจ เค ล ื่อ น ท ี่ผ ่าน เจล แล ะไม ่เก ิด เป ็น แ ถบ ท ี่ส ัง เก ต ได ้
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Marker 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

ภ าพ ท ี่ 4.1 แ ส ด งผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ฃ อ ง เช ื้อ ม าต รฐ าน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ แ ล ะ เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์อ ื่น ท ี่ท ำ ให ้เก ิด โ รค '

บ น อ ะก าโ รส เจ ล  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  1.8

(Lane 1 คือ Vibrio cho leroe, 2 คือ Vibrio parahaem olyticus, 3 คือ Vibrio f lu v ia lis , 4 คือ Vibrio m im icus, 5 คือ Vibrio 

alginolyticus, 6 คือ Vibrio harveyi, 7 คือ Vibrio furnissii, 8 คือ Vibrio vulnificus, 9 คือ P le s iom onas shigeloides, 10 คือ 

Aerom onas hydroph ila , 11 คือ Escherich ia co li, 12 คือ Staphylococcus aureus , 13 คือ S a lm o n e lla  Typhim urium , 14 

คือ Bacillus cereus, 15 คือ Pseudom onas aeruginosa  และ 16 คือ negative control)

ท ั้ง น ี้ใ น ก า ร เล ือ ก ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งพ อ ล ีอ ะค ร ิล า ไ ม ด ์เจ ล ต ้อ งพ ิจ า รณ าจ าก ข น าด ข อ งด ีเอ ็น เอ ท ี่ 

ต ้อ งก า รแ ย ก ค วาม แ ต ก ต ่า ง เป ็น ห ล ัก  ด ัง น ั้น จ ึง แ ป รค ่า ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งพ อ ล ือ ะค ร ิล า ไม ด ์เจ ล เป ็น ร ้อ ย ล ะ  

8 แ ล ะ  10 ต า ม ล ำ ด ับ  โ ด ย เล ือ ก ช ่ว ง จ า ก ข ้อ แ น ะ น ำ ใ น ค ู่ม ือ ก า ร ใ ช ้ข อ ง  D GG E  w ith  D c o d e  ™  

U n iv e rs a l M u ta t io n  D e te c t io n  S y s te m  ท ั้งน ี้ย ังค งค ่าค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งส าร  d é n a tu ra n t  เป ็น ร ้อ ย  

ล ะ  45 -70  ผ ล ก า รท ด ล อ ง พ บ ว ่า เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ผ ล ก า รแ ย ก ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ร ะห ว ่า ง พ อ ล ือ ะค ร ิล า ไ ม ด ์ 

เจ ล ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  8 แ ล ะ  10 แสดงด ังภ าพ ท ี่ 4.2 และ 4.3 ต าม ล ำด ับ  พ บ ว ่าต ำแ ห น ่ง ข อ งแ ถ บ ด ี 

เอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ แ ต ่ล ะช น ิด บ น เจ ล ท ั้ง ส อ งค วาม เข ้ม ข ้น ไม ่แ ต ก ต ่า งก ัน  แ ต ่ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งพ อ ล ือ ะค ร ิล า  

ไมด ์เจล  ร ้อ ย ล ะ  10 แ ถ บ ด ีเอ ็น ม ีค ว าม ซ ัด เจ น อ ย ่า ง เห ็น ไต ้ช ัด  จ า ก ค ู่ม ีอ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  PCR- 

DGGE ก ล ่า ว ว ่าท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งพ อ ล ือ ะค ร ิล าไม ด ์เจ ล ร ้อ ย ล ะ  6.5, 8 แล ะ 10 เห ม า ะล ำ ห ร ับ ก า รแ ย ก  

ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง ด ีเ อ ็น เ อ ท ี่ม ีข น า ด ป ร ะ ม า ณ  300-1 ,000  bp , 2 0 0 -4 0 0  b p  แ ล ะ  1 00 -300  b p  

ตามลำด ับ  ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งพ อ ล ือ ะค ร ิล า ไม ด ์เจ ล ท ี่เพ ิ่ม ช ื้น จ ะท ำให ้ข น าด ร ูพ ร ุน ข อ ง เจ ล ม ีฃ น าด ท ี่เล ็ก ล ง  

แ ล ะ เห ม า ะส ำห ร ับ ใช ้ใน ก า รแ ย ก ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีฃ น าด เล ็ก ล งด ้ว ย  จ ึง ท ำ ให ้ค ว าม ล ะ เอ ีย ด ใน ก า รแ ย ก แ ถ บ ด ี 

เอ ็น เอ แ ล ะค ว าม ซ ัด เจ น ข อ งแ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ม ีม าก ช ื้น  ด ังน ั้น จ าก ผ ล ก ารท ด ล อ งท ี่ไ ด ้น ี้จ ึง เล ือ ก ค วาม เข ้ม ข ้น  

ข อ ง พ อ ล ือ ะ ค ร ิล า ไ ม ด ์เจ ล ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10 ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย เก ร เด ีย น ต ์ข อ ง ส า ร  d é n a tu ra n t  

ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  4 5 -7 0  ส ำห ร ับ ใช ้ในการท ด ลองต ่อ ไป
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ภ าพ ท ี่ 4.2 แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ บ น พ อ ล ีอ ะค ร ิล า ไ ม ด ์เจ ล ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  8

(Lane 1 คือ Vibrio cho lerae , 2 คือ Vibrio pa rahaem oiy ticus, 3 คือ Vibrio flu v ia lis , 4 คือ Vibrio m im icus, 5 คือ Vibrio 

ch o le ra+ Vibrio parohoem olyticus+  Vibrio fluv ia lis+  Vibrio m im icus, 6 คือ Vibrio a lfn o ly ticu s , 7 คือ Vibrio harveyi, 

8 คือ Vibrio furn issii, 9 คือ Vibrio vuln ifcus, 10 คือ Vibrio a lg ino lyticus+  Vibrio harveyi* Vibrio furnissii* Vibrio 

vulnificus, 11 คือ P lesiom onas shigeloides, 12 คือ Aerom onas hyd roph ila  และ 13 คือ Plesiom onas sh içe lo ides*  

A erom onas hyd roph ila )
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ภ า พ ที่ 4 .3  แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ บ น พ อ ล ีอ ะค ร ิล า ไ ม ด ์เจ ล ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10

(Lane 1 คือ Vibrio cho lerae, 2 คือ Vibrio parahaem oiyticus, 3 คือ Vibrio f lu v ia lis , 4 คือ Vibrio m im icus, 5 คือ Vibrio 

cho lera+  Vibrio pa rahaem oiy ticus+ Vibrio fluv ia lis+  Vibrio m im icus, 6 คือ Vibrio a lfn o ly ticu s , 7 คือ Vibrio harveyi, 

8 คือ Vibrio furn issii, 9 คือ Vibrio vulnificus, 10 คือ Vibrio a lfn o ly t ic u s*  Vibrio harveyi+ Vibrio furnissii* Vibrio 

vu ln ifcu s , 11 คือ P lesiom onas shi^eloides, 12 คือ Aerom onas hyd roph ila  และ 13 คือ Plesiom onas shiçelo ides*  

A erom onas hyd roph ila )
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เม ื่อ ท ด ส อ บ ค ว า ม จ ำ เพ า ะ ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ G C 56 7F  แ ล ะ  680R  ก ับ เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ โ ด ย เพ ิ่ม  

จ ำ น ว น ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ ก ่อ โ ร ค ใ น อ า ห า ร ท ี่ไ ม ่ใ ช ้เช ื้อ ใ น ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ไ ด ้แ ก ่ Escherichia co li A T C C  

2 5 9 2 2 , Staphylococcus aureus A T C C  25923 , Bacillus cereus A T C C  6633 , Salm onella  

T y p h im u r iu m  A T C C  13311 แ ล ะ  Pseudomonas aeruginosa A T C C  2 7 8 5 3  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง  

พ บ ว ่า เม ื่อ น ำ ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ท ี่พ บ ม า ว ิเค รา ะห ์ด ้ว ย อ ะก า โ รส เจ ล อ ิเล ็ค โ ต โ ฟ ร ีซ ีส  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ

1.8 เท ีย บ ก ับ ด ีเ อ ็น เ อ ม า ต ร ฐ า น  (D N A  m a rke r)  พ บ เฉ พ า ะ แ ถ บ ด ีเ อ ็น เ อ ข อ ง เช ื้อ  Salm onella  

T y p h im u r iu m  เท ่าน ั้น  ซ ึ่ง ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้ม ีฃ น า ด ป ร ะม า ณ  120 b p  แ ต ่เม ื่อ น ำ ม า ว ิเค ร า ะ ห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  

DGGE พ บ ว ่าพ บ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ  Salm onella  T y p h im u r iu m  ท ี่ต ำแ ห น ่งท ี่แ ต ก ต ่า ง จ าก เช ื้อ ใน  

ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ  ต า ม ท ี่ป ร า ก ฏ ใ น  L a n e  7 แ ส ด ง ด ัง ภ า พ ท ี่ 4.4 ซ ึ่ง ใ น ก า ร ป ร ะ ย ุก ต ์ใ ช ้เท ค น ิค น ี้ใ น ก า ร  

ต รว จ ส อ บ ว ิบ ร ิโ อ  ถ ้า ใน ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า รม ีก า รป น เป ้อ น ข อ ง เช ื้อ  Salm onella  T y p h im u r iu m  ร ว ม อ ย ู่ 

ก ับ เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ก ็จ ะส าม า รถ แ ย ก ค ว าม แ ต ก ต ่า งข อ ง เช ื้อ  Salm onella  T y p h im u r iu m  อ อ ก จ าก เช ื้อ ใน  

ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ ได ้ น อ ก จ า ก น ี้ใ น ก า ร ต ร ว จ ว ิเ ค ร า ะ ห ์ด ้ว ย ว ิธ ีม า ต ร ฐ า น  (บร Food and Drug Administration,

2004) ย ังม ีข ั้น ต อ น ก ารท ำ  p r e - e n r ic h m e n t  ก ่อ น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์จ ึง เป ็น ก า ร ก ำ จ ัด เช ื้อ  Salm onella  

T y p h im u r iu m  ไ ป ใ น ส ่ว น ห น ึ่ง แ ล ้ว โ อ ก า ส ท ี่จ ุล ิน ท ร ีย ์ช น ิด น ี้จ ะ ร บ ก ว น ร ะ บ บ ก า ร ต ร ว จ ส อ บ จ ึง ม ีน ้อ ย  

มาก

เม ื่อ พ ิจ า รณ าผ ล ก ารแ ย ก ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ ใน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ ท ั้ง  10 ชน ิด  ด ้ว ย เท ค น ิค  D GG E  โดยใช ้ 

พ อ ล ีอ ะค ร ีล า ’ไม ด ์เ 'จล ค วาม เข ้ม 1ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10 ท ี่ป ร ะก อ บ ด ้ว ย เก ร เด ีย น ต ์ข อ ง ส า ร  d é n a tu ra n t  ค วาม  

เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  45 -70  พ บ ว ่า ป ร า ก ฏ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ อ ย ่า ง ช ัด เจ น  ย ก เว ้น แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง ว ิบ ร ีโ อ  2 ค ู่ค ือ  

Vibrio fluvia lis  ก ับ  Vibrio furn issii แ ล ะ  Vibrio parahaemolyticus ก ับ  Vibrio harveyi ท ี่ม ี 

ร ะ ย ะ ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ใ ก ล ้เ ค ีย ง ก ัน  (แ ส ด ง ด ัง ภ า พ ท ี่ 4.5) ซ ึ่ง ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ร า ย ง า น ข อ ง  E ile r  a n d  

B e rt ils so n  (2006) ท ีศ ึก ษ า เซ ือ ใ น ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ จ ำ น ว น ?  สป ีซ ีส ์ค ือ  Vibrio mimicus, Vibrio cholerae, 
Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio vulnificus แ ล ะ  Vibrio anguillarum 
พ บ ว ่า ไ ม ่ส า ม า ร ถ แ ย ก ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง  Vibrio parahaem olyticus ก ับ  Vibrio 

harveyi ได ้เซ ่น เด ีย วก ัน  ท ั้งน ี้อ า จ เก ิด จ าก ว ิบ ร ิโอ ท ั้ง ส อ งข น ิด ม ีว ิว ัฒ น าก ารใก ล ้เค ีย งก ัน แ ล ะล ำด ับ น ิวค ล ี 

โอไท ต ์บนตำแหน ่ง  16S rD N A  ม ีล ัก ษ ณ ะใก ล ้เค ีย งก ัน ม าก  (E ile r a n d  B e rt ils s o n , 2 0 06 ) ซ ึ่ง ป ระ เด ็น  

น ี้จ ะอ ภ ิป ร าย ราย ล ะ เอ ีย ด ใน ห ัว ข ้อ ส ุด ท ้า ย ห น ้าท ี่ 61 ด ัง น ั้น ห าก ต ้อ งก ารแ ย ก เช ื้อ ท ั้งส อ งช น ิด น ี้อ าจ ต ้อ ง  

ใ ข ้ด ีเอ ็น เอ ต ำ แ ห น ่ง อ ื่น เซ ่น  a tp A  § e n e  ท ี่ม ีร า ย ง า น ว ่า ส า ม า ร ถ แ ย ก ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ ไ ด ้ 

ม าก กว ่า  แ ต ่เน ื่อ ง จ าก ด ีเอ ็น เอ ต ำแ ห น ่งด ัง ก ล ่า วม ีค ว าม ย าวม าก เก ิน ไป  (1 322 b p ) (T h o m p s o n  e t  al., 

2007a) จ ึง ไ ม ่เห ม า ะ ก ับ ก า ร แ ย ก ด ้ว ย เท ค น ิค  DGGE แ ล ะ ต ้อ ง ใ ช ้เ ว ล า ใ น ก า ร ป ร ะ เม ิน ห า ต ำ แ ห น ่ง ท ี่ 

เห ม า ะส ม ต ่อ ไ ป  อ ย ่า ง ไ รก ็ต า ม  จ า ก ใ ช ้ 16S rD N A  จ ะ เห ็น ไ ด ้ว ่า เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ป ร า ก ฏ แ ก บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ 

ต ำ แ ห น ่ง เด ีย วก ัน น ั้น จ ะม ีว ิบ ร ิโ อ ส ป ีช ีส ์ห น ึ่ง เป ็น เช ื้อ ห ล ัก ท ี่ก ่อ ให ้เก ิด โ รค อ าห า ร เป ็น พ ิษ  ส ่ว น อ ีก ส ป ีซ ีส ์ 

ห น ึ่ง เป ็น เช ื้อ ท ี่ไ ม ่ค ่อ ย ม ีร า ย ง า น ว ่า ป น เป ้อ น ใน อ า ห า รแ ล ะไ ม ่ม ีค ว า ม ส ำค ัญ ใน เร ื่อ ง ข อ ง ก า รก ่อ โ รค ม า ก  

น ัก  ด ังน ั้น ใน การใช ้เท ค น ิค  PC R -D G G E  ใน ก ารต รวจ เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ส าม า รถ ใช ้ใน ก า รบ ่ง ช ื้ถ ึง โ อ ก าส ท ี่จ ะพ บ  

เช ื้อ ก ่อ โ รค ท างอ าห ารท ี่ส ำค ัญ ใน ต ัวอ ย ่า ง  ได ้แก ่ Vibrio cholerae แล ะ Vibrio parahaem olyticus
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เป ็น ต ้น  ย ก ต ัวอ ย ่าง เซ ่น ถ ้าพ บ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ต ำแ ห น ่งข อ ง เช ื้อ  Vibrio parahaemoiyticus ก ับ Vibrio 

harveyi ก ็ส า ม า ร ถ บ ่ง ซ ี้เ บ ื้อ ง ต ้น ไ ต ้ว ่า ม ีก า ร ป น เป ีอ น ห ร ือ พ บ เช ื้อ  Vibrio parahaemoiyticus ใน  

ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร  อ ย ่า ง ไ รก ็ต า ม ว ิธ ีก า รน ี้ม ีว ัต ถ ุป ร ะส ง ค ็ใ น ก า รพ ัฒ น า เพ ื่อ เป ็น ว ิธ ีก า รต ร ว จ ส อ บ ท ี่ร ว ด เร ็ว  

ส ำ ห ร ับ ใ น ก า ร เพ ิ่ม ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ข อ ง ร ะ บ บ ค ว บ ค ุม ค ุณ ภ า พ ด ้า น ค ว า ม ป ล อ ด ภ ัย  แ ต ่ใน ก า รย ืน ย ัน ผ ล  

ย ัง ค ง ต ้อ ง ต ร ว จ โ ด ย ว ิธ ีม า ต ร ฐ า น ค ว บ ค ู่ไ ป ด ้ว ย เพ ื่อ น ำ โ ค โ ล น ีข อ ง เช ื้อ ด ัง ก ล ่า ว ม า ย ืน ย ับ ผ ล ด ้ว ย ก า ร  

ท ด ส อ บ ท า ง ช ีว เค ม ีเพ ื่อ ย ืน ย ัน ผ ล ห ร ือ อ ีก แ น ว ท า ง ห น ี่ง ค ือ  น ำ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่พ บ บ น พ อ ล ีอ ะ ค ร ิล า ไ ม ด ์ 

เจ ล ม า ท ำ ก า ร โ ค ล น  เพ ิ่ม จ ำ น ว น แ ล ะ ว ิเค ร า ะห ์ล ำ ด ับ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ์ (s e q u e n c in g  ana lys is ) เพ ื่อ ร ะ บ ุ 

ฃ น ิด ข อ ง เช ื้อ ต ่อ ไ ป ไ ด ้ ห ร ือ โ ด ย ก า รห า ส ภ า ว ะ ใน ก า ร ย ับ ย ั้ง ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง  Vibrio harveyi ใน 'ข ั้น ต อ น  

S e le c t iv e  e n r ic h m e n t  ต ัวอย ่าง  เพ ื่อ ม ุ่ง เน ้น เช ื้อ ก ่อ โ รค ต าม ม าต รฐ าน ต ่อ ไป น ี้

1 2  3 4 5  6 7 8 9

ภ าพ ท ี่ 4 .4  ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ฃ อ ง เช ื้อ ม าต รฐ าน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ แล ะเช ื้อ จ ุล ิน ท ร ืย ์อ ื่บ ท ี่ท ำให ้เก ิด โ รค  บ น พ อ  

ล ีอ ะค ร ิล า ไ ม ด ์เจ ล ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10

(Lane 1 คือ Vibrio cho le rae  + Plesiom onas shigeloides + Aerom onas hydroph ila , 2 คือ Vibrio parahaem oiyticus + 

Vibrio harveyi, 3 ค ือ Vibrio flu v ia lis  + Vibrio alg ino lyticus + Vibrio vulnificus, 4 คือ Vibrio m im icus + Vibrio furnissii, 5 

ค ือ Escherich ia co li, 6 คือ Staphylococcus aureus, 7 คือ Sa lm o n e lla  Typhim urium , 8 คือ Bacillus cereus และ 9 คือ 

Pseudom onas aeruginosa)
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อ ย ่า ง ไ ร ก ็ต า ม จ า ก ก า ร ป ร ะ เม ิน ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ข อ ง  PCR -DG G E โ ด ย ก า ร ส ก ัด ด ีเ อ ็น เอ จ า ก  

ต ัว อ ย ่า ง อ าห า รโด ย ต รงน ั้น  ม ีข ้อ จ ำก ัด ค ือ ไ ม ่ส าม า รถ ใซ ้ใน ก า รบ ่งซ ี้ส ภ าพ ก า รม ีช ีว ิต ข อ ง เซ ล ล ์ ( v ia b le  

c e l l)  ได ้ ท ั้ง น ี้ใ น แ ง ่ข อ ง ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ก า ร ป น เป ีอ น ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ใ น อ า ห า ร ส ่ว น ใ ห ญ ่น ั้น ต ้อ ง ก า ร ร ะ บ ุ 

ก า รป น เป ีอ น ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ม ีช ีว ิต เท ่า น ั้น  ด ัง น ั้น จ ึง ป ร ะ เม ิน ป ระส ิท ธ ิภ า พ ข อ ง ว ิธ ีโ ด ย ก า ร ว ิเค ร า ะห ์จ า ก  

อ า ร ีเอ ็น เอ ด ้วย เท ค น ิค  R e v e rse  t ra n s c r ip ta s e  -  PCR  m e th o d  (RT-PCR -DG G E) ใน ก า รศ ึก ษ าน ี้จ ึง  

ท ด ล อ ง ส ก ัด อ า ร ีเอ ็น เอ จ า ก เซ ล ล ์ด ้ว ย ช ุด ส ก ัด  T h e rm o  S c ie n t if ic  G e n e JE T  R N A  P u r if ic a t io n  K it 

จ า ก น ั้น เ ป ล ี่ย น อ า ร ีเ อ ็น เ อ ใ ห ้เ ป ีน  c o m p le m e n ta r y  D NA  (cDNA) ด ้ว ย ช ุด ส ัง เ ค ร า ะ ห ์ T h e rm o  

S c ie n t if ic  R e ve rtA id  F irs t s t r a n d  c D N A  S y n th e s is  Kit นำ cD N A  ท ี่ไ ด ้ม า เพ ิ่ม จ ำน วน ด ้ว ย เท ค น ิค  

พ ีซ ีอ าร ี ต ร ว จ ส อ บ ค ว าม บ ร ิส ุท ธ ี้ฃ อ งผ ล ิต ผ ล ด ้ว ย อ ะก า โ รส เจ ล อ ิเล ็ค โต โฟ ร ีซ ีส  แ ล ะแ ย ก ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง  

ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย เท ค น ิค  D GG E  ท ี่ป ร ะ เม ิน ไ ด ้ ซ ี่ง จ า ก ผ ล ก า ร ศ ึก ษ า พ บ ว ่า จ า ก ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น  

cD N A  ด ้ว ย เท ค น ิค พ ีซ ีอ า ร ีโ ด ย ใช ้ไ พ ร เม อ ร ี G C 5 6 7 F  และ 680R แ ล ะแ ย ก ค ว าม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง ผ ล ิต ผ ล  

พ ีซ ีอ า ร ีด ้ว ย เท ค น ิค  D GGE พ บ ว ่า ร ูป แ บ บ ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่เพ ิ่ม จ า ก  cD N A  น ั้น ไ ม ่แ ต ก ต ่า ง จ า ก แ ถ บ  

ด ีเอ ็น เอท ี่ได ้จ าก การส ก ัด ด ีเอ ็น เอ โด ยต รง  (ไม ่แสดงผลการท ดลอง)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

ภ าพ ท ี่ 4 .5  ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ีข อ ง เช ื้อ ม าต รฐ าน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ บ น พ อ ล ีอ ะค ร ิล าไม ด ์เจ ล ค วาม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  

10 (PCR-DGGE)

(Lane 1 คือ Vibrio cho lerae , 2 คือ Vibrio pa rahaem oly ticus, 3 คือ Vibrio flu v ia iis , 4 คือ Vibrio m im icus, 5 คือ Vibrio 

cho lera + Vibrio parahaem o ly ticus  + Vibrio f lu v ia iis  + Vibrio mimicus, 6 ค ือ  Vibrio a lg ino lyticus, 7 ค ือ  Vibrio 

harveyi, 8 คือ Vibrio furnissii, 9 คือ Vibrio vuln ificus, 10 คือ Vibrio alginolyticus + Vibrio ha rveyi + Vibrio fu rn iss ii + 

Vibrio vulnificus, 11 คือ P lesiom onas sh içe lo ides, 12 คือ Aerom onas hydroph ila  และ 13 คือ P le s icm onas sh içe lo ides 

+ Aerom onas hydroph ila )
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4 .2  ก า รป ร ะ เม ิน ค ำ ต า ส ุด ท ี่ว ิเค ร า ะ ห ์ไ ด ้ ( d e t e c t io n  l im it )  ข อ ง ว ิธ ี P C R -D G G E  แ ล ะ  R T -P C R - 

D G G E  ท ี่พ ัฒ น า ส ำ ห ร ับ ก า ร ต ร ว จ  Vibrio  s p p .

ใน อ าห า รท ั่ว ไ ป ม ัก ม ีก า รป น เป ีอ น ข อ ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ืย ์อ ย ู่ห ล า ย ข น ิด แ ล ะม ีก า รป น เป ีอ บ ใน ระด ับ ท ี่ 

แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ซ ึ่ง ใ น ก า รต ร ว จ ส อ บ จ ุล ิน ท ร ีย ์ด ้ว ย เท ค น ิค  PC R -D G G E  ห ร ือ  RT -PCR-DGGE น ั้น  ต ้อ งใช ้ 

ว ิธ ีก า ร ส ก ัด ด ีเ อ ็น เอ ห ร ือ อ า ร ัเ อ ็น เอ จ า ก ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร โ ด ย ต ร ง แ ล ้ว จ ีง เพ ิ่ม จ ำ น ว น ส า ร พ ัน ธ ุก ร ร ม  

ด ัง ก ล ่า วด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่จ ำ เพ า ะก ับ ก ล ุ่ม ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์เป ็า ห ม าย  ใ น ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น ส า ร พ ัน ธ ุก ร ร ม ด ้ว ย  

ป ฏ ิก ิร ิย า พ ีซ ีอ า ร ์น ั้น  ไ พ ร เม อ ร ืจ ะ เช ้า ไ ป จ ับ อ ย ่า ง จ ำ เพ า ะก ับ  D N A  t e m p la t e  ข อ งว ิบ ร ิโอ  โด ย ด ีเอ ็น เอ  

ข อ งว ิบ ร ิโ อ ท ี่ม ีจ ำน วน ม าก ใน ระบ บ ย ่อ ม ม ีโ อ ก าส ท ี่จ ะถ ูก จ ับ ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ม าก ก ว ่าด ีเอ ็น เอ ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ม ี 

จ ำน ว น เซ ล ล ์น ้อ ย  ด ัง น ั้น ก า รท ด ล อ ง ใน ข ั้น ต อ น น ี้จ ึง ป ร ะ เม ิน ค ่า ต ํ่า ส ุด ท ี่ว ิเค ร า ะห ์ไ ด ้ (d e te c t io n  lim it )  

ข อ ง เท ค น ิค  PCR -D G G E  ห ร ือ  RT -PCR -DG G E  ท ี่ส า ม า ร ถ ต ร ว จ พ บ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ม ีจ ำ น ว น ข น ิด แ ล ะ จ ำ น ว น  

เซ ล ล ์ใน ระบ บ ท ี่แ ต ก ต ่า งก ัน  ด ัง น ั้น จ ึงท ด ส อ บ โด ย ก า รส ร ้า งข ุม ข น ข อ ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ืย ์ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ม ีซ น ิด  

แ ล ะจ ำ น ว น เซ ล ล ์ใ น ร ะบ บ แ ต ก ต ่า ง ก ัน  2 ร ูป แ บ บ  ได ้แ ก ่ ข ุม ซ น แ บ บ ท ี่ 1 ค ือ ข ุม ซ น ท ี่ม ีซ น ิด ข อ งว ิบ ร ิโอ  

แ ต ก ต ่า ง ก ัน แ ต ่ม ีจ ำ น ว น เซ ล ล ์เท ่า ก ัน  โ ด ย แ ป ร จ ำ น ว น เซ ล ล ์ใ น แ ต ่ล ะ ข ุม ซ น ต ั้ง แ ต ่ 101-105 C F U / m l 

ข ุม ข น แ บ บ ท ี่ 2 ค ือ ข ุม ข น ท ี่ม ีซ น ิด แ ล ะจ ำน วน เซ ล ล ์ข อ งว ิบ ร ิโอ แ ต ก ต ่า งก ัน  โด ย อ ้า งอ ิง ว ิธ ีก า รใน ก ารแ ป ร  

ค วาม เข ้ม ข ้น จ าก ก ารศ ึก ษ าข อ ง  P ra k itc h a iw a tta n a  e t  a l. (2004 ) แ ส ด งรายล ะเอ ียด ด ังต ารางท ี่ 4.1

จ าก น ั้น ส ร ้า งข ุม ซ น แ บ บ ท ี่ 1 ค ือ ข ุม ซ น ท ี่ม ีซ น ิด ข อ งว ิบ ร ิโ อ แ ต ก ต ่า งก ัน แ ต ่ม ีจ ำน วน เซ ล ล ์เท ่าก ัน  

โด ย ก า รผ ส ม เซ ล ล ์ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น เด ีย วก ัน ต าม ต า รา งท ี่ 4.1 ผ ส ม เซ ล ล ์ท ี่ค วาม เข ้ม ข ้น เด ีย วก ัน ต ั้ง แ ต ่ 1 0 1 

ถ ึง 105 C F U / m l (ต าม ค อ ล ัม น ์ A-E ) แ ล ้ว ส ก ัด ด ีเอ ็น เอ  (ส ำ ห ร ับ ใ น ร ะ บ บ  PCR-DGGE) แ ล ะ ส ก ัด อ า ร ์ 

เอ ็น เอ  (ส ำ ห ร ับ ก า รต รว จ เซ ล ล ์ท ี่ม ีช ีว ิต แ ล ะ ใ ช ้ใ น ร ะ บ บ  RT -PCR -D G G E) จ า ก น ั้น เพ ิ่ม จ ำ น ว น ด ีเอ ็น เอ  

แ ล ะ อ า ร ์เ อ ็น เอ  ผ ล ก ารท ด ล อ งแ ส ด งด ังต า รางท ี่ 4 .2  (A-E) แ ล ะต า ร า ง ท ี่ 4.3 (A-E) ต าม ล ำด ับ  พ บ ว ่า  

เม ื่อ ต รวจ ส อ บ ข ุม ซ น ข อ งว ิบ ร ิโอ แ บ บ ท ี่ 1 ด ้ว ย เท ค น ิค  PC R -D G G E  ท ี่ว ิบ ร ิโอ ท ุก ซ น ิด ม ีค วาม เข ้ม ข ้น เซ ล ล ์ 

102-1 0 5 C F U / m l แสดงด ังตารางท ี่ 4.2 (ค อ ล ัมน ์ B-E) ป ราก ฏ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ งว ิบ ร ิโ อ ท ี่ซ ัด เจ น บ น เจ ล  

D GGE จ ำ น ว น  3 ส ป ีช ีส ์ค ือ  Vibrio cholerae, Vibrio m im icus แ ล ะ  Vibrio alginolyticus แส ด ง  

ด ังต ารางท ี่ 4 .2  (ค อล ัมน ์ B-E) ส ่ว น ท ี่ค วาม เข ้ม ข ้น  1 0 1 C F U / m l แสดงด ังต ารางท ี่ 4.2 (ค อ ล ัมน ์ A ) ไม ่ 

ป ราก ฏ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ งว ิบ ร ิโ อ ท ั่ง  10 สป ีช ีส ์ ใน ข ณ ะท ี่เม ื่อ ใช ้เท ค น ิค  RT -PCR-DG G E พ บ ว ่าแ ล ่บ ด ีเอ ็น  

เอ ข อ งข ุม ซ น ข อ งว ิบ ร ิโ อ แ บ บ ท ี่ 1 ท ี่ม ีจ ำน วน เซ ล ล ์ต ั้ง แ ต ่ 102-1 0 5 C F U / m l เซ ่น เด ีย วก ัน  แ ต ่ส า ม า รถ  

ต ร ว จ พ บ แ ถ บ ข อ ง  cD N A  ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ ใน ข ุม ซ น ได ้ม าก ถ ึง  5 ซ น ิด  โด ย  3 ช น ิด แ รก ท ี่พ บ เห ม ือ น ก ับ ท ี 

ต ร ว จ ส อ บ ด ้ว ย เท ค น ิค  PCR -DGGE แ ล ะช น ิด ท ี่ 4 แ ล ะ  5 ท ี่พ บ เพ ิ่ม ค ือ  Vibrio parohaemolyticus 
แ ล ะ  Vibrio flu v ia iis  แ ส ด งด ังต า รา งท ี่ 4 .3  (ค อ ล ัม น ์ B-E) ท ั่ง น ี้ก า ร ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์ส า ม า ร ถ เข ้า จ ับ ก ับ  

ว ิบ ร ิโอ  3 ส ป ีช ีล ์ (PCR-DGGE) แ ล ะ /ห ร ือ  5 ส ป ีช ีล ์ (R T -PCR -D G G E) น ี้ก ่อ น ท ั่ง ท ีม ีจ ำ น ว น ป ร ะ ซ า ก ร  

ข อ ง เซ ล ล ์เท ่า ก ัน  อ า จ เป ็น ผ ล ม า จ า ก ก า ร ท ี่ส ป ีช ีล ์ท ี่ม ีจ ำ น ว น  rR N A  o p re ro n  ม า ก ก ว ่า ส ป ีช ีล ์อ ื่น ๆ ซ ึ่ง  

จ ำ น ว น  rR N A  o p re ro n  ท ี่ม ีเ ป ็น ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง เช ื้อ ใ น แ ต ่ล ะ เซ ล ล ์ ( ม ีฐ า น ข ้อ ม ูล เ ร ื่อ ง จ ำ น ว น  rRN A
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o p re ro n  ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ส า ม า รถ ส ืบ ค ้น ไ ด ้จ า ก  rRNA o p re ro n  d a ta b a s e )  ท ั้ง น ี้จ า ก ผ ล ก า รศ ึก ษ า น ี้ 

จ ะ เห ็น ว ่า ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  RT -PCR-DGGE ส า ม า รถ ต ร ว จ พ บ จ ำ น ว น ช น ิด ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ ไ ด ้ 

ม า ก ก ว ่า ก า ร ต ร ว จ ว ิเ ค ร า ะ ห ์ด ้ว ย ด ีเ อ ็น เ อ  ท ั้ง น ี้อ า จ เน ื่อ ง จ า ก ใ น ข ั้น ต อ น ก า ร เป ล ี่ย น อ า ร ์เ อ ็น เอ เป ็น  

c o m p le m e n ta r y  D N A  (cD N A ) ด ้วย เอ น ไซ ม ์ R e ve rse  t ra n s c r ip ta s e  ท ำ ให ้ด ีเอ ็น เอ ท ี่ใซ ้เป ็น ด ีเอ ็น  

เอ แ ม ่แ บ บ  (D N A  t e m p la t e )  ม ีค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ึ๋ส ูง ก ว ่า ด ีเอ ็น เอ ท ี่ส ก ัด จ า ก เซ ล ล ์โ ด ย ต ร ง  ซ ึ่ง อ าจ ย ังม ีส ิ่ง  

ป น เป ีอ น อ ย ูใน โค รงส ร ้า งข อ งด ีเอ ็น เอ  ด ังท ั้น เม ื่อ เพ ิ่ม จ ำน วน ข อ ง  c D N A  ด ้ว ย เท ค น ิค พ ีซ ีอ า ร ์ จ ึงส ่งผลให ้ 

cD N A  ส า ม า รถ จ ับ ก ับ ไ พ ร เม อ ร ้ไ ต ้อ ย ่า ง จ ำ เพ า ะม าก ก ว ่า  จ ึงม ีผ ล ท ำให ้พ บ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ ว ิบ ร ิโอ ท ี่ 

ใ ช ้อ า ร ีเอ ็น เอ แ ล ะ ว ิเค ร า ะห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  RT -PCR-DGGE ม าก ก ว ่า แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ใช ้ด ีเอ ็น  

เอ แ ล ะว ิเค รา ะห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  PC R -D G G E  ซ ึ่ง ถ ือ เป ็น ร าย ง าน ว ิจ ัย แ รก ท ี่พ บ ว ่า เท ค น ิค  R T -PCR -D G G E  มี 

ค ว าม ไ ว ใน ก ารก า รต รวจ ส ูง ก ว ่า  PCR -D G G E

ต ารางท ี่ 4.1 ก า ร เต ร ีย ม เซ ล ล ์ส ร ้า งช ุม ช น ข อ งว ิบ ร ิโอ แ บ บ ท ี่ 1 แล ะ 2 ส ำ ห ร ับ ใช ้ใน ก า รป ร ะ เม ิน ค ่า  

ต ำส ุด ท ี่ว ิเค รา ะห ์ได ้ ( d e te c t io n  lim it )  ของเท คน ิค  PCR -D G G E  และ R T -PC R -D G G E

V ibrio species

จำนวนการ 
ประมาณจำบวบ 
เซลล์เร่ิมต้น 
(CFU/ml)

ค่าความเข้มข้นของเซลล์ CFU/ml (dilution ท่ีใช้)

A B C อ E

Vibrio chole lae 1.30 X 109 10 (10‘8) 102 (10‘7) 103 (10 ๆ 104 (10‘5) 105 (10‘4)

Vibrio parahaem olyticus 1.20 X 109 10 Ü0 '8) 102 (10 7) 103 (10*6) 104 0 0 '5) 10s (104)

Vibrio flu v ia lis 7.70 X  108 10 (107) 102 (10 6) 103 (10‘5) 104 (10'4) 105 (103)

Vibrio miทา icus 3.30 X 109 10 (10'8) 102 (10 7) 103 (106) 104 (10'ๆ 105 (10'4)

Vibrio alçino lyticus 3.30 X 109 10 (10‘8) 102 (10'7) 103 (10'6) 104 (10‘5) 105 (10‘4)

Vibrio harveyi 1.90 X 108 10 (10 7) 102 (10 6) 103 (105) 104 (104) 105 (10 3)

Vibrio furn issii 1.50 X 109 10 U0 '8) 102 (10 7) 103 (10‘6) 104 (10‘5) 105 (104)

Vibrio vulnificus 6.40 X  108 10(10‘7) 102 (10 6) 103 (103) 104 (10‘4) 105 (10‘3)

Plesiom onas sh içello ides 1.80 X  108 10 (10*7) 102 (106) 103 (10~5) 104 (10‘4) 105 (10'3)

Aeromonas hydrophila 2.20 X 109 10 (10 s) 102 น 0 '7) 103 (10‘6) 104 (10*5) 105 (10‘4)

เม ื่อ ศ ึก ษ า ค ่า ต ํ่า ส ุด ท ี่ว ิเค ร า ะ ห ์ไ ด ้ (d e te c t io n  l im it)  ข อ ง ช ุม ช น แ บ บ ท ี่ 2  ค ือ ช ุม ช น ท ี่ม ีซ น ิด  

แ ล ะจ ำ น ว น เซ ล ล ์ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ แ ต ก ต ่า ง ก ัน  เม ื่อ ใช ้เท คน ิค  PCR -D G G E  ใน ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ผ ล ก า รท ด ล อ ง  

แสด งด ังต ารางท ี่ 4 .2  (ค อ ล ัม น ์ F-J ) พ บ ว ่า ต รว จ พ บ เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ม ีร ะด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ส ูง ส ุด ส อ ง ล ำด ับ  

แ รก เท ่าน ั้น  แ ต ่เม ื่อ ว ิเค ร า ะห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  RT -PCR-DGGE ส า ม า ร ถ ต ร ว จ พ บ เช ื้อ ท ี่ม ีร ะ ด ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น

ส ูงส ุด ถ ึงห ้าล ำด ับ แ รก  ต ารางท ี่ 4 .3  (คอล ัมน ์ G-J )
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ด ัง น ั้น จ า ก ก า รป ร ะ เม ิน ค ่า ต ่ท ส ุด ท ี่ว ิเค ร า ะ ห ์ไ ด ้ (d e te c t io n  l im it)  ใ น ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์เช ื้อ  

ว ิบ ร ิ'โอด ้วย เท คน ิค  PCR -D G G E  แ ล ะ  R T -PC R -D G G E  พ บ ว ่าท ั้ง ส อ ง ว ิธ ีส าม า รถ ต รวจ ว ิบ ร ิโ อ ท ุก ช น ิด ท ี่ม ี 

จ ำ น ว น เซ ล ล ์ใ บ ช ุม ช น ม า ก ก ว ่า  101 C F U / m l ช ื้น ไป  ท ี่ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ผ ล ก า ร ว ิจ ัย ข อ ง  E ile r  แ ล ะ  

B e rt ils so n  (2006) ซ ึ่ง ราย งาน ว ่า  PC R -D G G E  ต รวจพ บ เช ื้อ ว ิบ ร ิโอ ได ้ต ั้ง แ ต ่ 102 C F U /g  อ ย ่างไ รก ็ต าม  

ง า น ว ิจ ัย น ี้เ ป ็น ก า ร ศ ึก ษ า ก า ร ต ร ว จ ว ิเ ค ร า ะ ห ์เ ช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ด ้ว ย เท ค น ิค  PC R -D G G E  เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  

RT-PCR-DGGE เ ป ็น ค ร ั้ง แ ร ก จ ึง ย ัง ไ ม ่ม ีร า ย ง า น ก า ร ศ ึก ษ า เก ี่ย ว ก ับ เ ร ื่อ ง ข อ ง ค ว า ม ไ ว ช อ ง เท ค น ิค  

RT-PCR-DGGE ใน ก า รต รว จ ส อ บ เช ื้อ ท ุก ช น ิด  แ ต ่อ า จ อ ภ ิป ร า ย ไ ด ้ว ่า ก า รต รว จ ว ิเค ร า ะห ์เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ด ้ว ย  

ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ค ุณ ส ม บ ัต ิช อ ง อ า ร ีเ อ ็น เอ น ั้น  จ ะ ต ้อ ง เป ล ี่ย น อ า ร ีเ อ ็น เอ เป ็น  c o m p le m e n t a r y  D N A  

(cDNA) ซ ึ่งม ีข ั้บ ต อ น ก ารท ำให ้บ ร ิส ุท ธ ึ๋ (ก ำจ ัด ด ีเอ ็น เอ ท ี่ป บ เป ้อ บ ด ้ว ย  D N ase )w าให ้ c D N A  t e m p la t e  

ม ีค ว าม บ ร ิส ุท ธ ึ๋ส ูง ก ว ่า  ไ พ ร เม อ ร ีจ ึง ส า ม า รถ เข ้า จ ับ ก ับ  cD N A  ได ้อ ย ่า งจ ำ เพ า ะม าก ช ื้น  เม ื่อ เพ ิ่ม จ ำ น ว น  

ด ้วย เท ค น ิค พ ีซ ีอ าร ี แ ต ใน ส ่ว น ช อ งด ีเอ ็น เอ ข ั้น ต อ น ก ารส ก ัด ม ีก า รท ำให ้บ ร ิส ุท ธ ี้แ ต 1เป ็น ก า รส ก ัด โ ด ย ต รง  

จ า ก เซ ล ล ์จ ึง อ าจ ท ำ ให ้ม ีส า รป ระ เภ ท ฮ ีส โต น ท ี่จ ับ ก ับ โค รง ร ่า งช อ งด ีเอ ็น เอ ห ล ง เห ล ือ อ ย ู่ไ ป ช ัด ช ว า งก า ร  

เข ้า จ ับ ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ีท ำ ให ้ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ีท ี่ไ ด ้ม ีจ ำ น ว น ท ี่น ้อ ย ก ว ่าท ี่ค ว รจ ะ เป ็น  (Shi e t al., 2010; ส ุด  

สาย ต ร ีว าน ิซ  a n d  ส าย พ ิณ  ท า น ัข ฌ า ส ัย ,  2546) แ ล ะ เม ื่อ ท ำ ก า ร แ ย ก ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ีด ้ว ย เท ค น ิค  

DGGE จ ึง ป ราก ฏ แ ถ บ ด ีเอ ็น ไ ด ้จ ำน วน น ้อ ย ก ว ่า แ ถ บ ข อ งอ า ร ีเอ ็น เอ  จ ึงท ำให ้เท คน ิค  R T -PC R -D G G E  จ ึง 

ส า ม า รถ ต ร ว จ พ บ เช ื้อ ไ ด ้ม า ก ก ว ่า แ ล ะม ีค ว า ม ไ ว  (sen s it iv ity ) ม าก ก ว ่า เท ค น ิค  PC R -D G G E  ด ัง น ั้น ใน  

การศ ึกษ าน ี้จ ึง เล ือ ก เท ค น ิค  R T -PC R -D G G E  ใ น ก า รน ำ ไ ป ใช ้ป ร ะ เม ิน ป ร ะส ิท ธ ิภ า พ ใน ก า รศ ึก ษ าข ั้น ต อ น  

ต ่อไป เน ื่อ งจ าก ม ีค วาม ไวส ูงก ว ่า เท ค น ิค  PC R -D G G E  แ ล ะ ส า ม า รถ ใช ้ใ น ก า ร ร ะ บ ุส ภ า ว ะก า รม ีช ีว ิต ช อ ง  

เซลล ์ได ้ แ ล ะท ี่น ่าส น ใจค ือ เม ื่อ ท ำก ารท ด ล อ ง  3 ซ ํ้า พ บ ว ่าผ ล ก ารท ด ล อ งท ี่ได ้เป ็น ไป ใน แ น วท าง เด ีย วก ัน  

ซ ึ่ง แ ส ด ง ให ้เห ็น ถ ึงค วาม ส ม ํ่า เส ม อ ช อ งป ฏ ิก ิร ิย าพ ีซ ีอ า ร ี (PC R  c o n s is te n c y )  ซ ึ่ง แ ส ด ง ให ้เห ็น ว ่าก า ร เข ้า  

จ ับ ข อ งไพ รเม อ ร ีเป ็น ไป ใน ล ัก ษ ณ ะ t e m p la t e  c o n te n t  o r ie n te d  โ ด ย จ ะ เข ้า จ ับ ก ับ ด ีเอ ็น เอ ด ้น แ บ บ  

( te m p la te )  ท ี่ม ีค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ห ร ือ ม ีป ร ิม า ณ ม า ก ก ว ่า เ ส ม อ  ซ ึ่ง ก า ร เ ข ้า จ ับ แ บ บ น ี้จ ะ ช ่ว ย ใ ห ้ก า ร  

ป ร ะ เม ิน ผ ล ก า ร ต ร ว จ พ บ ม ีค ว า ม ช ัด เจ น ม า ก ช ื้น  ท ั้ง น ี้ม ีร า ย ง า น ย ืน ย ัน ว ่า ช น ิด ช อ ง ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีค ว า ม  

ห ล าก ห ล าย ไม ่ได ้ส ่งผ ล ต ่อ ก ารเข ้าก ับ  t e m p la t e  ข อ งไพ รเม อ ร ี แ ต ่ป ัจ จ ัย ท ี่ม ีอ ิท ธ ิพ ล ห ล ัก ค ือ จ ำน ว น ก ็ 

อ ป ป ้ช อ ง ด ีเอ ็น เอ ห ร ือ ป ร ิม าณ ช อ ง ด ีเอ ็น เอ ต ้น แ บ บ  (D N A  t e m p la te )  น ั่น เอ ง  (E ile r  a n d  B e r t ils s o n , 

2006)



o it 'Oogesse

ต า รา ง ท ี่ 4 .2  ก า รต รวจ พ บ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ งช ุม ซ น ว ิบ ร ิโ อ แ บ บ ท ี่ 1 แ ล ะแ บ บ ท ี่ 2 ท ี่ต รวจ ส อ บ โด ย ว ิธ ี PC R -D G G E

P o p u la tio n  m ixtu res (cfu/m l)

A B c D E F G H 1 J

Vibrio cholerae 10' 1๙ 1๙ 10* 1๙ 1๙ 1๙ 10* 1๙ 1๙

- + + -*- + + HP + + +

Vibrio porohoem oiyticus 101 102 103 10* 103

Vibrio Jluviolis 1๙ 1๙ 1๙ 1๙ 1๙

Vibrio mimicus 10- 1๙ 1 ๙ 1๙ 1๙ 1๙ 1๙ 1๙ 1๙ 1 ๙

- + + + + 4- + + + 4-

Vibrio olginolyticus 1๙ 1๙ « 103 10* 1๙ 1๙ 1 ๙ 103 1๙ 1๙

- + -1- + + - - - - -

Vibrio harveyi 1๙ 1๙ 1๙ 1๙ 1๙

Vibrio Jumissii 101 102 103 10* 10s

Vibrio vulnificus 10' 1๙ 103 1๙ 1๙

Plesiomonas shigetloides 10 10 10 10 10

Aerom onos hydrophila i o ’ 1๙ 1๙ 1๙ 1๙

- - - - -

+ คือตรวจพบแถบดีเอ็นเอของเชื้อวิบริโอในการตรวจสอบโดยวิธี PCR-DGGE

-  คือตรวจไม่พบแถบดีเอ็นเอของเชื้อวิบริโอในการตรวจสอบโดยวิธี PCR-DGGE
บา 
บิว
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ต า รางท ี่ 4 .3  ก า รต รวจ พ บ แ ถ บ อ า ร ์เอ ็น เอ ข อ งช ุม ช น ว ิบ ร ิโ อ แ บ บ ท ี่ 1 แ ล ะแ บ บ ท ี่ 2 ท ี่ต รวจ ส อ บ โด ย ว ิธ ี R T -PC R -D G G E

Popu lation  m ixtures (cfu/m ü

A B c D E F G H 1 J

Vibrio choleras 10- 10* 10* 10- 10* 10* 10* 104 10* 10*

- + + + +■ + + ■+• +

Vibrio parahaemolyticus 101 10J IO3, 104 10* 10* 10* 104 104 103

- + + + + + + + +

Vibrio /luV a Us i o ’ 102 10* io ” 10* 10* 104 10* IO4 10*

- + + + + - + ■+ -f- -h
Vibrio mimicus 10’ 10* 10* 10- 10* 102 104 10* 10* 10*

- + + + + - + -I- -4- -t-

Vibrio alginolyticus 101 IO2 IO1 104 10* 102 10s 10* 10* IO2

- + -4- + - + + + -4-

Vibrio harveyi 10* IO2 10* 104 10*

Vibrio fumissii i o ’ 102 H* ๐
 

1
c

104 10*

V ib r io  v u ln if ic u s 10- 102 10* 104 10*

Ptesiomonas shigelLoides IO5 IO2 10* 104 10*

Aeromonas hydrophile 10 ’ 102 10* 104 10*

- - - - -

+ คือตรวจพบแถบดีเอ็นเอของเชื้อวิบริโอในการตรวจสอบโดยวิธี PCR-DGGE
-  คือตรวจไม่พบแถบดีเอ็นเอของเชื้อวิบริโอในการตรวจสอบโดยวิธี PCR-DGGE
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4.3 ก า รป ร ะ เม ิน ผ ล ข อ ง ส ภ า ว ะ ข อ ง เซ ล ล ์ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ ต ่อ ก า รต ร ว จ ส อ บ โ ด ย ว ิธ ี R T -P C R -D G G E

เน ื่อ ง จ า ก ใ น ก ร ะ บ ว น ก า ร แ ป ร ูป อ า ห า ร ม ีก า ร ใ ช ้ค ว า ม ร ้อ น  ค ว า ม เย ็น แ ล ะก า รแ ซ ่เย ือ ก แ ข ็ง ซ ึ่ง  

ป ิจ จ ัย เห ล ่าน ี้ต ่า งก ็ม ีผ ล ต ่อ เซ ล ล ์ข อ งจ ุล ิน ท ร ืย ์ท ี่ม ีอ ย ู่ใน อ าห าร  อ าจ ท ำ ให ้จ ุล ิน ท ร ีย ์เก ิด ก า รบ า ด เจ ็บ แ ล ะ  

ส ่ง ผ ล ต ่อ ก า รต รวจ ส อ บ ก า รป น เป ีอ น ข อ ง จ ุล ิน ท ร ืย ัใ น อ าห า รท ำ ให ้ผ ล ก า รต รวจ ว ิเค รา ะห ์ท ี่ไ ด ้เป ็น ผ ล ล บ  

ลวงได ้ (fa lse  n eg a t iv e ) โ ด ย ท ี่ใ น ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า รย ัง ค ง ม ีเช ื้อ จ ุล ิน ท ร ืย ์ป น เป ีอ น อ ย ู่ แ ต ่เน ื่อ ง จ าก เซ ล ล ์ 

อ ย ู่ใ น ส ภ า ว ะบ า ด เจ ็บ จ ึง ไ ม ่ส า ม า รถ เจ ร ิญ เพ ิ่ม จ ำ น ว น ใน อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ไ ด ้จ ีง ต รว จ ไ ม ่พ บ เช ื้อ ด ัง ก ล ่า ว  

แต่เม ื่อ อ า ห า รม ีส ภ า ว ะ เห ม า ะ ส ม ก ับ ก า ร เจ ร ิญ 1ข อ ง เช ื้อ ห ร ือ เช ื้อ พ ิ่น ส ภ าพ  เซ ล ล ์ก ็จ ะ เพ ิ่ม จ ำน วน แ ล ะท ำ  

ให ้อ าห า ร เก ิด ก า ร เส ื่อ ม เส ีย ห ร ือ อ า จ ท ำ ให ้เก ิด โ รค อ าห า ร เป ็น พ ิษ ไ ด ้ ต ัง น ี้น ใน ก า รท ด ล อ ง น ี้จ ึง ต ้อ ง ก า ร  

ต ร ว จ ส อ บ ป ระส ิท ธ ิภ าพ ข อ ง ว ิธ ี R T -PC R -D G G E  ใน ก ารต รวจ ส อ บ เซ ล ล ์ท ี่ม ีข ีว ิต  ( v ia b le  c e l l)  ท ี่อย ู่ใน  

ส ภ า ว ะบ า ด เจ ็บ เน ื่อ ง จ า ก ก ร ะ บ ว น ก า รแ ป ร ร ูป อ า ห า ร

ใน ก า ร ท ด ล อ ง ใช ้เช ื้อ ม า ต ร ฐ า น ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ จ ำ น ว น  10 ส ป ีซ ีส ์โ ด ย แ ป รส ภ า ว ะ ข อ ง เช ื้อ เป ็น  3 

ส ภ า ว ะค ือ  เซ ล ล ์ส ม บ ูรณ ์ (V ia b le  c e l l;  V C ) เซ ล ล ์ท ี่อ ย ู่ใ น ส ภ า ว ะบ าด เจ ็บ  (In ju red  c e l l;  IVC) แ ล ะ  

เซ ล ล ์บ าด เจ ็บ ท ี่ผ ่าน ก า ร  p r e - e n r ic h m e n t  (In ju red c e l l  + p re -e n r ic h m e n t;  PIVC) เม ื่อ ว ิเค ร า ะห ์ 

โด ย เท ค น ิค  RT -PCR -D G G E  พ บ ว ่า ป ร า ก ฏ แ ถ บ  cD N A  ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ ม า ต รฐ า น ท ั้ง  10 ส ป ีซ ีล ์จ าก ท ั้ง  3 

ส ภ า ว ะ  ไม ่แ ต ก ต ่า งก ัน  แ ส ด งด ังภ าพ ท ี่ 4 .6  - 4.8 ย ก เว ้น เช ื้อ  Plesiomonas shigelloides ท ี่ซ ึ่ง เม ื่อ  

เซ ล ล ์ท ี่อ ย ู่ใน ส ภ าวะบ าด เจ ็บ  (IVC) แ ล ะ เซ ล ล ์บ าด เจ ็บ ท ี่ผ ่าน ก า ร  p re -e n r ic h m e n t  (PIVC) จ ะ ป ร า ก ฏ  

แถบ ข อง cD N A  ม า ก ก ว ่า  1 แ ถ บ  ( m u lt ip le  b an d ) แ ส ด งด ังภ าพ ท ี่ 4.7 แ ล ะ  4 .8  ( L a n e  13) ท ั้ง น ี้ 

อ า จ อ ธ ิบ า ย ไ ด ้ว ่า ก า รแ ซ ่แ ข ็ง  (-20 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส ) ม ีผ ล ต ่อ โ ค ร ง ส ร ้า ง อ า ร ีเอ ็น เอ ข อ ง เซ ล ล ์ข อ ง เช ื้อ  

Plesiomonas shigelloides โด ย อ าจ ท ำให ้โค รงส ร ้า ง เก ิด ก ารแ ต ก ห ัก  (d e n a tu ra n te d )  ห ร ือ เก ิด ก า ร  

เป ล ี่ย น แ ป ล งส ภ าพ  (d e fo rm a te d )  จ ึง ม ีผ ล ท ำให ้ไ พ ร เม อ ร ีเช ้า จ ับ ไ ด ้อ ย ่า ง ไ ม ่จ ำ เพ า ะ  แ ต ่ท ั้งน ี้ย ัง ไม ่ม ี 

ร า ย ง า น เก ี่ย ว ก ับ ผ ล ข อ งก า รแ ซ ่แ ข ็ง ต ่อ โ ค รงส ร ้า ง อ า ร ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ ด ัง ก ล ่า ว  แ ต ่ก ็ม ีก า ร ร า ย ง า น ข อ ง  

S za b o a  a n d  M a c k e y  (1 999 ) เก ี่ย ว ก ับ ผ ล ข อ ง ค ว า ม ร ้อ น ต ่อ โ ค ร ง ส ร ้า ง ข อ ง อ า ร ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ อ ื่น ๆ  

ค ือ Salm onella  E e n te r it id is  เม ื่อ ต รว จ ส อ บ ด ้ว ย ว ิธ ี RT -PCR-DGGE พ บ ว ่า โค รงส ร ้า งข อ งอ า ร ีเอ ็น เอ  

ถ ูก ท ำล าย เม ื่อ ได ้ร ับ ค ว าม ร ้อ น ซ ึ่ง ส ่ง ผ ล ต ่อ ก า รจ ับ ก ัน ข อ งไพ รเม อ ร ีก ับ  cD N A  จ ึงท ำ ให ้ไ ม ่ส าม า รถ ต รวจ  

พ บ เช ื้อด ังกล ่าวด ้วยว ิธ ี RT-PCR-DGGE นอกจากน ี้ผ ลการท ดสอบบ ่งช ื้ด ้วยว ่า  Plesiomonas shigelloides 
ท ี่บ า ด เจ ็บ แ ล ะผ ่า น ก า ร  p r e - e n r ic h m e n t  อ าจ ไม ่ส ร ้า ง อ า ร ีเอ ็น เอ ให ม ่ เน ื่อ ง จ า ก เซ ล ล ์อ ย ู่ใ น ช ่ว ง ป ร ับ  

ส ภ าพ ให ้พ ิ่น ด ัว  จ ึง ย ัง ไม ่ม ีก า รแ บ ่ง เซ ล ล ์ ด ัง จ ะ เห ็น ได ้จ าก ก ารย ังพ บ  m u lt ip le  b a n d  ข องเซ ล ล ์ท ี่ผ ่าน  

การ p re -e n r ic h m e n t

เม ื่อ พ ิจ า รณ า แ ถ บ ข อ ง  c D N A  ข อ ง เซ ล ล ์ท ี่อ ย ู่ใ น ส ภ าวะ เซ ล ล ์บ าด เจ ็บ  แ ต ่ผ ่าน ข ั้น ต อ น ก ารท ำ  

p re -e n r ic h m e n t  (PIVC) จ ะ เห ็น ว ่า ค ว าม เข ้ม ข อ งแ ถ บ  cD N A  ม ีค วาม เข ้ม  ( in te n s ity )  ท ี่น ้อ ย ก ว ่า แ ถ บ  

cD N A  ข อ ง เซ ล ล ์ส ม บ ูรณ ์ (VC) แ ล ะ เซ ล ล ์ท ี่อ ย ่ใ น ส ภ า ว ะบ าด เจ ็บ  (IVC) แ ส ด งด ังภ าพ ท ี่ 4 .8  ท ั้งน ี้อ าจ
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เก ิด จ า ก ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เซ ล ล ์ท ี่ใ ข ้ใ น ก า ร ส ก ัด  โ ด ย เซ ล ล ์ส ม บ ูร ณ ์ (VC) แ ล ะ เซ ล ล ์ท ี่อ ย ู่ใ น ส ภ า ว ะ  

บ าด เจ ็บ  (IVC) ส ก ัด จ าก เซ ล ล ์ท ี่ม ีค ว าม เข ้ม ข ้น เร ิ่ม ต ้น  108 C F U / m l ท ี่ท ำก ารบ ่ม  2 4  ช ั่วโมง ป ร ิม า ต ร  1 

ม ิล ล ิล ิต ร  ใน ข ณ ะท ี่เซ ล ล ์ท ี่อ ย ู่ใน ส ภ าวะ เซ ล ล ์บ าด เจ ็บ แ ต ่ผ ่าน ข ั้น ต อ น ก ารท ำ  p r e -e n r ic h m e n t  (PIVC) 

ใช ้เซ ล ล ์ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น เด ีย วก ัน ค ือ  108 C F U / m l จ ำ น ว น  1 ม ิล ล ิล ิต ร  แ ล ะน ำไป แ ซ ่เย ือ ก แ ข ็ง  จ าก น ั้น  

p re -e n r ic h m e n t  ใน  T r y p t ic  s o y  b ro th  ท ี่ม ีเก ล ือ ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  1 ป ร ิม า ต ร  90  m l แ ล ะบ ่ม  

เป ็น เวล า  12 ช ั่วโมง ด ัง น ั้น เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เซ ล ล ์ต ่อ ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร  เซลล ์ท ี่อย ู่ 

ใ น ส ภ า ว ะ  PIVC จ ะ ม ีค ว าม เข ้ม ข ้น ฃ อ ง เช ื้อ ท ี่น ้อ ย ก ว ่า เซ ล ล ์เร ิ่ม ต ้น ข อ ง เซ ล ล ์ส ม บ ูรณ ์ (VC) และเซ ล ล ์ท ี่ 

อ ย ู่ใ น ส ภ า ว ะ บ า ด เจ ็บ  (IVC) จ ึง ม ีผ ล ให ้ค ว า ม เข ้ม ข อ ง แ ถ บ  cD N A  ข อ ง เซ ล ล ์ท ี่อ ย ู่ใ น ส ภ า ว ะ  PIVC มี 

ค วาม เข ้ม  ( in te n s ity )  ท ี่น ้อ ย ก ว ่า  ซ ึ่ง ใน ป ระ เด ็น น ี้ย ัง เป ็น ก า รบ ่งช ื้ไ ด ้ช ัด เจ น ข ึ้น ว ่า เซ ล ล ์ท ี่บ าด เจ ็บ อ าจ ไม ่ 

เพ ิ่ม จ ำ น วน ใน ก า ร  p r e - e n r ic h m e n t  อ ย ่า ง ไ รก ็ต าม ส ำห ร ับ เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ท ี่เป ็น เช ื้อ ท ี่พ บ ก า ร ราย งาน  

ว ่าท ำ ให ้เก ิด โ รค บ ่อ ย ๆ ไ ด ้แ ก ่ Vibrio cholerae, Vibrio parahoem oiyticus, Vibrio fluv ia lis  แ ล ะ  

Vibrio aiçinoiyticus ท ี่ม ีส ภ า ว ะ เซ ล ล ์ใ น ท ุก ร ูป แ บ บ ย ัง ส า ม า ร ถ ป ร า ก ฎ แ ถ บ  c D N A  ได ้อ ย ่า งช ัด เจ น  

ด ัง น ั้น จ ึง ค า ด ว ่า น ่า จ ะ ส า ม า ร ถ น ำ ว ิธ ี RT -PCR-DG G E ไ ป ป ร ะ ย ุก ต ไ ข ้ใ น ก า ร ต ร ว จ เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ก ล ุ่ม น ี้ใ น  

ต ัวอ ย ่างอ าห ารท ี่ผ ่าน ก ารแ ซ ่แ ข ็ง ได ้ 1

1 2  3  4  5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

ภ าพ ท ี่ 4 .6  ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ฃ อ ง เช ื้อ ม าต รฐ าน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ส ภ า วะ เซ ล ล ์ส ม บ ูรณ ์ (VC) บ น พ อ ล ือ ะค ร ิล า  

ไ ม ด ์เจ ล ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10 (RT-PCR -DG G E)

(Lane 1 คือ Vibrio cho le rae  + P le s iom onas sh içe lo ides + Aerom onas hydroph ilo , 2 คือ Vibrio pa rahoem oiy ticu s  + 

Vibrio harveyi, 3 คือ Vibrio f lu v ia lis  + Vibrio alg ino lyticus + Vibrio furnissii, 4 ค ือ Vibrio m im icus + Vibrio vu ln ifcus, ร 

คื อ Vibrio cho lerae , 6 ค ือ  Vibrio parahoem oiyticus, 7 ค ือ Vibrio flu v ia lis , 8 ค ือ  Vibrio a lç ino lyticus, 9 ค ือ  Vibrio 

mimicus, 10 คือ Vibrio harveyi, 11 คือ Vibrio furnissii, 12 คือ Vibrio vulnificus, 13 คือ P le s iom onas sh içe lo ides และ 14 

คือ Aerom onas hydroph ila )
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

ภ าพ ท ี่ 4 .7  ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ฃ อ ง เช ื้อ ม าต รฐาน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ  เซ ล ล ์ท ี่อ ย ู่ใน ส ภ าวะบ าด เจ ็บ  (IVC) บ น พ อ  

ล ีอ ะค ร ิล า ไ ม ล ์เจ ล ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10 (RT-PCR-DGGE)

(Lane 1 คือ Vibrio cho lem e  + P les iom onas shiçeloides + Aerom onas hydroph ilo , 2 คือ Vibrio parahaem o ly ticus  + 

Vibrio harveyi, 3 ล ือ Vibrio f lu v ia lis  + Vibrio a lç ino lyticus + Vibrio furnissii, 4 ล ือ Vibrio ทาim icus + Vibrio vulnificus, 5 

ค อ Vibrio cho lerae , 6 ค ือ  Vibrio parahaem olyticus, 7 ค ือ Vibrio f lu v ia lis , 8 ค ือ  Vibrio algino lyticus, 9 ค ือ  Vibrio 

mimicus, 10 คือ Vibrio harveyi, 11 คือ Vibrio furnissii, 12 คือ Vibrio vulnificus, 13 คือ P le s iom onas shigelo ides และ 14 

คือ Aerom onas hyd roph ila )

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

ภ าพ ท ี่ 4 .8  ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ฃ อ ง เช ื้อ ม าต รฐาน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ  ท ี่เซ ล ล ์ท ี่อ ย ู่ใน ส ภ าวะเซ ล ล ์บ าด เจ ็บ แ ต ่ผ ่าน  

ช ื้นตอบการทำ p r e - e n r ic h m e n t  (PIVC) บ น พ อ ล ีอ ะค ร ิล า ไม ล ์เจ ล ค วาม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10 (RT-PCR - 

DGGE)

(Lane 1 คือ Vibrio cho le rae  + P le s iom onas shigeloides + Aerom onas hydroph ila , 2 คือ Vibrio pa rahaem oly ticus  + 

Vibrio harveyi, 3 ค ือพbrio f lu v ia lis  + Vibrio alg ino lyticus + Vibrio furnissii, 4 ค ือพbrio  m im icus + Vibrio vulnificus, 5 

คือ Vibrio cho lerae , 6 คือ Vibrio parahaem olyticus, 7 คือ Vibrio flu v ia lis , 8 คือ Vibrio a lfn o ly t icu s , 9 คือ Vibrio 

mimicus, 10 คือ Vibrio harveyi, 11 คือ Vibrio furnissii, 12 คือ Vibrio vulnificus, 13 คือ P le s iom onas shigelo ides และ 14 

- คือ Aerom onas hydroph ila
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4 .4  ก า ร ป ร ะ เม ิน ว ิธ ี R T -P C R -D G G E  ท ี่พ ัฒ บ า ส ำ ห ร ับ ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ว ิบ ร ิโ อ ใ น ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร

จ า ก ก า รพ ัฒ น า ว ิธ ีก า รต ร ว จ ส อ บ เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ด ้ว ย ว ิธ ี R T -PC R -D G G E  โด ย ใช ้เช ื้อ ม าต รฐ าน ก ล ุ่ม  

ว ิบ ร ิโ อ  พ บ ว ่า ว ิธ ี R T -PCR -D G G E  ม ีศ ัก ยภ าพ ท ี่จ ะส ามารถน ำไป ใช ้ใน ก ารบ ่งซ ี้ช น ิด ข อ ง เช ื้อ ใน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโอ  

ได ้ ด ัง น ั้น จ ึง ได ้น ำไป ป ระ เม ิน ค วาม เป ็น ไป ได ้ข อ งว ิธ ี RT -PC R -D G G E  ใน ก า รต รวจ ว ิบ ร ิโ อ ใน อ าห า ร เท ีย บ  

ก ับ ว ิธ ีม า ต ร ฐ า น  (U S  F o o d  an d  Drug A d m in is t ra t io n , 2 0 0 4 )  โ ด ย เต ร ีย ม ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร ท ี่ม ีก า ร  

เต ิม เช ื้อ  Vibrio parahaemolyticus ท ี่ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เซ ล ล ์ต ั้ง แ ต ่ 1 0 1-105 C F U / m l ใ น ก า ร  

ท ด ล อ งน ี้เล ือ ก ใช ้ต ัวอ ย ่างป ล าห ม ึก แ ซ ่แ ข ็ง เป ็น ต ัวอ ย ่า งท ี่ใช ้ใน ก ารท ด ส อ บ  เน ื่อ งจ าก เป ็น ต ัวอ ย ่า งอ าห าร  

ท ะ เล ท ี่ม ัก พ บ ก า รป น เป ีอ น ข อ ง เช ื้อ ใน ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ  แ ล ะ เป ็น ต ัว อ ย ่า ง อ าห า รท ี่เต ร ีย ม ให ้ป ราศ จ าก เช ื้อ ไ ด ้ 

ง ่า ย เน ื่อ ง จ าก ม ีล ัก ษ ณ ะผ ิวท ี่เ ร ีย บ

เม ื่อ น ำต ัว อ ย ่า งป ล าห ม ึก ท ี่เต ิม เช ื้อ  Vibrio parahaem olyticus ท ี่ร ะด ับ ค วาม เข ้ม ข ้น เซ ล ล ์ท ี่ 

แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ม า ต ร ว จ ส อ บ ด ้ว ย เท ค น ิค  RT -PCR -DG G E เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ว ิธ ีม า ต ร ฐ า น  ผ ล ก ารท ด ล อ ง  

พ บ ว ่า ผ ล ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ด ้ว ย ท ั้ง ส อ ง ว ิธ ีม ีค ว า ม ส อ ด ค ล ้อ ง ก ัน  ก ล ่า ว ค ือ ใน ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ไ ม ่ม ีก า ร เต ิม เช ื้อ  

ด ังกล ่าวตรวจไม ่พบ เช ื้อ  Vibrio parahaemolyticus ส ่วนต ัวอย ่างท ี่ม ีก ารเต ิม เซ ือ  Vibrio parahaemolyticus 
ท ี่ม ึร ะ ด ับ ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง เซ ล ล ์แ ต ก ต ่า ง ก ัน  พ บ ว ่า ก า รต ร ว จ ด ้ว ย ว ิธ ีม า ต รฐ า น ส า ม า รถ ต ร ว จ พ บ เช ื้อ ไ ด ้ 

ต ั้งแต ่ K ^ C F U /n T ม ส ่ว น ก า รต รว จ ด ้ว ย ว ิธ ี R T -PCR -D G G E  ส าม ารถ ต รวจ พ บ เช ื้อ ได ้ต ั้ง แ ต ่ 102 C F U /  

ก ร ัม  แ ส ด งด ังภ าพ ท ี่ 4.9-4.10 แ ล ะต ารางท ี่ 4.4 ซ ึ่ง จ าก ผ ล ก า รท ด ล อ งบ ่ง ช ื้ให ้เห ็น ถ ีง ศ ัก ย ภ าพ ข อ งว ิธ ี 

R T -PC R -D G G E  ท ี่จ ะ ส า ม า รถ น ำ ไ ป ป ระ ย ุก ต ์ใ ช ้เป ็น ว ิธ ีใ น ก า รต รว จ เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ใน ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า รท ี่ง ่า ย  

แ ล ะ ร ว ด เ ร ็ว ไ ด ้ ท ี่น ่า ส น ใ จ ค ือ ร ูป แ บ บ แ ถ บ  cD N A  ท ี่ป ร า ก ฏ บ น พ อ ล ือ ะ ค ร ิล า ไ ม ด ์เจ ล  แ ส ด งด ังภ าพ ท ี่

4.10 น ั้น ม ีค ว าม เข ้ม ข อ ง แ ถ บ  cD N A  เพ ิ่ม ช ื้น ต าม จ ำน วน เซ ล ล ์เร ิ่ม ต ้น ท ี่เพ ิ่ม ช ื้น  ด ัง น ั้น ว ิธ ีน ี้อ า จ ส าม า รถ  

ใ ช ้บ ่ง ช ื้ก า รป น เป ีอ น ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ แ ต ่ล ะ ช น ิด ใ น เซ ิง ป ร ิม า ณ ไ ด ้โ ด ย อ า ศ ัย ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ ค ว า ม เข ้ม แ ล ะ  

ค ว า ม ห น า ข อ ง แ ถ บ  cD N A  ท ี่ป ร า ก ฏ ก ับ  cD N A  m a rk e r  ท ี่ท ร า บ ค ว า ม เข ้ม ข ้น แ น ่น อ น  แ ต ่ท ั้งน ี้ต ้อ ง  

ป ร ะ เม ิน เร ื่อ ง อ ิท ธ ิพ ล ข อ ง จ ำ น ว น  rRNA o p e ro n  ก ับ จ ำ น ว น ป ร ะ ช า ก ร ต ่อ ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น  cD N A  ด ้วย  

ป ฏ ิก ิร ิย าพ ีซ ีอ า ร ์ เซ ่น การศ ึกษ าด ้วย เท ค น ิค  Q u a lita t iv e  c o m p e t it iv e  PCR

จากผลการท ดลองพ บว ่า เท คน ิค  RT-PCR-DGGE ไม ่ส าม า รถ ต รวจ พ บ  Vibrio parahaemolyticus 

ใ น ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ม ึค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง เช ื้อ ต ั้ง ต ัน ท ี่น ้อ ย ก ว ่า ห ร ือ เท ่า ก ับ  10 C F U /ก ร ัม  ได ้ อ ย ่า งไ รก ็ต าม อ าจ  

ส า ม า รถ เพ ิ่ม ค ว า ม ไ ว ข อ ง ว ิธ ีโ ด ย ก า ร เพ ิ่ม ช ื้น ต อ น  p re -e n r ic h m e n t  ต ัว อ ย ่า ง เซ ่น เด ีย ว ก ับ ก า ร เต ร ีย ม  

ต ัว อ ย ่า ง ต า ม ว ิธ ีม า ต ร ฐ า น  ก ่อ น ท ำ ก า ร ว ิเค ร า ะห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  R T -PC R -D G G E  เพ ื่อ เป ็น ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น วน  

ข อ ง เช ื้อ ต ั้ง ต ้น ให ้ถ ึง ร ะด ับ ท ี่ว ิธ ี RT -PCR-DGGE ส า ม า รถ ต ร ว จ ว ิเค ร า ะห ์ไ ด ้
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b p

1,000

5 0 0

200
100

ภ าพ ท ี่ 4 .9  ผ ล ิตผ ล พ ีซ ีอ าร ์ฃ อ งเช ื้อ  Vibrio parahaemolyticus (VP) ท ี่เต ิม ล งใน ต ัวอ ย ่าอ าห ารใน  

จ ำน วน เช ื้อ แ ต ก ต ่า งก ัน  บ น อ ะก าโ รส เจ ล ค วาม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  1.8

u n s p ik e  1อ2 1อ3 104 10ร V P

ภ าพ ท ี่ 4 .1 0  ผล ิตผล พ ีซ ีอ าร ์ฃ อ งเช ื้อ  Vibrio parahaemolyticus (VP) ท ี่เต ิม ล งใน ต ัวอ ย ่างอ าห ารใน  

จ ำน วน เช ื้อ แ ต ก ต ่า งก ัน บ น พ อ ล ีอ ะค ร ิล า ไม ด ์เจ ล ค วาม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10
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ตารางท่ี 4.4 เปรียบเทียบผลการตรวจ เช้ือ Vibrio parahaemolyticus ท่ีเติมในตัวอย่างปลาหมึก 
ปลอดเช้ือโดยวิธี RT-PCR-DGGE กับวิธีมาตรฐาน

จำนวนเซลล์ท่ีเติม 
(CFU/ml)

วิธีมาตรฐาน

(BAM Chapter 5,2004)

RT-PCR -DGGE

Unspike ไม่พบ ไม่พบ

10 1 พบ ไม่พบ

10 2 พบ พบ

10 3 พบ พบ

10 4 พบ พบ

10 5 พบ พบ

4.5 การประยุกต์ใช้ RT-PCR-DGGE ใบการตรวจสอบการปนเปีอนของเช้ือวิบริโอในตัวอย่าง 

อาหาร

จากการตรวจสอบการปนเปีอนของเชื้อวิบริโอในตัวอย่างอาหารโดยตรงและผ่านการ pre- 
enrichment ด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE และวิธีมาตรฐาน (ทำการยืนยันผลโดยการทดสอบโคโลนี 
ท่ีคัดแยกได้ทางชีวเคมีด้วย VITEK ®2 system โดยการเก็บตัวอย่างอาหารทะเลจำนวน 14 ตัวอย่าง 
คือ ปลาหมึก (สด) เนื้อปลากะพงแล่ (แซ่แข็ง) เน้ือปลาเกาแล่ (แซ่แข็ง) ปลาหมึก (แซ่แข็ง) หนวด 
ปลาหมึก (สด) ปลาหมึกกล้วย (สด) กุ้งขาว (สด) ปลาทู (สด) กุ้งแม่'นา (สด) เนื้อปลาดอลรี่แล่ (แซ่ 
แข็ง) หอยแครง (สด) หอยนางรม (สด) ปลาแซลมอนแล่ (สด) และปลาอินทรีย์แล่ (สด) เพ่ือตรวจหา 
เช้ือวิบริโอ พบว่าการตรวจสอบการปนเปีอนของเชื้อวิบริโอในตัวอย่างด้วยวิธีมาตรฐาน (แร Food 
and Drug Administration, 2004) ท่ีทำการยืนยันผลโดยการทดสอบโคโลปิทีคัดแยกได้ทางชีวเคมี 
ด้วยเคร่ือง VITEK ®2 system น้ันตรวจพบลักษณะโคโลนีของเช้ือในกลุ่มวิบริโอจำนวน 18 ไอโซเลต 
และผลการวิเคราะห์ทางชีวเคมีด้วยเครื่อง VITEK ®2 system แสดงดังภาคผนวก ฉ.

จากการตรวจเชื้อวิบรีโอด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE โดยตรงจากตัวอย่างอาหารโดยไม่ผ่าน 
ขั้นตอนการ pre-enrichment ผลการทดลองพบว่าไม่ปรากฏแถบ cDNA บนอะกาโรสเจล ท้ังน้ือาจ 
เกิดจากใบตัวอย่างอาหารอาจมีเชื้อเริ่มด้นที่ตํ่ากว่าระดับที่เทคนิค RT-PCR-DGGE จะสามารถตรวจ 
ได้ ดังนั้นในการประยุกต์ใช้เทคนิค RT-PCR-DGGE จึงเลือกใช้การเพ่ิมข้ันตอนการ pre-enrichment 
ตัวอย่างอาหารที่เตรียมพร้อมกับการตรวจสอบด้วยวิธีมาตรฐาน และระบุชนิดของแถบ cDNA บน 
พอลือะคริลาไมด้เจล โดยเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ของเชื้อมาตรฐาน
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ซ่ึงผลการศึกษาแสดงดังตารางท่ี 4.5 และภาพที่ 4.11 และ ภาพท่ี 4.12 พบว่าจากตัวอย่างทั้ง 14 
ตัวอย่าง การตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE ให้ผลที่สอดคล้องกับวิธีมาตรฐานคิดเป็นร้อยละ 
100 จำนวนท้ังส้ิน 3 ตัวอย่างคือเนื้อปลากะพงแล่ (แซ่แข็ง), ปลาหมึก (แซ่แข็ง) และปลาอินทรีย์แล่ 
(สด) โดยตัวอย่างที่ให้ผลสอดคล้องกันคือตัวอย่างที่ปนเป้อนด้วยเชื้อ Vibrio cholerae เพียงเช้ือ 
เดียวจำนวน 1 ตัวอย่าง และอีก 2 ตัวอย่างให้ผลท่ีสอดคล้องกันคือตรวจไม่พบการปนเป้อนของเชื้อ 
ในกลุ่มวิบริโอเหมือนกัน ตัวอย่างท่ีตรวจสอบและให้ผลที่สอดคล้องกับวิธีมาตรฐานคิดเป็นร้อยละ 75 
มีจำนวน 1ตัวอย่างคือหอยแครง (สด) ซ ึ่งว ิธ ีมาตรฐานตรวจพบการปนเป ้อนของ Vibrio 
parahaemolyticus และ Vibriofluvialis ในขณะที่ตรวจสอบการปนเ1ป้อนด้วยเทคนิค RT-PCR- 
DGGE พบท้ัง Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio fluviolis เหมือนกันแต่พบการปนเป้อนของ 
เชือเพิมอีก 1 ชนิดคือ Vibrio alginolyticus

ตัวอย่างท่ีตรวจสอบและให้ผลที่สอดคล้องกับวิธีมาตรฐานคิดเป็นร้อยละ 50 จำนวนทั้งสิ้น 6 
ตัวอย่างคือปลาหมึก (สด), หนวดปลาหมึก (สด), ปลาหมึกกล้วย (สด), กุ้งขาว (สด), กุ้งแม่น้ํา (สด) 
และปลาแซลมอนแล่ (สด) โดยพบว่าผลการตรวจพบการปนเป้อนของวิบรีโอที่ตรงกันมักจะเป็นเชื้อ 
ว ิบริโอชนิดท ี่ก ่อโรค กล ่าวค ือ เม ื่อตรวจด ้วยว ิธ ีมาตรฐานพบการปน เป ้อนฃอง Vibrio 
parahaemolyticus และเมื่อตรวจด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE ก็จะพบการปนเป้อนชอง Vibrio 
parahaemolyticus เซ่นกัน (ในตัวอย่างปลาหมึก (สด), หนวดปลาหมึก (สด) และกุ้งชาว (สด)) 
ส่วนเชื้ออื่นๆที่พบไม่ตรงกันคือเชื้อที่ไม่ค่อยพบรายงานการปนเป้อนในอาหาร และ/หรือ เป็นเช้ือท่ี 
ไม่ได้นำมาใช้ในการประเมินเทคนิค RT-PCR-DGGE ในการทดลองน้ี ยกเว้นในตัวอย่างปฤาหมึกกล้วย 
(สด) ทีตรวจด้วยวิธีมาตรฐานพบ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio mimicus แต่เทคนิค 
RT-PCR-DGGE ตรวจพบการปนเป้อนของ Vibrio alginolyticus และ Vibrio mimicus นอกจากนี้ 
มีตัวอย่างท่ีท้ังสองวิธีให้ผลท่ีสอดคล้องกันคิดเป็นร้อยละ 50 คือพบ Vibrio cholerae ในตัวอย่างกุ้ง 
แม่บ้ํา (สด) และพบ Vibrio f̂luvialiร ในตัวอย่างปลาแซลมอนแล่ (สด) ส่วนการตรวจพบชนิดเชื้อที่ 
ไม่ตรงกันมี 2 รูปแบบได้แก่ รูปแบบที่ 1 คือตัวอย่างที่ตรวจด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE สามารถ 
ตรวจพบการปนเป้อบของเช้ือวิบริโอเพ่ิมช้ืนอีก 1 ชนิดแต่ตรวจไม่พบด้วยวิธีมาตรฐาน ซ่ึงผลลักษณะ 
นี้ตรวจพบในตัวอย่างอาหาร 4 ตัวอย่าง เชื้อวิบริโอที่ตรวจพบการปนเป้อนเพิ่มเติมโดย RT-PCR- 
DGGE คือ Vibrio alginolyticus และ Aeromonas hydrophila รูปแบบที่ 2 คือตัวอย่างที่ตรวจ 
พบการปนเป้อนชองวิบริโอที่ตรงกัน 1 ชนิดและทั้งสองวิธีต่างตรวจพบการปนเป้อนของวิบริโอ 
เพ่ิมช้ืนอีกวิธีละ 1 ชนิดท่ีต่างกัน ซึ่งรูปแบบที่ 2 นี้พบในตัวอย่างอาหาร 2 ชนิดคือปลาหมึก (สด) ท่ี 
ตรวจด้วยวิธีมาตรฐานพบเชื้อ Aeromonas salmonicida เพ่ิม และปลาหมึกกล้วยสดที่ตรวจพบ 
Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio alginolyticus เพ่ิม แต่ในขณะท่ีตรวจด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE 
พบเช้ือ Vibrio alginolyticus เพ่ิม ทั้งนี้วิบริโอที่ตรวจพบการปนเป้อนด้วยวิธีมาตรฐานส่วนใหญ่เป็น 
เชื้อวิบริโอที่ไม่ได้นำมาใช้เป็นเชื้อมาตรฐานในการประเมินวิธี RT-PCR-DGGE เซ่น Aeromonas 
salmonicida
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ตัวอย่างท่ีผลการวิเคราะห์ท้ังสองวิธีให้ผลไม่ที่สอดคล้องกัน (ร้อยละที่พบตรงกันเท่ากับ 0) 
จำนวนท้ังส้ิน 4 ตัวอย่างคือเนื้อปลากะพงแล่ (แซ่แข็ง), ปลาทู (สด), เนื้อปลาดอลรี่แล่ (แซ่แข็ง) และ 
หอยนางรม (สด) โดยเชื้อวิบริโอที่พบในแต่ละวิธีคือเซื้อวิบริโอที่มักจะไม่ค่อยพบการรายงานการ 
ปนเป้อนในอาหารได้แก่ Vibrio aiginolyticus และ Aeromonas hydrophila เมื่อตรวจสอบด้วย 
เทคนิค RT-PCR-DGGE และ Morganeila morgana ssp. morganii และ Vibrio metschnikovii 
เมื่อตรวจสอบด้วยวิธีมาตรฐาน และเชื้อวิบริโอที่ตรวจพบการปนเป้อนด้วยวิธีมาตรฐานเป็นเช้ือวิบริโอ 
ท่ีไม่ไดใช้เป็นเช้ือมาตรฐานในการประเมินเทคนิค RT-PCR-DGGE ในการศึกษานี้

1 2 3 4 5 6 7 8

ภาพท่ี 4.11 ผลการตรวจวิเคราะห์เช้ือวิบริโอใบตัวอย่างอาหารซุดท่ี 1 บนพอลีอะคริลาไมด้เจล 
ความเข้มข้นร้อยละ 10 (ด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE)

( Lane 1 ค ือ  Vibrio ch o le ra e  + P le s io m o n a s  sh içe lo ides +  A e ro m o n a s  hydroph ila , Lane 2 ค ือ  Vibrio 

pa rah ae m o ly t icu s  +  Vibrio harveyi, Lane 3 ค ือ  Vibrio fluv ia lis  + Vibrio a ig ino lyticus +  Vibrio furnissii, Lane 4 ค ือ  

Vibrio m im icu s  + Vibrio vulnificus, Lane 5 ค ือปลาหมึก (สด), Lane 6 คือเนื้อปลากะพงแล่ (แซ่แข็ง), Lane 7 คือเนื้อปลาเก*าแล่ 

(แซ่แข็ง) และ Lane 8 คือปลาหมึก (แซ่แข็ง)
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1 2 3 4 5 * 6 7 3 9 10 11 12 13

ภาพท่ี 4.12 ผลการตรวจวิเคราะห์เช้ือวิบริโอในตัวอย่างอาหารซุดท่ี 2 บนพอลีอะคริลาไมด์เจลความ 
เข้มขับร้อยละ 10 (ด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE)

(Lane 1 คือ Vibrio ch o le ra e  +  P le s io m o n a s  sh igeloides +  A e ro m o n a s  h yd ro p h ila  +  Vibrio p a ra h a e m o ly t icu s  +  

Vibrio harveyi, Lane 2 ค ือV ib riofluv ia lis  + Vibrio alçinolyticus +  Vibrio furnissii, Lane 3 n sV ib r io  m im icu s  + Vibrio 

vulnificus, Lane 4 ค ือหนวดปลาหมึก (สด), Lane 5 คือปลาหมึกกล้วย (สด), Lane 6 คือกุ้งขาว (สด), Lane 7 ค ือปลาพู (สด), 

Lane 8 คือกุ้งแม่ป้า (สด), Lane 9 ค ือเนื้อปลาดอลรี่แล ่ (แซ่แข็ง), Lane 10 คือหอยแครง (สด), Lane 11 ค ือหอยบางรม (สด), Lane 

12 คือ เบื้อปลาแซลมอนแล่ (สด) และ Lane 13 คือ ปลาอินทรีย์แล่ (สด)
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ตารางท่ี 4.5 เปรียบเทียบผลการตรวจวิบริโอในตัวอย่างอาหารโดยวิธี RT-PCR-DGGE กับวิธีมาตรฐาน

ตัวอย ่างอาหาร
ว ิธการตรวจ ร้อยละของชนิดเชอท ี

C onven tiona l m e thod  (BAM,2004) RT-PCR -DGGE (p re -enrichm ent) พบตรงกับ

1. ปลาห มก  (ลด) V ib rio  p a rah a e m o ty ticu s  (95%) 

/‘ใe ro m o n o s  sa lm o n ic id a  (95%)

V ib rio  p a rah aem o ty ticu s  

V ib rio  a lg in o ly ticu s

50

2. เน ื้อปล'โกarพงแล ่ 

(แซ ่แ เง)

N o t d e te c te d N o t d e te c te d 100

3. เน ื้อปลาเก ่าแส ่ (แซ่แ'ฃ็ง} M o rg a n e lla  m organa ssp  m organa  (95% ) V ib rio  a lg in o ly ticu s 0

4. tเล าหมก {แช่แ'รง) V ib rio  c h o le ra s  (96%) V ib rio  ch o le ra e  * 100

5. ห นวดปลาห มก  (สด) V ib rio  p a rah aem o ty ticu s  (90%) V ibrio p a rah aem o ty ticu s  1 

V ib rio  a lg in o ly ticu s

50

6. ปลาหมกกล ัวย  (สต) V ib rio  p a rah aem o ty ticu s  (94%) 

V ib rio  m im icus (99%)

V ib rio  a lg in o ly ticu s  

V ib rio  m im icu s

50

7. ก ุ้งขาว (สด) V ib rio  p a rah a e m o ty ticu s  (99%) V ib rio  p a rah aem o ty ticu s  

V ib rio  a lg in o ly ticu s

50

CTN
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ตารางท่ี 4.5 เปรียบเทียบผลการตรวจวิบริโอในตัวอย่างอาหารโดยวิธี RT-PCR-DGGE กับวิธีมาตรฐาน (ต่อ)

ตัวอย ่างอาหาร
ว ิธการตรวจ

Conven tiona l m e thod  (BAM,2004) RT-PCR -DGGE (p re-enrichm ent)

ร้อยละชองชนิดเชอทีพบ 

ตรงกัน

8. ปลาท ู («ด) M organe lia  m organa ssp m organa  (99%) V ibrio a lg in o ly ticu s 0

9. ก ุ้ง เฒ ่น ํ้า  (สด) V ib rio  ch o le m e  (98%) \abrio ch o le m e  ' 

V ib rio  a lg in o ly tk x is

50

10. พ อา.เลาดรล'ร ี่แล ่ 

(แซ ่แข ็ง)

V ib rio  m e tsch n iko v ii (88%) V ib rio  a lg ln o ly ticu s 0

11. หอยแครง (สด) V ib rio  p a rah aem o ty ticu s  (91%) 

V ib r io flu v ia lis  (96%)

V ibrio p a rah aem o iyU cu s  

V ib rio  f lu v ia lis  •

Vibn'o a lg ln o ly ticu s

75

12. ห อยนางรม  (สด) N o t  d e te c te d A erom onas h yd ro p h ila 0

13. ปลาแซลมอนแล ่ (สด) V ib rio  f lu v ia lis  (94%) V ibrio f lu v ia lis  

A erom onas h yd ro p h ila

50

14. ปลาอนท รย ่แล ่ (สด) N o t  d e te c te d N o t d e te c te d 100

T im e (day) 7-10 2
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จากการเปรียบเทียบการตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE กับวิธีมาตรฐาน พบว่า 

เทคนิค RT-PCR-DGGE มีแนวโน้มท่ีตรวจพบจำนวนชนิดของเชื้อวิบริโอใบตัวอย่างอาหารได้มากกว่า 

โดยในส่วนที่พบว่าชนิดของเชื้อวิบริโอที่พบในตัวอย่างอาหารที่ตรวจด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE ไม่ 

ตรงกับการตรวจด้วยวิธีมาตรฐานนั้นส่วนใหญ่คือเชื้อวิบริโอท่ีไม่ค่อยมีการรายงานการปนเป้อนใน 

ตัวอย่างอาหารและเป็นเช้ือวิบริโอท่ีไม่ได้ใช้เป็นเช้ือมาตรฐานในข้ันตอนการพัฒนาวิธีดังกล่าว อย่างไร 

ก็ตามเพื่อประเมินความเป็นไปได้ในการประยุกต์ใช้ RT-PCR-DGGE สำหรับตรวจสอบวิบริโอใน 

อาหารให้ครอบคลุมมากชื้นควรต้องนำเชื้อวิบริโอสปีซีส์อื่นๆมาใช้เป็นจุลินทรีย์มาตรฐานสำหรับเป็น 

DNA marker ในการศึกษานี้จึงประเมินความเป็นไปได้ของวิธีในการแยกวิบริโอสปีชีส์อื่นๆเพิ่มเติม 

โดยการนำนิวคลีโอไทดัในบริเวณ 16S rRNA ของวิบริโอมาตรฐานทั้ง 10 สปีซีส์ท่ีใช้ในการทดลองน้ี 

และทีตรวจพบเพิมเติมในตัวอย่างอาหาร (Vibrio metschnikovii, MorganeUa morganii ssp. 

morganii และ Aeromonos salmonicida) จากฐานข้อมูล GenBank ของ National Center for 

Biotechology (NCBI) ด้วยโปรแกรม Basic local alignment search tool (BLAST) มาตรวจสอบ 

ความสัมพันธ์เซิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม โดยการสร้างแผนภูมิไฟโลจีเนติกทรี (phylogenetic 

tree) ตามวิธ ี Two-parameter ซอง Kimura (Kimura, 1980)โดยใช้ Maximum Likelihood 

method (http://www.geneious.com/features/phylogenetic-tree-building) แล ะป ระเม ิน  

ความน่าเชื่อถือจากการวิเคราะห์ค่า Bootstrap โดยการทำ1ซ้ํา 1,000 คร้ัง (Felsenstein, 1985) โดย 

ใช้โปรแกรม Maga 6 (Tamura et al., 2013) และการวิเคราะห์ %homology ของลำดับนิวคลีโอไทต์ ใน 

บริเวณ 16S rRNA เดียวกันของเช้ือทุกชนิดสำหรับใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนาวิธี

จากการวิเคราะห์ไฟโลจึเนติกทรี (phylogenetic tree) และ% homology แสดงดังภาพท่ี 

4.13 และตารางท่ี 4.6 เปรียบเทียบผลกับรูปแบบแถบดีเอ็นเอบนพอลีอะคริลาไมด์เจล พบว่ารูปแบบ 

แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏมีความสอดคล้องกับความสัมพันธ์เซิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของวิบริโอแต่ 

ละชนิด กล่าวคือแถบดีเอ็นเอท่ีเคล่ือนท่ีบนพอลีอะคริลาไมต์เจลอยู่ในตำแหน่งเดียวกันหรือใกล้เคียง 

กันจะเป็นวิบริโอท่ีมีความสัมพันธ์เซิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมอยู่ในกลุ่มเดียวกันบนไฟโลจึเนติกทรี 

ได้แก่ Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi และ Vibrio parahaemolyticus ซึ่งมีความสัมพันธ์ 

เซิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมอยู่ในกลุ่มเดียวกันจะมีแถบดีเอ็นเอที่ใกล้เคียงกันมาก เมื่อประเมิน % 

homology พบว่าท้ัง 3 สปีซีส์มีลำดับนิวคลีโอไทต์ท่ีตรงกันถึง 99 % homology ในทำนองเดียวกัน 

กับ Vibrio fluvia iis และ Vibrio furnissii มีความสัมพันธ์เซิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมอยู่ในกลุ่ม 

เดียวกันบนไฟโลจึเนติกทรีมีแถบดีเอ็นเอท่ีตำแหน่งใกล้เคียงกันและมีลำดับนิวคลีโอไทต์ท่ีตรงกัน 99 

% homology เซ่นเดียวกันกับกลุ่มแรก ซ่ึงกลุ่มชอง Vibrio cholerae และ Vibrio mimicus ก็มีผล

http://www.geneious.com/features/phylogenetic-tree-building
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เป็นไปในทำนองเดียวกัน ท่ีซ่ึงพบแถบดีเอ็นเอท่ีตำแหน่งใกล้เคียงกันและมีลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตรงกัน 

99 % homology

ในขณะที่ว ิบริโอสปีซ ีส ์อ ื่นๆที่ม ีแถบดีเอ ็นเอแตกต่างออกไปอย่างเห็นได้ซ ัด ได้แก่ 
Vibrio vulnificus, Aeromonas hydrophila และPlesiomonas shigelloides จะเป ็นเซอท ี่ม ี 
ความสัมพันธ์เซิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมต่างกลุ่มกัน และพบว่าวิบริโอเหล่านี้จะมีลำดับนิวคลีโอ 
ไทด์บริเวณ 16S rRNA เหมือนกับสปีซีส์อื่นๆน้อยกว่า 99 (90-98) ดังนั้นเม่ือวิเคราะห์นิวคลีโอไทดี 
ของเชื้อวิบริโอที่ตรวจพบในอาหารเพื่อเป็นแนวทางในการนำมาพัฒนาเป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน 
(marker) ได้แก่ Vibrio metschnikovii, Aeromonas salmonicida และ Morganella morganii 
ssp morganii พบว่าท้ัง รสปีซีส์มีความสัมพันธ์เซิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมแตกต่างจากวิบริโอ 10 
สป ีช ีส ์แรกและในท ั้งรส ปีซีส์เองก็มืความแตกต่างทางวิวัฒนาการทางพันธุกรรมกัน และเมื่อ 
พิจารณา % homology ของนิวคลีโอไทดี (บนพ้ืนท่ี 16s RNA ตำแหน่งท่ีเข้าจับด้วย GC567F และ 
680R) พบว่าท้ัง 3 สปีซีส์ มีนิวคลีโอไทดีเหมือนกับวิบริโอ 10 สปีขีส์แรกเพียง 91-98 % homology 
และภายใน 3 สปีซิส์ ก็มีนิวคลีโอไทดีเหมือนกันเพียง 91 % homology

จากผลการประเมินดังกล่าวบ่งช้ืได้ว่าดีเอ็นเอของเช้ือท้ัง 3 สปีชีส์น่าจะสามารถแยกด้วยวิธี 
RT-PCR-DGGE ได้ โดยเมื่อประเมินจาก % homology แล้วคาดว่าแถบดีเอ็นเอของทั้ง 3 สปีซีส์ 
น่าจะเคลื่อนบนพอลีอะคริลาไมดีเจล ได้แตกต่างกันและแถบดีเอ็นเอของทั้ง 3 สปีซีส์ก็น่าจะไม่ตรง 
กับแถบดีเอ็นเอของวิบริโอมาตรฐานทั้ง 10 สปีขีส์ ดังน้ันจีงมีความเป็นไปได้ท่ีจะพัฒนาใข้เช้ือท้ัง 3 

สปีขีส์เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ต่อไป นอกจากนี้จากผลการประเมินดังกล่าวยัง 
สามารถมาใช้ในการอภิปรายผลของการตรวจวิบริโอในตัวอย่างอาหารด้วย RT-PCR-DGGE นั้น 
สามารถบอกได้ว่าการท ี่ตรวจพบเซือพbr/'o metschnikovii, Aeromonas salmonicida และ 
Morganella morganii ssp morganii ด้วยวิธีมาตรฐานแต่ตรวจไม่พบด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE 
ไม่ได้เกิดจากการท่ีแถบดีเอ็นเอของท้ัง 3 สปีซีส์ซ้อนทับหรือแยกไม่ได้จากเช้ือวิบริโอมาตรฐานท้ัง 10 
สปีซีส์ แต่น่าจะเกิดจากจำนวนประซากรของเช้ือท้ัง 3 สปีซีส์ท่ีปนเปีอนอยูในตัวอย่างอาหารมีจำนวน 
ประซากรน้อยกว่าเชื้อวิบริโอสปีซีส์อื่นๆที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอบนพอลีอะคริลาไมดีเจล และ/หรือมี 
จำนวนประซากรหลังผ่านการ preenrichment มีจำนวนน้อยกว่าค,าต่ําสุดท่ีวิเคราะห์ได้ (detection limit) 
ของเทคนิค RT-PCR-DGGE ดังนั้นแนวทางในการพัฒนาการใช้เทคนิค RT-PCR-DGGE ให้ครอบคลุม 
เช้ือวิบริโอ นอกเหนือจากการพัฒนา DNA marker ของสปีฃีส์อื่นๆ เพ่ิมเติมแล้ว หากต้องการศึกษา 
เช้ือจำเพาะ อาจต้องออกแบบไพรเมอริในการเพิ่มจำนวนของวิบริโอซนิดจำเพาะท่ีต้องการ หรือการ 
เพ่ิมข้ันตอน selective enrichment สำหรับเช้ือท่ีต้องการก็เป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีพัฒนาได้



68

96

92

74

77

84 I—  V ib rio  alg inolyticus X56576  

---------------V ibrio  haræ yi D Q 0 68 936

99

V ib rio  parah aem olyticu s D Q 0 68942  

V ib rio  fluV a iis  D Q 0 68940  

L  V ib rio  fu m issii N R  037067 

—  V ib rio  w ln if icu s  X76333

V ib rio  m e tsch n ik o V i N R  029258 

V ib rio  ch o le ra e  D Q 0 68935C V ib rio  choie!

Vihrin mimir100 < - V ib rio  m im ic u s  N R  029259  

100 I----- A ero m o n as  sa lm o n ic id a  N R  074844

ไ- A e ro m o n a s  hydrophila N R  043638  

- M o rg ane lla  morganii su b sp . m organii N R  102517

72 ■ P le s io m o n a s  sh ig e llo id e s  N R  044827

ภาพที่ 4.13 ไฟโลจีเนติกทรี (phylogenetic tree) ของเช้ือกลุ่มวิบริโอ 

ท่ีมา: Tamura et a l (2013)
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ตารางท่ี 4.6 การวิเคราะห์ % homology ของวิบริโอท้ัง 10 สปีซีส์ที่ใช้เป็นเชื้อมาตรฐานสำหรับการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE และ 
วิบริโอท่ีตรวจพบด้วยวิธีมาตรฐาน

V'. alginolyikus Vpamhaemolytkus V. mlmkus V. choleÂae V. harveyi V. fluvktüs V. Jumissii V. vulnificus V. metsdmikovi! Pteskxnonas
shtgelloides A hydrophile A salmorücida

Morgenetta 
morganB ssp 
morganü

V. algfoolyiicus 100 99 95 95 98 98 99 98 96 93 90 90 92

V. paruhaemolyiicus 99 100 95 95 99 99 99 99 97 94 91 91 92

V. mrmtcus 95 95 100 99 95 95 96 96 95 92 91 91 92

V. choleriae 95 95 99 100 95 95 96 96 95 92 91 91 92

V. homyi . 98 99 95 95 100 98 98 97 96 93 91 91 92

V. Jluviülls 98 99 95 95 98 100 99 99 97 94 91 91 93

V. fumissii 99 99 96 96 98 99 100 99 97 94 91 91 93

V. vulnificus 98 99 96 96 97 99 99 100 98 93 91 91 92

V. metschnikovli 96 97 95 95 96 97 97 98 100 93 91 91 91

Piesbmonas
shfgellotâes 93 94 92 92 93 94 94 93 93 100 92 92 94

A hydrapMa 90 91 91 91 91 91 91 91 91 92 100 99 91

A Sülmonidda 90 91 91 91 91 91 91 91 91 92 99 100 91

Morgeneüa morgonii 
ssp morganii 92 92 92 92 92 93 93 92 91 94 91 91 100
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จากผลการทดลองบ่งซ้ีได้ว่าเทคนิค RT-PCR-DGGE สามารถนำไปพัฒนาประสิทธิภาพต่อไป 
ได้และมีศักยภาพที่จะนำมาใช้เป็นวิธีทางเลือกในการระบุการปนเป้อนของวิบริโอในอาหารได้ โดยใน 
ส่วนท่ีพบแถบของดีเอ็นเอท่ีตำแหน่งเดียวกันนั้นสามารถระบุชนิดต่อไปได้ทำได้การโคลน (Cloning) 
และตรวจลำดับนิวคลีโอไทด์เพื่อระบุชนิดได้ หรืออาจใช้ร่วมกับวิธีมาตรฐานเพื่อตรวจสอบเบื้องต้น 
แล้วยืนยันผลด้วยวิธีมาตรฐานต่อไปในกรณีที่พบเชื้อก่อโรคที่สำคัญและต้องการรับรองผล 
(Certificate) เมื่อพิจารณาข้อได้เปรียบในการใช้เทคนิค RT-PCR-DGGE ประเด็นแรกคือด้านเวลา 
พบว่าการตรวจเชื้อวิบริโอด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE ใช้เวลาในการตรวจประมาณ 1-2 วัน ก็สามารถ 
ระบุชนิดของวิบริโอท่ีปนเป้อนในอาหารได้ในขณะท่ีวิธีด้ังเดิมใช้เวลาประมาณ 5-7 วัน ดังนั้นRT-PCR-DGGE 
จึงเป็นวิธีที่เหมาะลำหรับเป็นวิธีที่รวดเร็วและสามารถใช้ในการตรวจสอบเพื่อควบคุมจุดวิกฤต 
(critical control point) ในระบบการควบคุมความปลอดภัยทางอาหาร และ/หรือเพิ่มประสิทธิภาพ 
ชองระบบประกับคุณภาพในสายการผลิตอาหาร

ประเด็นที่สองด้านราคา เมื่อประเมินราคาต่อหน่วยการวิเคราะห์พบว่าการตรวจเชื้อวิบริโอ 
ด้วยวิธีมาตรฐานและการยืนยันผลด้วยการทดสอบทางด้านชีวเคมีด้วยเคร่ือง VITEK®2 system เพ่ือ 
ยืนยันผลต่อ 1 โคโลนีราคารวมท้ังส้ินประมาณ 2,000 บาท ดังน้ันล้ามีโคโลนีท่ีส่งลัยมากกว่า 1 โค'โลนี ก็ 
จะทำให้ราคาเพิ่มชื้นอีกเท่าตัว ดังนั้นหากโคโลนีที่สงสัยมีจำนวนมากและไม่ใซ่จุลินทรีย์ที่มี 
ความสำคัญจะทำให้ส้ินเปลืองทรัพยากร หากมีวิธีคัดเลือกเบ้ืองต้นก็จะช่วยลดป้ญหาดังกล่าวไต้ ส่วน 
การตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี RT-PCR-DGGE ต่อครั้งที่ทำการวิเคราะห์สามารถวิเคราะห์ได้ครั้งละ 14 
ตัวอย่าง ราคาประมาณ 2,500 บาท และสามารถระบุชนิดชองวิบริโอท่ีปนเป้อนได้อย่างน้อย 5สปีชีส์ 
ในเวลาเดียวกัน

ประเด็นท่ีสามด้านความปลอดภัย เน่ืองจากวิธีดังกล่าวเป็นวิธี Cultural independent ท่ีซ่ึง 
ไม่ต้องมีการเพาะเล้ียงเซลล์จึงช่วยลดความเส่ียงของการแพร่กระจายชองเช้ือก่อโรคในห้องปฏิบ้ติการ 
และลดโอกาสการปนเป้อนในสายการผลิตได้ ประเด็นสุดท้ายด้านการใช้แรงงาน เน่ืองจาก การตรวจ 
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค RT-PCR-DGGE สามารถดำเนินการได้อยางรวดเร็วจึงใช้แรงงานในการดำเนินการ 
น้อยกว่าวิธีมาตรฐาน
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