
บทที่ 5

สรุปผลการทดลองและข ้อเสนอแนะ

5.1 สรุปผลการทดลอง

จากการศึกษาสภาวะของ PCR-DGGEIดยอ้างอิงจากค่าเริ่มต้นจากรายงานของ Thompson 
และคณะ (2004) และจากรายงานของ Eiler และ Bertilsson (2006) พบว่าสภาวะท่ีสามารถใช้เพ่ือ 
เป็นวิธีในการตรวจสอบเชื้อวิบริโอคือใช้ไพรเมอร์ GC567F4ละ680R ในการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอและ 
ใช้ความเข้มข้นของพอลีอะคริลาไมด์เจลร้อยละ 10 ที่ผสมสารดีเนเจอร์แรน (dénaturant) (ยูเรีย 
และฟอร์มาไมด์) เข้มข้นร้อยละ 45-70 พบว่าเทคนิค DGGE สามารถแยก DNA และ cDNA ของเช้ือ 
กลุ่มวิบริโอออกจากกันได้ โดยมีลักษณะของแถบ DNA และ cDNA (migration pattern) ท่ีไม่ 
แตกต่างกันจำนวน 2 คู่ คือ Vibrio fiuviaiis กับ Vibrio furnissii และ Vibrio parohoemoiyticus 
กับ Vibrio harveyi เมื่อเปรียบเทียบการตรวจสอบด้วยวิธี PCR-DGGE กับ RT-PCR-DGGE พบว่า 
สามารถแยก DNA amplicons และ cDNA amplicons ของวิบริโอท้ัง 10 สปีซีส์ไดีไม่แตกต่างกัน 
และสามารถแยกความแตกต่างของเช้ือก่อโรคชนิดอ่ืน ได้แก่ Salmonella Typhimurium ออกจาก 
เช้ือในกลุ่มวิบริโอได้

เม่ือประเมินความไวของวิธีในการตรวจสอบชุมชนของเช้ือวิบริโอท้ัง่ 10 สปีซีส์ท่ีมีความเข้มข้น 
เซลล์เท่ากันพบว่าระบบ PCR-DGGE ตรวจพบเช้ือวิบรีโอเพียง 3 สปีซีล์คือ Vibrio cholerae, Vibrio 
mimicus, และ Vibrio alginolyticus ขณะที่ระบบ RT-PCR-DGGE ตรวจพบเชื้อวิบริโอ 5 สปีซีส์ 
คือ Vibrio cholerae, Vibrio mimicus, Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus และ 
Vibrio fiuvia iis และเม่ือตรวจสอบชุมชนของเชื้อวิบรีโอท่ีมีซนิดและความเข้มข้นของเซลล์แตกต่าง 
กัน (แปรค่าตั้งแต่ 102-105 CFU/ml) พบว่า PCR-DGGE ตรวจพบ DNA ของสปีซีส์ท่ีมีความเข้มข้น 
เซลล์สูงสุดสองลำดับแรกในกลุ่ม ในขณะท่ี RT-PCR-DGGE ตรวจพบ cDNA ของ สปีซีส์ท่ีมีความ 
เข้มข้นเซลล์แตกต่างกันได้ถึงห้าลำดับแรกในกลุ่ม เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง PCR-DGGE กับ RT-PCR- 
DGGE พบว่าการตรวจวิเคราะห์ด้วยการใช้อาร์เอ็นเอ (RT-PCR-DGGE) มีความไว (sensitivity) และ 
สามารถตรวจพบเชื้อได้มากกว่าการตรวจวิเคราะห์ด้วยการใช้ ดีเอ็นเอ (PCR-DGGE) ดังน้ันจึงเลือกวิธี 
RT-PCR-DGGE สำหรับประเมินการตรวจสอบเช้ือวิบริโอต่อไป



72

เม่ือประเมินการใช้เทคนิค RT-PCR-DGGE ในการตรวจสอบเซลล์วิบริโอที่สภาวะต่างๆ คือ 
เซลล์สมบูรณ์(VC) เซลล์ท่ีอยู่ในสภาวะบาดเจ็บ(IVC) และเซลล์บาดเจ็บที่ผ่านการ pre-enrichment 
(PIVC) พบว่า สามารถตรวจหา cDNA ของเซลล์ท้ังสามสภาวะไดไม่แตกต่างกัน และเมื่อตรวจสอบ 
วิบริโอที่เติมลงในตัวอย่างอาหาร พบว่าวิธีดังกล่าวให้ผลที่สอดคล้องกับวิธีมาตรฐานและสามารถ 
ตรวจหาเช้ือวิบริโอในอาหารได้ต้ังแต่ 102 CFU/g ชื้นไปและเม่ือนำวิธีดังกล่าวมาตรวจสอบชุมชนวิบริ 
โอในตัวอย่างอาหารพบว่าเทคนิค RT-PCR-DGGE มีแนวโน้มท่ีตรวจพบจำนวนชนิดของเช้ือวิบริโอใน 
ตัวอย่างอาหารได้มากกว่า โดยในส่วนท่ีพบว่าชนิดของเชื้อวิบริโอที่พบในตัวอย่างอาหารท่ีตรวจด้วย 
เทคนิค RT-PCR-DGGE ไม่ตรงกับการตรวจด้วยวิธีมาตรฐานนั้นส่วนใหญ่คือเชื้อวิบริโอท่ีไม่ค่อยมีการ 
รายงานการปนเปีอนในตัวอย่างอาหารและเป็นเชื้อวิบริโอที่ไม่ได้ใช้เป็นเชื้อมาตรฐานใบขั้นตอนการ 
พัฒนาวิธีดังกล่าว

5.2 ข้อเสนอแนะ

เทคนิค RT-PCR-DGGE เป็นวิธีการตรวจวิเคราะห์เซิงคุณภาพ แต่มีศักยภาพท่ีสามารถนำ ไป 
พัฒนาต่อเพ่ือให้เป็นวิธีการตรวจวิเคราะห์เซิงปริมาณได้โดยอาจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเข้มของ 
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนแผ่นเจลเทียบกับความเข้มข้นของเซลล์ที่ระดับต่างๆ และจากข้อด้อยของ 
เทคนิค RT-PCR-DGGE ที่ไม่สามารถตรวจได้ในตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของเซลล์ตั้งต้นที่น้อยกว่า 
หรือเท่ากับ 10 CFU/กรัม ได้ อาจจะสามารถแก้ไขได้โดยการทำข้ันตอน pre-enrichment ตัวอย่าง 
ก่อนเหมือนการตรวจสอบด้วยวิธีมาตรฐาน เพ่ือเป็นการเพ่ิมจำนวนของเซลล์ให้ถึงระดับท่ีเทคนิค RT- 
PCR-DGGE สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ น  102 CFU/กรัม) ในส่วนของเช้ือกลุ่มวิบริโอท่ีพบแถบชองดี 
เอ็นเอท่ีตำแหน่งเดียวกันน้ันถ้าต้องการทราบว่าคือเช้ือวิบริโอสปีซีส์ใดก็อาจทำได้โดยการสกัดดีเอ็นเอ 
จากแผ่นเจลแล้วนำมาทำการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์จากนั้นวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ 
ไทด์ก็จะทำให้ทราบว่าคือเช้ือวิบริโอสปีซีส์ใด หรืออีกวิธีคือทำการตรวจด้วยวิธีมาตรฐานควบคู่ไปด้วย 
และทำการยืนยันผลอีกคร้ังด้วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีก็ได้เซ่นกัน

แนวทางในการพัฒนาต่ออาจนำแถบดีเอ็นเอไประบุชนิดของเชื้อโดยการโคลน (Cloning) 
และตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์หรือทำการเปล่ียนตำแหน่งท่ีมี discriminatory มากกว่าและพัฒนา 
ให้มีขนาดท่ีเหมาะสมกับการแยกด้วยเทคนิค DGGE นอกจากน้ีอาจเพ่ิมข้ันตอน selective enrichment 
เพ่ือยับย้ังการเจริญของเช้ือท่ีไม่ต้องการ และมีเฉพาะเชื้อเป้าหมายหรือถูกกำหนดในมาตรฐาน

การใช้เทคนิค RT-PCR-DGGE ซึ่งเป็นเทคนิคที่รวดเร็ว แม่นยำ ประหยัดเวลาและสามารถ 
นำไปใช้ในการตรวจสอบเพ่ือควบคุมจุดวิกฤต (critical control point) หรือประกันคุณภาพในสายการผลิต 
อาหาร เนื่องจากไม่ต้องทำการ enrichment การทำ selective plating การยืนยันผลโดยการ 
ทดสอบทางชีวเคมี และการทดสอบ serological test อย่างไรก็ตามเทคนิคดังกล่าวต้องทำการศึกษา
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เพิ่มเติมทางด้าน ความถูกต้อง ความแม่นยำ ความจำเพาะ และความไวของวิธีในการตรวจสอบ 
แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอ โดยเพิ่มซนิดของเชื้อมาตรฐานกลุ่มวิบริโอให้ครอบคลุมมากยิ่งขึ้นเพื่อพัฒนา 
เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานและใช้ในการเปรียบเทียบและศึกษาความหลากหลายของเชื้อกลุ่มวิบริโอใน 
ระบบนิเวศต่างๆต่อไปในรูปแบบของการทำ full validation และวิธีการดังกล่าวยังสามารถที่จะ 
นำไปใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาเพ่ือเป็นวิธีท่ีรวดเร็วในการตรวจสอบเช้ือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆต่อไปได้
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