
บทที่ 2

วารสารป ร ิท ัศน ่

2.1 Vibrio spp .

Vibrio spp. จ ัดอย ู่ในวงศ ์ V ib r io naceae  ป ระกอบด ้วย  4 จ ีนส  ค ือ  A e ro m o n a s  P ho to ba c te r ium  

P lesiom onas และ V ibrio  เช ื้อ ใน จ ีน ัส  V ib r io  ม ีม า ก ก ว ่า  30 ส ป ีซ ีส ์ เป ็น แ บ ค ท ีเ ร ีย  แ ก ร ม ล บ  (gram  

negative) ร ูป ร ่า ง ท ่อ น ต ร ง ห ร ือ โ ค ้ง  ( c u rv e d  rod ) ไ ม ่ส ร ้า ง ส ป อ ร ์ เค ล ื่อ น ท ี่โ ด ย ใ ซ ้แ ฟ ล ก เจ ล ล า  

(f lage lla ) เจ ร ิญ ได ้ท ั้ง ส ภ าว ะท ี่ม ีแ ล ะไม ่ม ีอ าก าศ  ( fa c u lta t iv e  a n a e ro b e )  ส ่วน ให ญ ่ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์อ อ ก  

ซ ิเดส (ox idase ) บ า ง ช น ิด เป ็น พ ว ก ท ี่ต ้อ ง ก า ร เก ล ือ ใ น ก า ร เจ ร ิญ  (o b lig a te  h a lo p h i l l ic )  ค ่า  pH  ที่ 

เห ม าะส ม อ ย ู่ใน ช ่ว ง  8 .0 ถ ึง 8 .8 อ ุณ ห ภ ูม ิท ี'เห ม าะส ม ต ่อ ก า ร เจ ร ิญ อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  20  ถ ึง 37  อ งศา เซ ล เซ ียส  

(Bhunia, 2008) ซ ี่งสป ีช ีส ์ท ี่ท ำให ้เก ิดโรคในคนและพบบ ่อยใบอาหารทะเลได ้แก ่ Vibrio parahaemolyticus 

ท ำให ้เก ิด โ รค ล ำ ไ ส ้อ ัก เส บ  (g a s tro e n te r it is )  โ ด ย จ ะ แ ส ด ง อ า ก า ร อ ุจ จ า ร ะ ร ่ว ง  ป ว ด ท ้อ ง  ค ล ื่น ไ ส ้ 

อ า เจ ียน  อ าจ ม ีไ ฃ ้แ ล ะบ า ง ร า ย อ ุจ จ า ร ะอ าจ ม ีม ูก เล ือ ด ป น  Vibrio choierae ท ำ ให ้เก ิด โ รค อ ห ิว าต ์ ซ ี่งม ี 

อ าก ารท ้อ ง เด ิน  ม ีล ัก ษ ณ ะ เป ็น น ํ้า ซ า ว ข ้า ว  อ า เจ ีย น โด ยไม ่ค ล ื่น ไส ้ อ า จ ม ีอ า ก า ร เป ็น ล ม  ห น ้า ม ืด  จน ถ ึง  

ห ม ด ส ต ิซ ี่ง อ าจ เป ็น อ ัน ต ราย ถ ึงช ีว ิต ได ้ Vibrio vulnificus ส าม ารถ ก ่อ โ รค ได ้ 3 ล ัก ษ ณ ะ  ค ือ  ก ร ะ เพ า ะ  

อ าห ารแ ล ะล ำไส ้อ ัก เส บ  ก า รต ิด เช ื้อ ท ี่บ าด แ ผ ล  แ ล ะต ิด เช ื้อ ใน ก ระแ ส โล ห ิต  (ศ ร ีว ร รณ า  ห ัท ย า น าน น ท ์ 

e t  a l., 2549) Vibrio m im icus ท ำ ใ ห ้เ ก ิด อ า ก า ร ท ้อ ง ร ่ว ง  ค ล ื่น ไ ส ้อ า เจ ีย น  แ ล ะ ป ว ด ท ้อ ง  Vibrio 

fluvia lis  ผ ู้ป ่ว ย ท ี่ไ ด ้ร ับ เช ื้อ น ี้จ ะ เก ิด อ าก า รท ้อ ง ร ่ว ง  อ า เจ ีย น  ป วด ในช ่อ งท ้อ ง  ถ ่า ย ท ้อ ง ป ร ะ ม า ณ  10-15  

ค ร ั้ง ต ่อ ว ัน  Vibrio alginolyticus ท ำ ใ ห ้เก ิด อ า ก า ร ป ่ว ย ท ี่เก ี่ย ว ก ับ ร ะ บ บ ท า ง เด ิน อ า ห า ร แ ล ะ ม ัก ท ำ ใ ห ้ 

เก ิด อ าการต ิด เช ื้อ ท างแผ ล แล ะต า  ม ัก พ บ ก า ร ร ะบ าด ม าก ใน ฤ ด ูร ้อ น เป ็น ด ้น

ใ น ป ร ะ เท ศ ไ ท ย ม ีก า ร ร า ย ง า น ก า ร ต ร ว จ พ บ ก า ร ป น เป ีอ น ข อ ง เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ เ ช ่น  ก า ร ศ ึก ษ า  

อ ุบ ัต ิก า ร ณ ์ข อ ง โ ร ค อ ุจ จ า ร ะ ร ่ว ง ร ่ว ม ก ับ ช น ิด ข อ ง อ า ห า ร ท ี่ร ับ ป ร ะ ท า น  พ บ ว ่า ม ืส า เห ต ุม า จ า ก ก า ร  

ร ับ ป ระท าน ป ูแ ส ม ด อ ง เค ็ม  ป ล าท ะ เล  ก ุ้งท ะเล  ล ูก ช ื้น ป ล าท ะเล  แ ล ะห อ ย แ ม ล งภ ู่ (บ ุญ เย ี่ย ม  เก ีย รต ิว ุฒ ิ 

e t  al, 2527) ม ีก า รศ ึก ษ า ป ร ิม า ณ  Vibrio parahaemolyticus ใน ห อ ย น าง รม จ า ก แ ห ล ่ง เล ี้ย ง ต ำ บ ล  

อ ่างศ ิล า  จ ัง ห ว ัด ช ล บ ุร ี พ บ ว ่า ม ีค ่า ส ูง ก ว ่า ม า ต ร ฐ า น ข อ ง ก ร ม ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ก า ร แ พ ท ย ์ ซ ึ่ง ก ำ ห น ด ค ่า  

ม า ต ร ฐ า น อ า ห า ร ท ะ เล พ ร ้อ ม บ ร ิโ ภ ค ด ิบ  ต ้อ ง ไ ม ่พ บ เช ื้อ  Vibrio parahaem olyticus ใ น ต ัว อ ย ่า ง  

อ า ห า ร  25 ก ร ัม  (ท ัศ ว ร รณ  ข า ว ส ีจ า น  e t  al., 2550) น อ ก จ า ก น ี้ย ัง ม ีร า ย ง า น เ ร ื่อ ง ก า ร อ ย ู่ร อ ด ซ อ ง  

Vibrio parahaemolyticus ใ น อ า ห า ร  พ บ ว ่า  เม ื่อ น ำ ก ุ้ง เก ็บ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3, 7, 10 แ ล ะ  18 อ ง ศ า  

เซลเซ ียส ป ร ิม าณ ข อ ง เช ื้อ  Vibrio parahaem olyticus ล ด ล งแ ต ่ย ังม ีช ีว ิต อ ย ู่ไ ด ้ 8 ว ัน  ใ น ห อ ย น า ง ร ม  

ท ี่ว า งต าม ช ั้น จ ำห น ่า ย อ าห า รอ ุณ ห ภ ูม ิ 4 องศาเซ ล เซ ียส  เช ื้อ ส าม า รถ ม ีช ีว ิต อ ย ู่ไ ด ้อ ย ่า งน ้อ ย  3 ส ัป ด าห ์
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แ ล ะส าม ารถ เพ ิ่ม จ ำน วน ได ้เม ื่อ บ ่ม ท ี่ 3 5 องศาเซ ล เซ ียส  เป ็น เวล า  2 - 3 ว ัน  เซ ่น เด ีย วก ับ ใน ซ ูร ิม ิ (su r im i) 

ท ี่เก ็บ ท ี่ 5 องศาเซล เซ ียส เป ็น เวลา 2 ว ับ  จ ะม ีป ร ิม าณ เช ื้อ ล ด ล งแ ล ะส าม า รถ เพ ิ่ม จ ำน วน ไ ด ้อ ีก เม ื่อ ว า งท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิ 25  องศาเซลเซ ียส (C hung  e t  a l ,  1994) น อ ก จ า ก น ี้พ บ ว ่า ใ น ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า  ญ ี่ป ุน  

แ ล ะ เก า ห ล ี ก ็ม ีร า ย ง าน ก า รต ิด เช ื้อ จ า ก  Vibrio parohaem oiyticus ห ล ัง จ า ก ท ี่บ ร ิโ ภ ค อ า ห า รท ะ เล  

ท ั้ง น ี้ป ัจ จ ุบ ัน อ าห า รท ะ เล ด ิบ ก ำล ัง เป ็น ท ี่น ิย ม ข อ ง ผ ู้บ ร ิโ ภ ค  ซ ึ่ง อ าจ ส ่งผ ล ให ้ผ ู้บ ร ิโภ ค ม ิค วาม เส ี่ย งต ่อ ก า ร  

ต ิด เช ื้อ แ ล ะ เก ิด อ า ก า ร อ า ห า ร เป ็น พ ิษ ม า ก ช ื้น  ( ก ร ม ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ก า ร แ พ ท ย ์.ก ร ะ ท ร ว ง ส า ธ า ร ณ ส ุข ,  

2548 )

2 .2  ล ัก ษ ณ ะท ั่ว ไป แ ล ะก า รก ่อ โ รค ข อ ง  Vibrio  s p p .

2 .2 .1  Vibrio porahaem oiytucus

Vibrio parohaemoiyticus เป ็น แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ต ิด ส ีแ ก รม ล บ  ร ูป ท ่อ น ต รงห ร ือ โค ้ง  ข อ บ เจ ร ิญ ท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิป าน ก ล า ง  (m e so p h il)  เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ไ ด ้ใน อ ุณ ห ภ ูม ิร ะห ว ่า ง  15-42 องศาเซ ล เซ ียส  อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่ 

เห ม า ะส ม ค ือ  37 องศาเซลเซ ียส แ ล ะ เจ ร ิญ ไ ด ้ด ีท ี่ค ว าม เป ็น ก รด ต ่า ง  7.5-8.5 ม ีฟ ล า เจ ล ส ่า เพ ีย ง  1 เส ้น  

อย ู่ท ี่ป ล ายข ้างห น ึ่ง  (P o la r f la g e lla )  แ ล ะส าม ารถ เค ล ื่อ น ท ี่ไ ด ้ใน อ าห า ร เห ล วจ ัด เป ็น พ วก  F a c u lt a t iv e  

a n a e ro b e  แ ล ะ เป ็น พ ว ก ท ี่ช อ บ เก ล ือ ต ้อ ง ก า ร เก ล ือ ใ น ก า ร เจ ร ิญ  (o b lig a te  h a lo p h i l l ic )  ส า ม า ร ถ  

เจ ร ิญ ไ ด ้ด ีใน ช ่ว ง ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ ง เก ล ือ ร ้อ ย ล ะ  2 -3  เน ื่อ ง จ า ก โ ซ เด ีย ม อ ิอ อ น ม ีค ว า ม จ ำ เป ็น ต ่อ ก า รน ำ  

กล ูโคส เข ้าส ู่เซ ลล ์ จ ึงม ัก พ บ เช ื้อ  Vibrio parohaem oiyticus ใน แ ห ล ่ง น ี้า ท ี่ม ีค ว าม เค ็ม ร ว ม ท ั้ง ผ ิว แ ล ะ  

อ ว ัย ว ะท ี่เป ็น เค ร ื่อ ง ใน ข อ งส ัต ว ่น ํ้า เค ็ม ท ั่ว ๆ ไ ป  (L a k e  e t  a l., 2003) Vibrio parohaem oiyticus เป ็น  

แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ท ำ ให ้เก ิด โ ร ค อ า ห า ร เป ็น พ ิษ ใ น ค น  ส ่ว น ใ ห ญ ่ม ีส า เห ต ุม า จ า ก ก า ร ร ับ ป ร ะ ท า น ส ัต ว ์น ํ้า ท ี่ 

ป น เบ ื้เอ น เช ื้อ น ี้ อ าก า รข อ งโ รค ท ี่พ บ ค ือ  ป วด ท ้อ ง  ท ้อ ง เด ิน  ค ล ื่น ไส ้ อ า เจ ีย น  ป ว ด ศ ีร ษ ะ  ม ีไข ้เล ็ก น ้อ ย  

อ าจ เก ิด อ าก า รภ า ย ใน  2-3 ว ัน  (T w e d t, 1989) แ ล ะ ม ีร า ย ง า น ว ่า พ บ  Vibrio parohaem oiyticus ม ี 

ก า รป น เป ีอ น ใน น ํ้าท ะ เล แ ล ะอ าห า รม าก ท ี่ส ุด  (รน  a n d  L iu , 2007)

2 .2 .2  Vibrio cholerae

Vibrio cholerae เป ็น แ บ ค ท ีเ ร ีย พ ว ก  n o n - h a lo p h il ic  ส า ม า ร ถ เจ ร ิญ ไ ด ้ใ น ส ภ า ว ะ ท ี่ไ ม ่ม ี 

อ า ก า ศ แ ล ะส ร ้า ง เอ น ไซ ม ์ค ะต ะ เล ส  ไ ม ่ส า ม า รถ เจ ร ิญ ไ ด ้ท ี่ 10 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส ห ร ือ ต ํ่า ก ว ่า  พ บ ได ้ท ั่วไป  

เซ ่น  น ํ้า จ ืด  น ํ้า ก ร ่อ ย แ ล ะน ํ้า ท ะ เล  ม ัก พ บ ก า ร ป น เป ีอ น ใ น ส ิ่ง แ ว ด ส ้อ ม ท ี่ม ีก า ร ป น เป ีอ น ข อ ง น ั้า เส ีย แ ล ะ  

พ ื้น ด ิน ท ี่ม ีก า รน ำข อ ง เส ีย ม าท ิ้ง  Vibrio cholerae  แ บ ่งย ่อ ย ได ้ 93  ซ ีโรกร ุ๊ป  ม ีเพ ียง 2 ซ ีโ รก ร ุ๊ป เท ่าน ั้น ท ี่ 

ท ำ ให ้เก ิด โ รค อ ุจ จ า ร ะ ร ่ว ง อ ย ่า ง ร ุน แ ร ง  ค ือ  ซ ีโ รก ร ุ๊ป  0 1  แ ล ะ  0 1 3 9  ส ่ว น ซ ีโ รก ร ุ๊ป ท ี่เห ล ือ ร ว ม เร ีย ก ว ่า
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Vibrio choierae n o n  0 1 / 0 1 3 9  แ ต ่ส า ม า ร ถ ก ่อ ใ ห ้เ ก ิด  โ ร ค ก ร ะ เ พ า ะ อ า ห า ร แ ล ะ ล ำ ไ ส ้อ ัก เ ส บ  

(G a s tro e n te r it is )  แ ล ะก า รต ิด เช ื้อ ท างบ าด แ ผ ล  (W o u n d e d  in fe c t io n )  ได ้เซ ่น ก ัน  Vibrio choierae 
ส ร ้า งส ารพ ิษ ท ี่เร ีย ก ว ่า  ค อ เรล ล ่าท อ ก ซ ิน  (C h o ie ra e  to x in )  จ ัด เป ีน เอ น เท อ โรท อ ก ช ิน  (E n te ro to x in )  

ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิไ ม ่ท น ค วาม ร ้อ น แ ล ะก รด  เช ื้อ  Vibrio choierae ท ำให ้เก ิด โ รค ใน ค น เท ่าน ั้น  ก า รก ่อ ให ้เก ิด  

โ รค ไ ด ้เช ื้อ จ ะต ้อ ง ม ีช ีว ิต รอ ด ผ ่า น ก ร ะ เพ า ะอ าห า รแ ล ะไ ป เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ท ี่ผ ิว ข อ ง ล ำ ไ ส ้ แ ล ะ ส ร ้า ง ส า ร พ ิษ  

อ อ ก ม าแ ล ะท ำ ให ้เย ื่อ บ ุล ำ ไ ส ้ห ล ั่ง ส า รจ ำ พ ว ก น ํ้า อ อ ก ม า  ท ำ ใ ห ้เก ิด อ า ก า รท ้อ ง ร ่ว ง แ ล ะ ร ่า ง ก า ย ข า ด น ํ้า  

แ ล ะแ ร ่ธ าต ุ (M a d d e n  e t  a l., 1989)

2 .2 .3  Vibrio vu ln ificus

แ บ ค ท ีเ ร ีย ช น ิด น ี้เป ็น แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ต ิด ส ีก ร ม ล บ  เป ็น พ วก ท ี่ซ อ บ เก ล ือ  (o b lig a te  h a lo p h i l l ic )  

เ จ ร ิญ ใ น ส ภ า ว ะ ท ี่ม ีเ ก ล ือ อ ย ู่ร ะ ห ว ่า ง ร ้อ ย ล ะ  1-3 พ บ ไ ด ้ท ั่ว ไ ป ใ น น ํ้า ท ะ เล แ ล ะ ส ัต ว ์ท ะ เล  ม ีก า ร แ พ ร ่ 

ก ร ะ จ าย ใน ท ุก ฤ ด ูก าล  พ บ ม า ก ใ น ช ่ว ง ฤ ด ูร ้อ น  ส า ม า รถ ก ่อ โ รค โ ด ย ก า รต ิด เช ื้อ ท า ง บ า ด แ ผ ล  (W o u n d  

in fe c t io n )  เช ื้อ ส า ม า ร ถ ล ุก ล า ม อ ย ่า ง ร ว ด เร ็ว  จ น ท ำให ้เก ิด เน ื้อ เย ื่อ อ ัก เส บ  ผ ิว ห น ัง ม ีอ า ก า ร บ ว ม  ร ้อ น  

แดง เจ ็บ ป วด  อ า จ ก ล า ย เป ็น อ า ก า ร ต ิด เช ื้อ ใน ก ร ะ แ ส โ ล ห ิต  (S e p t ic e m ia )  แ ล ะ เช ื้อ ย ัง ส า ม า ร ถ เข ้า ส ู่ 

ก ร ะ แ ส โ ล ห ิต โ ด ย ผ ่า น ท า ง เย ื่อ บ ุท า ง เด ิน อ า ห า รจ า ก  ก า ร ร ับ ป ร ะ ท า บ อ า ห า ร ท ะ เล ด ิบ  ห ร ือ ผ ่า น ท า ง  

บ าด แ ผ ล จ า ก ก า รต ิด เช ื้อ ท ี่บ า ด แ ผ ล น ั้น เอ ง  ม ีอ าก า รไ ข ้ ห น าวล ั่น  อ ่อ น เพ ล ีย  ค ว า ม ด ัน โ ล ห ิต ต ํ่า  อ าจ ม ี 

อ า ก า ร อ ุจ จ า ร ะ ร ่ว ง  อ า เจ ีย น  แ ล ะ ท ำ ใ ห ้เ ก ิด อ า ก า ร ก ร ะ เพ า ะ อ า ห า ร แ ล ะ ล ำ ไ ส ้อ ัก เ ส บ  จ า ก ก า ร  

ร ับ ป ร ะ ท า น อ า ห า ร ท ะ เ ล ด ิบ  (O liv e r , 1989; C h iang  a n d  C huang , 2003; L e e  e t  a l ,  2005; 

Izum iya  e t a l., 2011)

2 .2 .4  Vibrio  s p p .  ส า ย พ ัน ธ ุอ ื่น ๆ

Vibrio ทาimicus ม ัก พ บ ก า รป น เป ้อ น ใน น ํ้า  อ าห ารท ะเล  เซ ่น ห อ ย น างรม  ส ่วน ให ญ ่ท ำให ้เก ิด  

อ าก า ร เจ ็บ ป ่ว ย ภ าย ใน  24  ช ั่วโมง โด ย เก ิด อ าก า รท ้อ ง ร ่ว ง  คล ื่น ไส ้อ าเจ ียน  แ ล ะป วด ท ้อ ง  (C a m p o s  e t  

a l., 1 996 ) Vibriofluvialis  พ บ ค ร ั้ง แ ร ก โ ด ย แ ย ก ไ ด ้จ า ก อ ุจ จ า ร ะ ผ ู้ป ่ว ย  ผ ู้ป ่ว ย ท ี่ไ ด ้ร ับ เช ื้อ น ี้จ ะ เก ิด  

อ าก า รท ้อ ง ร ่ว ง  อ า เจ ีย น  ป วด ใน ซ ่อ งท ้อ ง  ถ ่า ย ท ้อ ง ป ร ะม า ณ  10-15 ค ร ั้ง ต ่อ ว ัน  อ า ก า ร ป ่ว ย ค ล ้า ย ก ับ  

ก า ร เจ ็บ ป ่ว ย เน ื่อ ง จ า ก เช ื้อ ว ิบ ิโ อ ส า ย พ ัน ธ ุอ ื่น ๆ  ม ัก พ บ ก า ร ป น เป ้อ น ใ น ห อ ย น า ง ร ม ด ิบ  ก ุ้ง ป ล า  Vibrio 
alginolyticus ม ัก พ บ ก า ร ป น เป ้อ น ใ น อ า ห า รท ะ เล แ ล ะ น ี้า ท ะ เล  ท ำ ใ ห ้เก ิด อ า ก า ร เจ ็บ ป ่ว ย ท ี่เก ี่ย ว ข ้อ ง  

ก ับ ร ะบ บ ท า ง เด ิน อ า ห า รแ ล ะ ม ัก ท ำ ให ้เก ิด ก า รต ิด เช ื้อ ท า ง บ า ด แ ผ ล แ ล ะต า  พ บ ก า ร ร ะ บ า ด ม า ก ใ น ฤ ด ู 

ร ้อ น  (O liv e r a n d  K ape r, 1997) Vibrio harveyi เป ็น แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่พ บ ท ั่ว ไ ป ใน น ํ้า เค ็ม  ซ ึ่ง ก ่อ ให ้เก ิด  

ป ็ญ ห า อ ย ่า ง ม า ก ใ บ ก า ร เล ี้ย ง ก ุ้ง  แ ล ะ เป ็น ส า เห ต ุข อ ง โ ร ค ก ุ้ง เ ร ือ ง แ ส ง  ห ร ือ โ ร ค เพ ฃ ร พ ล อ ย  ซ ึ่ง เป ็น  

อ ันตรายต ่อก ุ้งก ุล าดำ ก ุ้งแ ซ บ ๊วย  แ ล ะก ุ้ง ก ้า ม ก รา ม  โดย Vibrio harveyi จ ะอ าศ ัย อ ย ู่ภ าย ใน ล ำไส ้ข อ ง
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ก ุ้ง เช ื้อ  Vibrio harveyi จ ะแ พ ร ่ก ระจ าย อ อ ก ม าส ู่แ ห ล ่ง 'น ํ้า แ ล ะ เม ื่อ แ ม ่ก ุ้ง ว า ง '1 ฃ ่เช ื้อ  Vibrio harveyi 
จ ะ ต ิด อ อ ก ม า ก ับ ไ ข ่ น อ ก จ า ก น ี้ย ัง พ บ ว ่า ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ข อ ง ส ิ่ง แ ว ด ล ้อ ม  ได ้แก ่ ค วาม เค ็ม  พ ีเอ ซ แล ะ 

อ ุณ ห ภ ูม ิม ีผ ล ต ่อ ก า ร ร ะ บ า ด ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย ช น ิด น ี้ อ า ก า รข อ งก ุ้ง ท ี,ต ิด เช ื้อ  Vibrio harveyi พ บ ว ่า ก ุ้ง  

อ ่อ น แ อ  ไ ม ่ว ่า ย น ํ้า  ไ ม ่ก ิน อ าห า ร  ต ัวข ุ่น ข าว  ห ร ือ ส ัง เก ต ได ้ใน เวล าก ล างค ืน ท ี่ไม ่ม ีแ ส ง  จ ะ เห ็น แ ส งส ีเข ีย ว  

ล อ ย ช ื้น ต าม ก ารช ื้น ล งข อ งก ุ้ง  (P iz z u t to  a n d  H irst, 1995; C h r is o li t e  e t  a l., 2008)

2 .3  ว ิธ ีก า ร จ ำ แ น ก เช ื้อ  Vibrio  s p p .

ว ิธ ีท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ป น เป ้ร น ใ น อ า ห า ร ห ร ือ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ ม ีท ั้ง ว ิธ ีเซ ิง ป ร ิม า ณ  

(Q u a n t ita t iv e )  แ ล ะ เซ ิงค ุณ ภ าพ  (Q u a lita t iv e )  ซ ึ่ง ว ิธ ีท ี่ห ้อ ง ป ฏ ิบ ัต ิก า รจ ุล ช ีว ว ิท ย า ใช ้ย ัง ค ง เป ็น ว ิธ ีด ัง  

เ ด ิม ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  ข ัน ต อ น  p re -e n r ic h m e n t, s e le c t iv e  e n r ic h m e n t ,  s e le c t iv e  p la t in g , 

b io c h e m ic a l  t e s t  แ ล ะ  se ro lo g ic a l te s t  (บ ร  F o o d  a n d  D rug A d m in is tra t io n , 2004) ซ ึ่ง ใช ้ 

เ ว ล า น า น ถ ึง  7 -1 0  ว ัน  แ ล ะ บ า ง ส ป ีช ีส ์ก ็ไ ม ่ส า ม า ร ถ เพ า ะ เล ี้ย ง บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  (n o n  c u ltu r a b le  

b a c te r ia )  ใน ห ้อ ง ป ฏ ิบ ัต ิก า ร ไ ด ้ ซ ึ่ง อ า จ เป ็น ส ม บ ัต ิเฉ พ า ะต ัว ข อ ง เช ื้อ เอ ง ห ร ือ อ าจ เก ิด จ า ก ก า รบ า ด เจ ็บ  

ข อ ง เซ ล ล ์จ า ก ก ร ะบ วน ก า รแ ป ร ร ูป  เข ่น  ก า รใช ้ค ว าม ร ้อ น  การแซ ่แข ็ง  แ ล ะก า รใช ้ค ว าม ด ัน  เป ็น ต ้น  จ ึงม ี 

ผ ล ท ำ ให ้ต รวจ ไ ม ่พ บ เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ืย ์ด ัง ก ล ่า วท ั้งท ี่โ ด ย แ ท ้จ ร ิง แ ล ้วม ีเช ื้อ จ ุล ิน ท ร ืย ์อ ย ู่ใ น ต ัว อ ย ่า ง อ าห า ร  จึง 

เป ็น ข ้อ กำจัดป ระก า รห น ึ่งข อ งว ิธ ีด ั้ง เด ิม ส ่งผ ล ให ้ไม ่ส าม า รถ ต รวจ ว ิเค รา ะห ิได ้ค รอ บ ค ล ุม ท ุก ส ป ีข ีส ์จ ึงท ำ  

ให ้ไ ม ่ส า ม า รถ ใช ้ใ น ก า รป ร ะ เม ิน ค ว า ม ห ล า ก ห ล า ย ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย ใน ร ะ บ บ น ิเว ศ อ า ห า ร ไ ด ้อ ย ่า ง ส ม บ ูรณ ์ 

ด ัง น ั้น จ ึง ม ีผ ู้ส น ใจ ท ี่จ ะพ ัฒ น า ว ิธ ีก า รว ิเค รา ะห ้ท ี่ส ะด วก  ร ว ด เร ็ว  แ ล ะส า ม า รถ ป ร ะ เม ิน ค ว าม ห ล าก ห ล า ย  

ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย ได ้อ ย ่า งค รอ บ ค ล ุม ม าก ช ื้น  ว ิธ ีก า รท ี่ใ ช ้ใน ก า รต รวจ ว ิบ ร ิโ อ ม ีด ัง ต ่อ ไป น ี้

2 .3 .1  ว ิธ ีม า ต ร ฐ า น

2 .3 .1 .1  S e le c t iv e  p la t in g

เป ็น ว ิธ ีก า รต รว จ ส อ บ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ใช ้ป ร ะ เม ิน ร ะด ับ ก า รป น เป ้อ น ซ ึ่ง เป ็น ก า รต รวจ ส อ บ เซ ิง  

ค ุณ ภ าพ  (Q u a lita t iv e )  โ ด ย อ ง ค ์ก า รอ า ห า รแ ล ะ ย า ข อ ง ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า  (US F o o d  a n d  Drug 

A d m in is t ra t io n ,  2 0 0 4 )  โ ด ย ว ิธ ีก า ร น ี้เ ร ิ่ม จ า ก ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร เห ล ว แ บ บ  p re -e n r ic h m e n t  

โ ด ย ใน ข ั้น ต อ น น ี้จ ะท ำ ให ้เซ ล ล ์ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่บ าด เจ ็บ ป ้น ต ัว แ ล ะ เพ ิ่ม จ ำ น วน  ท ำให ้โอ ก าส ใน ก ารต รวจ  

พ บ ใน อ าห า รม ีม าก ช ื้น  จ าก น ั้น จ ะ เพ าะ เล ี้ย งบ น อ าห ารแ ข ็ง แ บ บ  s e le c t iv e  p la t in g  โดยใช ้ T h io su lfa te  

c itra te  b ile  s a lts  su c ro se  agar (TCBS agar) ซ ึ่ง ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิ s e le c t iv e  d iffe ren t ia l p la t ing  เพ ื่อ  

แยกโคโลน ี จ าก น ั้น น ำโค โล น ีท ี,ส ง ส ัย ไ ป ต รวจ ย ืน ย ัน ด ้ว ย ก า รท ด ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิท า ง ช ีว เค ม ีเป ็น ต ้น  การ
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ต ร ว จ ส อ บ ด ้ว ย ว ิธ ีน ี้จ ะ ใ ช ้เ ว ล า น า น ก ว ่า  5 ว ัน จ ึง จ ะ ท ร า บ ผ ล ก า ร ต ร ว จ ส อ บ  ซ ึ่ง เป ็น ข ้อ ด ้อ ย ข อ ง ก า ร  

ต รวจ ส อ บ ด ้ว ย ว ิธ ีน ี้ จ ึงม ีก า รพ ัฒ น าว ิธ ีก า รต รวจ ส อ บ อ ื่น ๆด ัง จ ะก ล ่า วต ่อ ไป

2 .3 .1 .2  M o s t  p r o b a b le  n u m b e r  (M P N )

ว ิธ ี M P N  เป ็น ว ิธ ีก า ร ต ร ว จ ส อ บ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ใ ช ้ป ร ะ เม ิน ร ะ ด ับ ก า ร ป น เป ้อ น ซ ึ่ง เ ป ็น ก า ร  

ต ร ว จ ส อ บ เซ ิง ป ร ิม า ณ  (Q u a n t ita t iv e )  โ ด ย อ ง ค ์ก า ร อ า ห า ร แ ล ะ ย า ข อ ง ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า  (บ ร  

F o o d  a n d  D rug A d m in is t r a t io n ,  2 0 0 4 )  ก ำห น ด ให ้ว ิธ ี M P N  เป ็น ว ิธ ีม า ต ร ฐ า น ใ น ก า ร ต ร ว จ ร ะ ด ับ  

ก า รป น เป ้อ น ข อ ง  Vibrio parahaem olyticus ใ น อ า ห า ร  ซ ึ่ง ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ข ั้น ต อ น ด ัง แ ส ด ง ใน ภ า พ ท ี่

2.1 ว ิธ ีก า รน ี้เ ร ิ่ม จ า ก ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง ใน อ า ห า ร เห ล ว แ บ บ  p re -e n r ich m en t แ ล ะ  se le c t iv e  e n r ich m en t 

โ ด ย ใบ ข ั้น ต อ น น ี้จ ะท ำ ให ้เซ ล ล ์ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่บ าด เจ ็บ ป ้น ต ัว แ ล ะ เพ ิ่ม จ ำน วน  ท ำให ้โ อ ก าส ใน ก ารต รวจ  

พ บ ใน อ าห า รม ีม าก ข ึ้น  น ับ จ ำ น ว น ห ล อ ด ท ี่พ บ ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ แ ล ะ เท ีย บ ผ ล ก ับ ต า รา ง  M P N  จ าก น ั้น  

น ำห ล อ ด ท ี่พ บ ก าร เจ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ ม า เพ าะ เล ี้ย งบ น อ าห ารแ ข ็งแ บ บ  se le c t iv e  p la t ing  โดยใช ้ T h io su lfa te  

c itrate b ile  sa lts su c ro se  agar (TCBS agar) ซ ี่ง ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิ s e le c t iv e  d iffe ren t ia l p la ting  เพ ื่อ แ ย ก  

โคโลน ี จ า ก น ั้น น ำ โ ค โ ล น ีท ี่ส ง ส ัย ไ ป ต รวจ ย ืน ย ัน ด ้ว ย ก า รท ด ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิท า ง ช ีว เค ม ีเช ่น ก า ร เจ ร ิญ ใน  

เก ล ือ ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น ต ่า ง ๆ  ก ิจ ก ร รม ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ช น ิด ต ่า ง ๆ  ก า รส ร ้า ง ส า ร  h e m o ly s in  แ ล ะค ุณ ส ม บ ัต ิ 

ท างแ อ น ต ิเจ น  เป ็น ด ้น  ก า รต ร ว จ ส อ บ ด ้ว ย ว ิธ ีน ี้จ ะ ใช ้เว ล า น า น ก ว ่า  5 ว ัน จ ึง จ ะ ท ร า บ ผ ล ก า ร ต ร ว จ ส อ บ  

ซ ึ่ง เป ็น ข ้อ ด ้อ ย ข อ งก า รต รวจ ส อ บ ด ้ว ย ว ิธ ีน ี้ จ ึง ม ีก า รพ ัฒ น าว ิธ ีก า รต รวจ ส อ บ อ ื่น ๆ ด ัง จ ะก ล ่า วต ่อ ไ ป
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mm อย่าง 50 กรัม

____ 1____
แฒ Phosphate buffer saline (PBS) 450 ปีลรสิตร 

Stomacher ทื low speed น!น 2 นาที

_____________________________ J ________________________________

ดด PBS dilution 1 มฒิลตร ลงใน alkaline peptone water (APW5 ปรมาตร 

10 มลลลตร , dilution ละ 3 หลอด เหอเตรยม APW dilution

ช้ันตอน

pre-enrichment และ 

selective enrichment

นับจำนวนหลอด dilution ที'miการพร ญขอ ฬช้ือ 
ฟฑ้แปรผลโดยอ่านรทกเทราง MPN

J 1

I
— ' 1 - “ " -

ใฒู้ปเข่ียเช้ือจาก๒ หน้าของ APW ทีพบการเจ!ญแล้วรดบน TCBS agar 
บ่ม APW dilution ทีอุฌหภม 35 ± 2T เป็นเวลา 12 ช้ัวโมง

' J
นำโคโลบทีส่งM ปทดสืฒด้วยวิธหางชวเคมต่อ

1
ภ าพ ท ี่ 2 .1 ว ิธ ีก า รต ร ว จ ส อ บ  Vibrio parahaemolyticus ใ น ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า รด ้ว ย ว ิธ ีม าต รฐ า น  M PN  

ท ี่มา ะ ด ัด แป ล งจาก  U S  F o o d  a n d  D rug A d m in is tra t io n  (2004)
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2 .3 .2  ว ิธ ีท าง เล ือ ก

ค ือ ว ิธ ีก า รท ี่พ ัฒ น าข ึ้น เพ ื่อ ท ำให ้ก า รท ด ส อ บ ท ำได ้อ ย ่า ง รวด เร ็ว  ส ่วน ให ญ ่เป ็น ว ิธ ีท างก ารค ้า  

แ ล ะบ าง ว ิธ ีก ็ไ ด ้ร ับ ก า รร ับ รอ งพ ัฒ น าข ึ้น โด ย อ าศ ัย ห ล ัก ก า รต ่า ง ๆด ัง ต ่อ ไป น ี้

2 .3 .2 .1  B io c h e m ic a l  id e n t i f i c a t io n  t e s t  k it

B io c h e m ic a l id e n t if ic a t io n  t e s t  เป ็น ช ุด ท ด ส อ บ ท ี่ผ ล ิต เพ ื่อ ท ำ ใ ห ้ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ท างช ีว เค ม ีท ำได ้ง ่ายข ึ้น  เป ็น ก า รท ด ส อ บ ค ว าม ส า ม า รถ ใน ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง แ บ ค ท ีเร ีย  เม ื่อ เพ า ะล งอ าห า ร  

เล ี้ย ง เช ื้อ ช น ิด ต ่า ง ๆ  ด ูล ัก ษ ณ ะ ก า ร ใ ช ้ส า ร อ า ห า ร  ก า ร ห ม ัก  ห ร ือ ก า ร ใช ้น ํ้า ต า ล  ร ว ม ถ ึง ก ิจ ก ร ร ม ข อ ง  

เอ น ไซ ม ์ต ่า ง ๆ เพ ื่อ ใช ้ใน ก า รจ ำแ น ก ส าย พ ัน ธ ุ ซ ึ่ง ล ัก ษ ณ ะท างช ีว เค ม ีท ี่ใช ้ใน ก า รจ ำแ น ก  เช ื้อ ว ิบ ร ิโอ แ ส ด ง  

ด ังต า รางท ี่ 2.1 น อ ก จ า ก น ี้ย ัง ม ีก า ร พ ัฒ น า แ ล ะ อ อ ก แ บ บ ช ุด ท ด ส อ บ เพ ื่อ ล ด ร ะ ย ะ เว ล า แ ล ะ เพ ิ่ม ค ว า ม  

ส ะ ด ว ก ใน ก า รต รว จ ท า ง ช ีว เค ม ี เข ่น  ช ุด ท ด ส อ บ  API แ ล ะ  เค ร ื่อ ง จ ำแ น ก จ ุล ิน ท ร ีย ์อ ัต โน ม ัต ิ VITEK®2 

s y s te m  บ ร ิษ ัท  B io m e r ie u x  (แ ส ด งด ังภ าพ ท ี่ 2 .2) ซ ึ่ง เป ็น ห น ึ่ง ใน ว ิธ ีท ี่จ ำแ น ก  (Id e n tif ic a t io n )  จ ีน ัส  

แ ล ะส ป ีช ีส ์ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย  โ ด ย อ า ศ ัย ค ว าม ส า ม า รถ ใน ก า ร ใช ้ส า รอ าห า รท ี่แ ต ก ต ่า ง ก ัน  แ ล ะ อ ่า น ผ ล ก า ร  

เป ล ี่ย น แ ป ล ง ส ีแ ล ะ เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ฐ า น ข ้อ ม ูล  โด ย ผ ล ก ารท ด ส อ บ ท ี่ไ ด ้ส าม า รถ เท ีย บ เค ีย ง ได ้ก ับ ว ิธ ีก า ร  

ด ั้ง เด ิม แ ล ะป ร ะห ย ัด เว ล า ม าก ก ว ่า  ย ก ต ัว อ ย ่า ง เข ่น เค ร ื่อ ง จ ำ แ น ก จ ุล ิน ท ร ีย ์อ ัต โ น ม ัต ิ VITEK®2 s y s te m  

ซ ึ่ง เ ป ็น ช ุด ท ด ส อ บ ป ฏ ิก ิร ิย า ท า ง ช ีว เ ค ม ีข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย ซ ึ่ง ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ก า ร ์ด ท ี่ภ า ย ใ น บ ร ร จ ุ 

b io c h e m ic a l s u b s tra te  เม ื่อ เต ิม เช ื้อ ท ี'ต ้อ งก า รท ด ส อ บ ท ี่อ ย ู่ใ น ร ูป ส า รล ะล าย  (su sp e n s io n )  แ ล ะใส ่ 

ล ง ใ น แ ผ ่น ก า ร ์ด  V I T E K ® 2 s y s te m  ห ล ัง จ า ก น ั้น จ ึง น ำ ก า ร ์ด เ ช ้า ไ ป บ ่ม ใ น ต ู้แ ล ะ เ ค ร ื่อ ง อ ่า น  

( in c u b a to r/ re a d e r)  ซ องเค ร ื่อ ง  เค ร ื่อ ง จ ะอ ่า น ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส งท ุก ๆ ช ั่ว โ ม งจ า ก ซ ่อ ง บ ร รจ ุส ับ ส เต รท  

ซ ึ่ง เก ิด ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ป ฏ ิก ิร ิย าห ร ือ ก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ข อ ง เช ื้อ ใน แ ต ่ล ะซ ่อ ง  แ ล ะ ร าย ง าน ผ ล ภ า ย ใน  4- 

12 ช ั่วโมง (ข ึ้น ก ับ ช น ิด ของเช ื้อ ) ซ ึ่ง ข ้อ จ ำก ัด ช อ งก ารใช ้ช ุด ท ด ส อ บ ป ฏ ิก ิร ิย าท างช ีว เค ม ีช น ิด ต ังก ล ่า วค ือ  

ก ่อ น ก า ร ใช ้ช ุด ท ด ส อ บ ป ฏ ิก ิร ิย า ท า ง ช ีว เค ม ีจ ำ เป ็น ต ้อ ง ท ำ ก า รแ ย ก ให ้ไ ด ้เช ื้อ บ ร ิส ุท ธ ิ้ก ่อ น  แ ล ะ ท ำ ก า ร  

จ ำ แ น ก จ า ก ร ูป ร ่า ง แ ล ะ ก า รต ิด ส ีด ้ว ย ก า รย ้อ ม แ ก รม  เพ ื่อ เป ็น ข ้อ ม ูล พ ื้น ฐ าน ใน ก าร เล ือ ก ใช ้ช ุด ท ด ส อ บ ให ้ 

เห ม า ะ ส ม  ซ ึ่ง ว ิธ ีน ี้ไ ด ้ร ับ ก า ร ร ับ ร อ ง ใ ห ้เป ็น ว ิธ ีม า ต ร ฐ า น ห ม า ย เล ข  A O A C 2 011  (P in cus; B o e r  a n d  

B e u m e r , 1999)
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ภ าพ ท ี่ 2 .2  เค ร ื่อ ง V ITEK ®2 s y s te m

2 .3 .2 .2  D ry  r e h y d r a t a b le  f i lm  m e t h o d

D ry  r e h y d r a t a b le  f i lm  m e t h o d  เ ป ็น ว ิธ ีท ี่ด ัด แ ป ล ง โ ด ย อ า ศ ัย ห ล ัก ก า ร  

a g a r  p l a t in g  ท ี่ป ร ะก อ บ ด ้ว ย ส า รอ า ห า รท ี่แ ห ้ง ท ี่เค ล ือ บ ล ง บ น แ ผ ่น ฟ ิล ์ม พ ร ้อ ม ก ับ ส า รท ี่ท ำ ให ้อ า ห า ร  

ล ะล า ย ไ ด ้ใ น น ํ้า เย ็น  เม ื่อ เต ิม ต ัว อ ย ่า ง ท ี่เป ็น ข อ ง เห ล ว ล ง ไ ป  ส า ร อ า ห า ร ท ี่แ ห ้ง จ ะ ล ะ ล า ย อ อ ก ม า เป ็น  

อ าห า รให ้จ ุล ิน ท ร ีย ์ไซ ใน ก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โต ได ้ห ล ัง จ าก ท ี่บ ่ม เช ื้อ  ข ้อ ด ีข อ ง ว ิธ ีก า รบ ี้ค ือ ป ร ะห ย ัด แ รง ง า น ใน  

ก า ร เต ร ีย ม อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ล ะป ร ะห ย ัด พ ื้น ท ี่ใ น ก า รบ ่ม เช ื้อ แ ล ะก า ร เก ็บ เพ ล ท แ ล ะโ ค โ ล น ีท ี่ป ร า ก ฏ บ น  

อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ส า ม า ร ถ บ อ ก ไ ด ้ว ่า เป ็น เช ื้อ ด ัง ก ล ่า ว โ ด ย ไ ม ่ต ้อ ง ท ำ ก า ร ท ด ส อ บ ป ฏ ิก ิร ิย า ท า ง ช ีว เค ม ี 

(B o e r  a n d  B e u m e r, 1 9 99 ; K o d a k a  e t  a l ,  2 0 0 9 b )  ซ ึง D ry  re h y d ra ta b le  f i lm  ส ำ ห ร ับ ต ร ว จ  

ว ิบ ร ิโ อ ได ้แ ก ่ C o m p la c t  D ry ข อ งบ ร ิษ ัท  NISSUI ป ร ะ ท ศ ญ ี่ป ่น  ป ีจ จ ุบ ัน ม ีก า รพ ัฒ น า เป ็น ช ุด ท ด ส อ บ  

ส ำ ห ร ับ  Vibrio porohaemolyticus เพ ีย ง ซ น ิด เด ีย ว แ ล ะย ัง ไ ม ่ม ีช ุด ท ด ส อ บ ส ำ ห ร ับ ว ิบ ร ิโ อ ส ป ีช ีล ์อ ื่น ๆ  

จ ึงท ำ ให ้ไ ม ่ส าม า รถ ต รวจ ว ิเค รา ะห ์ไ ด ้ค รอ บ ค ล ุม ท ุก ส ป ีซ ีส ์แ ล ะไม ่ส าม า รถ ป ระ เม ิน ค ว าม ห ล าก ห ล าย ข อ ง  

แ บ ค ท ีเร ีย ใน ร ะบ บ น ิเว ศ อ าห า รได ้อ ย ่า งส ม บ ูรณ ์
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ต า รา ง ท ี่ 2 .1  ค ุณ ล ัก ษ ณ ะท างช ีว เค ม ีข อ งแ บ ค ท ีเร ีย ก ่อ โ รค ใน ก ล ุ่ม  V ib r io n a c e a e  ท ี่พ บ ก า รป น เป ีอ น ใน อ าห า รท ะ เล

Biochem ical characteristics o f human pathogenic Vibrionaceae commonly encountered in  seafood*

V. itlgi- V. ckahsrae V. Jluxialis V. fum issn v.halhsas V. metsckm V. mimicus V. parahao- V.vuhtï/icus A. hydro- p.shig&l-

nolyticus kovti m oîyticus phiiia ** laides**

TCBS agar Y Y Y y N G Y G G G Y G

m CPC agar NG P NG NG NG NG N G N G Y NG N G

c c  agar N G P NG NG N G N G N G NG Y NG N G

AGS K A Ka K K K K Ka K K K A K A K A K K nd

Oxidase - + b + + - b + + + +

.Arginine dihydrolase - - - ■b + - b - - - + 4-

Ornithine decarboxylase + + ' - - - - * b + - +

Lysine decarboxylase Hr + - - - b * + V +

0 % NaC l - + - - - - + - - + +

3 % N aC l + -h + + + b b b +■ b +
Growth in

6 % N a a b b + b b . + + _
(พ /V )

ร %NaCl * - - + - - - + - - -

io r« N »a Hr - - - - - - - - -

Growth at 42°c •b ■b V - ad V b + + V +

* Adapted trem E llio t el i i l . Q i ) ,  ** A e ro m o n a s  k y d r a p h i l a ,  Plesiamanas shigelloides

Abbreviations: TCBS1 thiosulfate-citrate-bile dalt-sucrose; tnCPC, modified cehobiose -polymyxin B-calistîü, AGS, arginine-glucose slant;

Y  = yellow NG = no or poor growth ร  = susceptible lid  = not done G = green V  = variable among strains R  = resistant F = purple V  = variable K K  = Slant alkaline i Butt alkaline K A  = Slant alkaline i Butt acidic 

Ka = Slant alkaline / Butt slightly acidic

ท ี่ม า  ะ (B a c te r io lo g ic a l a n a ly t ic a l m a n u a l (BAM ); U SFD A , 2004 )
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ต า รางท ี่ 2.1 ค ุณ ล ัก ษ ณ ะท างช ีว เค ม ีข อ งแ บ ค ท ีเร ีย ก ่อ โ รค ใน ก ล ุ่ม  V ib r io n a c e a e  ท ี่พ บ ก า รป น เป ้อ น ใน อ าห า รท ะ เล  (ต ่อ)

Biochem ical characteristics o f human pathogenic Vibrionaceae commonly encountered in  seafood*

V, aigi- 

nolyticus

V. cholera# V. flu xia lïs V. Jum issii v.lw lhsae V. m etsckni V. m im ïe m  V, parahiie-

kovii m olyticus

V.vulnificus A. ftydro- 

philia **

p .sk igel-

krides**

Sucrose + 4- + + - 4- - - - V -

D-Cellobiose - - + - - - - V 4- + -

Lactose - - - - - - 4- V

Ac*d Arabinose - - + •ร- + - - 4* - V -

From ะ
D-Macnose T 4- + 4- 4- + 4- 4- V “

D-Marm itol + 4- 4- -r - 4- 4- + V 4- -

ONPG - 4- + -f - + + - + 4- -

Voges-Proskauer + V - - - + - - - + -

10 ng 0/129 R ร R R ûd ร ร R ร R. ร

S a is i'  150 jug 0/129 ร ร ร ร lid 3 ร ร ร R. ร
tiv ity io  :

Gelatmase 4" 4- + 4" 4- 4- 4- 4- + ■

Urease - ' - - - - - - V - - -

* Adapted from E llio t et o/.(3î), ** Aerom m as hydropkila, Pîesirmcmas shigelküJes

Abbreviations: TCBS, thiosuifate-citrate-bile diit-sucrose; mCPC, modified cellobiose -polymyxin B-cciistia; AGS, arginine-glucose slant;

Y  = yellow NG = CO  or poor growth ร  = susceptible ud = not done G = green V  = variable among ะ,trams R  = resistant p = purple V  — variable K K  = Slant alkaline / Butt alkaline K A  = Slant alkaline / Butt acidic

Ka = Slant alkaline i Butt slightly acidic

ท ี่มา  : (B a c te r io lo g ic a l a n a ly t ic a l m a n u a l (BAM ); U SFD A , 2004)
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2 .3 .2 .3  C h r o m o g e n ic  m e d iu m

อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  C h ro m o g e n ic  m e d iu m  พ ัฒ น าช ื้น โ ด ย ก า ร ใช ้อ า ห า รท ี่ม ีก า ร เต ิม  

ส า รท ี่ท ำ ให ้เก ิด ส ี (C h ro m o g e n ic )  เพ ื่อ ใช ้ต ร ว จ น ับ จ ำ น ว น แ ล ะ แ ย ก ช น ิด ข อ ง เช ื้อ ไ ด ้โ ด ย ต ร ง บ น จ า น  

เพ า ะ เช ื้อ  โ ด ย ไ ม ่ต ้อ งแ ย ก เช ื้อ ให ้บ ร ิส ุท ธ ิ้ก ่อ น เพ ื่อ จ ำแ น ก ช น ิด ข อ ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ืย ํ ส า รป ร ะ ก อ บ เห ล ่า บ ี้จ ะ  

เป ล ี่ย น เป ็น ส ีท ี่ช ัด เจ น เม ื่อ ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ก ับ เอ น ไ ซ ม ์จ า ก จ ุล ิน ท ร ีย ์ ส ่ว น ม าก ส า รป ระก อ บ ท ี่ท ำ ให ้เก ิด ส ีจ ะ  

เ ป ็น พ ว ก  P h e n o l d e r iv a t iv e  (M ana fi, 1996) ย ก ต ัว อ ย ่า ง เช ่น  C H O M ag a r V ib r io  (c v )  (Hara- 

K u d o  e t  a l., 2001 ) ซ ีง ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิใ น ก า รจ ำ แ น ก  Vibrio parahoemoiyticus, Vibrio vulnificus, 

Vibrio cholerae แล ะ Vibrio alginolyticus โด ย อ าศ ัย ส ม บ ัต ิใน ก า รส ร ้า ง เอ น ไซ ม ์ (3-ga lactosidase ซึ่ง 

ย ่อ ย ซ ับ ส เต ร ท ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  ท ำ ให ้โ ค โล น ีข อ ง  Vibrio parahoem oiyticus เป ็น ส ีม ่ว ง  แ ล ะ  

โ ค โ ล น ีข อ ง  Vibrio vulnificus แ ล ะ  Vibrio cholerae  จ ะ ม ีส ีเ ข ีย ว อ ม ฟ ้า  ส ่ว น 'โค โล น ีข อ ง  Vibrio 

alginolyticus จ ะ ไ ม ่ม ีส ี แ ล ะ พ บ ว ่า  C h ro m o g e n ic  m e d iu m  ม ีค ว า ม จ ำ เพ า ะ แ ล ะ ถ ูก ต ้อ ง ใ น ก า ร  

ต ร ว จ ส อ บ เช ื้อ ก ล ุ่ม ว ิบ ร ิโ อ ม า ก ก ว ่า  T C B S  agar (H a ra -K u d o  e t  a l., 2001; B la n c o -A b a d  e t  a l.,

2009 ) อ ย ่า ง ไ ร ก ็ต า ม ว ิธ ีก า ร ด ัง ก ล ่า ว ย ัง ต ้อ ง ย ืน ย ัน ผ ล ด ้ว ย ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ท า ง ช ีว เค ม ี แ ล ะ เป ็น ก า ร  

ต ร ว จ ส อ บ เซ ิง ค ุณ ภ า พ เท ่า น ั้น แ ล ะ ไ ม ่ส า ม า ร ถ ป ร ะ เม ิน ค ว า ม ห ล า ก ห ล า ย ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย ใ น ร ะ บ บ น ิเ ว ศ  

อ าห า รได ้อ ย ่า งส ม บ ูรณ ์

2 .3 .2 .4  Im m u n o a s s a y

ใช ้ห ล ัก ก า รข อ ง ระบ บ ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ห ร ือ ป ฏ ิก ิร ิย า ร ะห ว ่า ง แ อ น ต ิเจ น ก ับ แ อ น ต ิบ อ ด ีม า ใช ้ใน  

ก า รต รวจ ห า จ ุล ิน ท ร ีย ์แ ล ะส า รพ ิษ ท ี่ผ ล ิต จ าก จ ุล ิน ท ร ีย ์ เช ่น  เท ค น ิค  ELISA  โด ย อ าศ ัย ห ล ัก ก า รข อ งก าร  

ท ำป ฏ ิก ิร ิย าข อ งแ อ น ต ิเจ น แ ล ะแ อ น ต ิบ อ ด ี โ ด ย ใช ้ส า รบ างอ ย ่า ง เป ็น ต ัวบ ่ง ช ื้ว ่า ม ีป ฏ ิก ิร ิย าด ัง ก ล ่า ว เก ิด ช ื้น  

โ ด ย น ำ ส า ร ไ ป ต ิด ฉ ล า ก บ น แ อ น ต ิเ จ น ห ร ือ แ อ น ต ิบ อ ด ี ส า ร ท ี่ต ิด ฉ ล า ก อ า จ จ ะ เป ็น ส า ร ก ัม ม ัน ต ร ัง ส ี 

เอนไซม ์ ห ร ือ ส า ร เร ือ งแ ส ง เป ็น ต ้น  ก า รจ ับ ก ัน ข อ งแ อ น ต ิเจ น แ ล ะแ อ น ต ิบ อ ด ีจ ะม ีล ัก ษ ณ ะ เห ม ือ น แ ซ น ว ิข  

โ ด ย ส ่ว น ให ญ แ อ น ต ิบ อ ด ีต ัว แ รก จ ะถ ูก ต ร ึง ไ ว ้ก ับ ห ล อ ด ท ี่ท ำ ด ้ว ย  p o ly s ty r e n e  ของ m ic ro t ite r  p la te  

เม ื่อ เต ิม ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ม ีเช ื้อ ห ร ือ แ อ น ต ิเจ น ล ง ไ ป ใน ห ล อ ด  แ ล ะ บ ่ม เพ ื่อ ใ ห ้แ อ น ต ิเจ น ก ับ แ อ น ต ิบ อ ด ีจ ับ ก ัน  

ห ล ัง จ าก น ั้น ล ้า ง เพ ื่อ ให ้ส า รอ ื่น ๆ ท ี่ไ ม ่จ ับ ก ับ แ อ น ต ิบ อ ด ีถ ูก ล ้า ง อ อ ก ไ ป  ห ล ัง จ าก น ั้น เต ิม แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ต ิด  

ฉ ล าก ห ร ือ ท ี่เ ร ีย ก ว ่า ค อ น จ ูเก ท  (co n jug a te ) แ ล ้วบ ่ม ไว ้ช ่ว ง เวล าห น ึ่ง เพ ื่อ ให ้จ ับ ก ับ แ อ น ต ิบ อ ด ีท ี่ย ัง ไม ่จ ับ  

ก ับ แ อ น ต ิเจ น จ า ก ต ัว อ ย ่า ง  แ ล ้ว จ ึง ล ้า ง เพ ื่อ ใ ห ้ค อ น จ ูเก ท ท ี่ไ ม ่ต ิด ก ับ แ อ น ต ิเจ น ห ล ุด อ อ ก แ ล ะ เต ิม ด ้ว ย  

ส ับ ส เต รท เพ ื่อ ให ้เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า  ซ ึ่ง ค ่าท ี่ว ัด ได ้จ ะช ื้น อ ย ู่ก ับ ป ร ิม าณ ข อ งแ อ น ต ิเจ น ใน ต ัว อ ย ่า ง  ถ ้าม ีเอนไซ ม ์ 

อ ย ู่ส ับ ส เต รท จ ะ ถ ูก เล ี่ย น ไ ป เป ็น ส า รท ี่เก ิด ส ีห ร ือ ส า ร เร ือ ง แ ส ง  ซ ึ่ง จ าก ห ล ัก ก า รด ังก ล ่า ว ได ้ม ีก า รพ ัฒ น า  

เป ็น ช ุด ท ด ส อ บ  ELISA  ของบร ิษ ัท  B io  T h re a t  A lert ส ำ ห ร ับ ต ร ว จ  Vibrio cholerae ช ้อ ด ีข อ งว ิธ ีก าร  

บ ี้ ค ือ เป ็น ว ิธ ีท ี่ง ่า ย  ส ะ ด ว ก  ใ ห ้ผ ล เร ็ว  แ ล ะแ ม ่น ย ำ  ข ้อ จ ำ ก ัด ค ือ  ช ุด ท ด ส อ บ ด ัง ก ล ่า ว ย ัง ม ีเฉ พ า ะช ุด  

ท ด ส อ บ เช ื้อ  Vibrio cholerae  เท ่าน ั้น  ย ัง ไ ม ่ม ิช ุด ท ด ส อ บ ส ำ ห ร ับ ว ิบ ร ิโ อ ส ป ีข ีส ์อ ื่น ๆ  แ ล ะช ุด ท ด ส อ บ
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ELISA  น ี้ส า ม า รถ ต รวจ เช ื้อ ไ ด ้ต ั้ง แ ต ่ 103-1 0 5 เซ ล ล ์ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ด ัง น ั้น ก า รต ร ว จ ห า เช ื้อ โ รค ใ น อ า ห า ร  

โ ด ย ต ร ง จ ึง ไ ม ่ส า ม า ร ถ ท ำ ไ ด ้เพ ร า ะ ต ้อ ง ท ำ ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น เช ื้อ ใ น อ า ห า ร เห ล ว ก ่อ น อ ย ่า ง น ้อ ย  16 -24 

ช ั่วโมง ก ่อ น ท ี่ท ำ ก า รท ด ส อ บ ด ้ว ย ข ุด ท ด ส อ บ ด ัง ก ล ่า ว  (B o e r  a n d  B e u m e r , 1999; O d u m e ru  a n d  

L e ô n -V e la rd e ,  2012)

2 .3 .2 .5  N u c le ic  a c id  h y b r id iz a t io n

N u c le ic  a c id  h y b r id iz a t io n  เป ็น เท ค น ิค ท ี่ใซ ้ส ำ ห ร ับ ก า รต ร ว จ ส อ บ จ ุล ิน ท ร ีย ์โ ด ย อ า ศ ัย ก า ร  

จ ับ ก ัน ร ะห ว ่า ง โ ม เล ก ุล ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ห ร ือ อ า ร ์เอ ็น เอ ข อ ง จ ุล ิน ท ร ืย ์เป ้า ห ม า ย ก ับ โ พ รบ ด ีเอ ็น เอ ซ ึ่ง ม ีล ำ ด ับ  

ข อ ง ก รด น ิว ค ล ีอ ิค เข ้า ค ู่ก ับ ด ีเอ ็น เอ เป ้า ห ม า ย  ( c o m p le m e n ta r y  b a se ) โด ย ท ั่ว ไ ป โพ รบ ด ีเอ ็น เอ จ ะม ี 

ค ว า ม ย า ว ป ร ะ ม า ณ  15-30 น ิวคล ีโอไท ด ์ ซ ึ่ง ค ว า ม จ ำ เพ า ะ ข อ ง ว ิธ ีก า ร น ี้จ ะ ข ึ้น อ ย ู่ก ับ ล ำ ด ับ ข อ ง ก ร ด น ว ­

ด ล ีอ ิค บ น โ พ ร บ  (B o e r and  B e um e r, 1 9 9 9 )  โ ด ย ห ล ัก ก า ร จ ะ ใ ซ ้ p ro b e  ท ี่ต ิด ฉ ล า ก ด ้ว ย ส า ร  

ก ัม ม ัน ต ร ัง ส ีห ร ือ ส า ร เ ร ือ ง แ ส ง ไ ป ต ร ว จ ห า จ ุล ิน ท ร ืย ์ใ น ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร ซ ึ่ง ถ ้า ใ น อ า ห า ร ม ีจ ุล ิน ท ร ืย ั 

เป ้า ห ม า ย อ ย ู่ก ็จ ะ เก ิด ก า รจ ับ ก ัน ร ะห ว ่า ง  p ro b e  ก ับ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง จ ุล ิน ท ร ืย ์เป ้า ห ม า ย  ว ิธ ีน ี้,ม ีความไ,วน,ละ 

ค ว า ม จ ำ เพ า ะ ส ูง  ม ีก า ร น ำ ห ล ัก ก า ร น ี้ไ ป ใ ช ้ใ น ก า ร พ ัฒ น า ว ิธ ี d ir e c t  p la t in g  เพ ื่อ ต ร ว จ ห า  Vibrio 

parahoem oiyticus ใ น อ า ห า ร  (D e p a o la  e t  a l ,  2003 ; R a g h u n a th  e t  a l., 2008) แ ล ้ว ต ิด ต า ม  

ก า รจ ับ ก ัน ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย ว ิธ ีต ่า ง ๆ  ได ้แก ่ การทำ c o lo n y  lift , h y b r id iz a t io n  แ ล ะ  c o lo r im e t r ic  

d e te c t io n  ว ิธ ีเห ล ่า น ี้ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ห ล า ย ข ั้น ต อ น แ ล ะ จ ำ เป ็น ต ้อ ง ใช ้ท ัก ษ ะแ ล ะค ว า ม เช ี่ย ว ช า ญ ใ น ก า ร  

ป ฏ ิบ ัต ิง า น  ซ ึ่ง จ ะ ใช ้เว ล า ใน ก า รต รวจ ส อ บ ป ระม า ณ  1-2 ว ัน  แ ล ะก า ร เล ี้ย ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ่ใน อ าห า ร เล ี้ย ง  

เช ื้อ เห ล ว เพ ื่อ เพ ิ่ม จ ำ น ว น เพ ื่อ เพ ิ่ม ค ว า ม ไ ว ใน ก า ร ต ร ว จ ส อ บ  น อ ก จ า ก น ี้ย ัง ไ ม ่ม ีก า รพ ัฒ น า ข ุด ท ด ส อ บ  

ล ำห ร ับ ว ิบ ร ิโ อ ส ป ีซ ีส ์อ ื่น ๆ
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ตารางท่ี 2. 2 สรุปวิธีการตรวจเช้ือวิบริโอ

1. M o st p ro b a b le  n u m b e r (MPN)

ห ล ัก ก าร เป ็น ว ิธ ีก า รต รว จ ส อ บ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ใ ข ้ป ร ะ เม ิน ร ะด ับ ก า รป น เป ้อ น ซ ึ่ง เป ็น  

ก า รต รวจ ส อ บ เซ ิงป ร ิม าณ  (Q u a n t ita t iv e )  ป ร ะก อ บ ด ้ว ย ข ั้น ต อ น  p re ­

e n r ic h m e n t ,  s e le c t iv e  e n r ic h m e n t ,  s e le c t iv e  p la t in g  และ 

ท ดสอบ ท างช ีว เค ม ี

เช ื้อ ว ิบ ร ิโอท ี่ว ิเค ราะห ์ได ้ Vibrio parahaem olyticus

R e fe re n ce ว ิธ ีม าต รฐ าน  ช ร  F o o d  a n d  D rug A d m in is tra t io n , 2004

ต ัวอ ย ่างงาน ว ิจ ัย B la n c o -A b a d  e t  a l. (2009 ) F la ra -K u do  e t a l. (2001)

2. S e le c tiv e  plating

ห ล ัก ก าร เป ็น ว ิธ ีก า รต รว จ ส อ บ ว ิบ ร ิโ อ ท ี่ใซ ้ป ร ะ เม ิน ร ะด ับ ก า รป น เป ้อ น ซ ึ่ง เป ็น  

ก า รต รวจ ส อ บ เซ ิงค ุณ ภ าพ (Q u a lita t iv e )  ป ระก อ บ ด ้ว ย ข ั้น ต อ น  

s e le c t iv e  e n r ic h m e n t ,  s e le c t iv e  p la t in g  แล ะท ด ส อ บ ท างช ีว เค ม ี

เช ื้อ ว ิบ ร ิโอท ี่ว ิเค ราะห ์ได ้ Vibrio cholelae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio fluvia lis, 
Vibrio mimicus,

Vibrio a lfno lyticus, Vibrio harveyi, Vibrio furnissii, Vibrio 
vulnificus

Plesiomonas shiçelloides, Aeromonas hydrophila เป ็น ต ัน

R e fe re n ce ว ิธ ีม าต รฐ าน  ช ร  F o o d  a n d  D rug A d m in is tra t io n , 2004

ต ัวอ ย ่างงาบ ว ิจ ัย B la n c o -A b a d  e t  a l. (2009 ) F la ra -K u d o  e t a l. (2001) 

M e s s e lh a u s s e r  e t  a l. (2010 ) T h o n g c h a n k e a w  e t  a l. (2011)
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ตาราง ท่ี 2. 2 สรุปวิธีการตรวจเช้ือวิบริโอ (ต่อ)

3. B io ch e m ic a l id en tifica tion  te s t kit เซ ่น API แ ล ะ  VITEK® 2 system

ห ล ัก ก าร เป ็น ก า รท ด ส อ บ ค วาม ส าม ารถ ใน ก า ร เจ ร ิญ ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย  เม ื่อ เพ าะ  

ล งอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ ช น ิด ต ่า ง ๆ  ด ูล ัก ษ ณ ะก ารใช ้ส า รอ าห าร  ก า รห ม ัก  ห ร ือ  

ก ารใช ้น ํ้าต าล  รวม ถ ึงก ิจ ก รรม ข อ ง เอ น ไซ ม ์ต ่า ง ๆ เพ ื่อ ใช ้ใน ก า รจ ำแ น ก ส าย  

พ ันธ ุ โดยนำโค โล น ิของ เซ ล ล ์ท ี่ท ำก ารแยกให ้ได ้เซลล์ท ี่ บ ร ิส ุท ธ  น ำม า  

ท ด ส อ บ ท างช ีว เค ม ีแ ล ะ เท ีย บ ผ ล ก ับ ฐ าน ข ้อ ม ล

เช ื้อ ว ิบ ร ิโอท ี่ว ิเค ราะห ์ได ้ Vibrio cholelae, Vibrio parohaemolyticus, Vibrio fluviaiis, 
Vibrio mimicus, Vibrio alfm olyticus, Vibrio harveyi,
Vibrio furnissii, Vibrio vulnificus

Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila เป ็น ต ้น

R e fe re n ce ว ิธ ีม าต รฐ าน  A O A C  2 0 1 1 .1 7

ต ัวอ ย ่างงาน ว ิจ ัย N aka sh im a  e t  a l. (2007 ) P a rk  e t  a l. (2003) K a d k h o d a  e t  al. 

(2012)

4. D ry re h y d ra ta b le  film  m e th o d  เซ ่น C o m p a c t  d ry

ห ล ัก ก าร ว ิธ ีท ี่ต ัด แ ป ล งโด ย อ าศ ัย ห ล ัก ก า ร  agar p o u r  p la te  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  

ข ั้น ต อ น  s e le c t iv e  e n r ic h m e n t ,  s e le c t iv e  p la t in g  และ ท ดสอบ ท าง 

ช ีว เคม ี

เช ื้อ ว ิบ ร ิโอท ี่ว ิเค ราะห ์ได ้ Vibrio parohaem olyticus (มี t e s t  kit)

R e fe re n ce ว ิธ ีท างเล ือก

ต ัวอ ย ่างงาน ว ิจ ัย K o d aka  e t  a l. (2009a)

5. C h ro m o g e n ic  m e d iu m

ห ล ัก ก าร ใช ้อ าห า รท ี่ม ีก า ร เต ิม ส า รท ี่ท ำ ให ้เก ิด ส ี (C h ro m o g e n ic )  เพ ื่อ ใช ้ 

ต รวจ น ับ จ ำน วน แ ล ะแ ย ก ช น ิด ข อ ง เช ื้อ ได ้โด ย ต รงบ น จ าน เพ าะ เช ื้อ  โดยไม ่ 

ต ้อ งแ ย ก เช ื้อ ให ้บ ร ิส ุท ธ ิ้ก ่อ น เพ ื่อ จ ำแ น ก ช น ิด ข อ ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ 

ส า รป ระก อ บ เห ล ่าน ี้จ ะ เป ล ี่ย น เป ็น ส ีท ี่ช ัด เจ น เม ื่อ ท ำป ฏ ิก ิร ิย า ก ับ เอ น ไ ซ ม ์ 

จ าก จ ุล ิน ท ร ืย ์ ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ข ั้น ต อ น  s e le c t iv e  e n r ic h m e n t,  

s e le c t iv e  p la t in g  แ ล ะท ด ส อ บ ท างช ีว เค ม ี

เช ื้อ ว ิบ ร ิโอท ี่ว ิเค ราะห ์ได ้ Vibrio cholelae, Vibrio parohaem olyticus 
Vibrio flu v ia iis  แล ะ Vibrio alginolyticus

R e fe re n ce ว ิธ ีท างเล ือก

ต ัวอ ย ่างงาน ว ิจ ัย M e s s e lh a u s s e r  e t  a l. (2010 ) T h o n g c h a n k e a w  e t  a l. (2011) 

N a ka sh im a  e t  a l. (2007)
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ตารางท่ี 2. 2 สรุปวิธีการตรวจเช้ือวิบริโอ (ต่อ)

6. Im m u n oassay  เซ ่น ELI5A

ห ล ัก ก า ร  ใช ้ห ล ัก ก า รข อ ง ระบ บ ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ห ร ือ ป ฏ ิก ิร ิย า ร ะห ว ่า ง แ อ น ต ิเจ น ก ับ

แ อ น ต ิบ อ ด ีม า ใช ้ใน ก า รต รวจ ห าจ ุล ิน ท ร ืย ์แ ล ะส า รพ ิษ ท ี่ผ ล ิต จ าก จ ุล ิน ท ร ืย ์ 

ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ข ั้น ต อ น  s e le c t iv e  e n r ic h m e n t  แ ล ะท ด ส อ บ ด ้วย ข ุด  

ท ดสอบ

เช ือว ิบ ร โิอ ท ี่ว ิเค ร า ะห ์ไ ด ้ Vibrio cholerae  (มี t e s t  kit) Vibrio spp .

R e fe r e n c e  ว ิธ ีท างเล ือก

ต ัว อ ย ่า ง ง า น ว ิจ ัย  R o b e rts o n a  e t  a l. (1998 ) R o m e s ta n d  e t a l. (1993)

(Tu te ja  e t  a l., 2007 )

7. N u c le ic  acid  h yb rid iza tio n

ห ล ัก ก า ร  ห ล ัก ก า รจ ะ ใช ้ p r o b e  ท ี่ต ิด ฉ ล าก ด ้ว ย ส า รก ัม ม ัน ต ร ัง ส ีห ร ือ ส า ร เร ือ ง

แ ส งไป ต รวจ ห าจ ุล ิน ท ร ีย ใน ต ัว อ ย ่า งอ าห ารซ ึ่ง ถ ้า ใน อ าห ารม ีจ ุล ิน ท ร ีย ์ 

เป ้าห ม าย อ ย ู่ ก ็จ ะ เก ิด ก า รจ ับ ก ัน ข อ ง  p ro b e  ก ับ ด ีเอ ็น เอ ข อ งจ ุล ิน ท ร ีย ์ 

เป ้าห มาย

เช ื้อว ิบ ร ิโอ ท ี่ว ิเค ร า ะห ์ไ ด ้ Vibrio spp.

R e fe r e n c e  ว ิธ ีท างเล ือก

ต ัว อ ย ่า ง ง า น ว ิจ ัย  R ag h u n a th  e t  a l. (2008 ) (D e p a o la  e t a l ,  2003)

จ า ก ต า รา ง จ ะ เห ็น ไ ด ้ว ่า ว ิธ ีก า ร ใน ก า รต ร ว จ ส อ บ ก า รป น เป ีอ น ข อ ง เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ท ี'ก ล ่า ว ม า ท ุก ว ิธ ี 

จ ะต ้อ ง ม ีข ั้น ต อ น ก า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ (cu ltu re  ce lt)  ก ่อ น  เพ ื่อ แ ย ก จ ุล ิน ท ร ืย ์เป ้า ห ม า ย ให ้เป ็น โ ค โ ล น ีเด ี่ย ว  

(s ing le  c o lo n y )  แ ล ะท ำให ้บ ร ิส ุท ธ ี้ก ่อ น ท ำไป ท ด ส อ บ เพ ื่อ ระบ ุช น ิด ต ่อ ไป  ซ ึ่ง ว ิธ ีก า รท ี่ก ล ่า วม าใช ้เวล าใน  

ก า รว ิเค รา ะห ์ไ ม ่ต ํ่า ก ว ่า  5 ว ัน  ใช ้แ รง ง าน ค น ม าก  ต ้อ งท ำก าร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ก ่อ น ซ ึ่ง เส ี่ย งต ่อ ก า รแ พ ร ่ก ระจ าย  

ข อ ง เช ื้อ  แ ล ะบ า ง ส ป ีซ ีส ์ก ็ไ ม ่ส าม า รถ .ท ำก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง บ น อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ใน ห ้อ ง ป ฏ ิบ ัต ิก า ร ไ ด ้ (n o n  

c u ltu r a b le  bacte ria ) จ ึง ท ำ ใ ห ้ผ ล ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ไ ม ่ค ร อ บ ค ล ุม ท ุก ส ป ีซ ีส ์แ ล ะ ไ ม ่ส า ม า รถ ป ร ะ เม ิน  

ค วาม ห ล าก ห ล าย ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย ใน ระบ บ น ิเวศ อ าห ารได ้อ ย ่า งค รอ บ ค ล ุม ต ังน ั้น จ ึง ได ้ม ีผ ู้ส น ใจพ ัฒ น าว ิธ ีก าร  

ต รวจ ว ิเค รา ะห ์เช ื้อ ว ิบ ร ิโอ ใน อ าห า รโด ย ไม ่ต ้อ งท ำก าร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ก ่อ น  เพ ื่อ ล ด ระย ะ เวล าใน ก ารต รวจ โด ย  

อาศ ัยห ล ักการขอ งว ิธ ี PCR ba sed  m e th o d  โด ย ม ีราย ล ะเอ ีย ด ด ังต ่อ ไป น ี้
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2.4 P o ly m e ra se  ch a in  reaction  (PCR)

P o ly m e ra s e  ch a in  re a c t io n  ห ร ือ พ ิซ ีอ า ร ์ (PCR ) เป ็น ว ิธ ีก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ส า ร พ ัน ธ ุก ร ร ม  

(ด ีเอ ็น เอ ห ร ือ อ า ร ์เอ ็น เอ )  ใน ห ล อ ด ท ด ล อ ง  (in v it ro )  ห ล ัก ก า ร พ ื้น ฐ า น ข อ ง พ ีซ ีอ า ร ์จ ะ เล ีย น แ บ บ ก ร ะ  

บ ว น ก า ร  D N A  r e p l ic a t io n  โ ด ย ป ร ิม า ณ ข อ งส า รพ ัน ธ ุก ร รม ท ี่ส ัง เค ร า ะห ์ด ้ว ย พ ีซ ีอ า ร ์จ ะ เพ ิ่ม จ ำน ว น เป ็น  

2 เท ่าในท ุกๆรอบของปฏ ิก ิร ิยา ซ ึ่ง ใ น ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ข อ ง ส า ร พ ัน ธ ุก ร รม จ ำ เป ็น ต ้อ ง ม ีอ ง ค ์ป ร ะก อ บ ต ่า ง ๆ  

ด ัง น ีค ือ  ด ีเ อ ็น เ อ แ ม ่พ ิม พ ์ (DNAtem plate), the rm ostab le  DNA po lym erase, deoxyribonudeotide 

triphosphates(dNTPs), o lig o n u c le o t id e  p r im e rs  แ ล ะ  บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ ป ฏ ิก ิร ิย า ก า ร ส ัง เ ค ร า ะ ห ์ส า ร  

พ ัน ธ ุก ร ร ม จ ะ เก ิด ต ่อ เน ื่อ ง ซ ํ้า ก ัน แ ล ะ ใ น แ ต ่ล ะ ร อ บ  (C y c le )  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  3 ข ั้น ต อ น  (S o m m a  an d  

Q u e rc i,  2006 ; J o s h i a n d  D, 2010; ว ัช ร ี อ ัต ถท ิพ พ ห ล ค ุณ  a n d  ม น ต ร ี อ ัต ถท ิพ พ ห ลค ุณ , 2536) ค ือ

•  ข ั้น ต อ น  D é n a tu ra t io n  เ ป ็น ข ั้น ต อ น ท ี่เ ก ิด ข ึ้น ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิส ูง ป ร ะ ม า ณ  90-95  

อ งศ า เซ ล เซ ีย ส  ค ว า ม ร ้อ น จ ะ ท ำ ใ ห ้ส า ย ด ีเอ ็น เอ แ ม ่พ ิม พ ์ (D N A  t e m p la t e )  ท ี่เป ็น เก ล ีย ว ค ู่ ( d o u b le  

s t r a n d e d  D N A ) แ ย ก อ อ ก จ า ก ก ัน ก ล า ย เป ็น ส า ย เด ี่ย วส อ ง ส าย  ( tw o  s in g le  s trand s) โด ย แ ต ่ล ะส าย  

จ ะท ำห น ้าท ี่เป ็น แ ม ่พ ิม พ ์ใน ก า ร เก ิด  D N A  re p lic a t io n

•  ข ั้น ต อ น  P r im e r a n n e a lin g  เป ็น ข ั้น ต อ น ท ี่ไ พ ร เม อ ร ์ (p rim e r) ซ ึ่ง เป ็น ด ีเอ ็น เอ  

ส า ย ส ั้น ๆ ท ี่ไ ด ้อ อ ก แ บ บ ใ ห ้จ ำ เพ า ะ ใ น ล ัก ษ ณ ะ เป ็น ส า ย ด ีเอ ็น เอ ค ู่ส ม ก ับ ด ีเอ ็น เอ แ ม ่พ ิม พ ์ท ี่จ ะ ส ัง เค ร า ะ ห ์ 

( a n n e a lin g  s ite s )  ข ั้น ต อ น น ี้เ ก ิด ข ึ้น ใ น ช ่ว ง อ ุณ ห ภ ูม ิป ร ะ ม า ณ  4 0 -6 0  อ งศ า เซ ล เซ ียส  ท ั้ง น ี้ฃ ึ้น อ ย ู่ก ับ  

ช น ิด ข อ งไพ รเม อ ร ์ (p r im e r)  ท ี่ได ้ออกแบบ

•  ข ั้น ต อ น  Primer extension เป ็น ข ั้น ต อ น ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ด ีเอ ็น เอ  โด ย เอ น ไซ ม ์ 

D N A  polymerase ซ ึ่ง ท ำ ห น ้า ท ีน ำ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ์ช น ิด ต ่า ง ๆ ไ ป เข ้า ค ู่แ บ บ ค ู่ส ม ก ับ ด ีเอ ็น เอ แ ม ่พ ิม พ ์ต ร ง  

ป ล าย  3' ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ (5' — ► 3' extension) เอ น ไซ ม ์จ ะ เค ล ื่อ น ท ี่ไ ป ต าม ค วาม ย าวข อ งส าย ด ีเอ ็น  

เอ แ ม ่พ ิม พ ์ แ ล ะ เต ิม น ิวค ล ีโอ ไท ค ์ท ี่ป ล าย  3' ข อ ง ไ พ ร เม อ ร ์ไ ป เร ื่อ ย ๆ จ น ได ้ด ีเอ ็น เข ้า ค ู่ส ม บ ูรณ ์ ข ั้น ต อ น น ี้ 

เก ิด ข ึ้น ใน ช ่ว ง อ ุณ ห ภ ูม ิป ร ะม า ณ  68 -72  องศาเซลเซ ียส

เท ค น ิค พ ีซ ีอ า ร ์ไ ด ้ม ีก า รพ ัฒ น าแ ล ะด ัด แ ป ล ง ให ้ม ีป ร ะส ิท ธ ิภ าพ ใน ก า ร เพ ิ่ม จ ำน วน ส า รพ ัน ธ ุก ร รม  

(ด ีเอ ็น เอ ห ร ือ อ า ร ์เ อ ็น เอ )  ไ ด ้ส ูง ข ึ้น ท ั้ง ใ น เ ร ื่อ ง ข อ ง ป ร ิม า ณ แ ล ะ ค ว า ม จ ำ เพ า ะ  ไ ม ่จ ำ ก ัด ช น ิด ข อ ง ส า ร  

พ ัน ธ ุก ร รม ท ี่ใ ช ้เป ็น แ ม ่พ ิม พ ์ ล ด ป ัญ ห าแ ล ะอ ุป ส รรค ท ี่ม ีต ่อ ค ุณ ภ าพ ข อ งผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ไ ด ้ ป ร ับ ป ร ุง  แล ะล ด  

ข ั้น ต อ น ก า รป ฏ ิบ ัต ิง า น ให ้ง ่า ย แ ล ะร ว ด เร ็ว ข ึ้น  ซ ึ่ง เท ค น ิค พ ีซ ีอ าร ์ท ี่ได ้ม ีก ารพ ัฒ น าด ัด แป ล งได ้แก ่



2 0

2.4.1 N e ste d  PCR

ก า ร เพ ิ่ม จ ำน ว น ด ีเอ ็น เอ เป ้าห ม า ย  (ta rge t DNA) ด ้ว ย เท ค น ิค พ ีซ ีอ า ร ์พ ื้น ฐ าน  โดยใช ้ไพ เมอร ี 1 

คู่ ก ับ ด ีเอ ็น เอ ท ั้ง ห ม ด ท ี่ส ก ัด ไ ด ้จ า ก ต ัว อ ย ่า ง ซ ึ่ง ม ีด ีเอ ็น เอ อ ื่น ๆ ป น อ ย ู่เป ็น จ ำ น ว น ม า ก  แ ล ะม ีผ ล ท ำ ให ้ 

ผ ล ิต ผ ล ท ี่ไ ด ้ม ีจ ำ น ว น น ้อ ย จ น ไ ม ่ส า ม า ร ถ ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์เบ ื้อ ง ด ้น ด ้ว ย ว ิธ ี agarose gel electrophoresis 

ท ั้ง น ี้เก ิด จ าก ม ีด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ม ่ต ้อ งก า รจ ำน วน ม าก จ ึง ข ัด ข วา ง ไพ รเม อ ร ์ให ้ม ีโ อ ก าส จ ับ ก ับ ด ีเอ ็น เอ เป ้าห ม าย  

น ้อ ย ล งแ ล ะม ีผ ล ิต ผ ล ข อ งด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ม ่ต ้อ งก าร  ( n o n s p e c if ic  p ro d u c t s )  เก ิด ข ึ้น จ ำน วน ม าก  ใน ข ณ ะท ี่ 

ผ ล ิต ผ ล ข อ ง ด ีเอ ็น เอ เป ้าห ม า ย ท ี่ต ้อ ง ก า รก ล ับ ม ีน ้อ ย ล ง  ด ัง น ั้น จ ึง ม ีก า รด ัด แ ป ล ง พ ีซ ีอ า ร ีพ ื้น ฐ า น เพ ื่อ ให ้ 

ส า ม า รถ เพ ิ่ม ผ ล ิต ผ ล ด ีเอ ็น เอ ท ี่ต ้อ งก า ร ให ้ม าก ข ึ้น แ ล ะล ด จ ำน วน ผ ล ิต ผ ล ท ี่ไ ม ่ต ้อ งก า รให ้เห ล ือ น ้อ ย ท ี่ส ุด  

โด ย ใช ้เท ค น ิค ท ี่เ ร ีย ก ว ่า  N e s te d  PCR  ซ ึ่ง เป ็น ว ิธ ีก า รท ำป ฏ ิก ิร ิย า พ ีซ ีอ า ร ี 2 ค ร ั้ง  โด ย เร ิ่ม จ าก ก ารท ำพ ีซ ี 

อ า ร ีป ก ต ิโ ด ย ใช ้ไ พ ร เม อ ร ีค ู่ท ี่ 1 ก ่อ น  โด ย ท ั่ว ไป ม ัก ใช ้ e x te rn a l p r im e r  เม ื่อ ได ้ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ าร ีแ ล ้วจ ึง  

น ำ ผ ล ิต ผ ล ท ี่ไ ด ้ม า ใช ้เป ็น ด ีเอ ็น เอ แ ม ่แ บ บ  (D N A  t e m p la t e )  ม า ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า พ ีซ ีอ า ร ีค ร ั้ง ท ี่ 2 ด ้วย ไพ ร 

เม อ ร ีค ู่ท ี่ 2  ซ ึ่ง ใช ้ in te rn a l p r im e r  ซ ึ่ง ข ้อ ด ีข อ ง ว ิธ ีก า ร น ี้ค ือ ไ ด ้จ ำ น ว น ด ีเอ ็น เอ ท ี่ต ้อ ง ก า รแ ล ะม ีค ว า ม  

บ ร ิส ุท ธ ี้ม า ก ข ึ้น  แ ต ่ข ้อ เส ีย ค ือ ต ้อ ง เส ีย เวล าแ ล ะค ่า ใช ้จ ่า ย เพ ิ่ม ข ึ้น จ าก ก า รท ำป ฏ ิก ิร ิย า พ ีซ ีอ า ร ีถ ึง  2 คร ั้ง  

แ ล ะ อ า จ ม ีก า ร ป น เป ีอ น จ า ก ก า ร ด ูด ส า ร ล ะ ล า ย จ า ก ห ล อ ด ห น ึ่ง ม า ย ัง อ ีก ห ล อ ด ห น ึ่ง  (S o m m a  an d  

Q u e rc i,  2 0 0 6 ;  Sh i e t  a l., 2010 ; ว ัช ร ี อ ัต ถ ท ิพ พ ห ล ค ุณ  a n d  ม น ต ร ี อ ัต ถ ท ิพ พ ห ล ค ุณ , 2536 ; ส ุด  

สาย  ต ร ีว าน ิซ  a n d  ส าย พ ิณ  ท าน ัซ ฌ าล ัย , 2546 ) ซ ึ่ง จ าก เท ค น ิค ด ัง ก ล ่า ว ไ ด ้ม ีก า รน ำม าป ระย ุก ต ์ใช ้ใน  

ก า รต ร ว จ เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ใ น อ า ห า ร แ ล ะ น ํ้า ท ะ เล  โ ด ย ไพ ร เม อ ร ีท ี่ใ ช ้ค ือ  27 F , 1492R  และ G C567F , 680R  

(E ile r  a n d  B e r t ils s o n , 2006; M e s s e lh â u s s e r  e t  a l., 2010 ; T h o n g c h a n k e a w  e t  a l ,  2011)

2.4.2 M u lt ip le x  PCR

เท ค น ิค  M u lt ip le x  PCR  เป ็น เท ค น ิค ท ี่ด ัด แ ป ล งม าจ าก เท ค น ิค พ ีซ ีอ า ร ีพ ื้น ฐ าน โด ย ให ้ส าม า รถ  

เพ ิ่ม จ ำน วน ด ีเอ ็น เอ ท ี่ต ้อ งก า รได ้ห ล าย ช น ิด ม าก ข ึ้น  โ ด ย ก า รใช ้ไพ ร เม อ ร ีห ล าย ค ู่ แ ล ะท ำป ฏ ิก ิร ิย าพ ร ้อ ม  

ก ัน ป ฏ ิก ิร ิย า เด ีย ว ก ัน  โด ย ไ พ ร เม อ ร ีแ ต ่ล ะค ู่ต ้อ งม ีก า รอ อ ก แ บ บ ให ้ม ีล ำด ับ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ์ท ี่ไ ม ่เป ็น ค ู่ส ม ก ัน  

แ ล ะ ให ้ผ ล ิต ผ ล ท ี่ม ีฃ น าด แ ต ก ต ่า ง ก ัน  เพ ื่อ ให ้ส า ม า รถ ต รว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ผ ล ิต ผ ล เห ล ่า น ั้น โ ด ย ว ิธ ี a ga ro se  

g e l e le c t r o p h o r e s is  ได ้ ข ้อ จ ำ ก ัด ส ำ ห ร ับ เท ค น ิค  M u lt ip le x  PC R  ค ือ ต ้อ ง ม ีก า ร ป ร ับ ห า ส ภ า ว ะ ท ี่ 

เห ม า ะส ม ข อ งป ฏ ิก ิร ิย าพ ีซ ีอ า ร ีให ้ส าม า รถ เพ ิ่ม จ ำน วน ผ ล ิต ผ ล ด ีเอ ็น เอ ได ้ท ุก เป ้าห ม าย ท ี่ต ้อ งก า รได ้อ ย ่า ง  

ม ีป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ เท ่า เท ีย ม ก ัน  ไ ด ้ม ีก า ร ร า ย ง า น ก า รน ำ เท ค น ิค  M u lt ip le x  PC R  ม า ป ร ะย ุก ต ์ใ ช ้ก ับ ง า น  

ห ล า ย ช น ิด  เช ่น  ก า ร ต ร ว จ ก า ร ห า ย ไ ป ข อ ง ย ีน  (g ene  d e le t io n )  ก า ร ต ร ว จ ห า  m u ta n t  a l le le s  

(S o m m a  a n d  Q u e rc i,  2006; Sh i e t  a l., 2010; ว ัช ร ี อ ัต ถ ท ิพ พ ห ล ค ุณ  a n d  ม น ต ร ี อ ัด ถ ท ิพ พ ห ล  

คุณ, 2536; ส ุด ส าย  ต ร ีว า น ิซ  a n d  ส าย พ ิณ  ทา'น1ซ ฌ าล ัย , 2546 ) ม ีร า ย ง า น ก า ร ใ ช ้ใ น ก า ร ต ร ว จ ส อ บ  

Vibrio sp p . ใ น ต ัว อ ย ่า ง ห อ ย น า ง ร ม ท ี่ม ีก า ร ป น เป ีอ น ข อ ง เช ื้อ ด ัง ก ล ่า ว เพ ีย ง แ ค ่ 101-102 C FU /g  โดย 

ต ้อ งท ำก าร  p r e - e n r ic h m e n t  เป ็น เวลา 8 ช ั่ว โมงก ่อน  (Bej e t  a l., 1999)
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2.4.3 Reverse tran scrip tase  PCR (RT-PCR)

เท ค น ิค พ ีซ ีอ า ร ์พ ื้น ฐ า น ค ือ ต ้อ ง ใช ้ด ีเอ ็น เอ เป ็น แ ม ่พ ิม พ ์ ( te m p la te )  ส ำ ห ร ับ ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น ด ี 

เอ ็น เอ ท ำ ให ้ไม ่ส าม า รถ แ ย ก ไต ้ว ่า ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ต ้เป ็น ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เซ ล ล ์ท ี่ม ีช ีว ิต ห ร ือ ไม ่ม ีช ีว ิต  ด ังน ั้น จ ึง ไต ้ม ี 

ก า รพ ัฒ น า ใน ก า รใช ้อ า ร ์เอ ็น เอ เป ็น แ ม ่พ ิม พ ์ แ ล ะ เน ื่อ ง จ า ก เท ค น ิค ท ี่ใ ช ้ใ น ก า รต รว จ ว ิเค รา ะห ์อ า ร ์เอ ็น เอ  

ได ้แ ก ่ in s itu  h y b r id iz a t io n  ม ีค ว า ม ไ ว ส ูง ใ น ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ 10 -100 โม เล ก ุล ใน  1 เซ ลล ์ไต ้ แต ่ 

เป ็น เท ค น ิค ท ี่ม ีค ว าม ย ุ่ง ย า ก  ไ ม ่ส า ม า ร ถ ต ร ว จ ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ม ีจ ำ น ว น ม า ก ไ ต ้ ต ่อ ม าจ ึง ไ ต ้ม ีก า รพ ัฒ น า เป ็น  

เท ค น ิค ท ี่ใช ้ไ น ก ารต รวจ ว ิเค ราะห ์อ า ร ์เอ ็น เอ เพ ื่อ แ ก ้ไข ป ้ญ ห าด ังก ล ่า วซ ึ่ง เท ค น ิค ท ี่ม ีค วาม ไวส ูง แ ล ะท ำได ้ 

ร วด เร ็ว ค ือ เท ค น ิค ท ี่เ ร ืย ก ว ่า  R e ve rse  t ra n s c r ip ta s e  PC R  (RT-PCR) ซ ึ่ง ข ั้น ต อ น ใ น ก า รว ิเค ร า ะ ห ์อ า ร ์ 

เอ ็น เอ โด ยใช ้เท ค น ิค  RT -PCR  แ ส ด งด ังภ าพ ท ี่2 .3  เ ร ิ่ม ต ้น จ า ก ก า รส ก ัด อ า ร ์เอ ็น เอ แ ล ้ว ใช ้อ า ร ์เอ ็น เอ เป ็น  

แ ม ่พ ิม พ ์ ( te m p la te )  ส ำ ห ร ับ ก า รท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า  R e v e rse  t ra n s c r ip t io n  เพ ื่อ ท ำ ก า รส ัง เค รา ะห ์ c D N A  

( c o m p le m e n ta r y  DNA) จ าก น ั้น ใช ้ c D N A  ท ี่ส ัง เค ร า ะห ์ไ ด ้เป ็น แ ม ่พ ิม พ ์ ( te m p la te )  ส ำห ร ับ ก ารท ำ  

ป ฏ ิก ิร ิย า พ ีซ ีอ า ร ์ โด ย ใช ้ไพ ร เม อ ร ์ท ี่ส ัง เค รา ะห ์ม า เพ ื่อ เพ ิ่ม ข ย าย ต ำแ ห น ่งท ี่ส น ใจ บ น  cD N A  น ั้น  ผล ิตผล  

พ ีซ ีอ า ร ์ท ีไ ด ้ส า ม า ร ถ ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์โ ด ย ใ ช ้ว ิธ ี a g a ro se  g e l e le c t ro p h o re s is  ได ้ (A d ro v e r  e t  a l., 

2 0 1 0 b )  แ ต ่เท ค น ิค น ี้ก ็ย ัง ม ีฃ ้อ จ ำก ัด ค ือ อ า ร ์เอ ็น เอ เป ็น ส า รท ี่เส ีย ค ุณ ส ม บ ัต ิไ ด ้ง ่า ย ก ว ่า ด ีเอ ็น เอ  ก า รส ก ัด  

อ า ร ์เอ ็น เอ ต ้อ งท ำห ล าย ข ั้น ต อ น แ ล ะต ้อ งม ีข ั้น ต อ น  R e ve rse  t ra n s c r ip t io n เพ ื่อ ส ัง เค ราะห ์ c D N A  แ ล ะ  

เก ิด ก า รป น เป ีอ น ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ r ib o n u c lé a s e  ได ้ง ่า ย  ด ัง น ั้น ใ น ก า ร ว ิจ ัย จ ะ ต ้อ ง ท ำ ภ า ย ใ ต ้ส ภ า ว ะ ท ี่ 

เค ร ่ง ค ร ัด  โด ย เฉ พ าะอ ย ่า งย ิ่ง ต ้อ งส วม ถ ุงม ือ ท ุก ค ร ั้ง แ ล ะ เป ล ี่ย น บ ่อ ย ๆ  แ ล ะน ํ้าท ี่ใช ้ต ้อ งม ีค วาม บ ร ิส ุท ธ ิ้ส ูง  

ส ่วน ฃ ้อ ด ีข อ ง เท ค น ิค  RT -PCR  ค ือ ไม ่ม ีก า ร รบ ก วน จ าก น ิวค ล ีโ อ ไท ด ์อ ื่น ๆ  ส าม า รถ ต รวจ ว ิเค รา ะห ์เซ ล ล ์ท ี่ 

ม ีช ีว ิต ไ ต ้ ค ว าม ไ วส ูง แ ล ะท ำได ้ร วด เร ็ว  จ ึง ม ีก า รน ำ ม า ป ร ะ ย ุก ต ์ใ ช ้ก ับ ง า น ว ิจ ัย ห ล า ย ฃ น ิด เช ้น  ใช ้ใ น ก า ร  

ต ร ว จ ห า ผ ล ิต ผ ล ข อ ง ย ีน  (gene  tra n s c r ip ts )  ใ น ส ิ่ง ม ีช ีว ิต ท ี่ม ีป ร ิม า ณ ข อ ง อ า ร ์เอ ็น เอ น ้อ ย ๆ  ส า ม า ร ถ  

ต รวจ ว ิเค รา ะห ์ผ ล ิต ผ ล ข อ งย ีน ไ ด ้พ ร ้อ ม ก ัน ห ล าย ๆช น ิด  ใช ้ต ร ว จ ว ิเค ร า ะห ์ป ร ิม า ณ ข อ งอ า ร ์เอ ็น เอ ท ี่ส น ใจ  

ไ ด ้ (D aav is  e t  al., 1986; Be rge r a n d  K im m e l,  1987 ; Sh i e t  a l., 2 0 10 ; ว ัฃ ร ี อ ัต ถ ท ิพ พ ห ล ค ุณ  

a n d  ม น ต ร ี อ ัตถท ิพพหลค ุณ , 2536)
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1. R N A iso la tio n

2. cD N A  syn th esis

I R evers tran scrip tio n

cDNA

3. PCR a m p lif ica t io n

l S p e c ific  p r im e r

4. G e l e le c tro p h o re s is PCR p ro d u cts

ภาพ ท ี่ 2.3 ข ั้น ต อ น ใน ก ารว ิเค รา ะห ์อ า ร ์เอ ็น เอ โด ย ใช ้เท ค น ิค  R T -PC R  

ท ี่มา: ด ัด แ ป ล งจ าก  A d ro v e r  e t  a l. (2010a)
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2.5 การตรวจวิเคราะห ์ผล ิตผล PCR

ก า รต รวจ ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ส าม า รถ ท ำได ้ห ล าย ว ิธ ี เซ ่น ว ิธ ีก า รต รวจ ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิข อ งผ ล ิต ผ ล  

พ ีซ ีอ า ร ์ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  S p e c t r o p h o to m e te r  ซ ึ่ง ว ัด ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  2 6 0  แ ล ะ  280  น าโน เม ต ร  ซ ึ่ง ว ิธ ีน ี้ 

ว ิเ ค ร า ะ ห ์ไ ด ้เพ ีย ง ป ร ิม า ณ แ ล ะ ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ึ๋ฃ อ ง ด ีเ อ ็น เอ แ ต ่ไ ม ่ส า ม า ร ถ ร ะ บ ุข น า ด ข อ ง ด ีเ อ ็น เอ ไ ด ้ 

(S a u ln ie r  e t  a l., 2 0 0 9 ) ว ิธ ี H igh p e r fo rm a n c e  l iq u id  c h ro m a to g ra p h y  (H PLC ) เป ็น ว ิธ ีก า ร ใ ช ้ 

เค ร ื่อ ง  H P L C  ต รว จ ว ัด แ ล ะ ว ิเค ร า ะ ห ์ด ีเอ ็น เอ โ ด ย ใช ้ io n  e x c h a n g e  c o lu m n  ซ ึ่งผ ล ิตผ ล พ ีซ ีอ าร ์ท ี่ได ้ 

ส าม า รถ น ำไ ป ฉ ีด เช ้า เค ร ื่อ ง  H P LC  ได ้โด ย ต รงโด ย ไม ่ต ้อ งแ ย ก ส ารพ ัน ธ ุก รรม ก ่อ น แ ล ะส าม า รถ ว ัด ได ้ท ั้ง  

ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ท ั้ง ท ี่ต ิด ฉ ล า ก แ ล ะ ไ ม ่ต ิด ฉ ล า ก ด ้ว ย ส า ร เร ือ ง แ ส ง  แ ต ่ใ น ส ่ว น น ี้ต ้อ ง ว ัด ก า ร เร ือ ง แ ส ง ท ี่ 

ป ล ด ป ล ่อ ย อ อ ก ม า  ส ่ว น ก า ร ว ัด ข น า ด ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ ฯ ร ์จ ะ ใ ช ้ก า ร เต ิม ส า ร ม า ต ร ฐ า น ล ง ไ ป  ( in te rn a l 

s ta n d a rd )  เพ ื่อ ใ ช ้เป ็น ม า ต ร ฐ า น ใ น ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ  (H o s h in o  e t  a l., 1998; O r t iz  e t  a l., 1998) 

แ ล ะว ิธ ี G e l E le c t ro p h o re s is  เป ็น ว ิธ ีท ี่น ิย ม ใช ้ก ัน ท ั่ว ไป เน ื่อ ง จ าก เป ็น ว ิธ ีท ี่ง ่า ย แ ล ะรวด เร ็ว  โดยการทำ 

ให ้เก ิด ก า รเค ล ื่อ น ท ี่ข อ งส า รท ี่ม ีป ระจ ุไฟ ฟ ้า ใน ส น าม ไฟ ฟ ้า  ซ ึ่ง ส า รท ี่ม ีป ร ะจ ุ ขนาด  แ ล ะ ร ูป ท รงต ่า ง ก ัน จ ะ  

ม ีค ว าม ส าม า รถ ใน ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ใ น ต ัว ก ล า ง ได ้ร ะย ะท า งท ี่แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ใน ก า รต รวจ ว ิเค รา ะห ์ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ี 

อ า ร ์จ ะ ต ้อ ง ค ำ น ึง ถ ึง ข น า ด ข อ ง ผ ล ิต ผ ล ท ี่ต ้อ ง ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ ห า ก เป ็น ผ ล ิต ผ ล ท ี่ม ีฃ น าด ให ญ ่จ ะ ใช ้ 

อ ะ ก า โ ร ส เจ ล  (aga ro se  ge l) เป ็น ต ัว ก ล า ง  แ ต ่ถ ้า ผ ล ิต ผ ล ม ีข น า ด เล ็ก จ ะ ใ ช ้พ อ ล ิอ ะ ค ล ิล า ไ ม ด ์เจ ล  

( p o ly a c r y la m id e  ge l) เป ็น ต ัว ก ล าง  จ า ก น ั้น เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ด ีเอ ็น เอ ม า ต ร ฐ า น ท ี่ท ร า บ ข น า ด ค ว า ม  

ย า ว แ น ่น อ น  (D N A  m arke r) ต รวจ ส อ บ ผ ล โด ย ก ารย ้อ ม แ ถ บ เจ ล ด ้ว ย  e th id iu m  b ro m id e  ห ร ือ  SYBR 

G re e n  ซ ึ่ง เป ็น ส าร เร ือ งแ ส ง  ท ำให ้ม อ ง เห ็น แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ช ัด เจ น ภ าย ใต ้แ ส งย ูว ี ส าม า รถ ต รวจ ส อ บ แ ถ บ ท ี่ 

ม ีด ีเอ ็น เอ เพ ีย ง  1-10 น าโน ก ร ัม  แ ล ะ ส า ร ม า ร ถ น ำ แ ถ บ ด ีเอ ็น น ี้ไ ป ท ำ ก า ร ศ ึก ษ า ต ่อ  เซ ่น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ล ำ ด ับ น ิว ค ล ีโ อ ไ ท ด ้ ร ว ม ถ ึง ก า ร โ ค ล น น ิ่ง ต ่า ง ๆ ไ ด ้ (M a d d e n  e t  a l., 1 9 89 ; W e s te rm e ie r  e t  a l., 

2001 ; อ ุไ ร ว ร รณ  ว ิจ า รณ ก ุล , 2545) แ ต ่ข ้อ จ ำก ัด ข อ งอ ะก าโ รส เจ ล เจ ล อ ิเล ็ก โต รโฟ ร ิซ ีส ห ร ือ พ อ ล ิอ ะค ล ี 

ล า ไ ม ด ัเจ ล อ ิเล ็ก โ ต ร โ ฟ ร ิซ ีส ค ือ ไ ม ่ส า ม า รถ แ ย ก ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีฃ น า ด ใก ล ้เค ีย ง ก ัน ห ร ือ  

เท ่า ก ัน อ อ ก จ า ก ก ัน ไ ด ้ ส า ม า ร ถ บ อ ก ไ ด ้เพ ีย ง แ ต ่ว ่า ม ีข น า ด ข อ ง ด ีเอ ็น เอ เท ่า ไ ร เม ื่อ เท ีย บ ก ับ ด ีเ อ ็น เอ  

ม าต รฐ าน ท ี่ท ร าบ ข น าด แ น ่น อ น

2.5.1 ระกาโรสเจลอ ิเล ็กโตรโฟ ร ิซ ีส  (Agarose G e l E lectroph oresis)

อ ะ ก า โ ร ส เป ็น พ อ ล ิเม อ ร ์เช ิง เส ้น ท ีไ ด ้จ า ก ก า ร ส ก ัด ส า ห ร ่า ย ท ะ เล  ม ีโ ค ร ง ส ร ้า ง ด ัง ภ า พ ท ี่2 .4 

ส า ม า รถ ใช ้ว ิเค รา ะห ์ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ท ี่ม ีข น าด ล ็ก ม าก ป ร ะม า ณ  10 -50 0  ค ู่เบส  ก า ร เต ร ีย ม อ ะก า โ รส เจ ล  

ท ำ ไ ด ้โ ด ย ห ล อ ม อ ะ ก า โ ร ส เจ ล ใ น บ ัฟ เฟ อ ร ์จ น ก ร ะ ท ั่ง ไ ด ้ส า ร ล ะ ล า ย ใ ส  โ ป ร ่ง แ ส ง  ห ล ัง จ า ก น ั้น เท  

ส า ร ล ะ ล า ย อ ะ ก า โ ร ส เจ ล ล ง ใ น แ ม ่พ ิม พ ์ ป ล ่อ ย ให ้แ ข ็ง ต ัว  จ า ก น ั้น ก ็ส า ม า ร ถ น ำ ไ ป ใ ช ้ใ บ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์โด ย วาง เจ ล ไว ัไน บ ัฟ เฟ อ ร ์แ ล ะท ำให ้เก ิด ส น าม ไฟ ฟ ้าต ล อ ด เจ ล  ด ีเอ ็น เอ ซ ึ่ง ม ีป ระจ ุล บ เม ื่อ  

อ ย ู่ใ น บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี,มี pH เป ็น ก ล างก ็จ ะ เค ล ื่อ น ท ี่เช ้า ห าข ั้ว บ วก  ท ำ ให ้เร าส าม า รถ แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ได ้ ซึ่ง
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ป ัจ จ ัย ท ี่ม ีผ ล ต ่อ อ ัต ราก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ข อ งด ีเอ ็น เอ บ น อ ะก าโ รส เจ ล ได ้แ ก ่ ข น าด โม เล ก ุล แ ล ะโค รงส ร ้างข อ ง  

ด ีเอ ็น เอ  ความเข ้มข ้นของอะกาโรสแสดงด ังตารางท ี่ 2 3  ค วามต ่างศ ักย ์แล ะองค ์ป ระกอบของบ ัฟ เฟ อร ์ท ี่ใข ้เป ็น  

ด ้น

ภ าพ ท ี่ 2 .4  โค รงส ร ้างข อ งอ ะก าโรส เจล

ท ีมา: ด ัด แ ป ล งจ าก  W e s te rm e ie r  e t  a l. (2001)

ต า ร า ง ท ี่ 2 .3  ช ่ว งก ารแ ย ก ข น าด โม เล ก ุล ข อ งด ีเอ ็น เอ โด ย ก ารใข ้อ ะก าโรส เจ ล ท ี่ม ีป ร ิม าณ อ ะก าโรส  

ต ่า ง ๆ ก ัน

ป ร ิม า ณ อ ะก า โ รส ใน เจ ล  (%  w /v ) ช ่ว ง ก า รแ ย ก โม เล ก ุล ด ีเอ ็น เอ  (kb )

0.3 5-60

0.6 1-20

0.7 0.8 -10

0.9 0.5-7

1.2 0.4-6

1.5 0.2-3

2.0 0.1-2

ท ี่มา: ด ัด แ ป ล งจ าก  S a m b ro o k  e t  al. (1989)
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2 .5 .2  พ อ ล ิอ ะค ล ิล าไม ด ์เจ ล อ ิเล ็ก โต รโฟ ร ิซ ีส  ( P o ly a c r y la m id e  G e l E le c t r o p h o r e s is )

พ อ ล ิอ ะ ค ล ิล า ไ ม ด ์เจ ล อ ิเล ็ก โ ต ร โ ฟ ร ิซ ีส เป ็น ว ิธ ีก า ร แ ย ก ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีฃ น า ด เล ็ก (50 -1 ,000  bp ) 

โ ด ย พ อ ล ิอ ะ ค ล ิล า ไ ม ด ์เ ป ็น เ จ ล ท ี่เ ก ิด จ า ก ป ฏ ิก ิร ิย า พ อ ล ิเ ม อ ร ิไ ร เซ ซ ั่น  (p o lym eriza tion  reaction) 

ข อ ง อ ะ ค ล ิล า ไ ม ด  (a c ry la m id e )  แ ล ะ บ ิส อ ะ ค ล ิล า ไ ม ด ี (b is -a c ry la m id e )  ไ ป เป ็น ส า ย ย า ว ข อ ง พ อ  

ล ิอ ะค ล ิล า ไม ด ์ ด ังภ าพ ท ี่ 2.5 โ ด ย จ ะม ีล ัก ษ ณ ะ เป ็น ต าข ่า ย ร ่า ง แ ห  ค ว า ม เข ้ม ,ข ้น 1ของอ ะคล ิล า 'ไมด ัจ ะ เป ็น  

ต ัว ก ำ ห น ด ค ว า ม ย า ว ข อ ง พ อ ล ิอ ะ ค ล ิล า ไ ม ด ์ ใ น ข ณ ะ ท ี่บ ิส อ ะ ค ล ิล า ไ ม ด ีเป ็น ต ัว ก ำ ห น ด ข น า ด ข อ ง ก า ร  

เช ื่อ ม โย งข อ งต าข ่าย ร ่า งแ ห  ซ ึ่ง ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งส ารท ั้ง ส อ งจ ะ เป ็น ต ัว ก ำห น ด ข น าด ข อ งซ ่อ ง ว ่า งภ าย ใน  

โม เล ก ุล ข อ ง พ อ ล ิอ ะค ล ิล า ไ ม ด ์เพ ื่อ ใช ้ใ น ก า รแ ย ก ข น าด ด ีเอ ็น เอ ด ัง แ ส ด ง ใน ต า รา ง ท ี่2 .4  น อ ก จ าก น ี้ย ัง ม ี 

ก า ร เต ิม  T E M E D  แ ล ะ  a m m o n iu m  p e rs u lfa te  ล ง ใ น ส า รล ะ ล า ย เพ ื่อ ใ ห ้เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า พ อ ล ิเม อ ร ์ไ ร  

เซ,ช ื่น  ( p o ly m e r iz a t io n  re a c tio n ) ใน ข ณ ะท ี่ม ีก า ร เต ร ีย ม เจ ล พ อ ล ิอ ะค ล ิล า ไ ม ด ์ ซ ึ่งพ อล ิอ ะค ล ิล าไมด ์ 

เจ ล เห ม าะก ับ ก า รว ิเค รา ะห ์ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ท ี่ม ีข น าด เล ็ก

GHj-CH
ç=0

mb
ftcrylamwe

cri?—CH

f “ °  Persulfate ç= 0 f
t, * Nrt?

ÇH2

ฒL NH? ฒ

ç = 0 ç= 0

CH CH?— CH—CH?- •CH—1

CH?—ÇH-CH?—ÇH—CHg—ÇH—

ç= 0

NH?

ฒ ?

ç= 0

BIS PolyaçryfemMt

ภ าพ ท ี่ 2 .5  โค รงส ร ้างข องพ อล ิอ ะค ล ิล าไมด ์เจล  

ท ีมา: ด ัด แ ป ล งจ าก  W e s te rm e ie r  e t  a l. (2001)
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ต ารางท ี่ 2 .4  แ ส ด งค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งพ อ ล ิอ ะค ล ิล าไม ด ์เจ ล ใน ก ารแ ย ก ด ีเอ ็น เอ

%  P o ly a c r y la m id e  g e l ข น า ด ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ท ี่เห ม า ะ ส ม ก า รแ ย ก  ( p b )

6 300 -1 ,000

8 20 0 -4 00

10 100-300

ท ี่มา: ด ัดแปลงจาก  B io -Rad . (2010)

2 .6  ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ค ุณ ส ม บ ัต ิข อ ง ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์

2.6.1 S e q u e n c in g  a n a ly s is

เป ็น ว ิธ ีก า ร ว ิเค ร า ะห ์ล ำ ด ับ ข อ ง เบ ส ข อ ง ด ีเอ ็น เอ แ ล ้ว น ำ ข ้อ ม ูล ท ี่ไ ด ไ ป เท ีย บ ก ับ ฐ า น ข ้อ ม ูล เพ ื่อ  

ร ะบ ุว ่า ค ือ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ช น ิด ใด  ซ ึ่ง ว ิธ ีก า รด ัง ก ล ่า ว จ ะต ้อ ง ท ำ ก า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ให ้ไ ด ้โ ค โ ล น ี 

เด ี่ย ว ๆ  (s ing le  c o lo n y )  แ ล ะน ำม าส ก ัด ด ีเอ ็น เอ  จ า ก น ั้น เพ ิ่ม จ ำน ว น ด ้ว ย เท ค น ิค พ ีซ ีอ า ร ์แ ล ะต รวจ ส อ บ  

ค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ี้ด ้ว ย ว ิธ ี a g a ro se  g e l e le c t r o p h o r e s is  ก ่อ น จ ึง น ำ ต ัว อ ย ่า ง ด ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ล ำ ด ับ ข อ ง เ บ ส  (Prak itcha iw attana e t a l ,  2004; T h o m p so n  e t a l ,  2004; E ile r and  Be rtilsson ,

2006)

2 .6 .2  D N A  b a n d in g  p a t t e r n

ก า รต รวจ ส อ บ ผ ล ิต ผ ล พ ีซ ีอ า ร ์ห ร ือ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ  โด ย อ าศ ัย เท ค น ิค ท างอ ณ ูช ีว ว ิท ย าใน ก ารจ ำแน ก  

ส าย พ ัน ธ ์ข อ งจ ุล ิน ท ร ืย ์ โ ด ย อ า ศ ัย ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง ร ูป แ บ บ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ  เพ ื่อ ใช ้ใ น ก า รจ ำ แ น ก ค ว า ม  

แ ต ก ต ่า ง ท า ง ส า ย พ ัน ธ ์ ซ ึ่ง เท ค น ิค ท ี่ใ ข ้ศ ึก ษ า ร ูป แ บ บ แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ข อ ง ว ิบ ร ิโ อ ไ ด ้แ ก ่ว ิธ ี R e s tr ic t io n  

F ragm en t Length  P o ly m o rp h ism  (RFLP) (Z h a o a  e t a l ,  2 0 1 1 )  ว ิธ ี R a n d o m  A m p lif ie d  

P o lym o rp h ic  DNA (RAPD) (Yang e t a l ,  2008) ว ิธ ี A m p lif ie d  F ragm en t Leng th  P o ly m o rp h is m  

(AFLP) (T hom pson  e t  al., 2007b ) ซ ึ่ง ก ่อ น ท ี่จ ะน ำม าว ิเค รา ะห ์ด ้ว ย ว ิธ ีด ังก ล ่า วจ ะต ้อ งท ำก ารเล ี้ย ง เซ ล ล ์ 

และทำการแยกเพ ื่อ ให ้ได ้โคโลน ีเด ี่ยวๆ (s ing le  c o lo n y )  ก ่อ น แ ล ้วจ ึงน ำม าว ิเค ราะห ์ต ่อ
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ม ีก า รศ ึก ษ าว ิธ ีก า รต รวจ ว ิเค รา ะห ์เช ื้อ โด ย ไม ่ต ้อ งท ำก า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ก ่อ น  แ ต ่ท ำก า รส ก ัด ด ีเอ ็น เอ  

ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์จ า ก ต ัว อ ย ่า ง โ ด ย ต รง  แ ล ะ เพ ิ่ม จ ำ น ว น ด ีเอ ็น เอ ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ด ้ว ย ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่จ ำ เพ า ะ ซ ึ่ง  

ส า ม า รถ ล ด ระย ะ เว ล า ใน ก า รต รว จ ว ิเค ร า ะห ์ไ ด ้แ ก ่ ว ิธ ีก า ร  PCR -D G G E  ซ ึ่ง ร าย ล ะ เอ ีย ด จ ะก ล ่า ว ใน ห ัว ข ้อ  

ถ ัดไป

2 .7  D e n a tu r in g  G r a d ie n t  G e l  E le c t r o p h o r e s is

2 .7 .1  ห ล ัก ก า รข อ ง  D e n a tu r in g  G r a d ie n t  G e l  E le c t r o p h o r e s is  (D G G E )

D e n a tu r in g  G ra d ie n t  G e l E le c t ro p h o re s is  (DGGE) เ ป ็น เท ค น ิค ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ค ว า ม  

แ ต ก ต ่า งข อ งด ีเอ ็น เอ ด ้วย ก า รใช ้ก ระแ ส ไฟ ฟ ้า โด ย อ าศ ัย ต ัว ก ล าง เป ็น พ อ ล ิอ ะค ล ิล า ไม ด ์เจ ล  โด ย ส าม ารถ  

แ ย ก โม เล ก ุล ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีฃ น าด ค ว าม ย า วข อ ง ด ีเอ ็น เอ เท ่า ก ัน แ ต ่ม ีล ำด ับ น ิวค ล ีโ อ ไ ท ด ีเบ ส ต ่า ง ก ัน ไ ด ้ 

เน ื่อ ง จ า ก อ า ศ ัย ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง ส ัด ส ่ว น ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ย ูเ ร ีย แ ล ะ ฟ อ ร ์ม า ไ ม ด ี ซ ึ่ง เป ็น ส า รท ี่ม ี 

ค ุณ ส ม บ ัต ิใ น ก า ร แ ย ก ส า ย ด ีเอ ็น เอ  (d én a tu ran t)  โ ด ย ส ่ว น บ น ข อ ง เจ ล จ ะ ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น น ้อ ย แ ล ะ  

เพ ิ่ม ช ื้น เร ื่อ ย ๆไป ส ู่ส ่วน ล ่า งข อ ง เจ ล ท ี่ม ีค ว าม เข ้ม ข ้น ม าก  ซ ึ่ง ค ว าม เข ้ม ข ้น ห ร ือ ป ร ิม าณ ข อ งค ู่เบ ส  G -C  ท ี่ม ี 

ใ น ด ีเอ ็น เอ แ ต ่ล ะค ู่ท ี่แ ต ก ต ่า ง ก ัน น ี้ท ำ ให ้ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ใ น ต ัว ก ล า งท ี่เป ็น เจ ล แ ต ก ต ่า งก ัน ด ้ว ย  จ ึง ส าม า รถ  

ม อ ง เห ็น ร ูป แ บ บ ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ป ร า ก ฎ บ น เจ ล ต ่า ง ก ัน  (D. E rc o lin i,  2004 ) ด ัง น ั้น  DGGE จ ึง เป ็น  

เท ค น ิค ห น ึ่ง ท ี่ส า ม า ร ถ แ ย ก ด ีเอ ็น เอ ท ี่ส น ใ จ ไ ต ้แ ม ้ด ีเอ ็น เอ ด ัง ก ล ่า ว จ ะ ม ีล ำ ด ับ เบ ส ต ่า ง ก ัน เพ ีย ง ห น ึ่ง  

ต ำแ ห น ่งก ็ต าม  น อ ก จ า ก น ี้ย ัง ส าม า รถ ต ัด แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ท ี่ส น ใจ ไ ป ว ิเค รา ะห ์ห า ล ำด ับ เบ ส ต ่อ ไ ป ไ ด ้ส ำ ห ร ับ  

ใน ก ารศ ึก ษ าเซ ิงล ึก  ค ุณ ภ าพ ข อ ง  D GGE ช ื้น อ ย ู่ก ับ ค ุณ ภ าพ ข อ งพ ีซ ีอ า ร ์ท ี่ไ ด ้จ าก ก ารเพ ิ่ม ป ร ิม าณ ด ีเอ ็น เอ  

ใน ส ่ว น ท ี่ต ้อ ง ก า รศ ึก ษ า  โ ด ย พ ีซ ีอ า ร ์ท ี่ไ ด ้ค ว ร เป ็น ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิ้ ม ีข น า ด ท ี่เห ม า ะ ส ม  แ ล ะม ี 

ป ร ิม า ณ เพ ีย ง พ อ  จ ุด เด ่น ข อ ง เท ค น ิค  DGGE ค ือ ไ ม ่ต ้อ ง ท ำ ก า รแ ย ก เช ื้อ จ ุล ิน ท ร ืย ์ใ ห ้บ ร ิส ุท ธ ิ้ก ่อ น ท ำ ให ้ 

ป ร ะห ย ัด เวล า ใน ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง เช ื้อ  แ ล ะแ ย ก ค วาม แ ต ก ต ่า งข อ งด ีเอ ็น เอ ได ีโด ย อ าศ ัย ค วาม แ ต ก ต ่า งข อ ง  

ล ำด ับ เบ ส ข อ งด ีเอ ็น เอ จ าก จ ุล ึน ท ร ืย ์ช น ิด ต ่า ง ๆ

ใน ก า รว ิเค ร า ะห ์ต ัว อ ย ่า ง โด ย ใช ้เท ค น ิค  DGGE จ ะต ้อ ง ไ ด ้ป ร ิม าณ ด ีเอ ็น เอ ท ี่บ ร ิส ุท ธ ี้ จ าก น ั้น จ ึง  

น ำม า เพ ิ่ม จ ำน วน ด ีเอ ็น เอ โ ด ย ใช ้ไ พ ร เม อ ร ์ท ี่จ ำ เพ า ะท ี่ม ี G C  c la m p  ท ี่ป ล าย ส าย  5 ’ ของ p r im e r  ท ี่ใซ ้ 

ใ น ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น วน ซ ิ้น ด ีเอ ็น เอ  เพ ื่อ ท ำห น ้าท ี่เป ็น  h igh m e lt in g  d o m a in  บ น ส ายด ีเอ ็น เอ ท ำให ้ไม ่แ ยก  

จ า ก ก ัน เป ็น ส า ย เด ี่ย ว เม ื่อ เค ล ื่อ น ท ี่บ น เจ ล  เม ื่อ ได ้ PCR  a m p lic o n  แ ล ้ว จ ึง น ำ ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ร ูป แ บ บ ก า ร  

เค ล ื่อ น ท ี่ข อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ บ น เจ ล  p o ly a c ry la m id e  โ ด ย อ า ศ ัย ป ร ิม า ณ ค ู่เบ ส  G -C  ท ี่แ ต ก ต ่า ง ก ัน บ น  

ส าย ด ีเอ ็น เอ เป ็น ต ัวก ำห น ด ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ใน ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งส า ร  d é n a tu ra n t  ท ี่ต ่า งก ัน  (M u y z e r  และ 

คณ ะ, 1993)
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2.7.2 การประย ุกต ์ใช ้เทคน ิค  DGGE ใน ก ารต รวจ ส อ บ จ ุล ิน ท ร ีย ัใน ระบ บ น ิเวศ อ าห าร

ก า ร ใ ช ้เท ค น ิค  DGGE เ ร ิ่ม ข ึ้น จ า ก ก า ร ศ ึก ษ า ป ร ะ ซ า ก ร จ ุล ิน ท ร ีย ์ใ น ด ิน  (M u y ze r  แ ล ะ ค ณ ะ , 

1993) ต ่อ ม า จ ึง ม ีก า ร เ ร ิ่ม ม ีก า ร ป ร ะ ย ุก ต ์ใ ช ้ใ น ก า ร ต ิด ต า ม ป ร ะ ช า ก ร จ ุล ิน ท ร ีย ์ใ น อ า ห า ร  เช ่น  ซ ีส 

(E rc o lin i แ ล ะ ค ณ ะ ,  2001b ; 2002) แ ล ะ ไ ส ้ก ร อ ก  (C o c o lin  แ ล ะ ค ณ ะ ,  2000 ;2001a) ร ว ม ไ ป ถ ึง  

อ า ห า ร ห ม ัก ช น ิด อ ื่น ๆ  โด ย เท ค น ิค  DGGE ส า ม า ร ถ ใช ้ไ ด ้ก ับ ส า ย ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ีฃ น า ด ป ร ะ ม า ณ  200  b p  

ส ูง ส ุด ไม ่เก ิน  5 0 0  b p  เท ่าน ั้น  (M u y ze ra n d  S m a lla ,  1998) ส า ม า รถ ศ ึก ษ า แ บ ค ท ีเ ร ีย ใน ต ัว อ ย ่า ง ไ ด ้ 

โ ด ย ต ร ง  เป ็น ก า ร ล ด ป ึญ ห า จ ุล ิน ท ร ีย ัท ี่ไ ม ่ส า ม า ร ถ เพ า ะ เล ี้ย ง บ น อ า ห า ร  (n o n -c u ltu ra b le )  ได ้ แ ล ะ  

ส าม า รถ ป ระ เม ิน ค ว าม ห ล าก ห ล าย ช อ งจ ุล ิน ท ร ีย ่ไ ด ้อ ย ่า งค รอ บ ค ล ุม ม าก ข ึ้น  ซ ึ่ง เป ็น ว ิธ ีท ี่ ส ะด วก  ร วด เร ็ว  

แ ล ะไม ่ย ุ่ง ย าก  จ าก ห ล ัก ก า รด ังก ล ่า ว ได ้ม ีก า รน ำ เท ค น ิค  PC R -D G G E  ม าป ร ะย ุก ต ์ใช ้ใ น ก า รศ ึก ษ าค ว า ม  

ห ล า ก ห ล า ย ช อ ง จ ุล ิน ท ร ีย !บ ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร ห ล า ย ช น ิด  เช ่น  แ บ ค ท ีเ ร ีย แ ล ค ต ิก ใ น ก ิม จ ิ (L e e  e t  al.,

2005) ย ีส ต ์ใ น ร ะบ บ น ิเว ศ ข อ ง อ ง ุ่น  (P ra k itc h a iw a tta n a  e t  a l., 2 0 04 ) เป ็น ต ้น  แ ล ะม ีก า รน ำ เท ค น ิค  

R T -PC R -D G G E  ม าป ระย ุก ต ์ใช ้ใน ก า รต รวจ ส อ บ ค ว าม ห ล าก ห ล าย ข อ งจ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ม ีช ีว ิต  เช ่น  ต รวจ ส อ บ  

ค ว าม ห ล าก ห ล าย ช อ งย ีส ต ์ใน ไ วน ํ (M ills  e t  a l., 2 0 02 ) แ ล ะ ก า รต ร ว จ ส อ บ ก า รป น เป ีอ น ข อ ง ย ีส ต ์แ ล ะ  

ราใน โย เก ิร ์ต  (B le v e  e t  a l., 2003) เป ็นต ้น

ก า รป ระย ุก ต ์ใช ้เท ค น ิค  PCR -DGGE ใน ก า ร ร ะบ ุช น ิด ช อ ง เข ึ้อ ว ิบ ร ิโ อ  ได ้แ ก ่ก า รใช ้เท ค น ิค DGGE 

ใ น ก า ร ต ร ว จ ส อ บ แ ล ะ ห า ป ร ิม า ณ ป ร ะ ช า ก ร เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ  โ ด ย ท ด ส อ บ ก ับ เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ม า ต รฐ า น  7 สป ีซ ีส ์ 

แ ล ะต ัว อ ย ่า ง น ํ้า ท ะ เล  โด ย ใช ้ไพ รเม อ ร ี G 567F  แ ล ะ  680R  พ บ ว ่า ส า ม า รถ เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ด ีเอ ็น เอ ช อ ง เช ื้อ  

ว ิบ ร ิโ อ ไ ด ้ แ ล ะ เ ม ือ ใ ช ้ d e n a tu r in g  g rad ien t (u rea  แ ล ะ  fo rm a m id e )  ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  45-70%  

ส า ม า รถ ต ร ว จ ห า เช ื้อ แ ล ะ แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ช อ ง เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ แ ต ่ล ะ  ส ป ีช ีส ์อ อ ก จ าก ก ับ ไ ด ้ ย ก เว ้น  Vibrio 

parahaem olyticus ก ับ  Vibrio harveyi ที,ไ ม ่ส าม า รถ แ ย ก ค ว าม แ ต ก ต ่า ง ไ ด ้ และค,าต ํ่า ส ุด ท ี่ว ิเค รา ะห ์ 

ไ ด ้ ( d e te c t io n  l im it )  ม ีค ่า ป ร ะ ม า ณ  180 เซ ล ล ์ต ่อ ต ัว อ ย ่า ง ท ี่น ำ ม า ส ก ัด  (E ile r an d  B e rt ils s o n ,

2006 ) ม ีร า ย ง า น ก า ร ใ ช ้เท ค น ิค เด ีย ว ก ัน น ี้ใ น ก า ร ศ ึก ษ า ค ว า ม ห ล า ก ห ล า ย ช อ ง เช ื้อ ว ิบ ร ิโ อ ใ น ต ัว อ ย ่า ง  

น ํ้า จ า ก ห า ด ส น แ ล ะ ห า ด ฤ ษ ี แ ต ่ใ ช ้ไ พ ร เม อ ร ์ 2 ค ู่ค ือ  2 7 F  ก ับ  1492R  แ ล ะ  G C 56 7F  ก ับ  680R  

พ บ ว ่า ส า ม า ร ถ เ พ ิม ป ร ิม า ณ ด ีเ อ ็น เ อ ข อ ง  Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio 

proteolyticus, Vibrio aestuarianus, Vibrio neptunius, Vibrio brasiliensis, Vibrio alginolfticus, Vibrio 
tubiashii และ Vibrio sinaioensis แ ล ะส าม า รถ แ ย ก แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ช อ งท ุก เช ื้อ อ อ ก จ าก ก ัน ได ้ด ้ว ย เท ค น ิค  

D GGE ท ี่ซ ี่ง ใ ช ้ส ภ า ว ะ เด ีย ว ก ัน ก ับ ง า น ว ิจ ัย แ ร ก  (T h o n g c h a n k e a w  e t  a l., 2011) น อ ก จ า ก น ี้ย ัง ม ี 

ร า ย ง า น ก า ร ใ ช ้ P C R -D G G E  ใ น ก า ร ต ร ว จ ส อ บ  Vibrio vulnificus ใน ห อ ย ก า บ พ บ ว ่า 'ใ น ต ัว อ ย ่า ง ห อ ย  

ก า บ ท ี่ไ ม ่ผ ่า น ก า ร  p re -e n r ic h m e n t  ม ีค ่า ต ํ่า ส ุด ท ี่ว ิเ ค ร า ะ ห ์ไ ด ้ ( d e te c t io n  lim it)  ม ีค ่า ป ร ะ ม า ณ  

l x io 2 C F U / ก ร ัม ส ่ว น ใน ต ัว อ ย ่า ง ห อ ย ก าบ ท ี่ผ ่า น ก า ร  p r e - e n r ic h m e n t  เป ็น เวล า  5 ช ั่ว โม งก ่อ น ก าร  

ว ิเ ค ร า ะ ห ์ด ้ว ย ว ิธ ี P C R  ม ีค ่า ต ํ่า ส ุด ท ี่ว ิเค ร า ะห ์ไ ด ้ ป ร ะ ม า ณ  1 C F U / ก ร ัม (W ang an d  L e v in , 2 0 0 6 ) 

ส ่ว น ก า รน ำ เท ค น ิค  R T -PCR -D G G E  ม าป ระย ุก ต ์ใช ้ใน ก า รต รวจ ส อ บ ค ว าม ห ล าก ห ล าย ช อ ง  Vibrio spp .
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ท ี่ม ีช ีว ิต  ม ีเพ ีย ง รา ย ง า น เร ื่อ ง ก า รต รว จ ส อ บ  Vibrio parahaem oiyticus ท ี่อ ย ู่ใ น ส ภ าว ะ  v ia b le  b u t  

n o n  c u lt u r a b le  โ ด ย ต ร ว จ ส อ บ ย ีน ใ น ต ำ แ ห น ่ง  165-235 rD N A  ย ีน  rpo5, td h lแ ล ะ  tdh2 พ บ ว ่า  

ส า ม า ร ถ ต ร ว จ ส อ บ  เซ ือ Vibrio parahaemoiyticus ท ีอ ย ู่ใ น ส ภ า ว ะ  v ia b le  b u t  n o n  c u ltu r a b le  

ได โด ยว ิธ ี R T -PC R  แ ล ะ ส า ม า รถ ต ร ว จ พ บ เฉ พ า ะ ท ี่ต ร ว จ ส อ บ จ า ก ย ีน ใน ต ำ แ ห น ่ง  165-235 rD N A  และ 

ย ีน  rpoS เท ่า'นน (C o u ta rd  e t a l., 2005)

ม ีร า ย ง า น ก า รน ำ ห ล ัก ก า รน ี้ม า ใ ช ้ใ น ก า ร ก า รต ร ว จ ส อ บ แ ล ะ ห า ป ร ิม า ณ ป ร ะ ช า ก ร  Vibrio s p p  

โด ย ศ ึก ษ า เช ื้อ  Vibrio spp . ม าต รฐ าน  7 ส ป ีข ีส ์ โด ย ใช ้ไ พ ร เม อ ร ์ G C 5 6 7 F  และ 680R  พ บ ว ่า ส า ม า รถ  

เพ ิม ป ร ิม าณ ด ีเอ ็น เอ ช อ ง  Vibrio s p p M  แ ล ะก า รใช ้ d e n a tu r in g  g ra d ie n t  (u rea  แล ะ fo rm a m id e )  

4 5 -70%  ส าม า รถ ต รวจ ห า เช ื้อ แ ล ะแ ย ก ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ช อ ง แ ถ บ ด ีเอ ็น เอ ช อ ง  Vibrio sp p . อ อ ก จ าก ก ัน  

ไ ด ้ (E ile r  แ ล ะ  B e rt ils so n , 2006) แ ล ะ จ า ก ก า ร ศ ึก ษ า ค ว า ม ห ล า ก ห ล า ย ช อ ง  Vibrio spp . จ า ก น ํ้า  

ท ะ เล บ ร ิเ ว ณ อ ่า ว ส น แ ล ะ อ ่า ว ฤ ษ ีช อ ง เก า ะต ะล ุเต า โ ด ย ว ิธ ี N e s te d  PCR -D G G E  ใช ้ไพ ร เม อ ร ์ 27 F  แ ล ะ  

1472R  ในการทำ PC R  รอบ ท ี่ 1 และทำ PCR  รอ บ ท ี่ 2 ด ้ว ย ไพ ร เม อ ร ์ G C 5 6 7 F  และ 680R  พ บ ว ่า ก า ร  

ว ิเค ร า ะห ์ค ว า ม ห ล า ก ห ล า ย ช อ ง  Vibrio sp p . ด ้ว ย เท ค น ิค  PC R -D G G E  จ า ก ต ัว อ ย ่า ง บ ํ้า บ ร ิเว ณ อ ่า วส น  

แ ล ะ อ ่า ว ฤ ษ ีต ร ว จ พ บ เ ซ ือ  Vibrio harveyi, Vibrio parahaemoiyticus, Vibrio proteolyticus, Vibrio 

aestuarianus, Vibrio neptunius, Vibrio brasiliensis, Vibrio hepatarius, Vibrio harveyi, Vibrio 

alginolyticus, Vibrio tubiashii และVibnO sinaloensis (T h o n g c h a n k e a w  e t  a l., 2 011 ) จ าก ง าน ว ิจ ัย  

ท ี่ก ล ่า ว ม า จ ะ เห ็น ว ่า  ก า รใช ้ว ิธ ี PCR -DGGE ใ น ก า ร ต ร ว จ ว ิเ ค ร า ะ ห ์ Vibrio sp p . เป ็น ว ิธ ีก า รท ี่ร ว ด เ ร ็ว  

เม ื่อ เท ีย บ ก ับ ว ิธ ี C u ltu ra l m e th o d  แ ล ะ ส า ม า รถ ต ร ว จ ว ิบ ร ิโ อ ไ ด ้ค รอ บ ค ล ุม ห ล า ย ส ป ีช ีส ์ โดยไม ่ต ้อ ง  

ท ำก า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ก ่อ น  จ ึง เป ็น ว ิธ ีท ี่ม ีศ ัก ย ภ าพ ท ี่จ ะน ำม า พ ัฒ น า แ ล ะป ระย ุก ต ้ใช ้ใ น ก า รต รวจ ส อ บ ว ิบ ร ิโ อ  

ใน ต ัว อ ย ่า ง อ า ห า ร


	บทที่ 2 วารสารปริทัศน์
	2.1 Vibrio spp.
	2.2 ลักษณะทั่วไปและการก่อโรคของ Vibrio spp.
	2.3 วิธีการจำแนกเชื้อ Vibrio spp.
	2.4 Polymerase chain reaction (PCR)
	2.5 การตรวจวิเคราะห์ผลิตผล PCR
	2.6 การวิเคราะห์คุณสมบัติของผลิตผลพีซีอาร์
	2.7 Denaturing Gradient Gel Electrophoresis


