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บทท่ี 5 

 สรุปและวิจารณ์ผลงานวิจัย  

 ในการทํางานวิจัยการตรวจสอบเชื้อ Vibrioท้ัง 3 ชนิดคือเชื้อV. harveyi, V. 

parahaemolyticusและ V. vulnificusในตัวอย่างหอยทะเลท้ังสามชนิดคือ หอยแครง, หอยลาย
และหอยแมลงภู่ ในบริเวณเขตกรุงเทพมหานคร พบการปนเปื้อนของเชื้อท้ังสามชนิดในปริมาณท่ี
ค่อนข้างสูง ซึ่งเชื้อท้ังสามชนิดเป็นสาเหตุของโรคท่ีเกิดในมนุษย์และสัตว์ทะเลโดยเฉพาะกุ้งกลุ่ม
ตระกูล penaeidsและหอยทะเล(Izumiya et al. 2011)ซึ่งพบว่าหอยทะเลเป็นสัตว์ทะเลหน้าดิน
จําพวกกรองกินท่ีอาศัยฝังตัวอยู่หรือขุดรูอยู่ภายใต้พ้ืนทราย โคลนและ ดินเลน จึงเป็นแหล่งสะสม
ของเชื้อในปริมาณมากโดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Vibrios (Suthirak. 2009) จากการสังเกต
บริโภคหอยทะเลของมนุษย์จะมีการบริโภคแบบสุกๆ ดิบๆ ซึ่งเป็นสาเหตุของการเลือกใช้หอยทะเล
ท้ังสามชนิดท่ีเป็นท่ีนิยมในการบริโภคของมนุษย์มาเป็นตัวอย่างในการตรวจสอบโดยใช้เทคนิคทาง
ชีววิทยาโมเลกุล        จากการศึกษาก่อน
หน้านี้การใช้วิธี Multiplex PCR ในหลายการศึกษาได้มีการออกแบบไพรเมอร์สําหรับ
V.parahaemolyticusเพ่ือตรวจสอบในสัตว์ทะเลจําพวกกุ้งและหอยโดยใช้ยีน tdh(thermostable 
direct hemolysin), trh (thermostable direct hemolysin-related hemolysin) และtlh 
(thermolabilehemolysin) (Bej et al. 1999) สําหรับการพยายามหายีนของ V. harveyiจาก
การศึกษาของ Thongkao et al. (2013) ได้ประสบความสําเร็จในการออกแบบไพรเมอร์ต่อยีน
vhhP2และคาดว่ายีนนี้เป็นยีนท่ีสามารถระบุสายพันธุ์ V. harveyi ได้อย่างแม่นยําครอบคลุม
หลากหลายสายพันธุ์และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกชนิดอ่ืน ๆ รวมท้ัง
แบคทีเรียท่ีใกล้เคียงกันมากอย่าง V. campbelliiส่วนการศึกษาการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจําเพาะต่อ
ยีน rpoSในเชื้อแบคทีเรีย V. vulnificusให้ผลบวกกับ V. vulnificus ในทุกไอโซเลต และไม่
เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน ซึ่งก่อนหน้านี้ได้มีความพยายามหายีนท่ีสามารถบ่งชี้สายพันธุ์
ของ V. vulnificus ได้แก่ยีนvvhAแต่พบว่าไม่สามารถตรวจได้ครบทุกไอโซเลต (Kim et al. 2008)  

 การศึกษาครั้งนี้จึงมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบได้ครอบคลุมท้ังสามสปีชีส์ของ V. harveyi,  
V. parahaemolyticus และ V. vulnificus โดยใช้ยีนท่ีมีความจําเพาะต่อสายพันธุ์ ได้แก่ ยีน 
vhhP2, tlh และ rpoS เพ่ือประยุกต์ใช้ในการนําไปตรวจในตัวอย่างจริงเพ่ือทําการคัดแยกและ
จําแนกVibrioท้ังสามสปีชีส์จากหอยทะเลชนิดต่างๆ แล้วมาประเมินหาค่าปริมาณเชื้อท่ีพบและ
ปริมาณการเพ่ิมจํานวนของแบคทีเรีย เพ่ือดูแนวโน้มความเสี่ยงของการท่ีผู้บริโภคอาจมีความเสี่ยง
จากการรับประทานอาหารท่ีไม่ถูกสุขลักษณะได้ โดยเฉลี่ยพบการเพ่ิมปริมาณเชื้อแบคทีเรียมี
ค่าประมาณ  1.2 x 107-2 x106 CFU/ml ซึ่งเป็นปริมาณท่ีแบคทีเรียสามารถทําให้เกิดการก่อโรค
อาหารเป็นพิษหรืออาจติดเชื้อในกระแสเลือดได้ (เกียรติคุณ.2553)    
 จากนั้นทําการประเมินประสิทธิภาพความแม่นยําของวิธีการโดยเปรียบเทียบกันระหว่าง



74 
 

 

 

วิธีการตรวจสอบแบบมาตรฐานหรือวิธีการวิเคราะห์แบบดั้งเดิมเพ่ือตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี
กับวิธีการตรวจสอบด้วยวิธี Multiplex PCR จากการตรวจสอบท้ัง 2 วิธีเราพบว่าการตรวจสอบท้ัง 
2 วิธีมีความจําเพาะอย่างสูงถึง 100% แตก่ารประเมินความถูกต้องหรือความแม่นยําของแต่ละวิธีจะ
แตกต่างกันไปเราพบว่าการตรวจสอบด้วยวิธีแบบมาตรฐานมีความถูกต้องของวิธีท่ี91.67% เทียบกับ
การตรวจสอบด้วยวิธี MultiplexPCR ซึ่งมีความถูกต้องสูงถึง 96% ซึ่งแสดงให้เห็นว่าความถูกต้องท่ี
สูงจําเป็นอย่างมากในการประยุกต์ใช้วิธีการท่ีจะนํามาตรวจสอบกับเชื้อ Vibrioท้ังสามชนิด ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ(PAYDAR. 2013)      จ า ก ก า ร
ทดสอบแสดงให้เห็นได้ว่าการตรวจสอบด้วยวิธี Multiplex PCR จะมีความแม่นยําสูงกว่าและใช้
ระยะเวลาในการตรวจสอบสั้นกว่าและสามารถตรวจได้โดยไม่ต้องผ่านการบ่มในอาหารเลี้ยงเชื้อ
(enrichment)ในการตรวจสอบโดยวิธ ีMultiplexPCRสามารถทําการเตรียมตัวอย่างเพ่ือนําไปสกัดดี
เอ็นเอได้เลย  แต่ถ้าต้องการเพ่ิมประสิทธิภาพการตรวจสอบก็สามารถเลี้ยงเชื้อ(enrichment)ต่อ
เป็นสามชั่วโมงหรือหกชั่วโมงเพ่ือการตรวจแม่นยําและมีประสิทธิภาพท่ีมากยิ่งข้ึน 

การศึกษาค่าความไวของ Multiplex PCR จากเชื้อบริสุทธิ์ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าค่าความ
ไวของเชื้อ V. parahaemolyticus, V. vulnificus และ V. harveyi มีค่า 1.9 x 104, 1.53 x 104 
และ 1.88 x 104CFU/ml ตามลําดับ แสดงให้เห็นว่าค่าความไวของเชื้อแบคทีเรียท้ังสามสปีชีส์ท่ีมี
ค่าประมาณ104  CFU/ml ซึ่งมีค่าความไวสูงกว่าการศึกษาก่อนหน้านี้ สําหรับการตรวจเชื้อ V. 
vulnificus มีค่า 105  CFU/ml และ V. parahaemolyticus มีค่า 106 CFU/ml(Nhung et al. 
2007) ส่วนการนําไพรเมอร์ท้ังสามคู่ไปใช้พบว่าสามารถท่ีจะนําไปตรวจสอบสภาวะติดเชื้อท้ังใน
มนุษย์และสัตว์ทะเลได้ แม้ว่าสภาวะการติดเชื้อเพียง 1 และ 2 สปีชีส์ก็สามารถตรวจสอบได้โดยไพร
เมอร์ท้ังสามคู่อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากสามารถจําแนกสปีชีส์ของแบคทีเรียท้ังสามชนิดแยก
ออกจากกันได้อย่างชัดเจนโดยดูผลจากการทดสอบการใช้ไพรเมอร์ท้ังสามคู่ มาใส่ในหลอด PCR 
reaction แล้วนํามาทดสอบกับแบคทีเรียแต่ละสปีชีส์ ตั้งแต่ 1,2 และ 3 สปีชีส์ พบว่าสามารถ
ตรวจสอบได้ทุกรูปแบบในการผสมรวมกันของเชื้อแบคทีเรียในการทํา PCR และไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม
กับแบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืน 

 
 
ก า ร ท ด ส อ บ คุ ณ ส ม บั ติ ท า ง ชี ว เ ค มี ไ ด้ มี ก า ร ท ด ส อ บ

Oxidase,Cellobiose,Mannose,Mannitol,Voges-Proskauer,Methyl red,Indole 
production,Ornithine decarboxylase,Lysine decarboxylase,Arginine decarboxylaseซึ่ง
เป็นการทดสอบท่ีใช้สารหลายตัวในการทดสอบและใช้เวลานานกว่าท่ีจะพิสูจน์ทราบผลได้ เนื่องจาก 
Vibrioแต่ละสปีชีส์มีความใกล้เคียงกันทําให้การแยกและจําแนกสปีชีส์ค่อนข้างยากอาจทําให้เกิด
ความสับสนในการระบุสปีชีส์และเชื้ออ่ืนๆอาจจะเจริญได้ในอาหารท่ีใช้ในการเพาะเชื้อบน TCBS 
เช่น Salmonella typhimurium,Citrobacter sp. (Buller. 2014) 
 จากการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกได้จากตัวอย่างหอยทะเลจํานวน 150 ตัวอย่าง พบว่า 
จากการคัดแยกและจําแนกเชื้อแบคทีเรียในหอยทะเลด้วยวิธีมาตรฐานพบเชื้อ V. harveyiคิดเป็น
93.33%ซึ่งพบมากจากหอยลายในท้ังห้าตลาดท่ีเป็นแหล่งเก็บตัวอย่าง,V. parahaemolyticusคิด
เป็น33.33%พบมากท่ีสุดจากหอยแครงและหอยแมลงภู่แต่ไม่สามารถตรวจพบ V. vulnificusและ
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จากการจําแนกเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Multiplex PCR พบเชื้อ V. harveyi100%ซึ่งพบมากจากหอย
ลายV. parahaemolyticus46.67%พบมากท่ีสุดจากหอยแครงและหอยแมลงภูใ่นท้ังห้าตลาดท่ีเป็น
แหล่งเก็บตัวอย่าง ส่วน V. vulnificus 6.67%จากผลท่ีแสดงตามข้างต้นประเมินเปอร์เซ็นต์ความ
แม่นยําในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Multiplex PCR มีความแม่นยําสูงกว่าวิธีมาตรฐาน 


