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บทคดัย่อ

	 วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้คือการหาสภาวะที่เหมาะสมในการท�ามัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ (multiplex 

PCR) เพื่อตรวจหาเชื้อแบคทีเรียสกุลวิบริโอจ�านวน 3 ชนิด ที่ก่อให้เกิดโรควิบริโอซิสในกุ้งขาว ได้แก่ 

Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio vulnificus โดยออกแบบไพรเมอร์ส�าหรับ 

เพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมายของแบคทีเรียทั้งสามชนิด ผลการทดลองพบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสม 

ในการท�ามัลติเพล็กซ์พีซีอาร์คือ 62 องศาเซลเซียส และเมื่อทดสอบความจ�าเพาะของมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์

โดยน�าไปเพิ่มจ�านวนแบคทีเรียชนิดอ่ืน ผลปรากฏว่าไม่พบแถบดีเอ็นที่จ�าเพาะต่อ V. alginolyticus,  

V. parahaemolyticus และ V. vulnificus ในหลอดที่มีเชื้อแบคทีเรียตัวอื่น ยกเว้นหลอดที่มี Vibrio  

fluvialis นอกจากนีย้งัช่วยประหยดัเวลา และค่าใช้จ่ายเมือ่เทยีบกบัวธิพีซีอีาร์ธรรมดา (conventional PCR) 

เทคนคินีส้ามารถใช้ในการตรวจการตดิเชือ้แบคทเีรยีเหล่านีใ้นกุง้ ซึง่จะเป็นประโยชน์ทัง้ต่อฟาร์มเลีย้งกุง้

และโรงเพาะฟัก และน�าไปสู่การเฝ้าระวังการแพร่ระบาดและวางแผนการจัดการบ่อและน�้าเพื่อให้กุ้งมี

สุขภาพดีอยู่เสมอ

ค�าส�าคัญ: มัลติเพล็กซ์, พีซีอาร์, วิบริโอซิส, แบคทีเรีย, กุ้ง
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ABSTRACT

	 The	objective	of	this	study	aimed	to	find	the	optimal	condition	of	multiplex	PCR	for	the		
detection	of	three	pathogenic	Vibrio	spp.	(Vibrio	alginolyticus,	Vibrio	parahaemolyticus	and	Vibrio		
vulnificus)	causing	Vibriosis	in	white	shrimp.	Three	pairs	of	primer	were	designed	to	amplify	the	target		
DNA	fragments	of	three	bacteria.	The	results	showed	that	the	optimal	annealing	temperature	for		
multiplex	PCR	is	62	degrees	Celsius.	The	specificity	of	multiplex	PCR	was	evaluated	by	amplify		
the	others	bacteria.	The	results	showed	no	specific	bands	of	V.	alginolyticus,	V.	parahaemolyticus	and V.	
vulnificus	appeared	in	the	reaction	tubes	of	others	bacteria	except	reaction	tube	of	Vibrio	fluvialis.		
In	addition,	it	saves	time	and	cost	when	compared	to	conventional	PCR.	This	technique	will	be		
beneficial	for	bacterial	detection	in	shrimp	farms	and	hatcheries.	It	leads	to	the	monitoring	outbreak		
and	management	planning	of	pond	and	water	to	gain	the	healthy	shrimps.

Key words:	multiplex,	PCR,	vibriosis,	bacteria,	shrimp

บทน�า
	 กุ ้งขาว	 (Litopenaeus	 vannamei)	 เป็น	

สัตวน์�้ าท่ีมีคุณค่าและมีความส�าคญัทางเศรษฐกิจ	

โดยประเทศไทยสามารถผลิตกุ้งขาวได้เป็น	

อนัดบั	2	ของโลก	และส่งออกเป็นอนัดบั	1	ของ

โลก	แต่อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงกุง้ขาวของไทย

ก็ก�าลงัประสบปัญหาโรคระบาดท่ีเกิดข้ึน	โดย	

เร่ิมระบาดอย่างหนักตั้ งแต่ต้นปี	 2554	กระทั่ง

ท�าให้ผลผลิต	 กุ้งขาวโดยรวมปี	 2555	 ลดลง

ประมาณร้อยละ	10-20	(ส�านักกิจกรรมส่ือสาร

องค์กร	เครือเจริญโภคภณัฑ์,	2555)	การติดเช้ือ

แบคทีเรียในกุ้งขาวท่ีก่อให้เกิดผลเสียหายต่อ	

การเพาะเล้ียงกุง้	และส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรม

การเพาะเล้ียงกุง้ทัว่โลกรวมถึงประเทศไทยดว้ย

คือ	โรควบิริโอซิส	(Vibriosis)	ซ่ึงเกิดจากการติดเช้ือ

แบคทีเรียสกลุ	วบิริโอ	(de	la	Peña	et	al.,	1993;	Janda	

et	al.,	2015)	ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบ	รูปร่างเป็น

ท่อนโคง้	ใชแ้ฟลกเจลลาในการเคล่ือนท่ี	เจริญได้

ทั้งในบริเวณท่ีมีอากาศและไม่มีอากาศ	อุณหภูมิท่ี

เหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ	18-37	องศาเซลเซียส	

มีรายงานการตรวจพบแบคทีเรียสกลุวบิริโอจากกุง้

ท่ีเป็นโรค	เช่น	Vibrio	parahaemolyticus	(Kumar		

et	al.,	2014;	Jun	et	al.,	2016)	Vibrio	alginolyticus	

(Li	et	al.,	2008;	Chang	et	al.,	2008)	และ	Vibrio	

vulnificus	(Dalsgaard	and	Hoi,	1997)

	 กุง้ท่ีติดเช้ือ	V.	parahaemolyticus	จะมีอตัรา

การตายสูง	กินอาหารน้อยลง	สังเกตจากกุง้ไม่มี

อุจจาระ	และลอกคราบไดช้า้ลง	เลือด	(hemolymph)	

แข็งตวัช้า	ตบัและตบัอ่อนผิดปกติ	สีเน้ือจะขุ่น		

กุ้งจะข้ึนมาเกาะตามขอบบ่อ	ตัวกุ้งจะสกปรก		

มีจุดและตะกอนเกาะตามผิวและเปลือก	(Robert-

Pillot	et	al.,	2010)	V.	vulnificus	ก่อให้เกิดโรค	

ตบัอกัเสบ	พบมากในเขตน�้ากร่อยและเคม็	โดยจะ

ออกฤทธ์ิท่ีตบัและตบัอ่อน	ซ่ึงเป็นแหล่งสะสม
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อาหารและสร้างน�้ายอ่ย	สะสมเกลือแร่	และสารพิษ

ต่างๆ	ท�าใหมี้โอกาสติดเช้ือไดง่้าย	โดยเช้ือจะเขา้สู่

ตวักุง้ทางการกินอาหาร	และบาดแผล	ซ่ึงเกิดจาก

การจดัการภายในบ่อท่ีไม่ดี	ท�าใหเ้ช้ือ	V.	vulnificus	

ท่ีมีอยู่ในน�้ าเขา้ท�าอนัตรายต่อกุง้	โดยเฉพาะตบั

และตับอ่อน	กุ้งมีอาการอ่อนแอ	 กินอาหารได	้

นอ้ยลง	ตบัจะมีขนาดโตหรือฝ่อ	มีการเปล่ียนเป็น

สีขาวซีดหรือด�าคล�้า	กลา้มเน้ือจะมีสีขาวขุ่น	และ	

มีอตัราการตายเพิ่มสูงข้ึน	(Dalsgaard	and	Hoi,	

1997)	ส่วนกุง้ท่ีติดเช้ือแบคทีเรีย	V.	alginolyticus	

จะกินอาหารลดลง	 เปลือกน่ิม	อาจมีดวงขาวท่ี

เปลือกทั้ งส่วนหัวและล�าตัว	ตัวกุ้งอาจมีสีแดง	

กลา้มเน้ือตายมกัมีสีขาวขุ่น	กุง้มีอตัราการตายสูง

และมีการเปล่ียนแปลงทางพยาธิสภาพของเน้ือเยือ่

ท่ีพบว่าเกิด	nodules	จ�านวนมากลอ้มรอบบริเวณ

ของเน้ือเยือ่ท่ีถูกท�าลาย	โดยมีเมด็เลือด	(hemocyte)	

เข้ามารวมกลุ่มเพื่อก�าจัดเซลล์ท่ีถูกท�าลายไป		

และมีการสะสมของเมด็สี	(melanization)	บริเวณ

ท่ีเกิดบาดแผล	จึงอาจท�าใหกุ้ง้ตายได	้(Esteve	and	

Herrera,	2000)

	 การตรวจวิเคราะห์การติดเช้ือแบคทีเรีย

สกุลวิบริโอมีหลายวิธีดว้ยกนั	เช่น	การทดสอบ

ทางชีวเคมี	 ซ่ึงวิธีน้ีเป็นวิธีท่ีตอ้งใช้บุคลากรท่ีมี

ประสบการณ์สูง	ใชเ้วลานานในการเตรียมตวัอยา่ง	

ต่อมาจึงไดมี้ความพยายามในการใชเ้ทคนิคทางดา้น

ชีวโมเลกลุเพือ่ตรวจหาสารพนัธุกรรมของแบคทีเรีย	

เช่น	การท�าพซีีอาร์ซ่ึงจะช่วยใหก้ารตรวจมีความไว

สูงข้ึน	และใชเ้วลานอ้ยลง	(Wei	et	al.,	2014)	โดย

ในช่วงแรกจะเป็นการตรวจหายนีท่ีเป็นเคร่ืองหมาย

พนัธุกรรม	(genetic	markers)	 ท่ีจ �าเพาะกบัเช้ือ

แบคทีเรียแค่ชนิดเดียว	เช่น	ตรวจหายีน	ctx	ของ		

V.	mimicus	(Dick	et	al.,	2012)	และยีน	trh	ของ		

V.	parahaemolyticus	(Nordstrom	et	al.,	2007)	

เป็นต้น	 ต่อมาได้มีการพฒันาเทคนิคพีซีอาร์ท่ี

สามารถตรวจหาเช้ือแบคทีเรียได้หลายชนิดใน

หลอดเดียว	ช่วยให้ประหยดัเวลา	และค่าใช้จ่าย

มากข้ึน	เรียกวา่มลัติเพลก็ซ์พซีีอาร์	(Multiplex	PCR)	

และมีหลายงานวิจยัท่ีน�าเอาเทคนิคมลัติเพล็กซ์	

พีซีอาร์มาใชใ้นการตรวจหาเช้ือวิบริโอ	(Nhung		

et	al.,	2007;	Tarr	et	al.,	2006;	Teh	et	al.,	2010)	

	 งานวจิยัน้ีไดท้ �าการออกแบบไพรเมอร์	3	คู่	

ท่ีมีความจ�าเพาะกบัเช้ือแต่ละตวัเพื่อตรวจหาเช้ือ

แบคทีเรียก่อโรคท่ีส�าคญัสกลุวบิริโอสามชนิด	ไดแ้ก่	

V.	alginolyticus,	V.	parahaemolyticus	 และ		

V.	vulnificus	ในคราวเดียว	และมีไพรเมอร์ของยนี

ควบคุมอีกหน่ึงคู่เพื่อป้องกนัผลลบเท็จท่ีอาจเกิด

ข้ึน	โดยท�าการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ�าเพาะ

กบัเช้ือแต่ละชนิด	จากนั้นทดสอบความจ�าเพาะ	

(specificity)	 ของไพรเมอร์ต่อเช้ือแบคทีเรีย	

เป้าหมาย	และการน�าเอาเทคนิคน้ีไปใช้จริงใน

อนาคตเพื่อตรวจหาเช้ือแบคทีเรียทั้งสามชนิดน้ี

ในฟาร์มเล้ียงกุ้ง	 และในกุ้งท่ีวางขายตามท้อง

ตลาดจะเป็นประโยชน์อย่างมากทั้งต่อเกษตรกร	

ผูเ้ล้ียงกุง้และผูบ้ริโภคกุง้

วธีิด�าเนินการวจิยั 
1. การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย

	 เช้ือแบคทีเรียทุกชนิดท่ีใช้ในการทดลอง

เป็นเช้ือจากกรมวทิยาศาสตร์การแพทย	์(Department	

of	 Medical 	 Sciences, 	 Thailand)	 เป็นเ ช้ือ	

แบคทีเรียกลุ่มวิบริโอ	ได้แก่	V.	alginolyticus,		

V.	parahaemolyticus,	V.	vulnificus,	V.	fluvialis,		

V.	cholera	และ	V.	mimicus	และเช้ือแบคทีเรียอ่ืนๆ	

ได้แก่	Salmonella typhimurium,	Aeromonas	
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hydrophila	 และ	Pseudomonas	 aeruginosa		

เช้ือแบคทีเรียกลุ่มวิบริโอท�าการเล้ียงในอาหาร	

Tryptic	 Soy	 Broth	 (TSB)	 ท่ีมี	 1.5%	 NaCl		

บ่มท่ีอุณหภูมิ	28	องศาเซลเซียส	ในเคร่ืองบ่มแบบ

เขยา่ดว้ยความเร็ว	180	รอบ/นาที	เป็นเวลา	16	ชัว่โมง	

ส่วนแบคทีเรียชนิดอ่ืนเล้ียงในอาหาร	Nutrient	Broth	

(NB)	ท่ีอุณหภูมิ	37	องศาเซลเซียส	ในเคร่ืองบ่ม

แบบเขยา่ดว้ยความเร็ว	180	รอบ/นาที	เป็นเวลา	16	

ชัว่โมง

2. การสกดัดเีอน็เอ

	 สกัดดีเอ็นเอจากเช้ือแบคทีเรียทั้ งหมด	

ด้วยวิธีการต้ม	 (ดัดแปลงจาก	 Pathmanathan		

et	al.,	2003)	โดยน�าไปหมุนเหวีย่งเพื่อแยกตะกอน

เซลล์แบคทีเรียท่ีความเร็ว	 10,000	 รอบ/นาที		

เป็นเวลา	1	นาที	จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ใน	

น�้ ากลัน่	200	ไมโครลิตร	แลว้น�าไปตม้ในน�้ าเดือด	

เป็นเวลา	10	นาที	เม่ือครบเวลาน�าไปแช่น�้ าแข็ง

ทนัที	เป็นเวลา	5	นาที	น�าไปหมุนเหวี่ยงอีกคร้ัง	

ท่ีความเร็ว	10,000	รอบ/นาที	 เป็นเวลา	1	นาที		

ส่วนใสท่ีได้จากการหมุนเหวี่ยงน้ีจะถูกและ	

เก็บรักษาไวท่ี้	 -20	องศาเซลเซียส	 เพ่ือใช้เป็น

ดีเอน็เอตั้งตน้ในการท�าพีซีอาร์ต่อไป

3. การออกแบบไพรเมอร์

	 น�าล�าดบัเบสของแบคทีเรียทั้งสามชนิดท่ี

ถูกเก็บรวบรวมไวใ้นฐานขอ้มูลของ	GenBank	

(http://www.	ncbi.	nlm.nih.gov/genbank/)	มาท�า	

multiple	alignment	เพื่อหาช่วง	different	region	ซ่ึง

คือช่วงท่ีพบไดเ้ฉพาะแบคทีเรียชนิดนั้นๆ	เท่านั้น	

ไม่พบในแบคทีเรียชนิดอ่ืน	แล้วจึงน�าช่วงของ	

ดีเอน็เอนั้นมาออกแบบไพรเมอร์โดยใชโ้ปรแกรม	

Primer3	 โดยไพรเมอร์ท่ีได้จะต้องมีค่า	 Tm	 ท่ี	

ใกล้เคียงกัน	 และขนาดของ	 PCR	 product	 ท่ี	

ไดจ้ากแต่ละคู่ของไพรเมอร์จะตอ้งต่างกนัอยา่งนอ้ย	

20	คู่เบส	(base	pairs,	bp)	(Sint	et	al.,	2012)

4. การท�ามลัตเิพลก็ซ์พซีีอาร์

 ไพรเมอร์แต่ละคู่ท่ีจะใชใ้นการทดลองจะ

ถูกตรวจสอบโดยการท�าพซีีอาร์ธรรมดาก่อน	โดยใช	้

PCR	Master	Mix	II	(5X)	(GeneMark,	Taiwan)		

ใน	1	หลอดปฏิกิริยา	(25	ไมโครลิตร)	ประกอบดว้ย	

Forward	primer	0.4	ไมโครโมลาร์,	Reverse	primer	

0.4	 ไมโครโมลาร์, 	 Taq	 DNA	 polymerase		

0.75	ยูนิต,	MgCl2	2	 มิลลิโมลาร์,	dNTPs	250		

ไมโครโมลาร์	และดีเอน็เอตน้แบบ	1	ไมโครลิตร	

จากนั้นท�าการเพิม่จ�านวนดีเอน็เอเป้าหมายในเคร่ือง

พซีีอาร์	โดยใชอุ้ณหภูมิช่วง	annealing	ท่ีแตกต่างกนั

คือ	60,	61	และ	62	องศาเซลเซียส	สภาวะพีซีอาร์ท่ี

ใชคื้อ	อุณหภูมิ	94	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	5	นาที	

จ�านวน	1	รอบ	อุณหภูมิ	94	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	

30	วินาที	 อุณหภูมิ	60,	61,	62	องศาเซลเซียส		

เป็นเวลา	30	วนิาที	และอุณหภูมิ	72	องศาเซลเซียส	

เป็นเวลา	45	วินาที	จ�านวน	30	รอบ	และอุณหภูมิ		

72	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	10	นาที	จ�านวน	1	รอบ

	 จากนั้นน�าไพรเมอร์ทั้ง	4	 คู่	 (ไพรเมอร์ท่ี

จ�าเพาะต่อแบคทีเรีย	3	คู่	+	ไพรเมอร์ของยนีควบคุม	

1	คู่)	มารวมกนัใน	1	หลอด	โดยใน	1	หลอดปฏิกิริยา	

(25	ไมโครลิตร)	ประกอบดว้ย	Forward	primer	คือ	

VA-F	0.4	ไมโครโมลาร์,	VP-F	0.4	ไมโครโมลาร์,	

VV-F	0.4	ไมโครโมลาร์	และ	16S-F	0.4	ไมโครโมลาร์),	

Reverse	primer	 คือ	VA-R	0.4	ไมโครโมลาร์,		

VP-R	0.4	ไมโครโมลาร์,	VV-R	0.4	ไมโครโมลาร์	

และ	 16S-R	 0.4	 ไมโครโมลาร์),	 Taq	 DNA	
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polymerase	0.75	ยูนิต,	MgCl2	2	 มิลลิโมลาร์,	

dNTPs	250	ไมโครโมลาร์	และดีเอ็นเอตน้แบบ		

3	 ไมโครลิตร	 (ดีเอ็นเอของ	V. alginolyticus  

1	ไมโครลิตร,	ดีเอน็เอของ	V. parahaemolyticus  

1	 ไมโครลิตร	 และดีเอ็นเอของ	V. vulnificus  

1	ไมโครลิตร)	สภาวะพีซีอาร์ท่ีใช้คือ	อุณหภูมิ		

94	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	5	นาที	จ�านวน	1	รอบ	

อุณหภูมิ	94	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	30	วินาที	

อุณหภูมิ	62	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	30	วนิาที	และ

อุณหภูมิ	72	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	45	วินาที	

จ�านวน	30	รอบ	และอุณหภูมิ	72	องศาเซลเซียส	

เป็นเวลา	10	นาที	จ�านวน	1	รอบ	

	 การท�ามัล ติ เพล็ก ซ์พี ซีอา ร์จะท�าการ

ทดลองซ�้ าจ�านวน	3	คร้ัง	เพื่อใหไ้ดผ้ลการทดลอง	
ท่ีน่าเช่ือถือ	และมีหลอดควบคุมลบ	(Negative	

control)	 ท่ีจะใช้น�้ ากลั่นแทนดีเอ็นเอต้นแบบ		
และตรวจสอบผลโดยการท�า	1.5%	agarose	gel	

electrophoresis

5. การตรวจสอบความจ�าเพาะของมัลติเพล็กซ์ 

พซีีอาร์

	 ตรวจสอบความจ�าเพาะของมลัติเพล็กซ์	

พีซีอาร์โดยการท�าทดสอบกบัเช้ือแบคทีเรียกลุ่ม	

วิบริโอตัว อ่ืนท่ีไม่ใช่ 	 V . 	 alginolyt icus , 	 V .	

parahaemolyticus	 และ	V.	 vulnificus	 ได้แก่		

V.	fluvialis,	V.	cholera	และ	V.	mimicus,	และกบั	

เช้ือแบคทีเรียก่อโรคส�าคญัในสัตวน์�้ าชนิดอ่ืนท่ี

ไม่ใช่วบิริโอ	ไดแ้ก่ S. typhimurium, A. hydrophila 

และ P.	Aeruginosa	โดยใน	1	หลอดปฏิกิริยา		

(25	ไมโครลิตร)	ประกอบดว้ย	Forward	primer	คือ	

VA-F	0.4	ไมโครโมลาร์,	VP-F	0.4	ไมโครโมลาร์,	

VV-F	0.4	ไมโครโมลาร์	และ	16S-F	0.4	ไมโครโมลาร์),	

Reverse	primer	 คือ	VA-R	0.4	ไมโครโมลาร์,		

VP-R	0.4	ไมโครโมลาร์,	VV-R	0.4	ไมโครโมลาร์	

และ	 16S-R	 0.4	 ไมโครโมลาร์),	 Taq	 DNA	

polymerase	0.75	ยูนิต,	MgCl2	2	 มิลลิโมลาร์,	

dNTPs	250	ไมโครโมลาร์	และดีเอ็นเอตน้แบบ		

1	ไมโครลิตร	สภาวะพีซีอาร์ท่ีใช้คือ	 อุณหภูมิ		

94	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	5	นาที	จ�านวน	1	รอบ	

อุณหภูมิ	94	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	30	วินาที	

อุณหภูมิ	62	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	30	วนิาที	และ

อุณหภูมิ	72	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	45	วินาที	

จ�านวน	30	รอบ	และอุณหภูมิ	72	องศาเซลเซียส	

เป็นเวลา	10	นาที	จ�านวน	1	รอบ

6. การวเิคราะห์ข้อมูล

	 ผลการทดสอบของพีซีอาร์ธรรมดาและ

มลัติเพล็กซ์พีซีอาร์รวมถึงการทดสอบความไว

และความจ�าเพาะของมลัติเพลก็ซ์พีซีอาร์จะแสดง

ในรูปแบบของผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์เทียบกบั	100	bp	

markers	ดว้ยเทคนิค	agarose	gel	electrophoresis

ผลการทดลองและวจิารณ์ผล 
1. การท�ามลัตเิพลก็ซ์พซีีอาร์

	 มัล ติ เพล็กพี ซีอา ร์ เ ป็นเทคนิคพี ซีอา ร์

ท่ีท�าการเพิ่มจ�านวนดีเอ็นเอเป้าหมายโดยใช	้

ไพรเมอร์	 หลายคู่พร้อมกันในหลอดปฏิกิริยา

เดียวกัน	 ช่วยให้ประหยดัเวลา	 และค่าใช้จ่าย		

โดยไพรเมอร์แต่ละคู่ท่ีน�ามาใชต้อ้งออกแบบใหดี้	

ไม่มีการจับคู่กันเอง	และเม่ือน�าไปท�าปฏิกิริยา	

พีซีอาร์แล้วจะให้ผลผลิตท่ีมีขนาดความยาว	

แตกต่างกนัไม่นอ้ยกว่า	20	bp	(Sint	et	al.,	2012)	

การท�ามลัติเพลก็พีซีอาร์นั้น	ตอ้งปรับสภาวะของ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้เหมาะสมเพื่อให้สามารถ	
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เพิ่มจ�านวนดีเอน็เอจากทุกไพรเมอร์ท่ีใส่ลงไปได้

เท่าๆ	กนั	มีหลายงานวิจยัท่ีรายงานเก่ียวกบัการใช้

มลัติเพล็กพีซีอาร์ในการตรวจเช้ือในกลุ่มวิบริโอ	

(Nhung	et	al.,	2007;	Tarr	et	al.,	2006;	Teh	et	al.,	

2010)	แต่ละงานวิจยัก็ให้ผลออกมาแตกต่างกนั	

บางงานวิจยัช้ีใหเ้ห็นวา่เทคนิคน้ีไม่สามารถตรวจ

แยกเช้ือท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัมากได	้เช่น	ระหวา่ง

เช้ือ	V.	parahaemolyticus	และ	V.	alginolyticus		

และนอกจากน้ียงัพบว่าอาจมี	PCR	inhibitors	ใน

ตวัอยา่งท่ีไปยบัย ั้งปฏิกิริยาท�าใหไ้ดผ้ลการทดลอง

เป็นลบเท็จ	 (false-negative)	 (Al-Soud	 and	

Rådström,	2001)	ซ่ึงปัญหาน้ีสามารถแกไ้ขไดโ้ดย

การท�า	 Internal	amplification	control	 (IAC)		

เพิ่มไปอีกหน่ึงตวั	(Hoorfar	et	al.,	2004)	ในงาน

วิจยัน้ีไดอ้อกแบบและใชไ้พรเมอร์	3	คู่ท่ีจ �าเพาะ

กบัยนีเป้าหมายของแบคทีเรียสกุลวิบริโอ	3	ชนิด	

คือ	ยนี	gyrB	ของ	V.	alginolyticus,	ยนี	collagenase	

ของ	V.	parahaemolyticus	และยีน	vvhA	ของ		

V.	vulnificus	และมีไพรเมอร์ของยนีควบคุมอีก	1	คู่

คือยีน	16S rRNA	 ซ่ึงพบไดใ้นแบคทีเรียทุกชนิด	

ทั้งน้ีเพื่อป้องกนัผลลบเทจ็ท่ีอาจเกิดข้ึน

	 ไพรเมอร์ทั้งหมดท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี

แสดงในตารางท่ี	1	โดยในการทดสอบไดใ้ชอุ้ณหภูมิ

ช่วง	annealing	3	อุณหภูมิ	คือ	60,	61	และ	62	องศา

เซลเซียส	ผลปรากฏวา่ท่ี	60	และ	61	องศาเซลเซียส

พบ	non-specific	เกิดข้ึน	(ไม่แสดงขอ้มูล)	ในขณะท่ี	

62	องศาเซลเซียส	ให้ผลดีท่ีสุด	คือแถบดีเอน็เอท่ี

ไดช้ดัเจน	และไม่มี	non-specific	เกิดข้ึน	จึงไดใ้ช้

อุณหภูมิช่วง	annealing	ท่ี	62	องศาเซลเซียสตลอด

การทดลอง	เม่ือทดสอบไพรเมอร์แต่ละคู่ต่อเช้ือ	ท่ี

ตอ้งการศึกษา	ผลปรากฏว่าไดผ้ลิตภณัฑ์พีซีอาร์	

ตรงกบัขนาดท่ีไดอ้อกแบบไวคื้อ	ไพรเมอร์	VA	

กบัเช้ือ	V.	alginolyticus	ไดผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาด	

338	bp,	ไพรเมอร์	VP	กบัเช้ือ	V.	parahaemolyticus	

ไดผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาด	281	bp,	ไพรเมอร์	VV	

กบัเช้ือ	V.	vulnificus	ไดผ้ลิตภณัฑ์พีซีอาร์ขนาด	

213	 bp	 และไพรเมอร์	 16S	 ต่อเช้ือทุกตัวได้

ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาด	168	bp	ดงัแสดงในรูปท่ี	1

ตารางที ่1	 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลอง

เช้ือแบคทเีรียเป้าหมาย ล�าดบันิวคลโีอไทด์ของไพรเมอร์

(5’→3’)

ขนาดช้ินดเีอน็เอ

เป้าหมาย (bp)

อ้างองิ

V.	alginolyticus VA-F:	GAGAACCCGACAGAAGCGAAG 338 Zhou	et	al.,	

2007VA-R: CCTAGTGCGGTGATCAGTGTTG

V.	parahaemolyticus VP-F:	GCAAATATGCGGGGCCAATCTT 281 งานวจิยัน้ี

VP-R: CGCCGCTTGATTGTCTTTTTCG

V.	vulnificus VV-F:	TCCATCGATGTTCGCGTCAA 213 งานวจิยัน้ี

VV-R: ACTGCTGGCGAATGGACCAA

16S	rRNA 16S-F: CCTGGTAGTCCACGCCGTAA 168 Wei	et	al.,	

201416S-R: CGAATTAAACCACATGCTCCA
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	 เม่ือน�าไพรเมอร์ทั้ง	4	 คู่	มาใส่รวมกนัใน

หลอดเดียวเพื่อเพิ่มจ�านวนเช้ือแบคทีเรียทั้ง	3	ชนิด

ไปพร้อมๆ	กันในหลอดเดียวกัน	ผลปรากฏว่า	

ไดผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ทั้ง	4	ขนาดเกิดข้ึนในหลอด

เดียว	คือ	ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาด	338	bp	ของเช้ือ		

V.	alginolyticus,	ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาด	281	bp 

ภาพที ่1	 ผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ของพีซีอาร์ธรรมดา	เม่ือทดสอบไพรเมอร์แต่ละคู่	 ท่ี	62	องศาเซลเซียส		

(Lane	M:	100	bp	marker,	Lane	1:	primer	VA	กบั	V.	alginolyticus,	Lane	2:	primer	VP	กบั		

V.	parahaemolyticus,	Lane	3:	primer	VV	กบั	V.	vulnificus,	Lane	4,	5	และ	6:	primer	16S	กบั		

V.	alginolytisus,	V.	parahaemolyticus	และ	V.	vulnificus	ตามล�าดบั)

ภาพที ่2	 ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของมลัติเพลก็ซ์พีซีอาร์	(Lane	M:	100	bp	marker,	Lane	1:	primer	ทั้ง	4	คู่	กบั		

V.	alginolyticus,	V.	parahaemolyticus	และ	V.	vulnificus)

ของเช้ือ	V.	parahaemolyticus,	ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์

ขนาด	213	bp	ของเช้ือ	V.	vulnificus	และผลิตภณัฑ์

พีซีอาร์ขนาด	168	bp	ของเช้ือทั้งสามตวั	แต่ละแถบ

มีความชดัเจน	มีความหนาท่ีใกลเ้คียงกนัทุกแถบ	

และมีขนาดท่ีถูกตอ้งตามท่ีออกแบบไว	้ดงัแสดง

ในรูปท่ี	2	
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รูปที ่3	 ผลการทดสอบความจ�าเพาะของมลัติเพลก็ซ์พีซีอาร์กบัเช้ือแบคทีเรียตวัอ่ืน	(Lane	M:	100	bp		

1:	V.	alginolyticus,	Lane	2:	V.	parahaemolyticus,	Lane	3:	V.	vulnificus,	Lane	4:	V.	fluvialis,		

Lane	5:	V.	cholerae,	Lane	6: V.	mimicus,	Lane	7:	S.	typhimurium,	Lane	8:	A.	hydrophila,		

Lane	9:	P.	aeruginosa, Lane	10:	negative	control)

2. การตรวจสอบความจ�าเพาะของมัลติเพล็กซ์ 

พซีีอาร์

	 การทดสอบความจ�าเพาะของมลัติเพล็กซ์

พีซีอาร์ต่อเช้ือแบคทีเรียตวัอ่ืนๆ	ผลปรากฏวา่	พบ

แถบดีเอน็เอเกิดข้ึนในหลอดท่ีมี	V.	alginolyticus,	

V.	parahaemolyticus	และ	V.	vulnificus	ดว้ยขนาด

ท่ีถูกต้อง	 และไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีจ�าเพาะต่อ		

V.	alginolyticus,	V.	parahaemolyticus	 และ		

V.	vulnificus	ในหลอดท่ีมีเช้ือแบคทีเรียตวัอ่ืน	

ยกเวน้หลอดท่ีมี	V.	fluvialis	ท่ีมีแถบดีเอน็เอขนาด

ใกลเ้คียงกบั	338	bp	ของ	V.	alginolyticus	ดงัแสดง

ในรูปท่ี	3	

 V.	fluvialis	เป็นแบคทีเรียประจ�าถ่ินพบได้

ในล�าไส้ของกุง้และในน�้ าทะเล	แมว้า่	V.	fluvialis	

จะไม่ค่อยมีรายงานการก่อโรคในกุ้ง	แต่กลบัมี

รายงานวา่การบริโภคกุง้ท่ีมี	V.	fluvialis	ปนเป้ือน

ในปริมาณมากจะท�าใหเ้กิดอาการทอ้งร่วงอยา่งรุนแรง	

และบางรายอาจเกิดการติดเช้ือในกระแสเลือดได	้

(Lai	et	al.,	2006)	แถบดีเอน็เอไม่พึงประสงคข์อง	

V.	fluvialis	ท่ีเกิดข้ึนน้ีมีขนาดอยูร่ะหว่าง	281	bp	

ของ	V.	parahaemolyticus	และ	338	bp	ของ	V.	

alginolyticus	ซ่ึงเป็นทั้งขอ้ดีและขอ้เสีย	ขอ้เสียคือ

หากผู ้ทดลองไม่ท�า 	 V . 	 parahaemolyt icus		

และ	V.	alginolyticus	 เทียบลงไปดว้ย	อาจท�าให	้

การวินิจฉัยผลการทดลองผิดพลาด	 โดยอาจ

วิ นิจฉัยผิดว่า เ ช้ือ 	 V . 	 f luvial is 	 เ ป็นเ ช้ือ	 V .	

parahaemolyticus	หรือ	V.	alginolyticus	ได	้แต่	

ในทางกลบักนัก็เป็นขอ้ดีคือ	หากผูท้ดลองท�าเช้ือ	

V.	 parahaemolyticus	 และ	V.	 alginolyticus		

เทียบลงไปดว้ยในการทดลองทุกคร้ัง	ผูท้ดลอง	

จะสามารถวินิจฉัยเช้ือแบคทีเรียได้เพิ่มอีกหน่ึง

ชนิดคือ	V.	fluvialis	ซ่ึงหากเป็น	V.	fluvialis	ก็จะ	

ไดผ้ลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ขนาดดงักล่าวเกิดข้ึน
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	 มีรายงานการทดลองท่ีใชเ้ทคนิคมลัติเพลก็ซ์

พซีีอาร์ในการตรวจเช้ือแบคทีเรียสกลุวบิริโอทั้งใน

ส่วนของฟาร์มกุง้	(He	et	al.,	2014;	Wei	et	al.,	2014;	

Cano-Gomez	et	al.,	2015)	และในเน้ือกุง้ท่ีวางขาย	

(Zhang	et	al.,	2015)	นอกจากน้ียงัพบรายงานการ

ใชม้ลัติเพลก็ซ์พีซีอาร์ในสัตวน์�้ าชนิดอ่ืนดว้ย	เช่น	

ในปลา	(Espiñeira	et	al.,	2010)	และหอย	(Yáñez		

et	al.,	2015)	เป็นตน้	ซ่ึงทั้งหมดรายงานตรงกนัวา่

มลัติเพลก็ซ์พีซีอาร์เป็นเทคนิคท่ีมีความจ�าเพาะสูง	

ช่วยประหยดัทั้ งเวลาและค่าใช้จ่าย	และเม่ือท�า	

การค�านวณค่าใช้จ่ายท่ีใช้ส�าหรับการตรวจเช้ือ

แบคทีเรียทั้ง	3	ชนิดควบคู่กบัยนีควบคุม	ปรากฏวา่

วิธีพีซีอาร์ธรรมดามีค่าใชจ่้ายอยู่ท่ี	2,233.2	บาท		

ในขณะท่ีการท�ามลัติเพล็กซ์พีซีอาร์มีค่าใช้จ่าย

เพียง	1	ใน	4	ของพีซีอาร์ธรรมดาคือ	556.05	บาท

สรุป 
 เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ในงานวิจัยน้ี

สามารถตรวจหาเช้ือสามชนิด	คือ	V.	alginolyticus,	

V.	parahaemolyticus	และ	V.	vulnificus	ในหลอด

ปฏิกิริยาเดียวกนัไดอ้ยา่งจ�าเพาะ	และในการตรวจหา

เช้ือทั้งสามชนิดน้ีในหลอดปฏิกิริยาเดียว	เม่ือเทียบ

กบัการท�าพีซีอาร์ธรรมดาท่ีตอ้งใชห้ลอดปฏิกิริยา

ถึงส่ีหลอด	จึงช่วยให้ประหยดัเวลาและค่าใชจ่้าย

ลงได้	 ในอนาคตหากน�าเทคนิคน้ีไปใช้จริงใน	

การตรวจเช้ือเหล่าน้ีในกุง้	จะเป็นประโยชนอ์ยา่งมาก

ต่อเกษตรกรผูเ้ล้ียงกุง้	เพราะสามารถใชต้รวจหาเช้ือ

ในกุง้ไดก่้อนท่ีกุง้จะเป็นโรค	และจะไดห้าแนวทาง

ป้องกนัไดอ้ยา่งทนัท่วงที	อีกทั้งยงัเป็นประโยชน์

ต่อผูบ้ริโภคกุง้เพราะสามารถใชต้รวจหาเช้ือเหล่าน้ี

ท่ีปนเป้ือนอยูใ่นกุง้ท่ีจะน�าไปวางขายในทอ้งตลาด	

ท�าใหส้ามารถป้องกนัการเกิดโรคอาหารเป็นพิษใน

ผูบ้ริโภค	อนัมีสาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีได้
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