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การพัฒนาวิธีพีซีอารเพื่อตรวจหาเชื้อวิบริโอในอาหารทะเล 
A Development of PCR Method for Detection of Vibrio species 
in Seafood 
 
ควรศิริ ศีลภิญโญ 1 และวิมล จันทรแจม 2 
 

 

บทคัดยอ 
จากการศึกษาและพัฒนาวิธี multiplex PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อ Vibrio กอโรค 6 ชนิด ในอาหารทะเล โดยใช

ไพรเมอร 6 คู ที่จําเพาะตอ collagenase gene ของ Vibrio  alginolyticus (737 bp), toxin gene ของ V. cholerae (563 
bp), hemolysin/enterotoxin gene ของ V. mimicus (390 bp), hemolysin/cytolysin gene ของ V. vulnificus (276 
bp), 16S rDNA ของ V. fluvialis (217 bp) และ 16S-23S rDNA ของ V. parahaemolyticus (170 bp) ผลการศึกษา
พบวา ไพรเมอรทั้ง 6 คู มีความจําเพาะสูงโดยไมเพ่ิมขยายดีเอ็นเอของเชื้อ Vibrio ชนิดอื่น รวมทั้งเชื้อ Aeromonas  
hydrophila และ Escherichia coli ในการศึกษาความไวของวิธี multiplex PCR พบวาสามารถตรวจหาเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 
ชนิดไดในระดับ 108 CFU/g ของตัวอยางอาหารทะเล และเมื่อทําการตรวจหาเชื้อ Vibrio จากตัวอยางอาหารทะเล 30 
ตัวอยาง โดยใชวิธีมาตรฐาน (วิธีเพาะเชื้อ) เปรียบเทียบกับวิธี multiplex PCR พบวาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
(α=0.05) ดังนั้นวิธี multiplex PCR สามารถนํามาประยุกตใชเพ่ือตรวจหาเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 ชนิดที่ปนเปอนในอาหาร
ทะเลได โดยมีความจําเพาะสูง ใหผลที่รวดเร็ว และเชื่อถือได 
 
คําสําคัญ: พีซีอาร วิบริโอ อาหารทะเล  

 

ABSTRACT 
A multiplex PCR method was studied and developed for simultaneous detection of six Vibrio 

pathogens in seafood. Using the six primer pairs specific of the collagenase gene of Vibrio alginolyticus   
(737 bp), the toxin gene of V. cholerae (563 bp), the hemolysin/enterotoxin gene of V. mimicus (390 bp), the 
hemolysin/cytolysin gene of V. vulnificus (276 bp), species-specific region of the 16S rDNA of V. fluvialis  
(217 bp) and species-specific region of the 16S-23S rDNA of V. parahaemolyticus (170 bp). The six pairs of 
primers produced specific amplicon size for each of the six pathogens but not for Aeromonas  hydrophila and 
Escherichia coli. The detection limit for the assay of six Vibrio was estimated at 108 CFU/g of seafood 
sample. The detection results of 30 samples by standard conventional method (culture method) and multiplex 
PCR method were not significantly different (α=0.05). The results from this study showed that multiplex PCR 
method was specific, rapid and reliable for detection of six Vibrio pathogens in seafood.  
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บทนํา 
การบริโภคอาหารทะเลสวนใหญนิยมบริโภค

แบบสุก ๆ ดิบ ๆ เปนเหตุทําใหเกิดภาวะอาหารเปน
พิษ เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียในสกุล (genus) Vibrio ที่
พบปนเปอนในอาหารทะเลเปนสาเหตุหลักทําใหเกิด
โรคลําไส อักเสบอยางรุนแรง (gastroenteritis) ใน
มนุษย  นอกจากนี้ยังกอใหเกิดโรคอหิวาต (cholera) 
และเกิดการติดเชื้อในกระแสโลหิต (septicemia) อาจ
ทําใหถึงแกชีวิตได (Angela et al., 2005) โดยพบวา
สวนใหญมาจากการบริโภคอาหารทะเลที่ไมปรุงใหสุก 
หรือผานกระบวนการปรุงที่ไมสะอาด ดังนั้นจึงเกิดการ
ติดเชื้อและเกิดโรคระบาดไดงาย สวนในประเทศไทย
พบวาเชื้อ Vibrio parahaemolyticus เปนสาเหตุสําคัญ
ที่ทําใหเกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษมากเปน
อันดับหนึ่ง ถึงรอยละ 50 (อรษา และคณะ, 2544)  

เ ชื้ อ  V i b r i o  จั ด อยู ใ น ว งศ  ( f am i l y )  
VIBRIONACEAE มีรูปรางเปนทอนโคง (curved rod 
หรือ comma shape) เซลลมีขนาดประมาณ 0.5-0.8 x 
1.4-2.4 ไมโครเมตร (μm) ติดสีแกรมลบ (gram 
negative) เคล่ือนที่ไดดวยแฟลกเจลลา (flagella) ที่ขั้ว 
(polar) 1 เสนหรือมากกวา เจริญไดทั้งในภาวะที่มี
ออกซิเจนและไรออกซิเจน (facultative bacteria) 
เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37˚C ทนความเปนกรดเปนดาง 
(pH) ไดสูงถึง 9.5 สวนใหญใหผลออกซิเดส (oxidase) 
เปนบวก พบไดในแหลงน้ําจืดและน้ําเค็ม สปชีส 
(species) ที่กอโรคในคน มีสมบัติเปน halophilic 
bacteria ซึ่ งต องการอาหารหรือ ส่ิ งแวดล อมที่ มี
สวนประกอบของเกลือโซเดียมคลอไรด (sodium 
chloride) ในการเจริญ ยกเวนเฉพาะเชื้อ V. cholerae 
และ V. mimicus ที่สามารถเจริญไดแมไมมีเกลือและ
พบไดในบริเวณน้ําจืด เชื้อในสกุลนี้มีทั้งหมด 60 สปชีส 
สําหรับในการศึกษาครั้งนี้เลือกศึกษาชนิดที่พบวากอโรค
ที่สําคัญในมนุษย ไดแก V. cholerae, V. alginolyticus, 
V. f luvial is , V. vulnif icus,   V. mimicus และ             
V. parahaemolyticus  

โดยปกติแลวการตรวจวิเคราะหจุลินทรียใน
อาหารมักใชวิธีมาตรฐาน (standard conventional 
method) ซึ่งประกอบดวยการตรวจดู ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา (morphology) การทดสอบทางชีวเคมี 
(biochemical test) และการทดสอบทางวิทยาเซรุม 

(serological test) วิธีมาตรฐานใชเวลานานประมาณ 
7-10 วัน และพบวาเปนการสิ้นเปลืองทั้งแรงงานคน 
เวลา และมีความยุงยากอยางมาก นอกจากนี้ ใน
ระหวางการเตรียมตัวอยางเพื่อทําการวิเคราะหนั้น 
เชื้ออาจถูกแรงปนและใบมีดของเครื่องปนทําลาย จึง
ทําใหสภาพของเชื้อออนแอหรือไมเจริญ ทําใหการ
วิเคราะหทางหองปฏิบัติการอาจเกิดความผิดพลาด คือ
อาจตรวจไมพบเชื้อทั้งที่เชื้อยังไมตาย ในกรณีของ
อาหารสงออกจึงทําใหเกิดความลาชาและเปนการเพิ่ม
ตนทุนใหกับผูสงออก เนื่องจากหากพบวาผูบริโภค
ไดรับอันตรายจากจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร ถือ
เปนความรับผิดชอบของผูผลิต (ศูนยสารสนเทศ
การคาระหวางประเทศ, 2547) 

ดังนั้นจึงไดมีการคิดคนวิธีทางชีววิทยาใน
ระดับโมเลกุลที่มีความไวในการตรวจวิเคราะหสูง 
ใหผลที่แมนยํา เชื่อถือไดและรวดเร็ว สามารถทราบ
ผลไดในเวลา 1-2 วัน (Kong et al., 2002) วิธีที่นิยม
ใชกันมากคือ Polymerase Chain Reaction หรือ 
PCR (อรษา และคณะ, 2544) ซึ่งเปนการเพิ่มขยายดี
เอ็นเอ (DNA) ที่ตองการโดยอาศัยไพรเมอร (primer) 
ที่จําเพาะ โดยปฏิกิริยาเกิดขึ้นในหลอดทดลอง ใน
ปจจุบันไดมีการพัฒนา ดัดแปลง หรือปรับปรุงเทคนิค 
PCR ขั้นพื้นฐาน (basic PCR technique) จนเปน
เทคนิคที่ เรียกวา PCR ขั้นสูง (advanced PCR 
technique) จํานวนมาก สวนใหญเกิดจากการพยายาม
พัฒนาเทคนิคพ้ืนฐานใหมีศักยภาพในการเพิ่มขยาย
สารพันธุ กรรมให สู งขึ้ น  ไม จํ ากั ดชนิดของสาร
พันธุกรรมที่ใชเปนแมพิมพ ปรับปรุงและลดขั้นตอน
ปฏิบัติใหงายและรวดเร็วขึ้น ในการศึกษาครั้งนี้จึงได
เลือกใชวิธี multiplex PCR ซึ่งจัดเปนวิธี PCR ขั้นสูง
มาทําการศึกษา เนื่องจากวิธี multiplex PCR เปน
เทคนิคที่ดัดแปลงจากเทคนิค PCR พื้นฐาน มีขอดีที่
สําคัญคือ สามารถเพิ่มขยายดีเอ็นเอหลายเปาหมาย 
ดวยไพรเมอรหลายคูพรอมกันในปฏิกิริยาเดียวกัน 
 

วัตถุประสงค 
1. เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อ Vibrio ที่

ปนเปอนในตัวอยางอาหารทะเลโดยอาศัยเทคนิค 
multiplex PCR 
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2. เพ่ือตรวจหาอัตราการปนเปอนของเชื้อ 
Vibrio ในอาหารทะเล 

3. เพื่อเปรียบเทียบวิธีมาตรฐานและวิธี
รวดเร็วที่ใชตรวจหาเชื้อ Vibrio ในอาหารทะเล 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1. การพัฒนาวิธี PCR และ multiplex PCR 

1.1 การคัดเลือกเชื้อและการเพาะเลี้ยงเชื้อ  
นําเชื้อ Vibrio จาก stock มาเพาะลงใน 

Alkaline Peptone Water ที่มีเกลือ sodium chloride 
3% (APW+3%NaCl) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37ºC เปน
เวลา 6-8 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อลงบนอาหารแข็ง 
Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar (TCBS 
agar) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
เพ่ือตรวจดูความบรสุิทธิ์ของเชื้อและเตรียมสกัดดีเอ็นเอ 

1 .2  สกัดโครโมโซมั ลดี เอ็น เอจากเชื้ อ
แบคทีเรียตามวิธีมาตรฐาน (วัฒนาลัย และคณะ, 2536) 

เล้ียงเชื้อ Vibrio ใน APW+3%NaCl นํามา
ปนเก็บเซลล เติม lysozyme และ 10%SDS เพ่ือยอย
ผนังเซลล จากนั้นทําการสกัดโปรตีนออกโดยใช
สารละลาย phenol ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม 3 M 
sodium acetate และ absolute ethanol เก็บไวที่
อุณหภูมิ -70ºC ปนเก็บตะกอนดีเอ็นเอและนําไปทําให
แหง จากนั้นเติม TE buffer 30-50 μl และ RNaseA 
เพื่อยอยสลายอารเอ็นเอ  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปวัด
ความเขมขนโดยใชเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 260 nm คาการดูดกลืนแสง 1 OD ของดีเอ็น
เอที่สกัดไดแสดงความเขมขนของดีเอ็นเอเทากับ 50 
μg/μl  

1.3 ออกแบบไพรเมอร 
คัดเลือกไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับเชื้อ 

Vibrio ในระดับสปชีส เพ่ือใชในการวิเคราะหชนิดของ
เชื้อ Vibrio ดังรายละเอียดในตารางที่ 1 

1.4 หาภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มขยายดี
เอ็นเอของเชื้อ Vibrio แตละชนิดโดยวิธี PCR 

เตรี ยม  PCR reac t i on  m ix tu re  ใน  
microcentrifuge tube ใหมีปริมาตรสุทธิ 50 μl โดย
ปรับพารามิเตอรตาง ๆ ดังนี้ ปรับความเขมขนของ 
MgCl2 ความเขมขนของ primer ปริมาณของ Taq 
DNA polymerase โดยใชดีเอ็นเอตนแบบ 100 ng 

จากนั้นนําใสลงในเครื่อง Thermal cycler ต้ังอุณหภูมิ 
เวลา และจํานวนรอบใหเหมาะสมตามชนิดของเชื้อ การ
ทํางานของเครื่องมี 3 ขั้นตอน ดังนี้ 

Denaturation ที่ 94˚C 
Primer annealing ที่ อุณหภูมิตางกันดัง

รายละเอียดในตารางที่ 1 
Primer extension ที่ 74˚C 
1.5 ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร 

(Mueen et al., 2003) 
การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรมี 2 วิธี 

คือ 1) ใชไพรเมอร 1 คู ตอดีเอ็นเอตนแบบจากเชื้อ
หลายชนิดผสมกัน 2) ใชไพรเมอรผสม ตอดีเอ็นเอ
ตนแบบ 1 ชนิด รวมกับการใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก
แบคทีเรียชนิดอื่นอีก 2 ชนิด คือ A. hydrophila และ 
E. coli จากนั้นนํามาทํา PCR ตามภาวะที่เหมาะสม 

1.6 ทดสอบความไวของวิธี PCR (Mueen et 
al., 2003) 

การทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้อ 
Vibrio  มีดังนี้ นําดีเอ็นเอของเชื้อมาเจือจางที่ความ
เขมขน 100 ng, 10 ng, 5 ng, 2.5 ng, 100 pg, 50 pg 
และ  10 pg จากนั้นนํามาทํา  PCR ตามภาวะที่
เหมาะสม 

1.7 หาภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มขยายดี
เอ็นเอของเชื้อแตละชนิดโดยวิธี multiplex PCR 

หาภาวะที่ เหมาะสม  โดยการปรับความ
เขมขนของ MgCl2 ความเขมขนของ primer อุณหภูมิ 
annealing, extension time, ปริมาณของ Taq DNA 
polymerase และจํานวนรอบที่ใชในปฎิกิริยา 

1.8 ทดสอบความไวของวิธี multiplex PCR 
ในตัวอยางอาหารทะเลสด (Kong et al., 2002) 

เล้ียงเชื้อ Vibrio แตละชนิดใน broth ใหได
ความเขมขนชนิดละ 108-109cells/ml (3 ชั่วโมง) ทํา
การเจือจางเปนอนุกรม 1:10 (ten-fold) ใน sterile 
saline (10-109cells/ml) จากนั้นนําแตละความเจือจาง
มา 1 ml ถายเชื้อลงในตัวอยางกุงที่บดละเอียด 1 g 
นําไปปนเก็บตะกอนที่ 6000 รอบตอนาที 15 นาที 
เพ่ือนําไปสกัดดีเอ็นเอโดยใชวิธี rapid boil method ซึ่ง
มีขั้นตอนดังนี้ นําตะกอนมาละลายดวย Lysis buffer 
300 μl ผสมใหเขากัน เติม 20% chelex-100 ปริมาตร 
200 μl และ Protenase K (20 mg/ml) 4.5 μl ผสมให
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เขากันกอนนําไปบมที่อุณหภูมิ 56ºC 30 นาที ตมใน
น้ําเดือด 30 นาที จากนั้นนําไปปนเก็บสวนใสเพื่อเปน
ดีเอ็นเอตนแบบ 
2. การตรวจวิเคราะหเชื้อ Vibrio ท่ีปนเปอนใน
ตัวอยางอาหารทะเลสด 

2.1 การตรวจวิเคราะหเชื้อโดยวิธีมาตรฐาน 
(BAM, 2004) 

ข้ันเพิ่มจํานวนเชื้อ ชั่งตัวอยางอาหาร 25 g 
บดใหละเอียด ผสมลงใน APW+3%NaCl 225 ml 
(1:10) จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 6-8 
ชั่วโมง 

ข้ันเพาะแยกเชื้อ ถายเชื้อจาก APW+3%NaCl 
ลงในอาหารแข็ง TCBS agar นําไปบมที่อุณหภูมิ 
37 ºC เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 

ข้ันวิเคราะหเชื้อ เลือกโคโลนีสีเขียวและ
โคโลนีสีเหลืองถายลงในอาหาร Triple Sugar Iron 
agar (TSI agar) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 
18-24 ชั่วโมง ตรวจดูผลจาก TSI agar เชื้อที่คาดวา

จะเปนเชื้อ Vibrio นําไปทดสอบออกซิเดส (oxidase 
test) และนําไปทดสอบทางชีวเคมี 

2.2 การตรวจวิเคราะหเชื้อโดยวิธี multiplex 
PCR (Kong et al., 2002) 

นําตัวอยางอาหาร 25 g มาบดใหละเอียด 
ผสมลงใน APW+3%NaCl 225 ml (1:10) นําไป
บ มที่ อุณหภู มิ  3 7  ºC  เ ป น เ วลา  6 - 8  ชั่ ว โ ม ง  
จากนั้นนํา 1 ml ของ APW+3%NaCl ที่มีเชื้อผสมอยู
มาสกัดดีเอ็นเอตามวิธี rapid boil method และนําไป
เพ่ิมขยายดีเอ็นเอโดยใชวิธี multiplex PCR ในภาวะที่
เหมาะสม 
3. การวิเคราะหขอมูล 

หาอัตราการปนเปอนของเชื้อ Vibrio แตละ
ชนิดในตัวอยางอาหารคิดเปนรอยละ และหาความ 
แตกตางของการตรวจพบเชื้อ Vibrio ระหวางวิธี
มาตรฐานกับวิธี multiplex PCR วิเคราะหโดยใชการ
ทดสอบแบบ Chi-square คาความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (α=0.05) 

 
ตารางท่ี 1 Primer sequences และขนาด PCR product  

species target gene primers sequences (5’ 3’) size 
(bp) 

Annealing 
temp (°C) 

references 

V. alginolyticus collagenase VA-F 
VA-R 

cga gta cag tca ctt gaa agc c 
cac aac aga act cgc gtt acc  

737 57 Angela et al., 2006 

V. cholerae toxin VC-1 
VC-2 

ggc aga ttc tag acc tcc t 
tcg atg atc ttg gag cat tc 

563 50 Wang et al., 1997 

V. mimicus hemolysin/ 
enterotoxin 

VMH-2 
VMH-3 

ggt agc cat cag tct tat cac g  
atc gtg tcc caa tac ttc acc g 

390 53 Zafar et al., 2007 

V. vulnificus hemolysin/ 
cytolysin 

VVh-F  
VVh-R 

cgc tgt tta acg gcc agc ta 
ggt tgt cat tct cgt cgg tg 

276 55 Wang & Lee, 2003 

V. fluvialis  16S rDNA  VF-toxR-F 
VF-toxR-R 

gac cag ggc ttt gag gtg gac gac 
agg ata cgg cac ttg agt aag act 

217 65 Rupa et al., 2005 

V. parahaemolyticus 16S-23S rDNA Vpara-F 
Vpara-R 

gct gac aaa aca aca att tat tgt t 
gga gtt tcg agt tga tga ac 

170 60 Kong et al., 2002 
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ผลการวิจัย 

1. การพัฒนาวิธี PCR และ Multiplex PCR 
การสกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอ 

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ Vibrio ทุกสาย
พันธุโดยใชวิธีมาตรฐาน จากนั้นนําไปหาความเขมขน 

และนําไปวิเคราะหดวย 0.8% agarose gel electrophoresis 
พบวามีคุณภาพดีพอที่จะนําไปใชในการทดลองตอไป  
การออกแบบไพรเมอร 

ไพรเมอรที่เลือกใชในการทดลองเพิ่มขยายดี
เอ็นของเชื้อ Vibrio ทั้งหมด 6 คู สามารถเพิ่มขยาย ดีเอ็นเอ 
ไดผลผลิตที่จําเพาะ ดังขอมูลที่แสดงในตารางที่ 2 

 
ตารางท่ี 2 ความจําเพาะของไพรเมอรและขนาด PCR product  

species  
 
VA-F+R 

 
 
VC-1+2 

 
 
VMH-2+3 

primers 
 
VVh-F+R  

 
 
VF-toxR-F+R 

 
 
Vpara-F+R 

product 
size (bp) 

 

V. alginolyticus DMST 14800 + - - - - - 737 
V. cholerae O1 DMST 9700  - + - - - - 563 
V. cholerae non O1 DMST 2873 - + - - - - 563 
V. mimicus DMST 21244 - - + - - - 390 
V. vulnificus DMST 21245 - - - + - - 276 
V. fluvialis DMST 14801 - - - - + - 217 
V. parahaemolyticus DMST 21243 - - - - - + 170 
A. hydrophila DMST 2798     - - - - - - - 
E. coli DMST 20970  - - - - - - - 

Abbreviations :+, positive; -, negative 
 

การหาภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มขยายดีเอ็นเอ
ของเชื้อ Vibrio โดยวิธี PCR 

ภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มขยายดีเอ็นเอ
ของเชื้อ Vibrio แตละชนิด มีดังนี้ 

MgCl2 ความเขมขน 2.5 mM 
dNTPs ความเขมขน 250 μM 
Taq DNA polymerase 2.5 U 
Primer ความเขมขนคูละ 1 μM 

 

การทดสอบความไวของวิธี PCR 
การทดสอบความไวของวิธี PCR ในการเพิ่ม

ขยายดีเอ็นเอของเชื้อ Vibrio แตละชนิด ศึกษาโดยนํา
ดีเอ็นเอของเช้ือ Vibrio มาทําการเจือจางใหมีปริมาณดี
เอ็นเอใน PCR reaction mixture 50 μl มีลําดับดังนี้ 
100 ng, 10 ng, 5 ng, 2.5 ng, 100 pg, 50 pg และ10 pg 
ผลการศึกษาพบวาสามารถเพิ่มขยายดีเอ็นเอของเชื้อ 
Vibrio ตามความเขมขนตาง ๆ ดังขอมูลที่แสดงใน
ตารางที่ 3 

 
ตารางท่ี 3 ความไวของวิธี PCR ในการเพิ่มขยายดีเอ็นเอของเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 สปชีส 

ปริมาณดีเอ็นเอใน PCR reaction mixture 50 μl species 

100 ng 10 ng 5 ng 2.5 ng 100 pg 50 pg 10 pg 

V. alginolyticus + + + + + + - 
V. cholerae O1 + + + + - - - 
V. cholerae non O1 + + + + + - - 
V. mimicus + + + + + + - 
V. vulnificus + + + + + + - 
V. fluvialis + + + + + + - 
V. parahaemolyticus + + + + + + - 

Abbreviations :+, positive; -, negative 
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การหาภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มขยายดีเอ็นเอ
ของเชื้อ Vibrio ท้ัง 6 ชนิดโดยวิธี multiplex PCR 

ภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มขยายดีเอ็นเอ
ของเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 ชนิด มีดังนี้ 

MgCl2 ความเขมขน 3.0 mM  
dNTPs ความเขมขน 250 μM 
Taq DNA polymerase 1.5 U  
ความเขมขนของ primer แตละคูดังนี้ VA-

F+R 0.6 μM; VC-1+2 0.4 μM; VMH-2+3 0.4 μM; 
VVh-F+R 0.4 μM; VF-toxR-F+R 0.6 μM; Vpara-
F+R 0.6 μM (รูปที่ 1)  

อุณหภูมิ annealing คือ 50ºC (รูปที่ 2) โดย
ภาวะที่เหมาะสมนี้ใหผลผลิตของ multiplex PCR มีผล
ที่ดี  
การทดสอบประสิทธิภาพของวิธี multiplex PCR 
โดยทําการทดลองในตัวอยางอาหาร 

พบวาสามารถตรวจหาเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 ชนิด
ไดในระดับ 108-109 CFU/g (รูปที่ 3) 

 

 
 
ภาพที่ 1 ผลผลิต multiplex PCR ของเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 ชนิดบน 
agarose gel 2% ที่ยอมดวย ethidium bromide 
ความเขมขนของ primers มีดังน้ี  

1) 0.4 μM ของแตละคู 
2) VA-F+R 0.6 μM; VC-1+2 0.4 μM; VMH-2+3 

0.4 μM; VVh-F+R 0.4 μM; VF-toxR-F+R 0.6 μM; Vpara-
F+R 0.6 μM 

3) 1 μM ของแตละคู 
M) molecular mass markers λ DNA/PstI 

 
 
 
 
 

 

 
 
ภาพที่ 2 ผลผลิต multiplex PCR ของเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 ชนิดบน 
agarose gel 2% ที่ยอมดวย ethidium bromide 
โดยที ่ 1) อุณหภูมิ annealing 50˚C 

2) อุณหภูมิ annealing 55˚C 
3) อุณหภูมิ annealing 60˚C 
4) อุณหภูมิ annealing 62˚C 
5) อุณหภูมิ annealing 65˚C 
M) molecular mass  markers λ DNA/PstI 

 

 
 
ภาพที่ 3 ความไวในการตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอที่นอยที่สุดของ
เชื้อ Vibrio แตละชนิด (6 ชนิด) ซ่ึงเปนผลผลิตของ multiplex 
PCR บน agarose gel 2% ที่ยอมดวย ethidium bromide   
เจือจางดีเอ็นเอเปนอนุกรมสิบเทา โดยที่ 

1) 109 CFU/g 2) 108 CFU/g 
3) 107 CFU/g 4) 106 CFU/g 
5) 105 CFU/g 6) 104 CFU/g 
7) 103 CFU/g 8) 102 CFU/g  
9) 10 CFU/g M) molecular mass  

markers λ DNA/PstI  

 
2. การตรวจวิเคราะหเชื้อ Vibrio ท่ีปนเปอนใน
ตัวอยางอาหารทะเลสด 

เก็บตัวอยางอาหารทะเล 5 ชนิด ไดแก ปลาโอ 
ปลาจาระเม็ด หอยนางรม กุง และหมึก จํานวน 30 
ตัวอยาง เพ่ือทําการตรวจหาเชื้อ Vibrio ที่กอโรคใน

  M      1        2       3      M 

800 

510 

340 
260 
160 

bp 
 737 bp 
 563 bp 

 390 bp 
 276 bp 
 217 bp 
 170 bp 

  M      1       2       3      4       5 

800 
510 
340 
260 
160 

bp 

737 bp 
563 bp 
390 bp 
276 bp 
217 bp 
170 bp 

 M     1     2     3     4     5     6     7     8     9     

800 
510 
340 
260 
160 

bp 
737 bp 563 bp 
390 bp 
276 bp 
217 bp 170 bp 
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มนุษย ไดแก V. alginolyticus, V. cholerae, V. mimicus, 
V. vulnificus, V. fluvialis และ V. parahaemolyticus 
โดยใชวิธีมาตรฐานเปรียบเทียบกับวิธี multiplex PCR  
ผลการศึกษาพบวา 

การตรวจวิ เคราะห เชื้อโดยวิธีมาตรฐาน 
(ตารางที่ 4, 5) มีดังนี้ 

ตรวจพบเชื้อ V. cholerae 1 ตัวอยาง 
ตรวจพบเชื้อ V. vulnificus 1 ตัวอยาง 
ตรวจพบเชื้อ V. fluvialis 3 ตัวอยาง 
ตรวจพบเชื้อ V. parahaemolyticus 10 ตัวอยาง 
ตรวจไมพบเชื้อ V. alginolyticus และ V. mimicus 
การตรวจวิ เคราะห เชื้อโดยวิธี  multiplex 

PCR (ตารางที่ 4, 5) มีดังนี้ 
ตรวจพบเชื้อ V. vulnificus 1 ตัวอยาง 
ตรวจพบเชื้อ V. fluvialis 4 ตัวอยาง 
ตรวจพบเชื้อ V. parahaemolyticus 12 ตัวอยาง 
ตรวจไมพบเชื้อ V. alginolyticus, V. mimicus 

และ V. cholerae  
 

3. การวิเคราะหขอมูล 
อัตราการปนเปอนของเชื้อ Vibrio ในอาหาร

ตรวจโดยวิธีมาตรฐาน ผลการศึกษาพบเชื้อ V. cholerae 
1 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 3 เชื้อ V. vulnificus 1 ตัวอยาง 
คิดเปนรอยละ 3 เชื้อ V. fluvialis 3 ตัวอยาง คิดเปน
รอยละ 10 เชื้อ V. parahaemolyticus 10 ตัวอยาง คิด
เปนรอยละ 33 ดังขอมูลที่แสดงในตารางที่ 4  

อัตราการปนเปอนของเชื้อ Vibrio ในอาหาร
ตรวจโดยวิธี multiplex PCR ผลการศึกษาพบเชื้อ V. 
vulnificus 1 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 3 เชื้อ V. fluvialis 
4 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 13 เชื้อ V. parahaemolyticus 
12 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 40 ดังขอมูลที่แสดงใน
ตารางที่ 4 

ความแตกตางของผลการตรวจพบเชื้อ Vibrio 
ระหวางวิธีมาตรฐานกับวิธี multiplex PCR วิเคราะห
โดยใชการทดสอบ Chi-square คาความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (α=0.05) พบวาไมแตกตางกัน 
โดยคาสถิติทดสอบ คือ χ2 ที่คํานวณไดเทากับ 0.881 
df เทากับ 3 ซึ่งมีคานอยกวาคา χ2 จากตาราง (7.815) 

 
 
ตารางท่ี 4 จํานวนและรอยละของเช้ือ Vibrio ที่ตรวจพบในตัวอยางอาหาร 

วิธีมาตรฐาน วิธี multiplex PCR species 

จํานวนตัวอยางที่พบแบคทีเรีย รอยละ จํานวนตัวอยางที่พบแบคทีเรีย รอยละ 
V. alginolyticus - - - - 
V. cholerae  1 3 - - 
V. mimicus - - - - 
V. vulnificus 1 3 1 3 
V. fluvialis 3 10 4 13 
V. parahaemolyticus 10 33 12 40 
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ตารางท่ี 5 ผลการตรวจวิเคราะหตัวอยางอาหารทะเล 

จํานวนชนิดแบคทีเรยีท่ีพบ ชนิดแบคทีเรียท่ีพบ 

ลําดับที ่
แหลงท่ีเก็บ 

ตัวอยาง/ตลาด 
ชนิดอาหารทะเล 

อุณหภูมิ 
(ºC) 

pH วิธี
มาตรฐาน 

วิธี 
multiplex 

PCR 
วิธีมาตรฐาน วิธี multiplex PCR 

1 ซูเปอรมารเกต 1 กรุงเทพฯ ปลาโอ 17 6.5 1 -           V. cholerae - 
2 ซูเปอรมารเกต 1 กรุงเทพฯ ปลาจาระเม็ด 16 7.0 - -     - - 
3 ซูเปอรมารเกต 1 กรุงเทพฯ หอยนางรม 16 6.5 - -     - - 
4 ซูเปอรมารเกต 1 กรุงเทพฯ กุง  21 8 - -     - - 
5 ซูเปอรมารเกต 1 กรุงเทพฯ หมึก 17 7 - -     - - 
6 บางกะป  ปลาโอ 9 6.0 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
7 บางกะป  ปลาจาระเม็ด 8.5 7.5 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
8 บางกะป  หอยนางรม 9 6.5 1 1           V. fluvialis V. fluvialis 
9 บางกะป  กุง 13 6.5 - -     - - 
10 บางกะป  หมึก 12 7.0 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
11 อุทัยธาน ี ปลาโอ 18 6.5 - -     - - 
12 อุทัยธาน ี ปลาจาระเม็ด 19 6.5 - -     - - 
13 อุทัยธาน ี หอยนางรม 16 6.5 - -     - - 
14 อุทัยธาน ี กุง 18 7.5 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
15 อุทัยธาน ี หมึก 17 7.0 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
16 ซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา ปลาโอ 20 6.5 - -     - - 
17 ซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา ปลาจาระเม็ด 18 7.5 1 1           V. fluvialis V. fluvialis 
18 ซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา หอยนางรม 16 6.0 - -       - - 
19 ซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา กุง 16.5 8 2 2  V. vulnificus 

V. parahaemolyticus 
V. vulnificus 
V. parahaemolyticus 

20 ซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา หมึก 19.5 7.5 - -    - - 
21 ทาน้าํนนท ปลาโอ 11 6.3 - 2    - 

 
V. fluvialis 
V. parahaemolyticus 

22 ทาน้าํนนท ปลาจาระเม็ด 14 7.0 - -    - - 
23 ทาน้าํนนท หอยนางรม 8 6.0 - -    - - 
24 ทาน้าํนนท กุง 17 8.0 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
25 ทาน้าํนนท หมึก 15 7.0 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
26 ซูเปอรมารเกต 3 กรุงเทพฯ ปลาโอ 9.5 6.5 - -    - - 
27 ซูเปอรมารเกต 3 กรุงเทพฯ ปลาจาระเม็ด 5.5 6.0 1 2         V. fluvialis V. fluvialis   

V. parahaemolyticus 
28 ซูเปอรมารเกต 3 กรุงเทพฯ หอยนางรม 6.5 6.0 - -    - - 
29 ซูเปอรมารเกต 3 กรุงเทพฯ กุง 15 8.0 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
30 ซูเปอรมารเกต 3 กรุงเทพฯ หมึก 8.5 8.5 1 1 V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus 
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สรุปและวิจารณผล 
1. การพัฒนาวิธี PCR และ multiplex PCR 

เมื่อทําการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร
ทั้ง 2 แบบโดยใชไพรเมอร 1 คู ตอดีเอ็นเอตนแบบ
ผสม และใชไพรเมอรผสมตอดีเอ็นเอตนแบบ 1 ชนิด 
รวมกับการใชดีเอ็นเอท่ีสกัดจากแบคทีเรียชนิดอื่น 2 
ชนิด คือ  A. hydrophila DMST 2798 และ E.  coli 
DMST 20970 พบวาไพรเมอรทั้ง 6 คู มีความจําเพาะสูง 
โดยไมสามารถเพิ่มขยายดีเอ็นเอของเชื้อชนิดอื่นได 

การหาภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มขยายดี
เอ็นเอของเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 ชนิด โดยใชวิธี multiplex 
PCR โดยปรับพารามิเตอรพบวา ความเขมขนของ 
MgCl2 3 mM ปริมาณ Taq DNA polymerase 1.5 U 
ความเขมขนของไพรเมอรที่ใชแตละคู VA-F+R 0.6 
μM; VC-1+2 0.4 μM; VMH-2+3 0.4 μM; VVh-F+R 
0.4 μM; VF-toxR-F+R 0.6 μM; Vpara-F+R 0.6 μM 
และอุณหภูมิ annealing 50 ºC ทําใหไดผลผลิตของ 
multiplex PCR ที่ดี 

การทดสอบความไวของวิธี multiplex PCR 
ที่ใชในการตรวจหาเชื้อ Vibrio ทั้ง 6 ชนิด ในอาหาร
พบวาสามารถตรวจไดในระดับ 108-109 CFU/g ซึ่งถือ
วายังมีความไวคอนขางต่ํา ซึ่งคลายกับผลการศึกษา
ของ Pham et al. (2007) ไดทําการตรวจหาเชื้อ 
Vibrio ที่กอโรคในมนุษย 5 ชนิด จากตัวอยางอุจจาระ
ไดแก V. alginolyticus, V. cholerae, V. mimicus,    
V. vulnificus และ V. parahaemolyticus โดยใชวิธี 
multiplex PCR  ในการศึกษาความไวพบวาสามารถ
ตรวจหาเชื้อไดในระดับ 105-106 CFU/ml หากเปนเชื้อ 
V. cholerae จะสามารถตรวจไดในระดับ 1010 CFU/ml 
ซึ่ ง ถือวามีความไวคอนขางต่ํ า เชนกัน  ทั้ งนี้ อาจ
เนื่องมาจากในตัวอยางอาหารทะเลที่ใชทดสอบ มี
สารเคมีบางอยางปนเปอน ซึ่งมีผลยับย้ังการทํางาน
ของ Taq DNA polymerase ในปฏิกิริยา หรืออาจ
เนื่องมาจากการสกัดดีเอ็นเอท่ียังมีขอบกพรอง จึงทํา
ใหไดความเขมขนของดีเอ็นเอลดลง (Punkae et al., 
2005) จึงควรมีการพัฒนาในดานความไวของการ
ตรวจตอไป เพ่ือใหเปนวิธีที่สมบูรณย่ิงขึ้น 
 
 

2. การตรวจหาเชื้อ Vibrio ในอาหารทะเล 
จากการเก็บตัวอยางอาหารทะเลจํานวน 30 

ตัวอยาง เพ่ือตรวจหาเชื้อ Vibrio ที่กอโรคในมนุษย 6 
ชนิด ผลการศึกษาสรุปไดดังนี้ 
การตรวจวิเคราะหเชื้อโดยวิธีมาตรฐาน 

ตรวจพบเชื้อ Vibrio 15 ไอโซเลต จากอาหาร 
14 ตัวอยาง โดยพบ V. parahaemolyticus มากที่สุด 
10 ไอโซเลต (รอยละ 33) ซึ่งพบจากปลาโอ ปลาจาระเม็ด 
และหมึกที่เก็บในตลาดบางกะป กุงและหมึกที่เก็บใน
ตลาดอุทัยธานี กุงที่เก็บในซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา 
กุงและหมึกที่เก็บในตลาดทาน้ํานนท กุงและหมึกที่
เก็บในซูเปอรมารเกต 3 กรุงเทพฯ รองลงมาคือ        
V. fluvialis 3 ไอโซเลต (รอยละ 10) จากหอยนางรมที่
เก็บในตลาดบางกะป  ปลาจาระเม็ดที่เก็บในซูเปอร
มารเกต 2 อยุธยา และปลาจาระเม็ดที่เก็บในซูเปอร
มารเกต 3 กรุงเทพฯ V. vulnificus 1 ไอโซเลต(รอยละ 3) 
จากกุ งที่ เก็บในซู เปอรมาร เกต  2 อยุธยา  และ        
V. cholerae 1 ไอโซเลต (รอยละ 3) จากปลาโอที่เก็บใน
ซูเปอรมารเกต 1 กรุงเทพฯ ตรวจไมพบ V. alginolyticus 
และ V. mimicus 
การตรวจวิเคราะหเชื้อโดยวิธี multiplex PCR 

ตรวจพบเชื้อ Vibrio จากอาหาร 14 ตัวอยาง 
โดยพบ V. parahaemolyticus มากที่สุด 12 ตัวอยาง 
(รอยละ 40) ซึ่งพบจากปลาโอ ปลาจาระเม็ด และหมึก
ที่เก็บในตลาดบางกะป กุง และหมึก ที่เก็บในตลาด
อุทัยธานี กุงที่เก็บในซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา ปลาโอ 
กุง และหมึกที่เก็บในตลาดทาน้ํานนท หอยนางรม กุง 
และหมึก  ที่ เก็บในซู เปอรมาร เกต  3  กรุง เทพฯ 
รองลงมาคือ V. fluvialis พบใน 4 ตัวอยาง (รอยละ 
13) จากหอยนางรม ที่เก็บในตลาดบางกะป ปลาจาระ
เม็ดที่เก็บในซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา ปลาโอที่เก็บใน
ตลาดทาน้ํานนท และปลาจาระเม็ดที่เก็บในซูเปอร
มารเกต 3 กรุงเทพฯ V. vulnificus ใน 1 ตัวอยาง   
(รอยละ 3) จากกุงที่เก็บในซูเปอรมารเกต 2 อยุธยา 
ตรวจไมพบ V. cholerae, V. alginolyticus  และ        
V. mimicus การปนเปอนของเชื้อ Vibrio ในตัวอยาง
อาหารทะเล อาจมาจากคุณภาพน้ําที่สัตวอาศัยอยู 
หรือเกิดจากขั้นตอนการขนสง วิธีการเก็บรักษา และ
สุขลักษณะที่ไมดีของผูขาย  
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ในการตรวจหาเชื้อ Vibrio ในตัวอยางอาหาร
ทะเลโดยใชวิธีมาตรฐานเปรียบเทียบกับวิธี multiplex 
PCR โดยวิธีมาตรฐานตรวจพบเชื้อ V. cholerae 1   
ไอโซเลต V. vulnificus 1 ไอโซเลต V. fluvialis 3 ไอโซเลต 
และ V. parahaemolyticus 10 ไอโซเลต จากตัวอยาง
อาหาร 14 ตัวอยาง สวนวิธี multiplex PCR ตรวจพบ
เชื้อ V. vulnificus 1 ตัวอยาง V. fluvialis 4 ตัวอยาง 
และ V. parahaemolyticus 12 ตัวอยาง แตตรวจไม
พบเชื้อ V. cholerae  อาจเนื่องมาจากปริมาณดีเอ็นเอ
ของเชื้อมีปริมาณนอยกวา 108 cells ซึ่งเปนปริมาณ
นอยสุดที่วิธี multiplex PCR จะสามารถตรวจเชื้อ     
V. cholerae ได นอกจากนี้ยังพบวาในบางตัวอยางวิธี 
multiplex PCR ยัง สามารถตรวจพบเชื้อไดมากกวาวิธี
มาตรฐาน อาจเนื่องจากในขั้นตอนการเก็บตัวอยาง 
การขนสงมายังหองปฏิบัติการ และการเตรียมตัวอยาง
ในการตรวจวิเคราะหอาจทําใหเชื้อออนแอหรือตายได 
ดังนั้นเชื้อจึงไมสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อได 
(Wang et al., 1997) ซึ่งสอดคลองกับอรษา และคณะ 
( 2544)  ที่ ไ ด ทํ า ก า ร ท ด ล อ ง ต ร ว จ ห า เ ชื้ อ                  
V. parahaemolyticus จากตัวอยางกุงแชแข็งโดยวิธี
เพาะเชื้อ เปรียบเทียบกับวิธี primary PCR พบวาการ
ใชวิธี primary PCR ตรวจพบเชื้อมากกวาวิธีเพาะเชื้อ 
อย างไรก็ตามเมื่ อ เปรี ยบเที ยบขอมู ลทางสถิ ติ 
(α=0.05) พบวา ทั้งสองวิธีใหผลไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ ดังนั้นวิธี multiplex PCR สามารถนํามา
ประยุกตใชเพื่อตรวจหาเชื้อ Vibrio ที่ปนเปอนใน
อาหารทะเลซึ่งวิธีนี้ใชเวลานอยกวา (12-18 ชั่วโมง) มี
ความจําเพาะสูงและเชื่อถือได 
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