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1.1 ความเป็นมาของงานวิจัย 
 

 แบคทีเรียในกลุ่มสกุล Vibrioสปีชีส์จัดเป็นแบคทีเรียแกรมลบมีสมาชิกมากกว่า 30 ชนิด มีท้ังท่ีก่อ
โรคและไม่ก่อโรคชนิดท่ีก่อโรคจะเก่ียวกับทางเดินอาหารโดยเฉพาะการรับประทานอาหารดิบในธรรมชาติ 
อาศัยท้ังในน้ําจืด น้ํากร่อยและน้ําเค็ม แบคทีเรียกลุ่มนี้จัดเป็นเชื้อฉวยโอกาสทําให้เกิดโรคท่ีทําให้สิ่งมีชีวิต
หรือโฮสต์ได้รับการติดเชื้อในขณะท่ีภูมิคุ้มกันอ่อนแอลงได้จากรายงานการศึกษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรีย 
Vibrio sp. สปีชีส์หลักท่ีพบเป็นจํานวนมากจากการคัดแยกเชื้อต่าง ๆ ในอาหารทะเลหรือในสัตว์น้ําติดเชื้อ 
ได้แก่ V. alginolyticus, V.cholerae, V. fluvialis, V. harveyi, V. mimicus, V. parahaemolyticus
และ V. vulinificusมักจะเป็นสาเหตุของการเกิดโรควิบริโอซิส (Vibriosis) โดยเกิดจากปัจจัยความรุนแรง
ของเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มวิบริโอส่งผลต่อสัตว์น้ําและอาจติดเชื้อมาสู่คนท่ีรับประทานอาหารทะเลดิบได้
ด้วย โดยแบคทีเรียท่ีเป็นชนิดหลักในการเกิดโรครุนแรงต่าง ๆ ได้แก่ แบคทีเรีย Vibrio harveyi, V. 
vulnificusและ V.parahaemolyticusจัดอยู่ในวงศ์ Vibrionaceaeย้อมติดสีแกรมลบต้องการเกลือใน
การเจริญ พบว่ามีการแพร่กระจายอยู่ท่ัวไปในสิ่งแวดล้อมทางทะเล เช่น น้ําทะเล ดินตะกอนและตัวสัตว์
ทะเล ซึ่งถือว่าเป็นแหล่งท่ีสะสมเชื้อสําคัญท่ีนําไปสู่การติดเชื้อและการก่อโรค โดยมีลักษณะทําให้ก่อโรค
ชนิดต่างๆ ดังนี้ V. harveyiเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเรืองแสงได้โดยอาศัยเอนไซม์ลูซิเฟอเรสและอาศัย
ท่ัวไปในแหล่งน้ําเค็มแบคทีเรียชนิดนี้เป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรคเรืองแสง (Luminescent bacterial 
disease) สําหรับแบคทีเรีย V. vulnificusและ V.parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียท่ีมีความสําคัญต่อ
การก่อโรคในมนุษย์ โดยทําให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning) อาจเข้าสู่ร่างกายจากการติดเชื้อ
ในกระแสโลหิต (Septicimia) หรือการติดเชื้อท่ีบาดแผล (Wound infection) ซึ่งอาจพบการติดเชื้อ
รุนแรงและมีอัตราการเสียชีวิตท่ีสูงในผู้ป่วยท่ีมีปัญหาระบบภูมิคุ้มกันบกพร่องหรือโรคตับอักเสบเรื้อรัง 
(Izumiya et al. 2011)        การตรวจสอบเพ่ือจําแนก
เชื้อดังกล่าวอาจดูจากลักษณะจากสัณฐานวิทยาบนอาหารเลี้ยงเชื้อจําเพาะ เช่น Vibrio harveyi agar, 
TCBS (Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar), CHROMagarTMVibrioเป็นต้น แล้วอาจต้องนํามา
จําแนกต่อไปเพ่ือยืนยันผลการทดสอบการทําปฏิกิริยาการตรวจสอบด้วยวิธีทางชีวเคมี ซึ่งสารเคมีท่ีใช้ต้อง
เตรียมหลายชนิดทําให้สิ้นเปลืองแรงงาน อีกท้ังแบคทีเรียท้ังสามชนิดมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีใกล้เคียงกัน
มากทําให้ผลท่ีได้อาจไม่แม่นยํา จึงต้องใช้ระยะเวลานานในการวิเคราะห์ผลเพ่ือพิสูจน์ทราบชนิดของ
แบคทีเรีย           
 
 การศึกษาครั้งนี้เป็นการนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะต่อยีนท่ีต้องการ
ตรวจสอบท่ีจําเพาะต่อแบคทีเรียแต่ละชนิดจากการทํา PCR มาพัฒนาเป็นเทคนิค Multiplex PCR เพ่ือใช้
ในการตรวจสอบ V. harveyi, V.parahaemolyticus และ V. vulnificusท่ีครอบคลุมสายพันธุ์ของ
แบคทีเรียท่ีเป็นชนิดหลักท่ีก่อให้เกิดโรครุนแรงในสัตว์น้ําโดยใช้ยีนท่ีได้มีผลการศึกษาว่าเป็นสปีชีส์มาร์ก
เกอร์ ได้แก่ยีน vhhP2, tlและ rpoSตามลําดับ โดยมีพ้ืนฐานของการศึกษาก่อนหน้านี้ (คณิตดา, 2558) ท่ี
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ได้ทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีจําเพาะต่อไพรเมอร์ท้ังสามคู่โดยไม่
เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนเพ่ือความสะดวกและรวดเร็วในการทราบพิสูจน์ชนิดของการติดเชื้อ
แบคทีเรียท้ังสามชนิดในเวลาเดียวกันในระยะเวลาเพียง 30 นาที  ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้นําข้อมูลดังกล่าว
ข้างต้นมา ทําการศึกษาอย่างต่อเนื่องโดยศึกษาเปรียบเทียบความถูกต้อง (accuracy) ของเทคนิคท่ี
พัฒนาข้ึนกับวิธีดั้งเดิม (Conventional method) คือการเพาะแยกเชื้อจากหอยแต่ละชนิดและบ่งชี้ชนิด
แบคทีเรียโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมี เพ่ือประเมินความถูกต้องของเทคนิค Multiplex PCR สําหรับ
ตรวจสอบการปนเปื้อนของแบคทีเรียท้ังสามในหอยทะเล ได้แก่ หอยแครง หอยลาย หอยแมลงภู่ โดยคาด
ว่าวิธีการ Multiplex PCR ท่ีได้พัฒนาข้ึนทําให้การตรวจสอบของแบคทีเรียท้ังสามชนิดเป็นไปอย่างสะดวก
และรวดมากข้ึน เนื่องจากสามารถตรวจสอบเชื้อท้ังสามชนิดได้พร้อมกันในปฏิกิริยาเดียว และสามารถนํา
เทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนมาใช้ในการตรวจติดตามเฝ้าระวังการติดเชื้อของแบคทีเรียท้ังสามในหอยท่ีพบ
แพร่กระจายในสิ่งแวดล้อมและในฟาร์มเพาะเลี้ยงหอยได้อย่างมีประสิทธิภาพมากข้ึน 
 
1.2 วัตถุประสงคข์องโครงงานวิจัย 
 1.ตรวจคัดแยก V.harveyi, V.parahaemolyticusและ V.vulnificusในหอยแครง หอยลายและ
หอยแมลงภู่ 
 2. การประเมินประสิทธิภาพของวิธี PCR ในการตรวจคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย V.harveyi, 
V.parahaemolyticusและ V.vulnificusเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 1.ศึกษาค่าความไวของเชื้อแบคทีเรีย V.harveyi, V.parahaemolyticusและ V.vulnificusใน
เชื้อบริสุทธิ์ด้วยวิธี Multiplex PCR 
 2.ศึกษาการคัดแยก Vibrioสามสายพันธุ์จากหอยทะเลท่ีได้รับจากตลาดสด 5 แห่ง ในเขต
กรุงเทพมหานคร 
 3.สามารถนํา primer ท้ัง3 คู่มาประยุกต์ใช้ในการคัดแยกสายพันธุV์ibrioในหอยทะเล  
 
 
1.4 ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย 
 เดือนตุลาคม พ.ศ. 2557ถึง เดือนธันวาคม พ.ศ. 2558 
 
1.5 สถานท่ีดําเนินการวิจัย 
 ห้องปฏิบัติการทางเทคโนโลยีชีวภาพ  ตึก  26 ชั้น 3และชั้น 4คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา   ท่ีอยู่ เลขท่ี 1 ถนนอู่ทองนอก แขวงวชิระ เขตดุสิต กรุงเทพมหานคร 
10300 โทรศัพท์ 0-2160-1143-45 โทรสาร 0-2160-1146 


