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บทคัดย�อ 
 

การศึกษานี้ได
วิเคราะห�คุณลักษณะของแบคทีเรียท่ีแยกได
จากหอยนางรมสด จากร
านค
า
ปลีกบริเวณชายฝ'(งทะเลอ)างศิลา ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2552 ถึงเดือนกุมภาพันธ� พ.ศ. 2554 จํานวน 
1,785 ไอโซเลท เพ่ือบ)งชี้ Vibrio parahaemolyticus โดยเฉพาะสายพันธุ�ก)อโรคและสายพันธุ�
ระบาดท่ัว  เม่ือทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและยืนยันเชื้อด
วยการใช
เทคนิคพีซีอาร�เพ่ิมปริมาณยีน tl 
ซ่ึงจําเพาะต)อแบคทีเรียชนิดนี้ สามารถระบุเชื้อท่ีนํามาศึกษาว)าเป=น V. parahaemolyticus จํานวน 
1,293 ไอโซเลท เม่ือนํา V. parahaemolyticus  ดังกล)าวมาตรวจสอบการมีอยู)ของยีนก)อโรค คือ 
tdh และ trh  พบว)ามี 17 ไอโซเลท (1.31 เปอร�เซ็นต�) แสดงผลบวกกับยีน tdh และมี 2 ไอโซเลท 
(0.15 เปอร�เซนต�) แสดงผลบวกกับยีน trh  โดยไม)พบสายพันธุ�ท่ีมียีนท้ังสองยีนดังกล)าว  เม่ือศึกษา
ลักษณะทางพันธุกรรมท่ีมีความสัมพันธ�กับสายพันธุ�ท่ีพบระบาดท่ัว โดยการทํา GS-PCR เพ่ือ
ตรวจสอบการมีอยู)ของ toxRS/new sequence รวมท้ังตรวจสอบการมีอยู)ของ ORF8 ของฟาจ 
f237 พบว)ามี 9 ไอโซเลท (0.31 เปอร�เซนต�) ท่ีมีจีโนไทปXเป=น tdh+ GS-PCR+ ORF8+  ซ่ึงเป=น         
จีโนไทปXของสายพันธุ�ระบาดท่ัว O3:K6 และซีโรไทปXอ่ืน ๆ ท่ีแปรผันมาจาก O3:K6  เม่ือวิเคราะห�    
ซีโรไทปXของ V. parahaemolyticus ท่ีมีจีโนไทปXของสายพันธุ�ระบาดท่ัว ร)วมกับสายพันธุ�อ่ืน พบว)า
เชื้อเหล)านี้มีซีโรไทปXหลากหลาย โดยระบุได
เป=น 7 ซีโรไทปX ได
แก) O1:KUT, O4:KUT, O11:K36, 
O4:K4, O8:K41, O1:K68 และ O4:K42 โดยท่ี O4:KUT เป=นซีโรไทปXท่ีพบมากท่ีสุด (33.3 
เปอร�เซนต�)  โดยในการศึกษานี้ไม)พบซีโรไทปX O3:K6 ซ่ึงเป=นซีโรไทปXหลักของสายพันธุ�ระบาดท่ัว 
อย)างไรก็ตามพบ V. parahaemolyticus 1 ไอโซเลท (tdh+ GS-PCR+, ORF8+) มีซีโรไทปX O1:KUT 
ซ่ึงเป=นซีโรไทปXหนึ่งท่ีพบได
ในสายพันธุ�ระบาดท่ัว ส)วนอีก 6 ซีโรไทปXท่ีตรวจนั้น ถือเป=นการรายงาน
ครั้งแรกของอุบัติการณ�ในพ้ืนท่ีภาคตะวันออกของประเทศไทยท่ีตรวจพบซีโรไทปXเหล)านี้ใน           
V. parahaemolyticus ซ่ึงมีจีโนไทปXสัมพันธ�กับสายพันธุ�ระบาดท่ัว ในอีกทางหนึ่ง เม่ือวิเคราะห�
ข
อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน 16S rRNA และ atpA ของ V. parahaemolyticus เหล)านี้ พบว)ามี
ความคล
ายคลึงกันมาก ซ่ึงไม)สามารถนํามาใช
ในการบ)งชี้ความแตกต)างในระดับสายพันธุ�ได
  ผลท่ีได

จากการศึกษานี้แสดงให
เห็นอย)างชัดเจนว)าพ้ืนท่ีชายฝ'(งทะเลแถบตะวันออกของประเทศไทยมี
อุบัติการณ�ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ�ก)อโรคท่ัวไปและสายพันธุ�ก)อโรคท่ีมีความสัมพันธ�
กับสายพันธุ�ระบาดท่ัว โดยท่ีหอยนางรมเป=นแหล)งสะสมเชื้อ V. parahaemolyticus ท่ีสําคัญ ซ่ึง
เป=นข
อบ)งชี้ถึงความเสี่ยงท่ีอาจเกิดข้ึนท้ังกับผู
บริโภคและสิ่งแวดล
อม ดังนั้นจึงควรมีมาตรการการ
จัดการท่ีดี รวมท้ังการพัฒนาโมเลกุลเครื่องหมายเพ่ือใช
ในการตรวจสอบเชิงระบาดวิทยาได
อย)างมี
ประสิทธิภาพ เพ่ือประโยชน�ในการปeองกันและลดความเสี่ยงหรืออันตรายท่ีอาจเกิดข้ึนจากการ    
แพร)ระบาดของแบคทีเรียชนิดนี้ในอนาคต 
 
คําสําคัญ  วิบริโอ  วิบริโอ พาราฮีโมลัยติคัส  หอยนางรม  การก)อโรคของวิบริโอ  

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของวิบริโอ พาราฮีโมลัยติคัส 
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ABSTRACT 
 

This study was performed to identity and characterize Vibrio 
parahaemolyticus amongst isolates obtained from unshelled raw oyster retailed 
along Ang-Sila coast, Chonburi province, during December 2009-February 2011. 
Molecular characteristics regarding virulent gene marker and pandemic traits of this 
bacterium were assessed.  Total of 1,785 bacterial isolates were tested and 1,293 
isolates were approved to be V. parahaemolyticus based on species-specific gene 
(tl)-targeted PCR confirmation.  Seventeen (1.31 %) and two (0.15 %) isolates carried 
one of the pathogenic genes, tdh and trh, respectively.  However, isolate of V. 
parahaemolyticus possessing both tdh and trh was not observed. Subsequent 
characterization demonstrated that the nine strains of pathogenic V. 
parahaemolyticus harbored pandemic-associated characteristics, i.e. tdh+, GS-PCR+, 
ORF8+, as found in the pandemic O3:K6 strain and its serovariants.  Serological 
analyses indicated that these strains belonged to seven serovars including O1:KUT, 
O4:KUT, O11:K36, O4:K4, O8:K41, O1:K68, and O4:K42, of which the O4:KUT was the 
most dominant serovar in this area (33.3 %).  Indeed, there was one strain displayed 
O1:KUT serovar, which is one of recently recognized serovariants of the pandemic 
O3:K6 clone.  Notably, the other six serovars were firstly reported here as V. 
parahaemolyticus serovars associated with pandemic-specific traits.  Nucleotide 
sequences of 16S rRNA and atpA gene were adopted to infer the diversity among 
intraspecies of V. parahaemolyticus originated from oysters in Ang-Sila coast.  The 
analyses showed that such molecular chronometer could not provide certain 
evolutionary relationships among V. parahaemolyticus strains due to high similarities 
of gene sequences.  The occurrence of pathogenic as well as pandemic-associated 
strains of V. parahaemolyticus is a sign of health hazard invading the eastern region 
of Thailand. Raw oyster is not only a major reservoir of virulent V. parahaemolyticus, 
but it is also a vehicle of spreading of pandemic strains of this bacterium which could 
be a potent causative agent of human infection. Taking into consideration, risk 
assessment and management should be acted promptly for prevention of disease 
outbreak in this area.  Genetic diversity among strains of both organisms should be 
further verified since this might relate to their epidemiology and could benefit the 
program of surveillance.   
 
Keywords: Vibrios, Vibrio parahaemolyticus, Oyster, Pathogenicity of Vibrios, 

Genetic diversity of Vibrio parahaemolyticus 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
Vibrio parahaemolyticus เป�นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท�อน ต�องการเกลือในการเจริญ

(Halophile) แพร�กระจายท่ัวไปในระบบนิเวศทางทะเล โดยแหล�งสะสมท่ีสําคัญของแบคทีเรียชนิดนี้
ได�แก� น้ําทะเล ดินตะกอน และสัตว5ทะเล โดยเฉพาะ หอยสองฝา  เช�น  หอยนางรม   เป�นต�น 
(Gopal et al., 2005) บางสายพันธุ5ก�อโรคต�อมนุษย5ท่ีมีความสัมพันธ5กับการบริโภคอาหารทะเล 
(Liston, 1990) โดยเป�นสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อหลังการบริโภคอาหารทะเลแบบดิบหรือก่ึงสุก 
ก่ึงดิบ  เม่ือผู�บริโภคได�รับเชื้อชนิดนี้เข�าสู�ร�างกาย ทําให�เป�นโรคกระเพาะอาหารและลําไส�อักเสบหรือ
อาหารเป�นพิษ (Thompson et al., 2006) โดยมีอาการท�องร�วง ปวดท�อง คลื่นไส�และอาเจียน       

V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคมีความสามารถในการสร�างโปรตีนซ่ึงเป�นสารพิษท่ี
มีคุณสมบัติทนความร�อน ซ่ึงพบได� 2 ชนิด คือ Thermostable direct hemolysin (TDH) และ 
TDH-related hemolysin (TRH) (Yeung & Boor, 2004) โดย TDH ทําให�เกิดการย�อยสลายเม็ด
เลือดแดงแบบสมบูรณ5 (β-hemolysis) บนอาหาร Wagatsuma agar ซ่ึงเรียกปรากฏการณ5นี้ว�า 
Kanagawa phenomenon (KP+)  ส�วน TRH เป�นสารพิษท่ีไม�ทําให�เกิดการย�อยสลายเม็ดเลือดแดง
แบบสมบูรณ5 (KP-) สารพิษท้ังสองชนิดเป�นปeจจัยสําคัญของการก�อโรคใน V. parahaemolyticus 
(Wong et al., 2000)  โดยปกติแล�ว V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคนั้นมักแยกได�จาก
ผู�ปfวย และพบได�น�อยในตัวอย�างสิ่งแวดล�อม อย�างไรก็ตามจากรายงานวิจัยท่ีผ�านมา พบว�าสามารถ
แยก V. parahaemolyticus  สายพันธุ5ก�อโรคได�จากน้ําทะเลและอาหารทะเลชนิดต�าง ๆ ซ่ึงพบได�
ท่ัวโลก (Miyamoto et al., 1969; Matsumoto et al., 2000; Sakazaki et al., 1968)  

ในปeจจุบันการบ�งชี้สายพันธุ5ก�อโรคของ V. parahaemolyticus นิยมใช�การตรวจสอบ 
การมีอยู�ของยีน tdh และ trh ซ่ึงนํารหัสการสร�างโปรตีน TDH และ TRH ตามลําดับ แบคทีเรียชนิด
นี้ถูกจัดแบ�งเป�นซีโรไทปnต�าง ๆ ตามชนิดของ O และ K antigen ปeจจุบันพบท้ังสิ้น 75 ซีโรไทปn 
(Nasu et al., 2000) โดยการก�อโรคของแบคทีเรียชนิดนี้เกิดได�จากหลายซีโรไทปn ต้ังแต�ปr ค.ศ. 1996 
เป�นต�นมา มีรายงานการระบาดของซีโรไทปn O3:K6 ท่ัวโลก รวมท้ังประเทศไทยด�วย จึงจัดให�        
V. parahaemolyticus ซีโรไทปnดังกล�าวเป�นสายพันธุ5ท่ีมีการระบาดท่ัว (Pandemic strain) และ
เป�นสายพันธุ5ใหม�ซ่ึงต�างจาก O3:K6 ท่ีเคยแยกได�ก�อนปr ค.ศ. 1996 โดย V. parahaemolyticus 
O3:K6 ท่ีพบในช�วงต้ังแต�ปr ค.ศ. 1996 เป�นต�นมานั้นเม่ือนํามาวิเคราะห5โดยใช�เทคนิค Arbitrarily 
Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR), Ribotyping, Pulse Filed Gel 
Electrophoresis (PFGE) และ Multilocus Sequence Typing (MLST) พบว�ามีลักษณะจีโนไทปn
แตกต�างไปจาก V. parahaemolyticus O3:K6 ท่ีเคยมีรายงานไว�ในช�วงก�อนปr  ค.ศ. 1996 
นอกจากนี้ในปr ค.ศ. 1998 พบ V. parahaemolyticus ซีโรไทปn O4:K68, O1:K25 และ O1:KUT 
(Untypeable) ระบาดร�วมกับ O3:K6 ในหลายประเทศ โดยสายพันธุ5เหล�านี้มีลักษณะจีโนไทปn
คล�ายคลึงกับสายพันธุ5 O3:K6 ท่ีระบาดท่ัว รวมท้ังยังพบว�ามีอีก 21 ซีโรไทปnซ่ึงอยู�ในกลุ�มท่ีมี 
สายวิวัฒนาการเดียวกับ O3:K6 จึงเป�นไปได�ท่ีซีโรไทปnเหล�านี้มีจุดกําเนิดมาจากบรรพบุรุษเดียวกัน 
(Nair et al., 2007) 
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V. parahaemolyticus O3:K6 สายพันธุ5ท่ีมีการระบาดท่ัวโลกนับต้ังแต�ปr ค.ศ. 1996    
เป�นต�นมานั้น มียีนก�อโรค tdh แต�ไม�มียีน trh (tdh+ trh-) การบ�งชี้ความแตกต�างจากสายพันธุ5อ่ืน ๆ 
สามารถทําได�โดยใช�ดีเอ็นเอท่ีเป�นเครื่องหมายทางพันธุกรรม (Genetic markers) ซ่ึงมีความจําเพาะ
ต�อสายพันธุ5นี้ คือ toxRS/new sequence (toxRS/new) ซ่ึงเป�นดีเอ็นเอบริเวณจําเพาะท่ีอยู�ภายใน  
toxRS operon โดยโอเปอรอนนี้นํารหัสการสร�าง Transmembrane proteins ทําหน�าท่ีควบคุม
การแสดงออกของยีนต�าง ๆ ท่ีเก่ียวข�องกับการก�อโรคของเชื้อนี้ (Matsumoto et al., 2000; 
Meador et al., 2007) โดยอาศัยความแตกต�างของลําดับนิวคลีโอไทด5ของ toxRS จึงมีการพัฒนา
เทคนิคพีซีอาร5เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณดังกล�าว ซ่ึงมีความจําเพาะต�อ V. parahaemolyticus 
O3:K6 สายพันธุ5ท่ีมีการระบาดท่ัวเพ่ือใช�ในการบ�งชี้สายพันธุ5ดังกล�าว เรียกเทคนิคนี้ว�า Group-
specific (GS) PCR (Matsumoto et al., 2000; Laohartthisan et al., 2003) นอกจากนี้ยังมีการ
รายงานว�าฟาจ f237 มีความจําเพาะต�อ V. parahaemolyticus O3:K6 สายพันธุ5ระบาดท่ัว โดย
ฟาจชนิดนี้มีดีเอ็นเอบริเวณท่ีเรียกว�า Open Reading Frame 8 (ORF8)  ซ่ึงมีลักษณะจําเพาะ  
(ลําดับนิวคลีโอไทด5ไม�มีลักษณะ Homology กับดีเอ็นเอใด ๆ เท�าท่ีมีข�อมูลอยู�ในปeจจุบัน) จึงมีการใช� 
ดีเอ็นเอบริเวณนี้เป�นเครื่องหมายสําหรับบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5ระบาดท่ัวของแบคทีเรียชนิดนี้ได�
เช�นกัน (Myers, Panicker, & Bej, 2003) 

ในประเทศไทยมีรายงานการระบาดของ V. parahaemolyticus O3:K6 สายพันธุ5ระบาด
ท่ัวในเขตพ้ืนท่ีภาคใต� จึงมีโปรแกรมการเฝ�าระวังการระบาดของเชื้อนี้อย�างต�อเนื่อง โดยพบว�าเชื้อท่ี
แยกได�จากผู�ปfวยในโรงพยาบาลหาดใหญ� จังหวัดสงขลา นับต้ังแต�ปr ค.ศ. 1999 ถึง 2005 มีอัตราของ
การพบเชื้อสายพันธุ5นี้ 55.5-87.0 เปอร5เซ็นต5 (Vuddhakul el at., 2000; Laohartthisan et al., 
2003; Wootipoom et al., 2007)  อย�างไรก็ตามในพ้ืนท่ีอ่ืน ๆ ของประเทศไทย โดยเฉพาะในเขต      
ภาคตะวันออกยังไม�มีรายงานถึงการพบ V. parahaemolyticus O3:K6 สายพันธุ5ระบาดท่ัวในผู�ปfวย
รวมท้ังจากตัวอย�างสิ่งแวดล�อมและอาหารทะเลซ่ึงเป�นแหล�งสะสมเชื้อท่ีสําคัญ การศึกษาครั้งนี้จึงมี
ความสนใจตรวจสอบจีโนไทปnของ V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จากหอยนางรมสดบริเวณชายฝe�ง
ทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี ซ่ึงเป�นพ้ืนท่ีสําคัญแห�งหนึ่งของการเพาะเลี้ยงและจําหน�ายหอยนางรมใน
ภาคตะวันออกของประเทศไทย ซ่ึงนอกจากการตรวจสอบการปรากฏของยีนท่ีบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5
ก�อโรค คือ tdh และ trh แล�วยังต�องการตรวจสอบลักษณะท่ีบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5ระบาดท่ัว คือ 
การมีอยู�ของดีเอ็นเอบริเวณท่ีเรียกว�า Group-specific (GS) sequence โดยใช�เทคนิคพีซีอาร5 รวมท้ัง
ตรวจสอบการมีอยู�ของ ORF8 ของฟาจ f237 (Ansaruzzaman et al., 2008) ซ่ึงข�อมูลท่ีได�มี
ความสําคัญในการนํามาใช�อธิบายถึงการแพร�กระจายของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรค
และสายพันธุ5ท่ีแพร�ระบาดท่ัวโลกได�   

นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและ
ความสัมพันธ5เชิงวิวัฒนาการของเชื้อท่ีคัดแยกได� รวมท้ังศึกษาเปรียบเทียบกับสายพันธุ5อ่ืน ๆ ท่ีมี
ข�อมูลปรากฏในฐานข�อมูลสาธารณะ โดยยีนท่ีใช�เป�นเครื่องหมาย (Phylogenetic marker) เป�นยีน 
16S rRNA และ atpA โดยคาดว�าข�อมูลยีโนไทปnท่ีเก่ียวข�องการก�อโรคและความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของ V. parahaemolyticus มีประโยชน5ต�อการนํามาใช�ทางด�านระบาดวิทยาและการ
ประเมินความเสี่ยงต�อการติดเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ โดยเฉพาะในกรณีท่ีเก่ียวข�องกับการบริโภค     
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หอยสองฝา เช�น หอยนางรม โดยในเขตพ้ืนท่ีภาคตะวันออกของประเทศไทย ยังไม�เคยมีรายงาน
ข�อมูลเหล�านี้มาก�อน 

 
ความมุ�งหมายของการศึกษา 

1. เพ่ือจําแนกและยืนยันเชื้อ V. parahaemolyticus ไอโซเลทท่ีแยกได�จากหอยนางรม 
โดยวิธีทางชีวเคมีร�วมกับเทคนิคพีซีอาร5  

2. เพ่ือตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมบางประการซ่ึงบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5ก�อโรค  
(Virulent strain) และสายพันธุ5ท่ีพบระบาดท่ัวของ V. parahaemolyticus 
ท่ีแยกได�จากหอยนางรม 

3.  เพ่ือศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ5เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic 
relationships) ของ V. parahaemolyticus ไอโซเลทท่ีคัดแยกได�จากหอยนางรมสด 
 

ความสําคัญของการศึกษา 
1. สามารถจัดจําแนก V. parahaemolyticus ท่ีแยกจากหอยนางรม ได�อย�างถูกต�อง 
2. สามารถระบุความเป�นสายพันธุ5ก�อโรคของ V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จาก        

หอยนางรม 
3. สามารถระบุลักษณะทางพันธุกรรมบางประการท่ีสัมพันธ5กับสายพันธุ5ระบาดท่ัวของ         

V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคได� 
4.   ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ V. parahaemolyticus ท่ีคัดแยกได�จาก

หอยนางรม  
 

สมมติฐานของการศึกษา 
1. ไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีแยกได�จากหอยนางรมมีโอกาสเป�น V. parahaemolyticus 
2. V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีมียีนเครื่องหมายความสามารถในการก�อโรค 

สามารถพบได�ในไอโซเลทท่ีคัดแยกจากหอยนางรมสด   
3. สามารถพบ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ระบาดท่ัวได�ในไอโซเลทของเชื้อท่ีแยก

จากหอยนางรม  
4. V. parahaemolyticus ท่ีคัดแยกได�จากหอยนางรม มีความหลากหลายทางพันธุกรรม  
 

ขอบเขตของการศึกษา 
นําเชื้อท่ีแยกจากหอยนางรมซ่ึงเก็บรักษาไว�ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จํานวน 1,785  

ไอโซเลท มาฟ��นสภาพเซลล5 จากนั้นนํามาจัดจําแนกโดยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และยืนยัน
เชื้อด�วยเทคนิคพีซีอาร5ซ่ึงอาศัยยีน tl เป�นเป�าหมาย นําเชื้อ V. parahaemolyticus ท่ีผ�านการยืนยัน
เชื้อแล�วมาตรวจสอบการมีอยู�ของยีน tdh และ trh เพ่ือบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5ก�อโรค รวมท้ัง
ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีจําเพาะต�อสายพันธุ5ระบาดท่ัวด�วยวิธี GS-PCR และตรวจสอบ
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การมีอยู�ของ ORF8 ของฟาจ f237 และศึกษาความสัมพันธ5เชิงวิวัฒนาการในแบคทีเรียชนิดนี้โดยใช�
ข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด5ของยีน 16S rRNA และ atpA 
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บทที ่2 
เอกสารที่เกี่ยวข!องกับการศึกษา 

 
เอกสารท่ีเก่ียวข�องกับการศึกษาจําแนกเป�น 2 ตอน โดยตอนแรกเป�นรายละเอียดเก่ียวกับ 

Vibrio parahaemolyticus ท้ังในด�านสัณฐานวิทยา การแพร�กระจาย การก�อโรคและการจัดจําแนก
เชื้อ ส�วนตอนท่ี 2 เป�นงานวิจัยท่ีเก่ียวข�อง  

 
1.   Vibrio parahaemolyticus 

1.1  ลักษณะท่ัวไป 
V. parahaemolyticus อยู�ในวงศ5 Vibrionaceae เป�นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท�อนตรง

หรือโค�งงอ ขนาดประมาณ 0.5-1.3 × 1.0-3.2 ไมโครเมตร  เคลื่อนท่ีด�วยแฟลกเจลลาเส�นเดียวท่ี
ปลายเซลล5 (ภาพท่ี 2-1ก) ไม�สร�างสปอร5  เม่ือเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวท่ีมีค�าพีเอชมากกว�า
หรือเท�ากับ 8.5 จะสร�างแฟลกเจลลาเส�นเดียว แต�จะสร�างแฟลกเจลลารอบเซลล5เม่ือเจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (ภาพท่ี 2-1ข) V. parahaemolyticus สามารถเจริญได�ในสภาวะท่ีมีและไม�มี
ออกซิเจน (Facultative anaerobe) เจริญได�ดีท่ีอุณหภูมิช�วง 10-44 องศาเซลเซียส  เป�นแบคทีเรีย
ท่ีต�องการเกลือในการเจริญ โดยระดับความเข�มข�นของเกลือท่ีเหมาะสมอยู�ในช�วง 2-4 เปอร5เซ็นต5 ค�า
พีเอชท่ีสามารถเจริญได�อยู�ระหว�าง 7.6-9.0  เม่ือเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulphate Citrate 
Bile Salt agar (TCBS agar) ให�โคโลนีสีเขียว เนื่องจากไม�สามารถหมักย�อยน้ําตาลซูโครส (ภาพท่ี   
2-2) โคโลนีมีลักษณะกลม แบนราบ ขอบเรียบ  

 
 

       (ก)                        (ข) 

       
                                                             

ภาพท่ี 2-1  ลักษณะแฟลกเจลลาของ Vibrio parahaemolyticus (ก) monotrichous  
(ข) lophotrichous 

(ท่ีมา: McCarter, 2001) 
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ภาพท่ี 2-2  ลักษณะโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus ท่ีเจริญบนอาหาร TCBS agar 
 
 

1.2   การแพร�กระจายของ V. parahaemolyticus 
V. parahaemolyticus จัดเป�นแบคทีเรียในกลุ�มฮาโลไฟล5 (Halophilic bacteria) ซ่ึง

ต�องการเกลือในการเจริญ สามารถพบเชื้ออาศัยอยู�บริเวณชายฝe�งทะเลหรือมหาสมุทรในเขตอบอุ�น
หรือเขตร�อนได�ท่ัวไป เชื้อสามารถสะสมตัวอยู�ในดินตะกอน แพลงค5ตอน และสัตว5ทะเลชนิดต�าง ๆ  
การแพร�กระจายของเชื้อมีความสัมพันธ5กับอุณหภูมิของน้ําทะเล ในช�วงฤดูหนาวอุณหภูมิของน้ํา    
จะตํ่าลงเชื้อสามารถอาศัยในตะกอนใต�พ้ืนน้ํา  เม่ือถึงฤดูร�อนอุณหภูมิของน้ําสูงข้ึนเชื้อจากตะกอน      
ใต�พ้ืนน้ําแพร�กระจายเข�าสู�แพลงค5ตอนสัตว5 (Zooplankton) เชื้อนี้สามารถย�อยไคติน (เป�น
ส�วนประกอบในชั้นเปลือกของแพลงตอนสัตว5) เพ่ือใช�ในการเจริญเพ่ิมจํานวนในฤดูร�อน เชื้อนี้เจริญได�
ในช�วงอุณหภูมิ 9.5-45 องศาเซลเซียส ช�วงพีเอชเท�ากับ 5-11 และสามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
มีเกลือ NaCl 0.5-8 เปอร5เซ็นต5 (ศรีวรรณณา หัทยานานนท5, ม.ป.ป.; Blachwell & Oliver, 2008;  
Oliver, 2006) ปeจจัยท่ีมีผลต�อการแพร�กระจายของเชื้อกลุ�มนี้ในสิ่งแวดล�อมทางทะเล คือ อุณหภูมิ
ผิวหน�าของน้ําทะเล ความเค็ม และความเข�มข�นของสารอินทรีย5 โดยพบว�าอุณหภูมิผิวหน�าของ      
น้ําทะเลเป�นปeจจัยท่ีมีผลต�อการแพร�กระจายของเชื้อกลุ�มนี้มากท่ีสุด (Vezzulli et al., 2009)  
 

1.3   การก�อโรค 
Vibrio parahaemolyticus ถูกแยกได�ครั้งแรกในปr ค.ศ. 1950 โดย Fujino ซ่ึงแยกจาก

ตัวอย�างอุจจาระ (stool) ของผู�ปfวยด�วยโรคอาหารเป�นพิษ ท่ีเมืองโอซากา ประเทศญ่ีปุfน โดยท่ีผู�ปfวย
ได�รับเชื้อจากการบริโภคปลาซาร5ดีนแห�ง (Semi-dried young sardines; Shirasu) โดยมีชื่อทาง
วิทยาศาสตร5ว�า Pasteurella parahaemolyticus ต�อมาได�ถูกเปลี่ยนชื่อเป�น Vibrio 
parahaemolyticus โดยคณะอนุกรรมการอนุกรมวิธานของเชื้อสกุล Vibrio (Subcommittee on 
Taxonomy of Vibrio of International Committee on Systematic Bacteriology)  
(Martinez-Urtaza et al., 2010) จากการระบาดครั้งแรกในประเทศญ่ีปุfนพบผู�ปfวยด�วยโรคอาหาร
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เป�นพิษจํานวน 272 ราย และเสียชีวิต 20 ราย ต�อมาในปr ค.ศ. 1956 และ ค.ศ. 1960 ประเทศญ่ีปุfน
ก็มีการระบาดด�วยเชื้อนี้ซํ้าอีก และ V. parahaemolyticus เป�นเชื้อท่ีมีการระบาดหลายครั้งในญ่ีปุfน  
สําหรับการระบาดในประเทศสหรัฐอเมริกาครั้งแรกในปr ค.ศ. 1971 ท่ีเมือง Maryland จากการ
ปนเป��อนเชื้อในปูนึ่งและสลัดปู  มีผู�ปfวยจํานวน 425 ราย และเชื้อท่ีแยกได�เป�น สายพันธุ5ท่ีเกิดการ
ย�อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบเบต�า (β-hemolysis) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Wagatsuma agar มีซีโรไทปn
เป�น O4:K11 (Ray et al., 1978)  สําหรับประเทศไทยพบการระบาดครั้งแรกในปr ค.ศ. 1973 
รายงานโดย SEATO Medical Research Laboratory Annual Report (SMRL)  ในช�วงต้ังแต�เดือน
พฤศจิกายน ค.ศ. 1970 ถึงเดือนมิถุนายน ค.ศ. 1973 สามารถแยกเชื้อชนิดนี้จากผู�ปfวย ซ่ึงรายงานไว�
โดยโรงพยาบาลบําราญนราดูร และพบว�าต้ังแต�ปr ค.ศ. 1983 ถึง 1996 สามารถแยกเชื้อ              
V. parahaemolyticus ได�จากผู�ปfวยท่ีมีอาการท�องร�วงเฉลี่ย 4.5-7.6 เปอร5เซ็นต5 (Jaisawang, 
2005) และในช�วงกว�าสองทศวรรษท่ีผ�านมาสามารถกล�าวได�ว�า V. parahaemolyticus เป�นเชื้อท่ี
ก�อให�เกิดโรคอาหารเป�นพิษท่ีพบผู�ปfวยมากท่ีสุดของประเทศในแถบเอเชีย (Wong et al., 1999) 

การติดเชื้อส�วนใหญ�เกิดจากการกินอาหารทะเลท่ีปนเป��อนเชื้อและปรุงไม�สุก เช�น ปลาดิบ
และหอยนางรมดิบ เป�นต�น จํานวนเชื้อต�องมีมากพอต้ังแต� 104-108 เซลล5ของเชื้อนี้ จึงสามารถทําให�
เกิดโรคอาหารเป�นพิษได� บางครั้งอาจก�อให�เกิดโรคติดเชื้อในทางเดินอาหารอย�างเฉียบพลัน  
(Acute gastroenteritis) มีระยะฟeกตัวประมาณ 5-24 ชั่วโมง  เชื้อนี้จะเพ่ิมจํานวนเป�นเท�าตัวทุก ๆ 
10 ถึง 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ือเข�าสู�ร�างกายเชื้อจะทวีจํานวนข้ึนในลําไส� ผู�ปfวยจะ
มีอาการไข�ต่ํา คลื่นไส� อาเจียน ปวดท�อง และถ�ายเป�นน้ําจํานวนมาก อาการมักไม�รุนแรงและหายได�
เองภายใน 2-3 วันโดยไม�ต�องรักษาด�วยยาต�านเชื้อแบคทีเรีย การรักษาด�วยยาต�านเชื้อแบคทีเรียไม�
ช�วยลดระยะการดําเนินโรค บางรายอาจมีอาการรุนแรงจนทําให�ถ�ายปนเลือดได� ผู�ปfวยอาจได�รับเชื้อ
ผ�านทางบาดแผลท่ีผิวหนังหรือเยื่อเมือกบุผิวท่ีสัมผัสกับแหล�งน้ํา ทําให�เกิดการติดเชื้อของบาดแผล 
หรือการติดเชื้อในกระแสเลือดได� โรคนี้มักพบในฤดูร�อน ไม�ค�อยพบในฤดูหนาว ไม�พบรายงานการ
แพร�เชื้อจากคนสู�คน การป�องกันควรหลีกเลี่ยงการกินอาหารทะเลดิบ  (Nair et al., 2007; Drake, 
DePaola, & Jaykus, 2007)  

 
ป/จจัยก�อโรคของ V. parahaemolyticus 
จากการศึกษาเชื้อ V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จากสิ่งแวดล�อมและอาหารทะเล 

(Environmental and seafood strains) จากบริเวณต�าง ๆ พบว�าสามารถแยกเชื้อท่ีเป�นสายพันธุ5 
ก�อโรค มีคุณสมบัติในการสร�างโปรตีน 2 ชนิด คือ TDH และ/หรือ TRH และนอกเหนือจากโปรตีน 
ท้ังสองชนิดดังกล�าวแล�ว มีความเป�นไปได�ท่ีอาจมีปeจจัยอ่ืน ๆ ซ่ึงสามารถทําให�เกิดโรคได� เช�น   
การสร�าง Vibrioferrin, Pathogenicity island และ Type III Secretion System (TTSS)  
(Yeung & Boor, 2004)  นอกจากปeจจัยดังกล�าวแล�วยังมีอีกปeจจัยท่ีก�อความรุนแรงของเชื้อ  
V. parahaemolyticus ได�แก� Adherence factors, Urea hydrolysis, ความสามารถในการ    
ย�อยสลายเม็ดเลือดแดง และแอนติเจน (ศรีวรรณา หัทยานนท5, ม.ป.ป.; Yeung & Boor, 2004) 
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(1)  Thermostable direct hemolysin (TDH) 
          TDH  เป�นโปรตีนท่ีจัดว�าเป�นปeจจัยสําคัญต�อการก�อโรคของ V. 

parahaemolyticus โดยสามารถตรวจสอบการสร�างโปรตีนชนิดนี้ได�จากการย�อยสลายเม็ดเลือดแดง
แบบ β-hemolysis บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Wagatsuma agar เรียกลักษณะท่ีเกิดว�า Kanagawa 
phenomenon โปรตีน TDH จัดเป�นโปรตีนท่ีสามารถทนความร�อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เป�นเวลา 10 นาที (Humada et al., 2007) ยีน tdh นํารหัสการสร�างโปรตีน TDH  ซ่ึงอยู�บน 
Cellular membranes เป�น Pore-forming toxin โดยสามารถแสดงคุณสมบัติได�หลายชนิดคือ 
ก�อให�เกิดภาวะเป�นพิษต�อหัวใจ (Cardiotoxic) ภาวะเป�นพิษต�อเซลล5 เช�น ก�อให�เกิดการไหลออกของ
ไอออนภายในเซลล5เจ�าบ�านท่ีผิดปกติ และการเข�าไปทําลายเส�นใยไมโครทูบูลภายในเซลล5เจ�าบ�าน 
เกิดภาวะเป�นพิษต�อระบบทางเดินอาหาร (Enterotoxicity) และสามารถย�อยสลายเม็ดเลือดแดง 
(Hemolytic activity) (Honda, Ni, & Miwatani, 1992; Fabbri et al., 1999; Raimondi et al., 
2000; Takahashi et al., 2000) 

 
(2)  TDH-related hemolysin (TRH) 

พบว�า V. parahaemolyticus ท่ีมีความสามารถในการก�อโรคบางสายพันธุ5ผลิต
โปรตีน TRH ซ่ึงเป�นปeจจัยสําคัญอีกประการหนึ่งในการก�อโรคของเชื้อชนิดนี้ โปรตีน TRH สร�างข้ึน
จากการแสดงออกของยีน trh โปรตีนชนิดนี้ไม�ทําให�เกิดการย�อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ5 
(สุภาทินี โสบุญ, 2546) การตรวจสอบการมีอยู�ของยีน trh สามารถทําได�จากการทดสอบทางชีวเคมี
ของปฏิกิริยาการสร�างเอนไซม5ยูเรียเอส (Urease test) ท่ีให�ผลบวก โดยการทดสอบดังกล�าวเป�นการ
ทดสอบเชิงความสัมพันธ5ไม�ใช�การทดสอบการแสดงออกของยีน อย�างไรก็ตามสามารถตรวจสอบ
ความสามารถในการผลิต TRH โดยตรงจากชุดทดสอบทางอิมมูโนวิทยา (Immunological kit) 
นอกจากนี้สามารถตรวจสอบการมีอยู�ของยีน trh โดยวิธีทางอณูพันธุศาสตร5 เช�น การใช�ปฏิกิริยา  
พีซีอาร5และการทําไฮบริไดเซชันของดีเอ็นเอ (USFDA, 2004) 

 
(3)  Thermolabile hemolysin (TL) 

โปรตีน Thermolabile hemolysin เป�นโปรตีนท่ีสามารถย�อยสลายเม็ดเลือดแดง 
ของคนและม�า แต�ไม�สามารถย�อยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Wagatsuma agar ได� เป�น
โปรตีนท่ีไม�ทนต�อความร�อน สามารถถูกทําลายได�เม่ือได�รับความร�อนมากกว�า 60 องศาเซลเซียส เป�น
เวลา 10 นาที โปรตีน TL มีน้ําหนักประมาณ 45,000 ดาลตัน มียีน tl นํารหัสการสร�างโปรตีนนี้  ยีน 
tl มีค�า G+C content เท�ากับ 47.6 เปอร5เซ็นต5 ซ่ึงใกล�เคียงกับค�า G+C content ท้ังจีโนมของเชื้อ 
(Zhang & Austin, 2005) และพบว�ายีน tl พบได�ในเชื้อ V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุ5 ดังนั้น
จึงสามารถนํายีนนี้มาใช�ในการบ�งชี้ความแตกต�างของระดับสปrชีส5ของ V. parahaemolyticus ได�  
(Bej et al., 1999) 
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(4)  Vibrioferrin 
ธาตุเหล็กเป�นธาตุท่ีจําเป�นต�อการอยู�รอดของแบคทีเรียโดยพบว�าภายใต�ภาวะท่ีมี

ธาตุเหล็กจํากัด V. parahaemolyticus สามารถสร�าง Siderophore ท่ีเรียกว�า Vibrioferrin จาก
การทดลองเพาะเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีภาวะธาตุเหล็กจํากัด (FeCl3 
ความเข�มข�น 0-1 ไมโครโมลาร5) หรือมีการเติม Iron chelator ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว�าแบคทีเรีย
นี้มีการสร�าง Vibrioferrin ข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ การท่ีแบคทีเรียชนิดนี้มีความสามารถในการผลิต 
Vibrioferrin ในระดับท่ีสูงจะทําให�เชื้อแบคทีเรียมีความสามารถในการแข�งขันเพ่ืออยู�รอดในภาวะท่ีมี
ธาตุเหล็กจํากัด เช�น ในเซลล5เจ�าบ�าน (เซลล5มนุษย5)  จากการศึกษาของ Yamamoto, Okujo, 
Miyoshi, Shinoda, and Narimatsu (1999) พบว�าเชื้อ V. parahaemolyticus ท่ีแยกจากผู�ปfวยมี
ความสามารถในการสร�าง Vibrioferrin ในระดับท่ีสูงกว�าเชื้อท่ีแยกได�จากอาหารทะเลและ
สิ่งแวดล�อม และจากการศึกษาของ Wong and Lee (1994) และ Dai, Lee, and Wong (1992) 
พบว�าเม่ือทําการเลี้ยงแบคทีเรียนี้ในสภาวะท่ีมีธาตุเหล็กจํากัดมีผลทําให�เชื้อนี้มีความสามารถในการ
เกาะกับเซลล5เจ�าบ�าน (Adherence) และมีความสามารถในการย�อยสลายเม็ดเลือดแดงท่ีมากข้ึนหรือ
กล�าวคือเชื้อมีความสามารถในการก�อโรคได�มากข้ึน ดังนั้นจึงกล�าวได�ว�าความสามารถในการสร�าง 
Vibrioferrin จึงอาจเป�นปeจจัยในการก�อโรคท่ีสําคัญของ V. parahaemolyticus (Yeung & Boor, 
2004) 

 
(5)  Pathogenicity island (VP-PAI) และ Type III Secretion System (TTSS) 

จากการศึกษา V. parahaemolyticus RIMD 2210633 พบว�าเชื้อมีโครโมโซม 2 
ชุด โดยท่ีโครโมโซมชุดท่ีหนึ่งจะมีขนาดใหญ� และอีกโครโมโซมจะมีขนาดเล็กว�า กล�าวคือจะมีขนาด 
3.3 และ 1.9 เมกะเบส ตามลําดับ โดยโครโมโซมชุดท่ี 1 ประกอบด�วยยีนท่ีเก่ียวข�องกับการเจริญและ
กลไกต�าง ๆ ของเชื้อ อย�างไรก็ตามพบว�าโครโมโซมชุดท่ี 2 ก็มียีนท่ีเก่ียวของกับกระบวนการ 
เมแทบอลิซึมของเชื้อ จึงกล�าวได�ว�าโครโมโซมชุดท่ี 2 ก็มีความจําเป�นต�อการเจริญและอยู�รอดของเชื้อ
เช�นเดียวกับโครโมโซมชุดท่ี 1 นอกจากนี้บนโครโมโซมชุดท่ี 2 นั้นพบว�ามีกลุ�มของยีนท่ีเก่ียวข�องกับ
การก�อโรคของเชื้ออยู�บนโครโมโซมนี้ โดยเรียกกลุ�มของยีนนี้ว�า Pathogenicity island (VP-PAI) ซ่ึง
เป�นชุดของยีนท่ีเก่ียวข�องกับการก�อโรคมาอยู�รวมในบริเวณเดียวกัน  ส�วนของ VP-PAI มีความยาว 80 
กิโลเบส มีค�าเฉลี่ย G+C content เท�ากับ 39.8 เปอร5เซ็นต5 ซ่ึงตํ่ากว�าค�าเฉลี่ยของค�า G+C content 
ของท้ังจีโนม ดังนั้น จึงคาดว�า V. parahaemolyticus น�าจะได�รับดีเอ็นเอบริเวณนี้มาจากเชื้ออ่ืน
ผ�านทางขบวนการถ�ายทอดยีนตามธรรมชาติ นอกจากนี้ยังพบยีน tdh และ TTSS ในบริเวณนี้ด�วย 
(Yeung & Boor, 2004) 

TTSS เป�นโปรตีนท่ีทําหน�าท่ีในการขนส�งโปรตีน เชื้อก�อโรคใช� TTSS เพ่ือขนส�ง
โปรตีนซ่ึงเป�นปeจจัยในการก�อโรคเข�าสู�ไซโทพลาสซึมของเซลล5เจ�าบ�านโดยตรง จากการศึกษาลําดับ  
นิวคลีโอไทด5บนจีโนมของเชื้อ V. parahaemolyticus RIMD2210633 ท่ีแยกจากผู�ปfวยพบ TTSS  
2 ชุด เรียกว�า TTSS1 และ TTSS2 โดยอยู�บนโครโมโซมชุดท่ี 1 และชุดท่ี 2 ตามลําดับ และเม่ือทํา
การเปรียบเทียบค�า G+C content ของ TTSS1 พบว�าคล�ายคลึงกับค�าเฉลี่ยของค�า G+C content 
ของท้ังจีโนม แสดงให�เห็นว�าเชื้อนี้ มีส�วนของ TTSS1 อยู�ในจีโนมต้ังแต�แรก สําหรับ TTSS2 พบอยู�ใน 
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Pathogenicity island (VP-PAI) และพบว�า TTSS2 พบในเชื้อสายพันธุ5ท่ีมียีน tdh เท�านั้น ดังนั้น
การมีอยู�ของ TTSS2 อาจเก่ียวข�องกับการก�อโรคของเชื้อ (Yeung & Boor, 2004) 
 

(6)  toxRS operon  
ใน toxRS operon ประกอบด�วยยีน toxR และ toxS เป�นยีนท่ีควบคุมการก�อโรค

และเป�นบริเวณอนุรักษ5ของแบคทีเรียจีนัสวิบริโอ (Miller, Taylor, & Mekalanos, 1987; 
Matsumoto et al., 2000) ทําหน�าท่ีนํารหัสการสร�างโปรตีนควบคุมการแสดงออกของยีนท่ี
เก่ียวข�องกับการสร�างทอกซิน พิลไล และการแสดงออกของเยื่อหุ�มโปรตีนชั้นนอก (Outer-
membrane protein) ซ่ึงยีน toxR นอกจากจะพบใน Vibrio cholerae แล�วยังพบใน V. 
parahaemolyticus, Vibrio fischeri, Vibrio vulnificus, และ Vibrio hollisae (Lin, Kumagai, 
Baba, Mekalanos, & Nishibuchi, 1993; Reich & Schoolnik, 1994; Matsumoto et al., 
2000) ส�วนยีน toxS จะพบใน toxR operon โดยเชื่อมต�อกับยีน toxR พบใน V. cholerae (Miller 
et al., 1987)  
 

1.4   การจําแนกเช้ือ V. parahaemolyticus 
1.4.1  การจําแนกโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมี 

ในการจัดจําแนกและบ�งชี้เชื้อว�าเป�น V. parahaemolyticus อาศัยลักษณะทาง 
สัณฐาน และคุณสมบัติทางชีวเคมี โดยคัดกรองเฉพาะเชื้อกลุ�มวิบริโอท่ีเจริญบนอาหาร TCBS agar 
เท�านั้น (Farmer, Hickman-Brenner, & Kelly, 1985, p. 285) ดังแสดงในตารางท่ี 2-1 และผลการ
ทดสอบคุณสมบัติทางเคมีอ่ืน ๆ ดัดแปลงมาจาก Holt, Krieg, Sneath, Staley, & Williams (1994) 
และ ISO/TS 21872-1:2007 อย�างไรก็ตาม การจัดจําแนกโดยวิธีนี้อาจเกิดข�อผิดพลาดได�สูง 
เนื่องจากบางส�วนของเชื้อนี้อาจมีลักษณะท่ีแตกต�างหรือแปรผันไปจากเชื้อส�วนใหญ�  
 

1.4.2  การจําแนก V. parahaemolyticus โดยวิธีทางอณูพันธุศาสตรW 
ในปeจจุบันงานวิจัยจํานวนมากได�นําวิธีทางอณูพันธุศาสตร5เช�นพีซีอาร5 เข�ามาใช�ใน 

การจัดจําแนกและยืนยันเชื้อ V. parahaemolyticus (Nair et al., 2007) โดยโมเลกุลเครื่องหมายท่ี
ใช�สําหรับวัตถุประสงค5นี้คือยีน tl ซ่ึงนํารหัสการสร�าง Thermolabie hemolysin หรือยีน toxR ซ่ึง
นํารหัสการสร�าง Transmembrane regulatory protein ซ่ึงยีนท้ังสองชนิดนี้พบใน                  
V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุ5 (Bej et al., 1999; Kim et al., 1999) นอกจากการระบุชนิด
โดยอาศัยยีน tl หรือ toxR แล�วยังมีการตรวจสอบและบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5ก�อโรคของ               
V. parahaemolyticus  โดยตรวจสอบการมีอยู�ของยีน tdh (Thermostable direct hemolysin) 
และ/หรือ trh (TDH-related hemolysin) 
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ตารางท่ี 2-1  แบบแผนคุณลักษณะทางชีวเคมีสําหรับการจัดจําแนกแบคทีเรียสกุลวิบริโอ 
 

หมายเหตุ 
      -    90-100 เปอร5เซ็นต5ของสายพันธุ5ให�ผลลบ       +     90-100 เปอร5เซ็นต5ของสายพันธุ5ให�ผลบวก 
    [-]   11-25 เปอร5เซ็นต5ของสายพันธุ5ให�ผลบวก       [+]    76-89 เปอร5เซ็นต5ของสายพันธุ5ให�ผลบวก 
     d    26-75  เปอร5เซ็นต5ของสายพันธุ5ให�ผลบวก             a    มีการเติมเกลือ NaCl 1 เปอร5เซ็นต5 
     Y   โคโลนีสีเหลือง          G     โคโลนีสีเขียว  
(ท่ีมา: ดัดแปลงมาจาก Farmer et al., 1985, p. 285; Holt et al., 1994; ISO/TS 21872-1, 
2007) 
 

 1.4.3  การจําแนกซีโรไทปY 
การแบ�งซีโรไทปnของเชื้อ V. parahaemolyticus  ปeจจุบัน O-antigen มี 13 ชนิด  

และK-antigen มี 71 ชนิด (Yeung & Boor, 2004) ซีโรไทปnของเชื้อต�องบอกท้ังชนิดของแอนติเจนท่ี
ผนังเซลล5(O-antigen) และแอนติเจนท่ีแคปซูล (K-antigen) เนื่องจากมีความสัมพันธ5กับการติดเชื้อ
ซ่ึงทําให�เกิดระบาดของเชื้อนี้  ข�อมูลสําคัญประการหนึ่งเก่ียวกับการระบาดของแบคทีเรียชนิดนี้  

คุณสมบัติทางชีวเคมี 
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Growth on TCBS agar Y Y G Y Y/G Y G G G 
Indole production testa [+] + - [-] + [-] + + + 
Citrate utilization test - + - + - d + - d 
Oxidase test + + + + + - + + + 
ONPG - + - d - d + - d 
Motility test + + d d - d + + + 
Methyl red test d + + + + - + [+] [+] 
Acid from L-arabinose - - - + - - - [+] - 
Acid from sucrose + + - + d + - - [-] 
Gas from D-glucose - - - - - - - - - 
Acid from D-glucose + + + + d + + + + 
Acid from lactose - - - - - d [-] - [+] 
Lysine decarboxylase testa + + d - + d + + + 
Ornithine decarboxylasea d + - - - - + + d 
Arginine dihydrolasea - - + + - d - - - 
Growth in the presence of  NaCl 
            0% NaCl - + 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- + - - 

            1% NaCl + + + + + + + + + 
            6% NaCl + d + + + [+] d + d 
            8% NaCl + - - d - d - [+] - 
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คือการปรากฏของเชื้อสายพันธุ5ระบาดท่ัวซ่ึงมีซีโรไทปnเป�น O3:K6  V. parahaemolyticus O3:K6 
ถูกรายงานว�าเป�นสาเหตุสําคัญของการระบาดใหญ�ของโรคอาหารเป�นพิษเป�นครั้งแรกท่ีเมืองกัลกัตตา 
ประเทศอินเดีย เม่ือเดือนกุมภาพันธ5 ค.ศ. 1996 ซ่ึงก�อนหน�านี้ไม�เคยมีรายงานถึงการแยกเชื้อซีโรไทปn
นี้มาก�อนในเมืองกัลกัตตา  นอกจากนี้ยังพบว�า V. parahaemolyticus O3:K6 ท่ีแยกได�จากเมือง
กัลกัตตานี้มียีนก�อโรค tdh แต�ไม�มียีน trh และลักษณะทางพันธุกรรมหรือแบบแผนดีเอ็นเอท่ีได�จาก
การทํา AP-PCR เป�นเอกลักษณ5เฉพาะ แตกต�างไปจาก O3:K6 ท่ีเคยพบก�อนปr ค.ศ. 1996 (tdh- 
trh+) จึงได�มีการจัดให�เชื้อสายพันธุ5นี้เป�น O3:K6 สายพันธุ5ใหม� (new O3:K6) ซ่ึงในเวลาต�อมาพบว�า
เป�นสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในมนุษย5และก�อให�เกิดการระบาดไปท่ัวโลก (Mitsuaki, 2009)  
นอกจากนี้ยังมีรายงานถึง V. parahaemolyticus ซีโรไทปnอ่ืน ๆ เช�น O1:K25, O4:K68, O1:KUT, 
O6:K18 และ O3:K46 เป�นต�น ท่ีทําให�เกิดการระบาดท่ัวซ่ึงมีลักษณะทางพันธุกรรมคล�ายคลึงกับ 
(new) O3:K6 โดยคาดว�าซีโรไทปnเหล�านี้น�าจะมีจุดกําเนิดมาจากโคลนเดียวกัน คือ (new) O3:K6 
จากนั้นมีวิวัฒนาการแปรผันไป (Matsumoto et al., 2000; Serichantalerg et al., 2007; Han 
et al., 2008) 
 
 1.4.4  การบ�งช้ี V. parahaemolyticus (new) O3:K6 

ในปr ค.ศ. 2000 Matsumoto et al. (2000) พัฒนาเทคนิคท่ีเรียกว�า GS-PCR 
สําหรับตรวจสอบและบ�งชี้ V. parahaemolyticus (new) O3:K6 เทคนิคนี้อาศัยการออกแบบ 
ไพร5เมอร5จากดีเอ็นเอบริเวณจําเพาะท่ีอยู�ในภาย toxRS operon ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทด5แตกต�างไป
จากท่ีพบใน V. parahaemolyticus O3:K6 สายพันธุ5เดิม (old) O3:K6 รวมถึงซีโรไทปnอ่ืน ๆ โดย
เม่ือเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด5ของ toxRS ระหว�าง (new) O3:K6 และ (old) O3:K6 พบว�ามี
ความแตกต�างอยู� 11-14 ตําแหน�ง โดยในจํานวนนี้ท่ีมีนิวคลีโอไทด5อยู� 7 ตําแหน�งมีลักษณะคงท่ี (ภาพ
ท่ี 2-3)  การออกแบบไพร5เมอร5สําหรับ GS-PCR อาศัยความแตกต�างของนิวคลีโอไทด5 2 ตําแหน�ง  
(จาก 7 ตําแหน�งดังกล�าวข�างต�น) ระหว�าง (new) และ (old) O3:K6  คณะผู�วิจัยพบว�า (new) O3:K6 
ทุกสายพันธุ5 รวมท้ังซีโรไทปnอ่ืน ๆ ท่ีมีจุดเริ่มต�นของการแปรผันไปจาก (new) O3:K6 เช�น O1:KUT 
และ O4:K68 ให�ผล GS-PCR เป�นบวก ในขณะท่ี (old) O3:K6 ทุกสายพันธุ5ท่ีนํามาศึกษาให�ผลลบ 
ดังนั้นในเวลาต�อมางานวิจัยจํานวนมากจึงนําเทคนิคนี้มาใช�ในการบ�งชี้ลักษณะของสายพันธุ5 
ระบาดท่ัว กล�าวคือให�ผล GS-PCR เป�นบวก (GS-PCR+)  

นอกจากการทํา GS-PCR แล�ว ยังมีงานวิจัยท่ีรายงานถึงการใช�โมเลกุลเครื่องหมาย 
อ่ืน ๆ สําหรับบ�งชี้ V. parahaemolyticus (new) O3:K6 เช�น Myers et al. (2003) พัฒนาเทคนิค 
พีซีอาร5สําหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส�วนท่ีเป�น ORF8 ของฟาจ f237 สําหรับบ�งชี้ความเป�นเชื้อ 
V. parahaemolyticus (new) O3:K6 การท่ีคณะผู�วิจัยเลือก ORF8 เป�นโมเลกุลเครื่องหมาย 
เนื่องจากพบว�าฟาจ f237 มีความจําเพาะในการบุกรุก V. parahaemolyticus (new) O3:K6 จีโนม
ของฟาจชนิดนี้มี 10 ORFs โดยท่ีจากการวิเคราะห5ลําดับนิวคลีโอไทด5แล�วพบว�าลําดับนิวคลีโอไทด5
ของ ORF8 ไม�มีลักษณะท่ีเหมือนหรือคล�ายคลึง (Homology) กับดีเอ็นเอชนิดอ่ืน ๆ ท่ีพบในสิ่งมีชีวิต   
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จากการศึกษาในเบ้ืองต�นของคณะผู�วิจัยนี้พบว�าไพร5เมอร5ท่ีออกแบบมาสําหรับ 
การเพ่ิมปริมาณ ORF8 มีความจําเพาะต�อ V. parahaemolyticus (new) O3:K6 เท�านั้น อย�างไร  
ก็ตามรายงานวิจัยของ Bhuiyan et al. (2002) แสดงให�เห็นว�า ORF8 สามารถถูกตรวจพบได�ใน     
ซีโรไทปn O1:KUT, O1:K25 และ O4:K68 ด�วยเช�นกัน รวมท้ังให�ข�อมูลว�าการตรวจสอบการมีอยู�ของ 
ORF8 นั้นให�ผลท่ีไม�สอดคล�องกับลักษณะจีโนไทปnของสายพันธุ5ระบาดท่ัว (GS-PCR และ AP-PCR)  
ท้ังนี้เนื่องจากจีโนมของฟาจท่ีแทรกอยู�กับจีโนมของแบคทีเรียนั้นอาจเกิดการขาดหายไปบางส�วน (ซ่ึง
รวมส�วนของ ORF8 อยู�ด�วย) หรือท้ังจีโนมก็เป�นไปได�ทําให�การตรวจสอบโดยใช� ORF8 เป�นเป�าหมาย
นั้นอาจแสดงผลเป�นลบข้ึนมาได� คณะผู�วิจัยจึงไม�แนะนําให�ใช� ORF8 เป�นโมเลกุลเครื่องหมายเพียง
ชนิดเดียวเพ่ือบ�งชี้สายพันธุ5ระบาดท่ัว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2-3   ตําแหน�งเป�าหมายของไพร5เมอร5 (GS-VP.1 และ GS-VP.2) ท่ีใช�ในการเพ่ิมจํานวน 

 toxRS ด�วยเทคนิค GS-PCR และองค5ประกอบของเบสท่ีแตกต�างกันจาก toxRS 
 ระหว�าง O3:K6 สายพันธุ5เดิม และ O3:K6 สายพันธุ5ใหม�  

(ท่ีมา: Matsumoto et al., 2000) 
 
 
2 .  รายงานวิจัยท่ีเก่ียวข!องกับการศึกษา 

สุภาทินี โสบุณ (2546) ตรวจสอบลักษณะของ V. parahaemolyticus ท่ีแยกจากอาหาร
ทะเล และผู�ปfวยในภาคใต�ของประเทศไทยเป�นจํานวน 666 ไอโซเลท และ 188 ไอโซเลท ตามลําดับ 
พบยีน tdh และ trh ในเชื้อท่ีแยกได�จากอาหารทะเล 14 ไอโซเลท และ 2 ไอโซเลท ตามลําดับ ส�วน
เชื้อท่ีแยกได�จากผู�ปfวย พบว�า 168 ไอโซเลทมียีน tdh 10 ไอโซเลทมียีน trh และพบเชื้อ 5 ไอโซเลท
มีท้ังยีน tdh และ trh เม่ือตรวจสอบซีโรไทปn พบว�า V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จากตัวอย�าง
สิ่งแวดล�อมมีซีโรไทปnเป�น O3:K6 มากท่ีสุด (50.0 เปอร5เซ็นต5)  รองลงมาคือซีโรไทปn O1:K25  
(31.3 เปอร5เซ็นต5) และซีโรไทปnอ่ืน ๆ (18.8 เปอร5เซ็นต5) ส�วน V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จาก
ผู�ปfวยพบว�ามีซีโรไทปn O3:K6 มากท่ีสุด (50.0 เปอร5เซ็นต5) รองลงมาคือซีโรไทปn O1:K25  
(10.1 เปอร5เซ็นต5)  O4:K68 (5.3 เปอร5เซ็นต5)  และซีโรไทปnอ่ืน ๆ (34.6 เปอร5เซ็นต5)  เม่ือนําเชื้อ

toxRS.1 toxRS.2 

GS-VP.1 GS-VP.2 
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ท้ังหมดมาทดสอบ GS-PCR  พบ V. parahaemolyticus ซีโรไทปn O1:K25 เป�นซีโรไทปnใหม�ท่ีแยก
ได�จากตัวอย�างสิ่งแวดล�อมท่ีมีแหล�งกําเนิดเดียวกันกับสายพันธุ5ท่ีกําลังระบาด เม่ือนํามาตรวจยืนยัน 
โดยวิธี AP-PCR และ PFGE พบว�ารูปแบบของแถบดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus ซีโรไทปn 
O3:K6, O1:K25  และ O3:KUT ท่ีแยกได�จากสิ่งแวดล�อมและสายพันธุ5ท่ีแยกได�จากผู�ปfวยมีลักษณะท่ี
คล�ายคลึงกันแสดงว�า V. parahaemolyticus ซีโรไทปnเหล�านี้ท่ีแยกได�จากสิ่งแวดล�อมและผู�ปfวย 
มาจากแหล�งกําเนิดเดียวกัน  

สุภาทินี โสบุญ และทรรศนีย5 มาศจํารัส (2548) ศึกษา V. parahaemolyticus สายพันธุ5 
ก�อโรคท่ีแยกจากหอยนางรมสดจากฟาร5มเลี้ยงบริเวณอ�าวบ�านดอน อําเภอกาญจนดิษฐ5  
จังหวัดสุราษฎร5ธานี ระหว�างเดือนตุลาคม พ.ศ. 2546 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2547 โดยเก็บตัวอย�าง
ทุกเดือน เดือนละ 12 ตัวอย�าง รวมท้ังหมด 144 ตัวอย�าง จากการจําแนกและบ�งชี้เชื้อ  
V. parahaemolyticus โดยวิธี Immunomagnetic technique การทดสอบทางชีวเคมีและวิธี   
พีซีอาร5 โดยใช�ยีน toxR เป�นยีนเป�าหมาย พบ V. parahaemolyticus ในหอยนางรม 120 ตัวอย�าง  
(83.3 เปอร5เซ็นต5) สามารถแยกเชื้อ V. parahaemolyticus ท้ังหมด 422 ไอโซเลท เม่ือนําไป
ตรวจสอบการมีอยู�ของยีน tdh และ trh ซ่ึงเป�นยีนท่ีควบคุมการสร�างสารพิษ TDH และ TRH 
ตามลําดับ พบ V. parahaemolyticus จํานวน 1 ไอโซเลท (0.2 เปอร5เซ็นต5)  ท่ีมียีนสร�างสารพิษ 
ท้ัง 2 ชนิด (tdh+ trh+) ผู�วิจัยกล�าวว�า แม�ว�าปริมาณ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีมียีนสร�าง
สารพิษท่ีพบในหอยนางรมจะมีปริมาณน�อย  แต�การบริโภคหอยนางรมดิบ ๆ ก็มีโอกาสเสี่ยงในการ
เกิดโรคกระเพาะและลําไส�อักเสบได� 

ขวัญฤทัย  แสงโนราช (2553)  ทําการสํารวจการปนเป��อนของ V. parahaemolyticus 
และ V. vulnificus ในหอยนางรมสดแกะเปลือก จํานวนท้ังหมด 120 ตัวอย�าง ซ่ึงเก็บจากร�านค�า
บริเวณชายฝe�งทะเล ตําบลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี ในช�วงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2552  ถึงเดือน
กุมภาพันธ5 พ.ศ. 2553  โดยใช�เทคนิคมัลติเพล็กซ5พีซีอาร5 ยีนเป�าหมายท่ีใช�ในการตรวจสอบคือ ยีน tl 
สําหรับตรวจสอบ V. parahaemolyticus ท้ังหมด ยีน tdh สําหรับบ�งชี้ V. parahaemolyticus 
สายพันธุ5ก�อโรค (tdh+) และยีน vvh สําหรับบ�งชี ้V. vulnificus ท้ังหมด พบว�าหอยนางรมสดแกะ
เปลือกท่ีนํามาตรวจสอบมีการปนเป��อน V. parahaemolyticus มากท่ีสุดในเดือนธันวาคม พ.ศ. 
2552 (100 เปอร5เซ็นต5) รองลงมาคือเดือนกุมภาพันธ5 พ.ศ. 2553 (95 เปอร5เซ็นต5) และเดือนมกราคม  
พ.ศ. 2553 (92.5 เปอร5เซ็นต5) ตามลําดับ สําหรับ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรค (tdh+) 
พบว�ามีการปนเป��อนอยู�ในตัวอย�างของเดือนกุมภาพันธ5 พ.ศ. 2553 เท�านั้น (9 ตัวอย�าง, 22.5 
เปอร5เซ็นต5) และตรวจไม�พบ V. vulnificus  
 Bej et al. (1999)  ใช�เทคนิคมัลติเพล็กซ5พีซีอาร5ตรวจสอบการปนเป��อนของ 
V. parahaemolyticus ในหอยทะเล โดยใช�ยีนเป�าหมาย คือ tl, tdh และ trh  ในเบ้ืองต�นมีการ
ทดสอบความจําเพาะของไพร5เมอร5กับ V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�ในห�องปฏิบัติการจํานวน
ท้ังหมด 111 ไอโซเลท ได�แก� เชื้อท่ีแยกได�จากผู�ปfวย จํานวน 27 ไอโซเลท เชื้อท่ีแยกได�จากอาหาร
ทะเล  จํานวน 43 ไอโซเลท  เชื้อท่ีแยกได�จากสิ่งแวดล�อม จํานวน 15 ไอโซเลท  เชื้อท่ีแยกได�จาก
หอยนางรม จํานวน 19 ไอโซเลท  และเชื้อท่ีเก็บรักษาไว�ในห�องปฏิบัติการ จํานวน 7 ไอโซเลท      
ผลการศึกษาพบว�า V. parahaemolyticus ทุกไอโซเลทให�ผลบวกกับยีน tl รวมท้ังพบการมีอยู�ของ
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ยีน tdh และ trh  ในเชื้อจํานวน 42 ไอโซเลท  ส�วนเชื้อท่ีตรวจพบเฉพาะยีน tdh หรือ trh  มีจํานวน 
18 และ 1 ไอโซเลท ตามลําดับ และมี 50 ไอโซเลทของเชื้อท่ีนํามาศึกษาท้ังหมดตรวจไม�พบท้ัง tdh 
และ trh  เม่ือมีการเติมเชื้อ V. parahaemolyticus ลงไปในหอยนางรม พบว�าปริมาณเชื้อเริ่มต�นท่ี
เติมลงไปในตัวอย�างท่ีน�อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบได� คือ 102 CFU ต�อ 10 กรัมของตัวอย�างภายหลัง
ท่ีผ�านข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณเชื้อแล�วเป�นเวลา 8 ชั่วโมง 
 Kim et al. (1999) นําเทคนิคโคโลนีไฮบริไดเซชัน (Colony hybridization) มาใช�ในการ
จําแนก V. parahaemolyticus โดยใช�โพรบท่ีมีความจําเพาะต�อยีน toxR ของแบคทีเรียชนิดนี้   
จากการทดสอบกับท้ังหมด 663 สายพันธุ5 ประกอบด�วยตัวอย�างท่ีเป�นเชื้อ V. parahaemolyticus 
จํานวน 373 สายพันธุ5 และแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ อีก 290 สายพันธุ5 พบว�า V. parahaemolyticus 
ท้ัง 373 สายพันธุ5 แสดงผลการทดสอบเป�นบวกท้ังหมด ในขณะท่ีแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ทุกสายพันธุ5
แสดงผลลบท้ังหมด ยกเว�น Vibrio alginolyticus ท่ีให�ผลการทดสอบเป�นบวกอย�างอ�อน (Weak 
positive) 
 Wong et al. (2000)  ตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมและคุณสมบัติทางชีววิทยาบาง
ประการของ V. parahaemolyticus ซีโรไทปn O3:K6 ท่ีแยกจํานวน 205 ไอโซเลท ซ่ึงแยกได�จาก
ผู�ปfวยในประเทศอินเดีย  ญ่ีปุfน  เกาหลี และไต�หวัน โดยใช�เทคนิค PFGE  การตรวจสอบการมีอยู�ของ
ยีนท่ีมีความสามารถในการสร�างโปรตีน TDH รวมท้ังความไวต�อยาปฏิชีวนะ เม่ือพิจารณารูปแบบของ 
PFGE  พบว�ามีท้ังหมด 13 รูปแบบ ซ่ึงสามารถจัดแบ�งออกเป�น 2 กลุ�มได�อย�างชัดเจน โดย V. 
parahaemolyticus O3:K6 ท่ีแยกได�ก�อนปr ค.ศ. 1996 ทุกไอโซเลทถูกจัดอยู�ในกลุ�มเดียวกัน โดย
แยกจากอีกกลุ�มหนึ่งซ่ึงเป�น V. parahaemolyticus O3:K6 ท่ีแยกได�ในช�วงต้ังแต� ค.ศ. 1996 จนถึง
ปeจจุบัน ซ่ึงทุกไอโซเลทแสดงผลบวกต�อยีน tdh อย�างไรก็ตามไม�พบความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญ
ระหว�างเชื้อท้ังสองกลุ�มนี้ รวมท้ังเชื้อท่ีไม�ใช�ซีโรไทปn O3:K6 ในด�านความไวต�อยาปฏิชีวนะ 
ความสามารถในการสร�าง TDH และความไวต�อสภาวะเครียด ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้แสดงให�เห็น
ว�า V. parahaemolyticus O3:K6 สายพันธุ5ท่ีแยกได�หลังจาก ค.ศ. 1996 มีความสัมพันธ5ทาง
พันธุกรรมท่ีใกล�ชิดกัน ในขณะท่ีลักษณะทางชีววิทยาอ่ืน ๆ นั้นแปรผันไปตามสายพันธุ5ของเชื้อโดยไม�
ปรากฏว�ามีลักษณะใดท่ีเป�นลักษณะเฉพาะสําหรับ V. parahaemolyticus O3:K6 สายพันธุ5ท่ีแยก
ได�หลังจาก ค.ศ. 1996 จนถึงปeจจุบัน  
 Laohaprertthisan et al. (2003) ตรวจสอบ V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จากผู�ปfวย 
โรคท�องร�วงในโรงพยาบาลสงขลานครินทร5และโรงพยาบาลหาดใหญ� ระหว�างเดือนมกราคมถึงเดือน
ธันวาคม ค.ศ. 1999 จํานวน 317 ไอโซเลท เพ่ือตรวจหาเชื้อ V. parahaemolyticus ท่ีเกิดการ
ระบาดอย�างแพร�หลาย พบว�า 76 เปอร5เซ็นต5ของ V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�มีคุณสมบัติตรง
กับสายพันธุ5ท่ีระบาดท่ัวและมีลักษณะทางพันธุกรรมสัมพันธ5กันกับ V. parahaemolyticus ซีโรไทปn 
O3:K6 รวมท้ังยังพบซีโรไทปnอ่ืน ๆ อีก คือ O1:K25, O1:K41 และ O4:K12  นอกจากนี้ยังตรวจพบ
สายพันธุ5 O1:K25 และ O1:K41 ร�วมกับสายพันธุ5ท่ีเกิดการระบาดซ่ึงแยกได�จากนักท�องเท่ียว 
ท่ีเดินทางเข�ามาในประเทศไทยและประเทศในแถบเอเชียระหว�าง ค.ศ. 1998  และปr ค.ศ. 1999 
แสดงให�เห็นว�าพ้ืนท่ีในเขตตอนใต�ของประเทศไทยนั้นมีการติดเชื้อ V. parahaemolyticus  
โดยส�วนหนึ่งท่ีพบเป�นสาเหตุของการระบาดนั้นเป�นสายพันธุ5เดียวกับท่ีมีการระบาดท่ัวโลก  



16 
 

 Bilung et al. (2005) ศึกษาการปนเป��อน V. parahaemolyticus ในหอยแครงท่ีเก็บจาก
บริเวณ Tanjung Karang ในรัฐ Selangor ประเทศมาเลเซีย โดยเก็บตัวอย�างในเดือนตุลาคมถึงเดือน
พฤศจิกายน ค.ศ. 2003  จํานวนท้ังหมด 100 ตัวอย�าง พบการปนเป��อนแบคทีเรียชนิดนี้ในตัวอย�าง
จํานวน 62 ตัวอย�าง ซ่ึงในการตรวจสอบการปนเป��อนนั้นทําโดยใช�อาหารคัดเลือก CHROMagar™ 
Vibrio ร�วมกับเทคนิคพีซีอาร5 โดยอาศัยการเพ่ิมปริมาณยีน toxR เพ่ือบ�งชี้การปนเป��อนของ          
V. parahaemolyticus ท้ังหมด ส�วนการบ�งชี้การปนเป��อน V. parahaemolyticus  
สายพันธุ5ก�อโรคโดยเทคนิคพีซีอาร5นั้น พบว�าตัวอย�างหอยแครงให�ผลบวกต�อยีน tdh และยีน trh 
จํานวน 2 และ 11 ตัวอย�าง ตามลําดับ 
 Wootipoom et al. (2007)  รายงานอุบัติการณ5ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5
ระบาดท่ัวในพ้ืนท่ีภาคใต�ของประเทศไทย โดยวิเคราะห5ซีโรไทปnและจีโนไทปnของ V. 
parahaemolyticus จํานวนท้ังหมด 865 ไอโซเลทท่ีแยกจากผู�ปfวยในโรงพยาบาลหาดใหญ� จังหวัด
สงขลา ระหว�างปr ค.ศ. 2000 ถึง 2005  การวิเคราะห5ประกอบด�วยการตรวจสอบซีโรไทปn  ตรวจสอบ
การมีอยู�ของยีน tdh และ trh  และการทํา GS-PCR  พบว�าอัตราการพบสายพันธุ5ระบาดท่ัว (GS-
PCR+ tdh+ trh-) ระหว�างปr ค.ศ. 2000 ถึง 2003 ค�อนข�างใกล�เคียงกัน กล�าวคือ 64.1, 67.5, 67.9 
และ 67.7 เปอร5เซ็นต5 ตามลําดับ ซีโรไทปnของสายพันธุ5ระบาดท่ัวท่ีตรวจพบส�วนใหญ�ได�แก� O3:K6, 
O1:K25, O4:K68 และ O1:KUT 
 Ansaruzzaman et al. (2008) วิเคราะห5ซีโรไทปnและจีโนไทปnของ V. parahaemolyticus 
จํานวน 58 ไอโซเลท ซ่ึงเป�นสายพันธุ5ท่ีแยกได�จากผู�ปfวยโรคท�องร�วงในโรงพยาบาลเมือง Beira 
ประเทศโมแซมบิค โดยตรวจสอบชนิดของแอนติเจน O และ K ตรวจสอบยีน toxR เพ่ือบ�งชี้ชนิดของ
เชื้อ ตรวจสอบยีน tdh และ trh เพ่ือบ�งชี้สายพันธุ5ก�อโรครวมท้ังตรวจสอบลักษณะของสายพันธุ5
ระบาดท่ัวโดยการทํา GS-PCR, ORF8-PCR, PFGE,  AP-PCR, และ MSTL  ผลการวิเคราะห5พบว�า  
V. parahaemolyticus ซีโรไทปn O3:K6 (38 ไอโซเลท)  และ O4:K68 (4 ไอโซเลท) ทุกสายพันธุ5ถูก
จัดอยู�ในกลุ�มเชื้อท่ีเป�นสายพันธุ5ระบาดท่ัวโดยมีความสัมพันธ5ใกล�ชิดกับเชื้อสายพันธุ5อ�างอิงท่ีมีซีโรไทปn
เป�น O3:K6 และ O4:K68 ซ่ึงแยกได�ในเอเชียในปr ค.ศ. 1996 และก�อให�เกิดการระบาดไปท่ัวโลกใน
เวลาต�อมา และจากการวิเคราะห5ความสัมพันธ5เชิงวิวัฒนาการพบว�า V. parahaemolyticus  
ซีโรไทปnอ่ืน ๆ  (O4:K13, O3:KUT และ O8:K41)  แสดงลักษณะทางพันธุกรรมท่ีแตกต�างไปจาก  
สายพันธุ5ระบาดท่ัว  

Lee et al. (2008) ตรวจสอบการปนเป��อนของ V. parahaemolyticus ในหอยนางรม 
(Crassotrea gigas) ท่ีเก็บจากตลาดสดขายปลีกในกรุงโซล สาธารณรัฐเกาหลี (เกาหลีใต�) ในช�วง
เดือนเมษายนถึงเดือนธันวาคม ค.ศ. 2005 จํานวน 72 ตัวอย�าง โดยมีปริมาณการปนเป��อนของเชื้อ 
V. parahaemolyticus อยู�ในช�วง 1-3 log MPN และพบว�าปริมาณของเชื้อมีสูงมากในฤดูร�อน 
ตอนปลายถึงต�นฤดูใบไม�ร�วง และลดลงจนไม�สามารถตรวจสอบได�ในเดือนธันวาคม ซ่ึงเป�นช�วง 
ฤดูหนาว และการตรวจสอบ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคโดยอาศัยยีน tdh และ trh  
พบเชื้อเพียง 1 ไอโซเลทท่ีให�ผลบวกกับยีน trh แต�ไม�พบเชื้อท่ีมียีน tdh 
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 Serichantalergs et al. (2008) วิเคราะห5ซีโรไทปnและจีโนไทปnของเชื้อ                       
V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จากผู�ปfวยในโรงพยาบาลบํารุงราษฎร5 กรุงเทพมหานคร โดยแยก
จากผู�ปfวยชาวต�างประเทศท่ีเดินทางมาพํานักในประเทศไทย จํานวน 50 ไอโซเลท และจากผู�ปfวยชาว
ไทย จํานวน 43 ไอโซเลท จากการวิเคราะห5ซีโรไทปn พบซีโรไทปnของสายพันธุ5ระบาดท่ัว คือ O3:K6, 
O1:K25 และ O1:KUT จํานวน 54, 11 และ 5 เปอร5เซ็นต5 ตามลําดับ รวมท้ังพบซีโรไทปnใหม�ในเชื้อ  
1 สายพันธุ5 คือ ซีโรไทปn O3:K46 ซ่ึงมีลักษณะจีโนไทปnบ�งชี้ว�าเป�นสายพันธุ5ระบาดท่ัว เม่ือวิเคราะห5
ด�วย PFGE พบว�าสายพันธุ5ระบาดท่ัวท้ังหมด รวมท้ัง O3:K46 ท่ีตรวจพบใหม�นี้มีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกล�ชิดกัน ซ่ึงแตกต�างไปจากเชื้อสายพันธุ5ท่ีพบท่ัวไป  

Zulkifli et al. (2009) ตรวจ V. parahaemolyticus ในตัวอย�างหอยแครงท่ีเก็บจาก
บริเวณทะเลสาบและแม�น้ํา เมือง Padong ประเทศอินโดนีเซีย โดยทําการแยกเชื้อบนอาหาร 
CHROMagar™ Vibrio และคัดเลือกเชื้อท่ีข้ึนบนอาหารท่ีให�โคโลนีสีม�วง นําเชื้อท่ีแยกได�มาสกัด 
ดีเอ็นเอและทําปฏิกิริยาพีซีอาร5 โดยอาศัยยีน toxR เป�นยีนเป�าหมาย และตรวจสอบ                   
V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคโดยอาศัยยีน tdh และ trh จากการศึกษาพบว�าตัวอย�าง
หอยแครงท้ังหมด 25 ตัวอย�าง สามารถแยกเชื้อ V. parahaemolyticus ได�ท้ังหมด 32 ไอโซเลท แต�
พบ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคเพียง 3 ไอโซเลท โดยท่ีเป�นเชื้อท่ีมียีน tdh 1 ไอโซเลท
และมียีน trh 2 ไอโซเลท 

Changchai & Suanjit (2014) ใช�เทคนิคมัลติเพล็กซ5พีซีอาร5ตรวจสอบการปนเป��อนของ
แบคทีเรีย V. parahaemolyticus ในหอยนางรมสดแกะเปลือกท่ีจําหน�ายบริเวณชายฝe�งทะเล    
อ�างศิลา จังหวัดชลบุรี ในช�วงระหว�างเดือนมีนาคม พ.ศ. 2553 ถึงเดือนกุมภาพันธ5 พ.ศ. 2554 
จํานวน 240 ตัวอย�าง พบการปนเป��อนของแบคทีเรียชนิดนี้ใน 219 ตัวอย�าง (91.3 เปอร5เซ็นต5) โดย
ช�วงฤดูร�อนพบการปนเป��อนสูงถึง 100 % รองลงมาคือฤดูฝน (84 เปอร5เซ็นต5) และฤดูหนาว (83.7 
เปอร5เซ็นต5) ตามลําดับ นอกจากนี้ยังตรวจพบการปนเป��อนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5  
ก�อโรคท่ีมียีนนํารหัสการสร�างโปรตีน TDH ในหอยนางรมจํานวน 29 ตัวอย�าง (12.1 เปอร5เซ็นต5) ซ่ึง
รายงานดังกล�าวนี้ถือเป�นครั้งแรกท่ีมีการระบุถึงการปนเป��อน V. parahaemolyticus สายพันธุ5 tdh+ 
เป�นครั้งแรกในหอยนางรมท่ีจําหน�ายในพ้ืนท่ีชายฝe�งทะเลภาคตะวันออกของประเทศไทย 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณWและวิธีการทดลอง 

 
วัสดุและอุปกรณW 
1.  แบคทีเรียสายพันธุWอ!างอิง (กรมวิทยาศาสตร5การแพทย5 กระทรวงสาธารณสุข) 

1.1 Vibrio parahaemolyticus DMST 15285 (tl+ tdh+ trh-) 
1.2 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 (tl+ tdh- trh+) 
1.3 Vibrio parahaemolyticus DMST 38340 ซีโรไทปn O3:K6 (tl+ tdh+ trh-) 
1.4 Vibrio cholerae  DMST 2873  
1.5 Vibrio alginolyticus DMST 14800  
1.6 Aeromonas hydrophila DMST 21250  

 
2.  แบคทีเรียท่ีแยกได!จากหอยนางรม  
 แบคทีเรีย จํานวน 1,785 ไอโซเลท แยกได�จากหอยนางรมสด จากร�านค�าปลีกบริเวณ 
ชายฝe�งทะเลอ�างศิลา ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2552 ถึงเดือนกุมภาพันธ5 พ.ศ. 2554 
ซ่ึงแต�ละไอโซเลทแยกได�บนอาหาร TCBS agar โดยมีลักษณะโคโลนีเป�นสีเขียวซ่ึงคาดว�าเป�น         
V. parahaemolyticus แต�ยังไม�ได�มีการจัดจําแนกและยืนยันชนิด   
 
3.  อาหารเล้ียงเช้ือ (วิธีการเตรียมแสดงในภาคผนวก ก) 

3.1 Alkaline Peptone Water (APW) 
3.2 Cytosine Tryptone Agar (CTA; Himedia®)  
3.3  Thiosulphate Citrate Bile Salt agar (TCBS; Oxoid) 
3.4  CHROMagar™ Vibrio (Paris, France) 
3.5  Tryptic Soy Agar (TSA; Difco™)+ NaCl 3 เปอร5เซ็นต5 (TSA+ NaCl 3 เปอร5เซ็นต5)  
3.6  Triple Sugar Iron agar (TSI; Difco™)   
3.7  Lysine Indole Motility (LIM; Difco™) 
3.8  Urease Test Broth (BBL™) 

 
4.  สารเคมี  บัฟเฟอรWและรีเอเจนตW (วิธีการเตรียมแสดงในภาคผนวก ข) 

4.1   Oxidase Reagent (BactiDrop™ Oxidase; Remel, UK) 
4.2   Ethidium bromide (10 มิลลิกรัมต�อมิลลิลิตร) 
4.3   Agarose (Seakem® LE Agarose) 
4.4   Gel-loading buffer (6X) 
4.5   Tris-Acetate-Electrophoresis (TAE) buffer 
4.6   Tris-HCl EDTA (TE) buffer, pH 8.0 
4.7  dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP: 100 mM each) 
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4.8  10X PCR buffer (Vivantis) 
4.9  50 mM MgCl2 (Vivantis) 

 
5.  เอนไซมW   

- Taq DNA Polymerase (Vivantis) 
 
6.  ชุดปฏิบัติการสําเร็จรูป 

6.1  pGEM-T Easy vector system (Promega) 
6.2  Wizard SV gel and PCR clean-up system (Promega) 
6.3  Qiaprep spin miniprep kit (QIAGEN) 

 
7.  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

-  Standard molecular weight marker (VC 100bp Plus DNA Ladder, Vivantis) 
 

8.   ไพรWเมอรW 
 ไพร5เมอร5ท่ีใช�ในการศึกษาแสดงรายละเอียดดังตารางท่ี 3-1 
 
ตารางท่ี 3-1  ไพร5เมอร5ท่ีใช�ในการศึกษา 
 

ไพรWเมอรW 
 

ลําดับนิวคลีโอไทดW 
(5’          3’) 

ยีน
เปdาหมาย 

ขนาดผลิตภัณฑW 
พีซีอารW  (bp) 

แหล�งอ!างอิง 

L-tl 
R-tl 

AAA GCG GAT TAT GCA GAA GCA CTG 
GCT ACT TTC TAG CAT TTT CTC TGC 

tl 450 Bej et al., 1999 

L-tdh 
R-tdh 

GTA AAG GTC TCT GAC TTT TGG AC 
TGG AAT AGA ACC TTC ATC TTC ACC 

tdh 269 Bej et al., 1999 

L-trh 
R-trh 

TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT 
CAT AAC AAA ACT ATG CCC ATT TCC G 

trh 500 Bej et al., 1999 

L-toxRS 
R-toxRS 

TAA TGA GGT AGA AAC A 
ACG TAA CGG GCC TAC A 

toxRS 651 
Matsumoto et al., 
2000 

L-ORF8 
R-ORF8 

AGG ACG CAG TTA CGC TTG ATG 
CTA ACG CAT TGT CCC TTT GTA G 

ORF8 369 Myers et al., 2003 

MAS2F 
MAS1R 

TCC TGG CTC AGA TTG AAC GCT 
CTT GTT ACG ACT TCA CCC CAG 

16S rRNA 
gene  

1,500 
สุดารัตน5 สวนจิตร 
และคณะ, 2554 

 
9.  เครื่องมือ 

 9.1    Gel chamber (BIO-RAD, WIE MINI SUBTM CELL) 
 9.2    Power supply (HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENT, PS 500XT) 
 9.3    Water bath (SHELLAB, Model 1265) 
 9.4    UV transilliminator (SPECTROLINE® Model TVC-312A) 
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 9.5    Microcentrifuge (Sartorius, GIGMA®1-14, Germany) 
 9.6    DNA thermal cycler (Biometra®, TGradient)   

 
วิธีการทดลอง 
1.  การฟhiนสภาพเช้ือจากเซลลWท่ีเก็บรักษา 

นําไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีเก็บรักษาไว�ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ต้ังท้ิงไว�ท่ีอุณหภูมิห�อง 
จากนั้นใช�ไมโครป�เปตดูดเชื้อปริมาตร 15 ไมโครลิตร ใส�ลงในอาหาร TSB + NaCl 
3 เปอร5เซ็นต5 ซ่ึงอยู�ใน Microtiterplate (ปริมาตร 180 ไมโครลิตร) นําไปบ�มท่ีอุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เป�นเวลา 16-24 ชั่วโมง นําเซลล5ท่ีเจริญมาขีดบนอาหาร TSA + NaCl 3 เปอร5เซ็นต5 
นําไปบ�มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 16-24 ชั่วโมง เลือกโคโลนีเด่ียวเก็บในหลอดอาหาร  
CTA ต้ังท้ิงไว�ท่ีอุณหภูมิห�อง 

 
2.  การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ V. parahaemolyticus  
     (ดัดแปลงจาก ISO/TS 21872-2:2007) 

นําเชื้อท่ีเก็บอยู�ในอาหาร CTA มาขีดลงบนอาหาร TSA+ NaCl 3 เปอร5เซ็นต5 นําไปบ�มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 16-24 ชั่วโมง จากนั้นนําโคโลนีเด่ียวของเชื้อมาขีดลงบนอาหาร 
CHROMagar™ Vibrio (CaV) และ TCBS agar  คัดเลือกโคโลนีท่ีมีสีม�วงจาก CaV และโคโลนีสี
เหลืองหรือสีเขียวจากอาหาร TCBS agar เพ่ือนําไปย�อมสีแกรมและทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีดังนี้ 
ทดสอบเอนไซม5ออกซิเดส เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม5ออกซิเดส ทดสอบการ
เจริญบนอาหาร TSI agar เพ่ือดูการหมักย�อยน้ําตาล 3 ชนดิ ได�แก� น้ําตาลแลคโตส น้ําตาลซูโครส 
และน้ําตาลกลูโคส และทดสอบการเจริญบนอาหาร LIM  เพ่ือตรวจสอบการผลิตเอนไซม5             
ไลซีนดีคาร5บอกซีเลส  การผลิตอินดอล และการเคลื่อนท่ี ตามลําดับ (วิธีการทดสอบแสดงใน
ภาคผนวก ค)  บันทึกลักษณะทางชีวเคมีของการทดสอบต�าง ๆ และนําข�อมูลไปใช�เพ่ือการจําแนก   
V. parahaemolyticus ตามวิธีจําแนกเชื้อของ (Farmer et al., 1985) 

 
3.  การยืนยันเช้ือ V. parahaemolyticus โดยใช!ยีนเครื่องหมาย tl 

(สุดารัตน5 สวนจิตร และคณะ, 2554) 
นําไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีแล�วบ�งชี้ว�าเป�น  

V. parahaemolyticus มายืนยันผลโดยใช�เทคนิคพีซีอาร5เพ่ิมปริมาณยีนเป�าหมาย คือยีน tl 
ซ่ึงพบในแบคทีเรียชนิดนี้ทุกสายพันธุ5 โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

3.1  การสกัดดีเอ็นเอ   
       นําแบคทีเรียแต�ละไอโซเลทมาเพาะเลี้ยงในอาหาร APW (ปริมาตร 1 มิลลิลิตร)  

บ�มข�ามคืนท่ีอุณหภูมิ 35+2 องศาเซลเซียส เก็บเซลล5โดยการปe�นเหวี่ยงด�วยความเร็วรอบ  
10,000 รอบต�อนาที เป�นเวลา 10 นาที จากนั้นแขวนลอยเซลล5ในบัฟเฟอร5 TE (pH 8.0) ปริมาตร  
350 ไมโครลิตร และนําไปต�มในน้ําเดือด เป�นเวลา 10 นาที จากนั้นนํามาแช�บนน้ําแข็งทันที  
เป�นเวลา 5 นาที เก็บส�วนน้ําใส (สารละลายดีเอ็นเอ) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร นําไปใช�เป�น 
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ดีเอ็นเอแม�แบบสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร5  
 

3.2  ปฏิกิริยาพีซีอารW 
       จัดเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร5โดยมีองค5ประกอบดังแสดงในตารางท่ี 3-2 

 
ตารางท่ี 3-2  องค5ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร5สําหรับเพ่ิมปริมาณยีน tl 
 

องคWประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข!มข!นสุดท!าย 
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 32  
10X PCR buffer 5 1x 
50 mM MgCl2 1.5 1.5 mM 
10 mM dNTP 1 0.2 mM (แต�ละชนิด) 
10 µM Forward  primers (L-tl) 2.5 0.5 µM 
10 µM Reverse primers (R-tl) 2.5 0.5 µM 
5 U/µl Taq DNA Polymerase 0.5 2.5 U 
DNA template 5 0.5-0.75 µg 

ปริมาตรรวม 50  
 

ชุดควบคุมเชิงบวกใช�ดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ5อ�างอิง V. parahaemolyticus  
DMST 15285 เป�นแม�แบบ ชุดควบคุมเชิงลบใช�ดีเอ็นเอของ V. cholerae DMST 2873 เป�นแม�แบบ 
ส�วนชุดควบคุมรีเอเจนต5 ใช�น้ํากลั่นปราศจากเชื้อแทนดีเอ็นเอแม�แบบ และชุดควบคุมภายใน 
(Internal control) ใช�คู�ไพร5เมอร5ยูนิเวอร5ซัลสําหรับเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA เพ่ือควบคุมคุณภาพ
ของดีเอ็นเอท่ีนํามาใช�เป�นแม�แบบ  

ดําเนินปฏิกิริยาพีซีอาร5ภายใต�สภาวะดังนี้ Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95           
องศาเซลเซียสเป�นเวลา 3 นาที ตามด�วยข้ันตอน Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป�น
เวลา 45 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 30 วินาที และ Extension ท่ี
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 30 วินาที จํานวน 35 รอบ ข้ันตอนสุดท�ายเป�น Final 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 7 นาที (ตารางท่ี 3-3) เม่ือเสร็จสิ้นการดําเนิน
ปฏิกิริยา ตรวจผลโดยการทําอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส (ใช�อะกาโรสเจล ความเข�มข�น 1.5 
เปอร5เซ็นต5 และใช� TAE เป�นบัฟเฟอร5) ย�อมด�วยเอทธิเดียมโบรไมด5  และตรวจดูแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ
บนเจลโดยใช�เครื่อง UV transilluminator 
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ตารางท่ี 3-3  สภาวะของปฏิกิริยาพีซีอาร5ท่ีใช�ในการเพ่ิมปริมาณยีน tl 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (๐C) ระยะเวลา จํานวนรอบ 
Initial denaturation 95 3 (m) 1 
Denaturation 94 45 (s)  

35 Annealing 63 30 (s) 
Extension 72 30 (s) 
Final extension 72 7 (m) 1 

 
4.  การเก็บรักษาเช้ือบริสุทธิ์ 

นํา V. parahaemolyticus ทุกไอโซเลทท่ีผ�านการยืนยันเชื้อและตรวจสอบลักษณะ 
ทางพันธุกรรมท่ีเก่ียวข�องกับการก�อโรคและการระบาดท่ัวแล�ว  จากอาหาร CTA ใส�ลงในอาหาร  
TSB+ NaCl 3 เปอร5เซ็นต5 ซ่ึงอยู�ใน Microtiterplate (ปริมาตร 180 ไมโครลิตร) นําไปบ�มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 16-24 ชั่วโมง นําเซลล5ท่ีเจริญขีดลงบนอาหาร T1N3 agar บ�มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 16-24 ชั่วโมง ขูดเชื้อบนอาหาร T1N3 agar ใส�ลงในหลอดอาหาร  
TSB+ NaCl 3 เปอร5เซ็นต5+กลีเซอรอล 30 เปอร5เซ็นต5 จากนั้นป�ดฝาหลอดให�เรียบร�อยแล�วพันทับ
ด�วยพาราฟ�ล5ม นําไปเก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 
5.  การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมบางประการของ V. parahaemolyticus 

นํา V. parahaemolyticus ท่ียืนยันเชื้อด�วยเทคนิคพีซีอาร5แล�วให�ผลบวกต�อยีน tl (tl+)  
มาตรวจสอบการมีอยู�ของยีน tdh และ trh ซ่ึงเป�นเครื่องหมายบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5ก�อโรค และ
ตรวจสอบการมีอยู�ของ Group-specific (GS) sequence และ ORF8 ของฟาจ f237 ซ่ึงเป�น
เครื่องหมายบ�งชี้สายพันธุ5ท่ีเกิดการระบาดท่ัว  

5.1  การสกัดดีเอ็นเอ   
       การสกัดดีเอ็นเอปฏิบัติตามวิธีท่ีได�กล�าวมาแล�วในข�อ 3.1 
5.2  การเพ่ิมปริมาณยีนเปdาหมายโดยเทคนิคพีซีอารW 
       (1)  การเพ่ิมปริมาณยีน tdh (สุดารัตน5 สวนจิตร และคณะ, 2554) 

จัดเตรียมองค5ประกอบของปฏิกิริยา เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน tdh ดังมีรายละเอียด
แสดงในตารางท่ี 3-4 และดําเนินปฏิกิริยาภายใต�สภาวะท่ีกําหนดไว�ในตารางท่ี 3-5  
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ตารางท่ี 3-4  องค5ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร5สําหรับเพ่ิมปริมาณยีน tdh 
 

องคWประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข!มข!นสุดท!าย 
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 32  
10X PCR buffer 5 1x 
50 mM MgCl2 1.5 1.5 mM 
10 mM dNTP  1 0.2 mM (แต�ละชนิด) 
10 µM Forward  primers (L-tdh) 2.5 0.5 µM 
10 µM Reverse primers (R-tdh) 2.5 0.5 µM 
5 U/µl Taq DNA Polymerase 0.5 2.5 U 
DNA template 5 0.5-0.75 µg 
ปริมาตรรวม  50  

 
ตารางท่ี 3-5  สภาวะของการดําเนินปฏิกิริยาพีซีอาร5เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน tdh 

 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (๐C) ระยะเวลา จํานวนรอบ 
Initial denaturation 95 3 (m) 1 
Denaturation 94 45 (s)  

35 Annealing 63 30 (s) 
Extension 72 30 (s) 
Final extension 72 7 (m) 1 

  
       (2)  การเพ่ิมปริมาณยีน trh (สุดารัตน5 สวนจิตร และคณะ, 2554) 

จัดเตรียมหลอดปฏิกิริยาสําหรับเพ่ิมปริมาณยีน trh โดยมีองค5ประกอบต�าง ๆ  
ดังแสดงในตารางท่ี 3-6 จากนั้นนําไปเข�าเครื่อง DNA thermal cycler และดําเนินปฏิกิริยา
ภายใต�สภาวะท่ีกําหนด ดังแสดงรายละเอียดไว�ในตารางท่ี 3-7 
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ตารางท่ี 3-6  องค5ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร5สําหรับเพ่ิมปริมาณยีน trh 
 

องคWประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข!มข!นสุดท!าย 
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 32  
10X PCR buffer 5 1x 
50 mM MgCl2 1.5 1.5 mM 
10 mM dNTP mix (แต�ละชนิด) 1 0.2 mM (แต�ละชนิด) 
10 µM Forward  primers (L-trh) 2.5 0.5 µM 
10 µM Reverse primers (R-trh) 2.5 0.5 µM 
5 U/µl Taq DNA Polymerase 0.5 2.5 U 
DNA template 5 0.5-0.75 µg 
ปริมาตรรวม  50  

 
ตารางท่ี 3-7  สภาวะของการดําเนินปฏิกิริยาพีซีอาร5เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน trh 

 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (๐C) ระยะเวลา จํานวนรอบ 
Initial denaturation 95 3 (m) 1 
Denaturation 94 45 (s) 

 
35 

Annealing 55 30 (s) 
Extension 72 30 (s) 
Final extension 72 7 (m) 1 

 
       (3)  การเพ่ิมปริมาณ Group-specific DNA (GS-PCR) 

จัดเตรียมองค5ประกอบของปฏิกิริยาลงในหลอดพีซีอาร5 เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณจําเพาะของ toxRS operon ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 3-8 จากนั้นนําไปเข�า
เครื่อง DNA thermal cycler แล�วดําเนินปฏิกิริยาภายใต�สภาวะท่ีกําหนดไว�ดังตารางท่ี 3-9  
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ตารางท่ี 3-8  องค5ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร5สําหรับ GS-PCR 
 

องคWประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข!มข!นสุดท!าย 
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 35.375  
10X PCR buffer 5 1x 
50 mM MgCl2 1.5 1.5 mM 
10 mM dNTP  0.625 0.125 mM (แต�ละชนิด) 
10 µM Forward primers (L-toxRS) 1 0.2 µM  
10 µM Reverse primers (R-toxRS) 1 0.2 µM  
5 U/µl Taq DNA Polymerase 0.5 0.5 U 
DNA template 5 0.5-0.75 µg 
ปริมาตรรวม  50  

(ท่ีมา: Matsumoto et al., 2000) 
 
ตารางท่ี 3-9  สภาวะของการดําเนินปฏิกิริยา GS-PCR 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (๐C) ระยะเวลา จํานวนรอบ 
Initial denaturation 95 3 (m) 1 
Denaturation 94 45 (s)  

35 Annealing 45 2 (m) 
Extension 72 30 (s) 
Final extension 72 7 (m) 1 

(ท่ีมา: Matsumoto et al., 2000) 
 
 

       (4)  การเพ่ิมปริมาณ ORF8 ของฟาจ f237 
จัดเตรียมองค5ประกอบของปฏิกิริยาลงในหลอดพีซีอาร5 เพ่ือเพ่ิมปริมาณ ORF8  

โดยลําดับนิวคลีโอไทด5ของไพร5เมอร5 ORF8 นั้นอ�างอิงมาจาก Myer et al. (2003)  
ส�วนองค5ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร5นั้นดัดแปลงมาจากวิธีของ Laohaprertthisan et al. 
(2003) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 3-10 จากนั้นนําหลอดปฏิกิริยาไปเข�าเครื่อง  
DNA thermal cycler แล�วดําเนินปฏิกิริยาภายใต�สภาวะท่ีกําหนดไว�ดังตารางท่ี 3-11  
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ตารางท่ี 3-10  องค5ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร5สําหรับเพ่ิมปริมาณ ORF8 
 

องคWประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข!มข!นสุดท!าย 
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 31.5  
10X PCR buffer 5 1x 
50 mM MgCl2 2 2 mM 
10 mM dNTP  1 0.2 mM (แต�ละชนิด) 
10 µM Forward  primers (L-ORF8) 2.5 0.5 µM  
10 µM Reverse primers (R-ORF8) 2.5 0.5 µM  
5 U/µl Taq DNA Polymerase 0.5 0.5 U 
DNA template 5 0.5-0.75 µg 
ปริมาตรรวม  50  

(ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Laohaprertthisan et al., 2003) 
 
ตารางท่ี 3-11  สภาวะของการดําเนินปฏิกิริยาพีซีอาร5ท่ีใช�ในการเพ่ิมปริมาณ ORF8 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (๐C) ระยะเวลา จํานวนรอบ 
Initial denaturation 95 3 (m) 1 
Denaturation 94 45 (s)  

30 Annealing 60 30 (s) 
Extension 72 30 (s) 
Final extension 72 7 (m) 1 

 
 5.3  ตรวจผลโดยการทําอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส 

       เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยาของการเพ่ิมปริมาณยีนแต�ละยีน นํามาตรวจผลโดยการทํา 
อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซิส (ใช�อะกาโรสเจล ความเข�มข�น 1.5 เปอร5เซ็นต5 ใช� TAE buffer 
เป�นบัฟเฟอร5) ย�อมด�วยเอทธิเดียมโบรไมด5 และตรวจดูแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลโดยใช�เครื่อง UV 
transilluminator 
 
6.  การวิเคราะหWซีโรไทปY 

วิเคราะห5ซีโรไทปnของ V. parahaemolyticus โดยกรมวิทยาศาสตร5การแพทย5 กระทรวง
สาธารณสุข จังหวัดนนทบุรี 
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7.  การวิเคราะหWลําดับนิวคลีโอไทดWของยีน 16S rRNA และ atpA และการวิเคราะหWสายสัมพันธW
เชิงวิวัฒนาการ  

เพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA และ atpA (Changchai, 2014)  จากนั้นนําผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ท่ี
บริสุทธิ์มาโคลนเข�าสู�เวกเตอร5 pGEM-T Easy (Promega) คัดเลือกรีคอมบิแนนท5โคลน ตรวจสอบ
และส�งไปอ�านลําดับนิวคลีโอไทด5ท่ี 1st BASE Pte Ltd. (Malaysia) วิเคราะห5ความคล�ายคลึงของ
ลําดับนิวคลีโอไทด5โดยใช�โปรแกรม Blastn บน NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) นําข�อมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด5ของยีน 16S rRNA และ atpA ของ V. parahaemolyticus แต�ละไอโซเลทมาทํา 
multiple sequence alignment โดยใช�โปรแกรม ClustalW ผ�านโปรแกรม BioEdit และสร�าง
แผนภูมิวงศ5วานวิวัฒนาการโดยใช�โปรแกรม MEGA 5 (Tamura et al., 2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



28 
 

บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

 
ตอนท่ี 1  การฟhiนสภาพเช้ือและการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพ่ือจัดจําแนก  

V. parahaemolyticus ในเบ้ืองต!น 
จากการนําไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีแยกจากหอยนางรมสดแกะเปลือก ซ่ึงเก็บตัวอย�างจาก

พ้ืนท่ีชายฝe�งทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จํานวน 1,785 
ไอโซเลท มาทําการฟ��นสภาพเชื้อในอาหาร TSB ท่ีเติม NaCl ความเข�มข�น 3 เปอร5เซ็นต5 และนํามาขีด
แยกเป�นโคโลนีเด่ียวบนอาหาร TSA ท่ีเติม NaCl 3 เปอร5เซ็นต5 จากนั้นนําโคโลนีเด่ียวของเชื้อแต�ละ 
ไอโซเลทมาตรวจสอบลักษณะสัณฐาน การติดสีแกรม ลักษณะโคโลนีบนอาหาร CHROMagar ™ 
Vibrio และ TCBS agar และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพ่ือจัดจําแนก V. parahaemolyticus ใน
เบ้ืองต�น ได�แก� ทดสอบการสร�างเอนไซม5ออกซิเดส ทดสอบการเจริญบนอาหาร TSI agar  และ
ทดสอบการเจริญบนอาหาร LIM โดยในการทดสอบมีแบคทีเรียสายพันธุ5อ�างอิงท่ีนํามาทดสอบร�วม
ด�วย 4 สายพันธุ5 (ตารางท่ี 4-1) คือ V. parahaemolyticus DMST 15285, V. vulnificus DMST 
19346, V. cholerae, DMST 28173 และ Aeromonas hydrophila DMST 21250 พบว�าจาก
เชื้อท้ังหมด 1,785 ไอโซเลท ซ่ึงมีโคโลนีสีม�วงบนอาหาร CHROMagarTM Vibrio มีเชื้อท่ีให�ผลการ
ทดสอบทางชีวเคมีซ่ึงสามารถระบุในเบ้ืองต�นได�ว�าเป�น V. parahaemolyticus จํานวน 1,374      
ไอโซเลท ดังแสดงในตารางท่ี 4-2  
 
ตารางท่ี 4-1  ลักษณะทางสัณฐานและชีวเคมีของวิบริโอชนิดต�าง ๆ ซ่ึงเป�นสายพันธุ5อ�างอิง 
 

Characteristics V. parahaemolyticus 
DMST 15285 

V. vulnificus 
DMST 19346 

V. cholerae 
DMST 28173 

Aeromonas 
hydrophila 
DMST 21250 

Morphology Curved  
rod-shape 

Curved  
rod-shape 

Curved  
rod-shape 

Rod-shape 

Gram stain Negative Negative Negative Negative 
CHROMagarTM Mauve Green blue  Green blue Mauve 
Oxidase test + + + + 
Triple iron sugara  K/A  K/A  K/A  A/A  
Motile + + + - 
Indole test + + + + 
lysine decarboxylase + + + - 
a K/A, slant alkaline (red) over butt acidic (yellow); A/A, slant acidic (yellow) over butt acidic 
(yellow); +, positive to reaction; and -, negative to reaction 
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ตารางท่ี 4-2  จํานวนไอโซเลทของ V. parahaemolyticus จากการคัดกรองบนอาหาร 
CHROMagarTM Vibrio และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี   

 
 เดือน V. parahaemolyticus 

 
CHROMagarTM 

Vibrio 
Biochemical test 

ธันวาคม 2552 77 50 
มกราคม 2553 146 90 
กุมภาพันธ5 2553 137 66 
มีนาคม 2553 99 73 
เมษายน 2553 105 87 
พฤษภาคม 2553 48 48 
มิถุนายน 2553 22 4 
กรกฏาคม 2553 98 63 
สิงหาคม 2553 120 109 
กันยายน 2553 102 95 
ตุลาคม 2553 108 94 
พฤศจิกายน 2553 156 119 
ธันวาคม 2553 175 156 
มกราคม 2554 228 195 
กุมภาพันธ5 2554 164 125 

Total 1,785 1,374 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ตอนท่ี 2  การยืนยันเช้ือ V
  นําไอโซเลทท่ีให�ผลการทดสอบ

V. parahaemolyticus จํานวน 
ปริมาณยีนเครื่องหมายสําหรับระบุเชื้อ 
พบในแบคทีเรียชนิดนี้ทุกสายพันธุ5 ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ของยีน 
1)  พบว�าจากเชื้อจํานวน 1,374
1,293 ไอโซเลทแสดงผลบวกต�อ

 
 

 
ภาพท่ี 4-1  การใช�เทคนิคพีซีอาร5เพ่ิมปริมาณยีนเครื่องหมาย 

V. parahaemolyticus
เลนท่ี 1 คือ ชุดควบคุมเชิงบวกซ่ึงใช�ดีเอ็นเอแม�แบบจาก 
DMST 15285
การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีซ่ึง
ควบคุมเชิงลบซ่ึงใช�ดีเอ็นเอของ
เลนท่ี 9 คือ ชุดควบคุมรีเอเจนต5

 
  
 
 
 

 

500 bp 

M 

400 bp 

V. parahaemolyticus ด!วยเทคนิคพีซีอารW 
ให�ผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองต�น ซ่ึงบ�งชี้ว�าเป�น 
จํานวน 1,374 ไอโซเลท มายืนยันผลการจําแนก โดยใช�เทคนิคพีซีอาร5เพ่ิม

เครื่องหมายสําหรับระบุเชื้อ V. parahaemolyticus คือยีน tl ซ่ึงยีนดังกล�าวนี้
พบในแบคทีเรียชนิดนี้ทุกสายพันธุ5 ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ของยีน tl มีขนาดเท�ากับ 450

1,374  ไอโซเลท เม่ือนํามายืนยันผลด�วยเทคนิคพีซีอาร5 พบว�า
ผลบวกต�อการเพ่ิมปริมาณยีน tl (ตารางท่ี 4-3)   

การใช�เทคนิคพีซีอาร5เพ่ิมปริมาณยีนเครื่องหมาย tl เพ่ือยืนยันการจัดจําแนก
V. parahaemolyticus  เลน M คือ VC 100bp Plus DNA Ladder

คือ ชุดควบคุมเชิงบวกซ่ึงใช�ดีเอ็นเอแม�แบบจาก V. parahaemolyticus
DMST 15285 เลนท่ี 2-7 คือ ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ท่ีได�จากการตรวจสอบไอโซเลทท่ีผ�าน
การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีซ่ึงระบุเป�น V. parahaemolyticus
ควบคุมเชิงลบซ่ึงใช�ดีเอ็นเอของ V. alginolyticus DMST 14800

คือ ชุดควบคุมรีเอเจนต5 ใช�น้ํากลั่นปราศจากเชื้อแทนดีเอ็นเอแม�แบบ 

1 2 3 4 5 6 7 
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เบ้ืองต�น ซ่ึงบ�งชี้ว�าเป�น  
โดยใช�เทคนิคพีซีอาร5เพ่ิม

ยีนดังกล�าวนี้เป�นยีนท่ี
450 คู�เบส (ภาพท่ี 4-

เม่ือนํามายืนยันผลด�วยเทคนิคพีซีอาร5 พบว�ามีเชื้อจํานวน 

 

เพ่ือยืนยันการจัดจําแนก                 
DNA Ladder (0.5 ไมโครกรัม) 

parahaemolyticus 
คือ ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ท่ีได�จากการตรวจสอบไอโซเลทท่ีผ�าน

parahaemolyticus เลนท่ี 8 เป�น
DMST 14800 เป�นแม�แบบ และ 

ใช�น้ํากลั่นปราศจากเชื้อแทนดีเอ็นเอแม�แบบ  

8 9 

tl (450 bp) 
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ตารางท่ี 4-3  การยืนยัน V. parahaemolyticus ด�วยเทคนิคพีซีอาร5 โดยใช�ยีนเครื่องหมาย tl ซ่ึง
จําเพาะต�อสปrชีส5 โดยเปรียบเทียบกับการจําแนกเบ้ืองต�นด�วยวิธีทางชีวเคมี  

 
เดือน V. parahaemolyticus 

 Presumptive a tl+ 
ธันวาคม 2552 50 50 
มกราคม 2553 90 90 
กุมภาพันธ5 2553 66 66 
มีนาคม 2553 73 44 
เมษายน 2553 87 75 
พฤษภาคม 2553 48 46 
มิถุนายน 2553 4 4 
กรกฏาคม 2553 63 63 
สิงหาคม 2553 109 109 
กันยายน 2553 95 95 
ตุลาคม 2553 94 94 
พฤศจิกายน 2553 119 118 
ธันวาคม 2553 156 155 
มกราคม 2554 195 162 
กุมภาพันธ5 2554 125 122 

รวม 1,374 1,293  
a ผลการจัดจําแนกเบ้ืองต�นโดยการคัดกรองด�วยอาหาร CHROMagarTM Vibrio และทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี 
 
 
จากผลการตรวจสอบดังกล�าว สามารถสรุปได�ว�า จากเชื้อจํานวนท้ังหมด 1,785 

ไอโซเลทท่ีคัดแยกจากหอยนางรมสดแกะเปลือก ซ่ึงจําหน�ายโดยร�านค�าปลีกบริเวณชายทะเลอ�างศิลา 
จังหวัดชลบุรี พบว�าสามารถจําแนกเป�น V. parahaemolyticus จํานวน 1,293 ไอโซเลท ซ่ึง       
ไอโซเลทเหล�านี้จะถูกนําไปตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมท่ีเก่ียวข�องกับการก�อโรคและการระบาด
ของเชื้อนี้ในลําดับต�อไป  
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ตอนท่ี 3  การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมท่ีเก่ียวข!องกับการก�อโรคและการระบาดท่ัว 

  ของ V. parahaemolyticus ท่ีแยกจากหอยนางรมสด 
   จากการนํา V. parahaemolyticus ท่ียืนยันเชื้อด�วยเทคนิคพีซีอาร5แล�ว (tl+) จํานวน

ท้ังหมด 1,293  ไอโซเลท มาตรวจสอบการมีอยู�ของยีน tdh และ trh ซ่ึงเป�นเครื่องหมายบ�งชี้ความ
เป�นสายพันธุ5ก�อโรค ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ของยีนดังกล�าวท่ีมีขนาด 269 คู�เบส (ภาพท่ี 4-2) และ 500   
คู�เบส (ภาพท่ี 4-3) ตามลําดับ พบว�ามีเชื้อท่ีแสดงผลบวกต�อการเพ่ิมปริมาณยีน tdh จํานวน 17      
ไอโซเลท (1.31 เปอร5เซนต5; รหัสไอโซเลท NSTH01 - NSTH09, NSTH09-S, NSTH10 - NSTH16) 
ดังแสดงในตารางท่ี 4-4  นอกจากนี้ยังพบไอโซเลทท่ีมียีน trh จํานวน 2 ไอโซเลท (0.15 เปอร5เซนต5; 
รหัสไอโซเลท NSTH17 และ NSTH18) (ตารางท่ี 4-4) 

 

 
 

ภาพท่ี 4-2  การใช�เทคนิคพีซีอาร5ตรวจสอบการมีอยู�ของยีน tdh ใน V. parahaemolyticus     
สายพันธุ5ท่ีแยกได�จากหอยนางรมสดแกะเปลือก  เลน M คือ VC 100bp Plus DNA 
Ladder (0.5 ไมโครกรัม) เลนท่ี 1 คือชุดควบคุมเชิงบวกซ่ึงใช�ดีเอ็นเอแม�แบบจาก        
V. parahaemolyticus DMST 15285 (tdh+) เลนท่ี 2-4 คือผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ท่ีได�จาก
การตรวจสอบ V. parahaemolyticus ท่ีแยกจากหอยนางรม (tdh+) เลนท่ี 5 คือ ชุด
ควบคุมเชิงลบซ่ึงใช�ดีเอ็นเอแม�แบบจาก V. parahaemolyticus ATCC 17802 (tdh-) 
เลนท่ี 6 คือ ชุดควบคุมรีเอเจนต5ซ่ึงใช�น้ํากลั่นปราศจากเชื้อแทนดีเอ็นเอแม�แบบ  

M 1 2 3 4 5 6 

300 bp 
 tdh (269 bp) 200 bp 
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ภาพท่ี 4-3  การตรวจสอบยีน trh ซ่ึงเป�นเครื่องหมายการก�อโรคของ V. parahaemolyticus          

เลน M คือ VC 100bp DNA Ladder (0.5 ไมโครกรัม) เลนท่ี 1 คือ ชุดควบคุมเชิงบวก  
ซ่ึงใช�ดีเอ็นเอแม�แบบจาก V. parahaemolyticus ATCC 17802 (trh+) เลนท่ี 2-15 
คือ ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ท่ีได�จากการตรวจสอบ V. parahaemolyticus ท่ีแยกจาก     
หอยนางรม (trh+) เลนท่ี 16  คือ ชุดควบคุมเชิงลบซ่ึงใช�ดีเอ็นเอแม�แบบจาก            
V. parahaemolyticus DMST 15285 (trh-) เลนท่ี 17 คือ ชุดควบคุมรีเอเจนต5ซ่ึงใช�
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อแทนดีเอ็นเอแม�แบบ  

 
 

เม่ือนํา V. parahaemolyticus สายพันธุ5 tdh+ trh- จํานวน 17 ไอโซเลท และสายพันธุ5 
tdh- trh+ จํานวน 2 ไอโซเลท ท่ีตรวจพบนั้น มาศึกษาการมีอยู�ของ Group-specific (GS) 
sequence (ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5มีขนาด 651 คู�เบส; ภาพท่ี 4-4) และ ORF8 ของฟาจ f237 (ผลิตภัณฑ5
พีซีอาร5มีขนาด 369 คู�เบส; ภาพท่ี 4-5) ซ่ึงยีนท้ังสองนี้เป�นเครื่องหมายท่ีใช�บ�งชี้สายพันธุ5 O3:K6 ท่ี
เกิดการระบาดท่ัว พบว�ามี V. parahaemolyticus จํานวน 9  ไอโซเลท (รหัส NSTH01-NSTH09) 
ให�ผลบวกต�อ GS-PCR และ ORF8 (GS-PCR+ ORF8+) ดังแสดงในตารางท่ี 4-4  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M 1 2 3 4 5 6 

500 bp 

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

 trh (500 bp) 
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ภาพท่ี 4-4   การใช�เทคนิคพีซีอาร5ตรวจสอบ Group-specific (GS) sequence (651 คู�เบส) ใน    
V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคท่ีแยกจากหอยนางรม เลน M คือ VC 100bp 
Plus DNA Ladder (0.5 ไมโครกรัม) เลนท่ี 1 คือชุดควบคุมเชิงบวก ซ่ึงใช�ดีเอ็นเอ
แม�แบบจาก V. parahaemolyticus DMST 38340 ซีโรไทปn O3:K6 เลนท่ี 2-5 คือ
ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ท่ีได�จาก V. parahaemolyticus (tdh+ trh-) ท่ีแยกจากหอยนางรม  
เลนท่ี 6 คือชุดควบคุมรีเอเจนต5ซ่ึงใช�น้ํากลั่นปราศจากเชื้อแทนดีเอ็นเอแม�แบบ  

 

 
 

ภาพท่ี 4-5   การใช�เทคนิคพีซีอาร5ตรวจสอบการมีอยู�ของ ORF8 ของฟาจ f237 ใน V. 
parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีแยกจากหอยนางรม ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5มีขนาด 369   
คู�เบส  เลน M คือ VC 100bp Plus DNA Ladder (0.5 ไมโครกรัม) เลนท่ี 1 คือ ชุด
ควบคุมเชิงบวกซ่ึงใช�ดีเอ็นเอแม�แบบจาก V. parahaemolyticus DMST 38340      
ซีโรไทปn O3:K6 เลนท่ี 2-5 คือ ผลิตภัณฑ5พีซีอาร5ท่ีได�จาก V. parahaemolyticus 
(tdh+ trh-) ท่ีแยกจากหอยนางรม เลนท่ี 6 คือ ชุดควบคุมเชิงลบซ่ึงใช�ดีเอ็นเอแม�แบบ
จาก V. parahaemolyticus DMST 15285 (trh-)  เลนท่ี 7 คือ ชุดควบคุมรีเอเจนต5
ซ่ึงใช�น้ํากลั่นปราศจากเชื้อแทนดีเอ็นเอแม�แบบ  

M       1       2       3      4       5      6 

500 bp 

M 1 2 3 4 

ORF8 (369 bp) 400 bp 

GS (651 bp) 

5 6 7 

1,000 bp 

200 bp 
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ตารางท่ี 4-4  ไอโซเลทของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีแยกจากหอยนางรม                       
ท่ีมียีนเครื่องหมายของสายพันธุ5ก�อโรคและสายพันธุ5ระบาดท่ัว 

 

ไอโซเลท ช�วงเวลาของการเก็บตัวอย�าง Virulent gene Pandemic marker 
 เพ่ือคัดแยกเช้ือ tdh+ trh+ GS-PCR+ ORF8+ 
NSTH01  มกราคม 2553 + - + + 
NSTH02 มกราคม 2553 + - + + 
NSTH03 กุมภาพันธ5 2553 + - + + 
NSTH04 มีนาคม 2553 + - + + 
NSTH05 มีนาคม 2553 + - + + 
NSTH06 มีนาคม 2553 + - + + 
NSTH07 มีนาคม 2553 + - + + 
NSTH08 มีนาคม 2553 + - + + 
NSTH09 กันยาน 2553 + - + + 
NSTH09-S กันยาน 2553 + - - - 
NSTH10 มีนาคม 2553 + - - - 
NSTH11 มีนาคม 2553 + - - - 
NSTH12 มีนาคม 2553 + - - - 
NSTH13 มีนาคม 2553 + - - - 
NSTH14 มีนาคม 2553 + - - - 
NSTH15 มีนาคม 2553 + - - - 
NSTH16 มีนาคม 2553 + - - - 
NSTH17 พฤศจิกายน 2553 - + - - 
NSTH18 พฤศจิกายน 2553 - + - - 

รวมจํานวนไอโซเลท  
(%)a 

17 
(1.31) 

2 
(0.15) 

9 
(0.31) 

9 
(0.31) 

a เปอร5เซนต5การพบ คํานวณจากจํานวน V. parahaemolyticus ท้ังหมด 1,293 ไอโซเลท 
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ตอนท่ี 4  การวิเคราะหWซีโรไทปYของ V. parahaemolyticus  
เพ่ือให�ทราบถึงซีโรไทปnท่ีเก่ียวข�องกับ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีแยกจากหอย

นางรม ซ่ึงอาจเชื่อมโยงกับลักษณะท่ีเก่ียวข�องกับการก�อโรคและลักษณะของสายพันธุ5ระบาดท่ัว     
ในการศึกษานี้จึงได�นํา V. parahaemolyticus จํานวนท้ังหมด 33 สายพันธุ5 ไปวิเคราะห5ซีโรไทปn  
(วิเคราะห5โดยกรมวิทยาศาสตร5การแพทย5 กระทรวงสาธารณสุข) โดยแบ�งเชื้อท่ีนํามาศึกษาออกเป�น
กลุ�มดังนี้ (ตารางท่ี 4-5)  (1) กลุ�มเชื้อท่ีมียีนเครื่องหมายของสายพันธุ5ระบาดท่ัว (GS-PCR+, ORF8+) 
จํานวน 9 สายพันธุ5 ได�แก� NSTH01-NSTH09 (2) กลุ�มเชื้อท่ีมียีนเครื่องหมายบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5
ก�อโรค (tdh+ หรือ trh+) จํานวน 9 สายพันธุ5 ได�แก� NSTH10-NSTH18 (เชื้อรหัส NSTH09-S ไม�ได�
ถูกนํามาทดสอบร�วมด�วย เนื่องจากไม�สามารถฟ��นสภาพเชื้อจากการเก็บรักษาได�) (3) กลุ�มเชื้อ     
สายพันธุ5สิ่งแวดล�อม (ไม�พบยีนเครื่องหมายของการก�อโรค) จํานวน 12 สายพันธุ5 ได�แก� NSTH19-
NSTH30 และ (4) กลุ�มเชื้อสายพันธุ5อ�างอิง จํานวน 3 สายพันธุ5 ได�แก� V. parahaemolyticus 
DMST 15285 (tdh+, trh-) V. parahaemolyticus DMST 38340 (tdh+, GS-PCR+, ORF8+) 
และ V. parahaemolyticus ATCC 17802 (tdh-, trh+) 

V. parahaemolyticus สายพันธุ5อ�างอิง DMST 15285, DMST 38340 และ ATCC 
17802 มีซีโรไทปnเป�น O8:K41, O3:K6 และ O1:K1 ตามลําดับ ส�วนกลุ�มเชื้อท่ีมียีนเครื่องหมายของ
สายพันธุ5ระบาดท่ัว พบว�ามีซีโรไทปnท่ีแตกต�างกัน 7 ซีโรไทปn ได�แก� O4:KUT, O11:K36, O4:K4, 
O8:K41, O1:K68, O1:KUT และ O4:K42 โดยซีโรไทปnท่ีพบมากท่ีสุดคือ O4:KUT (3 ไอโซเลท; 33.3 
เปอร5เซนต5)  เม่ือพิจารณาจีโนไทปnของเชื้อท่ีนํามาตรวจสอบ ทําให�คาดหวังว�าจะได�พบซีโรไทปnของ   
สายพันธุ5ระบาดท่ัว คือ O3:K6 อย�างไรก็ตามจากการตรวจสอบไม�พบซีโรไทปnดังกล�าวใน              
V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีแยกได�จากหอยนางรม แต�สิ่งท่ีน�าสนใจอย�างยิ่งคือการปรากฎอยู�
ของซีโรไทปn O1:KUT ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีมียีนเครื่องหมายของสายพันธุ5ระบาด
ท่ัว (1 ไอโซเลท; NSTH08) ซ่ึงในปeจจุบันมีรายงานว�าซีโรไทปnนี้เป�นหนึ่งในกลุ�มซีโรไทปnท่ีรายงานว�า
พบใน V. parahaemolyticus สายพันธุ5ระบาดท่ัว ผลการวิเคราะห5ซีโรไทปn แสดงในตารางท่ี 4-5 
 
ตารางท่ี 4-5  การวิเคราะห5ซีโรไทปnของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ต�าง ๆ ท่ีแยกได�จาก       

หอยนางรมสดแกะเปลือกท่ีจําหน�ายในบริเวณชายทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี 
กลุ�ม (จํานวน) ไอโซเลท จีโนไทปY ซีโรไทปY 
Strains with pandemic 
genotype (9) 
  
  
  
  
  

NSTH01 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O4:KUT 
NSTH02 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O11:K36 
NSTH03 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O4:K4 
NSTH04 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O4:KUT 
NSTH05 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O4:KUT 
NSTH06 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O8:K41 
NSTH07 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O1:K68 
NSTH08 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O1:KUT 
NSTH09 tdh+, trh-, GS-PCR+, ORF8+ O4:K42 
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ตารางท่ี 4-5 (ต�อ) 
กลุ�ม (จํานวน) ไอโซเลท จีโนไทปY ซีโรไทปY 
Pathogenic strain (9) NSTH10 tdh+, trh- O8:K41 
 NSTH11 tdh+, trh- O8:K41 
 NSTH12 tdh+, trh- O8:K41 
 NSTH13 tdh+, trh- O8:K41 
 NSTH14 tdh+, trh- O8:K70 
 NSTH15 tdh+, trh- O8:K41 
 NSTH16 tdh+, trh- O8:K41 
 NSTH17 tdh-, trh+ O4:K8 
 NSTH18 tdh-, trh+ O4:K8 
Environmental strain  (12) NSTH19 tl+ O8:K41   
 NSTH20 tl+  O3:K58 
 NSTH21 tl+ O4:K8 
 NSTH22 tl+ O4:KUT 
 NSTH23 tl+ O4:KUT 
 NSTH24 tl+ O4:K68 
 NSTH25 tl+ O4:K8 
 NSTH26 tl+ O2:KUT 
 NSTH27 tl+ O4:KUT 
 NSTH28 tl+ O4:K34 
 NSTH29 tl+ O1:KUT 
 NSTH30 tl+ O4:K8 
Reference strain (3) DMST 15285 tdh+, trh-  O8:K41 
 DMST 38340 tdh+, GS-PCR+, ORF8+ O3:K6 
 ATCC 17802 tdh-, trh+ O1:K1 
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ตอนท่ี 5  การวิเคราะหWความหลากหลายของ V. parahaemolyticus สายพันธุWท่ีแยกจาก   
หอยนางรมสดแกะเปลือกท่ีจําหน�ายในบริเวณชายทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี 

เพ่ือสะท�อนความหลากหลายของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีแยกได�จาก       
หอยนางรมสดแกะเปลือกท่ีจําหน�ายในบริเวณชายทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี จึงได�ทําการวิเคราะห5
ลําดับนิวคลีโอไทด5ของยีน 16S rRNA และสร�างสายสัมพันธุ5เชิงวิวัฒนาการ ซ่ึงพบว�าข�อมูลลําดับ     
นิวคลีโอไทด5ของยีนเครื่องหมาย 16S rRNA ของ V. parahaemolyticus แต�ละสายพันธุ5มี
ความสัมพันธ5ใกล�ชิดกันมาก (ความคล�ายคลึง 98.1-100 เปอร5เซนต5) จนไม�สามารถนํามาใช�บ�งชี้ความ
แตกต�างระหว�างสายพันธุ5ได� (ภาพท่ี 4-6) 

ในลําดับต�อมาจึงได�เลือกยีน atpA ข้ึนมาใช�เป�นยีนเครื่องหมายสําหรับการศึกษาความ
หลากหลายของ V. parahaemolyticus โดยได�ออกแบบไพร5เมอร5 เพ่ิมปริมาณและวิเคราะห5ลําดับ  
นิวคลีโอไทด5ของยีนดังกล�าว ซ่ึงพบว�ายีน atpA ของ V. parahaemoyticus สายพันธุ5ต�าง ๆ ท่ีนํามา
วิเคราะห5มีระดับความคล�ายคลึงกันมาก (98.2-100 เปอร5เซนต5) เช�นเดียวกับยีน 16S rRNA อย�างไรก็
ตาม เม่ือวิเคราะห5สายสัมพันธ5เชิงวิวัฒนาการโดยใช�ข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด5ของยีน atpA พบว�า 
topology ของสายสัมพันธ5ระหว�าง V. parahaemolyticus สายพันธุ5ต�าง ๆ แยกออกเป�นกลุ�มได�
ชัดเจนกว�าการใช�ข�อมูลของยีน 16S rRNA (ภาพท่ี 4-7) ถึงแม�ว�าประสิทธิภาพของการบ�งชี้ความ
แตกต�างยังไม�สูงมากพอท่ีจะนํามาใช�ได�ก็ตาม 
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ภาพท่ี 4-6   แผนภูมิต�นไม�แสดงสายสัมพันธ5เชิงวิวัฒนาการระหว�าง V. parahaemolyticus     

สายพันธุ5ต�าง ๆ ซ่ึงสร�างข้ึนจากข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด5ของยีน 16S rRNA ด�วยวิธี 
Neighbor-Joining บนโปรแกรม Mega5 ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิด�วยวิธี 
Bootstrapping จํานวน 1000 ซํ้า (ชุดข�อมูลท่ีนํามาวิเคราะห5มีความยาวของลําดับ    
นิวคลีโอไทด5 1389 คู�เบส (อักษรย�อ VP แทน V. parahaemolyticus, VV แทน      
V. vulnificus และ VA แทน V. alginolyticus                                       
เครื่องหมาย * บ�งชี้ V. parahaemolyticus ท่ีมียีนเครื่องหมายของสายพันธุ5ระบาดท่ัว
ซ่ึงแยกได�จากหอยนางรมสดในพ้ืนท่ีชายทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี) 
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ภาพท่ี 4-7  แผนภูมิต�นไม�แสดงสายสัมพันธ5เชิงวิวัฒนาการระหว�าง V. parahaemolyticus      

สายพันธุ5ต�าง ๆ ซ่ึงสร�างข้ึนจากข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด5ของยีน atpA ด�วยวิธี 
Maximum parsimony บนโปรแกรม Mega5 ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิด�วยวิธี 
Bootstrapping จํานวน 1000 ซํ้า (ชุดข�อมูลท่ีนํามาวิเคราะห5มีความยาวของลําดับ    
นิวคลีโอไทด5 1541 คู�เบส (อักษรย�อ VP แทน V. parahaemolyticus, VV แทน      
V. vulnificus และ VA แทน V. alginolyticus  
เครื่องหมาย * บ�งชี้ V. parahaemolyticus ท่ีมียีนเครื่องหมายของสายพันธุ5ระบาดท่ัว
ซ่ึงแยกได�จากหอยนางรมสดในพ้ืนท่ีชายทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี)



 

 

บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 

แบคทีเรียท่ีแยกได�จากหอยนางรมสด จากร�านค�าปลีกบริเวณชายฝe�งทะเลอ�างศิลา ในเดือน
ธันวาคม พ.ศ. 2552 ถึงเดือนกุมภาพันธ5 พ.ศ. 2554 ซ่ึงเก็บรักษาไว�ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
และสามารถฟ��นสภาพได�จํานวนท้ังหมด 1,785 ไอโซเลท เม่ือนํามาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีใน
เบ้ืองต�น  พบว�ามีเชื้อจํานวน 1,374  ไอโซเลท  สามารถจําแนกได�เป�น V. parahaemolyticus  ซ่ึง
เม่ือนํามายืนยันผลการจําแนกด�วยการตรวจสอบยีน tl โดยเทคนิคพีซีอาร5 พบว�า 1,293 ไอโซเลทให�
ผลบวกกับยีน tl  เม่ือนํา V. parahaemolyticus  (tl+) มาตรวจสอบการมีอยู�ของยีนก�อโรค คือ tdh 
และ trh  พบว�ามี 17 ไอโซเลท (1.31 เปอร5เซ็นต5) แสดงผลบวกกับยีน tdh และมี 2 ไอโซเลท (0.15 
เปอร5เซนต5) แสดงผลบวกกับยีน trh  เม่ือนํา V. parahaemolyticus ดังกล�าวมาศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมท่ีมีความสัมพันธ5กับสายพันธุ5ท่ีพบระบาดท่ัว โดยการทํา GS-PCR เพ่ือตรวจสอบการมีอยู�
ของ toxRS/new sequence รวมท้ังตรวจสอบการมีอยู�ของ ORF8 ของฟาจ f237 พบว�ามี 9        
ไอโซเลท (0.31 เปอร5เซนต5) ท่ีมีจีโนไทปnเป�น GS-PCR+ ORF8+  เม่ือวิเคราะห5ซีโรไทปnของ             
V. parahaemolyticus ท่ีมีจีโนไทปnของสายพันธุ5ระบาดท่ัว ร�วมกับสายพันธุ5อ่ืน พบว�าเชื้อเหล�านี้มี  
ซีโรไทปnหลากหลาย โดยไม�พบซีโรไทปn O3:K6 ซ่ึงเป�นซีโรไทปnหลักของสายพันธุ5ระบาดท่ัว อย�างไร    
ก็ตามพบ V. parahaemolyticus 1 ไอโซเลท (GS-PCR+, ORF8+) มีซีโรไทปn O1:KUT ซ่ึงเป�น      
ซีโรไทปnหนึ่งท่ีพบได�ในสายพันธุ5ระบาดท่ัว ผลการศึกษาดังกล�าวแสดงให�เห็นอย�างชัดเจนว�า        
หอยนางรมเป�นแหล�งสะสมเชื้อ V. parahaemolyticus ท่ีสําคัญ รวมท้ังสามารถพบ                   
V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคและสายพันธุ5ท่ีมีความสัมพันธ5กับสายพันธุ5ท่ีก�อให�เกิดการ
ระบาดท่ัวโลกได� 
 
อภิปรายผลการทดลอง 

V. parahaemolyticus เป�นแบคทีเรียท่ีพบแพร�กระจายท่ัวไปในน้ําทะเล และมีการสะสม
ตัวอย�างมากในสัตว5ประเภทหอย โดยเฉพาะหอยนางรม ขวัญฤทัย แสงโนราช (2553) รายงาน
อุบัติการณ5ของแบคทีเรียชนิดนี้ในหอยนางรมสดแกะเปลือกจากร�านค�าปลีกบริเวณชายฝe�งทะเล 
อ�างศิลา จังหวัดชลบุรี โดยใช�เทคนิคมัลติเพล็กซ5พีซีอาร5ในการตรวจสอบตัวอย�างหอยนางรมซ่ึงเก็บ
ในช�วงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2552 ถึงเดือนกุมภาพันธ5 พ.ศ. 2553 รวมท้ังหมด 120 ตัวอย�างพบว�า
ระดับการปนเป��อนเชื้อนี้ในแต�ละเดือนสูงถึง 93-100 เปอร5เซ็นต5 นอกจากนี้ Changchai & Suanjit 
(2014) รายงานการปนเป��อนของแบคทีเรียชนิดนี้ในหอยนางรมสดแกะเปลือกท่ีจําหน�ายในพ้ืนท่ี
เดียวกัน ในช�วงระหว�างเดือนมีนาคม พ.ศ. 2553 ถึงเดือนกุมภาพันธ5 พ.ศ. 2554 ว�ามีสูงถึง 91.3 
เปอร5เซ็นต5 ของตัวอย�างท้ังหมดท่ีนํามาตรวจสอบ (219/240 ตัวอย�าง) โดยช�วงฤดูร�อน พบการ
ปนเป��อนสูงถึง 100 เปอร5เซ็นต5 รองลงมาคือฤดูฝน (84 เปอร5เซ็นต5) และฤดูหนาว (83.7 เปอร5เซ็นต5) 
ตามลําดับ 



 

 

ในตัวอย�างหอยนางรมท่ีมีการปนเป��อน V. parahaemolyticus ยังตรวจพบสายพันธุ5    
ก�อโรคซ่ึงมียีนสําหรับการสร�างโปรตีน TDH (tdh+) ประมาณ 12 เปอร5เซ็นต5 ไอโซเลทท่ีคาดว�า  
น�าจะเป�น V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จากงานวิจัยของขวัญฤทัย แสงโนราช (2553) และ 
Changchai & Suanjit (2014) โดยใช�อาหาร TCBS agar และคัดกรองเบ้ืองต�นโดยใช�อาหาร T1N4 
agar มีจํานวนท้ังหมด 1,785 ไอโซเลท ซ่ึงเก็บรักษาไว�ในอาหาร TSB ท่ีมีเกลือ NaCl 2 เปอร5เซ็นต5 
และกลีเซอรอล 30 เปอร5เซ็นต5 ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ในงานวิจัยนี้ได�นําเชื้อท้ังหมดดังกล�าว
มาทําการฟ��นสภาพ เพ่ือนําไปจัดจําแนกและยืนยันเชื้อ และศึกษาคุณลักษณะระดับโมเลกุล           
บางประการท่ีเก่ียวข�องกับการก�อโรค 

เม่ือนําเชื้อท้ังหมด 1,785 ไอโซเลท มาฟ��นสภาพ และตรวจคัดกรองโดยใช�อาหาร  
CHROMagar™ Vibrio และ TCBS agar และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ได�แก� การทดสอบเอนไซม5
ออกซิเดส ทดสอบการเจริญบนอาหาร TSI agar และทดสอบการเจริญบนอาหาร LIM  จากนั้น     
จัดจําแนกโดยอ�างอิงแบบแผนการจัดจําแนก V. parahaemolyticus ตามวิธีของ Farmer et al. 
(1985)  ผลการศึกษาพบเชื้อท่ีสามารถระบุได�ว�าเป�น V. parahaemolyticus จํานวน 1,374        
ไอโซเลท (76.97 เปอร5เซ็นต5)  สาเหตุท่ีมีไอโซเลทของเชื้อจํานวนหนึ่ง ไม�ใช� V. parahaemolyticus 
อาจเนื่องมาจากในการเลือกเก็บโคโลนีจากอาหาร TCBS agar ปกติท่ัวไปแนะนําให�เก็บโคโลนีสีเขียว  
(Farmer  et al., 1985) ซ่ึงแสดงคุณสมบัติการไม�หมักย�อยน้ําตาลซูโครสของแบคทีเรียชนิดนี้  
อย�างไรก็ตาม Vibrio บางชนิด เช�น V. hollisae, Vibrio damsel, Vibrio mimicus และ  
V. vulnificus ก็แสดงลักษณะโคโลนีสีเขียวได�เช�นกันเม่ือเจริญบนอาหาร TCBS agar 
(Farmer  et al., 1985) ทําให�ไม�สามารถแยกความแตกต�างระหว�างเชื้อได�   

จากรายงานท่ีกล�าวถึงปeญหาของการใช�คุณสมบัติทางชีวเคมีในการจัดจําแนกแบคทีเรียใน
กลุ�มวิบริโอ (Kwok et al., 2002) เช�น การปรากฏของเชื้อต�างชนิดท่ีมีแบบแผนคุณสมบัติชีวเคมีท่ี
คล�ายคลึงกันมาก หรือลักษณะทางชีวเคมีท่ีแปรผันในเชื้อชนิดเดียวกัน โดยพบว�าเชื้อท่ีแยกได�จาก
ผู�ปfวยและจากตัวอย�างสิ่งแวดล�อมมีสายพันธุ5ท่ีมีลักษณะแตกต�างไปจากลักษณะของสายพันธุ5 
ส�วนใหญ� (Atypical stains) อยู�ร�วมด�วยเสมอ (Vieira, Grayer, Paton, & Simon, 2001;  
Thompson, IiDa, & Swings, 2004; Tarr et al., 2007) จึงทําให�ต�องมีการยืนยันเชื้อด�วยวิธีท่ีมี
ความแม�นยําสูงกว�า เช�น การใช�วิธีทางอณูพันธุศาสตร5 (Kim et al., 1999; Nandi et al., 2000;  
Blackstone et al., 2003; Panicker, Myers, & Bej, 2004; Takahashi, Hara-Kudo, Miyasaka, 
Kumagai, & Konuma, 2005; Gubala, 2006) เม่ือนําไอโซเลทดังกล�าวท้ัง 1,374 ไอโซเลทมา
ยืนยันเชื้อด�วยเทคนิคพีซีอาร5 โดยอาศัยยีน tl เป�นเป�าหมาย พบว�าเชื้อจํานวน 1,293 ไอโซเลท 
(94.10 เปอร5เซนต5) แสดงผลบวกต�อยีน tl  ซ่ึงเป�นยีนท่ีนํารหัสการสร�าง TLH ซ่ึงพบใน V. 
parahaemolyticus ทุกสายพันธุ5  ในปeจจุบันเป�นท่ียอมรับกันโดยท่ัวไปในการใช�ยีน tl สําหรับบ�งชี้
และยืนยันแบคทีเรียชนิดนี้  นอกจากยีน tl แล�วยังสามารถใช�ยีน toxR สําหรับเป�นเครื่องหมายบ�งชี้
แบคทีเรียชนิดนี้ได�อีกด�วย ซ่ึงยีนนี้นํารหัสการสร�างโปรตีนควบคุมสําหรับควบคุมการแสดงออกของ
ยีนท่ีเก่ียวข�องกับการสร�างทอกซิน โดยยีนนี้พบได�ใน V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุ5 (Miller 
et al., 1987; Matsumoto et al., 2000) จากผลการยืนยันเชื้อ แสดงให�เห็นว�าการจัดจําแนกเชื้อ
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โดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีเพียงอย�างเดียวอาจไม�เพียงพอต�อการระบุชนิด ซ่ึงการใช�เทคนิค      
พีซีอาร5เข�ามาช�วยยืนยัน จะทําให�ความเชื่อม่ันของการจัดจําแนกมีมากข้ึน  

เชื้อ V. parahaemolyticus 1,293 ไอโซเลทท่ียืนยันได�นั้น เม่ือนํามาตรวจการมีอยู�ของยีน 
tdh และ trh ตามลําดับ พบว�ามี V. parahaemolyticus เพียง 17 ไอโซเลท (1.31 เปอร5เซ็นต5) ท่ี
แสดงผลบวกต�อยีน tdh และมีเชื้อ 2 ไอโซเลท (0.15 เปอร5เซนต5) แสดงการมีอยู�ของยีน trh การบ�งชี้
ความเป�นสายพันธุ5ก�อโรคของแบคทีเรียชนิดนี้ใช�การตรวจสอบการมีอยู�ของยีน tdh และ/หรือ trh ซ่ึง
ตามปกติแล�วโอกาสตรวจพบสายพันธุ5ท่ีมียีนดังกล�าวอยู�มักพบได�ไม�มากนักจากตัวอย�างสิ่งแวดล�อม
เม่ือเปรียบเทียบกับตัวอย�างสิ่งส�งตรวจจากผู�ปfวย ดังตัวอย�างงานวิจัยของสุภาทินี โสบุณ (2546) ท่ีได�
ทําการคัดแยก V. parahaemolyticus จากอาหารทะเลและผู�ปfวยในภาคใต�ของประเทศไทยเป�น
จํานวน 666 ไอโซเลท และ 188 ไอโซเลท ตามลําดับ พบว�าในกลุ�มไอโซเลทท่ีแยกได�จากอาหารทะเล 
ตรวจพบยีน tdh จํานวน 14 ไอโซเลท (2.1 เปอร5เซ็นต5) และ trh จํานวน 2 ไอโซเลท (0.3 
เปอร5เซ็นต5) ส�วนเชื้อท่ีแยกได�จากผู�ปfวย ตรวจพบยีน tdh  จํานวน 168 ไอโซเลท (89.4 เปอร5เซ็นต5)  
ยีน trh  จํานวน 10 ไอโซเลท (5.3 เปอร5เซ็นต5) และมีเชื้อ 5 ไอโซเลท ตรวจพบว�ามีท้ังยีน tdh และ 
trh (2.7 เปอร5เซ็นต5) เช�นเดียวกับงานวิจัยของ  Lee et al. (2008) ซ่ึงตรวจสอบการปนเป��อนของ  
V. parahaemolyticus ในหอยนางรม จํานวน 72 ตัวอย�าง พบว�ามีเพียง 1 ไอโซเลท (1.4 
เปอร5เซ็นต5) ท่ีให�ผลบวกกับยีน trh แต�ไม�พบเชื้อท่ีมียีน tdh นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Zulkifli et 
al. (2009) ได�ตรวจ V. parahaemolyticus ในหอยแครง โดยอาศัยยีน tdh และ trh เป�นเป�าหมาย  
จากการศึกษาพบว�าตัวอย�างหอยแครงท้ังหมด 25 ตัวอย�าง สามารถแยกเชื้อ V. parahaemolyticus 
ได�ท้ังหมด 32 ไอโซเลท แต�พบ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคเพียง 3 ไอโซเลท โดยเป�น
เชื้อท่ีมียีน tdh จํานวน 1 ไอโซเลท และสายพันธุ5มียีน trh จํานวน 2 ไอโซเลท โดยไม�พบเชื้อสายพันธุ5
ท่ีมีท้ังยีน  tdh และ trh 

นอกจากการตรวจสอบลักษณะจีโนไทปnท่ีบ�งชี้ความเป�นสายพันธุ5ก�อโรคของ  
V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จากหอยนางรมดังได�กล�าวแล�วข�างต�น  การศึกษานี้ยังมีความสนใจ 
ท่ีจะตรวจสอบว�า V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรคท่ีตรวจพบนั้น มีลักษณะทางพันธุกรรมท่ี
สัมพันธ5กับ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีก�อให�เกิดการระบาดท่ัวโลกหรือไม�  จากรายงานวิจัย
ท่ีผ�านมานับต้ังแต� ค.ศ. 1996 พบว�า V. parahaemolyticus ซีโรไทปn O3:K6 (รวมถึงซีโรไทปnอ่ืน ๆ 
ซ่ึงแปรผันมาจาก O3:K6 เช�น O4:K68, O1:K25, O1:KUT และ O6:K18) ก�อให�เกิดการระบาดของ 
โรคอาหารเป�นพิษท่ัวโลก โดยจากการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อซีโรไทปn O3:K6 พบว�าเป�น
สายพันธุ5ใหม� (new O3:K6) ซ่ึงมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกต�างไปจาก V. parahaemolyticus 
O3:K6 ท่ีเคยพบก�อนหน�าปr ค.ศ. 1996 (old O3:K6)  Okuda et al. (1997) รายงานว�า  
V. parahaemolyticus (new) O3:K6 ซ่ึงเป�นสายพันธุ5ระบาดท่ัวนี้ถูกคัดแยกได�เป�นครั้งแรกจาก
ผู�ปfวยท่ีปfวยด�วยโรคอาหารเป�นพิษท่ีเมืองกัลกัตตา ประเทศอินเดีย  แบคทีเรียสายพันธุ5นี้มียีนก�อโรค 
tdh แต�ไม�มียีน trh (tdh+ trh-) แบคทีเรียสายพันธุ5นี้มีแบบแผนดีเอ็นเอจากการวิเคราะห5ด�วยเทคนิค  
AP-PCR  แตกต�างไปจาก V. parahaemolyticus (old) O3:K6 รวมท้ังแตกต�างไปจากซีโรไทปnอ่ืน ๆ 
ซ่ึงเป�นสายพันธุ5ก�อโรค (tdh+ trh-)  ซ่ึงแยกได�จากเมืองกัลกัตตาในช�วงเวลาเดียวกัน  
(Matsumoto et al., 2000) ในเวลาต�อมาพบการระบาดของ V. parahaemolyticus (new) 
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O3:K6 ในหลายประเทศ ได�แก�  บังคลาเทศ ประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต� ญ่ีปุfน เกาหลีใต� 
ไต�หวันและสหรัฐอเมริกา ประเทศในกลุ�มอเมริกาใต� ยุโรป และอาฟริกา (Mitsuaki, 2009)  

จากการศึกษายีนเครื่องหมาย toxR และ toxS (toxRS) ซ่ึงนํารหัสการสร�างโปรตีนควบคุม 
(Regulatory proteins) ท่ีเก่ียวข�องกับการควบคุมการแสดงออกของยีนต�าง ๆ ท่ีเก่ียวข�องกับการ 
ก�อโรคของแบคทีเรียชนิดนี้ พบว�ายีนดังกล�าวใน V. parahaemolyticus (new) O3:K6 มีบริเวณท่ีมี
ลําดับนิวคลีโอไทด5เป�นเอกลักษณ5เฉพาะซีโรไทปnจึงสามารถนํามาใช�เป�นโมเลกุลเครื่องหมายสําหรับ
ตรวจสอบและบ�งชี้ความแตกต�างของ V. parahaemolyticus (new) O3:K6 แยกออกจาก  
(old) O3:K6 รวมท้ังซีโรไทปnอ่ืน ๆ ได�  Matsumoto et al. (2000) จึงได�พัฒนาเทคนิคพีซีอาร5
สําหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส�วนของยีน toxRS ท่ีมีความจําเพาะต�อ V. parahaemolyticus 
(new) O3:K6 เพ่ือให�มีความสะดวกในการตรวจสอบและติดตามแบคทีเรียสายพันธุ5นี้ เรียกเทคนิคนี้
ว�า GS-PCR โดยพบว�านอกจาก V. parahaemolyticus (new) O3:K6 แล�วยังมี V. 
parahaemolyticus ซีโรไทปnอ่ืน ๆ ท่ีพบว�ามีการระบาดในพ้ืนท่ีต�าง ๆ ได�แก� O4:K68, O1:K25, 
O1:KUT และ O6:K18 ให�ผลบวกต�อการทํา GS-PCR ด�วยเช�นกัน โดยจากการศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมโดยใช�เทคนิคต�าง ๆ ได�แก� AP-PCR, PFGE และ MLST ทําให�สามารถสรุปได�ว�า            
V. parahaemolyticus ซีโรไทปnต�าง ๆ เหล�านี้เป�นสายพันธุ5ท่ีมีวิวัฒนาการแปรผันมาจาก            
V. parahaemolyticus (new) O3:K6 (Matsumoto et al., 2000; Han et al., 2008)   

นอกจากการทํา GS-PCR แล�ว ยังมีการใช�โมเลกุลเครื่องหมายอีกชนิดหนึ่งในการบ�งชี้ 
V. parahaemolyticus (new) O3:K6 คือ ORF8 ของฟาจ f237 ซ่ึงมีความสัมพันธ5กับ  
V. parahaemolyticus (new) O3:K6 โดยสามารถตรวจสอบได�จากการใช�เทคนิคพีซีอาร5เพ่ิม
ปริมาณยีนดังกล�าว (Myers et al., 2003) โดยยีนเครื่องหมายนี้สามารถตรวจพบได�ใน                
V. parahaemolyticus (new) O3:K6 รวมท้ังซีโรไทปn O1:KUT, O1:K25 และ O4:K68 
(Ansaruzzaman et al., 2008; Bhuiyan et al., 2002; Myers et al., 2003)  อย�างไรก็ตาม
เนื่องจากลักษณะการปรากฏอยู�ของ ORF8 บนจีโนมของสายพันธุ5ระบาดท่ัวนั้นพบว�ามีการผันแปรได� 
(บวกหรือลบ) (Bhuiyan et al., 2002; Serichantalerg et al., 2007) โดย Bhuiyan et al. 
(2002) รายงานว�าการปรากฏอยู�ของ ORF8 ใน V. parahaemolyticus นั้นไม�มีความสัมพันธ5กับผล
การทํา GS-PCR ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการหายไปของจีโนมของฟาจบางส�วน (ซ่ึงรวมบริเวณ ORF8) 
หรือหายไปท้ัง จีโนม ดังนั้นจึงไม�ควรใช� ORF8 เพียงชนิดเดียวในการเป�นเครื่องหมายบ�งชี้ความเป�น
สายพันธุ5ระบาดท่ัวของเชื้อนี้   

V. parahaemolyticus จํานวน 19 สายพันธุ5 ซ่ึงจัดเป�นสายพันธุ5ก�อโรค ท่ีจําแนกได�ใน
งานวิจัยนี้ มีจีโนไทปnเป�น tdh+trh- จํานวน 17 สายพันธุ5 และจีโนไทปn tdh-trh+  จํานวน 2 สายพันธุ5
ซ่ึงเป�นท่ีน�าสนใจในการท่ีจะนํามาศึกษาว�ามีลักษณะของสายพันธุ5ระบาดท่ัวดังเช�นท่ีพบใน (new) 
O3:K6 หรือไม� โดยการตรวจสอบด�วยเทคนิค GS-PCR และการตรวจสอบการมีอยู�ของ ORF8 ด�วย
เทคนิคพีซีอาร5 พบว�ามี 9 สายพันธุ5ของสายพันธุ5ก�อโรคทีมีจีโนไทปnเป�น tdh+trh- ท่ีให�ผลเป�น       
GS-PCR+ ORF8+ จากลักษณะจีโนไทปnดังกล�าวแสดงให�เห็นว�า V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ี
แยกจากหอยนางรมในพ้ืนท่ีชายฝe�งทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี นอกจากมีโอกาสเป�นสายพันธุ5ก�อโรค
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แล�ว ยังมีโอกาสท่ีจะเป�นสายพันธุ5ท่ีพบระบาดท่ัวได�เช�นกัน กล�าวคือสายพันธุ5ท่ีมีจีโนไทปnเป�น       
GS-PCR+ ORF8+  

ในการศึกษานี้ได�มีการระบุซีโรไทปnของ V. parahaemolyticus ท้ัง 9 สายพันธุ5ท่ีมี
ลักษณะจีโนไทปnสัมพันธ5กับสายพันธุ5ระบาดท่ัว โดยซีโรไทปnของสายพันธุ5ระบาดท่ัวตามท่ีมีรายงาน
มาแล�วนั้น ได�แก� O3:K6, O4:K68, O1:K25, O1:KUT หรือ O6:K18 แต�ด�วยท่ีความแปรผันเชิง
พันธุกรรมอาจเกิดข้ึนได�ท่ัวท้ังจีโนม ซ่ึงอาจส�งผลทําให�เกิดความแปรผันของซีโรไทปnในแบคทีเรียนี้  
ได�เช�นกัน ดังเช�นรายงานของ Serichantalerg et al. (2007) ท่ีวิเคราะห5ลักษณะของ                 
V. parahaemolyticus ท่ีแยกได�จากผู�ปfวยในโรงพยาบาลบํารุงราษฎร5 กรุงเทพมหานคร ซ่ึงเป�นท้ัง
ชาวไทยและชาวต�างประเทศ (ท้ังท่ีเป�นนักเดินทางและท่ีพํานักอยู�ในประเทศไทยอย�างถาวร) ในช�วง
เดือนมกราคม ค.ศ. 2001 ถึงเดือนธันวาคม ค.ศ. 2002 พบว�ามีเชื้อบางส�วนมีลักษณะของสายพันธุ5
ระบาดท่ัว จากการวิเคราะห5 GS-PCR และ ORF8 ซ่ึงส�วนใหญ�เป�นซีโรไทปn O3:K6, O1:K25 และ 
O1:KUT และเป�นท่ีน�าสนใจว�ามี 1 สายพันธุ5ท่ีมีลักษณะของสายพันธุ5ระบาดท่ัว แต�วิเคราะห5ได�เป�น  
ซีโรไทปn O3:K46 ซ่ึงถือว�าเป�นซีโรทัยใหม�ท่ีมีลักษณะของสายพันธุ5ระบาดท่ัวปรากฏอยู� สําหรับ       
ซีโรไทปnของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีมีลักษณะของสายพันธุ5ระบาดท่ัวท้ัง 9 สายพันธุ5    
ท่ีศึกษาในงานวิจัยนี้ พบว�ามีซีโรไทปnท่ีแตกต�างกัน 7 ซีโรไทปn ได�แก� O4:KUT, O11:K36, O4:K4, 
O8:K41, O1:K68, O1:KUT และ O4:K42 โดยซีโรไทปnท่ีพบมากท่ีสุดคือ O4:KUT (3 ไอโซเลท; 
33.3 %)  เม่ือพิจารณาจีโนไทปnของเชื้อท่ีนํามาตรวจสอบ ทําให�คาดหวังว�าจะได�พบซีโรไทปnของ   
สายพันธุ5ระบาดท่ัว คือ O3:K6 อย�างไรก็ตามจากการตรวจสอบไม�พบซีโรไทปnดังกล�าวใน              
V. parahaemolyticus     สายพันธุ5ท่ีแยกได�จากหอยนางรม แต�สิ่งท่ีน�าสนใจอย�างยิ่งคือการปรากฎ
อยู�ของซีโรไทปn O1:KUT ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ5ท่ีมียีนเครื่องหมายของสายพันธุ5
ระบาดท่ัว (จํานวน 1 ไอโซเลท; NSTH08) ซ่ึงในปeจจุบันมีรายงานว�าซีโรไทปnนี้เป�นหนึ่งในกลุ�ม        
ซีโรไทปnท่ีรายงานว�าพบใน V. parahaemolyticus สายพันธุ5ระบาดท่ัว  

โดยปกติแล�วเชื้อท่ีมีลักษณะของสายพันธุ5ระบาดท่ัวมักแยกได�จากผู�ปfวย (Clinical 
isolates) ในประเทศไทยมีรายงานของการพบ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ระบาดท่ัว (tdh+ 
trh- GS-PCR+) ในอัตรา 55.5-69.7 เปอร5เซ็นต5 โดยแยกได�จากผู�ปfวยในโรงพยาบาลหาดใหญ� จังหวัด
สงขลา ช�วงระหว�าง ค.ศ. 2000 ถึง 2005  ในกรณีของเชื้อท่ีแยกจากสิ่งแวดล�อมหรือแหล�งอ่ืน ๆ มัก
ตรวจไม�ค�อยพบสายพันธุ5ระบาดท่ัว เช�น รายงานของ Sarkar et al. (2003) ซ่ึงได�ทําการคัดแยกเชื้อ  
V. parahaemolyticus จากตัวอย�างน้ําท้ิงชุมชนได�จํานวน 8 ไอโซเลท ในจํานวนนี้พบเป�นสายพันธุ5 
tdh+ 2 สายพันธุ5 โดยท่ีเม่ือนําเชื้อท้ัง 8 ไอโซเลทมา วิเคราะห5 GS-PCR และ ORF8 พบว�าท้ังหมด
ให�ผลเป�นลบ แสดงให�เห็นว�าไม�มีการปรากฏอยู�ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ระบาดท่ัวใน
ตัวอย�างน้ําท้ิงท่ีนํามาศึกษา  นอกจากนี้ Alam et al. (2009) คัดแยก V. parahaemolyticus จาก
ตัวอย�างน้ําท่ีเก็บมาจากบริเวณปากแม�น้ําของอ�าวเบงกอล ประเทศบังคลาเทศ ในช�วงระหว�างเดือน
ตุลาคม ค.ศ. 2005 ถึงเดือนมกราคม ค.ศ. 2006 ได�เชื้อท้ังหมด 42 ไอโซเลทท่ีแยกได� เม่ือนํามา
วิเคราะห5การมีอยู�ของยีนก�อโรค พบสายพันธุ5ท่ีมียีน tdh จาํนวน 18 ไอโซเลท สายพันธุ5ท่ีมียีน trh 
จํานวน 1 ไอโซเลท โดยไม�พบสายพันธุ5ท่ีมียีนก�อโรคท้ังสองยีน อย�างไรก็ตามในการศึกษานี้ไม�พบเชื้อ
ท่ีมีลักษณะของสายพันธุ5ระบาดท่ัวเม่ือตรวจด�วย GS-PCR และ ORF8   
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เม่ือวิเคราะห5สายสัมพันธ5เชิงวิวัฒนาการของ V. parahaemolyticus สายพันธุ5ก�อโรค  
สายพันธุ5ท่ีมีจีโนไทปnของสายพันธุ5ระบาดท่ัว และสายพันธุ5สิ่งแวดล�อม โดยใช�ข�อมูลลําดับนิวคลีโอไทด5
ของยีนเครื่องหมาย 16S rRNA และ atpA พบว�าข�อมูลของยีนดังกล�าวมีความใกล�ชิดกันมากจนไม�
สามารถใช�บ�งชี้ความแตกต�างระหว�างสายพันธุ5ได� 

สําหรับงานวิจัยนี้ถือว�าเป�นรายงานวิจัยแรกท่ีระบุถึงการตรวจพบ V. parahaemolyticus  
สายพันธุ5ก�อโรคซ่ึงมีลักษณะทางพันธุกรรมสัมพันธ5กับเชื้อสายพันธุ5ท่ีมีการระบาดท่ัวโลกใน 
หอยนางรมสดท่ีวางจําหน�ายในบริเวณชายฝe�งทะเลอ�างศิลา จังหวัดชลบุรี ซ่ึงถือว�าเป�นพ้ืนท่ีท่ีมี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ ท้ังในเชิงท�องเท่ียวและเป�นแหล�งเพาะเลี้ยงสัตว5น้ําท่ีสําคัญ โดยเฉพาะหอย
นางรม ดังนั้นการมีมาตรการในการเฝ�าระวังและตรวจสอบการปนเป��อนของเชื้อสายพันธุ5ดังกล�าวจึงมี
ความสําคัญและจําเป�นอย�างยิ่งในการควบคุมและรักษาความปลอดภัยทางด�านอาหารและความ
ปลอดภัยของผู�บริโภค 
 
ข!อเสนอแนะ 
-   ควรมีการศึกษายีนเครื่องหมายอ่ืน ๆ นอกเหนือจากยีน 16S rRNA และ atpA เพ่ือนํามาใช�ในการ

บ�งชี้ความแตกต�างระหว�างสายพันธุ5ก�อโรค สายพันธุ5ระบาดท่ัวและสายพันธุ5สิ่งแวดล�อมของ       
V. parahaemolyticus ซ่ึงจะมีประโยชน5ในการตรวจสอบ ติดตาม และบ�งชี้เชิงระบาดวิทยา  
ของแบคทีเรียชนิดนี้ในสิ่งแวดล�อม 
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1.  Alkaline Peptone Water (APW) 

ชั่ง Peptone 10.0 กรัม และ NaCl 10.0 กรัม ละลายส�วนผสมท้ังหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 
1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เป�น 8.5 ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน (Autoclave) โดยใช�อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที 

การใช�งาน ใช�สําหรับเพ่ิมปริมาณเชื้อ Vibrio spp. ท่ีใช�ในการศึกษา 
 

2.  CHROMagar ™ Vibrio (Paris, France) 
ชั่ง CHROMagar ™ Vibrio จํานวน 74.7 กรัม ละลายส�วนผสมในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร หลอมให�วุ�นละลายท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ปรับ pH เป�น 9.0±0.2 (ไม�ต�องนึ่งฆ�า
เชื้อ) ทําให�เย็นลงท่ีอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส แล�วนําไปเทลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  

การใช�งาน ใช�สําหรับบ�งชี้ความแตกต�างของเชื้อ V. parahaemolyticus  โดยตรวจสอบจาก 
สีของโคโลนี (V. parahaemolyticus  มีโคโลนีสีม�วง) 

 
3.  Cytosine Tryptone Agar (CTA; Himedia®) with NaCl 2 เปอรWเซ็นตW   

ชั่ง CTA 28.5 กรัม และ NaCl 20.0 กรัม ละลายด�วยน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับ 
pH 7.3±0.2 หลอมให�ละลายด�วยความร�อนจนวุ�นละลายเป�นเนื้อเดียวกัน ใช�หลอดฉีดยาดูด CTA ใส�
หลอดเซนตริฟ�วจ5ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที 

การใช�งาน ใช�สําหรับเก็บรักษาเชื้อเพ่ือใช�ในการศึกษา  
(ระยะเวลาของการเก็บรักษาประมาณ 3 เดือน) 

 
4.  Lysine Indole Motility; (LIM; Difco™) with NaCl 1 เปอรWเซ็นตW 

ชั่งอาหาร LIM 36.5 กรัม และ NaCl 10.0 กรัม ละลายส�วนผสมด�วยน้ํากลั่น 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรบั pH 6.6±0.2  บรรจุหลอดแก�วขนาด 13 × 100 มิลลิเมตร หลอดละ 
3 มิลลิลิตร ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อ
ตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที 

การใช�งาน ใช�สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซม5ไลซีนดีคาร5บอกซีเลส  การผลิตอินดอล และ 
การเคลื่อนท่ี 

 

5.  Thiosulphate Citrate Bile Salt Agar (TCBS; Oxoid) 
ชั่ง TCBS 88 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร หลอมให�ละลาย ปรับ pH 

เป�น 8.6±0.2 (ไม�ต�องนึ่งฆ�าเชื้อ) 
การใช�งาน ใช�สําหรับคัดกรองและบ�งชี้ความแตกต�างของ V. parahaemolyticus  

แยกจากเชื้ออ่ืน ๆ  
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6.  Tryptic Soy Agar (TSA; Difco™) with NaCl 3 เปอรWเซ็นตW  
 ชั่งอาหาร TSA 40.0 กรัม และ NaCl 30.0 กรัม ละลายส�วนผสมด�วยน้ํากลั่น 1,000 
มิลลิลิตร ปรับ pH 7.3±0.2  ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส     
ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที  

การใช�งาน ใช�สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus 
 
7.  Tryptic Soy Agar (TSA; Difco™) with NaCl 1 เปอรWเซ็นตW  
 ชั่งอาหาร TSA 40.0 กรัม และ NaCl  10.0 กรัม ละลายส�วนผสมด�วยน้ํากลั่น 1,000 
มิลลิลิตร ปรับ pH 7.3±0.2  ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที  

การใช�งาน ใช�สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ V. cholerae และ V. alginolyticus 
 
8.  Tryptic Soy Broth (TSB; Difco™) with NaCl 3 เปอรWเซ็นตW  

ชั่ง TSB 30.0 กรัม และ NaCl 30.0 กรัม ละลายส�วนผสมด�วยน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ 
pH 7.3±0.2 ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อ
ตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที  

การใช�งาน ใช�สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus 
 
9.  Tryptic Soy Broth (TSB; Difco™) with NaCl 1 เปอรWเซ็นตW 

ชั่ง TSB 30.0 กรัม และ NaCl 10.0 กรัม ละลายส�วนผสมด�วยน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับ 
pH 7.3±0.2 ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อ
ตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที  

การใช�งาน ใช�สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ V. cholerae และ V. alginolyticus 
 
10.  Triple Sugar Iron Agar (TSI; Difco™) with NaCl 1 เปอรWเซ็นตW 
 ชั่ง TSI 65.0 กรัม และ NaCl 10.0 กรัม ละลายส�วนผสมด�วยน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร ปรับ pH 7.4±0.2  หลอมให�ละลาย บรรจุหลอดแก�วขนาด 13 × 100 มิลลิเมตร  
หลอดละ 4 มิลลิลิตร ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที เม่ือฆ�าเชื้อเสร็จนําหลอดอาหารวางเอียง 

การใช�งาน ใช�สําหรับตรวจสอบการหมักย�อยน้ําตาล 3 ชนิด ได�แก� น้ําตาลแลคโตส  
 น้ําตาลซูโครส และน้ําตาลกลูโคส 

 
11.  T1N3 agar  
 ชั่ง Tryptone 10.0 กรัม NaCl 30.0 กรัม และผงวุ�น (Agar) 15 กรัม ละลายส�วนผสมด�วย
น้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปให�ความร�อนเพ่ือให�วุ�นละลายเป�นเนื้อเดียวกัน  จากนั้นนําไป
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ฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�น
เวลา 15 นาที 

การใช�งาน ใช�สําหรับเพาะแยกเชื้อ 
 
12.  Tryptic Soy Broth (TAB; Difco™)+ NaCl 3 เปอรWเซ็นตW + กลีเซอรอล 30 เปอรWเซ็นตW 

ชั่ง TSB 30.0 กรัม และ NaCl 30.0 กรัม ละลายส�วนผสมด�วยน้ํากลั่นประมาณ 500 
มิลลิลิตร และเติมกลีเซอรอลปริมาตร 300 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให�เป�น 1,000 มิลลิลิตร นําไป
หลอมให�ละลายด�วยความร�อน แล�วนํามาบรรจุใส�ในหลอดฝาเกลียวท่ีใช�สําหรับเก็บรักษาเชื้อขนาด 
1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปฆ�าเชื้อด�วยหม�อนึ่งความดัน โดยใช�อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 นาที  

การใช�งาน ใช�สําหรับเก็บรักษาเชื้อ 
 
13.  Urease Test Broth (BBL™) with NaCl 1 เปอรWเซ็นตW 
 ชั่ง Urease Test Broth 3.87 กรัม และ NaCl 1.0 กรัม เติมน้ํากลั่นปราศจากเชื้อประมาณ 
1.0 มิลลิลิตร คนจนละลายเป�นเนื้อเดียวกัน จากนั้นนําไปกรองด�วยหัวกรองขนาด 0.45 ไมครอน 
จากนั้นเติมน้ํากลั่นท่ีปราศจากเชื้อปรับให�ได�ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บรรจุใส�หลอดท่ีปราศจากเชื้อ
ขนาด 13 × 100 มิลลิเมตร หลอดละ 2 มิลลิลิตร 

การใช�งาน ใช�สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซม5ยูรีเอส 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี บัฟเฟอรW และรีเอเจนตW  

 
1.  อะกาโรสเจล 
 อะกาโรสเจล 1.5 เปอรWเซ็นตW  

ชั่งอะกาโรสเจล 1.5 กรัม ละลายใน 1X TAE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไป
หลอมให�ละลายด�วยความร�อนจนอะกาโรสละลาย ต้ังท้ิงไว�ให�อุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 
50-55 องศาเซลเซียส ก�อนเทลงถาด 
อะกาโรสเจล 1.2  เปอรWเซ็นตW  

ชั่งอะกาโรสเจล 1.2 กรัม ละลายใน 1X TAE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไป
หลอมให�ละลายด�วยความร�อนจนอะกาโรสละลาย ต้ังท้ิงไว�ให�อุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 
50-55 องศาเซลเซียส ก�อนเทลงถาด 

 
2.  Ethylene Diamine Tetraacetic (EDTA) 0.5  โมลารW 

EDTA (disodium salt, MW = 372.24)  18.6  กรัม 
น้ํากลั่น      80.0 มิลลิลิตร 
กวนสารละลายด�วยแท�งแม�เหล็ก (Magnetic stirrer) คอยเติมเกล็ด NaOH ลงจนกระท่ังได� 

pH เท�ากับ 8.0 ซ่ึงเป�น pH ท่ี EDTA ละลายหมดพอดี ปรับปริมาตรให�ได� 100 มิลลิลิตร และนําไปนึ่ง
ฆ�าเชื้อในหม�อนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�นเวลา 
15 นาที 
 
3.  Tris-Cl, pH 8.0  2  โมลารW 

ชั่ง Tris base 242.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ pH เป�น 8.0 ด�วย 
conc.HCl ประมาณ 42 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด�วยน้ํากลั่นให�เป�น 1,000 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆ�า
เชื้อในหม�อนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว เป�นเวลา 15 
นาที 
 
4.  1X Tris/EDTA (TE) buffer 

Tris-Cl, pH 8.0 2 โมลาร5              2.5 มิลลิลิตร 
EDTA 0.5 โมลาร5    1.0 มิลลิลิตร 
ผสมให�เข�ากันแล�วปรับปริมาตรให�เป�น 500 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆ�าเชื้อ 

ในหม�อนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว  
เป�นเวลา 15 นาที 
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5.  50X Tris-acetate-electrophoresis (TAE) buffer 
Tris-base     242.0 กรัม 
Glycial acetic acid    57.1 กรัม 
EDTA (pH 8.0) 0.5 โมลาร5   100.0 มิลลิลิตร 
ผสมให�เข�ากันแล�วปรับปริมาตรให�เป�น 1,000 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆ�าเชื้อ 

ในหม�อนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด5ต�อตารางนิ้ว  
เป�นเวลา 15 นาที 
 
6.  6X Gel loading-buffer 
 Bromophenol blue (MW=533.60)   0.25 กรัม 
 Xylene cyanol (MW=342.30)              0.25 กรัม 
 Sucrose      40.00 กรัม 
 นํา Sucrose ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติม Bromophenol 
blue และ Xylene cyanol ผสมให�เข�ากันแล�วเก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
7.  Ethidium bromide solution (10 มิลลิกรัมต�อมิลลิลิตร) 

ชั่ง Ethidium bromide 500 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร กวนด�วยแท�ง
แม�เหล็กจนกระท่ังละลาย เก็บสารละลายไว�ในขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
8.  Kovac’s reagent (Metck, Germany) 

4-Dimethylaminobenzadehyde   5 กรัม 
Hydrochloride acid             25 กรัม 
2-Methylbutan-2-ol             75 กรัม 
ละลายส�วนผสมท้ังหมดให�เข�ากัน ปรับปริมาตรเป�น 100 มิลลิลิตร เก็บใส�ขวดสีชา  

การใช�งาน  ใช�สําหรับทดสอบการผลิตอินดอล 
 
9.  Oxidase Reagent  

ชุดทดสอบสําเร็จรูป BactiDrop™ Oxidase (Remel, UK) 
การใช�งาน   สําหรับทดสอบเอนไซม5ออกซิเดส 
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ภาคผนวก ค 
การทดสอบทางชีวเคมี 

 
1.  การคัดเลือก V. parahaemolyticus บนอาหารเล้ียงเช้ือ CHROMagar™ Vibrio 
อาหารทดสอบ CHROMagar™ Vibrio  
วิธีทดสอบ ขีดเชื้อบนผิวหน�าอาหาร โดยให�แยกเป�นโคโลนีเด่ียว แล�วบ�มท่ีอุณหภูมิ 37  

องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24 ชั่วโมง 
การอ�านผล สังเกตสีของโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร V. parahaemolyticus ให�โคโลนีสีม�วง 

ต�างจากโคโลนีของเชื้อชนิดอ่ืน ๆ ดังภาพท่ี ค-1 ถึง ค-6 
 

 
 

ภาพท่ี ค-1  V. parahaemolyticus ATCC 
17802 โคโลนีมีสีม�วงชมพูอ�อน  

 
 

ภาพท่ี ค-2  V. parahaemolyticus DMST 
15285 โคโลนีมีสีม�วงชมพู ขอบใส 
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ภาพท่ี ค-3  V. cholerae DMST 2873 
                โคโลนีสีเขียวน้ําเงิน  

 
ภาพท่ี ค-4  V. cholerae Ogawa AFRIM 
                 โคโลนีสีเขียว  
 

 
 
ภาพท่ี ค-5  A. hydrophila DMST 21250 
                โคโลนีสีม�วงน้ําเงิน 

 
ภาพท่ี ค-6  V. alginolyticus DMST 14800                      
                โคโลนีสีขาวขุ�น 
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2.  การคัดเลือก V. parahaemolyticus บนอาหารเล้ียงเช้ือ TCBS agar 
อาหารทดสอบ TCBS agar (TCBS; Oxoid) 
วิธีทดสอบ ขีดเชื้อบนผิวหน�าอาหาร โดยให�แยกเป�นโคโลนีเด่ียว แล�วบ�มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24 ชั่วโมง 
การอ�านผล V. parahaemolyticus โคโลนีมีขนาดประมาณ 1-3 มิลลิเมตร มีสีเขียว ส�วนน�อย

ท่ีโคโลนีจะมีสีเหลือง (ภาพท่ี ค-7) 
 

 
 

ภาพท่ี ค-7  ลักษณะโคโลนี V. parahaemolyticus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS agar 
 

3. การทดสอบการหมักย�อยน้ําตาล (น้ําตาลแลคโตส น้ําตาลซูโครส และน้ําตาลกลูโคส) 
อาหารทดสอบ TSI (Difco™)  
วิธีทดสอบ ขีดเชื้อบนผิวหน�าอาหารแล�วแทงลงในเนื้อวุ�นของอาหารเลี้ยงเชื้อ  

บ�มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24 ชั่วโมง 
การอ�านผล (1)  ผลการหมักย�อยน้ําตาลต�าง ๆ  

(1.1)  ถ�าแบคทีเรียสามารถหมักย�อยน้ําตาลกลูโคสอย�างเดียวบนผิววุ�นจะ  
          เปลี่ยนจากสีแดง-ส�มเป�นสีแดงเข�ม (Alkaline หรือ K)  
          ส�วนก�นหลอดจะมีสีเหลือง อ�านผลว�า K/A ดังภาพท่ี ค-8 (1) 
(1.2)  ถ�าแบคทีเรียสามารถหมักย�อยน้ําตาลได�มากกว�า 1 ชนิด จะเกิด 
          สีเหลืองท้ังหลอด อ�านผลว�า A/A ดังภาพท่ี ค-8 (2) 
(1.3)  หากแบคทีเรียไม�สามารถใช�น้ําตาลใด ๆ เลย มีอยู� 3 รูปแบบ คือ 
          N/N, K/N, K/K (ภาพท่ี ค-8(3) (N: ไม�เกิดการเปลี่ยนแปลงของ 
          สีอาหาร และ K: เปลี่ยนเป�นสีแดงเข�ม) 

(2)  การเกิดก¦าซจะเห็นรอยแตก หรือสังเกตเห็นฟองก¦าซ ดังภาพท่ี ค-8 (4-7) 
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(3)  การเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด5 จะเห็นสีดําอยู�ก�นหลอด ดังภาพท่ี ค-8 (6-9) 
 

 
 

ภาพท่ี ค-8  ลักษณะของเชื้อท่ีเจริญเม่ือถูกทดสอบด�วย TSI agar 
(ท่ีมา: Amrita, 2012) 

 
4.  การทดสอบการผลิตเอนไซมWไลซีนดีคารWบอกซีเลส การผลิตอินดอล และการเคล่ือนท่ี 
อาหารทดสอบ  LIM (Difco™)  
วิธีทดสอบ เป�นการทดสอบปฏิกิริยาต�าง ๆ 3 ชนิด คือ การผลิตเอนไซม5ไลซีนดีคาร5บอกซีเลส  

การผลิตอินดอล และการเคลื่อนท่ี โดยการแทงเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้น
นําไปบ�มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24 ชั่วโมง 

การอ�านผล (1)  การผลิตเอนไซม5ไลซีนดีคาร5บอกซีเลส 
  ผลบวก สีอาหารยังคงเป�นสีเดิม (สีม�วง) 

 ผลลบ   สีอาหารเปลี่ยนเป�นสเีหลือง 
 (2)  การผลิตอินดอล 

ผลบวก เกิดวงแหวนสีแดง เม่ือหยด Kovac’s reagent 
ผลลบ   ไม�เกิดวงแหวนสีแดง เม่ือหยด Kovac’s reagent 

 (3)  การเคลื่อนท่ี 
ผลบวก เห็นการเจริญของเชื้อนอกรอยท่ีแทงไว� ทําให�อาหารเลี้ยงเชื้อขุ�น 
 ผลลบ   เห็นการเจริญของเชื้ออยู�เฉพาะตรงรอยท่ีแทงเท�านั้น 

 
5.  การทดสอบเอนไซมWออกซิเดส 
รีเอเจนต5ทดสอบ  BactiDrop™ Oxidase (Remel, UK) 
วิธีทดสอบ หยดน้ํายาทดสอบออกซิเดสลงบนกระดาษกรองท่ีปราศจากเชื้อ จากนั้นใช�

ไม�จิ้มฟeนท่ีปราศจากเชื้อเข่ียเชื้อลงบนกระดาษกรอง แล�วบันทึกผลการ
ทดลอง (ภายในระยะเวลา 30 วินาที) 

การอ�านผล ผลบวก  เกิดสีม�วง (ภาพท่ี ค-9ก)    ผลลบ   ไม�เกิดสี (ภาพท่ี ค-9ข) 
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                   ภาพท่ี ค-9  ผลการทดสอบเอนไซม5ออกซิเดส  (ก) การทดสอบเอนไซม5ออกซิเดสท่ี 

ให�ผลบวก  (ข) การทดสอบเอนไซม5ออกซิเดสท่ีให�ผลลบ 
(ท่ีมา: UW-medison, 2012) 

 

6.  การทดสอบการผลิตเอนไซมWยูรีเอส 
อาหารทดสอบ Urease Test Broth (BBL™) 
วิธีทดสอบ เข่ียเชื้อลงในหลอดอาหาร แล�วบ�มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24-48 

ชั่วโมง 
การอ�านผล ผลบวก  อาหารเปลี่ยนเป�นสีชมพู (ภาพท่ี ค-10ก)    
   ผลลบ    อาหารไม�เปลี่ยนสี (ภาพท่ี ค-10ข) 
 

  

ภาพท่ี ค-10  ผลการทดสอบยูรีเอส (ก) ผลของยูเรียท่ีเป�นผลบวก (ข) ผลของยูเรียท่ีเป�นผลลบ  
(ท่ีมา: LSUMC, 1995) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(�) (ก) 

B A 
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ภาคผนวก ง 
ลําดับข้ันตอนการจําแนก V. parahaemolyticus โดยวิธีทางชีวเคมี 

และการยืนยันผลด!วยพีซีอารW 
 

            Isolates  

         Gram�s stain 

                                                                                           

                          Oxidase test                                                                                         No 

 

                  No                 

 

                                  CHROMagar™ Vibrio                                          TCBS agar         

 

                                               "#"$%&'&()*+                                      "#"$%&'&,�&-*/'&,/$01+ 

                         

                                                                                   TSI agar 

 

                                                                                 A/A or K/A 

 

                                                                         Lysine decarboxylase test 

 

 

                                                                                                                        NO                                           

                         Motility test (+/-)                Indole test (+/-) 

     

                                                Urease test (+/-) 

                tl-PCR 

                                                  

                           NO                                V. parahaemolyticus 

 

 

  

+ - 

- + 

- + 

- + 

/(:-,/;<    +   >/?@$A*ก 

                    -    >/?@$$A 

                   +/-  >/?@$A*ก/B01$A  
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