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บทคัดยอ 
  

Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคทางเดินอาหารอักเสบ 
เน่ืองจากการรับประทานอาหารทะเลที่มีการปนเปอนเชื้อ สายพันธุที่กอโรคสวนใหญมียีนสราง
สารพิษ tdh หรือ trh หรือมีทัง้สองยีน อยางไรก็ตาม เชื้อที่แยกจากผูปวยจํานวนหน่ึงตรวจไม
พบยีน tdh และ trh งานวิจัยน้ีไดทําการศึกษา V.  parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 
76 ไอโซเลต ที่แยกไดจากผูปวยโรงพยาบาลหาดใหญระหวางป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 ผล
การศึกษาพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทุกสายพันธุที่ทดสอบให α-
hemolysis บน  Wagatsuma agar แสดงวา เชื้อทั้ง 76 ไอโซเลตไมมียีน tdh ซึ่งในการศึกษานี้
ไดทํา Southern blot hybridization ยืนยันวา เช้ือทั้ง 76 ไอโซเลตไมมียีน tdh และ trh จากการ
ทดสอบซีโรทัยปของเช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต พบซีโรทัยป O11:KUT สูงที่สุด (23.7%) รองลงมาคือ 
O5:KUT (10.5%), O12:KUT (9.2%) และ O1:KUT (6.6%) ตามลําดับ เม่ือศึกษาความ
แตกตางของสายพันธุโดยเทคนิค Arbitrarily primed - polymerase chain reaction (AP-PCR) 
พบวา เชื้อที่มีซีโรทัยปเหมือนกันสวนใหญจะมีลายพิมพดีเอ็นเอแตกตางกัน แสดงวา V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยมีความหลากหลายของสายพันธุสูงมาก 
เพ่ือศึกษาปจจัยอื่นที่อาจเก่ียวของกับการกอโรคของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- จึงทําการตรวจสอบ type III secretion system (TTSS) ในเช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต โดยวิธี 
Polymerase chain reaction (PCR) พบวา เช้ือทุกไอโซเลตมี TTSS1 แตมี 2 ไอโซเลต ที่ม ี
TTSS2 ซึ่ง TTSS2 จะพบอยูรวมกับยีน tdh บน pathogenicity island ดังน้ัน มีความเปนไปได
ที่ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 2 ไอโซเลตนี้เคยมียีน tdh แตเกิดการ
หายไปของยีน tdh (gene deletion) ในผูปวยขณะที่กําลังติดเช้ือ การศึกษาการเกาะติดของ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  เทียบกับ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ 
trh- และ tdh- trh+ ในลําไสหนู พบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh+ เกาะติดไดมากที่
สุดแตไมมีความแตกตางกับสายพันธุ tdh+ trh+ ในขณะที่ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- เกาะติดไดนอยที่สุดและไมมีความแตกตางกับสายพันธุ tdh+ trh- จึงสรุปไดวา การเกาะติดมี
ความสัมพันธกับยีน trh แตไมมีความสัมพันธกับยีน tdh เม่ือทดสอบความสามารถในการ
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สรางไบโอฟลมของเช้ือ V. parahaemolyticus พบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+ 
ที่แยกจากผูปวยสรางไบโอฟลมไดสูงที่สุด ในขณะที่สายพันธุ tdh- trh- สรางไบโอฟลมไดนอย
ที่สุด อยางไรก็ตาม ในการศึกษาคร้ังน้ี พบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยก
จากสิ่งแวดลอมสรางไบโอฟลมไดสูงกวาสายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวย ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากไบโอฟลมเปนปจจัยสําคัญในการอยูรอดของเชื้อในสิ่งแวดลอมที่มีความหลากหลาย
สูง เม่ือตรวจสอบแบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลของ V. parahaemolyticus พบโปรตีนขนาด
ประมาณ 40 kDa ในสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+ แตไมพบในสายพันธุ tdh- trh-  
ทายสุด การศึกษาน้ีไดทํา transposon mutagenesis เพ่ือยับยั้งยีนที่ควบคุมการสราง 
hemolysin TLH, flagella, protease และ gelatinase เพ่ือศึกษาวา ยีนเหลานี้เก่ียวของกับการ
กอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- หรือไม แตจากการตรวจสอบเช้ือจํานวน 
1,800 โคลนที่ได พบวาไมสามารถยับยั้งยีนดังกลาวได จากงานวิจัยน้ีจึงสรุปไดวา เช้ือ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยสวนหน่ึงเปนเชื้อที่มียีน tdh แตที่ตรวจ
ไมพบอาจเน่ืองมาจากเกิดการหายไปของยีน tdh ในผูปวยขณะที่กําลังติดเช้ือ 
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ABSTRACT 
  

Vibrio parahaemolyticus is a causative agent of gastroenteritis due to 
consumption of contaminated seafood. Pathogenic strains possess tdh or trh or both. 
However, some of clinical isolates lack of these genes. In this study, 76 isolates of tdh- 
trh- V. parahaemolyticus obtained from patients at Hat Yai hospital during 2000-2005 
were investigated. All isolates showed α-hemolysis on Wagatsuma agar. The absence 
of the tdh and trh genes were confirmed by Southern blot hybridization.                          
V. parahaemolyticus O11:KUT was detected predominantly (23.7%) followed by O5:KUT 
(10.5%), O12:KUT (9.2%) and O1:KUT (6.6%). Using arbitrarily primed - polymerase 
chain reaction (AP-PCR) technique, most DNA profiles of isolates with the same 
serotypes were different indicated that patients were infected with different clones. In 
order to investigate whether these tdh- trh- isolates possess other virulence factors, all 
isolates were investigated for the type III secretion system (TTSS) by polymerase chain 
reaction (PCR) technique. The result showed all isolates possessed TTSS1 and 2 out of 
76 isolates possessed TTSS2. TTSS2 and tdh are located in pathogenicity island, 
therefore it is possible that 2.6% of tdh- trh- isolates harbored tdh virulence gene but tdh 
deletion might occur during infection. Adherence to rat intestinal mucosa of V. 
parahaemolyticus was determined. Highest adherence was observed in V. 
parahaemolyticus tdh- trh+ isolates and it was not significantly different from tdh+ trh+ 
isolates. Adherence of V. parahaemolyticus tdh- trh- isolates was lowest and it was not 
significantly different from tdh+ trh- isolates. These results indicated correlation between 
trh gene and adherence but not tdh gene. Biofilm formation of V. parahaemolyticus from 
clinical and environmental isolates was investigated. In clinical isolates, highest biofilm 
formation was detected in V. parahaemolyticus tdh+ trh+ isolates, whereas less biofilm 
formation was detected in V. parahaemolyticus tdh- trh- isolates. However, V. 
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parahaemolyticus tdh- trh- isolates from environment showed biofilm formation higher 
than clinical tdh- trh- isolates. This is probably due to biofilm is an important mechanism 
of bacteria to survive in natural environment with different conditions. Protein profiles in 
cell of V. parahaemolyticus was determined by SDS-PAGE technique. Approximately 40 
kDa protein band was detected in V. parahaemolyticus tdh+ trh+, tdh+ trh- and tdh- trh+ 
isolates but not in tdh- trh- isolates. To determine whether tdh- trh- isolates possess 
other virulence factors such as TLH, flagella, protease and gelatinase, transposon 
mutagenesis was performed in one tdh- trh- isolates (PSU1751). A total of 1,800 clones 
were selected and screened for tlh gene deletion, motility, protease and gelatinase 
production. None was found to loss of those characters. In conclusion, this study 
demonstrated that clinical V. parahaemolyticus tdh- trh- isolated from some patients 
possessed tdh gene but deletion of this gene might occur during infection.  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
บทนําตนเร่ือง 

  
Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง ชอบเกลือ เคล่ือนที่ในอาหาร

เหลวโดยอาศัยแฟลกเจลลาเสนเดียวที่ขั้ว (single polar flagellum) V. parahaemolyticus เปน
เช้ือกอโรคในคน มีแหลงธรรมชาติอยูในนํ้าทะเลและนํ้ากรอย มักพบไดบอยในกุง หอย ปู และ
ปลาหลายชนิด การบริโภคอาหารทะเลดิบที่มีการปนเปอนเชื้อจะทําใหเกิดโรคทางเดินอาหาร
อักเสบซ่ึงมีอาการทองเสีย ปวดหัว คล่ืนไส อาเจียน ปวดทอง และมีไขต่ํา เช้ือน้ีเปนสาเหตุของ
โรคอาหารเปนพิษที่สําคัญไปทั่วโลก (Su and Liu, 2007) V. parahaemolyticus สายพันธุที่
แยกไดจากผูปวยสามารถสรางสารพิษชนิดทนความรอน เรียกวา thermostable direct 
hemolysin (TDH) และหรือ TDH-related hemolysin (TRH) ซ่ึงควบคุมโดยยีน tdh และหรือ 
trh ตามลําดับ มีรายงานจากประเทศญ่ีปุน จีน ไตหวัน อินเดีย และหลายๆ ประเทศทางเอเชีย 
รวมทั้งอเมริกา พบวา มากกวารอยละ 50 ของโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจากอาหารทะเลมีสาเหตุ
จาก V. parahaemolyticus นอกจากน้ี ยังมีรายงานวาเชื้อน้ีเปนสาเหตุของการติดเชื้อทาง
บาดแผล 34% และการติดเช้ือในกระแสโลหิต 5% (Daniels et al., 2000) 

ใน ค.ศ. 1996 ที่เมืองกัลกัตตา ประเทศอินเดีย เกิดการระบาดใหญของสายพันธุ 
O3:K6 และเกิดการระบาดอยางตอเน่ืองในหลายๆ ประเทศทางทวีปเอเชีย เชน ญ่ีปุน จีน 
ไตหวัน รวมทั้งประเทศอเมริกา จัดไดวา O3:K6 น้ีเปน pandemic strain และเปนสายพันธุใหม 
เม่ือเปรียบเทียบกับ O3:K6 ที่พบกอนป ค.ศ. 1996 สายพันธุใหมที่พบน้ีเปนสายพันธุที่มียีน 
tdh แตไมมียีน trh (tdh+ trh-) นอกจากน้ีใน ค.ศ. 1998 พบสายพันธุ O4:K68, O1:K25, 
O1:KUT (untypeable) ระบาดใน 12 ประเทศ (WHO, 1999; Chowdhury et al., 2000; 
Matsumoto et al., 2000; Bhuiyan et al., 2002) และพบการระบาดของสายพันธุ O1:K41, 
O1:K56, O3:K75, O4:K8, O4:K12, O4:KUT และ O5:KUT ในประเทศเวียดนาม (Chowdhury 
et al., 2004) จากการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอและ Group specific polymerase chain 
reaction (GS-PCR) พบวา สายพันธุเหลาน้ีเปนสายพันธุเดียวกับ pandemic strain ซีโรทัยป 
O3:K6 ที่ กําลังระบาดอยู 
 ในประเทศไทย ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
ไดทําการเฝาระวังเช้ือสายพันธุน้ีตั้งแตป พ.ศ. 2543 (ค.ศ. 2000) พบวา ตั้งแตป พ.ศ. 2543 ถึง 
 

              1 



   2 

2548 พบเชื้อสายพนัธุ pandemic strain (tdh+ trh–, GS-PCR บวก) แยกจากโรงพยาบาล
หาดใหญมีจํานวน 64.1%, 67.5%, 69.7%, 68.5%, 56.1% และ 55.5% ตามลําดับ อยางไรก็
ตาม พบเชื้อจํานวนหนึ่งที่แยกจากผูปวยในชวงเวลาดังกลาวไมมียีน tdh และ trh (tdh- trh-) 
เปนจํานวน 12.5%, 6.5%, 9.8%, 5.5%, 9.3% และ 9.7% ตามลําดับ ดังน้ันการศึกษาครั้งน้ีจึง
สนใจศึกษาลักษณะของเช้ือนี้วามีปจจัยใดเก่ียวของในการทําใหเกิดโรคในคน 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. จีนัส Vibrio 

จีนัส Vibrio เปนแบคทีเรียที่อยูในแฟมิล่ี Vibrionaceae ประกอบดวย 1 จีนัส คือ Vibrio 
(Thompson et al., 2004) Vibrio มีแหลงที่อยูตามธรรมชาติทั้งในน้ําทะเล น้ํากรอย และอยูบน
ผิวนอก ตลอดจนลําไสของสัตวทะเล (Fouz et al., 1990) จีนัส Vibrio ประกอบดวยแบคทีเรีย 
69 สปชีส และ 1 biovar (Vuddhakul, 2008) แตสปชีสที่ทําใหเกิดโรคในคน ไดแก V. 
alginolyticus, V. carchariae, V. cholerae, V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnissii, V. 
metschnikovii, V. mimicus, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus (Balows et al., 1992) 
Vibrio หลายสปชีส สามารถกอโรคไดในสัตวทะเลที่มีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง 
(Maugeri et al., 2000) โดยสปชีสที่กอโรคจะทําใหเกิดความรุนแรงไดแตกตางกันขึ้นกับปจจัย 
ไดแก enterotoxin, haemolysin, cytotoxin, protease, lipase, phospholipase, siderophore, 
adhesive factor และหรือ haemagglutinin (Austin and Austin, 1999; Shinoda, 1999) Vibrio 
เปนแบคทีเรียแกรมลบ ที่มีลักษณะเปนทอนหรือโคงเล็กนอย (curved rod-shaped) มีขนาด
ความยาว 1.4 µm ถึง 2.6 µm และกวาง 0.5 µm ถึง 0.8 µm สามารถเคล่ือนที่ไดในอาหาร
เหลวโดยอาศัยแฟลกเจลลาเสนเดียวที่ขั้ว Vibrio ไมสรางเอนโดสปอรหรือไมโครซิส (microcyst) 
สามารถสรางพลังงานในสภาวะที่มีหรือไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) และมี
กระบวนการ      เมแทบอลิซึมไดทั้งแบบการหายใจ (respiration) และการหมัก (fermentation) 
เช้ือ Vibrio สวนใหญมีเอนไซม oxidase (ยกเวน V. metschnikovii) สามารถใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอนและพลังงาน โดยทั่วไปใชเกลือแอมโมเนียมเปนแหลงของไนโตรเจน Vibrio 
หลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) ไดแก gelatinase, 
amylase, chitinase และ DNase (Joseph et al., 1982) Vibrio สวนใหญไวตอ vibriostatic 
agent O129 (2,4-diamino-6,7-di-isopropylpteridine) ซ่ึงเปนสารที่ใชในการทดสอบการ
วินิจฉัยเช้ือ เชื้อในจีนัส Vibrio ใหปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่แตกตางกัน (ตารางที ่1.1) Vibrio เจริญ
ไดในสภาวะที่มีระดับของเกลือนํ้าดีสูง และตองการโซเดียมไอออนในการกระตุนการเจริญของ
เช้ือ ซ่ึงความเขมขนของเกลือมีชวงที่กวาง ทําใหสามารถเจริญไดในนํ้าที่มีความเค็มแตกตางกัน 
(Oliver et al., 1983) Vibrio เจริญไดดีในชวงอุณหภูมิ 20°C ถึง 37°C และสามารถเจริญไดดีที่ 
pH เปนกลางและ pH เปนดางไดถึง pH 9.0 ดังน้ันอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใชคัดเลือกเชื้อ (selective 
media) และเพ่ิมจํานวนเชื้อ  (enrichment media) Vibrio จึงมี pH อยูระหวาง 8.0 ถึง 8.6 
(Colwell et al., 1974)  
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  ตารางที ่1.1 ลักษณะทางชีวเคมีของ Vibrio spp. 
 

 V. alginolyticus V. cholerae V. cincinnatiensis V. damsela V. fluvialis V. furnissii V. hollisae V. metschnikovii V. mimicus V. parahaemolyticus V. vulnificus 

TCBS Y Y Y G Y Y N Y G G G 
mCPC N P nd N N N N N N N Y 
AGS KA Ka nd nd KK KK Ka KK KA KA KA 
Growth (0% NaCl) - + - - - - - - + - - 
Growth (3% NaCl) + + + + + + + + + + + 
Growth (6% NaCl) + - + V + + + + - + + 
Growth (8% NaCl) + - - - V + - V - + - 
Growth (10% NaCl) + - - - - - - - - - - 
Growth at 42ºC + + - - V - nd V + + + 
Sucrose + + + - + + - + - - - 
Cellobiose - - + + + - - - - V + 
Lactose - - - - - - - - - - - 
Arabinose - - + - + + + - - + - 
Mannose + + + + + + + + + + + 
Mannitol + + - - + + - + + + V 
Oxydase + + + + + + + - + + + 
ONPG - + + - + + - + + - + 
Voges-Proskauer + V + + - - - + - - - 
Arginine dihydrolase - - - + + + - + - - - 
Lysine decarboxylase + + + V - - - + + + + 
Ornthine decarboxylase + + - - - - - - + + + 
Sensitivity O/129 (10 µg) R S R S R R nd S S R S 
Sensitivity O/129 (150 µg) S S S S S S nd S S S S 
Gelatinase + + - - + + - + + + + 
Urease - - - + - - - - - V - 

Y, yellow; G, green; P, purple; N, no growth; nd, not determined; K, alkaline; A, acid; a, mildly acid; +, 80% (or more) of strains are positive; 
80% (or less) of strains are negative; V, variable reaction; S, sensitive; R, resistant; V. hollisae = G. hollisae. Adapted from Poda (1997) 
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2. การเพาะแยกเชื้อ 
การเพาะแยกเช้ือโดยทั่วไปใชวิธีดั้งเดิม โดยการนําตัวอยางไปเล้ียงในอาหารเหลวเพ่ือ

เพ่ิมจํานวนเชื้อ (pre-enrichment) แลวนําไปเล้ียงบนอาหารแข็งเพ่ือแยกเช้ือ (selective media) 
หลังจากนั้นนําไปศึกษาลักษณะรูปราง ปฏิกิริยาชีวเคมี และปฏิกิริยาทางน้ําเหลือง (serological 
characterization) วิธีการมาตรฐานที่ใชในการตรวจหาเช้ือและบงชีเ้ช้ือ V. cholerae,  V. 
parahaemolyticus และ V. vulnificus (FDA, 2004) ใหนําตัวอยางที่ตองการทดสอบใสใน 
alkaline peptone water (APW) ซ่ึงมีเกลือ 1% ถึง 2% เพ่ือสงเสริมการเจรญิของเช้ือ แลวบมที่
อุณหภูมิ 37°C หลังจากน้ันถายเช้ือลงบน Thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS) ซ่ึง
สามารถแยกเช้ือตามคุณสมบัติการหมักนํ้าตาลซูโครสไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่สามารถหมัก
นํ้าตาลซูโครสจะมีโคโลนีสีเหลือง ไดแก V. cholerae, V. metschnikovii,  V. fluvialis,  V. 
cincinnatiensis, V. furnissii, V. alginolyticus  และ V. carchariae สวนกลุมที่ไมสามารถหมัก
นํ้าตาลซูโครสจะใหโคโลนีสีเขียว ไดแก V. parahaemolyticus และ V. mimicus จากนั้นนํา
โคโลนีที่สงสัย ไปเล้ียงบนอาหาร Triple sugar iron agar (TSI) แลวยอมสีแกรมและทดสอบ
ปฏิกิริยาชีวเคมี ไดแก motility, oxidase, arginine dihydrolase, lysine decarboxylase, ortho-
nitrophenil-galacto-pyranoside (ONPG), การหมักนํ้าตาลกลูโคส ซูโครส เซลโลไบโอส 
(cellobiose) และลักษณะความชอบเกลือ (halophilic characteristics) ตาม Bergey’s Manual 
of Systemic Bacteriology (Tantillo et al., 2004) Vibrio หลายสปชีส อาจแยกโดยใชอาหาร
เล้ียงเชื้อที่แตกตางกัน เชน cellobiose polymyxin B colistin (CPC) ใชในการแยกเชื้อ V. 
vulnificus และ V. cholerae โดยโคโลนีของ V. cholerae จะมีสีมวง (ไมสามารถหมักนํ้าตาลเซล
โลไบโอส) เม่ือเทียบกับโคโลนีของ V. vulnificus ซ่ึงมีสีเหลืองจากการหมักนํ้าตาลเซลโลไบโอส 
(Donovan and van Netten, 1995) Hara-Kudo และคณะ (2001) ไดพัฒนาวิธีการเพ่ิมจํานวน
เช้ือและอาหารที่ใชคัดเลือก V. parahaemolyticus จากอาหารทะเล โดยนําตัวอยางมาเลี้ยงใน
อาหาร salt tryptic soy broth เพ่ือเพ่ิมจํานวนเช้ือ หลังจากน้ันเล้ียงในอาหาร salt polymyxin 
broth (selective medium) แลวถายเช้ือลงบนอาหาร Chromogenic agar medium ที่มีช่ือวา 
CHROM agar Vibrio (CV) ซ่ึงมี substrate สําหรับเอนไซม β-galactosidase ผลการทดลอง
พบวา V. parahaemolyticus ใหโคโลนีสีมวง ซ่ึงแตกตางจากแบคทีเรียอื่นๆ นอกจากน้ีการ
เล้ียงเชื้อในอาหาร salt tryptic soy broth และ salt polymyxin broth มีประสิทธิภาพมากกวา
การเลี้ยงในอาหาร salt polymyxin broth เพียงอยางเดียว และการใช CV แยกเช้ือ V. 
parahaemolyticus จากอาหารทะเลมีความไวและแมนยํามากกวาการใช TCBS (Hara-Kudo et 
al., 2001) 
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3. Vibrio parahaemolyticus 
V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง ลักษณะเปนทอนตรงหรือโคง

เล็กนอย มขีนาดความยาว 1.4 µm ถึง 2.6 µm และกวาง 0.5 µm ถึง 0.8 µm ตองการเกลือใน
การเจริญเติบโต ไมสรางสปอร มีแคปซูล เม่ืออยูในอาหารเหลวเคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลาเสน
เดียวที่ขั้ว แตเม่ือเจริญในอาหารแข็งหรือในสิ่งแวดลอมที่มีความหนืดสูงหรือบนพ้ืนผิวจะมีการ
ชักนําใหเชื้อสรางแฟลกเจลลารอบเซลล (lateral flagella) เพ่ือใชในการเคลื่อนที ่ V. 
parahaemolyticus สามารถใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน สามารถสรางเอนไซม 
catalase และ oxidase ได ไมสามารถหมักนํ้าตาลซูโครส แตหมักนํ้าตาลกลูโคสใหกรดแตไมให
แกส ดังนั้นลักษณะโคโลนีบนอาหาร TCBS มีสีเขียวอมนํ้าเงินขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 mm 
ถึง 3 mm นอกจากน้ียังสามารถหมักนํ้าตาลแมนนิทอล (mannitol) และแมนโนส (mannose) 
แตไมสามารถหมักซาลิซิน (salicin) และเซลโลไบโอส สามารถเปลี่ยนกรดอะมิโน ทริปโตแฟน 
เปน indole V. parahaemolyticus สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 5°C ถึง 43°C แตอณุหภูมิที่
เหมาะสมคือ 37°C เวลาที่เช้ือใชในการเพ่ิมจํานวนเปนสองเทา (generation time) เทากับ 9 
นาที ถึง 10 นาท ี pH ชวงที่เหมาะสมคือ 7.8 ถึง 8.6 ไมเจริญในที่ที่มีกรดอะซิติก 0.1% (pH 
5.1) และปริมาณความช้ืนที่เช้ือใชในการเจริญเติบโต (water activity หรือ aw) อยูในชวง 0.940 
ถึง 0.996 แต aw ที่เหมาะสมคือ 0.980 (Lake et al., 2003) สามารถเจริญไดในสภาวะที่มี
หรือไมมีออกซิเจน แตจะเจริญเติบโตไดดีในสภาวะที่มีออกซิเจน นอกจากน้ี NaCl ก็เปนปจจัย
สําคัญในการเจริญของเชื้อ ความเขมขนของ NaCl ที่เชื้อสามารถเจริญไดอยูในชวง 0.5% ถึง 
8% แตความเขมขนที่เหมาะสมคือ 2% ถึง 3% (Lee, 1990)  

V. parahaemolyticus มีแหลงธรรมชาติในนํ้าทะเลและนํ้ากรอย สามารถแยกไดจากนํ้า
ทะเลทั่วโลกทั้งในโซนเขตรอนและเขตอบอุน (Joseph et al., 1982) พบไดทั่วไปในอาหารทะเล
หลายชนิด รวมทั้งปลา สัตวที่มีเปลือกแข็งหุม และสัตวจําพวกหอย โดยในสัตวจําพวกหอย เชน
หอยนางรม หอยกาบ และหอยแมลงภู ซ่ึงกินอาหารโดยการกรองจากนํ้า เช้ือจะเพ่ิมจํานวนและ
เกาะติดอยูในลําไส (FDA, 2005) นอกจากน้ีสามารถพบเช้ือในแพลงกตอนสัตว (Kaneko and 
Colwell, 1975) โดยเช้ือดูดซับสารไคตินบนแพลงกตอน เมื่อสภาวะแวดลอมเหมาะสมเช้ือจะ
ยอยผนังเซลลของแพลงกตอน และเพ่ิมจํานวนมากขึ้นในทะเล (Kaneko and Colwell, 1975) 
V. parahaemolyticus สามารถดํารงชีวิตไดหลากหลาย เชน ลองลอยเปนอิสระหรือเกาะติดกับ
หอยแบบพ่ึงพาอาศัยกันหรืออยูใตทองเรือหรือพ้ืนผิวอื่น  ๆ ในทะเลหรือในเซลลเจาบาน (host) 
(Makino et al., 2003) จากการศึกษาพบวา ฤดูกาลมีอิทธิพลตอเชื้อ V. parahaemolyticus ที่
อาศัยอยูในนํ้าทะเล โดยในชวงฤดูหนาวเช้ือจะอาศัยอยูในตะกอนใตนํ้า แตเมื่อถึงฤดูรอน นํ้า
ทะเลจะมีอุณหภูมิที่สูงขึ้นซ่ึงเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเช้ือ ทําใหเชื้อมีการเพ่ิมจํานวน
และมีการปนเปอนในนํ้าทะเลมากขึ้น สงผลใหพบเช้ือไดมากที่สุด อยางไรก็ตามเช้ือ V. 
parahaemolyticus ที่แยกไดจากนํ้าทะเลมากกวา 99% ไมทําใหเกิดโรคในคนเน่ืองจากตรวจไม



   7 

พบยีนสรางสารพิษ (Cook et al., 2002) นอกจากน้ีในชวงฤดูหนาวเช้ืออาจอยูในสภาวะที่
เรียกวา viable but non culturable (VBNC) state ซ่ึงเปนสภาวะที่ยังมีชีวิต แตมีเมแทบอลิซึม
ต่ํา และไมสามารถเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งได สภาวะ VBNC เปนการตอบสนองของเชื้อเพ่ือให
อยูรอดไดในสภาวะทีก่ดดัน (stress) เชน อุณหภูมิไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต ปริมาณ
สารอาหารนอย หรือแรงดันออสโมติกสูง (James, 2005) จากการทดลองพบวา การเล้ียงเช้ือ V. 
parahaemolyticus ในอาหาร minimum salt medium (MMS) ที่มี 0.5% NaCl บมที่อุณหภูม ิ
4ºC ชักนําใหเช้ือเขาสูสภาวะ VBNC โดยเช้ือแตละสายพันธุใชเวลาในการเขาสูสภาวะนี้ได
แตกตางกัน และเม่ือเปล่ียนอุณหภูมิที่เลี้ยงจาก 4ºC เปน 25ºC เช้ือสามารถฟนกลับมา
เจริญเติบโตบนอาหารแข็งได (Wong et al., 2004) มีรายงานการเล้ียง V. parahaemolyticus ที่
อยูในสภาวะ VBNC บนอาหารแข็งที่เติมเอนไซม catalase หรือ sodium pyruvate พบวา เช้ือ
สามารถฟนกลับมาเจริญเติบโตได ทั้งน้ีเปนเพราะเอนไซม catalase ไปยอยสลาย H2O2 ที่อยู
รอบๆ เซลล ทําใหไมเปนพิษตอเซลล (Mizunoe et al., 2000) นอกจากนี ้เช้ือสามารถทนทาน
ตออุณหภูมิสูง (ที่ 42ºC และ 47 ºC) ความเขมขนของเกลือต่ํา (0% NaCl) และสภาวะเปนกรด 
ไดมากขึ้นเม่ือเซลลอยูในสภาวะ VBNC (Wong and Wang, 2004)  

จากการศึกษาจีโนมของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 ซ่ึงแยก
จากผูปวย (ซีโรทัยป O3:K6 และสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร Wagatsuma agar 
เรียกลักษณะเชนน้ีวา Kanagawa phenomenon (KP) positive หรือ KP บวก) พบวา V. 
parahaemolyticus มีโครโมโซม 2 ชุด ที่มีขนาด 3,288,558 bp และ 1,877,212 bp และมี 
4,832 ยีน แมวา V. parahaemolyticus จะมีวิวัฒนาการใกลเคียงกับ V. cholerae แตการเรียง
ตัวของยีนภายในโครโมโซมมีความแตกตางกัน โครโมโซมชุดที่ 1 มีขนาดไมแตกตางมากนัก
กับ V. cholerae แตโครโมโซมชุดที่ 2 มีขนาดใหญกวา V. cholerae มาก ยีนสวนใหญที่จําเปน
ตอการเจริญเติบโตและการอยูรอดจะอยูบนโครโมโซมชุดที ่ 1 อยางไรก็ตาม พบยีนหลายยีนที่
เก่ียวของกับกระบวนการเมแทบอลิซึมที่สําคัญอยูบนโครโมโซมชุดที ่2 จึงกลาวไดวาโครโมโซม
ชุดที ่ 2 มีความจําเปนสําหรับการเจริญเติบโตและการอยูรอดดวย นอกจากน้ีภายในโครโมโซม
ชุดที ่ 2 ยังมียีนที่เก่ียวของกับการควบคุมการถอดรหัสของยีนและการขนสงสารตางๆ มากกวา
โครโมโซมชุดที่ 1 ซ่ึงยีนเหลานี้มีบทบาทในการตอบสนองตอสภาวะแวดลอมที่เปล่ียนแปลง 
แสดงใหเห็นวา โครโมโซมชุดที ่ 2 นาจะมีบทบาทในการปรับตัวตอสิ่งแวดลอมที่มีการ
เปล่ียนแปลง นอกจากน้ีพบ mobile genetic elements, phage region และ บางสวนของ DNA 
region ในโครโมโซมชุดที่ 2 ซ่ึงมีปริมาณ G+C ตางจากปริมาณ G+C เฉลี่ยของจีโนม ลักษณะ
เชนน้ีบงชี้ไดวา บริเวณเหลาน้ีเปนดีเอ็นเอแปลกปลอมทีมี่การถายโอนมาจากแบคทีเรียหรือ
สิ่งมีชีวิตอื่น (horizontal transfer) นอกจากน้ียังพบ pathogenicity island (PAI) อยูใน
โครโมโซมชุดที ่2 ดวย (Makino et al., 2003) 
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V. parahaemolyticus มีโครงสรางทางแอนติเจน 3 ชนิดคือ แอนติเจนที่แฟลกเจลลา 
(H antigen)  แอนติเจนที่ผนังเซลล (O antigen) และแอนติเจนที่แคปซูล (K antigen) โดย K 
antigen มีคุณสมบัติไมทนความรอน สามารถกําจัดออกจากเซลลแบคทเีรียดวยการใหความ
รอนเปนเวลา 1-2 ชม. ที่อุณหภูมิ 100ºC ขั้นตอนน้ีจะทําให O antigen เผยออกมาเน่ืองจาก K 
antigen บดบัง O antigen ดังนั้นจึงจําเปนตองกําจัด K antigen ออกโดยการใหความรอน
กอนที่จะตรวจสอบหา O antigen ได V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุจะม ี H antigen ที่
เหมือนกัน การบงชี้ซีโรทัยปของเช้ือ V. parahaemolyticus อาศัยความแตกตางของโครงสราง 
lipopolysaccharide ของ O antigen และ K antigen (Joseph et al., 1982) โดยการทดสอบ
ปฏิกิริยาการเกาะกลุม (agglutination) กับแอนติซีรั่มที่จําเพาะ ซีโรทัยปของเช้ือ V. 
parahaemolyticus ในปจจุบัน พบวา มี O antigen 13 ชนิด และ K antigen มี 71 ชนิด (Iguchi 
et al., 1995; Iida et al., 2001) 
 
4. การกอโรค 

V. parahaemolyticus เปนเช้ือที่เปนสาเหตุของโรคอาหารเปนพิษหรือทางเดินอาหาร
อักเสบ เน่ืองจากการกินอาหารทะเลพวกกุง หอย ปู ปลา ที่มีการปนเปอนเชื้อ และจาก
การศึกษาพบวา ปริมาณเช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลทีส่ามารถกอใหเกิดโรค 
(infective dose) เทากับ 106 ถึง 109 ตัว (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2550) อาการมักปรากฏ
หลังจากไดรับเชื้อภายใน 4 ถึง 96 ชั่วโมง ขึ้นอยูกับปริมาณเช้ือและภูมิคุมกันของผูปวย 
(Barker and Gangarosa, 1974) และความเปนกรดดางภายในระบบทางเดินอาหาร เชื้อน้ีจะ
เพ่ิมจํานวนเปนสองเทาทุกๆ 10 นาที ถึง 15 นาที ที่อุณหภูมิ 37°C เมื่อเขาสูรางกายเช้ือจะทวี
จํานวนขึ้นในลําไส สายพันธุทีส่รางสารพิษสามารถสรางในรางกายหรือในอาหาร กอน
รับประทาน ทําใหมีอาการทองรวงรุนแรง มีอุจจาระเหลวเปนนํ้ามีกลิ่นเหม็นเหมือนกุงเนา มักมี
อาการปวดเกร็งที่ทอง คร่ึงหน่ึงของผูปวยมีอาการอาเจียนรวมดวย อาการอาจคงอยูนานถึง 10 
วัน แตสวนใหญจะทุเลาลงภายใน 3 วัน โดยไมตองรักษา อัตราการตายต่ํา โรคน้ีมักพบในฤดู
รอน โดยสิ่งที่ชวยวินิจฉัยคือผูปวยเกือบทุกรายมีประวัติรบัประทานอาหารทะเลมากอนจะเกิด
อาการทองรวงไมก่ีช่ัวโมงหรือรับประทานอาหารที่มีอาหารทะเลเก่ียวของ
(กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2550)  

ใน ค.ศ. 1973 ถึง 1998 มีรายงานการติดเช้ือที่เกิดจาก V. parahaemolyticus ใน 15 
รัฐของประเทศสหรัฐอเมริกาและอาณาเขต Guam ซ่ึงพบการระบาด 40 คร้ัง ทําใหมีผูปวย
มากกวา 1,000 ราย (Daniels et al., 2000) การระบาดสวนใหญเกิดขึ้นในชวงฤดูรอน และมี
สาเหตุจากการกินอาหารทะเล โดยเฉพาะสัตวนํ้าที่มีเปลือกแข็ง ในอดีตการกอโรคลําไสอักเสบ
เน่ืองจาก V. parahaemolyticus เกิดจากซีโรทัยปที่หลากหลาย (Suthienkul et al., 1995) ใน 
ค.ศ. 1996 ตั้งแตเดือนกุมภาพันธ พบผูปวยที่เมืองกัลกัตตา ประเทศอินเดียติดเชื้อ V. 
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parahaemolyticus ซีโรทัยป O3:K6 ประมาณ 50% ถึง 80% ของ V. parahaemolyticus  ที่
ตรวจพบทั้งหมด ซ่ึงซีโรทัยปดังกลาวมียีนที่สรางสารพิษ TDH (Okuda et al., 1997b; Bag et 
al., 1999) จากการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ โดยวิธี Arbitrarily primed - polymerase chain 
reaction (AP-PCR) พบวา ซีโรทัยป O3:K6 ที่พบใน ค.ศ. 1996 เปนสายพันธุที่มาจาก
แหลงกําเนิด (clone) เดียวกัน แตตางจากสายพันธุซีโรทัยป O3:K6 ที่พบกอนป ค.ศ. 1996 
หลังจากนั้น V. parahaemolyticus ซีโรทัยป O3:K6 ไดแพรระบาดไปสูประเทศอื่นๆ ในแถบ
ทวีปเอเชีย ไดแก ลาว ไตหวัน ญ่ีปุน บังกลาเทศ เกาหลี และประเทศไทย (Chiou et al., 2000; 
Wong et al., 2000) สายพันธุนี้จึงถูกกําหนดใหเปน pandemic strain (Matsumoto et al., 
2000) ในประเทศไตหวันชวง ป ค.ศ. 1996 ถึง 1999 พบการระบาดของเชื้อสายพันธุ O3:K6 
จํานวน 51%, 79%, 61% และ 65% ตามลําดับ (Wong et al., 2000) สําหรับประเทศไทยจาก
การแยกเชื้อ V. parahaemolyticus จากผูปวยในโรงพยาบาลสงขลานครินทร จังหวัดสงขลาใน 
ค.ศ. 1998 ระหวางเดือนกันยายนถึงตุลาคม จํานวน 23 สายพันธุ พบซีโรทัยป O3:K6 จํานวน 
20 สายพันธุ (Vuddhakul et al., 2000) นอกจากประเทศในแถบทวีปเอเชียแลวใน ค.ศ. 1998 
พบ V. parahaemolyticus ซีโรทัยป O3:K6 แพรระบาดไปยังประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีผูปวย
จํานวน 416 คน จาก 13 รัฐ ที่มีอาการทางเดินอาหารอักเสบ หลังจากการกินหอยนางรมที่เก็บ
จากอาว Galveston โดยจากการเก็บตัวอยางอุจจาระผูปวยจํานวน 28 ราย พบซีโรทัยป O3:K6 
ทั้งหมด (Daniels et al., 2001) ตอมามีการระบาดในรัฐตางๆ อีกหลายรัฐ อยางไรก็ตาม ตรวจ
ไมพบซีโรทัยป O3:K6 ในเชื้อที่มาจากสิ่งแวดลอมและอาหาร (DePaola et al., 2003)  

ตอมาใน ค.ศ. 1998 ที่เมืองกัลกัตตา ประเทศอินเดียและบังคลาเทศ พบ V. 
parahaemolyticus ซีโรทัยป O4:K68 และ O1:KUT ระบาดรวมกับซีโรทัยป O3:K6 เม่ือศึกษา
ความแตกตางของสายพันธุโดยวิธ ีAP-PCR, Pulse pield gel electrophoresis (PFGE) และ 
ribotyping พบวา ทั้งสามซีโรทัยปมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่คลายคลึงกัน แสดงวา สายพันธุ
ทั้งสามซีโรทัยปมีแหลงกําเนิดเดียวกัน (Chowdhury et al., 2000; Matsumoto et al., 2000) ใน
ประเทศไทยมีการระบาดของซีโรทัยป O4:K68 รวมกับซีโรทัยป O3:K6 เชนกัน แตไมมีรายงาน
การระบาดของซีโรทัยป O1:KUT ซ่ึงซีโรทัยป O4:K68 และ O3:K6 แยกมาจากผูปวยใน
โรงพยาบาลบําราศนราดูร จากการทํา Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
และ PFGE พบวา ทั้งสองซีโรทัยปมาจากแหลงเดียวกันกับ O3:K6 ในประเทศอินเดีย 
(Chowdhury et al., 2000) นอกจากน้ีพบการระบาดของซีโรทัยปอื่นๆ ไดแก O1:K25, O1:K41 
และ O4:K12 รวมกับซีโรทัยป O3:K6 ซึ่งแยกมาจากผูปวยที่มีอาการทองเสียจากโรงพยาบาล
หาดใหญและโรงพยาบาลสงขลานครินทร ระหวางเดือนมกราคมถึงเดือนธันวาคมใน ค.ศ. 1999 
ผลจากการทํา AP-PCR พบวา ซีโรทัยป O1:K25, O1:K41, O4:K12 และ O3:K6 มี
แหลงกําเนิดเดียวกันกับซีโรทัยป O3:K6 ในประเทศอินเดีย (Laohaprertthisan et al., 2003) 
Matsumoto และคณะ (2000) ไดพัฒนาการตรวจสอบแยก pandemic strain ของเชื้อ V. 
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parahaemolyticus ออกจาก non-pandemic strain โดยอาศัยความแตกตางของยีนสวน toxRS 
ทําใหสามารถแยก V. parahaemolyticus สายพันธุ O3:K6 ที่พบใน ค.ศ. 1996 และ V. 
parahaemolyticus ซีโรทยัปอื่นที่มีแหลงกําเนิดเดียวกันออกจากสายพันธุ O3:K6 ที่พบกอนป 
ค.ศ. 1996 เรียกวิธีน้ีวา GS-PCR (Matsumoto et al., 2000) 

 
5. ปจจัยที่กอความรุนแรงของโรค  

5.1 Thermostable direct hemolysin (TDH) 
 V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยซ่ึงมีอาการทางเดินอาหารอักเสบ สวนใหญ
สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงไดอยางสมบูรณ (β-hemolysis) บนอาหารเติมเลือด (blood 
agar) ชนิดพิเศษช่ือ Wagatsuma agar ความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร
ชนิดนี้เรียกวา Kanagawa phenomenon (KP) (Kaper et al., 1984; Nishibuchi and Kaper, 
1985) ซึ่งเกิดจาก thermostable direct hemolysin (TDH) โดย V. parahaemolyticus สาย
พันธุที่แยกจากผูปวยพบ KP บวก ประมาณ 88 ถึง 96% ในขณะที่สายพันธุที่แยกจาก
สิ่งแวดลอมพบ KP บวก เพียง 1 ถึง 2% เทาน้ัน (Miyamoto et al., 1969) ดังน้ัน TDH จึงนาจะ
เปนปจจัยหลักที่กอความรุนแรงของโรคทางเดินอาหารอักเสบ และ KP ใชเปนวิธีการทดสอบ
เบ้ืองตนสําหรับ V. parahaemolyticus สายพันธุทีส่ราง TDH (Miyamoto et al., 1969; 
Takeda, 1988; Nishibuchi and Kaper, 1995) TDH จัดเปน pore-forming toxin โดยทําใหเกิด
รูบนเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 nm และทําใหเซลลแตกใน
เวลาตอมา ขั้นตอนการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ TDH มี 3 ขั้นตอน คือ จับกับเยื่อหุมเซลล
เม็ดเลือดแดง ทําใหเกิดรูบนเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง และทําลายเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง 
(Honda et al., 1992) ในขั้นตอนที่ TDH จับกับเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดงน้ัน พบวา TDH ชัก
นําใหเกิด phosphorylation ของโปรตีนขนาด 25 kDa ของเซลลเจาบาน (Yoh et al., 1996) 
TDH สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด เชน คน 
สุนัข หน ู และใหผลการยอยสลายเม็ดเลือดแดงกระตายและแกะต่ํา แตไมยอยสลายเม็ดเลือด
แดงมา เน่ืองจากที่ผนังเซลลของเม็ดเลือดแดงมาไมมี neuraminidase-sensitive ganglioside 
GT1 และ GD1a โดยเฉพาะ GT1 ซ่ึงเปนบริเวณตัวรับ (receptor) ของ TDH (Takeda et al., 
1976) TDH มีผลทําใหไมโครวิลไลที่อยูบนพ้ืนผิวของเซลล FL (human amniotic membrane) 
มีจํานวนลดลงและรูปรางมีการเปล่ียนแปลง เกิดการยอยสลายของไซโตพลาสซึมและนิวเคลียส 
(Sakurai et al., 1976) TDH ชักนําให Ca2+ เขาสูเซลล IEC-6 (rat crypt small intestinal cell) 
อยางรวดเร็วและไปลดพัฒนาการของการแบงตัวของเซลล ทําใหโครงสรางของเซลลเกิดการ
เปล่ียนแปลง (Fabbri et al., 1999) นอกจากน้ีการทําปฏิกิริยาระหวาง TDH และตัวรับใน rabbit 
intestinal mucosa มีผลทําใหความเขมขนของ Ca2+ ภายในเซลลเพ่ิมขึ้นแลวไปชักนําใหมีการ
หล่ังของ Cl- (Raimondi et al., 1995; Takahashi et al., 2000a) นอกจากผลของการยอยสลาย
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เม็ดเลือดแดงและความเปนพิษตอเซลลแลว TDH ยังทําใหสัตวทดลองตายเนื่องจากไปเพ่ิม 
vascular permeability ในผิวหนังของกระตาย เปนพิษตอหัวใจ (cardiotoxicity) และทําใหเกิด
การสะสมของน้ําในลําไส (enterotoxicity) เม่ือทดสอบในลําไสเล็กของกระตาย (rabbit ileal 
loop) (Miyamoto et al., 1980) 
 TDH เปน tetrameric protein มีนํ้าหนักโมเลกุล 75 kDa ประกอบดวยสี่หนวยยอย แต
ละหนวย มีขนาดประมาณ 18 kDa (Hamada et al., 2007) TDH ไมมีไลปดหรือคารโบไฮเดรต
เปนองคประกอบ ทนความรอนที่อุณหภูมิ 100°C เปนเวลา 10 นาท ี (Taniguchi et al., 1985) 
และมีคา isoelectric point (pI) เทากับ 4.9 (Honda et al., 1988) แตละสายของเปปไทด
ประกอบดวยกรดอะมิโน 165 ตัว (เมื่อรวมกับ signal peptide จะมีกรดอะมิโน 189 ตัว) และมี
พันธะไดซัลไฟด 1 พันธะที่ C-terminal (Zhang and Austin, 2005) บริเวณ N-terminal มีความ
เก่ียวของกับขั้นตอนการจับกับเซลลเปาหมาย ในขณะที่บริเวณใกลกับ C-terminal เก่ียวของกับ
ขั้นตอนหลังจากจับกับเซลลเปาหมายแลว (Tang et al., 1997) TDH ถูกควบคุมโดยยีน tdh 
และจากการศกึษาการแสดงออกของยีนกับลําดับนิวคลีโอไทด พบวา V. parahaemolyticus 
สายพันธุที่เปน KP บวก สวนใหญมียีน tdh 2 ชุด คือ tdh1 และ  tdh2 สวนสายพันธุ KP ลบ ไม
มียีน tdh หรือมียีน tdh เพียงชุดเดียว ทําใหมีการแสดงออกของยีนต่ําจึงไมเกิดการยอยสลาย
เม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma agar หรือเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงต่ํา (weak hemolysis)
จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน tdh พบวา ยีน tdh2  มีการแสดงออกสูงกวายีน tdh1 
ทั้งนี้เน่ืองจากกิจกรรมของโปรโมเตอร (promoter) ของยีน tdh2 มีความแรงและมีระดับของการ
ถอดรหัสสูงกวายีน tdh1  (Okuda and Nishibuchi, 1998) ดังนั้นยีนที่มีความสําคัญในการทําให
เกิดปรากฏการณ KP คือยีน tdh2 (Nishibuchi and Kaper, 1990; Nishibuchi et al., 1991) 
ความแตกตางของความแรงของโปรโมเตอร (promoter strength) ระหวางยีน tdh1 และ tdh2 
เกิดจากความแตกตางของเบส ที่อยูภายในโปรโมเตอรของยีน tdh2 ในตําแหนงที่ -24 (G) และ 
-34 (A) ในขณะที่โปรโมเตอรของยีน tdh ของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่เปน KP ลบ มี
ความแตกตางกับโปรโมเตอรของยีน tdh2 ตรงเบสในตําแหนงที่ -34 (G) การแทนที่เบสใน
ตําแหนง -34 (จาก G เปน A) ในโปรโมเตอรของยีน tdh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ 
KP ลบ เพียงตําแหนงเดียวทําใหระดับการแสดงออกของยีน tdh เพ่ิมขึ้นเปน KP บวก ดังน้ัน
ยีน tdh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ KP ลบ จึงมีความสําคัญเพราะสามารถเปลี่ยนเปน 
KP บวก ไดโดยการกลายพันธุเพียงหนึ่งตําแหนงในบริเวณโปรโมเตอร (Okuda and 
Nishibuchi, 1998) การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน tdh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ
ตางๆ ทําใหพบยีน tdh1 ถึง tdh5, tdhA, tdhS, tdhX, tdh/I และ tdh/II ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกันมากกวา 97% ดังน้ันยีน tdh ทั้งหมดนาจะเปนยีนกลุมเดียวกัน (Nishibuchi and 
Kaper, 1995) ยีน tdh สวนใหญอยูบนโครโมโซม ยกเวนยีน tdh4 อยูบนพลาสมิด (Nishibuchi 
and Kaper, 1990; Okuda and Nishibuchi, 1998) การศึกษาผลของ pH ตอการสราง TDH 
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พบวา TDH จะสรางไดสูงในชวง pH 5.5-6.5 และสรางในระยะ late exponential phase หรือ 
early stationary phase (Cherwonogrodzky and Clark, 1981) ปจจัยที่มีผลตอการสราง TDH 
ไดแก เวลาที่บมเช้ือ ความเขมขนของ NaCl, น้ําตาล และกรดอะมิโนที่มีในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
(Miyamoto et al., 1969; Chun et al., 1975; Cherwonogrodzky et al., 1984) นอกจากน้ีกรด
นํ้าดีมีผลไปเพ่ิมการสราง TDH ภายในเซลลผานกลไกทีย่ังไมทราบแนชัด โดยในนํ้าดีมี 
glycocholic acid (GC) และ taurocholic acid (TC) เปนองคประกอบ ซ่ึงสารเหลาน้ีเปนสารที่
จําเปนตอการสราง TDH ของ V. parahaemolyticus การเติม TC หรือ GC ปริมาณ 5 mM/L ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ ทําใหสราง TDH ไดสูงกวาอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมมีการเติม 4 ถึง 16 เทา (Osawa 
and Yamai, 1996) จากการศึกษาโดยใชตัวตรวจจับดีเอ็นเอ พบยีน tdh ใน V. mimicus และ 
V . cholerae non-O1 บางสายพันธุที่แยกไดจากผูปวย (Honda et al., 1986; Nishibuchi et al., 
1990) และพบใน Grimontia hollisae (เดิมชื่อ Vibrio  hollisae) ทุกสายพันธุที่แยกจากผูปวย
และสิ่งแวดลอม (Nishibuchi et al., 1988; Nishibuchi et al., 1985) โดยยีน tdh ที่พบในทั้งสาม 
สปชีส มีลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับยีน tdh ของ V. parahaemolyticus นอกจากน้ียังพบวา
ยีน tdh ถูกขนาบขางดวย insertion sequence-like elements ซ่ึงนาจะทําใหยีน tdh สามารถ
เคล่ือนยายตําแหนงได (transposable unit) และเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดการถายทอดยีน tdh 
ระหวางโครโมโซมและพลาสมิดของเช้ือ V. parahaemolyticus โดย transposition หรือ 
transduction (Terai et al., 1991) 
   

5.2 Thermostable direct hemolysin related hemolysin (TRH) 
 จากการระบาดของโรคทางเดินอาหารอักเสบบนเกาะมัลดีฟ พบ V. parahaemolyticus 
ในผูปวยที่เปนสายพันธุ KP ลบ สามารถสราง hemolysin ชนิดใหม คือ TDH-related 
hemolysin (TRH) (Honda et al., 1987; Honda et al., 1988) ซ่ึงมีคุณลักษณะทาง biological 
immunological และ physiochemical คลายคลึงกับ TDH โดยทําใหเกิดการสะสมของนํ้าใน
ลําไสเล็กของกระตายและชักนําใหเกิดอุจจาระรวง นอกจากน้ี TRH ยังกระตุนใหเกิดการหล่ัง
ของ Cl- ในเซลลเยื่อบุผิวลําไสใหญของคน (human colonic epithelial cell) เชนเดียวกับ TDH 
(Takahashi et al., 2000a; Takahashi et al., 2000b) ดังน้ัน TRH จึงเปนปจจัยสําคัญในการ
กอโรค 
 TRH เปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 189 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 48 kDa 
ประกอบดวยสองยูนิตที่เหมือนกัน แตละยูนิตมีขนาด 23 kDa ไมทนความรอนที่อุณหภูมิ 60°C 
เวลา 10 นาท ีและมีคา pI เทากับ 4.6 (Honda et al., 1988) TRH ถูกควบคุมโดยยีน trh จาก
การศึกษาความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน trh พบวามี 2 กลุมยอย คือยีน trh1 
และ trh2 โดยทั้ง 2 กลุม มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 84% และมีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกับยีน tdh1 68.4% และยีน tdh2 68.6% TRH มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ TDH 67% 



   13 

(Nishibuchi et al., 1989) ความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ TRH พบวา TRH1 
ยอยสลายเม็ดเลือดแดงของคน กระตาย แกะ และวัว สวน TRH2 ยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ
คนและกระตายเทาน้ัน และใหผลกการยอยสลายเม็ดเลือดแดงต่ํา (Kishishita et al., 1992) จาก
การตรวจหากรดอะมิโนที่มีความสําคัญตอปฏิกิริยาการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ TDH โดย
วิธี mutagenesis ในสวนของกรดอะมิโนที่มีการอนุรักษใน TDH และ TRH1 พบกรดอะมิโน 
ทริปโตแฟน และลิวซีน ตําแหนงที่ 65 และ 66 ตามลําดับจากปลาย N ของ mature protein มี
ความสําคัญ ซ่ึงกรดอะมิโนสองชนิดน้ีมีการอนุรักษใน TRH2 ดวย สวนกรดอะมิโนอื่นๆ อาจมี
ผลตอรูปรางของโมเลกุลหรือความสามารถในการจับกับเม็ดเลือดแดง ทําให TRH2 ยอยสลาย
เม็ดเลือดแดงต่ํา (Baba et al., 1992) ยีน trh1 มีระดับการแสดงออกมากกวายีน trh2 แตนอย
กวายีน tdh (Kishishita et al., 1992) การศึกษาการกระจายตัวของยีน trh1, trh2 และ tdh โดย
วิธี DNA colony blot hybridization และ Southern blot hybridization จาก V. 
parahaemolyticus จํานวน 285 สายพันธุ ซึ่งแยกจากผูปวยจํานวน 214 สายพันธุและจาก
สิ่งแวดลอมจํานวน 71 สายพันธุ พบวา V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยจํานวน 112 
สายพันธุมียีน tdh เพียงอยางเดียว (39.3%), 22 สายพันธุมีทั้งยีน tdh และ trh1 (7.7%), 2 สาย
พันธุมีทั้งยีน tdh และ trh2 (0.7%), 17 สายพันธุมียีน trh1 เพียงอยางเดียว (6.0%), 35 สาย
พันธุมียีน trh2 เพียงอยางเดียว (12.3%) และ 26 สายพันธุไมพบทั้ง 3 ยีน (9.1%) สวนสาย
พันธุที่แยกจากสิ่งแวดลอมมี 5 สายพันธุที่มียีน trh2 (1.8%) และอีก 66 สายพันธุไมมีทั้ง 3 ยีน 
(23.2%) ดังน้ันยีน tdh, trh1 และ trh2 จึงเปนปจจัยสําคัญในการกอโรคของ V. 
parahaemolyticus ผูวิจัยไดตรวจหายีน trh1 และ  trh2 ในเชื้อ Vibrio สปชีสอื่นๆ จํานวน 113 
สายพันธุ ไดแก V. cholerae (O1 และ non-O1), V. mimicus, G. hollisae, V. metschnikovii, 
V. fluvialis  และ V. furnissii พบวา สายพันธุที่ทดสอบไมมียีน trh1 และ trh2 (Kishishita et al., 
1992) แตจากการศึกษาของ Gonzalez-Escalona และคณะ (2006) พบยีน trh ใน V. 
alginolyticus ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับยีน trh2 ของ V. parahaemolyticus เทากับ 
98% (Gonzalez-Escalona et al., 2006) 
 โดยทั่วไปเช้ือ V. parahaemolyticus ไมสรางเอนไซม urease แตเม่ือไมนานมาน้ี การ
ตรวจหาเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยในประเทศแถบเอเชียและบราซิล  พบวา 
อัตราสวนของเชื้อที่สามารถสรางเอนไซม urease เพ่ิมสูงขึ้นเปนลําดับ (Park, 2004) โดยจาก
การศึกษาของ Suthienkul และคณะ (1995) ซ่ึงไดแยก V. parahaemolyticus จํานวน 489 สาย
พันธุจากผูปวยในประเทศไทยที่มีอาการทองเสีย พบ 81% มียีน tdh เพียงอยางเดียว, 6% มีทั้ง
ยีน tdh และ trh และ 2% มียีน trh เพียงอยางเดียว ที่นาสนใจคือ 8% ของเช้ือทั้งหมดที่ทดสอบ
สรางเอนไซม urease และมียีน trh สวนสายพันธุที่ไมสรางเอนไซม urease จะไมมียีน trh ผล
การทดสอบแสดงใหเห็นวา การสรางเอนไซม urease ของ V. parahaemolyticus มี
ความสัมพันธกับการมียีน trh (Suthienkul et al., 1995) นอกจากนี ้Okuda และคณะ (1997) 
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ไดตรวจหายีน tdh และ trh ในเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกจากผูปวยบริเวณ 
West coast ของประเทศอเมริการะหวางป ค.ศ. 1979 ถึง 1995  พบ V. parahaemolyticus 
จํานวน 60 สายพันธุสรางเอนไซม urease โดย 98% (59 ใน 60 สายพันธุ) มียีน trh และ 90% 
(54 ใน 60 สายพันธุ) มียีน tdh สวนเช้ือที่ไมสรางเอนไซม urease จํานวน 25 สายพันธุ พบ 
80% (20 ใน 25 สายพันธุ) มียนี tdh เพียงอยางเดียว จากผลการศึกษาจึงสรุปไดวา การสราง
เอนไซม urease มีความสัมพันธอยางใกลชิดกับยีน trh มากกวายีน tdh (Okuda et al., 1997a) 
และสายพันธุที่มียีน trh สามารถสรางเอนไซม urease ไดเสมอ แตสายพันธุที่ไมมียีน trh ไม
สามารถสรางเอนไซม urease ได ดังน้ันการสรางเอนไซม urease จึงใชในการบงช้ีความรุนแรง
ในการกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน trh (Suthienkul et al., 1995; Osawa 
et al., 1996) การศึกษาตําแหนงของยีน trh และยีนโครงสรางของเอนไซม urease (ure) ใน V. 
parahaemolyticus โดยวิธ ี colony hybridization ดวยตัวตรวจจับยีน trh และ ure พบวา ทุก
สายพันธุที่มียีน ure จะมียีน trh อยูดวย และเม่ือนําโครโมโซมของสายพันธุดังกลาวมาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ NotI และทํา PFGE แลว hybridize ดวยตัวตรวจจับยีน trh และ ure พบดี
เอ็นเอเพียง 1 band แสดงวา ยีน trh และ ure อยูบนชิ้นสวนเดียวกัน (Iida et al., 1997) และ
เม่ือนําโครโมโซมของ V. parahaemolyticus จํานวน 115 สายพันธุที่แยกไดจากผูปวย โดย 
81% มียีน tdh เพียงอยางเดียว (tdh1 และ tdh2), 7% มียีน tdh, trh และ ure มาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ NotI และทํา PFGE แลว hybridize ดวยตัวตรวจจับยีน tdh,  trh และ ure 
พบยีน tdh1 และ tdh2 อยูบนช้ินสวนเดียวกัน และสายพันธุที่มียีน tdh,  trh และ ure ก็มียีนทั้ง
สามอยูบนดีเอ็นเอช้ินเดียวกัน โดยมีขนาด 40 kb และยีน trh และ ure อยูหางกัน 8.5 kb (Iida 
et al., 1998) นอกจากน้ียังพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน tdh และ trh จะสราง 
TDH ไดนอยกวาสายพันธุที่มียีน tdh เพียงอยางเดียว โดยยีน trh ไประงับการแสดงออกของยีน 
tdh ผานกลไกที่ยังไมทราบแนชัด (Okitsu et al., 1997)    
 

5.3 Thermolabile hemolysin (TLH) 
นอกจาก TDH และ TRH แลวมีการคนพบ TLH ใน V.  parahaemolyticus ซ่ึง TLH 

ถูกควบคุมโดยยีน tlh TLH เปนโปรตีนที่ไมทนความรอนที่อุณหภูมิ 60ºC เวลา 10 นาท ี
(Taniguchi et al., 1985; Taniguchi et al., 1986) TLH มีสมบัติเปน phospolipase A2 หรือ 
lysophospholipase (Shinoda et al., 1991) การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน tlh พบวา 
preprotein และ mature protein ประกอบดวยกรดอะมิโน 418 ตัวและ 398 ตัว ตามลําดับ และ
มีมวลโมเลกุล 47.5 kDa และ 45.3 kDa ตามลําดับ นอกจากน้ีปริมาณ G+C content ของยีน 
tlh เทากับ 47.6% ซ่ึงใกลเคียงกับคาเฉลี่ยปริมาณ G+C content ในจีโนมของ V.  
parahaemolyticus (Taniguchi et al., 1986) TLH สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงของคนและ
มา (Taniguchi et al., 1985) แตไมยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร Wagatsuma agar 
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(Wong, 2003) จากการศึกษาของ Zhang และคณะ (2001) พบวา ยีน tlh ของ V. 
parahaemolyticus มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับยีน vhhA และ vhhB ที่พบใน V. harveyi 
เทากับ 77.5% และ 77.2% ตามลําดับ (Zhang et al., 2001) ยีน tlh พบไดใน V.  
parahaemolyticus ทุกสายพันธุ (ทั้ง KP บวก และ KP ลบ) แตไมพบในสปชีสอื่นๆ (Sakurai 
et al., 1974; Taniguchi et al., 1985) ดังน้ันจึงสามารถใชยีน tlh ในการบงช้ี V. 
parahaemolyticus (Bej et al., 1999) อยางไรก็ตาม บทบาทของ TLH ในการทําใหเกิดโรคใน
ลําไสของคนยังไมทราบแนชัด (Shinoda et al., 1991)  
 
6. ยีน toxR 
 toxR เปนยีนที่มีการอนุรักษไวในแฟมิลี่ Vibrionaceae (Kim et al., 1999; Osorio and 
Klose, 2000; Franco and Hedreyda, 2006) ยีน toxR เปน transmembrane regulatory 
protein ที่อาศัยปจจัยจากสิ่งแวดลอมเปนตัวควบคุมกิจกรรม ยีน toxR พบคร้ังแรกใน V. 
cholerae โดยทําหนาที่ควบคุมการทํางานของ cholera toxin และตอมาพบวาสามารถควบคุม
การทํางานของยีนอื่นๆ อีกหลายชนิดทีเ่ก่ียวของกับการกอโรคของ V. cholerae เชน ยีน tcpA 
(toxin-regulated pilus), ompT และ ompU (outer memebrane proteins)  (Miller and 
Mekalanos, 1988) โดย toxR ทําหนาที่กระตุนการถอดรหัสของยีนกอความรุนแรงของโรคโดย
สรางโปรตีน ToxR ไปจับกับลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอที่ตําแหนง upstream ของ    
โปรโมเตอรของยีนกอความรุนแรงของโรค (Lin et al., 1993) กิจกรรมของโปรตีน ToxR ขึ้นกับ
โปรตีน ToxS และยีนที่เปนรหัสสําหรับโปรตีน ToxR และ ToxS อยูในโอเปอรอนเดียวกัน 
นอกจากน้ีโครงสรางและหนาที่ของโอเปอรอน toxRS ของ V. parahaemolyticus มีความ
คลายคลึงกับโอเปอรอน toxRS ของ V. cholerae และยีน toxR และ toxS ของ V. 
parahaemolyticus มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับยีน toxR และ toxS ของ V. cholerae 52% 
และ 62% ตามลําดับ ตอมาพบวา ยีน toxR และ toxS ที่พบใน V. parahaemolyticus ทํางาน
รวมกันในการกระตุนการแสดงออกของยีน tdh2 แตไมกระตุนการแสดงออกของยนี trh (Lin et 
al., 1993) นอกจากน้ีโปรตีน ToxR ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ AQ3815 (KP บวก) มี
ความสําคัญตอการสะสมของนํ้าในลําไสเล็กของกระตายที่เกิดจาก TDH จากการศึกษาการ
กระจายตวัของยีน toxRS ใน V. parahaemolyticus โดยวิธี DNA colony hybridization ดวยตัว
ตรวจจับยีน toxR และ toxS พบยีน toxRS ใน V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุที่แยกไดจาก
ผูปวยและสิ่งแวดลอม (Lin et al., 1993) และมีรายงานการพบยีน toxR ในเชื้อ V. 
alginolyticus, V. mimicus, V. fluvialis, G. hollisae, V. vulnificus, V. fischeri และเช้ือที่กอโรค
ในปลา ไดแก Photobacterium damselae subsp. damselae และ Photobacterium damselae 
subsp. piscicida (Osorio and Klose, 2000) ยีน toxR สามารถใชเปนเครื่องหมายโมเลกุล 



   16 

(molecular marker) ที่มีความสําคัญในการแยก Vibrio สปชีสที่แตกตางกันได (Kim et al., 
1999; Franco and Hedreyda, 2006) 
 
7. Type III secretion systems (TTSS) 

Type III secretion systems (TTSS) เปนเครื่องมือทีท่ําหนาที่ในการขนสงโปรตีนซ่ึง
พบในแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรคทัง้ในพืชและสัตว (Cornelis and Wolf-Watz, 1997; Cornelis 
and Van Gijsegem, 2000; Cornelis, 2002) เช้ือกอโรคเหลานี้จะใช TTSS เพ่ือฉีด virulence 
factors เขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลเจาบานโดยตรง TTSS ถูกคนพบและมีการศึกษาครั้งแรก
ใน Yersinia spp. โดย TTSS ของ Yersinia เกิดจากการรวมตัวของโปรตีน Ysc (Yersinia 
secretion) และ Lcr (Low calcium response) ทําหนาที่ฉีด effector proteins ที่ชื่อวา YopS 
(Yersinia outer proteins) ผานเยื่อหุมเซลลช้ันใน (inner membrane) และเยื่อหุมเซลลชั้นนอก 
(outer membrane) ของแบคทีเรีย จากน้ันผานเยื่อหุมเซลลแลวเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลล
เจาบาน เม่ือเขาไปในเซลลเจาบานแลว effector proteins เหลาน้ี จะทําใหการทํางานของเซลล
เจาบานเกิดการเปล่ียนแปลง ซ่ึงทําใหเช้ีอมีความสามารถที่จะมีชีวิตรอดและมีการเพ่ิมจํานวน 
(Michiels et al., 1991) พบ TTSS ในแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิดที่กอโรคในสัตว ไดแก 
Salmonella spp., Shigella spp., enterohemorrhagic E. coli, P. aeruginosa,  Bordetella 
spp. และ Chlamydia spp. (Cornelis and Wolf-Watz, 1997; Cornelis and Van Gijsegem, 
2000; Cornelis, 2002) สวน TTSS ที่พบในแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรคในพืช ไดแก P. 
salanacearum, P. syringae, Erwinia spp. และ Xanthomonas spp. (Fenselau et al., 1992; 
Preston et al., 1995; Van Gijsegem et al., 1995; Bogdanove et al., 1996) นอกจากน้ีมี
รายงานการพบ TTSS ในแบคทีเรียที่อยูรวมกันกับพืช (Symbionts) ไดแก Rhizobium (Viprey 
et al., 1998) TTSS มีองคประกอบ 3 สวนคือ secretion apparatus, translocators และ 
effector proteins โดย secretion apparatus ทําหนาที่สราง injector complex อยูบริเวณพ้ืนผิว
ของแบคทีเรียแกรมลบ สวน translocators เปนโครงสรางที่มีลักษณะคลายเข็มฉีดยา ซ่ึงเม่ือ
แทรกเขาไปในเยื่อหุมเซลลของเซลลเจาบานแลวจะทําใหสามารถขนสง effector proteins ผาน
เยื่อหุมเซลลเขาไปในไซโตพลาสซึมหรือสวนประกอบของเซลลเจาบานได (Hueck, 1998) (รูป
ที่ 1.1) โดยทั่วไปแลวโปรตีนที่จําเปนตอการสราง secretion apparatus มีมากกวา 20 ชนิด 
(Cornelis and Van Gijsegem, 2000) ซึ่งสวนใหญจะอยูในเยื่อหุมเซลลช้ันใน โปรตีนเหลาน้ีมี
การอนุรักษสูงในแบคทีเรียกอโรคที่ใชระบบ TTSS ซ่ึงตรงขามกับ effector proteins ที่จะมี
ความแตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด (Troisfontaines and Cornelis, 2005) และ effector 
proteins จากแบคทีเรียที่แตกตางกันจะกอใหเกิดผลตอเซลลเจาบานแตกตางกัน สันนิษฐานได
วา แบคทีเรียที่กอโรคแตละชนิดจะมีการปรับ effector proteins ใหเหมาะสมตอการคงอยูใน
เซลลเจาบานที่จําเพาะ (Hueck, 1998) ยีนที่เปนองคประกอบของ TTSS จะอยูเปนกลุมใน 
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pathogenicity island หรืออยูบน virulence plasmid และการจัดเรียงตัวของยีนมักจะมีความ
แตกตางกันระหวางสปชีส (Winstanley and Hart, 2001) จากการศึกษาของ Mecsas และ 
Strauss (1996) พบวา ยีนหลายชนิดที่เปนองคประกอบของ TTSS มีความคลายคลึงกับยีนใน 
flagella export machinery ของแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก (Mecsas and Strauss, 
1996) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.1 ลักษณะและการทํางานของ TTSS  
(ที่มา: Abe et al., 2005) 
 
จากการศึกษาลําดับเบสในจีโนมของ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 

(KP บวก) ที่แยกจากผูปวย ทําใหพบ TTSS จํานวน 2 กลุมเรียกวา TTSS1 และ TTSS2 โดย 
TTSS1 และ TTSS2 อยูบนโครโมโซม 1 และโครโมโซม 2 ตามลําดับ (Makino et al., 2003; 
Park et al., 2004) TTSS1 อยูที่ตําแหนง 1.77 ถึง 1.81 Mb จากจุด replication origin ซ่ึง
ภายในบริเวณน้ี พบ 30 open reading frames ที่มีความคลายคลึงกับกลุมยีนที่เกี่ยวของกับ 
TTSS ของแบคทีเรียแกรมลบอื่นๆ และยีนมีการเรียงตัวคลายคลึงกับ TTSS ที่พบใน Yersinia 
spp. ดังนั้นจึงมีการตั้งช่ือยีนแตละยีนใหคลายกับยีนของ Yersinia (รูปที่ 1.2) บางกลุมยีน 
TTSS1 ของ V.  parahaemolyticus มีความแตกตางจากกลุมยีน TTSS ของ Yersinia เชน การ
พบ hypothetical genes จํานวน 12 ยีน ใน TTSS1 ของ V. parahaemolyticus ซ่ึงอยูระหวาง
ยีน vscU1 และ vscL1 แตไมพบยีนเหลานี้ใน Yersinia spp. หรือสปชีสอื่น นอกจากน้ีการเรียง
ตัวของยีนจํานวน 13 ยีน (ยีน vscA1 ถึง vscL1 virG1 และ virF1) ที่พบใน TTSS1 ของ V.  
parahaemolyticus มีทิศทางของการถอดรหัสตรงขามกับยีนเหลาน้ีที่พบใน Yersinia spp. จาก
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การตรวจหา TTSS1 ใน V. parahaemolyticus สายพันธุตางๆ โดยใชตัวตรวจจับดีเอ็นเอ พบ 
TTSS1 ใน V. parahaemolyticus ที่แยกจากสิ่งแวดลอมและผูปวย และมีรายงานตรวจพบ 
TTSS1 ใน Vibrio สปชีสอื่นดวยคือ V. alginolyticus, V. harveyi และ V. tubiashii (Park et al., 
2004) เม่ือเปรียบเทียบปริมาณ G+C content ของ TTSS1 พบวาคลายคลึงกับคาเฉล่ียปริมาณ 
G+C content ของจีโนม แสดงใหเห็นวาเช้ือ V. parahaemolyticus ไมไดรับ TTSS1 มาจากที่
อื่นแตเปนระบบที่มีอยูแลวในจีโนม (Makino et al., 2003) 

 

 
 

รูปที่ 1.2 การเรียงตัวของกลุมยีน TTSS1 ของ V. parahaemolyticus (ตัวเลขที่อยูเหนือยีน 
TTSS1 ของ V. parahaemolyticus แสดงเปอรเซ็นตความคลายคลึงที่ระดบักรดอะมิโนซ่ึง
สอดคลองกับ TTSS ของ Yersinia) 
(ที่มา: Park et al., 2004) 
 

สําหรับ TTSS2 พบใน pathogenicity island (PAI) ขนาดประมาณ 80 kb ใน
โครโมโซม 2 ของ V. parahaemolyticus ซ่ึง PAI อยูที่ตําแหนง 1.38 ถึง 1.47 Mb จากจุด 
replication origin และมีคาเฉลี่ยปริมาณ G + C content เทากับ 39.8% ซ่ึงต่ํากวาคาเฉล่ีย
ปริมาณ G + C content ของจีโนม ดังน้ัน V. parahaemolyticus นาจะไดรับ PAI มาจากที่อื่น 
ในขณะเดียวกันพบยีน tdh ภายในบริเวณ PAI ดวย สวนภายในบริเวณกลุมยีน TTSS2 พบ 
hypothetical genes และบริเวณใกลเคียงพบ virulence gene และ effector gene ที่คลายคลึง
กับโปรตีน YopJ ของ Y. enterocolitica (36%), cytotoxic necrotizing factor ของ E. coli 
(38%), exoenzyme T ของ Pseudomonas (45%) และ OspB ของ Shigella (24%) จากการ
ตรวจหา TTSS2 ใน V. parahaemolyticus สายพันธุตางๆ โดยใชตัวตรวจจับดีเอ็นเอ พบ 
TTSS2 ใน V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน tdh เทาน้ัน ดังน้ัน การที่ V. 
parahaemolyticus มี TTSS2 อาจมีความเก่ียวของกับการทําใหเกิดโรคในคน (Makino et al., 
2003)  
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Park และคณะ (2004) ไดศึกษาหนาทีข่อง TTSS ของเช้ือ V. parahaemolyticus ทั้ง
สองกลุมในเซลลพวกยูคาริโอต โดยศึกษา V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 
mutant strain ที่ไดตัดยีนที่เปนองคประกอบของ TTSS ออกแลวศึกษาความเปนพิษ 
(cytotoxicity) ตอเซลล HeLa พบวา เซลล HeLa ที่ถูกทําใหติดเชื้อดวย parent strain และ 
TTSS2 mutant strain (ไมมียีน TTSS2) มีลักษณะรูปรางกลม นิวเคลียส และไซโตพลาสซึมหด
ตัว ในขณะที่เซลล HeLa ที่ถูกทําใหติดเชื้อดวย TTSS1 mutant strain (ไมมียีน TTSS1) มี
ลักษณะรูปรางเปล่ียนแปลงเล็กนอยเชนเดียวกับเซลล HeLa ที่ไมไดถูกทําใหติดเช้ือ 
(uninfected cell) ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองที่ไดจากการวิเคราะหเอนไซม lactate 
dehydrogenase (LDH) ที่หล่ังออกจากเซลล ดังน้ันจึงสรุปวา TTSS1 เก่ียวของกับการทําให
เกิดความเปนพิษตอเซลล HeLa (Park et al., 2004) นอกจากน้ีมีรายงาน TTSS1 ของ V. 
parahaemolyticus เก่ียวของกับการตายแบบ apoptosis ของเซลล HCT116 (human colon 
cancer cell line) โดยพบวาดีเอ็นเอของเซลล HCT116 ที่ถูกทําใหติดเช้ือดวย TTSS1 mutant 
strain เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ไมมีความผิดปกติและเหมือนกับเซลล HCT116 ที่ไมไดถูกทําใหติด
เช้ือ ดังน้ัน TTSS1 จึงมีบทบาทในการกระตุนการตายแบบ apoptosis ในเซลล HCT116 โดย
ทําใหดีเอ็นเอเกิดการแตกสลาย (DNA fragmentation) สําหรับกลไกที ่TTSS1 กระตุนการตาย
แบบ apoptosis นั้นยังไมทราบแนชัด (Bhattacharjee et al., 2005)  

การศึกษาบทบาทหนาที่ของ TTSS2 ของเชื้อ V. parahaemolyticus มีผูทําการศึกษา
ความเปนพิษในลําไสเล็ก (enterotoxicity) ของกระตาย โดยใชสายพันธุ parent strain และ 
mutant strain พบวา ปริมาณของเหลวที่สะสมในลําไสของกระตายที่ถูกทําใหติดเช้ือดวย 
parent strain และ TTSS1 mutant strain ไมมีความแตกตางกัน ในขณะที่ปริมาณของเหลวที่
สะสมในลําไสกระตายที่ถูกทําใหติดเชื้อดวย TTSS2 mutant strain มีปริมาณเล็กนอย
เชนเดียวกับ negative control  ดังนั้นจึงสรุปวา TTSS2 มีบทบาทเก่ียวของกับการทําใหเกิด
การสะสมของของเหลวในลําไสเล็กของกระตาย (Park et al., 2004)  

การศึกษาโปรตีนที่ถูกขนสงผานระบบ TTSS1 ของเช้ือ V. parahaemolyticus โดยใช
เทคนิค two dimensional gel electrophoresis ทําใหพบ effector proteins ที่ถูกขนสงผาน
ระบบ TTSS1 จํานวน 4 ชนิด ไดแก VP1686, VP1680, VP1683 และ VPA450 ซ่ึง effector 
proteins เหลาน้ีมีความแตกตางจาก effector proteins ที่พบในระบบ TTSS1 ของแบคทีเรีย
อื่นๆ นอกจากน้ีพบวา VP1680 มีบทบาทหลักในการทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล HeLa 
(Ono et al., 2006) จากรายงานของ Bhattacharjee และคณะ (2006) ซ่ึงทําการศึกษาเก่ียวกับ
การขนสงโปรตีนผานระบบ TTSS1 และการฉีด effector protein VP1686 ของเช้ือ V. 
parahaemolyticus เขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลแมคโครเฟจ (macrophage) พบวา VP1686 
และ TTSS1 กระตุนเซลลแมคโครเฟจใหเกิดการตายแบบ apoptosis โดยไมขึ้นกับ Toll-like 
receptor (TLR) signaling ทั้งน้ีเนื่องจาก VP1686 ไปทําปฏิกิริยากับ NF-kB (transcription 
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factor nuclear factor kB ซ่ึง NF-kB เปนสารตัวกลางที่สําคัญของ Toll-like receptor (TLR) 
signaling ซ่ึงทําหนาที่ควบคุมการสราง cytokines adhesion mulecules และ anti-apoptosis 
factors อื่นๆ เพ่ือทําใหเซลลมีการอยูรอดดวยการปองกันการตายของเซลล) ทําให NF-kB ไม
สามารถจับกับดีเอ็นเอ (DNA binding activity) สงผลใหดีเอ็นเอของเซลลเกิดการแตกสลายและ
แมคโครเฟจเกิดการตายแบบ apoptosis มากขึ้น ดังน้ัน VP1686 อาจเปนปจจัยหลักในการ
กระตุนใหแมคโครเฟจเกิดการตายแบบ apoptosis (Bhattacharjee et al., 2006) ตอมามี
การศึกษาผลของ norepinephrine (NE) ซ่ึงเปนสารที่ทําหนาที่ควบคุมการทํางานของลําไส ตอ
การทําใหเกิดโรคของ V. parahaemolyticus โดยศึกษาความเปนพิษตอเซลล Caco-2 และ
ความเปนพิษในลําไสเล็กของหนู พบวา NE กระตุนความเปนพิษ (cytotoxic activity) ของเช้ือ 
V. parahaemolyticus ตอเซลล Caco-2 โดย NE ไปเพ่ิมการถอดรหัสของยีนที่เกี่ยวของกับ 
TTSS1 รวมทั้งยีน vscQ และ vscU สงผลใหไปเพ่ิมความเปนพิษ จากผลการทดลองแสดงให
เห็นวา NE ควบคุมความเปนพิษของ V. parahaemolyticus สําหรับการทดสอบความเปนพิษใน
ลําไส พบวา NE กระตุนความเปนพิษของ V. parahaemolyticus ในลําไสเล็กของหนู โดย NE 
ทําปฏิกิริยากับ α1-adrenergic receptor ที่อยูบนเซลลเยื่อบุผิวของลําไสเล็ก (intestinal 
epithelial cell) สงผลใหความเปนพิษในลําไสของหนูเพ่ิมขึ้น (Nakano et al., 2007) 
 จากรายงานของ Kodama และคณะ (2007) ซ่ึงไดบงช้ีและศึกษาลักษณะของ effector 
proteins ที่เกี่ยวของกับ TTSS2 ของ V. parahaemolyticus ไดแก VopP (VPA1346), VopC 
(VPA1321) และ VopT (VPA1327) โดย VopP มีความคลายคลึงกับ YopP ของ Y. 
enterocolitica และ YopJ ของ Y. pestis (36%), VopC คลายคลึงกับ cytotoxic necrotizing 
factor (CNF) ของ E. coli (38%) และ VopT คลายคลึงกับ ADP-ribosylating toxin 2 ชนิดคือ 
ExoT (45%) และ ExoS (44%) ซ่ึงโปรตีนทั้งสองชนิดเปน effector proteins ที่ถูกขนสงผาน 
TTSS ของ P. aeruginosa โดยทําการศึกษาความเปนพิษตอเซลลตางๆ ไดแก เซลล HeLa, 
เซลลJ774, เซลล T84, เซลล HT-29, เซลล Caco-2 และเซลล HCT-8 พบวา TTSS2 กระตุน
เซลล Caco-2 และ HCT-8 ใหเกิดความเปนพิษ โดยยีน vopT เปนยีนหน่ึงที่ทําใหเกิดความเปน
พิษ VopT ไมเพียงแตถูกขนสงผานระบบ TTSS2 แตยังถูกฉีดเขาไปในไซโตพลาสซึมของเซลล
เจาบานดวย นอกจากน้ีพบวา VopT เปน ADP-ribosyltransferase (ADPRT) ชนิดใหม 
เน่ืองจากมีกิจกรรมของ ADP-ribosyltation activity ในโปรตีน Ras ซ่ึงเปนโปรตีนที่มีมวล
โมเลกุลต่ํา (low molecular weight G proteins) ดังน้ันจึงบงช้ีไดวา VopT เปน ADPRT ชนิด
ใหมที่ขนสงผานระบบ TTSS ของ V. parahaemolyticus อยางไรก็ตาม การที ่VopT มีผลทําให
เซลลเปนพิษโดยไปทําลาย Ras signaling หรือไมน้ันยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Kodama et al., 
2007)  
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8. การเกาะติด (Adherence) 
 ความสามารถในการทําใหเกิดการติดเชือ้ในพ้ืนผิวของเยื่อบุผิว (epithelial surface) 
ของลําไส ทอทางเดินหายใจ และทอทางเดินปสสาวะเก่ียวของกับการเกาะติดของเซลล
แบคทีเรียหลายๆ ชนิดกับเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม โดยเร่ิมจากการเกาะติด เพ่ิมจํานวน
และสราง virulence factors บนเซลลเยื่อบุผิว (epithelial) ของลําไส การเกาะติดของเช้ือ
แบคทีเรียสวนใหญกับเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเกิดจากฟมเบรีย (fimbria), พิไล (pili) หรือ
แฟลกเจลลา (Duguid and Gillies, 1957)  
 จุลินทรียกอโรคจะมีการพัฒนากลไกการเกาะติดกับเน้ือเยื่อของเซลลเจาบาน และอาจมี
ความสามารถตอตาน หรือเอาชนะกลไกการปองกันของเซลลเจาบานที่บริเวณพ้ืนผิว การ
เกาะติดของแบคทีเรียกับเซลลเจาบาน จําเปนตองอาศัย 2 ปจจัย ไดแก ตัวรับ (receptor) และ 
ligand โดยตัวรับเปนโมเลกุลของคารโบไฮเดรตหรือโปรตีนที่จําเพาะซ่ึงอยูบนพ้ืนผิวของเซลล
เจาบาน สวน ligand ของแบคทีเรีย เรียกวา adhesin เปนสารโมเลกุลใหญที่เปนองคประกอบ
บนพ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรีย ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับตัวรับของเซลลเจาบานอยางจําเพาะเจาะจง 
การเกาะติดอยางจําเพาะของแบคทีเรียกับเซลลเจาบาน มีปจจัยที่สําคัญไดแก (1) Tissue 
tropism โดยแบคทีเรียจะมีความจําเพาะตอเนื้อเยื่อแตละชนิด เชน S. mutans พบมากในแผน
คราบฟนและไมพบบนพ้ืนผิวของเยื่อบุผิวลิ้น (2) Species specificity แบคทีเรียกอโรคแตละ
ชนิดจะกอโรคในสัตวบางชนิดเทาน้ัน เชน N. gonorrhoeae และ B. pertussis กอโรคไดในคน
เทานั้น (3) Genetic specificity โดยเซลลเจาบานสปชีสเดียวกันอาจมีความแตกตางทาง
พันธุกรรมที่เปนภูมิคุมกันตอเชื้อกอโรค เชน หมูบางชนิดไมไวตอการติดเช้ือโดย E. coli สาย
พันธุ K-88 (Todar, 2008) 
 กลไกการเกาะติดกับเซลลเจาบานมี 2 ขั้นตอน คือ (1) การเกาะติดแบบไมจําเพาะ เปน
การเกาะติดช่ัวคราวของแบคทีเรียกับเซลลเจาบาน ซ่ึงเก่ียวของกับแรงดึงดูดที่ไมจําเพาะและทํา
ใหแบคทีเรียเขาใกลกับพ้ืนผิวของเซลลเจาบาน (2) การเกาะติดแบบจําเพาะ เปนการเกาะติด
อยางถาวรของแบคทีเรียกับพ้ืนผิว และมักเกิดขึ้นหลังจากการเกาะติดชั่วคราว โดยรูปแบบของ
การเกาะติดเก่ียวของกับพันธะที่จําเพาะในโมเลกุลที่เขาคูกันบนพ้ืนผิวเซลลแตละชนิด การจับ
เขาคูกันระหวางตัวรับ และ adhesin ตองจําเพาะและมีความพอด ี(Todar, 2008) (รูปที่ 1.3) 
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รูปที่ 1.3 การเกาะติดแบบจําเพาะซ่ึงเกี่ยวของกับปฏิกิริยาทางเคมีระหวางเซลลเจาบานและ
พ้ืนผิวของแบคทีเรีย 
(ที่มา: Todar, 2008) 
 

จากการศึกษาคุณสมบัติการเกาะติดของ V. parahaemolyticus กับ human fetal 
intestinal (HFI) cells พบวา องคประกอบที่แตกตางของแคปซูลของเช้ือแบคทีเรีย ทําใหเกิด
ประจุลบที่พ้ืนผิวไดแตกตางกัน ซ่ึงอาจสงเสริมใหระดับการเกาะติดมีความแตกตางกันใน
แบคทีเรียสายพันธุที่แตกตางกันในสปชีสเดียวกัน (Carruthers and Anderson, 1979) จาก
การศึกษาของ Belas และ Colwell (1982) พบวา แฟลกเจลลารอบเซลลของเชื้อ V. 
parahaemolyticus มีความเก่ียวของกับการดูดซับกับพื้นผิวของไคติน โดยแฟลกเจลลารอบ
เซลล ทําหนาที่เปนสะพานเชื่อมแบคทีเรียกับพ้ืนผิวของไคติน (Belas and Colwell, 1982) 
ตอมามีรายงานจาก Nakasone และ Iwanaga (1990) ซึ่งไดทดสอบการเกาะติดของพิไลที่ทํา
ใหบริสุทธิ ์ (purified pili) กับลําไสเล็กของกระตาย พบวา พิไลที่ทําใหบริสุทธิท์ี่แยกจากสาย
พันธุ KP บวก สามารถเกาะติดกับลําไส แตเมื่อบมลําไสดวยพิไลที่ทําใหบริสทุธิก์อนที่จะไป
ทดสอบการเกาะติดกับเช้ือ ผลปรากฏวา ไมมีการเกาะติดของเช้ือกับลําไสเน่ืองจากพิไลที่ทําให
บริสุทธิไ์ปจับกับตัวรับบนลําไสของกระตาย ทําใหเช้ือไมสามารถจับกับตัวรับได ผลการทดลอง
บงชี้วา พิไลของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่ทดสอบมีบทบาทสําคัญในการเกาะติด 
(Nakasone and Iwanaga, 1990) Nagayama และคณะ (1995) ไดรายงานความสัมพันธดาน
บวกระหวาง mannose-sensitive hemagglutination (MSHA) ซ่ึงอยูบริเวณพ้ืนผิวของเซลล
แบคทีเรียกับการเกาะติดของ V. parahaemolyticus กับ rabbit enterocytes โดยทําการศึกษา 
cell-associated hemagglutinin (cHA) ของ V. parahaemolyticus จํานวน 35 สายพันธุ (30 
สายพันธุแยกจากผูปวยและ 5 สายพันธุแยกจากสิ่งแวดลอม) แลวนํามาทดสอบความสามารถ
ในการเกาะติดกับ enterocyte ผลการทดลองพบวา MSHA ของเช้ือที่แยกจากผูปวยจํานวน 24 
สายพันธุ สามารถเกาะติดกับ rabbit enterocyte ไดมากกวา mannose-resistant 
hemagglutination (MRHA)  ของเชื้อที่แยกจากผูปวยจํานวน 6 สายพันธุ และเช้ือที่แยกจาก
สิ่งแวดลอมอยางมีนัยสําคัญ นอกจากน้ีเม่ือบม rabbit enterocyte กับ cHA ที่ทําใหบริสุทธิ์ 
(purified cHA) กอนนําไปทดสอบการเกาะติดกับเชื้อ พบวา ไมมีการเกาะติดของเช้ือเน่ืองจาก 
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cHA ที่ทําใหบริสุทธิไ์ปยับยั้งการเกาะติดของเช้ือ แสดงวา cHA สามารถเกาะติดกับ rabbit 
enterocyte ไดโดยตรง จากผลการทดลองบงช้ีไดวา cHA เก่ียวของกับกลไกการเกาะติดของ V. 
parahaemolyticus กับ rabbit enterocyte (Nagayama et al., 1995) นอกจากน้ี Hsieh และ
คณะ (2003) ไดศึกษา capsular polysaccharides (CPS) จาก V. parahaemolyticus พบวา 
เช้ือที่มีลักษณะโคโลนีโปรงแสง (translucent) ซึ่งมี CPS นอย สามารถเกาะติดกับ human 
intestinal cell line (Int-407) ไดนอยกวาเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีทึบแสง (opaque) 10 เทา และ
เม่ือบมเช้ือในอาหารที่เติมนํ้าด ี(bile) ระดับของ CPS และการเกาะติดเพ่ิมขึ้น  นอกจากน้ันการ
บมเช้ือกับ anti-CPS serum กอนนําไปทดสอบการเกาะติด พบวา ระดับการเกาะติดของเช้ือ
ลดลง ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา CPS มีบทบาทสําคัญในการเกาะติดของ V. 
parahaemolyticus กับเซลลเปาหมาย (Hsieh et al., 2003) 
 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเกาะติดของเช้ือกับการสราง hemolysin รายงาน
โดย Carruthers (1977) เม่ือใช microscopic assay พบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ  
KP บวก สามารถเกาะติดกับเซลล HeLa และเซลล HFI ไดดีกวา V. parahaemolyticus สาย
พันธุ KP ลบ โดยการเกาะติดเก่ียวของกับปฏิกิริยาระหวางพ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรียกับเซลล
เยื่อบุผิวและคารโบไฮเดรตที่อยูบนเยื่อหุมเซลลชั้นนอกในผนังเซลลของแบคทีเรีย นอกจากนี้ยัง
พบวา ความรอน แอลกอฮอล และ potassium metaperiodate เปนปจจัยที่ไปลดการเกาะติด
ของ V. parahaemolyticus (Carruthers, 1977) นํ้าตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายชนิดและ lectin 
สามารถยับยั้งการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียกับเซลล HFI ทั้งน้ีเปนเพราะสารเหลาน้ีไปทําลาย
ประจุที่พ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรีย ซึ่งประจุที่พ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรียเปนปจจัยสําคัญในการ
เกาะติดของ V. parahaemolyticus และสงผลไปยับยั้งการเกาะติดกับเซลลเจาบาน (Carruthers 
and Anderson, 1979) อยางไรก็ตาม จากการทดลองของ Gingras และ Howard (1980) โดย
การใชกลองจุลทรรศนและ radioassay พบวา การเกาะติดของ V. parahaemolyticus สายพันธุ  
KP บวก และสายพันธุ  KP ลบ กับเซลล Int-407 และ human intestine cell line 11000 ไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ทั้งน้ีอาจเปนเพราะสายพันธุของเช้ือที่ใชทดสอบมีความ
แตกตางจากการทดลองของ Carruthers ดังน้ันการเลือกสายพันธุที่ใชในการทดลองจึงเปน
ปจจัยสําคัญในการเปรียบเทียบการเกาะติด (Gingras and Howard, 1980) จากการศึกษาการ
เกาะติดของ V. parahaemolyticus กับเซลล HFI โดย Hackney และ คณะ (1980) พบวาเช้ือ 
V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุที่ทดสอบ (ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม) สามารถ
เกาะติดกับเซลล HFI ไดแตกตางกัน โดย V. parahaemolyticus สายพันธุ KP บวก (ที่แยกได
จากผูปวยและสิ่งแวดลอม) และสายพันธุ KP ลบ ที่แยกจากผูปวยสามารถเกาะติดกับเซลล HFI 
ไดดี สวนสายพันธุ KP ลบ ที่แยกจากสิ่งแวดลอมเกาะติดกับเซลล HFI ต่ํา ดังนั้นจึงสรุปไดวา 
ระดับการเกาะติดของ V. parahaemolyticus เก่ียวของกับความสามารถของเชื้อในการทําใหเกิด
อาหารเปนพิษมากกวาปฏิกิริยา Kanagawa reaction นอกจากน้ีระดับของการเกาะติดยัง
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เก่ียวของกับแหลงที่มาของเชื้อ ระยะเวลาที่เช้ือสัมผัสกับเซลล HFI องคประกอบของอาหารที่ใช
เล้ียงเชื้อ และอายุของเช้ือ ซ่ึงการใชเชื้อที่อยูในระยะ late log phase จะทําใหการเกาะติดดีกวา
เช้ือที่อยูในระยะ late stationary phase  การเติม ferric ion ในอาหารเลี้ยงเช้ือมีผลไปเพ่ิมการ
เกาะติดของ V. parahaemolyticus ในสายพันธุที่มีความรุนแรง ทั้งน้ีเนื่องจาก ferric ion อาจไป
ลดประจุลบที่พ้ืนผิวของเช้ือและลดการผลักกันระหวางประจุลบของแบคทีเรียและเซลลเยื่อบุผิว 
สวน cation อื่นๆ ทีช่วยในการเกาะติดไดแก แคลเซียม นอกจากน้ียังพบวาซีโรทัยปไมมีผลตอ
ความสามารถในการเกาะติด (Hackney et al., 1980) ปจจัยอื่นๆ ที่สงเสริมใหมีการเกาะติด 
ไดแก การเล้ียง V. parahaemolyticus ในอาหารทีมี่นํ้าดหีรือ deoxycholate มีผลทําใหระดับ
การเกาะติดกับเซลลเยื่อบุผิว ขนาดของแคปซูลและการสราง uronic acid เพ่ิมขึ้น ซึ่ง uronic 
acid เปนองคประกอบของแคปซูล การที่เช้ือสรางกรดชนิดนี้ทําใหเช้ือแบคทีเรียสามารถ
รวมกลุมและเกาะติดกับเซลลของลําไสเล็กได ดังน้ันจึงเปนไปไดวา แคปซูลอาจเก่ียวของกับ
ความสามารถในการเกาะติดและการทําใหเกิดโรคของ V. parahaemolyticus (Pace et 
al.,1997) จากการศึกษาของ Baffone และคณะ (2000) ซึ่งกลาวถึงความสัมพันธระหวางการ
เกาะติดกับความเปนพิษของเซลลวา ความเปนพิษของเซลลที่เกิดจากเชื้อบางสายพันธุอาจจะ
เก่ียวของกับการเกาะติดทีแ่นนกับเซลลเยื่อบุผิว เพราะความเปนพิษเปล่ียนโครงสรางของเซลล
เยื่อบุผิวของเซลลเจาบาน ทําใหงายตอการเกาะติดของแบคทีเรีย และเมื่อเชื้อเกาะติดไดมาก
ขึ้นก็สงผลใหเกิดความเปนพิษมากขึ้น (Baffone et al., 2000) นอกจากน้ีมีรายงานโดย Yeung 
และคณะ (2002) ที่ทําการศึกษาถึงกลไกที่เปนไปไดที่เก่ียวของกบัความรุนแรงที่เพ่ิมขึ้นของ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ O3:K6 โดยทดสอบการเกาะติดของเช้ือกับเซลล HeLa พบวา 
สายพันธุในกลุม O3:K6 มีระดับการเกาะติดกับเซลล HeLa สูงกวาสายพันธุ non-O3:K6 อยาง
มีนัยสําคัญ ดังนั้นซีโรทัยปจึงมีผลตอความสามารถในการเกาะติดและการทําใหเกิดโรคของเช้ือ
สายพันธุ O3:K6 ที่ระบาดเม่ือไมนานน้ี ทั้งน้ีอาจเปนเพราะเช้ือสามารถเกาะติดไดมากขึ้นเม่ือ
เปรียบเทียบกับสายพันธุอื่น (Yeung et al., 2002)  
 
9. การสรางไบโอฟลม (Biofilm) 

จุลินทรียที่อาศัยอยูในสิ่งแวดลอมตามธรรมชาต ิสวนใหญอยูรอดโดยการรวมตัวกันเปน
โครงสรางที่เรียกวา ไบโอฟลม (Costerton et al., 1995) เดิมไบโอฟลม หมายถึง กลุมของ
เช้ือจุลินทรียที่เกาะติดกับพ้ืนผิวในสิ่งแวดลอมที่แตกตางกัน แตในความหมายใหม ไบโอฟลม
หมายถึง กลุมของจุลินทรียที่มีการเกาะติด ซ่ึงเซลลมีลักษณะเกาะติดกับ substrate หรือพ้ืนผิว
อื่นๆ และหอมลอมดวยสาร extracellular polysaccharide (EPS) ที่เช้ือสรางขึ้นมา และ
เก่ียวของกับอัตราการเจริญเติบโตและการถอดรหัสของยีน (Donlan and Costerton, 2002)  
ไบโอฟลมอาจประกอบดวยจุลินทรียเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิด และสามารถรวมตัวกันบน
พ้ืนผิวที่มีชีวติ (biotic surface) และไมมีชีวิต (abiotic surface) แมวาไบโอฟลมที่เกิดจากการ
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รวมตัวกันของจุลินทรียหลายชนิดจะมีความโดดเดนในสิ่งแวดลอมสวนใหญ แตไบโอฟลมที่เกิด
จากจุลินทรียชนิดเดียวจะมีความเก่ียวของกับการติดเช้ือ และปรากฏอยูบนพ้ืนผิวของอุปกรณ
ทางการแพทย เชน สายสวนปสสาวะ ดังน้ันการวิจัยในปจจุบัน จึงใหความสนใจไบโอฟลมที่เกิด
จากสิ่งมีชีวิตสปชีสเดียว เชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่สรางไบโอฟลมและมีการศึกษาอยางมาก คือ 
P. aeruginosa นอกจากน้ี ยังมีการศึกษาในเช้ือ P. fluorescens, E. coli และ V. cholerae สวน
เช้ือแบคทีเรียแกรมบวกที่สรางไบโอฟลมและมีรายงานการศึกษา ไดแก S. aureus และ 
enterococci การสรางไบโอฟลมอาจชวยทําใหแบคทีเรียไดรับประโยชนในดานการปรับตัวตอ
สิ่งแวดลอม ดังน้ัน ไบโอฟลมจึงมีความสําคัญตอความอยูรอดของแบคทีเรีย (Kimberly, 2004)   
การสรางไบโอฟลมในแบคทีเรียแกรมลบเกิดขึ้นโดยมีขั้นตอนที่ตอเน่ืองคือ เซลลที่ลองลอยอยาง
อิสระเร่ิมตนเกาะติดกับพ้ืนผิว ตอมามีการเพ่ิมจํานวนของเซลลและเกิดการสะสมเปนกลุมเซลล
หลายๆ ชั้น ขั้นตอนสุดทายคือการสรางเปนชุมชนแบคทีเรียที่ลอมรอบดวย EPS ที่เช้ือเหลาน้ัน
สรางขึ้นมา และเม่ือโครงสรางมีการพัฒนา แบคทีเรียบางเซลลจะถูกปลอย ทําใหไบโอฟลมแพร
ออกไป (รูปที่ 1.4) (Lasa, 2006) เซลลแบคทีเรียที่อยูภายใน microcolonies ของไบโอฟลมยึด
เหน่ียวรวมกันโดยสารที่มีลักษณะเปนเมือก เรียกวา EPS โครงสรางทางเคมีของ EPS 
ประกอบดวย polysaccharide, กรดนิวคลิอิกและโปรตีน (Sutherland, 2001) ในแบคทีเรียที่ม ี 
สปชีสตางกัน สวนประกอบของ EPS จะมีความซับซอนและหลากหลาย หรือแมแตแบคทีเรีย 
สปชีสเดียวกันอยูในสภาวะแวดลอมที่ตางกันสวนประกอบของ EPS จะมีความแตกตางกัน 
EPS เปนสารประกอบที่มีความสําคัญของ biofilm matrix โดยเปนสารที่เขาไปแทรกอยูใน
โครงสรางของเซลลจุลินทรีย จากการศึกษาเก่ียวกับ EPS พบ cellulose และ β-1,6-linked N-
acetylglucosamine เปนองคประกอบสวนใหญของ biofilm matrix ที่พบในเช้ือแบคทีเรียหลาย
ชนิดที่แตกตางกัน (Lasa, 2006) EPS มีบทบาทสําคัญในการสรางไบโอฟลม เชน  alginate ซ่ึง
เปน polysaccharide polymer ที่สรางโดย P. aeruginosa สายพันธุที่มีลักษณะเปนเมือก (wild 
type) มีบทบาทสําคัญในโครงสรางของไบโอฟลม โดยพบวา โครงสรางของ microcolonies ใน 
ไบโอฟลมทีเ่กิดจาก mucoid mutant strain ถูกยับยั้งและมีลักษณะแตกตางจากสายพันธุ wild 
type (Nivens et al., 2001) ปจจัยอื่นๆ ที่เก่ียวของกับการพัฒนาไบโอฟลม ยังรวมถึงกลุมของ
โปรตีนที่ประกอบดวย GGDEF/EAL domain ซ่ึงเปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับการสราง EPS ใน  
ไบโอฟลม และกลุมของโปรตีนที่พ้ืนผิวซ่ึงมีความคลายคลึงกับ biofilm associated protein 
(Bap) ที่พบในเช้ือ S. aureus (Lasa, 2006) 
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รูปที่ 1.4 ขั้นตอนการพัฒนาไบโอฟลม ประกอบดวย 5 ขั้นตอน คือ (1) การเริ่มตนเกาะติดกับ
พ้ืนผิว (2) การสรางสาร EPS (3) การพัฒนาโครงสรางไบโอฟลมระยะแรก (4) การมี
โครงสรางไบโอฟลมที่สมบูรณ (5) การกระจายตัวของเซลลแบคทีเรียจากไบโอฟลม 
(ที่มา: Lasa, 2006) 
 

การศึกษาการสรางไบโอฟลมในเช้ือ V. parahaemolyticus มีการศึกษานอย แตมี
รายงานจาก Lawrence และคณะ (1991) ซ่ึงศึกษาโครงสรางไบโอฟลมของเช้ือ P. aeruginosa, 
P. fluorescence และ V. parahaemolyticus โดยใช Scanning confocal laser microscopy 
(SCLM) พบวา ไบโอฟลมของเชื้อ Pseudomonas ทั้งสองสปชีสมีความหนาแนนของเซลลมาก
ที่สุดที่บริเวณพ้ืนผิวที่เกาะติด ซ่ึงตรงขามกับไบโอฟลมของ V. parahaemolyticus ที่พบความ
หนาแนนของเซลลมากที่สุดที่บริเวณภายนอกของไบโอฟลม และมีชองวางขนาดใหญอยูภายใน 
ซ่ึงอาจทําหนาที่ในการเก็บรักษากาซ และแลกเปล่ียนสารอาหารที่บริเวณช้ันลางของไบโอฟลม 
(Lawrence et al., 1991) ตอมาป ค.ศ. 2005 มีรายงานการศึกษาการพัฒนาไบโอฟลมของเช้ือ 
V. parahaemolyticus ที่มีโคโลนีลักษณะทึบแสงและโปรงแสง ผลการทดลองพบวา เซลลที่มี
โคโลนีทั้งสองแบบมีการสรางไบโอฟลมที่มีความคงตัว แตมีความแตกตางกันที่เกี่ยวของกับ
รูปแบบการเกาะติดและการหลุดออกจาก polystyrene การสราง pellicle และความคงตัวที่
พ้ืนผิวระหวางของแข็งกับของเหลว (Enos-Berlage et al., 2005) ปจจัยหน่ึงที่สงเสริมให
ลักษณะโคโลนีมีความแตกตางกันคือ EPS โดยโคโลนีทึบแสงจะสราง EPS ไดมากกวาโคโลนี
โปรงแสงอยางนอย 10 เทา (Enos-Berlage and McCarter, 2000) การศึกษายีนที่จําเปน
สําหรับลักษณะทึบแสงและยีนทีเ่ก่ียวของกับการสราง capsular polysaccharide (CPSA) โดย
วิธี transposon mutagenesis พบยีนที่เกี่ยวของทั้งหมด 11 ยีน (Guvener and McCarter, 
2003) ความหลากหลายของยีนที่เกี่ยวกับไบโอฟลมที่พบในเช้ือ V. parahaemolyticus แสดงให
เห็นวา เช้ือชนิดน้ีมีหลายปจจัยที่เก่ียวของกับการเกาะติดของเซลล นอกจากน้ียังพบวา mutant 
ที่มีความบกพรองในการสราง CPSA ไมสามารถเกาะติดหรือสราง pellicle ตลอดจนไมสามารถ
สรางไบโอฟลมได ดังน้ัน CPSA จึงมีบทบาทสําคัญในการสรางไบโอฟลมของเชื้อ V. 
parahaemolyticus (Enos-Berlage et al., 2005) 
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การสรางไบโอฟลมจะเริ่มตนเม่ือแบคทเีรียไดรับสัญญาณจากสิ่งแวดลอม ซ่ึงเปนสิ่ง
กระตุนใหการดํารงชีวิตเกิดการเปล่ียนแปลงจากการลองลอยเปนอิสระมาอยูบนพ้ืนผิว สัญญาณ
จากสิ่งแวดลอมเหลาน้ีจะมีความแตกตางในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด เชน P. aeruginosa และ P. 
fluorescens จะสรางไบโอฟลมภายใตสภาวะที่สงเสริมใหเชื้อมีการเจริญเติบโต (O’ Toole and 
Kolter, 1998b) ในขณะที่เช้ือ E. coli O157:H7 สรางไบโอฟลมในสภาวะที่มีสารอาหารต่ํา
เทานั้น (Denwanti and Wong, 1995) นอกจากนั้นสภาพแวดลอมอื่นๆ ที่มีอิทธิพลตอการ
สรางไบโอฟลม ยังรวมถึงอุณหภูมิ ความดันออสโมติก ความเปนกรด-ดาง ความสามารถในการ
ใชธาตุเหล็ก และ oxygen tension (Nyvad and Kilian, 1990; Fletcher, 1996; O’ Toole and 
Kolter, 1998b; O’ Toole and Kolter, 1998a; Pratt and Kolter, 1998) จากการศึกษาของ 
Davey และ O’ Toole (2000) พบวา การสรางไบโอฟลมมีประโยชนเมื่อเปรียบเทียบกับการ
ลองลอยอยูอยางอิสระ คือ (1) ปองกันแบคทีเรียจากสิ่งแวดลอม โดย EPS สามารถปองกัน
แบคทีเรียจากสภาวะแวดลอมทีก่ดดัน เชน รังส,ี แสงอุลตราไวโอเลต, pH, osmotic shock และ
ความแหงแลง (Flemming, 1993) EPS อาจมีประสิทธิภาพในการปองกันสารที่มีฤทธิ์ทําลาย   
จุลินทรียโดยทําหนาที่แลกเปล่ียนไอออน (ion exchanger) จํากัดการแพรของสารจาก
สิ่งแวดลอมรอบๆ เขาไปในไบโอฟลม (Gilbert et al., 1997) (2) ทําใหการแลกเปล่ียน
สารอาหารและสารเมแทบอไลท (metabolite) ในไบโอฟลมเกิดขึ้นอยางมีประสิทธิภาพ โดย
แบคทีเรียสามารถนําสารอาหารไปใชไดมากขึ้นเชนเดียวกับการกําจัดสารเมแทบอไลทที่เปนพิษ 
(Costerton et al., 1995) และ (3) ทําใหไดรับลักษณะพันธุกรรมใหมๆ ที่มีลักษณะเดน (Davey 
and O’ Toole, 2000) 
 การพัฒนาไบโอฟลมเกิดขึ้นโดยกลไกหลายกลไก กลไกแรกเกิดจากเซลลที่เกาะติดมี
การกระจายตัวโดยเคลื่อนที่ไปตามพ้ืนผิว เชน การเคลื่อนที่โดยแฟลกเจลลาและ type IV pili 
ของเช้ือ P. aeruginosa มีบทบาทสําคัญในการรวมตัวบนพ้ืนผิว (O’ Toole and Kolter, 1998a) 
นอกจากน้ีแฟลกเจลลา, type I pili และ curli fimbriae (fimbriae ที่ประกอบดวย amyloid fiber) 
ในเช้ือ E. coli มีบทบาทเก่ียวของกับการสรางไบโอฟลม (Jackson et al., 2002) สวนการ
เคล่ือนทีโ่ดยแฟลกเจลลาในเชื้อ V. cholerae ชวยในการเกาะติดกับพ้ืนผิว (Watnick et al., 
2001) สําหรับเช้ือ V. parahaemolyticus พบวา type IV pili ไดแก mannose-sensitive 
hemagglutinin (MSHA) pilus และ chitin-regulated pilus (ChiRP) ชวยสงเสริมการสราง     
ไบโอฟลมในวิธีที่แตกตางกัน โดย MSHA pilus ชวยในการเกาะติดของแบคทีเรียกับพ้ืนผิวของ
กระจกปดสไลด ในขณะที่ ChiRP มีบทบาทในการรวมกลุมของแบคทีเรียในชวงที่มีการสราง  
ไบโอฟลม (Shime-Hattori et al., 2006) สําหรับกลไกอื่นๆ ของการสรางไบโอฟลมเกิดจากการ
แบงตัวของเซลลที่เกาะติด (Tolker et al., 2000) โดยเม่ือเซลลมีการแบงตัว เซลลลูกจะมีการแผ
ขยายไปทางดานนอกและดานบนจากจุดที่เกาะติด เพ่ือสรางกลุมเซลลเชนเดียวกับการสราง
โคโลนีบนอาหารแข็ง จากการศึกษาของ Geesey (2001) พบวา กลไกการสรางไบโอฟลม
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ขึ้นอยูกับสิ่งมีชีวิต คุณสมบัตขิองพ้ืนผิวที่เช้ือสามารถเกาะติด และสภาพแวดลอมของนํ้า 
(Geesey, 2001)  

มีรายงานจาก Davies และคณะ (1998) พบ quorum sensing (QS) molecule ซ่ึงปกติ
เก่ียวของกับการควบคุม virulence factors สามารถควบคุมการพัฒนาโครงสรางไบโอฟลมของ
เช้ือ P. aeruginosa  สายพันธุ PAO1 (Davies et al., 1998) ตัวอยาง QS signal ของแบคทีเรีย
แกรมลบ เชน acylated homoserine lactones (AHLS) ของ Pseudomonas โดย AHLS เปน
โปรตีนหลักในระบบ QS ของแบคทีเรียแกรมลบและมีบทบาทในการสรางไบโอฟลม AHLS ถูก
สรางจากเซลลในอัตราคงที่และสะสมอยูในอาหารที่เชื้อเจริญเติบโต เม่ือมีความเขมขนในระดับ
ที่เหมาะสม AHLS จะไปกระตุนการแสดงออกของยีน โดยแพรเขาไปในไซโตพลาสซึมและจับ
กับ LuxR homolog อยางจําเพาะ สงผลตอการควบคุมกระบวนการถอดรหัสของยีนและมีผลตอ
โครงสรางไบโอฟลมของ P. aeruginosa (Parsek and Greenberg, 2005) การสราง EPS ที่
เปนสวนประกอบหลักในไบโอฟลมของ V. cholerae มีช่ือวา VPS ถูกยับยั้งโดยยีน hapR และ 
hapR ถูกยับยั้งโดยโปรตีน LuxO (response regulator) ซ่ึงทํางานไดดีที่สุดภายใตสภาวะที่มี
ความหนาแนนของเซลลต่ํา (Zhu et al., 2002) โปรตีน LuxO ถูกควบคุมโดย QS signal ที่
แตกตางกันอยางนอย 2 ชนิดคือ AI-2 (furanosyl borate diester autoinducer 2)  และ CAI-1 
(acylhomoserine lactone Cholerae autoinducer 1)  แตมีเพียง CAI-1 ที่มีบทบาทสําคัญใน
การสรางไบโอฟลม จากการทดลอง แสดงใหเห็นวา ภายใตสภาวะที่มีความหนาแนนของเซลล
ต่ํา ระดับของ CAI-1 ต่ําเพียงพอที่จะทําให LuxO ไปยับยั้งยีน hapR สงผลใหมีการสราง VPS 
ดังน้ันแบคทีเรียชนิดน้ีเริ่มตนสราง EPS ภายใตสภาวะที่มีความหนาแนนของเซลลต่ํากอนที่จะ
สรางเปนกลุมเซลลหลายๆ ช้ัน (Zhu and Mekalanos, 2003) 
 
9. เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร 

9.1 Polymerase chain reaction (PCR)  
เปนเทคนิคการเพ่ิมปริมาณยีนหรือชิ้นสวนของดีเอ็นเอ เฉพาะบริเวณที่ตองการศึกษา

ใหมีจํานวนมากขึ้นกวาเดิมหลายลานเทาในหลอดทดลอง องคประกอบที่สําคัญของปฏิกิริยา 
PCR ไดแก thermostable DNA polymerase, oligonucleotide primer, dNTPs, divalent 
cation, ดีเอ็นเอตนแบบ และบัฟเฟอรที่เหมาะสม ปริมาณดีเอ็นเอจะเพ่ิมมากขึ้นตองอาศัย
ปฏิกิริยาที่เกิดตอเน่ืองซํ้ากันหลายๆ รอบ ซ่ึงแตละรอบจะประกอบดวย 3 ขั้นตอน คือ 
 1. Denaturation เปนขั้นตอนการคลายเกลียวของดีเอ็นเอเสนคูออกเปนเสนเดี่ยว โดย
อาศัยความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 94-95°C ซ่ึงอุณหภูมิที่ใชในการคลายเกลียวจะเกี่ยวของกับ
ปริมาณของ G + C โดยถาดีเอ็นเอตนแบบมีปริมาณ G + C สูง จะตองเพ่ิมอุณหภูมิในการแยก
สายดีเอ็นเอตนแบบ นอกจากน้ีถาโมเลกุลของดีเอ็นเอมีความยาวมาก จะตองเพ่ิมเวลาเพ่ือใหดี
เอ็นเอสายคูแยกออกเปนสายเดี่ยวอยางสมบูรณ 
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          2. Annealing เปนขั้นตอนที่ primer เขาไปจับกับดีเอ็นเอตนแบบบริเวณที่มีเบสคูสม 
โดยทั่วไปใช อุณหภูมิ annealing ต่ํากวาอุณหภูมิแยกตัว (melting temperature; Tm) ของ 
primer ประมาณ 3-5°C 
 3. Extension เปนขั้นตอนการขยายสายดีเอ็นเอโดยการตอลําดับเบสเขาที่ปลาย 3’ 
ของ primer และมีการขยายสายดีเอ็นเอสายใหมจากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ โดยอาศัยเอนไซม 
thermostable DNA polymerase ซ่ึงอุณหภูมิปกติประมาณ 72-78°C      
 เม่ือทําขั้นตอนดังกลาวซํ้าจํานวนหลายรอบ ทําใหสามารถเพ่ิมขยายจํานวนดีเอ็นเอเปน 
2 เทาของทกุๆ รอบ โดยจํานวนผลผลิต PCR คํานวณไดเทากับ 2n (n = จํานวนรอบ) จากนั้น
วิเคราะหผลผลิตโดยนํามาแยกตามขนาดของดีเอ็นเอ โดยใชกระแสไฟฟาแยกดีเอ็นเอบนวุน 
agarose หรือวุน polyacrylamide เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบขนาดความยาวที่
แนนอน จากน้ันยอมช้ินดีเอ็นเอดวย ethidium bromide แลวนําไปสองดูดวยแสงอุลตราไวโอ
เลต (วัชร ีและมนตรี, 2536) 
  

9.2 Arbitrarily primed - polymerase chain reaction (AP-PCR) 
 AP-PCR หรือเรียกอีกอยางหน่ึงวา Random amplified polymorphic DNA (RAPD) 
เปนการนําเทคนิค PCR มาใชในการหาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) จากดีเอ็นเอ
แมแบบโดยไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอแมแบบ โดยทั่วไปการทํา PCR ตองใช 
primer 1 คูจับกับดีเอ็นเอแมแบบเพ่ือเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ แตการทํา AP-PCR เปนการใช 
primer ที่มีขนาดเพียง 9 ถึง 10 คูเบสเพียง primer เดียวเพ่ือเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายและ
ใชอุณหภูมิต่ําในขั้นตอนที่ primer จับกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) ทําใหเกิดการจับกันของคู
เบสอยางไมจําเพาะเจาะจง จํานวนและตําแหนงที ่ primer ไปจับกับดีเอ็นเอแมแบบขึ้นกับความ
แตกตางของแบคทีเรียแตละสายพันธุ (Olive and Bean, 1999) หลังจากไดผลผลิต PCR จึง
นําไปดูรูปแบบแถบดีเอ็นเอโดยใชวิธ ีelectrophoresis บนวุน agarose หรือวุน polyacrylamide 
เทคนิค AP-PCR ใชในการศึกษาความแตกตางของเช้ือจุลินทรียระหวางสปชีส หรือภายใน   
สปชีสเดียวกัน และใชจําแนกจุลินทรียออกเปน type หรือ subtype แมวาวิธี AP-PCR สามารถ
แยกความแตกตางของเช้ือแตละสายพันธุไดดี แต reproducibility ยังไมด ี (William et al., 
1990) 
  
 9.3 Southern blotting  
 ดีเอ็นเอทั้งหมดที่แยกมาไดจากเซลล เม่ือนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จะไดช้ินสวน
ดีเอ็นเอขนาดเล็กเปนจํานวนมาก ช้ินสวนดีเอ็นเอที่มียีนที่ตองการหรือสนใจก็จะปนอยูใน
ช้ินสวนดีเอ็นเอเหลาน้ี ชิ้นสวนดังกลาวสามารถตรวจสอบโดยใชตัวตรวจจับ ซ่ึงอาจจะเปน      
ดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอ ที่มีลําดับเบสที่สามารถจะเขาคูกับลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มียีนที่
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ตองการได โดยตัวตรวจจับที่ใชทั่วไปจะติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารเคมีอื่น เม่ือตัว
ตรวจจับนี้ไปจับหรือเขาคูกับชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มียีนที่ตองการ (hybridize) ก็ทําใหทราบการ
ปรากฏของยีนน้ัน ซ่ึงเทคนิคดังกลาวน้ีพบคร้ังแรกโดย E.M. Southern จึงเรียกเทคนิคน้ีวา 
Southern blotting โดยรายละเอียดของเทคนิคน้ีมีดังน้ี เม่ือนําดีเอ็นเอที่แยกไดจากเซลลมาตัด
ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ จะเกิดช้ินสวนของดีเอ็นเอขนาดเล็กเปนจํานวนมาก ทําการแยก
ช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดตางๆ เหลาน้ีดวย electrophoresis บนวุน agarose และทําใหโมเลกุลของ
ดีเอ็นเอแถบตางๆ เสียสภาพ จากดีเอ็นเอเกลียวคูใหอยูในสภาพสายเดี่ยวโดยการแชใน
สารละลายดาง แลวทําใหเปนกลางดวย Tris ยายแถบดีเอ็นเอเหลานี้ไปยังแผนกรอง           
ไนโตรเซลลูโลสหรือไนลอน โดยวางแผนวุน agarose ที่มีแถบดีเอ็นเอน้ีบนกระดาษกรองหรือ
ฟองนํ้าซ่ึงจุมอยูในสารละลายเกลือบัฟเฟอรที่เขมขน และวางแผนกรองไนโตรเซลลูโลสบนแผน
วุน agarose อีกทีหน่ึง แลวตามดวยกระดาษกรองและน้ําหนักที่ทับบนกระดาษกรอง 
สารละลายเกลือจะผานวุน agarose และยายแถบดีเอ็นเอเหลาน้ัน ซ่ึงอยูในสภาพสายเดี่ยวไป
ยังแผนกรองไนโตรเซลลโูลส (รูปที ่ 1.5) ซ่ึงจะเกาะกับดีเอ็นเอไดด ี แลวนําแผนกรอง           
ไนโตรเซลลูโลสไปทํา hybridization กับตัวตรวจจับที่ติดฉลาก เม่ือตรวจสอบก็จะปรากฏเปน
แถบบนแผนกรองตรงตําแหนงทีต่ัวตรวจจับเขาไปจับช้ินดีเอ็นเอที่มีเบสเปนคูสมกัน (ประดิษฐ 
พงศทองคํา, 2543) 
 

                    
         รูปที่ 1.5 เทคนิค Southern blotting 
(ที่มา: 
http://www.gbiosciences.com/EducationalUploads/EducationalProductsImages/mediumim
ages/Southern%20Blot.jpg) 
 
 
 
 

http://www.gbiosciences.com/EducationalUploads/EducationalProductsImages/mediumim
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9.4 Transposon mutagenesis 
เปนการทําใหเกิดการกลายพันธุโดยวิธีการสอดแทรกของดีเอ็นเอ ที่สามารถเคลื่อนยาย

ตําแหนงได เรียกดีเอ็นเอน้ีวา transposon (Tn)  ซ่ึง Tn เปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดระหวาง  2.6
ถึง 20.0 kb ที่ประกอบดวยยีนที่ดื้อยาปฏิชีวนะหรือยีนอื่นๆ และขนาบขางดวยดีเอ็นเอขนาด
เล็กที่เรียกวา insertion sequences (IS) ซ่ึงมีขนาดประมาณ 38 ถึง 1,500 เบส โดยมีลําดับเบส
เหมือนกัน แตการเรียงลําดับกลับกัน (Inverted repeats) Tn สามารถเคล่ือนยายและสอดแทรก
เขาไปในดีเอ็นเอโมเลกุลอื่นโดยที่ไมจําเปนตองมีลําดับเบสเหมือนกัน (homologous) กับดีเอ็น
เอตัวรับซ่ึงอาจเปนโครโมโซมหรือพลาสมิด โดยกระบวนการที่เรียกวา transposition เม่ือ Tn 
แทรกเขาไปในตําแหนงที่เปนยีนในโครโมโซมก็จะทําใหยีนน้ันไมตอเน่ือง ทําใหหนาที่ของยีน
น้ันเสียไป ขณะเดียวกันยีนที่ดื้อตอยาปฏิชีวนะซ่ึงอยูใน Tn ที่แทรกเขาไปก็จะมีการแสดงออก 
ดังน้ัน Tn สามารถกอใหเกิดสายพันธุกลายไดอยางไมเฉพาะเจาะจง จึงสามารถคัดเลือกเอาสาย
พันธุกลายที่มีฟโนไทปตามที่ตองการได การยาย Tn เขาสูเซลลแบคทีเรียเพ่ือใหแทรกเขาสู
โครโมโซมน้ันมีอยูหลายวิธี เชน transformation, transduction และ conjugation (วัฒนาลัย 
และสรวง, 2536) 
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วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาซีโรทัยปของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวย
โรงพยาบาลหาดใหญ  

2. ศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกได
โดยวิธี Arbitrarily primed - polymerase chain reaction (AP-PCR) 

3. ตรวจสอบปจจัยกอโรคของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  
4. สราง V. parahaemolyticus mutant strain จากน้ันศึกษาความสามารถในการกอโรค

เปรียบเทียบกับสายพันธุ wild type 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 

วัสดุอุปกรณ 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ชนิด              บริษัทผูผลิต 
Agar         Difco 
Bacto peptone        Difco 
Blood agar        Merck 
Luria Bertani (LB) broth      Difco  
Luria Bertani (LB) agar       Difco  
Motility test medium                Difco 
Nutrient agar (NA)       Difco 
Tryptic soy broth (TSB)      Difco 
Tryptic soy agar (TSA)       Difco 
Thiosulfate citrate bile sucrose (TCBS) Agar     Difco 
Xylose lysine decarboxylase (XLD) agar    Merck 
Yeast extract        Difco 
D-mannitol        Difco 

 Gelatin         Difco 
 Glucose        Difco 

Skim milk        Difco 
Wagatsuma agar 
 
2. ยาปฏิชีวนะ 
 ชนิด              บริษัทผูผลิต 
Ampicillin        Sigma 
Chloramphenicol       Sigma 
Kanamycin        Sigma 
Streptomycin        Sigma 
Tetracycline        Sigma 

   33 



 

 

34 

3. สารเคมี 
  3.1 สารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade) 

 ชนิด              บริษัทผูผลิต 
30% Acrylamide/bis solution       Bio-Rad 
Absolute ethanol       Merck 
Ammonium persulfate       Biro-Rad 
Ammonium sulfate       BDH 
Ascorbic acid        CARLO ERBA 
Boric acid        Merck 

 Bromphenol blue       LAB-CHEM        
Calcium chloride di-hydrate      Merck 
Chloroform        Merck 
Coomassie Brilliant Blue R-250     Bio-Rad    

 Crystal violet                                               Fluka  
Dimethyl sulfoxide (DMSO)      Merck 
Di-potassium hydrogen phosphate     Merck     
EDTA         Merck 
Ethidium bromide       Sigma 

 Glacial acetic acid                                        Merck 
 Glycine                                                      Bio-Rad 
 Glycerol        Sigma 

Isoamylalcohol        Merck 
 Magnesium sulfate       Mallinckrodt 

Maleic acid        Sigma 
β-mercaptoethanol       Sigma 
Methanol         Merck 
Phenol         Sigma 
Potassium chloride       Merck 
Potassium di-hydrogen phosphate     Merck   
Sodium acetate trihydrous      Merck 
Sodium chloride       LAB-SCAN 
Sodium dodecyl sulfate      Sigma 
Sodium citrate dehydrate      Sigma 
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Sodium hydroxide       Sigma 
Sodium hydrogen carbonate      BDH 
N,N,N,N-tetramethyl ethylenediamine (TEMED)  Bio-Rad    
Tris base        Promega 
Tween-20        Sigma 

 
3.2 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade) 

 ชนิด              บริษัทผูผลิต 
Agarose        Gibco 
dNTPs         Boeheringer Mannheim 
Primers        Invitrogen 
Magnesium chloride       Promega 
Restriction enzyme (HindIII, BamHI, EcoRI)    BioLabs 
Taq DNA polymerase       Promega 
RNase         Merck 
Ex taq DNA polymerase      Takara 
10X Ex Taq buffer       Takara 

 1 kb DNA Ladder       New England Biolabs 
 100 kb DNA ladder       New England Biolabs 
 2-log DNA ladder       New England Biolabs 

Protein marker           Bio-Rad 
 
4. อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 - เครื่องแกวสําหรับงานวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 

- ชุดเจล Electrophoresis และเคร่ืองกําเนิดไฟฟา (power supply) (Bio-Rad) 
- เครื่องวัด McFarland standard (Densimat) (bioMerieux) 

 - เครื่องช่ัง (Denver Instrument, USA) 
 - เครื่องปนเหว่ียง (KOKUSAN, Japan) 

- ตูแชแข็ง -20ºC และ -70ºC (Sanyo, Japan) 
- ตูอบรอน (Hot air oven) (Venticell) 
- ตูบมเช้ือ (Heraeus, Germany) 

 - ตูปลอดเชื้อ (ASTEC microflow, UK)  
- เครื่องสังเคราะหดีเอ็นเอ (Perkin Elmer) 
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- เครื่องวัด pH (pH meter) (Metrohm, Switzerland) 
 - ตูเย็น 4ºC (Sanyo, Japan) 
 - ตูบมเช้ือแบบเขยา (Shaker incubator) (Labline Instrument Inc. USA) 
 - เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) (Perkin Elmer, UK) 
 - อางนํ้าควบคุมอุณหภูม ิ(Shel-Lab) 

- Hot plate (Fisher Scientific, USA) 
- Autoclave (Tomy, Japan) 

 - Automatic pipette (Gilson, France) 
- Microcentrifuge (eppendorf 5415 C, Brinkman Instrument Inc. Germany) 

 - Microcentrifuge (Mikro 22R Hettich, Germany) 
- Micro hybridization incubator (Robbins Scientific) 
- Microplate reader (Bio-Tek Instruments) 
- Microtiter plate (Nunclon) 

 - Ultrasonic cleaner (Branson, Germany) 
- UV light transilluminator (San Gabriel Inc. USA) 

  
5. แบคทีเรียที่ใชศึกษา  

5.1 V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยโรงพยาบาลหาดใหญป 
พ.ศ. 2543 ถึง 2548 จํานวน 76 ไอโซเลต (ภาคผนวก ง 1) 

5.2 V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ ที่แยกจากผูปวยและ
สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากสิ่งแวดลอม จํานวน 20 ไอโซเลต ใชเปนตัวเปรียบเทียบ 
(ภาคผนวก ง 2) 

5.3 Pseudomonas  aeruginosa จํานวน 1 สายพันธุ คือ Pseudomonas สายพันธุ 
ATCC 27853  

5.4 Shigella spp. จํานวน 1 สายพันธุ คือ Shigella สายพันธุ R+ ซ่ึงมียีนดื้อยา
ปฏิชีวนะ ampicillin, chloramphenicol, streptomycin และ tetracycline 

5.5 Escherichia coli จํานวน 1 สายพันธุ คือ E. coli สายพันธุ SM10 pSC189  
เช้ือแบคทีเรียในขอ 5.2 ถึง 5.5 เปนเชื้อในคลังเช้ือของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 
6. ลําไสสัตวทดลองที่ใชศึกษา 
 ลําไสเล็กของหนูขาว ซ่ึงเปนลําไสสวน ileum ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาเภสัช
วิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
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วิธีการทดลอง 
 
1. การตรวจยืนยันเชื้อ V. parahaemolyticus โดยวิธี PCR ใชยีน toxR เปนยีนเปาหมาย 
(Kim et al., 1999) 

นําเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยมาเล้ียงใน LB broth (ภาคผนวก ก 4) ที่
มี 1% NaCl ปริมาตร 1 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ชม. จากนั้น
นําไปตมที่อุณหภูมิ 100°C นาน 10 นาท ีเพ่ือทําใหเซลลแตกและดีเอ็นเอหลุดออกจากเซลล แช
ในนํ้าแข็ง 10 นาท ีแลวนํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 x g เวลา 5 นาที ดูดสารละลายสวน
ใสเจือจางดวยนํ้ากลั่นอัตราสวน 1:10 เพ่ือลดการรบกวนจากโปรตีนและสิ่งสกัดอื่นๆ จะไดดีเอ็น
เอตนแบบในการทํา PCR ตรวจหายีน toxR เพ่ือยืนยันวาเปน V. parahaemolyticus 

สวนผสมในการทํา PCR มีดังนี ้
 
สวนผสม ปริมาตร (µl) 

นํ้ากล่ันที่ปลอดนิวคลีเอส 3.2 
10x buffer 2.0 
25 mM MgCl2 1.6 
2.5 mM dNTPs 1.6 
2 µM primer-T4 Forward 5.0 
2 µM primer-T7 Reverse 5.0 
5 U/µl Taq DNA polymerase 0.1 
DNA 1.5 
ปริมาตรรวม                 20.0 
 
สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR คือ 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C ) เวลา (นาท)ี จํานวนรอบ 
1. Hot start 96 5 1 
2. Denature 94 1  
3. Annealing 63 1.5 35 
4. Extension 72 1.5  
5. Final extension 72 7 1 
หมายเหตุ ลําดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิต PCR แสดงในตารางที ่2.1 
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เม่ือสิ้นสดุขั้นตอนทั้งหมด นําผลผลิต PCR มาทํา electrophoresis เพ่ือตรวจหายีน 
toxR โดยใชวุน 1.5% agarose ในสารละลายบัฟเฟอร 1x Tris Borate EDTA (TBE) 
(ภาคผนวก ข 1.2) ในการทํา electrophoresis ผสมผลผลิต PCR 8 µl กับ loading dye 
(ภาคผนวก ข 1.1) 2 µl หยอดใสแผนวุน แลวจึงเปดเครื่องกําเนิดไฟฟาใหมีความตางศักย 100 
โวลต ประมาณ 30 นาที เมื่อสิ้นสุดการทํา electrophoresis นําแผนวุนไปยอมดวย ethidium 
bromide (ภาคผนวก ข 1.3) เปนเวลา 5 นาท ี จากนั้นนําแผนวุน ไปลาง ethidium bromide 
สวนเกินดวยน้ํากล่ันเปนเวลา 10 นาท ีแลวดูลักษณะแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 
 
2. การตรวจยืนยันยีนสรางสารพิษ tdh และ trh โดยวิธี PCR (Tada et al., 1992)  

เตรียมดีเอ็นเอตนแบบ เชนเดียวกับขอ 1 จากนั้นนํามาตรวจหายีน tdh และ trh โดยใช 
PCR ซ่ึงมีสวนผสมดังนี ้

 
สวนผสม ปริมาตร (µl) 

นํ้ากล่ันทีป่ลอดนิวคลีเอส 3.2 
10x buffer 2.0 
25 mM MgCl2 1.6 
2.5 mM dNTPs 1.6 
2 µM primer-D1 Forward (ยีน tdh) / R2 Forward (ยีน trh) 5.0 
2 µM primer-D2 Reverse (ยีน tdh) / R6 Reverse (ยีน trh) 5.0 
5 U/µl Taq DNA polymerase 0.1 
DNA 1.5 
ปริมาตรรวม                20.0 
 
สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR คือ 
 
ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C ) เวลา (นาท)ี จํานวนรอบ 
1. Hot start 96 5 1 
2. Denature 94 1  
3. Annealing 55 1 35 
4. Extension 72 1  
5. Final extension 72 7 1 
หมายเหตุ ลําดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิต PCR แสดงในตารางที ่2.1 
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เม่ือสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด ทําการตรวจหายีน tdh และ trh โดยการทํา electrophoresis 
เพ่ือตรวจหาผลผลิต PCR โดยใชวุน 1.5% agarose  

 
3. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดง (Hara-Kudo et al., 2003)  

เล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ใน LB agar (ภาคผนวก ก 3) ที่ม ี
1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18 ชม. เลือกโคโลนีเดี่ยวแตะลงบน Wagatsuma agar 
(ภาคผนวก ก 10) บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18 ชม. แลวดูลักษณะการยอยสลายเม็ดเลือด
แดงเปรียบเทียบกับ positive control (สายพันธุ tdh+ trh-, tdh+trh+) และ negative control 
(สายพันธุ tdh- trh+) 

 
4. การตรวจยืนยันยีน tdh, trh1 และ trh2 โดยการถายโอนดีเอ็นเอและใชดีเอ็นเอ
ตรวจจับดวยวิธ ีSouthern blot hybridization  

4.1 การเตรียมดีเอ็นตรวจจับยีน tdh (tdh probe) (Nishibushi et al., 1985) นํา 
recombinant plasmid ซ่ึงมียีน tdh มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI แลวนําไปทํา agarose 
gel electrophoresis จากน้ันสกัดดีเอ็นเอจากวุน โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction kit 
ของ QIAGEN, Germany) แลวนําดีเอ็นเอไปติดฉลากแบบสุม (random primed labeling) ดวย 
digoxigenin (DIG) dUTP โดยนําดีเอ็นเอตรวจจับยีน tdh ตมในนํ้าเดือดนาน 10 นาท ี แลว
นําไปแชนํ้าแข็งทันท ีหลังจากน้ันเติม dNTP labeling (DIG High Prime, Roche) ผสมใหเขา
กันแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 20 ชม. 

 
4.2 การเตรียมดีเอ็นเอตรวจจับยีน trh1 และยีน trh2 (trh1 probe และ trh2 probe) 

(Kishishita et al., 1992) นํา recombinant plasmid ซ่ึงมียีน trh1 และ trh2 มาตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI แลวนําไปทํา agarose gel electrophoresis จากน้ันสกัดดีเอ็น
เอจากวุน โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction kit ของ QIAGEN, Germany) แลวนําดีเอ็น
เอไปติดฉลากแบบสุมดวย digoxigenin (DIG) dUTP โดยนําดีเอ็นเอตรวจจับยนี  trh1 และ trh2 
ตมในนํ้าเดือดนาน 10 นาที แลวนําไปแชนํ้าแข็งทันที หลังจากนั้นเติม dNTP labeling (DIG 
High Prime, Roche) ผสมใหเขากันแลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ37°C เปนเวลา 20 ชม. 
 

4.3 การสกัดดีเอ็นเอ ของ V. parahaemolyticus ดวยวิธี phenol-chloroform (ดัดแปลง
จากวิธีของ Sambrook et al., 1989) โดยเลี้ยงเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ใน 
LB agar ที่มี 1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. เลือกโคโลนีเดี่ยวใสใน LB broth 
ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 5 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที นาน 6-8 ชม. จากนั้น
ดูดเชื้อ 10 µl ใสใน LB broth ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 5 ml หลอดใหม บมที่อุณหภูมิ 37°C 
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เขยา 150 รอบ/นาที นาน 16-18 ชม. แลวนําเช้ือปริมาตร 1.5 ml ใสหลอด microcentrifuge 
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 x g นาน 10 นาท ี เทสวนใสทิ้ง แลวจึงเติม PBS pH 8.0 
(ภาคผนวก ข 2.1) ปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 5,000 x g นาน 5 
นาที เทสวนใสทิ้ง แลวจึงเติม PBS-EDTA (ภาคผนวก ข 2.3) ปริมาตร 300 µl ผสมใหเขากัน 
จากน้ันเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข 2.4) ปริมาตร 150 µl ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมา 
(invert technique) วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที เมื่อครบเวลาเติมสารละลาย phenol-
chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1; ปริมาตร: ปริมาตร: ปริมาตร) (ภาคผนวก ข 2.5) 
ปริมาตร 450 µl ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 
x g นาน 10 นาท ีดูดสารละลายสวนใสดานบนใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม จากนั้น
เติมสารละลาย phenol-chloroform-isoamyl alcohol ปริมาตร 450 µl และทําซ้ําเหมือนขางตน
อีกคร้ัง ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม จากน้ันเติม 3 M NaOAc 
(ภาคผนวก ข 2.6) ปริมาตร 40 µl และ absolute ethanol ที่เย็นจัด 1 ml ผสมใหเขากันโดย
กลับหลอดไปมา จากน้ันนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 x g นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ลาง
ตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ที่เย็นจัด 1 ml นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 x g นาน 
3 นาท ี เทสวนใสทิ้ง จากน้ันทําใหดีเอ็นเอแหงโดยวางหลอดที่อุณหภูมิหอง แลวละลายดีเอ็นเอ
ดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 300 µl ละลายใหเปนเน้ือเดียวกัน จากน้ันจึงเติม RNase (ความเขมขน 50 
µg/ml) (ภาคผนวก ข 2.7) ปริมาตร 60 µl นําไปบมในอางนํ้ารอนควบคุมอุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 30 นาที เม่ือครบกําหนดเวลา ทําการสกัดดีเอ็นเอซํ้าอีกครั้งดวย phenol-chloroform-
isoamyl alcohol ปริมาตร 300 µl ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม 
ทําซ้ําขั้นตอนเดิมจนสิ้นสุดขั้นตอนลางตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นทําใหดีเอ็นเอแหงที่อุณหภูมิหอง 
แลวละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายบัฟเฟอร TE (Tris-HCl EDTA) (ภาคผนวก ข 2.8) ผสมให
เขากันด ี นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร   
(รูปที่ 2.2) เพ่ือหาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (OD260 nm) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐานซ่ึงมีคา OD260 nm เทากับ 1 จะมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 50 µg/ml และ
คุณภาพของดีเอ็นเอสามารถตรวจสอบไดโดยการหาอัตราสวนของ OD260 nm/ OD280 nm ถาได
คาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอบริสุทธิ ์ แตถาไดคามากกวา 1.85 แสดงวาในการ
เตรียมดีเอ็นเอมีการปนเปอนของอารเอ็นเอ ถานอยกวา 1.65 แสดงวา มีโปรตีนหรือฟนอล
ปะปนอยู 

 
4.4 การยอยดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme) โดยนําดีเอ็นเอที่ได

จากเชื้อ V. parahaemolyticus (ขอ 4.3) มาเจือจางดวยน้ํากล่ันใหไดความเขมขน 2 µg เพ่ือใช
เปนดีเอ็นเอตนแบบ แลวนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII ความเขมขนสุดทายของ
เอนไซมเทากับ 1 unit/µl สวนผสมในการทํามีดังน้ี 
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สวนผสม                      ปริมาตร (µl) 

    10x NE buffer 2                   3.0 
     HindIII (20 U/ µl)                                             1.25 
    DW + DNA (2 µg)                   25.75 
    ปริมาตรรวม                                           30.0 

  
นําไปใสในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที ่ 37°C เปนเวลา 12-18 ชม. แลวดูดสวนผสม 5 µl 

ผสมกับ loading dye 1 µl นําไปทํา agarose gel electrophoresis โดยหยอดใสแผนวุน 1% 
agarose (ขนาด 6 x 10 cm) ใน 1x TBE ผานกระแสไฟฟาไปในวุน ประมาณ 80 โวลต นาน 1 
ชม. นําแผนวุนไปยอมดวย ethidium bromide เปนเวลา 5 นาท ีจากน้ันนําไปลางดวยนํ้ากล่ัน
เปนเวลา 10 นาท ี ดูลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  ภายใตแสงอุลตราไว
โอเลต ถาการตัดสมบูรณก็นําสวนผสมที่เหลือประมาณ 25 µl รวมกับ loading dye 5 µl นําไป
ทํา electrophoresis อีกครั้ง โดยใชวุน 1% agarose (ขนาด 10 x 15 cm) เปดเครื่องกําเนิด
ไฟฟาใหมีความตางศักย 15 โวลต 12-14 ชม. เมื่อสิ้นสุดการทํา electropheresis นําแผนวุนไป
ยอมดวย ethidium bromide 30 นาท ี ลางดวยนํ้ากล่ัน 20 นาท ีดูลักษณะแถบดเีอ็นเอพรอม
ถายรูปภายใตแสงอุลตราไวโอเลต หลังจากนั้นนําแผนวุนไปแชนํ้าตออีกประมาณ 30 นาท ี เพ่ือ
เอา ethidium bromide สวนเกินออก เพราะอาจมีผลรบกวนตอการทดสอบในขั้นตอนตอไป  

  
4.5 การทดสอบ Southern blot hybridization  
นําแผนวุนไปแชใน denaturation solution (ภาคผนวก ข 3.1) เขยาเบาๆ นาน 45 นาท ี

ลางดวยนํ้ากล่ันแลวแชใน neutralization solution (ภาคผนวก ข 3.2) เขยาเบาๆ นาน 40 นาที 
แลวนําแผนวุนไปวางบนแผนกระจกที่มีกระดาษกรอง Whatman 3M เปนสะพานโดยคว่ํา
ดานหนาแผนวุนกบักระจก และปลายทั้งสองขางของกระดาษกรองจุมอยูในสารละลาย 10x 
SSC (ภาคผนวก ข 3.3) จากน้ันนําแผนไนลอนที่มีขนาดเล็กกวาแผนวุนเล็กนอยแชในนํ้ากล่ัน 
5 นาท ีแลววางทับแผนวุนดานหลัง วางกระดาษกรอง Whatman 3M ทับบนแผนไนลอน 6 ชั้น 
โดยวางกระดาษกรองครั้งละหน่ึงแผน โดยสองแผนแรกใหหยดบัฟเฟอร 10x SSC เล็กนอยแลว
คลึงใหทั่ว เพ่ือใหแผนกระดาษกรองแนบกับแผนวุนใหสนิทอยาใหมีฟองอากาศแลววางกระดาษ
กรองที่เหลืออีกสี่แผน จากนั้นวางกระดาษซับใหมีความสูงประมาณ 4-6 cm วางแผนกระจกทับ
บนกระดาษซับ จากน้ันวางของหนักประมาณ 500 g ทับบนกระจกตั้งทิ้งไว 12-18 ชม. หรือ
ขามคืน ดีเอ็นเอจะถูกถายลงแผนไนลอน จากน้ันนําแผนไนลอนไปผานแสงอุลตราไวโอเลต 
นาน 3 นาท ี เพ่ือใหดีเอ็นเอยึดติดกับแผนไนลอน นําแผนไนลอนไปแชในนํ้ากลั่นเขยาเบาๆ 5 
นาที ตั้งทิ้งไวใหแหง สามารถนําไปทํา hybridization ตอไดทันทีหรืออาจเก็บไวในที่แหงไดนาน
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เปนปแตกอนนําไปใชตองแชในน้ํากล่ันอีกครั้ง การทํา hybridization ทุกขั้นตอนตองทําใหขวด
ที่ทําหมุนตลอดเวลาเพื่อใหมีการเคลื่อนที่ของสารละลายเสมอ เติมสารละลาย prehybridization 
(ภาคผนวก ข 3.4) ซ่ึงตอง pre-heat ที่อุณหภูมิ 37°C สําหรับดีเอ็นเอตรวจจับยีน tdh (ถาใชดี
เอ็นเอตรวจจับยีน trh1 และ trh2 ใชอุณหภูมิ 30°C) ประมาณ 1 ชม. ลงในขวดที่มีแผนไนลอน 
(ใหปริมาตรของสารละลายตอขนาดพ้ืนที่ของแผนไนลอนเทากับ 10 ml/100 cm2) นําขวดไปบม
ที่อุณหภูมิ 37°C (ถาใชดีเอ็นเอตรวจจับยีน trh1 และ trh2 ใชอุณหภูมิ 30°C) นาน 40 นาท ีอยา
ใหมีฟองอากาศระหวางสารละลายและแผนไนลอน เมื่อครบเวลา ใหแทนที่สารละลาย 
prehybridization ดวยสารละลาย hybridization (ภาคผนวก ข 3.5) ที่มีดีเอ็นเอตรวจจับที่
ตองการทดสอบซ่ึงติดฉลากดวย DIG (ในสัดสวน 3.5 ml ตอแผนไนลอน 100 cm2) อยาใหมี
ฟองอากาศ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C สําหรับดีเอ็นเอตรวจจับยีน tdh (ถาใชดีเอ็นเอตรวจจับ
ยีน trh1 และ trh2 ใชอุณหภูมิ 30°C) นาน 16 ชม. เม่ือครบเวลานําแผนไนลอนมาลางดวย 2x 
SSC ที่เติม 0.1% SDS ที่อุณหภูมิหองสองครั้ง ครั้งละ 5 นาที แลวลางดวย 0.5x SSC ที่เติม 
0.1% SDS ที่อุณหภูมิ 65-68°C สองคร้ัง คร้ังละ 15 นาที (รูปที่ 2.3) 
  

4.6 การตรวจสอบผลของ hybridization กับแอนติบอดีตอ DIG  
ลางแผนไนลอนใน washing buffer (ภาคผนวก ข 3.6) ประมาณ 5 นาท ี แลวแชใน 

blocking solution (ภาคผนวก ข 3.7) 100 ml นาน 30 นาท ี เตรียมสารละลายแอนติบอดีตอ 
DIG ที่จับกับ alkaline phosphatase (ภาคผนวก ข 3.8) โดยเจือจางในสัดสวน 1:5,000 (150 
mU/ml) ในสารละลาย blocking solution แชแผนไนลอนในสารละลายแอนติบอด ี 20 ml นาน 
30 นาท ี จากน้ันลางดวย washing buffer 100 ml นาน 15 นาท ี 2 คร้ัง แลวนําไปแชใน 
detection buffer (ภาคผนวก ข 3.9) นาน 3 นาที เม่ือครบเวลาเทสารทิ้ง แลวแชแผนไนลอนใน 
Color substrate solution (ภาคผนวก ข 3.10) 10 ml ทําในที่มืด ปฏิกิริยาการเกิดสีจะเห็น
ภายใน 2-3 นาที และจะสิ้นสุดภายใน 16 ชม. หยุดปฏิกิริยาโดยลางในนํ้ากลั่น 50 ml นาน 5 
นาที (รูปที่ 2.3) หลังจากน้ันวางแผนไนลอนที่อุณหภูมิหองใหแหง สามารถเก็บแผนไนลอนที่
เห็นผลไดเปนระยะเวลานาน 
 
5. การศึกษาลักษณะของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  

5.1 การศึกษาซีโรทัยปของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- โดยเลี้ยง
เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ใน TSA (ภาคผนวก ก 8) ที่มี 3% NaCl บมที่
อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. เลือกโคโลนีเดี่ยวใสในสารละลาย 3% NaCl  การหา O Ag ทํา
โดยนําเช้ือไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 30 นาท ีเพ่ือทําลาย K Ag สวนการหา K 
Ag มีขั้นตอนการเตรียมเช้ือเหมือนกับการหา O Ag แตไมตองผานการ autoclave หลังจาก
เตรียมเชื้อแลว จึงนําไปทดสอบ slide agglutination โดยผสมสารละลายเชื้อ 1 หยด กับ O หรือ 
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K antisera ในปริมาณเทากัน เอียงสไลดไปมาแลวดูการเกาะกลุมของเช้ือเปรียบเทียบกับเช้ือที่
ผสมน้ําเกลือ   
 

5.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 
โดยวิธี AP-PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ William et al., 1990) 

นําดีเอ็นเอที่ไดจากเช้ือ V. parahaemolyticus (ขอ 4.3) มาเจือจางดวยนํ้ากล่ันใหได
ความเขมขน 10 ng/µl เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํา AP-PCR โดยใช primer 2 ชนิด คือ 
primer 2 และ primer 4 ซ่ึงสวนผสมในการทํา PCR มีดังน้ี 
 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 
นํ้ากล่ันที่ปลอดนิวคลีเอส 15.0 
10x Ex Taq buffer 3.0 
2.5 mM dNTPs  4.0 
5 mM primer 2 หรือ primer 4 5.0 
Ex Taq DNA polymerase 0.5 
DNA 2.5 
ปริมาตรรวม                 30.0 
 
สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR คือ 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C ) เวลา (นาท)ี จํานวนรอบ 
1. Hot start 95 4 1 
2. Denature 95 1  
3. Annealing 36 1 45 
4. Extension 72 1  
5. Final extension 72 7 1 
หมายเหตุ ลําดับเบสของ primer แสดงในตารางที ่2.1 

 
เม่ือสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด ตรวจหาผลผลิต PCR โดยทํา electrophoresis โดยใชวุน 

1.5% agarose ในสารละลายบัฟเฟอร 1x TBE ในการทํา electrophoresis ผสมผลผลิต PCR 
15 µl กับ loading dye 2 µl หยอดใสแผนวุนแลวจึงเปดเครื่องกําเนิดไฟฟาโดยใชกระแสไฟฟา 
2 ระดับ คือ 100 โวลต นาน 5-7 นาที และ 15 mA ประมาณ 10 ชม. เม่ือสิ้นสุดการทํา 
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electrophoresis นําแผนวุนไปยอมดวย ethidium bromide แลวดูลักษณะแถบดีเอ็นเอภายใต
แสงอุลตราไวโอเลต 
 
6. การตรวจสอบปจจัยกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

6.1 การตรวจสอบ TTSS1 โดยใชยีน vcrD เปนยีนเปาหมาย โดยวิธี PCR และ 
TTSS2 โดยใชยีน vopT (Kodama et al., 2007) และยีน VPA1335 เปนยีนเปาหมายโดย
วิธี multiplex PCR (Meador et al., 2007) 

เตรียมดีเอ็นเอตนแบบ เชนเดียวกับขอ 1 จากน้ันนํามาตรวจหายีน vcrD, vopT และ 
VPA1335 ดังน้ี  

6.1.1 การตรวจหายีน vcrD มีสวนผสมในการทํา PCR ดังน้ี 
 
สวนผสม ปริมาตร (µl) 

นํ้ากล่ันที่ปลอดนิวคลีเอส 3.2 
10x buffer 2.0 
25 mM MgCl2 1.6 
2.5 mM dNTPs 1.6 
2 µM primer-TTSS1 Forward  5.0 
2 µM primer-TTSS1 Reverse  5.0 
5 U/µl Taq DNA polymerase 0.1 
DNA 1.5 
ปริมาตรรวม                20.0 
 

สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR คือ 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C ) เวลา (นาท)ี จํานวนรอบ 
1. Hot start 96 5 1 
2. Denature 94 1  
3. Annealing 56 1 35 
4. Extension 72 1  
5. Final extension 72 7 1 
หมายเหตุ ลําดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิต PCR แสดงในตารางที ่2.1 
  

เม่ือสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด ทําการตรวจหายีน vcrD โดยการทํา electrophoresis 
เชนเดียวกับขอ 1 
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6.1.2 การตรวจหายีน vopT และ VPA1335 มีสวนผสมในการทํา PCR มีดังน้ี 
 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 
นํ้ากล่ันที่ปลอดนิวคลีเอส 3.2 
10x buffer 2.0 
25 mM MgCl2 1.6 
2.5 mM dNTPs 1.6 
2 µM primer- Vp1327 Forward และ Reverse  5.0 
2 µM primer- Vp1335 Forward และ Reverse  5.0 
5 U/µl Taq DNA polymerase 0.1 
DNA 1.5 
ปริมาตรรวม                 20.0 
 
สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR คือ 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C ) เวลา (นาท)ี จํานวนรอบ 
1. Hot start 94 3 1 
2. Denature 94 45 วินาท ี  
3. Annealing 53 45 วินาท ี 30 
4. Extension 72 2  
5. Final extension 72 5 1 
หมายเหตุ ลําดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิต PCR แสดงในตารางที ่2.1 
  

เม่ือสิน้สุดขั้นตอนทั้งหมด ทําการตรวจหายีน vopT และ VPA1335 โดยการทํา 
electrophoresis เชนเดียวกับขอ 1 
  

6.2 การทดสอบการเกาะติด (Adherence assay) ของ V. parahaemolyticus สาย
พันธุ tdh- trh- ในลําไสเล็กของหนูขาวเปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ 
tdh- trh+  (ดัดแปลงจากวิธีของ Alam et al., 1996) โดยการเลี้ยงเช้ือ V. parahaemolyticus 
สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh- และ tdh- trh+ ในอาหาร LB agar ที่มี 1% NaCl สําหรับ 
Shigella R+ เลี้ยงบน LB agar ที่ผสม ampicillin 10 µg/ml (ภาคผนวก ข 5.1), 
chloramphenicol 30 µg/ml (ภาคผนวก ข 5.2), streptomycin 10 µg/ml (ภาคผนวก ข 5.3) 
และ tetracycline 30 µg/ml (ภาคผนวก ข 5.4) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18-24 ชม. 
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ถายเช้ือ V. parahaemolyticus โคโลนีเดี่ยวลงใน LB broth ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 3 ml 
สําหรับ Shigella R+ เลี้ยงใน LB broth นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 รอบตอนาที เปน
เวลา 4 ชม. เม่ือครบเวลานําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,100 x g นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ลาง
เซลลแบคทีเรียดวย 0.85% NaCl ปริมาตร 1 ml แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1,100 x g 
นาน 10 นาท ี เทสวนใสทิ้ง ทําซํ้าอีกครั้ง ปรับปริมาณเช้ือเทียบกับ 0.5 McFarland standard 
โดยใช 0.85% NaCl หลังจากน้ัน เติมเชื้อปริมาตร 100 µl ลงใน microtiter plate ขนาด 6 หลุม 
ซ่ึงมีลําไสเล็กสวน ileum (ลางลําไสสวน ileum ดวย 0.85% NaCl จํานวน 3 ครั้ง แลวตัดใหมี
ขนาด 0.5 x 0.5 cm นําไปใสในสารละลาย Krebs solution (ภาคผนวก ข 6.2) ปริมาตร 2.9 ml 
บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 30 นาที กอนใสเช้ือ) ทํา 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 
80 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาท ี เม่ือครบเวลา ลางลําไสดวย 0.85% NaCl จํานวน 5 ครั้ง 
เพ่ือกําจัดแบคทีเรียที่ไมเกาะติด หลังจากน้ันนําลําไสมาใสใน 0.85% NaCl ปริมาตร 1 ml 
บดละเอียดแลวเจือจางใหได 10-1 ถึง 10-6 นําไป spread plate บน TCBS (ภาคผนวก ก 7) 
สําหรับเช้ือ V. parahaemolyticus และบน XLD (ภาคผนวก ก 11) ที่ผสม ampicillin 10 µg/ml, 
chloramphenicol 30 µg/ml, streptomycin 10 µg/ml และ tetracycline 30 µg/ml สําหรับ 
Shigella R+ ในการทดลองน้ีใช heated Shigella R+ เปนตัวควบคุม บมอาหารเล้ียงเชื้อทั้งหมด
ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. เม่ือครบเวลา นับจํานวนเช้ือที่เจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อแลว
แปลผลเปนคาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือที่เกาะติดแตละสายพันธุ (adherent bacterial cells) หนวย 
cfu/cm2 เปรียบเทียบกับ positive control (Shigella R+), negative control (heated Shigella 
R+) และ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ โดยวิเคราะหผลทางสถิติ
ดวยวิธี One - Way ANOVA ดวยโปรแกรม SPSS รุน 15.0 
 

6.3 การทดสอบการสรางไบโอฟลมของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+ (ดัดแปลงจาก Enos-
Berlage et al., 2005) โดยการเล้ียง V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+ , tdh+ trh-,  tdh- 
trh- และ tdh- trh+ บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA (ภาคผนวก ก 8) ที่มี 1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37°C 
เปนเวลา 24 ชม. เลือกโคโลนีเดี่ยวใสใน TSB (ภาคผนวก ก 9) ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 2 ml 
บมที่อุณหภูม ิ37°C เขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 18 ชม. นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1,100 x 
g นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางเซลลแบคทีเรียดวย 0.85% NaCl ปริมาตร 1 ml แลวนําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 1,100 x g นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ทําซํ้าอีกครั้ง ปรับปริมาณเช้ือเทียบกับ 
0.5 McFarland standard โดยใช 0.85% NaCl จะไดความเขมขนของเช้ือเทากับ 1.5 x 108 
cfu/ml แลวทําการเจือจาง 1:10 จะไดเช้ือที่มีความเขมขน 1.5 x 107 cfu/ml นําเช้ือปริมาตร 20 
µl ใสใน microtiter plate ที่มีอาหาร TSB ที่ผสม 1% NaCl ปริมาตร 180 µl/หลุม ผสมใหเขากัน 
ทํา 6 ซํ้า สวน positive control ใชเช้ือ  P.  aeruginosa  และ negative control ใชอาหาร TSB 
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ที่มี 1% NaCl นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ชม. เม่ือครบเวลาใชไมพันสําลีปราศจาก
เช้ือกวาดฝาเชื้อ (pellicle) ที่เจริญบริเวณผิวหนาของหลุมออกใหหมด แลวดูดอาหารออกจาก
หลุม หลังจากนั้นลางแบคทีเรียที่ไมเกาะติดดวย 0.85% NaCl  2 คร้ัง วางทิ้งไวใหแหงประมาณ 
1 ชม. เติม 0.1% crystal violet (ภาคผนวก ข 6.3) ปริมาตร 200 µl ในแตละหลุม ตั้งทิ้งไวเปน
เวลา 30 นาท ีดูดสียอมออก ลางตะกอนสีดวยนํ้า 3 ครั้ง ตั้งทิ้งไวใหแหงประมาณ 1 ชม. เติม 
DMSO ปริมาตร 250 µl ในแตละหลุม ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที เพ่ือละลายสี crystal violet 
จากน้ันนํา microtiter plate ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 nm ดวยเครื่อง 
Microplate reader (Bio-Tek Instruments) แปลผลเปนคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสง (OD595) 
ของเช้ือแตละสายพันธุ เปรียบเทียบกับ positive control, negative control และ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ โดยวิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธี 
One - Way ANOVA ดวยโปรแกรม SPSS รุน 15.0 
 

6.4 การศึกษาแบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลของ V. parahaemolyticus สาย
พันธุ tdh- trh- เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+ โดยการเล้ียง V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+ , tdh+ trh-,  tdh- trh- และ tdh- trh+ ใน TSB ที่มี 1% NaCl 
ปริมาตร 3 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ชม. นําไปปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 1,100 x g นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ลางเซลลแบคทีเรียดวย 0.85% NaCl ปริมาตร 
1 ml แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,100 x g นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ทําซ้ําอีกครั้ง ปรับ
ปริมาณเช้ือเทียบกับ 1.0 McFarland standard (3 x 108 cfu/ml) โดยใช 0.85% NaCl แลวถาย
เช้ือปริมาตร 150 µl ลงใน TSB ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 3 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 
รอบ/นาท ี เปนเวลา 3 ชม. นําเช้ือปริมาตร 1 ml ใสหลอด microcentrifuge ปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 1,700 x g ที่อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง เติม PBS pH 7.4 (ภาคผนวก 
ข 6.1) ปริมาตร 50 µl และเติม 2x sodium dodecyl sulfate (SDS) sample buffer (ภาคผนวก 
ข 3.1) ปริมาตร 50 µl ผสมใหเขากัน นําไปตมที่อุณหภูมิ 95°C นาน 4 นาท ีนําไปทํา SDS- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยใชวุน 12% polyacrylamide เพ่ือ
วิเคราะหโปรตีน (ภาคผนวก ค) 

 
6.5 การสุม interrupt ยีนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- โดยวิธี 

transposon mutagenesis เพื่อศึกษาปจจัยกอโรคอ่ืนๆ (Chiang and Rubin, 2002) โดย
นําโคโลนีของเช้ือ E. coli SM10 pSC189 (Apr, Kmr) (รูปที่ 2.1) ซึ่งเปน donor strain และ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  PSU1751 (recipient strain) มาผสมใหเปนเน้ือเดียวกัน
บน LB agar ที่มี 1% NaCl ในอัตราสวน 1:1 (จะไดเปน mating mixture) และนําโคโลนีของ
เช้ือ donor strain และ recipient strain มาเล้ียงแยกกันบน LB agar ที่มี 1% NaCl เพ่ือใชเปน 
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donor control และ recipient control นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 6 ชม. จากนั้นนํา 
mating mixture และ control ใสใน LB broth ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน แลว 
spread 100 µl ลงบน TCBS agar ที่มี kanamycin (Km) (ภาคผนวก ข 5.5) 100 µg/ml บมที่
อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. นําโคโลนีที่ไดมาเลี้ยงใน LB broth ที่มี 3% NaCl และ Km 
100 µg/ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. จากน้ันแบงเช้ือเปนสองสวนโดยสวนแรกเก็บ
เช้ือใน 50% glycerol ที่อุณหภูมิ -70°C สวนเชื้อที่เหลือถายเช้ือลงบนอาหารตางๆ ดังน้ี 

- Blood agar (ภาคผนวก ก 1) ที่มี 1% NaCl และ Km 100 µg/ml เพ่ือตรวจหา 
mutant strains ที่ไมสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดง 

- Motility medium (ภาคผนวก ก 5) ที่ม ี1% NaCl และ Km 100 µg/ml เพ่ือตรวจหา 
mutant strains ที่ไมสามารถเคล่ือนที่ได 

- Nutrient agar ที่มี 1% skim milk (ภาคผนวก ก 6), 1% NaCl และ Km 100 µg/ml 
เพ่ือตรวจหา mutant strains ที่ไมสรางเอนไซม protease 

- Gelatin agar (ภาคผนวก ก 2) ที่ม ี 1% NaCl และ Km 100 µg/ml เพ่ือตรวจหา 
mutant strains ที่ไมสรางเอนไซม gelatinase  

บมอาหารเล้ียงเชื้อทั้งหมดทีอุ่ณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. แลวตรวจดูผลการยอย
สลายเม็ดเลือดแดง ผลของการเคล่ือนที ่ผลการยอยสลายโปรตีน และ gelatin เปรียบเทียบกับ
สายพันธุ wild type เพ่ือศึกษาบทบาทของ tlh, flagella, protease และ gelatinase วาเปนสวน
หน่ึงของปจจัยกอโรคหรือไม 

 
 

           
                 รูปที่ 2.1 พลาสมิดของ E. coli SM10 pSC189 
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ตารางที ่2.1 ลําดับเบสของ primers และขนาดของผลผลิต PCR 
 

Gene Primer and sequences (5’ to 3’) Amplicon size 
(bp) 

References 

toxR 
 

T4 ‘GTC TTC TGA CGC AAT CGT TG’ 
T7 ‘ATA CGA GTG GTT GCT GTC 
ATG’ 

367 Kim et al., 
1999 

tdh 
 

D1 ‘GGT ACT AAA TGG CTG ACA TC’ 
D2 ‘CCA CTA CCA CTC TCA TAT GC’ 

251 Tada et al., 
1992 

trh 
 

R2 ‘GGC TCA AAA TGG TTA AGC G’ 
R6 ‘CAT TTC CGC TCT TCA TAT GC’ 

250 Tada et al., 
1992 

AP-PCR Primer 2 ‘GTT TCG CTC C’  
Primer 4 ‘AAG AGC CCG T’ 

- Okuda et al., 
1997b 

vcrD 
 

TTSS1 Forward 
‘TGW RAC ACG GGT AAC GAT GA’ 
TTSS1 Reverse 
‘GTA AGC AGA TGA GRA TCG ACG 
G’ 

332 - 

vopT 
 

Vp1327 Forward  
‘GTG AAG GTT TGT AGA ATA CAT 
ACG GAA A’ 
Vp1327 Reverse 
‘TCA CTT AGC TAA ATC TAG CGC 
ATC’ 

690 Kodama et 
al., 2007 

VPA1335  Vp1335 Forward 
‘ATG ACG GTT ATT GAT GTA ACG’ 
Vp1335 Reverse 
‘TTA TAA CTC TTT GAA CAA CAG’ 

210 Meador et al., 
2007 
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เล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus ใน LB broth ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 5 ml 
            บมที่ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที นาน 6-8 ชม. 
     ดูดเช้ือ 10 µl ใสใน LB broth ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 5 ml หลอดใหม  

          บมที่ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที  
        นาน 16-18 ชม. 

                      ดูดเช้ือ 1.5 ml ใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม 
          ปนเหวี่ยง 5,000 x g นาน 10 นาท ี

                             เทสวนใสทิ้ง เติม PBS pH 8.0 ปริมาตร 1 ml 
 ปนเหวี่ยง 5,000 x g นาน 5 นาท ี

เทสวนใสทิ้ง เติม PBS-EDTA 300 µl ผสมใหเขากัน แลวเติม 10% SDS 150 µl 
         บมอุณหภูมิหอง นาน 10 นาท ี

                   สกัดดวย phenol-chloroform-isoamyl alcohol 450 µl 2 ครั้ง 
    

          ดูดสวนใสดานบนใสหลอด microcentrifuge หลอดใหม  
   แลวเติม 3M NaOAc 40 µl และ absolute ethanol ที่เย็นจัด 1 ml 

                             ปนเหวี่ยง 10,000 x g นาน 5 นาที 
               เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ที่เย็นจัด 1 ml 

                             ปนเหวี่ยง 10,000 x g นาน 3 นาที 
               เทสวนใสทิ้ง ทําใหดีเอ็นเอแหงที่อุณหภูมิหอง เติมนํ้ากล่ัน 300 µl  
                                    และ RNase (50 µg/ml) 60 µl 

                             บม 37°C นาน 30 นาท ี
  สกัดดวย phenol-chloroform-isoamyl alcohol 300 µl 1 ครั้ง 

 
                              ทําซํ้าขั้นตอนขางตนจนถึงลางตะกอนดีเอ็นเอ 

 
       ตั้งดีเอ็นเอใหแหงที่อุณหภูมิหอง เติมบัฟเฟอร TE ผสมใหเขากันด ี 

                               
          วัด OD 260 และ 280 nm 

 
 

          รูปที ่2.2 ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธ ีphenol-chloroform 
 
 
    



 

 

51 

     สกัดดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus ดวยวิธี phenol-chloroform 
              

   ยอยดีเอ็นเอดวย HindIII 
          บม 37°C นาน 12-18 ชม. 

                  ทํา electrophoresis โดยใชวุน 1% agarose (ขนาด 6 x 10 cm) 
                                       80 โวลต นาน 1 ชม. 

        ยอมดวย ethidium bromide 
 

              ดูลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 
           

ถาการตัดดีเอ็นเอสมบูรณทํา electrophoresis อีกครั้ง 
โดยใชวุน 1% agarose (ขนาด 10 x 15 cm) 
          15 โวลต นาน 12-14 ชม. 

ยอมดวย ethidium bromide ดูผลและถายรูปใตแสงอุลตราไวโอเลต 
 

       แชแผนวุนใน denaturation solution 45 นาท ี
 

  แชใน neutralization solution 40 นาท ี
 

          ควํ่าดานหนาวุนและวางบนแผนกระจกที่มีกระดาษกรอง 
            Whatman 3M ซ่ึงปลายจุมในสารละลาย 10x SSC 

 
            วางแผนไนลอนทับแผนวุนดานหลังและกระดาษกรองทับหนา 4-6 cm 
             ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 12-18 ชม. 

  ตรึงดีเอ็นเอบนแผนไนลอนดวยแสงอุลตราไวโอเลต 3 นาท ี
                                 
                              เขยาเบาๆ ในนํ้ากล่ัน 5 นาที ตั้งทิ้งใหแหง 
 
 
 
รูปที่ 2.3 ขั้นตอนการตรวจยืนยันยีน tdh, trh1 และ trh2 โดยการถายโอนดีเอ็นเอแลวใชดีเอ็นเอ
ตรวจจับดวยวิธี Southern blot hybridization 
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                                  แชในสารละลาย prehybridization 

บม 37°C (สําหรับยีน tdh) หรือ 30°C  
(สําหรับยีน trh1 และ trh2) นาน 40 นาท ี

        แชในสารละลาย hybridization solution อยาใหมีฟองอากาศ 
บม 37°C (สําหรับยีน tdh) หรือ 30°C  
(สําหรับยีน trh1 และ trh2) นาน 16 ชม. 

                      ลางดวย 2x SSC ที่เติม 0.1% SDS 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาท ี
        บมอุณหภูมิหอง 

ลางดวย 0.5x SSC ที่เติม 0.1% SDS 2 ครั้ง ครั้งละ 15 นาท ี
             บมที่ 65°C  

    ลางดวย washing buffer 5 นาท ีแลวแชใน blocking solution  
                                           บมอุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ี
            แชแผนไนลอนในสารละลายแอนติบอดีตอ DIG 

บมอุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ี
    ลางดวย washing buffer 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที  

 
      แชใน detection buffer นาน 3 นาท ี
 

                     แชใน Color substrate solution 
            วางในที่มืด นาน 16 ชม. 

                ลางดวยน้ํากล่ัน 
 
 

รูปที่ 2.3 (ตอ) ขั้นตอนการตรวจยืนยันยีน tdh, trh1 และ trh2 โดยการถายโอนดีเอ็นเอแลวใช 
ดีเอ็นเอตรวจจับดวยวิธี Southern blot hybridization 

 
 
 
 
 
 

 



บทที ่3 
 

ผลการทดลอง 
 
1. การตรวจยืนยันเชื้อ V. parahaemolyticus โดยวิธี PCR ใชยีน toxR เปนยีนเปาหมาย  

จากการแยกเช้ือ V. parahaemolyticus จากผูปวยจํานวน 868 ไอโซเลต โดยแยกเปน
เช้ือที่แยกไดในป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 จํานวน 64, 123, 142, 127, 205 และ 207 ไอโซเลต 
ตามลําดับ (Wootipoom et al., 2007) พบเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 
76 ไอโซเลต เมื่อนําเช้ือทุกไอโซเลตจากคลังเชื้อมาทดสอบ โดยวิธี PCR ใชยีน toxR เปนยีน
เปาหมาย ผลการทดสอบพบวา เช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต ใหผลบวกกับการทดสอบยีน toxR แสดง
วา ทุกไอโซเลตเปน V. parahaemolyticus (รูปที่ 3.1 และ 3.2)  
 
2. การตรวจยืนยันยีนสรางสารพิษ tdh และ trh โดยวิธี PCR  

เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 76 ไอโซเลต นํามาตรวจหายีน 
tdh และ trh (รูปที ่3.1) โดยวิธี PCR พบ 76 ไอโซเลตไมมียีน tdh และ trh โดยแยกเปนเช้ือที่
แยกไดในป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 จํานวน 8 (12.5%), 8 (6.5%), 14 (9.8%), 7 (5.5%), 19 
(9.3%) และ 20 (9.7%) ไอโซเลต ตามลําดับ (รูปที่ 3.2) 

 
3. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดง  

จากการทดสอบพบวา เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 76 ไอโซ
เลต สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงไดเพียงบางสวน (α-hemolysis) เชนเดียวกับ negative 
control (สายพันธุ tdh- trh+) ซ่ึงแตกตางจาก positive control (สายพันธุ tdh+ trh-, tdh+ trh+) ที่
สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงไดอยางสมบูรณ (β-hemolysis) (รูปที่ 3.3)  

 
4. การตรวจยืนยันยีน tdh, trh1 และ trh2 โดยการถายโอนดีเอ็นเอและใชดีเอ็นเอ
ตรวจจับดวยวิธ ีSouthern blot hybridization  

ผลการทดสอบพบวา เช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต ไมมยีีน tdh, trh1 และ trh2 เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม (รูปที ่3.4, 3.5, 3.6)   
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รูปที่ 3.1 ผลการทํา PCR เพ่ือตรวจหายีน toxR, tdh, trh, vcrD, vopT และ VPA1335 
  

Lane M  : MW marker (2-log DNA ladder) 
Lane 1  : ยีน toxR ของ V. parahaemolyticus (367 bp) 
Lane 2  : ยีน trh ของ V. parahaemolyticus (250 bp) 
Lane 3  : ยีน tdh ของ V. parahaemolyticus (251 bp) 
Lane 4  : ยีน vcrD ของ V. parahaemolyticus (332 bp) 

  Lane 5  : ยีน vopT 690 bp และ VPA1335 210 bp ของ  
V. parahaemolyticus  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

     M        1      2      3      4       5      
 
 
 
 
 
 
 
 

 
vcrD (332 bp) 
VPA1335 (210 bp) 
tdh (251 bp) 
trh (250 bp) 
 

 
300 bp 

 
100 bp 
 

 
       1 kb 
    

   700 bp 
 

   500 bp 
 
 

 
vopT (690 bp)  
 

toxR (367 bp) 
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รูปที่ 3.2 จํานวนเชื้อ V. parahaemolyticus ทั้งหมด และ V. parahaemolyticus สายพันธุ  tdh- 
trh-  ที่แยกไดจากโรงพยาบาลหาดใหญระหวางป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       total isolates 
    

        tdh- trh- isolates 
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รูปที่ 3.3 ลักษณะการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma agar ของ V. parahaemolyticus 
สายพันธุ tdh- trh- (d) เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh- (a), tdh+ trh+ (b) และ tdh- trh+ (c)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  (a)     (c) 

     
  (b) 

       
       (d) 
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รูปที่ 3.4 Southern blot hybridization ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- เม่ือใชยีน 
tdh เปนตัวตรวจจับ 

 
Lane M :  MW marker (1 kb DNA ladder) 
Lane 1-12 : V. parahaemolyticus  สายพันธุ tdh- trh-  ที่แยกไดใน พ.ศ. 2543-2548 
Lane 13      : V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh+ control 
Lane 14       : V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh- control 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

   
   9.0 kb 

         M      1      2     3     4      5     6    7    8     9     10    11    12    13    14     
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รูปที่ 3.5 Southern blot hybridization ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- เม่ือใชยีน 
trh1 เปนตัวตรวจจับ 

 
Lane M :  MW marker (1 kb DNA ladder) 
Lane 1-12 : V. parahaemolyticus  สายพันธุ tdh- trh-  ที่แยกไดใน พ.ศ. 2543-2548 
Lane 13      : V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh1+ control 
Lane 14      : V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh2+ control 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         M     1     2     3     4      5     6    7    8     9     10    11    12    13    14   

   
   3.7 kb 



 

 

59 

 
                 

                         
 

รูปที่ 3.6 Southern blot hybridization ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- เม่ือใชยีน 
trh2 เปนตัวตรวจจับ  

 
Lane M :  MW marker (1 kb DNA ladder) 
Lane 1-12 : V. parahaemolyticus  สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกไดใน พ.ศ. 2543-2548 
Lane 13       : V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh1+control 
Lane 14       : V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh2+ control 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
   6.2 kb 

       M     1    2     3     4      5     6    7    8     9     10    11    12    13    14     
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5. การศึกษาลักษณะของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  
5.1 การศึกษาซีโรทัยปของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

 จากการทดสอบซีโรทัยปของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 76 
ไอโซเลต พบซีโรทัยปที่แตกตางกัน 25 ซีโรทัยป โดยซีโรทัยป O11:KUT มีจํานวนสูงที่สดุคือ 
18 ไอโซเลต (23.7%) รองลงมาคือ O5:KUT จํานวน 8 ไอโซเลต (10.5%), O12:KUT จํานวน 7 
ไอโซเลต (9.2%) และ O1:KUT จํานวน 5 ไอโซเลต (6.6%) และที่นาสนใจอีกประการหน่ึงคือ 
พบ KUT สูงถึง 57 ไอโซเลต (75%) นอกจากน้ียังพบ O11 สูงที่สุดคือ 18 ไอโซเลต (23.7%) 
(ตารางที ่3.1)  
 
ตารางที ่3.1 จํานวนและซีโรทัยปของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ใน พ.ศ. 
2543 ถึง 2548 
 
พ.ศ. (จํานวนทั้งหมด) จํานวน 

ไอโซเลต 
O:K serotypes 

2543(8) 3 
1 

O12:KUT 
O1:K69, O3:K6, O3:K54, O3:KUT, O11:KUT 

2544(8) 1 O1:K46, O1:K56, O1:KUT, O3:K6, O7:KUT, 
O8:KUT, O11:KUT, OUT:KUT 

2545(14) 2 
1 

O1:KUT, O10:KUT O11:KUT, O5:KUT, R:KUT 
O1:K56, O3:KUT, O8:KUT, O12:KUT 

2546(7) 1 O1:K56, O3:KUT, O5:KUT,  O10:KUT, 
O11:KUT, O12:KUT, R:KUT 

2547(19) 4 
3 
2 
1 

O11:KUT 
O5:KUT 
O2:K3, O5:K30, O8:KUT, O12:KUT 
O1:KUT, O3:KUT, O3:K54, O5:K17 

2548(20) 9 
2 
1 

O11:KUT 
O5:KUT 
O1:KUT, O2:KUT, O3:K57, O4:K4, O4:K13, 
O4:KUT, O10:K71, R:K34, OUT:KUT 

 

KUT: K Untypeable; R: rough 
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5.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 
โดยวิธี AP-PCR  
 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 
76 ไอโซเลต โดยเทคนิค AP-PCR โดยใช primer 2 และ primer 4 พบวา แบบแผนลายพิมพ   
ดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus ที่แยกไดในแตละปมีความแตกตางกัน ยกเวน ซีโรทัยป 
O11:KUT ที่แยกจากป พ.ศ. 2548 จํานวน 3 ไอโซเลตที่มีแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอที่
เหมือนกัน (รูปที ่3.7 และ 3.8 lane 8, 9 และ 10) อยางไรก็ตาม ซีโรทัยปที่เหมือนกันสวนใหญ
จะใหลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกัน เชน ซีโรทัยป O12:KUT ที่แยกจากป พ.ศ. 2543 (รูปที่ 
3.9 lane 1 และ 2) ซีโรทัยป O3:KUT ที่แยกจากป พ.ศ. 2544 (รูปที่ 3.9 lane 3 และ 5) และซี
โรทัยป O5:KUT ที่แยกจากป พ.ศ. 2548 (รูปที่ 3.10 lane 6 และ 8) 
 
6. การตรวจสอบปจจัยกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

6.1 การตรวจสอบ TTSS1 โดยใชยีน vcrD เปนยีนเปาหมาย โดยวิธี PCR และ 
TTSS2 โดยใชยีน vopT, VPA1335 เปนยีนเปาหมายโดยวิธี multiplex PCR 

จากการตรวจสอบ TTSS1 และ TTSS2 ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 
ทั้ง 76 ไอโซเลต พบวา ทุกสายพันธุมียีน vcrD และมี 2 ไอโซเลตคือ PSU602 และ PSU2016 
ที่มียีน vopT และ VPA1335 (รูปที่ 3.1 และตารางที ่3.2)  
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     พ.ศ.         2543  2544  2545  2546         2547                           2548 
 
 

              
 
รูปที่ 3.7 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  
ซีโรทัยป O11:KUT ที่แยกได ใน พ.ศ. 2543 ถึง 2548 โดยใช primer 2 
 

Lane M    :  MW marker (1 kb DNA ladder) 
Lane 1-4        :  V. parahaemolyticus O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2543,  

           2544, 2545, 2546 
Lane 5-7        :  V. parahaemolyticus O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2547 
Lane 8-13      :  V. parahaemolyticus O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2548 
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      พ.ศ.         2543  2544  2545  2546       2547                            2548 
 
 

                 
 
รูปที่ 3.8 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  
ซีโรทัยป O11:KUT ที่แยกได ใน พ.ศ. 2543 ถึง 2548 โดยใช primer 4 
 

Lane M    :  MW marker (1 kb DNA ladder) 
Lane 1-4        :  V. parahaemolyticus O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2543,  

           2544, 2545, 2546 
Lane 5-7        :  V. parahaemolyticus O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2547 
Lane 8-13      :  V. parahaemolyticus O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2548 
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       พ.ศ.             2543                                      2544 
 
 

                                                   
 
รูปที่ 3.9 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  
ซีโรทัยปอื่นๆ ที่แยกไดใน พ.ศ. 2543 ถึง 2544 โดยใช primer 2 
 

Lane M :  MW marker (1 kb DNA ladder) 
Lane 1 และ 2   :  V. parahaemolyticus O12:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2543 
Lane 3 และ 5 :  V. parahaemolyticus O3:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2544 
Lane 4           :  V. parahaemolyticus O3:K54 ที่แยกไดใน พ.ศ. 2544 
Lane 6           :  V. parahaemolyticus OUT:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2544 
Lane 7          :  V. parahaemolyticus O1:K46 ที่แยกไดใน พ.ศ. 2544 
Lane 8           :  V. parahaemolyticus O3:K6 ที่แยกไดใน พ.ศ. 2544 
Lane 9         :  V. parahaemolyticus O1:K56 ที่แยกไดใน พ.ศ. 2544 
Lane 10         :  V. parahaemolyticus O1:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2544 
Lane 11        :  V. parahaemolyticus O7:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2544 
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รูปที่ 3.10 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  
ซีโรทัยปอื่นๆ ที่แยกไดใน พ.ศ. 2548 โดยใช primer 2 
 

 Lane M   :  MW marker (1 kb DNA ladder) 
Lane 1    :  V. parahaemolyticus O4:KUT  

 Lane 2   :  V. parahaemolyticus O1:KUT  
 Lane 3   :  V. parahaemolyticus OUT:KUT  
 Lane 4   :  V. parahaemolyticus O10:K71  
 Lane 5   :  V. parahaemolyticus O3:K57 

 Lane 6, 8  :  V. parahaemolyticus O5:KUT  
 Lane 7   :  V. parahaemolyticus O4:K13  
 Lane 9   :  V. parahaemolyticus O4:K4  
 Lane 10   :  V. parahaemolyticus R:K34  
 Lane 11   :  V. parahaemolyticus O2:KUT  
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ตารางที ่3.2 ผลการตรวจสอบ TTSS1 และ TTSS2 ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- 

 
6.2 การทดสอบการเกาะติด (Adherence assay) ของ V. parahaemolyticus สาย

พันธุ tdh- trh- ในลําไสเล็กของหนูขาวเปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ 
tdh- trh+   

เช้ือ V. parahaemolyticus จํานวน 20 ไอโซเลต แบงเปน tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ 
และ tdh- trh-  สายพันธุละ 5 ไอโซเลต ทั้งหมดถูกนํามาทดสอบการเกาะติดในลําไสเล็กของหนู
ขาวเปรียบเทียบกับเช้ือ Shigella R+ พบวา คาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือที่เกาะติดของเช้ือสายพันธุ 
tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ และ tdh- trh-  เทากับ 112.2 ± 29.6, 74.9 ± 18.9, 119.9 ± 21.6 
และ 53.9 ± 14.3 (x106) cfu/cm2 ตามลําดับ (รูปที่ 3.11) โดยคาเฉล่ียของจํานวนเชื้อที่เกาะติด
ของเช้ือสายพันธุ tdh- trh+ มีคามากที่สุด ในขณะที่คาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือที่เกาะติดของเช้ือสาย
พันธุ tdh- trh- มีคานอยกวาคาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือทีเ่กาะติดของเช้ือสายพันธุ tdh+ trh+, tdh- 
trh+ อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95% (p < 0.05) การเกาะติดของเช้ือ Shigella R+ ซ่ึง
เปนเช้ือควบคุมมีคาเทากับ 198.3 ± 10.1 (x106) cfu/cm2 

จํานวนไอโซเลตทีใ่หผลบวก/จํานวนไอโซเลตทีท่ดสอบ (%) พ.ศ. จํานวนไอโซเลต
ที่ทดสอบ vcrD vopT VPA1335 

2543 8 8/8 0/8 0/8 
2544 8 8/8 0/8 0/8 
2545 14 14/14 1/14 1/14 
2546 7 7/7 0/7 0/7 
2547 19 19/19 1/19 1/19 
2548 20 20/20 0/20 0/20 
รวม 76 76/76 (100%) 2/76 (2.6%) 2/76 (2.6%) 
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รูปที่ 3.11 จํานวน V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ และ tdh- trh- ที่
เกาะติดกับลําไสเล็กของหนูขาว  
 * ที่แตกตางกัน แสดงถึงความแตกตางของคาเฉล่ียของจํานวนเชื้อที่เกาะติดแตละสายพันธุ
อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95% (p < 0.05) 
 

6.3 การทดสอบการสรางไบโอฟลมของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+  
เช้ือ V. parahaemolyticus จํานวน 25 ไอโซเลต แบงเปน tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ 

และ tdh- trh-  ที่แยกจากผูปวย จํานวน 20 ไอโซเลต และสายพันธุ tdh- trh-  ที่แยกจาก
สิ่งแวดลอม จํานวน 5 ไอโซเลต ทั้งหมดถูกนํามาทดสอบความสามารถในการสรางไบโอฟลม
เปรียบเทยีบกับเชื้อ P. aeruginosa ผลการทดลองพบวา คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+, tdh- trh-  และ
สายพันธุ tdh- trh-  ที่แยกจากสิ่งแวดลอม มีคาเทากับ 0.61 ± 0.07, 0.52 ± 0.08, 0.34 ± 0.07, 
0.28 ± 0.06 และ 0.60 ± 0.07  ตามลําดับ (ตารางที ่3.3) โดยคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh+ trh+ มีคามากที่สุด ในขณะที่
คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 nm ของเช้ือที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh- 
trh- มีคานอยกวาคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือแตละสาย
พันธุอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (p < 0.05) คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือ P.  aeruginosa ซ่ึงเปนเช้ือควบคุม มีคาเทากับ 0.90 ± 0.07  

  * 
  * 

  *** 

  tdh+ trh-      tdh+ trh+     tdh- trh+      tdh- trh-    Shigella R+ 

สายพันธุ 

  ** ** 
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ตารางที ่ 3.3 ผลการทดสอบการสรางไบโอฟลมของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh-, tdh+ trh+, tdh- trh+ ซ่ึงแยกจากผูปวยและสายพันธุ tdh- trh- ซ่ึง
แยกจากสิ่งแวดลอม 
 

ตัวอยาง สายพันธุ  OD 595 nm (mean ± sd) * 
tdh+ trh- isolates           0.52 ± 0.08 a  
tdh+ trh+ isolates 0.61 ± 0.07 b 
tdh- trh+ isolates 0.34 ± 0.07 c 

ผูปวย 

tdh- trh- isolates 0.28 ± 0.06 d 
สิ่งแวดลอม tdh- trh- isolates 0.60 ± 0.07 b 

positive control P.  aeruginosa 0.90 ± 0.07 e 
 

ตัวอักษรที่แตกตางกันเหนือตัวเลข แสดงถึงความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือแตละสายพันธุอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือม่ัน 95% (p < 
0.05) 
* คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากเช้ือทั้งหมด 5 ไอโซเลต ที่นํามาเปนตัวแทนทดสอบจากเช้ือแตละ
กลุม 
 

6.4 การศึกษาแบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลของ V. parahaemolyticus สาย
พันธุ tdh- trh- เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+   

ผลการทดลอง พบวา แบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลมีความแตกตางกันคือ เชื้อ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+,  tdh+ trh-, tdh- trh+ (รูปที่ 3.12 lane 1 ถึง 3) พบแถบ
โปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 40 kDa (ลูกศรช้ี) แต V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 

trh-  ไมพบแถบโปรตีนดังกลาว (รูปที่ 3.12 lane 4 ถึง 8)  
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รูปที่ 3.12 รูปแบบของโปรตีนในเซลลของเช้ือ V. parahaemolyticus  
 

Lane M  : MW ของ protein standard 
Lane 1  : V. parahaemolyticus  tdh+ trh+  
Lane 2  : V. parahaemolyticus  tdh- trh+ 
Lane 3  : V. parahaemolyticus  tdh+ trh- 
Lane 4-6 : V. parahaemolyticus  tdh- trh-  
Lane 7 และ 8 : V. parahaemolyticus  tdh- trh- ที่มี TTSS2  

(PSU2016 และ PSU602) 
 
 
 
 
 
 
 
 

       kDa         M       1        2        3       4       5       6       7        8             
    

   200 
   
   116 
     97       

     66 
       
     45 
 

      
 

 
     29 



 

 

70 

6.5 การสุม interrupt ยีนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- โดยวิธี 
transposon mutagenesis เพื่อศึกษาปจจัยกอโรคอ่ืนๆ  

ผลการทดสอบ พบจํานวนโคลนที่เปน mutant strains จํานวน 1,800 โคลน หลังจาก
น้ันนํามาศึกษาความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดง ความสามารถในการเคล่ือนที ่ และ
ความสามารถในการยอยสลายโปรตีนและ gelatin พบวา ทุกโคลนสามารถยอยสลายเม็ดเลือด
แดง เคล่ือนที่ได ยอยสลายโปรตีนและ gelatin ไดไมแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุ 
wild type 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

การศึกษาครั้งน้ี ไดศึกษาเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกไดจาก
โรงพยาบาลหาดใหญในป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลาย
เม็ดเลือดแดงของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้ง 76 ไอโซเลต บน Wagatsuma 
agar ซ่ึงเปนการทดสอบเพ่ือตรวจหาสายพันธุที่สรางสารพิษ TDH ผลการทดลองพบวา เช้ือทั้ง 
76 ไอโซเลต ใหผลการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma agar แบบ α-hemolysis แสดง
วา เชื้อทั้ง 76 ไอโซเลต ไมมียีน tdh เพราะสายพันธุที่มียีน tdh เทาน้ันที่จะให β-hemolysis 
(Kanagawa phenomenon หรือ KP) บน Wagatsuma agar เน่ืองจากอาหารน้ีมีการเติมเลือด
และเกลือในปริมาณที่สูงถึง 7% ซึ่งเกลือในปริมาณที่สูงน้ีจะชวยในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
อื่นๆ (Chun et al., 1975) นอกจากน้ีการสราง TDH บน Wagatsuma agar ยังเก่ียวของกับ pH 
และชนิดของคารโบไฮเดรตที่มีในอาหาร โดยเม่ือเช้ือมีการเจริญเติบโตและมีการยอยสลาย
นํ้าตาลแมนนิทอลที่อยูในอาหาร จะทําให pH ของอาหารลดลงอยูในชวง 5.5-6.5 ซ่ึงเปนสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการสราง TDH สําหรับนํ้าตาลบางชนิด เชน กลูโคสและแมนโนส แมวาเช้ือจะ
สามารถยอยสลายได แตจะทําให pH ของอาหารต่ํากวา 5.5 ซ่ึงไปยับยั้งการเจริญเติบโตและ
การสราง TDH ของ V. parahaemolyticus  (Cherwonogrodzky and Clark, 1981) การศึกษา
ครั้งน้ียังไดทําการตรวจยืนยันยีน tdh และ trh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้ง 
76 ไอโซเลต โดยใชตัวตรวจจับที่จําเพาะกับยีน tdh, trh1 และ trh2 ดวยวิธี Southern blot 
hybridization ซ่ึงผลการทดลองปรากฏวา ไมพบทั้ง 3 ยีน แสดงวา เชื้อทั้ง 76 ไอโซเลต ไมมีทั้ง
ยีน tdh, trh1 และ trh2 ดังน้ันการทํา Southern blot hybridization จึงเปนการยืนยันผลของการ
ยอยสลายเม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma agar วา เช้ือทั้ง 76 ไอโซเลตไมมียีน tdh 

จากการศึกษาซีโรทัยปของเช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต พบซีโรทัยปที่แตกตางกัน 25 ซีโรทัยป 
โดยพบซีโรทัยป O11:KUT สูงสุด (23.7%) รองลงมาคือ O5:KUT (10.5%), O12:KUT  (9.2%) 
และ O1:KUT (6.6%) และที่นาสนใจคือ พบ KUT สูงถึง 57 ไอโซเลต (75%) ซ่ึงแตกตางจาก
การศึกษาของ Suthienkul และคณะ (1995) ที่ทําการศึกษา V. parahaemolyticus ที่แยกจาก
ผูปวยในโรงพยาบาล พบ V. parahaemolyticus สายพันธุ  tdh- trh- ซีโรทัยป O4:KUT สูงสุด 
(8.9%) และพบ KUT เพียง 35.7% (Suthienkul et al., 1995) ในปจจุบันการตรวจสอบซีโรทัยป
ของ K antigen ของ V. parahaemolyticus สามารถทําไดเพียง 71 ซีโรทัยป เน่ืองจากบริษัท 
Denka Seiken ของประเทศญ่ีปุน  ไดผลิตแอนติซีรัม่ตอ K antigen เพียง 71 ชนิด ดังน้ัน KUT 
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ที่ตรวจพบในการศึกษาครั้งน้ีจึงยืนยันวา V. parahaemolyticus ยังมี K antigen ที่แตกตางกัน 
อีกมากมาย และการที่จํานวน KUT ที่ตรวจพบมีจํานวนมากกวาที่เคยมีรายงานมากอน อาจ
แสดงวา สภาพแวดลอมในปจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงสูง ทําใหแอนติเจนบริเวณแคปซูล (K 
antigen) ซ่ึงเปนผิวนอกสดุของแบคทีเรียมีการเปล่ียนแปลงเพ่ือปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอม
เพ่ือความอยูรอด 
 การระบาดของ V. parahaemolyticus ที่เพ่ิมขึ้น ทําใหมีความจําเปนที่จะตองแยกความ
แตกตางของสายพันธุเพ่ือตรวจสอบแหลงที่มา โดยทั่วไปสายพันธุที่มีลักษณะฟโนทัยปที่
เหมือนกันจะใชวิธีทางชีวโมเลกุลในการแยกความแตกตาง เชน การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ 
จากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้ง 76 ไอโซเลต
โดยวิธ ี AP-PCR พบวา แบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือที่แยกไดในแตละปมีความแตกตาง
กัน แมวาจะเปนซีโรทยัปเดียวกัน แสดงใหเห็นวา ผูปวยมีการติดเชื้อ V. parahaemolyticus 
สายพันธุทีต่างกัน ยกเวน ซีโรทัยป O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2548 จํานวน 3 ไอโซเลต ที่มี
แบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอที่เหมือนกัน ซึ่งอาจเปนไปไดวา ทั้ง 3 ไอโซเลต มาจากแหลงกําเนิด
เดียวกัน นอกจากน้ียังพบวา V. parahaemolyticus ที่มีซีโรทัยปเหมือนกันมีแบบแผนลายพิมพ
ดีเอ็นเอที่ตางกัน แสดงวา การศึกษาความแตกตางของสายพันธุโดยการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ
มีความไวกวาการตรวจซีโรทัยป  
 การศึกษาลําดับเบสในจีโนมของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 
(KP บวก) ทําใหพบ TTSS (ประกอบดวยยีนหลายชนิดทีท่ําหนาที่กําหนดโครงสรางใชในการ
ขนสง virulence factors จากเช้ือเขาไปในไซโตพลาสซึมของเซลลพวกยูคาริโอต) จํานวน 2 
กลุม เรียกวา TTSS1 และ TTSS2 (Makino et al., 2003) โดย TTSS1 อยูบนโครโมโซม 1 และ
ตรวจพบใน V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุ ในขณะที่ TTSS2 อยูบนโครโมโซม 2 โดยอยู
ภายในบริเวณ pathogenicity island (ขนาดประมาณ 80 kb) ซึ่งมียีน tdh อยูในบริเวณน้ีดวย
และตรวจพบ TTSS2 ใน V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน tdh เทาน้ัน (สายพันธุ KP 
บวก) (Makino et al., 2003) เปนไปไดวา V. parahaemolyticus ไดรับการถายทอดยีน tdh และ 
TTSS2 พรอมกัน สําหรับการศึกษาคร้ังน้ีไดตรวจหายีน vcrD (เปนยีนที่อยูบน TTSS1) โดยวิธี 
PCR และยีน vopT, VPA1335 (เปนยีนที่อยูบน TTSS2) โดยวิธ ีmultiplex PCR ยีน vcrD เปน
ยีนควบคุมการสราง Vibrio calcium response protein (VcrD) และมีความคลายคลึงกับยีน 
lcrD ของเช้ือ Yersinia 74% และมีบทบาททําใหเซลล HeLa เกิดความเปนพิษ (Ono et al., 
2006) สําหรับยีน vopT ควบคุมการสราง Vibrio outer membrane protein (VopT) ซ่ึงมีความ
คลายคลึงกับ effector proteins ที่ถูกขนสงผาน TTSS ของ P. aeruginosa ไดแก ExoT (45%) 
และ ExoS (44%) และมีบทบาททําใหเซลล Caco-2 และ HCT-8 เกิดความเปนพิษ (Kodama 
et al., 2007) ยีน VPA1335 เปนยีนที่แปลรหัสการสรางโปรตีนทีย่ังไมทราบหนาที ่ (putative 
type III secretion apparatus protein) แตมีความคลายคลึงกับโปรตีน Spa9 ของ Shigella 
flexneri ประมาณ 37% Spa9 ทําหนาทีเ่ปน apparatus protein ใน TTSS และเก่ียวของกับการ
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สรางแฟลกเจลลา จากผลการทดลองพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ  tdh- trh- ทั้ง 76 
ไอโซเลต มี TTSS1 (vcrD+) แตตรวจพบ TTSS2 (vopT+, VPA1335+) ใน V. 
parahaemolyticus สายพันธุ  tdh- trh- จํานวน 2 ไอโซเลต (2.6%) (ตารางที ่3.2) ซ่ึงแตกตาง
จากการศึกษากอนหนาน้ีของ Makino และคณะ (2003) และ Park และคณะ (2004) ที่ตรวจพบ 
TTSS2 ในเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียนี tdh เทาน้ัน เปนไปไดวา เชื้อ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้งสองไอโซเลตน้ี นาจะเปนสายพันธุที่มียีน tdh มากอน 
(tdh+ trh-) แตมีการหายไปของยีน tdh ใน 2 ไอโซเลตน้ีภายหลัง จากการศึกษาของ Bhoopong 
และคณะ (2007) ซ่ึงศึกษา V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวย พบวาในผูปวยคนเดียวกัน 
มีการติดเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh- และสายพันธุ tdh- trh- โดยที่ลายพิมพดี
เอ็นเอจากเชื้อทั้งสองสายพันธุเม่ือศึกษาโดยวิธี PFGE ไมมีความแตกตางกัน แสดงวา ทั้งสอง
สายพันธุเปนเชื้อตัวเดียวกันแตเกิดการหายไปของยีน tdh ในขณะที่เชื้ออยูในรางกายผูปวย 
(Bhoopong et al., 2007) และเม่ือตรวจสอบสายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยรายน้ีโดยวิธี 
Southern blot hybridization พบยีน tdh ที่ไมสมบูรณบนโครโมโซมของเช้ือน้ี เม่ือทําการศึกษา
ลําดับเบสของยีน tdh และยีนที่ใกลเคียงโดยวิธ ีChromosome walking พบบางสวนของยีน tdh 
ถูกเคล่ือนยายไปยังตําแหนงอื่นบนโครโมโซมโดยยีน transposase ที่ขนาบขางยีน tdh 
(Bhoopong et al., 2008) อยางไรก็ตาม ในการศึกษานี้จากการทํา Southern blot 
hybridization ดวยตัวตรวจจับยีน tdh ไมพบรองรอยของชิ้นสวนของยีน tdh บนโครโมโซมของ
เช้ือทั้งสองไอโซเลต เปนไปไดวา ยีน tdh ของเช้ือทั้งสองไอโซเลต นาจะเกิดการขาดหายไป
อยางสมบูรณ งานวิจัยนี้ใหผลตรงกับงานวิจัยของ Meador และคณะ (2007) ซ่ึงตรวจพบ 
TTSS2 ในเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 2 ไอโซเลตจากเชื้อทั้งหมด 48 
ไอโซเลตโดยใชวิธ ีmicroarray hybridization (Meador et al., 2007)    

การเกาะติดของแบคทีเรียกับพ้ืนผิวเยื่อเมือก (mucosal surface) ของลําไสเปนขั้นตอน
แรกของการทําใหเกิดการติดเชื้อ ดังนัน้การเกาะติดจึงเปนปจจัยสําคัญของการกอโรค จากการ
ทดสอบการเกาะติดของ V. parahaemolyticus กับลําไสเล็กของหนูขาวหลังจากบมเปนเวลา 30 
นาที (รูปที่ 3.11) ผลปรากฏวา คาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือที่เกาะติดของ V. parahaemolyticus 
สายพันธุ tdh- trh- มีคานอยกวาคาเฉล่ียของจํานวนเช้ือที่เกาะติดของเชื้อสายพันธุ tdh+ trh+, 
tdh- trh+ และ Shigella R+ อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (p < 0.05) โดยคาเฉล่ีย
ของจํานวนเชื้อที่เกาะติดของเชื้อสายพันธุ tdh- trh+ มีคาสูงสุดและไมมีความแตกตางกับสาย
พันธุ tdh+ trh+ เปนที่ทราบกันดีวา V. parahaemolyticus ใชแฟลกเจลลาเสนเดียวที่ขั้วในการ
เคล่ือนทีใ่นอาหารเหลว และใชแฟลกเจลลารอบเซลลในการเคล่ือนที่บนอาหารแข็งหรือใน
สิ่งแวดลอมที่มีความหนืดสูงหรือเกาะติดกับพ้ืนผิว (McCarter, 2004) Park และคณะ (2005) 
รายงานการพบยีน vpaH ใน V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียนี trh ซึ่งยีน vpaH ทําหนาที่
ควบคุมการสรางแฟลกเจลลารอบเซลล จากการทดลอง เม่ือนํา V. parahaemolyticus มาตัดยีน 
vpaH ออก พบวา เชื้อ mutant มีความบกพรองในการสรางแฟลกเจลลารอบเซลล แตไมมีผลตอ
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การแสดงออกของแฟลกเจลลาเสนเดียวที่ขั้วและเม่ือนํา mutant นี้ไปทดสอบการเกาะติดและ
การสรางไบโอฟลม พบวา ความสามารถในการเกาะติดและการสรางไบโอฟลมลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกับสายพันธุ wild type (Park et al., 2005) ดังน้ันเปนไปไดวา การที่เชื้อ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh+ และ tdh+ trh+ สามารถเกาะติดไดสูงเกิดจากการมียีน 
vpaH ในการทดลองครั้งน้ีพบวา คาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือสายพันธุ tdh- trh- ที่เกาะติดลําไสหนู 
ไมมีความแตกตางกับสายพันธุ tdh+ trh- อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือม่ัน 95% (p < 0.05) 
ซ่ึงชวยยืนยันวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่ไมมียีน trh (trh-)  มีความสามารถในการ
เกาะติดกับลําไสไดนอยกวาสายพันธุที่มียีน trh (trh+) และยังสอดคลองกับการศึกษาของ 
Hackney และคณะ (1980) ซ่ึงรายงานวา การเกาะติดของ V. parahaemolyticus กับเซลล HFI 
(human fetal intestinal cell) ไมมีความแตกตางกันในสายพันธุ tdh+ (KP บวก) และ tdh- (KP 
ลบ) ที่แยกจากผูปวย (Hackney et al., 1980) Iijima และคณะ (1981) ทดสอบการเกาะติดของ 
V. parahaemolyticus จํานวน 32 สายพันธุกับเซลลเยื่อบุผิว พบวา การเกาะติดของ V. 
parahaemolyticus ขึ้นอยูกับการมีชีวิตของเชื้อ เน่ืองจากเม่ือนํา V. parahaemolyticus ไปผาน
ความรอนหรือแสงอุลตรา    ไวโอเลตกอนนําไปทดสอบ พบวา จํานวนเชื้อที่เกาะติดเซลลลดลง 
(Iijima et al., 1981)  

ปจจุบันแบคทีเรียที่สรางไบโอฟลม กอใหเกิดปญหาสําคัญที่เก่ียวของกับการทําใหเกิด
การติดเช้ือ เชน เยื่อหุมฟนอักเสบ การติดเช้ือในหูสวนกลาง ตอมลูกหมากอักเสบเรื้อรังที่เกิด
จากแบคทีเรีย การติดเชื้อเรื้อรังในชองปอด การติดเช้ือในอุปกรณทางการแพทย เชน สายสวน
ปสสาวะ การใสคอนแทคเลนส (Donlan and Costerton, 2002) นอกจากน้ีแบคทีเรียที่สราง   
ไบโอฟลมจะมีความทนทานหรือดื้อยาปฏิชีวนะไดมากกวาแบคทีเรียชนิดเดียวกันที่ลองลอยเปน
อิสระ 1,000 เทา (Gilbert et al., 1997) มาตรฐานในการรักษาการติดเช้ือที่เกิดจากไบโอฟลม
ทําไดเพียงกําจัดเซลลที่ลองลอยเปนอิสระ สวนเช้ือที่สรางไบโอฟลมยังสามารถเพ่ิมจํานวน
ภายในไบโอฟลม ตลอดจนแพรกระจายไดอยางตอเน่ืองแมวาการรักษาจะสิ้นสุดลงแลวก็ตาม 
นอกจากน้ี ระบบภูมิคุมกันของเซลลเจาบาน ไมสามารถกําจัดเช้ือที่สรางไบโอฟลมได 
(Costerton et al., 1995) การศึกษาครั้งน้ีไดทดสอบความสามารถในการสรางไบโอฟลมของ V. 
parahaemolyticus ทั้งสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสิ่งแวดลอม พบวา เช้ือทุกสายพันธุที่
ทดสอบมีการสรางไบโอฟลม (ตารางที ่ 3.3) โดย V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยสาย
พันธุ tdh+ trh+ สรางไบโอฟลมไดสูงสุด ในขณะที่เช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวย
สายพันธุ tdh- trh-  สรางไบโอฟลมไดนอยกวา V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุที่ทดสอบ
รวมทั้ง P. aeruginosa ซ่ึงเปนชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95% (p < 0.05) 
แสดงใหเห็นวา V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยซึ่งมี virulence gene มาก สามารถ
สรางไบโอฟลมไดมากกวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่มี virulence gene นอยกวาหรือไม
มี ยกเวน V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากสิ่งแวดลอมซ่ึงสรางไบโอฟลมได
ไมแตกตางจากสายพันธุ tdh+ trh+ และสรางไบโอฟลมไดมากกวาสายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจาก
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ผูปวย ทั้งน้ีอาจเปนเพราะ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากสิ่งแวดลอม
จําเปนตองสรางไบโอฟลมเพ่ือการอยูรอดไดในสิ่งแวดลอมทีม่ีปจจัยตางๆที่หลากหลายมากกวา
ในรางกายผูปวย เชน สภาวะทางกายภาพ เชน ความเค็ม อุณหภูมิ ที่ทําใหแบคทีเรียเกิด
ความเครียดหรือกดดัน รวมทั้งการถูกลาโดยโปรโตซัวหรือแมแตพวกแบคเทอริโอฟาจที่อยูใน
สิ่งแวดลอม (Huq et al., 2008) นอกจากน้ี ในทะเลจะพบพ้ืนผิวที่แตกตางกันสงผลตอการ
สรางไบโอฟลมแตกตางกัน เชน พืชมีพ้ืนผิวเปนสารพอลิเมอรอินทรีย สัตวที่มีเปลือกแข็งหุม
และแพลงกตอนสัตวมีไคติน ซึ่งมีความแตกตางจากพ้ืนผิวอื่นๆ นอกจากน้ี ผลจากการทดลอง
ยังพบวา การเกาะติดของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยมี
ความสัมพันธกับการสรางไบโอฟลม โดยเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- สามารถ
เกาะติดและสรางไบโอฟลมไดนอยที่สุด แตอยางไรก็ตามผลจากการทดลองครั้งน้ี แสดงใหเห็น
วา การเกาะติดและการสรางไบโอฟลมไมไดเปนปจจัยเก่ียวของกับการกอโรคของเชื้อ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

จากผลการศึกษาแบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลของ V. parahaemolyticus สายพันธุ 
tdh- trh- เทียบกับสายพันธุ tdh+ trh-, tdh+ trh+ และ tdh- trh+ โดยวิธี SDS–PAGE พบวา แบบ
แผนการสรางโปรตีนในเซลลมีความแตกตางกันคือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+,  
tdh- trh+,  tdh+ trh- พบแถบโปรตีนทีมี่นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 40 kDa (รูปที่ 3.12 lane 1 ถึง   
3) สวนสายพันธุ tdh- trh-  ไมพบแถบโปรตีนดังกลาว (รูปที่ 3.12 lane 4 ถึง 8) อยางไรก็ตาม 
โปรตีนน้ีนาสนใจที่จะศึกษาตอไปในอนาคต ซึ่งจะชวยบงช้ีไดวา โปรตีนนี้อาจมีความสําคัญใน
การกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่มี virulence gene  

จากการสุม interrupt ยีนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- PSU1751 โดย
วิธี transposon mutagenesis เพ่ือทําใหเกิดการกลายพันธุโดยการสอดแทรกพลาสมิด 
(pSC189) เขาไปยังยนีใดยีนหนึ่งในโครโมโซม แลวทําใหการทํางานของยีนน้ันเปล่ียนไป 
(Nagy and Chandler, 2004) ในการศึกษาน้ีไดพยายามที่จะยับยั้งการแสดงออกของยีน tlh, 
flagella, protease และ gelatinase เพ่ือศึกษาวายีนเหลาน้ี เปนสวนหน่ึงของปจจัยกอโรคของ
เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- หรือไม จากการทดลองใชเช้ือ E. coli SM10 ซ่ึง
มีพลาสมิด pSC189 สอดแทรกเขาไปในโครโมโซมของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ  
tdh- trh- บริเวณที่มีเบส TA และทําการคัดเลือกสายพันธุที่เปน mutant strains จํานวน 1,800 
โคลน พบวา ทุกโคลนสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดง เคลื่อนที่ได ยอยสลายโปรตีนและ 
gelatin ไดไมแตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ wild type แสดงวา transposon ไมไดเขา
ไปแทรกตรงตําแหนงของยีน tlh ยีนที่สราง flagella ยีนที่สรางเอนไซม protease และ 
gelatinase แตอาจไปแทรกที่ยีนสวนอื่นในโครโมโซมของเช้ือ V. parahaemolyticus ในอนาคต
การศึกษาตําแหนงยีนอื่นๆ ที่ transposon เขาไปแทรกอาจมีประโยชนในการชวยยืนยันการ
ทํางานของยีนเหลานี้ หรือชวยใหทราบวามีปจจัยกอโรคอื่นๆ ที่เก่ียวของกับการกอโรคของ V. 
parahaemolyticus 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

1. เชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกไดจากโรงพยาบาลหาดใหญใน
ป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 ทั้ง 76 ไอโซเลต ใหผลการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร 
Wagatsuma agar แบบ α-hemolysis แสดงวา เช้ือทุกไอโซเลตไมมียีน tdh ซ่ึงสอดคลองกับผล
การตรวจยืนยันดวยวิธ ีSouthern blot hybridization ที่ไมพบยีน tdh  

2. เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 76 ไอโซเลต มีซีโรทัยปที่
แตกตางกัน 25 ซีโรทัยป โดยพบซีโรทัยป O11:KUT สูงสุด (23.7%) รองลงมาคือ O5:KUT 
(10.5%), O12:KUT  (9.2%) และ O1:KUT (6.6%) และที่นาสนใจคือ พบ KUT สูงถึง 57 ไอโซ
เลต (75%) 

3. จากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้ง 76 
ไอโซเลตโดยวิธ ี AP-PCR พบแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือที่แยกไดในแตละปมีความ
แตกตางกัน แมวาจะเปนซีโรทัยปเดียวกัน แสดงวา ผูปวยมีการติดเชื้อ V. parahaemolyticus 
สายพันธุที่ตางกัน ยกเวน ซีโรทัยป O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2548 จํานวน 3 ไอโซเลต ที่มี
แบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอที่เหมือนกัน ซึ่งอาจเปนไปไดวา ทั้ง 3 ไอโซเลต มาจากแหลงกําเนิด
เดียวกัน 

4. V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยทั้ง 76 ไอโซเลต มี TTSS1 
แตมีเพียง 2 ไอโซเลต (2.6%) ที่มี TTSS2 อาจเปนไปไดวา ทั้ง 2 ไอโซเลตน้ีมียีน tdh แตเกิด
การหายไป (deletion) ในภายหลัง 

5. ยีน trh มีความสัมพันธกับการเกาะติดของเชื้อ V. parahaemolyticus กับลําไสของ
หนูขาว เนื่องจาก V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh+ และ tdh+ trh+ สามารถเกาะติดกับ
ลําไสของหนูขาวไดมากกวาสายพันธุ tdh- trh- และสายพันธุ tdh+ trh- อยางมีนัยสําคัญที่ระดับ
ความเชื่อม่ัน 95% (p < 0.05)  

6. เช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh+ trh+ สรางไบโอฟลมได
สูงสุดและเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh- trh-  สรางไบโอฟลมไดนอย
ที่สุด นอกจากน้ียังพบวา การเกาะติดของเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยสายพันธุ 
tdh- trh-  มีความสัมพันธกับการสรางไบโอฟลม โดยเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- สามารถเกาะติดและสรางไบโอฟลมไดนอยที่สุด 

 
 
            76 



 

 

77 

7. การตรวจสอบโปรตีนในเซลลของเชื้อ V. parahaemolyticus พบโปรตีนขนาด
ประมาณ 40 kDa ในเชื้อสายพันธุ tdh+ trh+,  tdh- trh+ และ tdh+ trh- แตไมพบในสายพันธุ tdh- 

trh- เปนไปไดวา โปรตีนน้ีอาจมีความสําคัญในการกอโรคของเชื้อสายพันธุที่ม ีvirulence gene 
8. การสุม interrupt ยีนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- PSU1751 โดยวิธี 

transposon mutagenesis พบ mutant strains จํานวน 1,800 โคลน แตทุกโคลนสามารถยอย
สลายเม็ดเลือดแดง เคลื่อนที่ได ยอยสลายโปรตีนและ gelatin ไดไมแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบ
กับสายพันธุ wild type ดังน้ันการทดลองครั้งน้ีจึงไมสามารถทําการศึกษาไดวา ยีน tlh, flagella, 
protease และ gelatinase เปนสวนหน่ึงของปจจัยกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุ 
tdh- trh- 
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ภาคผนวก ก 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. Blood agar (BA) 
 Nutrient substrate  
 (heart extract และ peptones)  20 g 
 Sodium chloride    5  g  
 Agar 15 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ัง BA 40 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน แลว
นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาที วางใหเย็นลงประมาณ 50°C 
เติม เลือดคน 5% ผสมใหเขากัน เทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
 

2. Gelatin agar 
         Yeast extract    1 g 
         Peptone     4 g 
         Gelatin     15 g 
         Sodium chloride    30 g 

       Agar     15 g 
         นํ้ากลั่น     1000 ml 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยนํ้ากลั่น 1000 ml และนําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
ปรับ pH ใหเทากับ 7.2 แลวนําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
วางใหเย็นลงประมาณ 50°C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
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3. Luria Bertani (LB) agar  
 Yeast extract    10 g 
 Tryptone 10 g 
  Sodium chloride    5  g  
 Agar 15 g 
 นํ้ากล่ัน 1000   ml 
 ช่ัง LB agar 35 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน แลว
นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาที วางใหเย็นลงประมาณ 50°C 
แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
4. Luria Bertani (LB) broth   
 Yeast extract 10 g 
 Tryptone 10 g 
 Sodium chloride 5  g  
 นํ้ากล่ัน 1000   ml 

ช่ัง LB broth 20 g ละลายดวยน้ํากล่ัน 1000 ml นําไปตั้งไฟออนๆ จนสวนผสมละลาย
เขากัน แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
5. Motility test medium  

       Beef extract     3 g 
         Pancreatic digest of gelatin  10 g 
         Sodium Chloride    5 g 
         Agar     4 g 
         นํ้ากลั่น     1000  ml 
 ช่ัง Motility test medium 22 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสม
ละลายเขากัน นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี วางใหเย็นลง
ประมาณ 50°C แลวเติมยาปฏิชีวนะตามตองการ ผสมใหเขากัน แลวนําไปแบงใสหลอดที่
ปราศจากเช้ือปริมาตร 3 ml 
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6. Nutrient agar (NA) ผสม 1% Skim milk 
 Beef extract    3 g 
 Peptone     5 g 
  Sodium chloride    5  g  
 Agar 15 g 
 นํ้ากล่ัน 1000   ml 
 ช่ัง NA 23 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน แลว
นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาที วางใหเย็นลงประมาณ 50°C 
แลวเติม 10% Skim milk ที่นําไป autoclave อุณหภูม ิ110°C เวลา 10 นาที ใหไดความเขมขน
สุดทายเปน 1% Skim milk ผสมใหเขากัน แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
 
7. Thiosulfate citrate bile sucrose (TCBS) Agar  
 Yeast extract 5 g 
 Proteose peptone no.3 10 g 
 Sodium citrate 10 g  
 Sodium thiosulfate 10 g  
 Oxgall 8 g  
 Sucrose 20 g  
 Sodium chloride 10 g  
 Ferric citrate 1 g  
 Brom thymol blue 0.04 g 
 Thymol blue 0.04 g 
 Bacto agar 15 g 
 นํ้ากล่ัน 1000  ml 

ช่ัง TCBS agar 89 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
วางใหเย็นลงประมาณ 50°C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
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8. Tryptic soy agar (TSA)  
         Pancreatic digest of casein  15 g 
          Papaic digest of soybean   5 g 
         Sodium chloride    5 g 
         Agar     15 g 
    นํ้ากลั่น 1000   ml 

ช่ัง TSA 40 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน แลว
นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ีวางใหเย็นลงประมาณ 50°C 
แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
9. Tryptic soy broth (TSB)  
         Pancreatic digest of casein  15 g 
         Papaic digest of soybean   5 g 
                Sodium chloride    5 g 
   นํ้ากลั่น 1000   ml 

ช่ัง TSB g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 1000 ml นําไปตั้งไฟออนๆ จนสวนผสมละลายเขากัน 
แลวนําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
10. Wagatsuma agar 
 Yeast extract 0.5 g 
 Bacto peptone 1 g 
 Sodium chloride 7 g 
 D-mannitol 0.5 g 
 Agar 1.5 g 
 di-potassium hydrogen phosphate 5 g 
 Crystal violet 0.1 mg   
                   นํ้ากล่ัน 90 ml 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยนํ้ากลั่น 90 ml และนําไปตั้งไฟออนๆ จนสวนผสมละลาย
เขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 7.5 แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 
นาที วางใหเย็นลงประมาณ 50-55°C แลวเติมสารละลายของ 20% เลือดกรุป O (เลือดลางดวย 
0.85% NaCl 2 คร้ัง) ปริมาตร 10 ml ผสมใหเขากัน แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
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11. Xylose lysine deoxycholate (XLD) agar  
 Yeast extract 3 g 
 Sodium chloride 5 g 
 D-Xylose 3.75 g 
 Lactose 7.5 g 
  Sucrose 7.5 g 
 L-Lysine 5 g 
 Sodium deoxycholate 1 g 
 Sodium thiosulfate 6.8 g 
 Ammonium iron (III) citrate 0.8 g 
 Phenol red 0.08 g 
 Agar 14.5 g 
 นํ้ากล่ัน 1000  ml 

ช่ัง XLD agar 55 g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
วางใหเย็นลงประมาณ 50°C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
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ภาคผนวก ข 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
1. การเตรียมสารเคมีสําหรับ agarose gel electrophoresis 
  
 1.1  Loading dye 
 ช่ัง Bromphenol blue 0.25 g และ Sucrose 4 g ละลายในนํ้ากล่ัน 100 ml เก็บที่
อุณหภูมิ 4°C 
  
 1.2  10x Tris borate EDTA (TBE) buffer  
 ช่ัง Tris base 108 g และ Boric acid 55 g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 800 ml นําไปตมพอ
ละลาย อยาใหเดือด แลวเติม 0.5 M EDTA pH 8.0 จํานวน 40 ml ปรับปริมาตรใหได 1 ml 
ดวยนํ้ากล่ัน เม่ือนําไปใชใหเจือจางในระดับความเขมขน 1:10 (1x TBE) 
 
 1.3  Ethidium bromide (10 mg/ml) 
 ช่ัง Ethidium bromide 1 g ละลายในนํ้ากลั่น 100 ml กวนโดยใชแทงแมเหล็กจนกวาจะ
ละลาย (ใชเวลาหลายชั่วโมง) เก็บใสขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง (ตองสวมถุงมือทุกครั้งที่เตรียม 
และระวังอยาหายใจเอาผง Ethidium bromide ระหวางการช่ัง) 
 
 
2. การเตรียมสารเคมีสําหรับสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี phenol-chloroform  
 
 2.1  Phosphate buffer solution (PBS) pH 8.0 
 Na2HPO4 1.44  g 
 KH2PO4 0.2  g 
 KCl 0.2 g 
 Sodium chloride 8 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสวนประกอบทั้งหมด ละลายในนํ้ากล่ัน 800 ml แลวปรับ pH ใหได 8.0 จากน้ันเติม
นํ้ากล่ันจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 
นาที 
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 2.2  1 M EDTA 
 ช่ัง EDTA 372.2 g ในนํ้ากล่ัน 800 ml กวนอยางแรงโดยใชแทงแมเหล็กแลวปรับ pH 
ใหได 8.0 ดวย NaOH ชนิดเกล็ด ซ่ึง EDTA สามารถละลายไดหมดพอด ีจากน้ันเติมนํ้ากลั่นจน
ปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี 
 

2.3 PBS-EDTA 
 ผสม PBS pH 8.0 ปริมาตร 240 µl และ 0.5 M EDTA ปริมาตร 60 µl จะได PBS-
EDTA ปริมาตร 300 µl 
 
 2.4  10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
 ช่ัง SDS 10 g ละลายในน้ํากล่ัน 90 ml อุนเล็กนอยเพ่ือใหละลายดีขึ้น จากน้ันเติมนํ้า
กล่ันจนปริมาตรครบ 100 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 
 2.5  Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
 ผสม Chloroform และ Isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 ผสมใหเขากัน หลังจากนั้น
เติม melted phenol ในอัตราสวน 25 ผสมใหเขากันด ีแลวเติม 0.1 M Tris-HCl pH 8.0 เพ่ือปด
ผิวสารละลาย เขยาแรงๆ ใหผสมกัน แลวตั้งทิ้งไว 1 วัน ปลอยใหแยกชั้น เก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4°C 
 
 2.6  3 M Sodium acetate (NaOAc) 
 ละลาย Sodium acetate trihydrate 408.1 g ดวยนํ้ากลั่น 800 ml ปรับ pH  ใหได 5.2 
ดวย Glacial acetic เติมนํ้ากล่ันจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่
อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
 2.7  เอนไซม RNase (10 mg/ml) 
 ช่ัง เอนไซม RNase 100 mg ละลายในสารละลายที่มี 10 mM Tris-HCl pH 7.5 และ 
15 mM Sodium chloride ปริมาตร 10 ml แลวนําไปตมในน้ําเดือด 15 นาท ีปลอยใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง แบงใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C  
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 2.8  Tris EDTA (TE) buffer 
 ผสมสารละลาย 10 mM Tris-HCl และสารละลาย 1 mM EDTA โดยละลาย Tris-HCl 
1.211 g ในนํ้ากลั่น แลวเติมสารละลาย 0.5 M EDTA 1 ml ปรับ pH ใหได 8.0 จากนั้นปรับ
ปริมาตรจนครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
3. การเตรียมสารละลายสําหรับ Southern blot hybridization 
 
 3.1 Denaturation solution 
 NaCl 87.66 g 
 NaOH 20.0 g 
 เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 
121°C เวลา 15 นาท ี
 
 3.2 Neutralization solution 
 NaCl 87.66 g 
 Tris 60.57 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 700 ml ปรับ pH ใหได 7.2 ดวยกรด HCl 
เขมขน เติมน้ํากล่ันจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 
121°C เวลา 15 นาท ี
 
 3.3 10x Standard saline citrate (SSC) 
 NaCl 87.5 g 
 Sodium citrate dehydrate 44.1 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 700 ml ปรับ pH ใหได 7.4 เติมนํ้ากลั่นจน
ปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
 3.4 Prehybridization solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I; Roche) 
 ละลาย DIG Easy Hyb Granules (ขวด no. 7) ดวย double distilled water ปราศจาก
เช้ือปริมาตร 64 ml โดยเติมนํ้ากอนครึ่งหน่ึง ใชแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) คนใหละลาย 5 
นาที ที่อุณหภูมิ 37°C เม่ือเร่ิมละลายดีใหเติมน้ําสวนที่เหลือ 
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 3.5 Hybridization solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I; Roche) 
 ละลาย DIG Easy Hyb Granules (ขวด no. 7) ดวย double distilled water ปราศจาก
เช้ือปริมาตร 64 ml โดยเติมนํ้ากอนครึ่งหน่ึง ใชแทงแมเหล็กคนใหละลาย 5 นาที ที่อุณหภูมิ 
37°C เม่ือเร่ิมละลายดีใหเติมนํ้าสวนที่เหลือ แลวดูดสารละลายที่ละลายดีแลวผสมกับดีเอ็นเอ
ตรวจจับที่ติดฉลากดวย DIG (DIG-labeled DNA probe) ตามความเขมขนที่กําหนด กอนใชดี
เอ็นเอตรวจจับที่ติดฉลากดวย DIG ใหนําไปตมในนํ้าเดือด 5 นาที และจุมในนํ้าแข็งทันทีอีก 5 
นาที เพ่ือใหดีเอ็นเอตรวจจับแยกเปนสายเดี่ยว 
 
 3.6 Washing buffer 
 Maleic acid 5.8 g 
 NaCl 4.38 g 
 Tween 20 1.5 ml 
 นํ้ากล่ัน 500 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 300 ml ปรับ pH ใหได 7.5 ดวย NaOH ชนิด
เกล็ด เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 500 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C 
เวลา 15 นาท ีตั้งทิ้งไวใหเย็นแลวเติม Tween 20 
 
 3.7  Blocking solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter 
Kit I; Roche)  
 เจือจาง 10x blocking solution (ขวด no. 6) เปน 1x blocking solution ดวย Maleic 
acid buffer 
 
 3.8 Antibody solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter 
Kit I; Roche) 
 ปนเหวี่ยง Anti-Digoxigenin-AP Conjugate (ขวด no. 4) 5 นาท ีที่ความเร็ว 5,000 x g 
กอนใช หลังจากน้ันดูดสารละลายดวยความระมัดระวัง โดยใหดดูในปริมาณที่ตองใชจากสวนบน
ของสารละลาย แลวเจือจาง Anti-Digoxigenin-AP Conjugate เปน 1:5,000 (150 mU/ml) ดวย 
blocking solution 
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 3.9 Detection buffer 
 NaCl 0.58 g 
 Tris base 1.21 g 
 นํ้ากล่ัน 100 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 60 ml ปรับ pH ใหได 9.5 ดวยกรด HCl เขมขน 
เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 100 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 
15 นาท ี
 
 3.10 Color substrate solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I; Roche) 
 เตรียมใหมทุกครั้งเม่ือจะใชและเก็บในที่มืด โดยใส 40 µl ของ NBT/BCIP stock 
solution (ขวด no. 5) ใน 2 ml ของ detection buffer  
  
 3.11  Maleic acid buffer 
 Maleic acid 5.8 g 
 NaCl 4.38 g 
 นํ้ากล่ัน 500 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 300 ml ปรับ pH ใหได 7.5 ดวย NaOH ชนิด
เกล็ด เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 500 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C 
เวลา 15 นาท ี
 
4. การเตรียมสารละลายสําหรับ SDS-PAGE 
 
 4.1  2x SDS sample buffer (10 ml) 
 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 1.25 ml 
 50% Glycerol 4.5 ml 
 10% SDS 2 ml 
 0.5% Bromphenol blue 200 µl 
 นํ้ากล่ัน                                                             1.55  ml 
 ผสมสารทั้งหมดแลวละลายดวยนํ้ากลั่น เม่ือนําไปใชงานใหเติม β-mercaptoethanol 
ปริมาตร 50 µl เก็บที่อุณหภูมิ 4°C 
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 4.2  1.5 M Tris-HCl pH 8.8 
 ละลาย Tris base 27.23 g ดวยนํ้ากล่ัน 80 ml ปรับ pH ใหได 8.8 ดวย HCl จากนั้น
ปรับปริมาตรจนครบ 150 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
 4.3 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 
 ละลาย Tris base 6 g ดวยนํ้ากล่ัน 80 ml ปรับ pH ใหได 6.8 ดวย HCl จากน้ันปรับ
ปริมาตรจนครบ 100 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
 4.4  10% Ammonium persulfate (APS) 
 ละลาย  Ammonium persulfate 0.02 g ดวยนํ้ากล่ัน 200 µl เตรียมกอนใชงาน 
 
 4.5  10x Running buffer  
 Tris base 30.3 g 
 Glycine 186.0 g 
 SDS 10 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสวนประกอบทั้งหมด ละลายในนํ้ากลั่น 1000 ml เก็บที่อุณหภูมิ 4°C (ในระหวางที่
เก็บ ถาสารละลายมีการตกตะกอน ใหกวนดวยแทงแมเหล็กที่อุณหภูมิหอง) เม่ือนําไปใชใหเจือ
จางในระดับความเขมขน 1:10 (1x) 
 
 4.6  Staining solution 
 ละลาย Coomassie Brilliant Blue R-250 0.25 g ดวย methanol 50 ml และ Glacial 
acetic acid 10 ml เติมนํ้ากล่ันใหครบ 100 ml กอนใชนําไปกรองดวยกระดาษกรอง Whatman 
no.1 
 
 4.7 Destaining solution 
 ผสม methanol 125 ml กับ Glacial acetic acid 62.5 ml แลวเติมนํ้ากลั่นใหครบ 500 
ml  
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5. การเตรียมยาปฏิชีวนะ 
  
 5.1 Ampicillin 50 mg/ml 
 ช่ังยา 0.25 g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 5 ml ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษ
กรองขนาด 0.45 µm แบงใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมใน
อาหารเลี้ยงเช้ือคํานวณปริมาตรที่ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
 
 5.2 Chloramphenicol 50 mg/ml 
 ช่ังยา 0.25 g ละลายดวย absolute ethanol จนเขากันด ีเติมน้ํากล่ันใหครบ 5 ml แลว
ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm แบงใสหลอด 
microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมในอาหารเล้ียงเช้ือคํานวณปริมาตรที่
ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
 
 5.3 Streptomycin 50 mg/ml 
 ช่ังยา 0.25 g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 5 ml ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษ
กรองขนาด 0.45 µm แบงใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมใน
อาหารเลี้ยงเช้ือคํานวณปริมาตรที่ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
 
 5.4 Tetracycline 50 mg/ml 
 ช่ังยา 0.25 g ละลายดวย 0.1 N HCl จนเขากันดี เติม 0.1 M Phosphate buffer pH 
4.5 ใหครบ 5 ml แลวทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm แบง
ใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมในอาหารเล้ียงเช้ือคํานวณ
ปริมาตรที่ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
 
 5.5 Kanamycin 100 mg/ml 
 ช่ังยา 0.5 g ละลายดวยน้ํากล่ัน 5 ml ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษ
กรองขนาด 0.45 µm แบงใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมใน
อาหารเลี้ยงเช้ือคํานวณปริมาตรที่ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
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6.การเตรียมสารละลายอ่ืนๆ 
  
 6.1 Phosphate buffer solution (PBS) pH 7.4 
 Na2HPO4 1.44  g 
 KH2PO4 0.2  g 
 KCl 0.2 g 
 Sodium chloride 8 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสวนประกอบทั้งหมด ละลายในนํ้ากล่ัน 800 ml แลวปรับ pH ใหได 7.4 จากน้ันเติม
นํ้ากล่ันจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 
นาที 
 
 6.2 Krebs solution 
 NaCl 6.92 g 
 KCl 0.35 g 
 MgSO4.7H20 0.29 g 
 CaCl2 0.28 g 
 KH2PO4 0.16 g 
 NaHCO3 2.1 g 
 D-glucose 2 g 
 Ascorbic acid 0.02 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสวนประกอบทั้งหมด (ยกเวน CaCl2 ใหแยกละลายตางหาก) ละลายในน้ํากล่ัน 800 
ml จากน้ันนํามารวมกับสารละลาย CaCl2 ที่ไดละลายไวแลว ปรับปริมาตรจนครบ 1000 ml 
นําไปทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm  
 
 6.3 0.1% Crystal violet solution 
 ละลาย Crystal violet 0.1 g ดวย absolute ethanol จนเขากันดี แลวปรับปริมาตรดวย
นํ้ากล่ันใหครบ 100 ml 
 
 6.4 0.1 M Phosphate buffer pH 4.5 
 ช่ัง KH2PO4 13.61 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 900 ml ปรับ pH ใหได 4.5 จากน้ันปรับ
ปริมาตรเปน 1000 ml  
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ภาคผนวก ค 
 

การวิเคราะหโปรตีน 
 
1. SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 

1.1 การเตรียมวุน  
  ประกอบดวยแผนวุน 2 ชั้น คือ วุนสวนบน (stacking gel) ซ่ึงมี 4% polyacrylamide 
และวุนสวนลาง (separating gel) ซ่ึงมี 12% polyacrylamide โดยมีสวนประกอบดังน้ี 

 
 สวนประกอบ            Separating gel 12%             Stacking gel 4% 

  

 30% Acrylamide/bis 1.6 ml   0.33 ml 
 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 1.0 ml      - 
 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8     -    0.63 ml 
 10% SDS 40.0 µl            25.0 µl 
 Distilled water 1.34 ml           1.5 ml 
 TEMED  2.0 µl   12.5 µl 
 10% Ammonium persulfate 20.0 µl   20.0 µl 
 Total volume                                    4.0 ml   2.5 ml 
  
 1.2 การแยกโปรตีน 
 ประกอบชุดเจล eletrophoresis จากน้ันเติม 1x Running buffer (ภาคผนวก ข 4.5) ให
เต็ม chamber แลวเติมตัวอยาง ในแตละหลุมปริมาตร 10 µl ตอชุดเจล electrophoresis เขากับ
เครื่องกําเนิดไฟฟา แลวเปดกระแสไฟฟา 100 โวลต สังเกตสีของโบรโมฟนอลบลูเคล่ือนที่จน
เกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดใหกระแสไฟฟา 

  
1.3 การยอมสีโปรตีนในแผนวุน 

 ยอมใน staining solution (ภาคผนวก ข 4.6) นาน 2 ชม. จากน้ันนํามาแชใน 
destaining solution (ภาคผนวก ข 4.7) เปนเวลา 1 ชม. เทสารออก แลวทําซ้ําอีก 2-3 คร้ัง จน
เห็นแถบสีน้ําเงินของโปรตีนอยางชัดเจน 
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ภาคผนวก ง 
 

แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบ 
 
1. เชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยโรงพยาบาลหาดใหญชวง ป 
พ.ศ. 2543-2548 จํานวน 76 ไอโซเลต 
 
พ.ศ. (จํานวนไอโซเลตทั้งหมด) หมายเลขของไอโซเลต 

2543 (8) PSU 209, 216, 241, 253, 260, 261, 266, 272 
2544 (8) PSU 286, 292, 310, 315, 318, 344, 386, 426 

 2545 (14) PSU 599, 600, 602, 617, 627, 643, 648, 667, 686, 
695, 708, 709, 717, 718 

2546 (7) PSU 952, 980, 986, 1033, 1039, 1045, 1051 
 2547 (19) PSU 1860, 1862, 1869, 1907, 1923, 1928, 1932, 

1944, 1945, 1978, 1983, 1985, 1989, 1995, 2005, 
2016, 1671, 1751, 1791 

 2548 (20) PSU  2054, 2061, 2063, 2064, 2068, 2071, 2073, 
2078, 2262, 2264, 2274, 2277, 2458, 2484, 2493, 
2526, 2533, 2538, 2591, 2593 

 
2. เชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ ที่แยกจากผูปวยและสาย
พันธุ tdh- trh- ที่แยกจากสิ่งแวดลอม จํานวนทั้งหมด 20 ไอโซเลต ใชเปนตัวเปรียบเทียบ 
 
แหลงของตัวอยาง สายพันธุ (จํานวนไอโซเลต) หมายเลขของไอโซเลต 

tdh+ trh+ (5) PSU 2022, 3895, 3923, 3934, 3935 
tdh+ trh- (5) PSU 1681, 3894, 3897, 3898, 3900  

ผูปวย 

tdh- trh+ (5) PSU 2490, 3901, 3952, 2523, 2552  
สิ่งแวดลอม tdh- trh- (5) PSU 2185, 2196, 2198, 2199, 2201 

 
 




