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1  บทนํ า

1.1 บทนํ าตนเรื่อง

Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่ตองการเกลือในการเจริญเติบโต 
(halophile)  เปนสาเหตุสํ าคัญของการเกิดโรคลํ าไสอักเสบในประเทศตางๆทั่วโลก  
โดยเฉพาะประเทศที่นิยมรับประทานอาหารดิบหรือปรุงแบบสุกๆดิบๆ                        
V. parahaemolyticus  สายพันธุกอโรคสามารถสราง thermostable direct hemolysin 
(TDH)  ทํ าใหเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ (β-hemolysis) บนอาหาร
ชนิดพิเศษที่เติมเลือดชื่อ Wagatsuma agar  เรียกปรากฎการณนี้วา Kanagawa 
phenomenon (KP)  การสราง TDH ถูกควบคุมโดยยีน tdh ซึง่สวนใหญพบในสายพันธุ
ที่แยกไดจากผู ปวย  แตพบเพียงสวนนอยในสายพันธุ ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 
(Miyamoto et al., 1969)  นอกจากนี้ยังมี V. parahaemolyticus  บางสายพันธุที่แยกได
จากผูปวยไมสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณบน Wagatsuma agar ได  จาก
การศึกษาพบวา  สายพันธุดังกลาวสามารถสราง thermostable direct hemolysin – 
related hemolysin (TRH)  ซึ่งเปนปจจัยสํ าคัญในการกอโรคเชนกัน (Honda et al., 
1988)  จากการศึกษาพบวาการสราง TRH ถูกควบคุมโดยยีน trh (Nishibuchi et al.,
1989)

V. parahaemolyticus  แบงเปนซีโรทัยปตามชนิดของ O และ K antigen  
โดยแบงเปน 13 O antigen และ 71 K antigen ในอดีตที่ผานมาการกอโรคของ               
V. parahaemolyticus เกิดจากซีโรทัยปที่หลากหลาย (Suthienkul et al, 1995 ; Okuda et 
al, 1997b) แตในปค.ศ. 1996 เปนตนมามีรายงานการระบาดของ O3:K6ทั่วโลกรวมทั้ง
ประเทศไทยดวย (Okuda et al., 1997a ; CDC, 1999 ; Chiou et al., 2000 ; Vuddhakul et 
al., 2000a)  นอกจากนี้ในปค.ศ. 1998  ยังพบซีโรทัยป O4:K68 O1:KUT (untypeable) 
ระบาดรวมกับ O3:K6 ดวย  จากการศึกษาพบวา สายพันธุดังกลาวมาจากแหลงกํ าเนิด
เดียวกัน (Okuda et al., 1997a; Wong et al., 2000; Matsumoto et al., 2000) โดยมี          
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สวนของยีน toxRS ที่เหมือนกันแตตางจากยีน toxRS ของ V. parahaemolyticus        
สายพันธุที่พบกอนป ค.ศ. 1996 (Matsumoto et al., 2000) ดังนั้นการเปรียบเทียบ          
V. parahaemolyticus  สายพันธุที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมและสายพันธุที่แยกไดจากผู
ปวยจึงมีความสํ าคัญในการอธิบายถึงแหลงกํ าเนิดของ V. parahaemolyticus  สายพันธุ
ที่ระบาดไปทั่วโลกได
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1.2 บทตรวจเอกสาร
1.2.1 จีนัส Vibrio

จีนัส Vibrio จัดอยูในวงศ Vibrionaceae  ซึ่งประกอบดวย 4 จีนัส คือ 
Aeromonas  Photobacterium  Plesiomonas  และ Vibrio  เชื้อในจีนัส Vibrio มีมากกวา 
30  สปชีส  แตสปชีสที่ทํ าใหเกิดโรคในคนมี 12 สปชีส คือ  V. cholerae  V. mimicus                
V. fluvialis  V. parahaemolyticus  V. alginolyticus  V. vulnificus  V. furnissii              
V. damsela  V. metschnikovii  V. hollisae  V. cincinnatiensis  และ V. carchariae 
(Farmer, 1992a)

Vibrio เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง ลักษณะเปนทอนตรงหรือโคง  
หลายสปชีสเคลื่อนที่โดยใช polar flagellum ในอาหารเหลว แตเมื่อเจริญในอาหารแข็ง
สามารถสราง peritrichous flagellaได  เชื้อในจีนัส Vibrio ไมสรางสปอร  เจริญไดทั้ง
ในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe)  ใชสารอินทรียเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน พบทั่วไปทั้งในนํ้ าจืดและนํ้ าเค็ม  เจริญไดที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส  สปชีสที่ทํ าใหเกิดโรคในคนเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  สวน
ใหญไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 10-15 องศาเซลเซียส   สามารถเผาผลาญอาหารได
โดยใชขบวนการหายใจและขบวนการหมัก   เชื้อสามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีเกลือ
โซเดียมคลอไรด (halophile) โดยสปชีสที่กอใหเกิดโรคในคนตองการเกลือโซเดียม
คลอไรดที่ความเขมขน 1-3 %  Vibrio สามารถหมักนํ้ าตาลกลูโคสใหกรดแตไมใหแกส  
โดยทั่วไปสามารถสราง indole  catalase  และ oxidase สามารถยอยไนเตรทเปนไน
ไตรทได  สามารถสรางเอนไซมหลั่งออกภายนอกเซลล (exoenzyme) ไดแก protease 
amylase lipase lecitinase DNAase และ chitinase เชื้อในจีนัส Vibrio มีความใกลเคียง
กบัแบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae ซึ่งใหผล oxidase เปนลบ จากการศึกษาทาง       
ชวีโมเลกุลพบวา Vibrio ที่ทํ าใหเกิดโรคในคนมีปริมาณ Guanine รวมกับ cytosine (คา 
G+C content)  ของดีเอ็นเอ เทากับ 39-51 mol %  (Lee , 1990)
                  1.2.1.1  การเพาะแยกเชื้อ

เชื้อในจีนัส Vibrio สามารถเจริญบน nutrient agar ที่มีเกลือ 0.5% โดย
ทัว่ไปโคโลนีมีลักษณะ กลมนูน  ขอบเรียบ  สีครีม  ขนาดเสนผาศูนยกลาง  2-5   
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มิลลิเมตร  แตบางสปชีส เชน V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus  โคโลนีมี
ลกัษณะแผ (swarm) Vibrio สวนใหญมีคุณสมบัติทนตอเกลือนํ้ าดีและ pH สูงได มี
ความสามารถในการใช tellurite thiosulphate และ citrate จึงมีการนํ าสารตางๆเหลานี้
ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อเตรียมเปน selective media  นอกจากนี้ยังใชนํ้ าตาลซูโครส 
แมนโนส หรือ คารโบไฮเดรต เปนดัชนีบงชี้ในการแยกความแตกตางของเชื้อ      
อาหารเลี้ยงเชื้อบางชนิดมีการใส polymyxin B ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อคัดเลือกเชื้อ           
V. parahaemolyticus หรือแยกเชื้อ V. cholerae El Tor ออกจาก V. cholerae Classical  
เนื่องจาก V. cholerae Classical มีความไวตอ polymyxin B อาหารเลี้ยงเชื้อสํ าหรับจีนัส 
Vibrio ทีน่ิยมใชกันอยางแพรหลาย คือ thiosulphate citrate bile-salt sucrose (TCBS) 
agar ซึ่งสามารถแยกเชื้อตามคุณสมบัติการหมักนํ้ าตาลซูโครสไดเปน 2 กลุมคือ กลุมที่
สามารถหมักนํ้ าตาลซูโครสโคโลนีจะมีสีเหลือง ไดแก V. cincinnatiensis V. cholerae 
V. alginolyticus   V. fluvialis  V. furnissii  V. metschnikovii  และ  V. carchariae สวน
กลุมที่ไมสามารถหมักนํ้ าตาลซูโครส โคโลนีจะมีสีเขียว    ไดแก V. parahaemolyticus 
V. mimicus V. damsela และ V. vulnificus  เชื้อในจีนัส Vibrio สวนใหญสามารถเจริญ
ไดบน MacConkey’s bile-salt agar และสามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอื่นที่
ใชในการแยกเชื้อกอโรคในลํ าไส แต V. hollisae เปนสปชีสเดียวที่ไมสามารถเจริญบน 
TCBS หรอื selective media อ่ืน  แตสามารถแยกเชื้อ  V. hollisae จากอุจจาระบน blood 
agar หรอื marine agar เทานั้น (Hickman et al., 1982)

1.2.1.2  การกอโรค
Vibrio ทีแ่พรกระจายอยูในธรรมชาติสวนใหญกอใหเกิดการติดเชื้อภาย

ในลํ าไส (intestinal infection) โดยมีสาเหตุมาจากการรับประทานอาหารทะเลที่        
ปนเปอนเชื้อ  ทํ าใหเกิดโรคลํ าไสอักเสบ (gastroenteritis) ผูปวยมีอาการ ปวดทอง ทอง
เสีย คลื่นไส อาเจียน มีไข อุจจาระอาจมีมูกเลือดปน  การติดเชื้อภายในลํ าไสที่รูจักกันดี
คือการติดเชื้อจาก V. cholerae เนื่องจากมีความรุนแรงสูงทํ าใหผูติดเชื้อถายเหลวเปนนํ้ า
ซาวขาว  ( rice water stool) V. parahaemolyticus  เปนสาเหตุสํ าคัญทํ าใหเกิดโรคลํ าไส
อักเสบชนิดรุนแรงแตผูปวยสามารถหายไดเอง  นอกจากนี้ยังมีรายงานวา     V.  fluvialis  
V. hollisae  V. mimicus  และ  V. vulnificus ทํ าใหเกิดอาการทองเสียได  นอกจากนี้
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บางสปชีส ยังกอใหเกิดการติดเชื้อภายนอกลํ าไส (extraintestinal infection) เชน การติด
เชื้อทางบาดแผล การติดเชื้อในหู และการติดเชื้อในกระแสโลหิต ยกตัวอยางไดแก  V. 
cholerae  V. mimicus  V. parahaemolyticus  V. alginolyticus       V. vulnificus V. 
damsela  V. metschnikovii  V. hollisae  V. cincinnatiensis  และ V. carchariae  (ตาราง
ที ่ 1.1) ปจจัยกอโรค ของเชื้อ  Vibrio มีหลายชนิด ไดแก protease   siderophore  
adhesion factor haemagglutinin  enterotoxin  cytotoxin  และ hemolysin  โดย 
haemolysin เปนปจจัยกอโรคที่สํ าคัญใน Vibrio หลายสปชีสไดแก  V. cholerae          
V. mimicus  V. parahaemolyticus V. hollisae V. vulnificus V. damsela (Alouf and 
Freer, 1999)

ตารางที่ 1.1 อาการทางคลีนิคที่เกิดจากการติดเชื้อในจีนัส Vibrio
อาการทางคลีนิค

สปชีส ลํ าไสอักเสบ ติดเชื้อทางบาดแผล ติดเชื้อในหู ติดเชื้อในกระแสโลหิต
V. cholerae O1
V. cholerae non-O1
V. mimicus
V. fluvialis
V. parahaemolyticus
V. alginolyticus
V. cincinnatensis
V. hollisae
V. vulnificus
V. furnissii
V. damsela
V. metschnikovii
V. carchariae
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+++  =  มกีารรายงานบอยครั้ง   ++ =  มีการรายงานนอยครั้ง (6-100 ครั้ง)
+  = มกีารรายงานนอยมาก (1-5 ครั้ง)  (+) = มีอาการทางคลีนิคไมชัดเจน
(ที่มา : http:// Seafood.ucdavis.edu/haccp/compendium/chapt20.htm)
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Vibrio สามารถพบไดในนํ้ าทะเลทั่วโลก และปนเปอนในสัตวทะเล  ใน
ประเทศไตหวันไดมีการศึกษาการแยกเชื้อ Vibrio จากอาหารทะเลพบ   V. alginolyticus 
V. cholerae V. parahaemolyticus  V. fluvialis  V. mimicus  Aeromonas caviae             
A. hydrophila และ A. sobria (Wong et al., 1992) ในประเทศฮองกงไดมีการศึกษาแยก
เชื้อ  V. parahaemolyticus  และ Vibrio อ่ืนๆ จากอาหารทะเลที่จํ าหนายในตลาด พบวา 
สามารถแยกเชื้อ V. alginolyticus ไดมากที่สุด รองลงมาคือ   V. parahaemolyticus        
V. harveyi  V. fluvialis  V. vulnificus   V. pelagius  V. compbellii   V. spendidus  และ
V. marius ตามลํ าดับ (Chan et al., 1989) ในประเทศอิตาลี  Baffone และคณะ (2000) 
ไดตรวจแยกเชื้อ Vibrio ในอาหารทะเลจากทะเล Adriatic พบเชื้อ V. alginolyticus 
(81.48%) มากที่สุด รองลงมาคือ V. parahaemolyticus (14.8%) และ V. cholerae non-
O1 (3.7%) และไดทํ าการศึกษา   กุงทะเลสดแชแข็ง  พบวา 30 % ของจํ านวนตัวอยาง
ทั้งหมด 129 ตัวอยาง มีเชื้อ  V. parahaemolyticus  V. vulnificus  V. metschnikovii       
V. cholerae non-O1 และ V. fluvialis จากการศึกษาของ Lowy และคณะ (1989) ที่
ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวา 100 % ของจํ านวนหอยนางรมดิบปนเปอนดวยเชื้อ         
V. parahaemolyticus และ 67% ปนเปอนดวย V. vulnificus และจากการศึกษาการ
กระจายของเชื้อ Vibrio ในหอยนางรมจากชายฝงทะเลประเทศบราซิล พบเชื้อ             
V. alginolyticus (81%)  V. parahaemolyticus (77%) V. cholerae non-O1 (37%)          
V. fluvialis (27%)  V. furnissii (19%) V. vulnificus (12%)  และ V. mimicus (12%) 
(Oliver and Kaper, 1997)  การกอโรคลํ าไสอักเสบของ Vibrio เกิดจากการรับประทาน
อาหารทะเลดิบ หรือปรุงแบบสุกๆดิบๆ นอกจากนี้ นํ้ าที่ปนเปอนยังเปนสาเหตุสํ าคัญ
ในการติดเชื้อ V. cholerae (Lee, 1990) จากการศึกษา Vibrio ในหอยและนํ้ าทะเลใน
ประเทศฝรั่งเศส ระหวางเดือน กรกฏาคม–กันยายน   ปค.ศ. 1999 จํ านวน 189  ตัวอยาง 
พบ  V. alginolyticus มากที่สุด  99 ตัวอยาง   รองลงมาคือ V. parahaemolyticus  41       
ตัวอยาง V. vulnificus 20 ตัวอยาง และ  V.  cholerae non-O1/non-O139 3 ตัวอยาง 
(Hervio-Health et al., 2002)  และจากการศึกษา Vibrio ในประเทศออสเตรเลีย สามารถ
แยกเชื้อ Vibrio ไดจาก นํ้ า ตะกอน พืช และอุจจาระ จากแถบชายฝงแมนํ้ า 8 แหง       
ในภาคตะวันออกเฉียงใตของรัฐควีนแลนดพบเชื้อสวนใหญเปน V. cholerae              
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V. fluvialis และ Aeromonas spp. (Myatt and Davis,1989) ในประเทศสหรัฐอเมริกา
ระหวางป ค.ศ. 1981-1994 มีรายงานการติดเชื้อ Vibrio ในรัฐฟลอริดาสูงมาก ซึ่งสวน
ใหญเกิดจากเชื้อ  V. parahaemolyticus  รองลงมาคือ V. vulnificus  V. cholerae non-O1  
V. hollisae V. alginolyticus V. fluvialis และ V. mimicus (Hlady, 1997) การติดเชื้อ 
Vibrio สวนใหญเกิดจากการรับประทานอาหารทะเลดิบ  โดยป ค.ศ. 1988-1997 ในรัฐ
แถบชายฝงทะเลจํ านวน 4 รัฐคือ Alabama, Florida,  Lousiana  และ Texas  มีผูปวย    
ลํ าไสอักเสบอันเนื่องมาจากเชื้อ Vibrio จํ านวน  236  คน (53%) จากจํ านวนผูปวย      
ทั้งหมด 445 คน โดยมีสาเหตุมาจากการรับประทานหอยนางรมดิบ (Altekruse et al.,
2000)

ในประเทศไทยระหวางปค.ศ. 1980-1981 พบผูปวย 660 ราย มีอาการทอง
รวง ซึ่งเกิดจากการติดเชื้อ Shigella 27 % V. parahaemolyticus 19% E. coli 5% 
Salmonella spp. 3%  V. cholerae non-O1 3%  Campylobacter jejuni 1% และ Vibrio 
อ่ืนๆ นอยกวา 1%  (Echeverria et al., 1983) และไดมีการศึกษาแยกเชื้อ Vibrio จาก
เลือดของผูปวยที่เขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลศิริราชระวางเดือน มกราคม ค.ศ. 
1983 – มนีาคม ค.ศ. 1988 พบ V. cholerae non-O1 13 สายพันธุ V. vulnificus 3         
สายพันธุ และ Vibrio สปชีสอ่ืน อีก 10 สายพันธุ โดยผูปวยสวนใหญเปนชายมีประวัติ
การเปนโรคตับแข็ง ผูปวยมีอาการ ปวดเกร็งในชองทอง ทองเสีย เยื่อบุทองอักเสบ ช็อค 
และมีบาดแผลที่ผิวหนัง ผูปวยบางรายมีประวัติการรับประทานอาหารทะเลหรือสัมผัส
กับนํ้ าทะเลกอนที่จะเกิดอาการดังกลาว 50 % ของผูปวยเสียชีวิตถึงแมจะไดรับการ
รกัษาโดยใชยาปฏิชีวนะ (Thamlikitkul, 1990) ในป ค.ศ. 1999 มีรายงานการตรวจแยก
เชื้อ  V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลสงออกจํ านวน 686 ตัวอยาง ซึ่งมาจากฮองกง         
อินโดนีเซีย ไทย และเวียดนาม พบ  V. parahaemolyticus สูงถึง 45.9% โดยสวนใหญ
พบเชื้อในตัวอยางที่มาจากฮองกงและประเทศไทยสูงกวาตัวอยางที่มาจากอินโดนีเซีย
และเวียดนามมาก  ซึ่งตัวอยางที่พบสวนใหญเปน กุง ปู ปลา และหอย (Wong et al., 
1999) และในเดือนมิถุนายนป ค.ศ. 1998 ไดมีการระบาดของโรคอาหารเปนพิษใน   
โรงเรียนกินนอนในประเทศไทย  จากการตรวจแยกเชื้อในลูกชิ้นปลา นํ้ า และอุปกรณ
การปรุงอาหารเพื่อหาสาเหตุของโรค พบ V. parahaemolyticus จากลูกชิ้นปลาเปน 
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สาเหตุของการระบาดดังกลาว (Tangkanakul et al, 2000)  นอกจากนี้ในเดือนธันวาคม
ป 1998 ถึง มกราคม ป ค.ศ. 1999 ไดมีการตรวจแยกเชื้อ V. parahaemolyticus           
จากอาหารทะเลสดที่จํ าหนายในตลาดสดในอํ าเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา จํ านวน 114               
ตัวอยาง แบงเปน  หอย 54 ตัวอยาง กุง 30 ตัวอยางและปลา 30 ตัวอยาง พบเชื้อ                         
V. parahaemolyticus จากหอย 51 ตัวอยาง (94%) กุง 25 ตัวอยาง (83%)  และปลา 22 
ตัวอยาง (73%) โดยพบเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีนสรางสารพิษในตัว
อยางหอย 1 ตัวอยาง (Vuddhakul et al., 2000a)

1.2.2    V.  parahaemolyticus
V. parahaemolyticus  ถกูพบครั้งแรกโดย  Fujino และ คณะ ในป ค.ศ. 

1950 โดยขณะนั้นเชื้อดังกลาวเปนสาเหตุของการระบาดของโรคอาหารเปนพิษในเมือง
โอซากา ประเทศญี่ปุน  มีผูปวยที่แสดงอาการกระเพาะและลํ าไสอักเสบอยางรุนแรง
จํ านวน 272 ราย  และเสียชีวิต 20 ราย  เนื่องจากการรับประทานชิราสุ ซึ่งเปนปลา
ซารดีน (Engraulis  japonica Hottuyn) ตวัเล็กกึ่งตากแหง โดยผูปวยสวนใหญมีระยะ
ฟกตัวของโรค 2-6 ชั่วโมง  อาการโดยทั่วไปประกอบดวย ปวดเกร็งในชองทอง 
อาเจียน ถายเหลวเปนนํ้ า  แตบางรายอุจจาระอาจมีมูกเลือดปน  ปวดศีรษะ หนาวสั่น  
Fujino ตั้งชื่อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุวา Pasteurella parahaemolytica ตอมาในป ค.ศ. 
1953 ไดมีการศึกษาลักษณะของเชื้อพบวาเปนแบคทีเรียที่มีรูปรางเปนทอนปลายมน
ยาว 1-3  µm หมกันํ้ าตาล glucose ใหกรดแตไมใหแกส เคลื่อนที่ไดโดยใช single polar 
flagellum ใหผลบวกในการทดสอบ indole และในป ค.ศ. 1955  Takikawa พบวา       
P. parahaemolytica เปนแบคทีเรียที่ตองการเกลือในการเจริญเติบโต (halophile) 
สามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 3% ในป ค.ศ. 1963 Sakazaki 
และคณะ ไดศึกษาลักษณะรูปราง การเพาะเลี้ยงเชื้อ และลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อ     
P. parahaemolyticus จึงเปลี่ยนจากจีนัส Pasteurella เปนจีนัส Vibrio (Miwatani and 
Takeda, 1976)

ในประเทศญี่ปุนพบ V. parahaemolyticus เปนสาเหตุสํ าคัญของโรคอาหาร
เปนพิษ ในป ค.ศ. 1961-1974 มีผูปวยจากเชื้อ V. parahaemolyticus ประมาณ  50-70%  



9

ของจํ านวนผูปวยทั้งหมดที่เกิดโรคอาหารเปนพิษจากเชื้อแบคทีเรีย (Miwatani and 
Takeda, 1976) และเชนเดียวกันในป ค.ศ. 1987-1996 พบผูปวยจากเชื้อ                        
V. parahaemolyticus ประมาณ 70% ของจํ านวนผูปวยทั้งหมดที่เกิดโรคอาหารเปนพิษ
จากเชื้อแบคทีเรีย (http:// www.fao.org/DOOREP/003/XO465E00.HTM) ซึ่งสาเหตุเกิด
จากการติดเชื้อจากอาหารทะเลโดยตรงและโดยออม การติดเชื้อโดยตรงเกิดจาก      
วัฒนธรรมการรับประทานอาหารแบบดิบ สวนการติดเชื้อโดยออมเกิดจากการปนเปอน
ของอาหารภายหลังการปรุง (Farmer et al., 1985)

ในสหรัฐอเมริกา การระบาดของเชื้อ V. parahaemolyticus ครั้งสํ าคัญครั้ง
แรกเกิดในรัฐ Maryland ป ค.ศ. 1971 ทํ าใหมีผูปวย 320 ราย ซึ่งสาเหตุเกิดจากการรับ
ประทานปูนึ่ง  และตอมาเกิดการระบาดขึ้นตลอดชายฝงของสหรัฐอเมริกาและเกาะ
ฮาวาย  การระบาดครั้งใหญที่สุดเกิดในชวงหนารอนป ค.ศ. 1978 มีผูปวย 1,133 ราย
จากทั้งหมด 1,700 ราย ที่รับประทานกุงตมเปนอาหารเย็นใน Port Allen La. จากการ
ตรวจแยกเชื้อจากอุจจาระของผูปวยพบวาเปน V. parahaemolyticus สายพันธุ KP+ 

(Oliver and Kaper, 1997) และในป ค.ศ. 1988-1997 พบวา V. parahaemolyticus เปน
สาเหตุของการเกิดโรคลํ าไสอักเสบ 59%  การติดเชื้อในบาดแผล 34% ติดเชื้อในกระแส
โลหิต5% และติดเชื้อบริเวณอื่น 2%  ซึ่งสาเหตุหลักในการติดเชื้อสวนใหญเกิดจากการ
รับประทานหอยนางรมดิบ โดยพบวา 88% ของผูปวยที่มีอาการลํ าไสอักเสบจากการติด
เชื้อ V. parahaemolyticus และ 91% ของผูปวยที่มีอาการติดเชื้อในกระแสโลหิต           
มีประวัติการรับประทานหอยนางรมดิบกอนเกิดอาการ (Daniels et al., 2000) และจาก
การศึกษาพบวาปริมาณเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลที่กอใหเกิดโรค
(infective dose) เทากับ 105-107 เซลล (Sanyal et al., 1974)

สํ าหรับในประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อ V. parahaemolyticus          
ครั้งแรกในปค.ศ. 1970  ครั้งนั้น V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียกอโรคอุจจาระรวง
สูงถึงรอยละ 25 ของสาเหตุทั้งหมด ซึ่งสูงกวา Salmonella และ Shigella (อรษา         
สุตเธียรกุล, 2541) และจากรายงานการสํ ารวจ V. parahaemolyticus ในผูปวย            
โรงพยาบาลโรคติดตอ กรมควบคุมโรคติดตอ ระหวางเดือน พฤศจิกายน ค.ศ. 1970 – 
มถินุายน ค.ศ. 1973 มีผูปวย 2.9 - 22.6%  และในปค.ศ. 1978 Maruyama และคณะ      
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พบวาสาเหตุของการเกิดโรคอุจจาระรวงในจังหวัดจันทบุรี มีสาเหตุมาจาก                        
V. parahaemolyticus 39.9% จากการศึกษาอุบัติการของโรครวมกับชนิดของอาหาร     
ที่รับประทานพบวา สาเหตุเกิดจากการรับประทานปูแสม (ปูเค็ม) ปลาทะเล กุงทะเล    
ลกูชิ้นปลาทะเล และหอยแมงภู (บุญเยี่ยม เกียรติวุฒิ และคณะ, 2527) อยางไรก็ตามการ
ศึกษาการระบาดของ V. parahaemolyticus ในผูปวยที่เขารับการรักษาในโรงพยาบาล   
บํ าราศนราดูร จังหวัดนนทบุรี ระหวางป ค.ศ. 1990-1991 พบวาอัตราการปวยซึ่งมี
สาเหตุจาก V. parahaemolyticus ลดลงเหลือไมถึงรอยละ 10  แตจากรายงานการ       
เฝาระวังทางหองปฏิบัติการของเชื้อแบคทีเรียที่ทํ าใหเกิดโรคในลํ าไสผูปวยจังหวัด
อุบลราชธานี เดือนเมษายน ค.ศ. 2000 - มีนาคม ค.ศ. 2001  พบการระบาดของโรค     
ลํ าไสอักเสบในจังหวัดอุบลราชธานีมีสาเหตุมาจาก V. parahaemolyticus สงูถึง 49%  
การเกิดโรคพบในผูปวยทุกกลุมอายุ พบมากในเดือนกรกฎาคม และกระจายในทุกเดือน
(http://www.moph.go.th/ops/epi/Known/lab.html) จากการสํ ารวจผูที่มีสุขภาพสมบูรณจํ านวน 
450 คน  พบ 3.8% (17 คน) เปนพาหะของเชื้อ V. parahaemolyticus และมีผูปวย 3 ราย 
ที่มีอาการทองเดินไมรุนแรง (บุญเยี่ยม เกียรติวุฒิ และคณะ, 2527) ดังนั้นถาบุคคลเหลา
นี้เปนผูประกอบอาหารอาจเปนพาหะทํ าใหเกิดการระบาดของเชื้อได

1.2.2.1  ลักษณะและคุณสมบัติทั่วไป
V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียกแกรมลบรูปแทง ลักษณะเปนทอน

ตรงหรือโคงเล็กนอยขนาด 0.5-0.8x1.4-2.6 µm สามารถเจริญไดในสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ไมสรางสปอร มีแคปซูล เมื่ออยูในอาหารเหลวเคลื่อนที่
ดวย single polar flagellum แตเมื่อเจริญในอาหารแข็งสามารถสราง peritrichous 
flagella เพื่อใชในการเคลื่อนที่ สามารถใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
(chemoorganotroph) V. parahaemolyticus สามารถสรางเอนไซม catalase และ oxidase 
ได ไมสามารถหมักนํ้ าตาล sucrose แตหมักนํ้ าตาล glucose ใหกรดแตไมใหแกส  ดัง
นั้นลักษณะโคโลนีบนอาหาร TCBS จึงมีสีเขียวอมนํ้ าเงินขนาดเสนผานศูนยกลาง 2-3 
มิลลิเมตร V. parahaemolyticus สามารถหมักนํ้ าตาล mannitol และ mannose แตไม
สามารถหมัก salicin และ cellubiose สามารถเปลี่ยน tryptophan เปน indole

http://www.moph.go.th/ops/epi/Known/lab.html
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     การศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการเจริญของเชื้อ V. parahaemolyticus พบวา 
เชื้อ V. parahaemolyticus เจริญไดที่อุณหภูมิระหวาง 15-42 องศาเซลเซียส (mesophile)  
อุณหภูมิตํ่ าสุดที่สามารถเจริญไดคือ 5 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดที่สามารถ
เจริญไดคือ 44 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยูระหวาง 30-35 
องศาเซลเซียส V. parahaemolyticus สามารถเจริญไดที่ pH คอนขางกวางคือ 4.8-11 แต 
pH ทีเ่หมาะสมในการเจริญอยูในชวง 7.6-8.6 นอกจากนี้ โซเดียมคลอไรด ก็เปนปจจัย
สํ าคัญในการเจริญของเชื้อ  ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่เชื้อสามารถเจริญไดอยู
ในชวง 0.5-8% ความเขมขนที่เหมาะสมคือ 2-3% เมื่อเชื้อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
peptone water ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะมี generation time สั้นประมาณ 11 นาที 
(Lee, 1990)

ในธรรมชาติพบวาที่อุณหภูมิตํ่ ากวา 10 องศาเซลเซียส เชื้อไมสามารถเจริญ
ได  มีการศึกษาเลี้ยงเชื้อในนํ้ าทะเลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา เชื้อไมสามารถ
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ heart infusion agar และ TCBS แตเชื้อยังมีขบวนการ 
metabolism และ เซลลเมมเบรนยังมีสภาพสมบูรณ แตมีการเปลี่ยนลักษณะรูปรางของ
เซลลจากรูปแทงเปนรูปกลม แตเชื้อบางสายพันธุสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อดัง
กลาวไดหากมีการเพิ่มอุณหภูมิของนํ้ าทะเลกอนการเพาะเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
(Johnston and Brown, 2002) สวนการอยูรอดในอาหารตางๆ พบวา เมื่อนํ ากุงทั้งตัวเก็บ
ไวที่อุณหภูมิ 3, 7, 10 หรือ –18 องศาเซลเซียส ปริมาณ V. parahaemolyticus จะลดลง 
แตยังมีชีวิตอยูได 8 วัน ในหอยนางรมที่วางบนชั้นจํ าหนายอาหารอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เชื้อสามารถมีชีวิตอยูได อยางนอย 3 อาทิตย และสามารถเพิ่มจํ านวนไดเมื่อ
นํ าไปบมที่ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2-3 วัน และเชนเดียวกัน V. parahaemolyticus
ในซูริมิ (surimi) ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จะมีปริมาณ
เชื้อลดลงแตสามารถเพิ่มจํ านวนไดอีกเมื่อวางไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส   (Wong 
et al., 1994) สํ าหรับผลของความรอนตอการอยูรอดของ V. parahaemolyticus  พบวาที่
อุณหภูมิ 60 80 และ 100 องศาเซลเซียส  เวลา 1 นาที สามารถทํ าลายเชื้อจํ านวน 5x102

เซลล ได แตหากเชื้อมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น จํ าเปนตองใชเวลาในการทํ าลายเชื้อเพิ่มมาก
ข้ึน เชน ปริมาณเชื้อ 2x105 เซลล  ถูกทํ าลายดวยอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หรือ 80 
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และเชื้อสามารถถูกทํ าลายไดในนํ้ าเดือดที่เวลา 1 นาที 
(Vanderzant and Nickelson, 1972)

1.2.2.2  แหลงที่อยู
V. parahaemolyticus พบทั่วไปบริเวณชายฝงทะเลในนํ้ าทะเล ทั่วโลก ใน

ตะกอนดิน  อนุภาคแขวนลอย สัตวทะเล เชน กุง หอย ปู ปลา แพลงกตอน และสาหราย 
การกระจายตัวของเชื้อในสิ่งแวดลอมขึ้นกับฤดูกาล ในชวงฤดูรอนพบเชื้อมากกวาฤดู
หนาว จากการศึกษาปริมาณ V. parahaemolyticus ในหอยนางรมที่จํ าหนายในรานคา
ปลกีชวงป ค.ศ. 1998-1999 ในสหรัฐอเมริกาโดยวิธี Most Probable Number พบวา 
ปริมาณของ V. parahaemolyticus  เพิ่มขึ้นสูงมากในชวงฤดูรอน (Cook, et al., 2002) 
ในชวงฤดูหนาวเชื้อจะอาศัยอยูในตะกอนใตนํ้ า  เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเชื้อสามารถเพิ่ม
จํ  านวนและปนเป  อนในนํ้  าทะเลมากขึ้น  นอกจากนี้ยังสามารถพบเชื้อ                           
V. parahaemolyticus ไดในแพลงกตอนสัตว โดยเชื้อดูดซับสารไคตินบนแพลงกตอน 
เมื่อสภาวะแวดลอมเหมาะสมเชื้อจะยอยผนังเซลลของแพลงกตอน และเพิ่มจํ านวนมาก
ข้ึนในนํ้ าทะเล จากการศึกษาพบวา ไมสามารถแยกเชื้อในนํ้ าทะเลที่อุณหภูมิตํ่ ากวา 15 
องศาเซลเซียส แตสามารถแยกเชื้อจากตะกอนดินไดแมวาอุณหภูมิของตะกอนดินจะตํ่ า
กวา 10 องศาเซลเซียส  (Kaneko and Colwell, 1973)

ประเทศไทยมีอุณหภูมิตลอดปไมแตกตางกันมาก ดังนั้นการระบาดของเชื้อ
จึงพบไดทุกเดือน  แตพบผูปวยมากที่สุดในเดือนมิถุนายน และพบนอยที่สุดในเดือน
ธันวาคม จากการสํ ารวจเชื้อบริเวณชายฝงทะเลอันดามัน และอาวไทย  โดยเก็บตัวอยาง
นํ้ าทะเลทั้งหมด 234 ตัวอยาง จากระดับผิวนํ้ า  ระดับกลาง และระดับผิวดิน จากตะกอน
ดิน 78 ตัวอยาง พบวาบริเวณฝงอาวไทยตอนบนมีเชื้อมากกวาฝงทะเลอันดามัน (เกรียง
ศักดิ์ สายธนู และคณะ, 2524 )  โดยบริเวณฝงอาวไทยมีเชื้อในนํ้ าทะเล 54%  ตะกอน
ดิน 72%  ฝงทะเลอันดามันมีเชื้อในนํ้ าทะเล 8%   ตะกอนดิน 44%  ผลดังกลาวอาจเกิด
จากบริเวณฝงอาวไทยมีสภาวะที่เหมาะสมตอการกระจายของเชื้อกลาวคือเปนบริเวณที่
ประชากรหนาแนน มีสารอินทรียและสิ่งปฎิกูลจากคนและสัตวไหลจากพื้นดินสูอาว
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ไทยจํ านวนมาก จึงทํ าใหสภาวะเหมาะสมตอการเพิ่มจํ านวนและการกระจายของเชื้อ
มากกวาฝงทะเลอันดามัน (บุญเยี่ยม เกียรติวุฒิ และคณะ, 2527)

1.2.2.3  ปจจัยกอความรุนแรงของโรค
1.2.2.3.1  Thermostable direct hemolysin
แมวา V. parahaemolyticus  มแีหลงที่อยูในนํ้ าทะเลและชายฝงทะเลทั่วโลก  

แตมีเพียงบางสายพันธุเทานั้นที่กอใหเกิดโรคลํ าไสอักเสบในมนุษย  โดยสายพันธุดัง
กลาวสามารถสราง hemolysin ซึ่งทํ าใหเกิดปรากฏการณเม็ดเลือดแดงของคนหรือ
กระตายแตกแบบสมบูรณ (β-hemolysis) บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดพิเศษที่เติมเลือดชื่อ 
Wagatsuma agar ปรากฏการณดังกลาวเรียกวา Kanagawa phenomenon (KP+) ซึ่งพบ
ไดใน V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกไดจากผูปวย ประมาณ 88-96 % สวน     
สายพันธุที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมพบ KP+ เพียง 1-2 %  เทานั้น  ดังนั้น hemolysin      
ดังกลาวจึงเปนปจจัยสํ าคัญในการกอโรค ซึ่งตอมาเรียกวา thermostable direct 
hemolysin (TDH) (Miyamoto et. al., 1969) TDH จัดเปน pore-forming toxin ทํ าใหเกิด
รูบนเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดงและทํ าใหเซลลแตกในเวลาตอมา ซึ่งกลไกที่สํ าคัญอยาง
หนึ่งคือ TDH สามารถเหนี่ยวนํ าใหเกิด phosphorylation ของโปรตีนขนาด 25 kDa และ 
22.5 kDa บนเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง TDH เปนพิษตอเซลลหลายชนิดยกเวนเซลล
ของมา มีผลตอ human aniotic membrane cell (FL cell) โดยไปลดจํ านวน microvilli ที่
ผิวเซลล ทํ าใหไซโทพลาสซึมเสื่อมและนิวเคลียสแตก (Sakurai et al., 1976) เมื่อ
ทดสอบกับ human embrionic cell (Int 407) พบวาทํ าใหเกิด independent cytotoxicity 
ไปทํ าลายสวนของเยื่อหุมพลาสมา ไลโซโซม และทํ าใหเซลลเสื่อม  เมื่อทดสอบกับ rat 
crypt small intestinal cell monolayer (IEC-6) และ human colonic epithelial cell              
( CaCo-2) พบวา TDH มีฤทธิ์เหนี่ยวนํ า Ca2+  เขาเซลล ทํ าใหเกิดการหลั่งของ Cl- ไปลด
อัตราการแบงตัวของเซลลและทํ าใหโครงสรางของเซลลเปลี่ยนไป (Fabbri et al., 1999; 
Raimondi et al., 2000 ; Takahashi et al., 2000) และ ยังสามารถเหนี่ยวนํ าใหอิออนอื่นๆ 
เชน Mn2+ และ Na+ เขาเซลลไดเชนกัน นอกจากนี้ TDH ยังมีบทบาทเปน enterotoxin 
เพิ่มการซึมผานของของเหลวออกจากหลอดเลือดที่ผิวหนัง (vascular permeability) 
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(Alouf and Freer, 1999) จากการศึกษาใน  rabbit ileal loop พบวา TDH ทํ าใหเกิดการ
สะสมของนํ้ าในลํ าไส (fluid accumulation) เกิดอาการอุจจาระรวง โดยใชปริมาณ TDH 
100-500 µg ตอ loop ซึ่งสูงกวา toxin ของแบคทีเรียชนิดอื่น เชน Cholera toxin  0.2 µg 
สามารถทํ าใหเกิด fluid accumulation ได (Miyamoto et al., 1980; Honda and Iida, 
1993)

TDH เปน homodimer protein ซึ่งไมมีฟอสโฟไลปด และคารโบไฮเดรต 
มนีํ้ าหนักโมเลกุล 42 kDa ประกอบดวยโปรตีน 2 ยูนิตที่เหมือนกัน โดยแตละยูนิตมี
ขนาด 21 kDa แตละสายของเปปไทดประกอบดวยกรดอะมิโน 165 ตัว TDH มีคุณ
สมบัติทนความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ที่ pH 6.0  และไวตอ trypsin 
(Miyamoto et al., 1980) และควบคุมการสรางโดยยีน tdh จากการหาลํ าดับ                
นิวคลีโอไทดของยีน tdh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุตางๆ พบ tdh1-tdh5 tdhA 
tdhS tdhX  tdh/I และtdh/II มีลํ าดับนิวคลีโอไทดเหมือนกันมากกวา 97% ดังนั้นยีน tdh
ทั้งหมดจึงนาจะเปนยีนกลุมเดียวกัน (Iida and Yamamoto, 1990; Yoh et al., 1991; 
Nagayama et al.,1995; Nishibuchi and Kaper, 1995;) ซึ่งยีน tdh สวนใหญอยูบน
โครโมโซม ยกเวน tdh4 อยู บนพลาสมิด (Nishibuchi and Kaper, 1990)                        
V. parahaemolyticus สายพันธุ KP+ มียีน tdh 2 ชุด จากการศึกษาพบวาเชื้อที่แยกไดจาก
ผูปวย 81% มียีน tdh 2 ชดุ (Iida et al., 1998) สวนสายพันธุ KP-  มียีน tdh เพียงชุดเดียว
ทํ าใหมีการแสดงออกของยีนตํ่ าจึงไมเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma 
agar หรอืเกิดการยอยสลายแบบ weak hemolysis ยีนที่มีความสํ าคัญในการทํ าใหเกิด
ปรากฏการณ Kanagawa phenomenon คือ tdh2 (Nishibuchi and Kaper, 1990; 
Nishibuchi, et al., 1991) จากการศึกษาการทํ าใหเกิดการกลายพันธุโดยทํ าใหยีน tdh1
หรือ tdh2 บกพรอง พบวา tdh1 สามารถผลิต TDH ไดเพียง 0.5-9.4% ในขณะที่ tdh2 
ผลิต TDH ไดมากกวา 90% ของปริมาณ TDH ทั้งหมดที่ผลิตจาก V. parahaemolyticus
สายพันธุที่มีทั้ง 2 ยีน (Nishibuchi, et al., 1991)  นอกจากนี้ V. parahaemolyticus ยังมี
ผลทํ าใหสัตวทดลองตาย (lethal activity) Honda และคณะ (1976a) พบวา เมื่อฉีด TDH 
ใหหนูจะทํ าใหหนูเคลื่อนที่ชาลง เปนตะคริว และมีผลตอหัวใจทํ าใหหนูตาย จากการ
ฉีด TDH ปริมาณ 5 กรัมเขาใตผิวหนังทํ าใหหนูตายภายใน 1 นาที เมื่อฉีดปริมาณ 1 
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ไมโครกรัมจะทํ าใหหนูตายภายใน 20 นาที และเมื่อฉีดเขาชองทองของหนู ผลของ 
TDH จะดอยกวาการฉีดเขาใตผิวหนังแตสามารถทํ าใหหนูตายไดเชนกัน (Honda et. al., 
1976b)

นอกจากพบยีน tdh ใน V. parahaemolyticus แลวยังพบใน V. hollisae ทุก
สายพันธุที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม (Nishibuchi et al., 1986; Nishibuchi et al.,
1988) และพบใน V. mimicus และ V. cholerae non-O1 บางสายพันธุที่แยกไดจาก              
ผูปวย (Nishibuchi and Kaper, 1995) โดยมีความคลายคลึงกับยีน tdh ของ                    
V. parahaemolyticus จากการศึกษาโดยใช DNA probe ซึ่งมีความจํ าเพาะกับยีน tdh
ของ V. parahaemolyticus ตรวจจับ DNA ของ V. hollisae โดยการทํ า DNA colony 
hybridization พบวาใหผลบวก (Nishibuchi et al., 1986; Nishibuchi et al., 1988) ตอมา
มีการศึกษาลํ าดับนิวคลีโอไทดพบวา ยีน tdh ของ V. parahaemolyticus คลายกับยีน tdh 
ของ V. hollisae, V. cholerae non-O1 และ V. mimicus  93.3%  97.0% และ 98.6% ตาม
ลํ าดับ (Baba et al., 1991; Yamasaki et al.,1991; Nishibuchi and Kaper, 1995)  ดังนั้น
จึงเปนไปไดวามีการถายทอดยีน tdh ระหวางกลุมของ Vibrio ดวยกัน ซึ่งการถายทอด
ยีน tdh อาจจะผานทาง transposition หรือ transduction เนื่องจากตรวจพบโครงสราง 
insertion sequence-like element ขนาบขางยีน tdh (Terai et al., 1991) และยีนของ 
bacteriophage บนโครโมโซมของ  V. parahaemolyticus (Taniguchi  et al., 1984)

1.2.2.3.2  Thermostable direct hemolysin-related hemolysin
ป ค .ศ. 1 9 8 5  พบการระบาดของโรคลํ าไสอักเสบเนื่องจากเชื้อ                           

V. parahaemolyticus ในเกาะ Maldive จากการแยกเชื้อในผูปวย 51 ราย พบวา เชื้อที่
แยกไดจากผูปวย 12 ราย (24%)  เปนสายพันธุ KP-  และใหผลลบจากการทํ า colony 
hybridization โดยใชยีน tdh probe เปนตัวตรวจจับ (Honda et al., 1987)  จากการศึกษา
ตอมาพบวาสายพันธุดังกลาวสามารถผลิต hemolysin ชนิดใหมชื่อวา thermostable 
direct hemolysin-related hemolysin (TRH) เมื่อศึกษาฤทธิ์ของ TRH พบวามีความ
คลายคลึงกับ TDH โดยสามารถทํ าใหเม็ดเลือดแดงของสัตวบางชนิดแตก ทํ าใหสัตว
ทดลองตาย (Honda et al., 1988) มีผลตอกลามเนื้อหัวใจ เพิ่มการซึมผานของของเหลว
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บริเวณผิวหนัง และทํ าใหเกิดการสะสมของนํ้ าในลํ าไส (Honda et al., 1990; Ming et 
al., 1994)

TRH เปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 189 ตัว  มีนํ้ าหนักโมเลกุล 
48 kDa ประกอบดวย 2 ยูนิตที่เหมือนกัน แตละยูนิตมีขนาด 23 kDa ไมทนความรอนที่ 
60 องศาเซลเซียส 10 นาที  ควบคุมการสรางโดยยีน trh ซึ่งมีลํ าดับนิวคลีโอไทดเหมือน
กับยีน tdh1 68.4%  และ tdh2 68.6% (Nishibuchi et al., 1989) ยีน trh แบงเปน 2 ชนิด 
คือ trh1 และ trh2  ซึง่มีลํ าดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 84% hemolysin ซึ่งควบคุมการ
สรางโดยยีน trh1 มีแอนติเจนบางสวนรวมกับ hemolysin ที่ควบคุมการสรางโดยยีน 
trh2 แตไมเหมือนกัน  trh1 ทํ าใหเม็ดเลือดแดงของคน กระตาย แกะ และวัวแตก  ใน
ขณะที่ trh2 ทํ าใหเม็ดเลือดแดงของคนและกระตายแตกเทานั้น และแตกในระดับที่ตํ่ า
กวา trh1 (Kishishita et al., 1992)  ไดมีการศึกษาการกระจายของยีน tdh  trh1และ trh2
ใน V. parahaemolyticus 285 สายพันธุ ที่แยกจากผูปวยและสิ่งแวดลอม โดยวิธี colony 
hybridization พบวา สายพันธุที่แยกไดจากผูปวย 112 สายพันธุ มี tdh อยางเดียว 17 สาย
พันธุมี trh1 อยางเดียว 35 สายพันธุมี trh2 อยางเดียว 22 สายพันธุมีทั้ง tdh และ trh1  2 
สายพันธุมีทั้ง tdh1 และ trh2 และ 26 สายพันธุตรวจไมพบ ทั้ง 3 ยีน  สวนสายพันธุที่
แยกจากสิ่งแวดลอม 5 สายพันธุตรวจพบ trh2 ทํ าใหสรุปไดวายีน tdh  trh1 และ trh2
เปนปจจัยสํ าคัญในการกอโรคของ V. parahaemolyticus (Kishishita et al., 1992)

ความสัมพันธระหวางการมียีน trh และการสรางเอนไซม urease ใน          
V. parahaemolyticus จากการศึกษาพบวาโดยทั่วไป V. parahaemolyticus ไมสามารถ
สรางเอนไซม urease ไดแตมีการตรวจพบ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยและ 
สิง่แวดลอมใน Pacific North West และ Willapa Bay, Washigton สามารถสราง
เอนไซม urease ไดแตใหผล KP เปนลบ (Kelly and Stroh, 1989; Kaysner et al., 1990) 
ซึ่งภายหลังพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน trh สามารถสรางเอนไซม 
urease ได จากการศึกษา V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยจํ านวน 489 สายพันธุ 
จากโรงพยาบาลบํ าราศนราดูร ในปค.ศ. 1990-1991 พบวา V. parahaemolyticus  
จํ านวน 8% สามารถสรางเอนไซม urease และทุกสายพันธุที่สรางเอนไซม urease จะมี
ยีน trh ในทางกลับกันสายพันธุที่ไมสรางเอนไซม urease จะไมมียีน trh (Suthienkul et 
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al., 1995) สวนเชื้อที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมในนํ้ าทะเลอันดามัน ใหผลเชนเดียวกันคือ 
เชื้อที่สามารถสรางเอนไซม urease จะมียีน trh  สวนเชื้อที่ไมสรางเอนไซม urease  จะ
ไมมียีน trh (Ghosh and Sehgal, 1998) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Okuda และคณะ 
(1997b) ไดทํ าการศึกษาตรวจหายีน tdh และ trh ใน V. parahaemolyticus  สายพันธุที่
สรางเอนไซม urease จํ านวน 60 สายพันธุ ซึ่งเปนสายพันธุที่กอใหเกิดโรคพบวา 98%          
มียีน  trh และ 54% มียีน tdh จากงานวิจัยทั้งหมดดังกลาวจึงเปนที่ยอมรับวามีความ
สัมพันธกันอยางมากระหวางคุณสมบัติการสรางเอนไซม urease และการมียีน trh ใน 
V. parahaemolyticus โดยสายพันธุที่มียีน trh สามารถสรางเอนไซม urease เสมอ  แต
สายพันธุที่ไมมียีน trh ไมสามารถสรางเอนไซม urease ได ดังนั้นอาจกลาวไดวาการ
สรางเอนไซม urease เปนตัวบงชี้ (marker) ถึงความรุนแรงในการกอโรคของ              
V. parahaemolyticus สายพันธุที่สราง TRH ได เชนกัน ตอมาไดมีการศึกษาความ
สัมพันธระหวางยีน ure ซึ่งเปนยีนควบคุมการสรางเอนไซม urease  และยีน trh ใน      
V. parahaemolyticus โดยวิธี colony hyridization ใช ure probe และ trh probe เปน    
ตัวตรวจจับ พบวา V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุที่สรางเอนไซม urease จะสามารถ
สราง TRH แสดงวา สายพันธุที่มียีน ure จะมียีน trh อยูดวยกัน และเมื่อนํ าโครโมโซม
ของสายพันธุดังกลาวมาตัดดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ NotI และทํ า pulse field gel 
electrophoresis และ hybridize ดวย ure และ trh probe พบดีเอ็นเอเพียง 1 band           
แสดงวา ยีน  trh  และ ure  อยูในชิ้นสวนเดียวกัน (Iida  et al., 1997) และเมื่อนํ า            
V. parahaemolyticus 115 สายพันธุที่แยกจากผูปวย  ซึ่ง 81% มียีน tdh 2 ชดุ แตไมพบ
ยีน trh และ ure  7% มียีน tdh  trh และ ure แลวตัดดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ NotI แลวทํ า 
pulse field gel electrophoresis และทํ า Southern blot hyridization ดวย tdh probe trh
probe และure probe เพื่อตรวจสอบตํ าแหนงของยีนทั้งสามบนโครโมโซม พบวายีน 
tdh  ทัง้ 2 ชุด อยูบนชิ้นสวนดีเอ็นเอเดียวกัน และสายพันธุที่มียีน tdh  trh  และ ure ก็มี
ยนีทั้งสามอยูบนชิ้นสวนเดียวกัน โดยมีขนาด 40 Kb และยีน trh  และ ure อยูหางกัน 
8.5 Kb ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาตํ าแหนงของยีน tdh trh  และ ure  อยูในตํ าแหนงที่
ใกลเคียงกันบนโครโมโซมของ V. parahaemolyticus  (Iida et al., 1998)                      
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V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน tdh และ trh อยูดวยกัน จะมีการสราง TDH ตํ่ า
กวาสายพันธุที่มีเฉพาะยีน tdh อยางเดียว (Okitsu et al., 1997)

1.2.2.4 ยีน toxR
toxR  เปนยีนที่ถูกอนุรักษไว (conserved sequence) ในวงศ Vibrionaceae   

พบครั้งแรกใน V. cholerae โดยทํ าหนาที่ควบคุมการทํ างานของ cholera toxin และตอ
มาพบวาสามารถควบคุมการทํ างานของยีนอื่นๆอีกหลายชนิด เชน tcpA  gene, OmpT 
gene  และ OmpU gene (Dirita, 1992 ; Miller et al., 1987; Miller et al., 1988)  นอก
จากนี้ยังพบยีน toxR ใน V. mimicus V. alginolyticus V. fisheri                              V. 
parahaemolyticus    V. hollisae Photobacterium damselae subsp. damselae และ    P. 
damselae subsp. piscicida  (Lin et al., 1993; Reich and Schoolnik, 1994; Kim et al.,
1999; Osorio and Klose, 2000)  โดยยีน toxR ทํ าหนาที่กระตุนการถอดรหัสของยีนกอ
ความรุนแรงของโรค  โดยสรางโปรตีน ToxR ไปจับกับลํ าดับนิวคลีโอไทดของสายดี
เอ็นเอที่ตํ าแหนง upstream ของ promotor ของยีนกอความรุนแรงของโรค (Miller et 
al., 1987 ; Lin et al., 1993)  จากการศึกษาพบวา ToxR เปน integral membrane protein 
ที่มีขนาด 32 kDa ประกอบดวย 3 domain คือ N-terminal cytoplasmic DNA-binding 
domain  central transmembrane domain และ C-terminal periplasmic domain (Miller 
et al., 1987) ตอมามีการพบยีน toxS บริเวณ toxR operon  ทํ างานรวมกับ toxR ในการ
กระตุนการถอดรหัสของยีนกอความรุนแรงของโรค  ของ V. cholerae (Miller et al., 
1989)  นอกจากนี้ยังพบ toxR และ toxS  ใน V. parahaemolyticus   ท ํางานรวมกันเพื่อ
กระตุนการแสดงออกของยีน tdh2 สามารถพบยีนทั้งสองใน V. parahaemolyticus ทุก
สายพันธุทั้งในผูปวยและสิ่งแวดลอมโดยยีน toxR และtoxS ใน V. parahaemolyticus
เหมือนกับยีน toxR และ toxS  ใน  V. cholerae 52% และ  62% ตามลํ าดับ (Lin  et al.,
1993) นอกจากนี้ยังพบยีน toxR และ toxS ใน Vibrio อ่ืนๆอีกโดย  toxR และ toxS  ของ 
V. fisheri เหมือนกับ toxR และ toxS  ใน V. cholerae 43%  และ  42% ตามลํ าดับ (Reich 
and Schoolnik, 1994) toxR และ toxS  ของ V.vulnificus  เหมือนกับ toxR และ toxS  ใน 
V. cholerae 55%  และ  71.5% ตามลํ าดับ (Lee et al., 2000) toxR ของ V. alginolyticus 
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และ V. hollisae  เหมือนกับยีน toxR ใน V. cholerae 59%  และ  61.7% ตามลํ าดับ 
(Reich and Schoolnik, 1994)  ดังนั้นจึงมีการใช toxR เปนยีนเปาหมายในการบงชี้เชื้อ             
V. parahaemolyticus และ V. hollisae โดยวิธี PCR ซึ่งพบวาใหผลที่ถูกตองและแมนยํ า 
(Kim et al., 1999 ; Vuddhakul et al., 2000b)

1.2.2.5  พยาธิสภาพ
V. parahaemolyticus ท ําใหเกิดโรคลํ าไสอักเสบ (gastroenteritis) ผูปวย

แสดงอาการ อุจจาระรวง ปวดทอง คลื่นไส อาเจียน อาจมีไข ผูปวยบางรายอุจจาระอาจ
มีมูกเลือดปน  โดยพบวาผูปวยมากกวา 90% มีอาการอุจจาระรวง (ตารางที่1.2) (Barker  
and Gangarosa, 1974)  อาการของโรคลํ าไสอักเสบเกิดขึ้นหลังไดรับเชื้อ 106-109 โดยมี
ระยะฟกตัวประมาณ 4-9 ชั่วโมง  ข้ึนอยูกับปริมาณเชื้อและภูมิคุมกันของผูปวย ระยะ
เวลาในการปวยประมาณ 2-3 วัน  ในรายที่รุนแรงอาจปวยนาน 1-2 อาทิตย โดยปกติมัก
หายเอง สาเหตุสวนใหญเกิดจากการบริโภคอาหารทะเลดิบหรือปรุงแบบกึ่งสุกกึ่งดิบ

ตารางที่ 1.2 พยาธิสภาพของผูปวยที่เกิดจากการติดเชื้อ V. parahaemolyticus

อาการ จํ านวนผูปวยที่เกิดอาการ(%)
อุจจาระรวง
ปวดทอง
คลื่นไส
อาเจียน
ปวดหัว
ไข
หนาวสั่น

98
82
71
52
42
27
24

ที่มา : Barker  and Gangarosa, 1974
1.2.2.6  ระบาดวิทยา
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ในอดีตการกอใหเกิดโรคลํ าไสอักเสบเนื่องจากเชื้อ V. parahaemolyticus
เกิดจากซีโรทัยปที่หลากหลาย (Suthienkul et al., 1995; Okuda et al., 1997a)  แตในป 
ค.ศ. 1996 ตั้งแตเดือน กุมภาพันธถึงสิงหาคม ที่เมือง Calcutta ประเทศอินเดีย พบผูปวย
ติดเชื้อ V. parahaemolyticus ซโีรทัยป O3:K6 จํ านวนมาก ประมาณ 50-80% ซึ่งเปน 
ปรากฎการณที่ไมเคยพบมากอน ซึ่งซีโรทัยป O3:K6 ดังกลาวมียีนสรางสารพิษ tdh
เพียงชนิดเดียว (Okuda et al., 1997a) จากการศึกษาในระดับโมเลกุลโดยวิธี Arbitrarily 
primed - polymerase chain reaction (AP-PCR) พบวา ซีโรทัยป O3:K6 ที่พบในป   ค.ศ. 
1996 เปนสายพันธุที่มาจากแหลงกํ าเนิด (clone) เดียวกัน  แตตางจากซีโรทัยป  O3:K6 
ที่พบกอนป ค.ศ. 1996  หลังการระบาดที่เมือง Calcutta ประเทศอินเดียแลว                 
V. parahaemolyticus ซีโรทยัป O3:K6 ไดแพรระบาดไปสูประเทศอื่นๆในแถบทวีป    
เอเชีย ไดแก ลาว ไตหวัน ญี่ปุน บังคลาเทศ เกาหลี และประเทศไทย (Chiou et al.,
2000; Matsumoto et al., 2000; Wong et al., 2000) ในประเทศไตหวันพบซีโรทัยป 
O3:K6  ครั้งแรกในเดือนตุลาคม ค.ศ.1995 เพียง 0.6% ของการติดเชื้อ                          
V.  parahaemolyt icus  ทั้งหมด แตในป ค.ศ. 1996 ปริมาณการติดเชื้อ                          
V. parahaemolyticus ซีโรทยัป O3:K6 เพิ่มสูงขึ้นเปน 50% อยางทันทีทันใด และเพิ่มสูง
สดุในป ค.ศ. 1997 เปน 83.3%   ตอจากนั้นไดลดลงในป ค.ศ. 1998 และ 1999 แตยังคง
มปีริมาณสูงคือ 71.5% และ   61.3% ตามลํ าดับ (Chiou et al., 2000)  ส ําหรับในประเทศ
ไทยจากการแยกเชื้อ  V. parahaemolyticus จากผูปวยในโรงพยาบาลสงขลานครินทร 
จังหวัดสงขลา ในป ค.ศ. 1998 ระหวางเดือนกันยายนถึงตุลาคม จํ านวน 23 สายพันธุ 
พบ ซีโรทัยป O3:K6 จํ านวน 20 สายพันธุ (Vuddhakul et al., 2000a) นอกจากประเทศ
ในแถบทวีปเอเชียแลว V. parahaemolyticus ในป ค.ศ. 1998 ซีโรทัยป O3:K6  ยังได
แพรระบาดไปถึงประเทศสหรัฐอเมริกา ใน Long Island, Sound Connecticut, New 
Jersey และ New York (CDC, 1999) จากการศึกษาทางพันธุกรรมโดยวิธี AP-PCR, 
PFGE และ ribotyping พบวาเชื้อ  V. parahaemolyticus ซีโรทัยป O3:K6 ที่ระบาดไป
ทั่วโลกมาจากแหลงกํ าเนิดเดียวกัน และมียีนสรางสารพิษ tdh เพียงชนิดเดียว (Okuda et 
al., 1997a; Chowdhury et al., 2000a; Chowdhury et al., 2000b; Matsumoto et al., 
2000; Vuddhakul et al., 2000a; Wong et al., 2000 )
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ตอมาในป ค.ศ. 1998 ในเมือง Catcutta ประเทศอินเดีย และบังคลาเทศ พบ 
V. parahaemolyticus ซโีรทยัป O4:K68 และ O1:KUT ระบาดรวมกับซีโรทัยป O3:K6  
เมื่อศึกษาลักษณะรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ โดยวิธี AP-PCR PFGE และ Ribotyping  
พบวาทั้งสามซีโรทัยปมีลักษณะของรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่คลายคลึงกัน แสดงวาทั้ง 
3 ซีโรทัยป มาจากแหลงกํ าเนิดเดียวกัน (Chowdhury et al., 2000b; Matsumoto et al., 
2000) ในประเทศไทยมีการระบาดของซีโรทัยป O4:K68 รวมกับซีโรทยัป O3:K6 เชน
กนัแตไมมีรายงานการระบาดของ ซีโรทัยป O1:KUT ซึ่งซีโรทัยป O4:K68 และ O3:K6 
ดังกลาวแยกมาจากผูปวยในโรงพยาบาลบํ าราศนราดูร (Chowdhury et al., 2000a) จาก
การทํ า RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) และ PFGE  พบวาทั้ง 2    
ซีโรทัยปมาจากแหลงเดียวกับ O3:K6 ในประเทศอินเดีย

จากการศึกษาเพื่อแยกความแตกตางของ V. parahaemolyticus ซโีรทัยป 
O3:K6 สายพนัธุที่พบในป ค.ศ. 1996 และ สายพันธุที่พบกอนป ค.ศ. 1996 โดยใชวิธี 
AP-PCR, AFLP, PFGE และ ribotyping  เปนวิธีที่ยุงยาก ซับซอน ตองอาศัยความ
ชํ านาญ และใชเวลานาน ไมเหมาะตอการศึกษาจํ านวนเชื้อปริมาณมากๆ ดังนั้น 
Matsumoto และคณะ(2000) จึงไดพัฒนาการตรวจสอบเพื่อหาความแตกตางของยีน
สวน toxRS ท ําใหแยกกลุมซีโรทยัป O3:K6 สายพันธุที่พบในป ค.ศ. 1996 และซีโรทัยป
อ่ืนที่มาจากแหลงกํ าเนิดเดียวกัน ออกจาก ซีโรทัยป O3:K6 ที่พบกอนป 1996  เรียกวิธี
การตรวจสอบนี้วา Group Specific - Polymerase Chain Reaction (GS-PCR)  ซึ่งจาก
การทํ า GS-PCR ดังกลาวพบวา V. parahaemolyticus ซีโรทยัป O3:K6, O4:K68 และ 
O1:KUT ที่ระบาดในประเทศตางๆ มาจากแหลงกํ าเนิดเดียวกัน (Matsumoto et al., 
2000)
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1.2.3 วีธีทางชีวโมเลกุลท่ีใชในการศึกษาความแตกตางสายพันธุ ของ
แบคทีเรีย

1.2.3.1 Group Specific - Polymerase Chain Reaction (GS-PCR)
วิธ ีGS-PCR เปนปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสวิธีที่ใชยีนสวนของ toxRS  เปน

ยีนเปาหมายซึ่ง toxR และ toxS อยูในตํ าแหนงของ toxRS operon ควบคุมการสราง 
transmembrane proteins ที่เกี่ยวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีนกอโรคในจีนัส 
Vibrio (Dirita, 1992; Lin et al., 1993; Reich et al., 1994) จากการศึกษาลํ าดับเบส 
(DNA sequencing) ของยีน toxR และ toxS ซึ่งมีขนาด 1364 คูเบส ของ                        
V. parahaemolyticus ซีโรทยัป O3:K6 สายพันธุที่พบในเมือง Calcutta ประเทศอินเดียป 
ค.ศ. 1996  พบวา ลํ าดับเบสของสายพันธุดังกลาว  7 ตํ าแหนง  ตางจากสายพันธุที่พบ
กอนป ค.ศ. 1996 คือ ตํ าแหนงที่ 576 900 1002 1196 1214 1244 และ 1463 จากลํ าดับ
เบสเดมิคอื G G C C A G และ A เปลี่ยนเปนเบส A A T T T A และ T ตามลํ าดับ 
Matsumoto  (2000)  ได ออกแบบ  primer GS-VP1 ซึ่งมีลํ  าดับเบส  5’-
TAATGAGGTAGAAACA-3’  ครอบคลุมลํ าดับเบสในตํ าแหนงที่ 576 และ primer  
GS-VP2 ซึ่งมีลํ าดับเบส 5’-ACGTAACGGGCCTACA-3’ ครอบคลุมลํ าดับเบสใน
ตํ าแหนงที่ 1196 ซึ่งขนาดของผลิตภัณฑที่ไดจากการทํ า GS-PCR มีขนาด 651 คูเบส ทํ า
ใหแยกความแตกตางของ V. parahaemolyticus ซีโรทยัป O3:K6 และ ซีโรทัยปอ่ืนที่มี
เบสในสวนของ toxRS เปลี่ยนไปจากเดิมไดซึ่งถือวาสายพันธุดังกลาวเปนสายพันธุใหม
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รูปที่ 1.1  ตํ าแหนงของ primer (GS-VP1 และ GS-VP2) ที่อยูในสวนของยีน  toxR และ 
toxS ในการทํ า GS-PCR และลํ าดับเบสที่เปลี่ยนไปของ V. parahaemolyticus ซีโรทัยป
O3:K6 สายพันธุเกาและสายพันธุใหม
(ที่มา : Matsumoto et al., 2000)

นอกจากวิธี GS-PCR ซึ่งเปนวิธีการตรวจสอบเบื้องตนในการแยกความ
แตกตางของ V. parahaemolyticus สายพันธุใหมที่กํ าลังระบาดและมียีนในสวนของ 
toxRS เปลี่ยนไปจาก ซีโรทัยป O3:K6 เดิม  ยังตองอาศัยวิธีการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ 
ในการยืนยันความแตกตางและความคลายคลึงกันของ V. parahaemolyticus แตละสาย
พันธุที่ระบาดในประเทศตางๆ โดยการใชเทคนิค AFLP, ribotyping, AP-PCR  และ 
PFGE ซึ่งวิธี AP-PCR และ PFGE เปนวิธีที่ใชในการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของ            
V. parahaemolyticus อยางแพรหลาย (Wong et al., 1996; Chowdhury et al., 2000a; 
Chowdhury et al., 2000b; Matsumoto et al., 2000; Vuddhakul et al., 2000a  )

1.2.3.2   Arbitrarily Primed Polymerase Chain reaction (AP-PCR)
(AP-PCR) หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา  Random Amplified Polymorphic 

DNA (RAPD) ถกูคิดขึ้นโดย John Welsh  ในปค.ศ. 1990 เปนการนํ าเทคนิค PCR มาใช
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ในการหาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) จากดีเอ็นเอแมแบบโดยไมจํ าเปนตอง
ทราบลํ าดับเบสของดีเอ็นเอแมแบบ  โดยทั่วไปการทํ า PCR ตองใช primer 1 คูจับกับดี
เอ็นเอแมแบบเพื่อเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอ  แตการทํ า AP-PCR เปนการใช primer ที่มีขนาด
เพียง 9-10 คูเบสเพียง primer เดียวเพื่อเพิ่มจํ านวนดีเอ็นเอเปาหมายและใชอุณหภูมิตํ่ า
ในขั้นตอนที่ primer จับกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) ทํ าใหเกิดการจับกันของคูเบส
อยางไมจํ าเพาะเจาะจงจึงเกิดการจับกันผิดของคูเบส (mismatch)  จํ านวนและตํ าแหนงที่ 
primer ไปจับกับดีเอ็นเอแมแบบขึ้นกับความแตกตางของแบคทีเรียแตละสายพันธุ  
(Olive and Bean, 1999) หลังจากได PCR product จึงนํ าไปดูรูปแบบแถบดีเอ็นเอโดยใช
วิธ ี electrophoresis บน agarose gel หรือ polyacrylamide gel ผูวิจัยสวนใหญมักใช
เทคนิค AP-PCR ในการศึกษาความแตกตางของเชื้อจุลินทรียระหวางสปชีสหรือภาย
ในสปชีสเดียวกัน และใชจํ าแนกจุลินทรียออกเปน type หรือ subtype แมวาวิธี AP-PCR 
จะมีความสามารถในการแยกความแตกตางของเชื้อแตละสายพันธุไดดี แตยังขาด 
reproducibility ซึ่งปจจัยที่เกี่ยวของไดแก ความเขมขนของแมกเนเซียมอิออน สภาวะ
การทํ า PCR โดยเฉพาะอุณหภูมิที่ primer ไปจับกับดีเอ็นเอแมแบบ วิธีสกัดดีเอ็นเอ 
ความคงตัวของการสังเคราะห primer แตละครั้ง อัตราสวนระหวางความเขมขนของดี
เอ็นเอแมแบบและความเขมขนของ primer ผูผลิตและความเขมขนของ DNA 
polymerase   และรุนของเครื่อง PCR   ซึ่งปจจัยดังกลาวเปนขอควรระวังในการเปรียบ
เทียบผลระหวางหองปฏิบัติการและระหวางการทดลอง (William et al., 1990)

1.2.3.3  Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)
วิธ ีPulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)  ถกูคนพบโดย  Schwartz และ 

Cantor (1984) ซึง่ตางจาก gel electrophoresis โดยทั่วไปคือ วิธี gel electrophoresis โดย
ทั่วไปสามารถแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญถึง 50 kb แตในทางปฏิบัติดีเอ็นเอที่มี
ขนาดใหญกวา 20 kbใหผลของลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ไมชัดเจน  เนื่องจากกระแสไฟฟา
ตํ่ าเกินไป แตหากเตรียมเจลที่มีความเขมขนตํ่ ามากเพื่อใหดีเอ็นเอขนาดใหญเคลื่อนที่ได 
จะทํ าใหเกิดปญหาเจลแตกไดงายจนไมสามารถใชงานได  ดวยเหตุนี้จึงมีการคิดวิธี 
PFGE ข้ึนโดยดีเอ็นเอจะเคลื่อนที่ผานเจลที่เขมขนภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา 2 
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สนาม มุมระหวางสนามไฟฟาทั้งสองเกือบตั้งฉากกัน ความเขมของสนามไฟฟาทั้งสอง
ไมสมํ่ าเสมอและสลับกันเปด/ปดเปนจังหวะหรือ pulse  เมื่อเจลมีความเขมขนสูงจะใช
ความตางศักยไฟฟาที่สูง โมเลกุลดีเอ็นเอจะเหยียดตัวออกไปในทิศทางของสนามไฟฟา
เพื่อใหสามารถผานรูพรุนของเจลได  การแยกจะเกิดขึ้นโดยการสลับทิศทางของสนาม
ไฟฟาเพื่อใหโมเลกุลของดีเอ็นเอจัดทิศทางในเจลทํ าใหเคลื่อนที่ในทิศทางมุมที่ถูกตอง
กับแกนของโมเลกุลที่เหยียดตัวออก ยิ่งโมเลกุลยาวขึ้นเทาไหรเวลาที่ใชในการหา      
ทิศทางยิ่งนานขึ้นซึ่งการแยกชิ้นสวนของดีเอ็นเอโดยวิธี PFGE แบงเปน 3 ข้ันตอนใหญ 
คือ
 1)  การเตรียมดีเอ็นเอโดยใชเซลลแบคทีเรียทั้งเซลลผสมกับ agarose 
ชนิดพิเศษแทนการใชวิธีสกัดเอาเฉพาะดีเอ็นเอเพื่อลดการสูญเสียดีเอ็นเอ ซึ่ง agarose 
ชนิดพิเศษที่ใชเปน low melting agarose ซึ่งมีจุดหลอมเหลวที่ 62-65 องศาเซลเซียส
และเมื่อละลายแลวสามารถอยูในสภาวะของเหลวที่ 37 องศาเซลเซียส ไดอีกนานหลาย
ชั่วโมง หรือที่อุณหภูมิ 25 องศา ประมาณ 10 นาที   agarose ประเภทนี้เหมาะในการตัด
ชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะไดโดยตรง  ในขณะที่ดีเอ็นเอผสมอยูในเจลที่
แข็งตัว

2)  ใชเอนไซมตัดจํ าเพาะซึ่งมีคุณสมบัติตัดดีเอ็นเอแบบนอยครั้ง (rare-
cutting restriction endonuclease)

3)  แยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยการทํ า PFGE
ปจจุบันมีการผลิตเครื่องมือสํ าหรับการแยกดีเอ็นเอขนาดใหญสํ าหรับ

งานนี้โดยเฉพาะซึ่งแบงเปน 2 ลักษณะคือ
-  Field inversion electrophoresis (FIGE)
เปนการทํ า electrophoresis ใน 1% agarose gel  โดยมักใช  TBE 

เปน buffer และทํ าการตอเครื่อง programmable switching  เขากับเครื่องกํ าเนิดไฟฟา
เพื่ อควบคุมการจ  ายกระแสไฟฟ า  (การจ  ายกระแสไฟฟ ามักใช  อัตราส วน  
forward:reverse = 3:1) และมีเครื่องดูดบัฟเฟอรตอกับอางบัฟเฟอร เพื่อทํ าใหบัฟเฟอร
เกิดการหมุนเวียน
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-  Contour-clamped homogeneous electric field electrophoresis 
(CHEF)

เปนวิธีที่สามารถแยกดีเอ็นเอขนาดใหญไดโดยการปรับเปลี่ยนทิศ
ทางของกระแสไฟฟาใหทํ ามุมกับแผนเจลหลายๆมุม  ทั้งนี้อาศัยเครื่องมือพิเศษที่เรียก
วา CHEF electrophoresis voltage-devider circuitry ซึ่งประกอบดวยอิเลคโทรด 24 ข้ัว 
ตอกับเครื่อง programmable switching  และใชเครื่องดูดบัฟเฟอรเพื่อทํ าใหเกิดการหมุน
เวียนของบัฟเฟอร และควบคุมอุณหภูมิใหคงที่ระหวางการทดลอง

ปจจัยที่มีผลตอการแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธี PFGE
1)  คุณภาพและความเขมขนของดีเอ็นเอ
 คุณสมบัติเดนของวิธี PFGE คือ สามารถแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดใหญ

ซึ่งเปนดีเอ็นเอที่ไดจากแบคทีเรียทั้งเซลลผสมกับ low melting agarose หลังจากนั้นผาน
ข้ันตอนการทํ าใหเซลลแตกและลางเอาซากเซลลออกแลวตัดดวยเอนไซมตัดจํ าเพาะ จึง
ไดดีเอ็นเอที่ใชในการทํ าขั้นตอน gel electrophoresis ซึ่งความเขมขนของดีเอ็นเอมีผล
ตอการเคลื่อนที่และความคมชัดของแถบดีเอ็นเอ โดยดีเอ็นเอที่มีความเขมขนมากกวา 
70 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  มกีารเคลื่อนที่ลดลงและลักษณะของแถบดีเอ็นเอไมคมชัด  
แตอยางไรก็ตามไมสามารถกํ าหนดความเขมขนของดีเอ็นเอใน low melting agarose ได  
ดังนั้นจึงตองควบคุมความเขมขนของเซลลที่ผสมกับ low melting agarose เปนสํ าคัญ

2)  ความเขมขนของ agarose
Elcetrophoresis แบบธรรมดาใช agarose ชนดิธรรมดาสามารถแยกชิ้น

สวนดีเอ็นเอที่มีขนาดตํ่ ากวา 2 mb   แตหากตองการแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ
กวา 2 mb  ตองใช agarose ชนิดพิเศษสํ าหรับ PFGE โดยเฉพาะ  ซึ่งความเขมขนที่
เหมาะสมคือ 1.2-1.5% (นํ้ าหนักตอปริมาตร) และตองลดความเขมขนของ agarose ลง
ถาชิ้นสวนดีเอ็นเอมีขนาดมากกวา 3 mb เพื่อความชัดเจนของลักษณะแถบดีเอ็นเอ
 3)  ความตางศักยไฟฟา (voltage) และ เวลาสลับกันเปด/ปดระหวาสนาม
ไฟฟา 2 สนาม (Pulse times)

วิธี PFGE สวนใหญใชความตางศักยระหวางขั้วอิเลคโทรด 6 โวลต/
เซนติเมตร และปจจัยหนึ่งที่มีความสํ าคัญในการแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดใหญคือ เวลา
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ที่ใชเปด/ปดสลับกันระหวางสนามไฟฟา 2 สนาม  ถาเวลามากหรือนอยเกินไปจะไม
สามารถแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอได โดยทั่วไปถาดีเอ็นเอมีขนาดใหญมักใชเวลาสลับกัน
เปด/ปดระหวางสนามไฟฟา 2 สนามมากขึ้น  แตถาดีเอ็นเอมีขนาดเล็กมักใชเวลาสลับ
กันเปด/ปดระหวางสนามไฟฟา 2 สนามนอยลง  เวลาที่ใชสํ าหรับแยกดีเอ็นเอขนาด 
250-600 kb  คือ 30 วินาที และใชเวลา 80 วินาทีในการแยกดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญข้ึน

4)  ความเขมขนและอุณหภูมิของบัฟเฟอร
การเคลื่อนที่ของชิ้นสวนดีเอ็นเอทํ าใหอุณหภูมิของบัฟเฟอรเพิ่มขึ้น หาก

ชิ้นสวนของดีเอ็นเอมีขนาดใหญจะยิ่งมีผลตออุณหภูมิ  ดังนั้นจึงจํ าเปนตองมีระบบหลอ
เย็นเพื่อควบคุมอุณหภูมิไมใหสูงเกินไป  ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมของบัฟเฟอรในการทํ า 
PFGE คือ 10-14 องศาเซลเซียส  นอกจากนี้ความเขมขนของบัฟเฟอรก็มีสวนสํ าคัญตอ
การเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิ จึงมีการใชบัฟเฟอรความเขมขน 0.5 เทา แทน 1 เทา เพื่อลด
ความรอนที่เกิดขึ้นระหวางการทํ า electrophoresis

การแปลผลลักษณะของแถบดีเอ็นเอ
การแปลผลของลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากวิธี PFGE ที่ใชในการ

ศึกษาทางจุลชีววิทยาทางการแพทยมีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบความสัมพันธในทาง
ระบาดวิทยาของเชื้อที่กอใหเกิดโรคในโรงพยาบาลหรือชุมชน ลักษณะของแถบดีเอ็น
เอที่ไดจากวิธี PFGE มาจากปริมาณดีเอ็นเอ มากกวา 80% ของปริมาณดีเอ็นเอทั้งหมด
ของเซลล จึงถือวาเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงในการศึกษาความแตกตางระหวางสาย
พันธุของแบคทีเรีย  ซึ่งการแปลผลดวยสายตาอาจใหผลคลาดเคลื่อนดังนั้นจึงมีการใช
โปรแกรมคอมพิวเตอรสํ าเร็จรูปเขามาชวยในการแปลผล ซึ่งไดแก GelComparTM

(Applied Maths, Kortrijk, Belgium), MVSP (Korvach Computing Services, Anglesey, 
UK),  GelManagerTM (Biosystematica, Tavistock, Devon, UK), และ Dendron

(Solltech Inc., Oakdale, CA)
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วัตถุประสงค

1. ตรวจหา V. parahaemolyticus ที่มียีนสรางสารพิษซึ่งแยกจากสิ่งแวดลอมและ      
ผูปวย ระหวางป พ.ศ. 2543-2544

2. ศึกษาซีโรทัยปของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกจากสิ่งแวดลอม         
และผูปวย

3. ศึกษา V. parahaemolyticus ที่แยกไดวาเปนสายพันธุที่มาจากกลุม clone   เดียวกัน
หรือไมดวยวิธี Group Specific - PCR (GS-PCR)

4. ศึกษา V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมและผูปวยวามีความ
สมัพนัธกันหรือไมดวยวิธี Arbitrarily primed-PCR (AP-PCR) และ Pulse field 
gel  electrophoresis (PFGE)
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