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 4  วจิารณผลการทดลอง

การแยกเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ในอาหารทะเล
การบริโภคอาหารทะเลที่ปนเปอนเชื้อ V. parahaemolyticus เปนสาเหตุสํ าคัญ

ในการเกิดโรคลํ าไสอักเสบ ซึ่งเชื้อ V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่พบไดบริเวณชาย
ฝงทะเล ในนํ้ าทะเล  ตะกอนดิน  และสัตวทะเล โดยเฉพาะ กุง หอย ปู ปลา  การศึกษาครั้ง
นี้ไดแยกเชื้อ V.  parahaemolyticus จากอาหารทะเลหลายชนิดไดแก กุง หอย ปู และปลา 
จํ านวน 200 ตัวอยาง  พบเชื้อ V.  parahaemolyticus ในหอยมากที่สุด(93.3%)  รองลงมาคือ
กุง (66.7%)   ปลา (44.4%) และปู (40.0%) ตามลํ าดับ  ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Hackney และคณะ(1980) พบ V. parahaemolyticus ในหอยมากที่สุด รองลงมาคือกุงและ
พบ V. parahaemolyticus ในปูและปลาใกลเคียงกัน ซึ่งการพบเชื้อ     V. parahaemolyticus
ในหอยมากที่สุดอาจจะเนื่องมาจากหอยเปนสัตวที่กินอาหารโดยการกรอง (Barnes, 1974) 
ซึ่งจะแตกตางจากกุง ปู และ ปลา  แบคทีเรียที่อยูในนํ้ าจึงมีโอกาสเขาสูตัวหอยไดมาก คน
ไทยนิยมรับประทานหอยแบบกึ่งสุกกึ่งดิบอาจจะมีโอกาสเปนโรคลํ าไสอักเสบเนื่องจาก
เชื้อ V. parahaemolyticus ได

การตรวจยืนยัน Vibrio  parahaemolyticus โดยวิธี PCR โดยใชยีน toxR เปนยีนเปาหมาย
การตรวจยืนยันเชื้อแบคทีเรียกลุม Vibrio ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมและผูปวย 

โดยทั่วไปมักใชวิธีทดสอบทางชีวเคมี  ซึ่งอาจใหผลคลาดเคลื่อนไดบาง  ดั้งนั้นจึงมีการ
พัฒนาใชวิธี PCR  ซึ่งเปนวิธีที่ใหผลรวดเร็ว มีความไวและความจํ าเพาะสูงในการ      
ตรวจหายีน toxR เพื่อยืนยันเชื้อในกลุม Vibrio ไดแก     V. hollisae   V. cholerae และ                  
V.  parahaemolyticus (Kim et al., 1999 ; Singh et al., 2001 ; Vuddhakul et al., 2000b) ยีน 
toxR เปนยีนที่สํ าคัญในการควบคุมการทํ างานของยีนกอความรุนแรงของโรค ซึ่งยีน toxR 
ถูกอนุรักษ(conserved sequence)ไวในวงศ Vibrionaceae แตละสปชีสจะมียีน toxR           
ที่มีความหลากหลายกันของลํ าดับนิวคลีโอไทด  การศึกษาครั้งนี้ไดตรวจยืนยันเชื้อ          
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V.  parahaemolyticus โดยวิธี PCR โดยใชยีน toxR เปนยีนเปาหมาย  พบวาเชื้อ                
V.  parahaemolyticus ซึ่งผานขั้นตอนการทดสอบทางชีวเคมีที่แยกไดจากอาหารทะเล
จํ านวน 704 สายพันธุ และสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยจํ านวน 198 สายพันธุ เมื่อตรวจ   
ยนืยันโดยวิธี PCR ซึ่งใชยีน toxR เปนยีนเปาหมาย ใหผลบวก 666 สายพันธุ(94.6%) และ 
187 สายพันธุ (94.4%) ตามลํ าดับ  การทดสอบทางชีวเคมีใหผลคลาดเคลื่อนเทากับรอยละ 
5.4 และ 5.6  ตามลํ าดับ

การตรวจหาปจจัยกอความรุนแรงของโรค
ปจจัยกอความรุนแรงที่สํ าคัญของเชื้อ V.  parahaemolyticus คือ ยีน tdh ซึ่งควบคุม

การสรางสารพิษ thermostable direct hemolysin (TDH) ทีม่ีผลทํ าใหเกิดการยอยสลายเม็ด
เลือดแดงแบบสมบูรณ (β-hemolysis) บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดพิเศษชื่อ Wagatsuma agar 
ซึ่งยีน tdh พบไดใน V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกไดจากผูปวย ประมาณ 88-96 % 
สวนสายพันธุที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมพบยีน tdh  เพียง 1-2 %  เทานั้น (Miyamoto et. al.,
1969)  ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในครั้งนี้   โดยเชื้อที่แยกไดจากผูปวยตรวจพบยีน tdh  168 
สายพันธุ (89.4%) สวนเชื้อที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม ตรวจพบยีน tdh  14  สายพันธุ (2.1%)  
นอกจากยีน tdh แลวปจจัยกอความรุนแรงของเชื้อ V.  parahaemolyticus ทีส่ํ าคัญอีกชนิด 
คือ ยีน trh ซึ่งควบคุมการสรางสารพิษ thermostable direct hemolysin-related hemolysin 
(TRH) แตไมทํ าใหเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ (β-hemolysis)  จากการ
ศึกษาครั้งนี้พบเชื้อที่แยกไดจากผูปวยมียีน trh 10 สายพันธุ (5.3%) สอดคลองกับงานวิจัย
ของ Sutheinkul และคณะ (1995) ซึ่งพบยีน trhใน V.  parahaemolyticus สายพันธุที่แยก
ไดจากผูปวย 7.6 % ใน สวนเชื้อที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมตรวจพบยีน trh 2 สายพันธุ 
(0.3%)  นอกจากนี้ยังพบเชื้อ  V. parahaemolyticus บางสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยที่มีทั้ง
ยีน tdh และยีน trh จํ านวน 5 สายพันธุ (2.7%) ซึ่งแตกตางจากงานวิจัยของ Sutheinkul และ
คณะ (1995) ที่พบเชื้อ  V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกไดจากผูปวยที่มีทั้งยีน tdh
และ trh 6%

สํ าหรับสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยและสายพันธุที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมที่มียีน
ควบคุมการสรางสารพิษ trh จะเห็นไดวามีความสัมพันธกับปฏิกิริยาชีวเคมีการสราง
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เอนไซม urease  โดยทุกสายพันธุที่ตรวจพบยีน trh จะใหผลบวกตอปฏิกิริยาการยอยสลาย 
urea ไมวาสายพันธุดังกลาวจะมียีน tdh รวมดวยหรือไมก็ตาม  ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย
ของ Suthienkul และคณะ (1995) Ghosh และ Sehgal (1998) และ Okitsu และคณะ (1997)  
ที่พบวาตํ าแหนงยีน trh และ ยีน ure ซึ่งกํ าหนดการสรางเอนไซม urease อยูบนตํ าแหนง
ตดิกันบนโครโมโซม และ การสรางเอนไซม urease เปนตัวบงชี้ (marker) ถึงความรุนแรง
ในการกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน trh ได

การระบาดของ  V. parahaemolyticus
นับตั้งแตปค.ศ. 1996 เปนตนมาเกิดการระบาดของ V. parahaemolyticus

O3:K6 ทัว่โลกรวมทั้งประเทศไทย  ซึ่งไมเคยปรากฎมากอน V. parahaemolyticus O3:K6 
ที่ระบาดเปน V. parahaemolyticus O3:K6 ที่มียีนในสวนของ toxRS แตกตางจาก             
V. parahaemolyticus O3:K6 เดิม  ซึ่งวิธีที่ใชแยกความแตกตางของทั้ง 2 สายพันธุคือ GS-
PCR (Group Specific-PCR)  นอกจากนี้ยังพบซีโรทัยป O4:K68 และ O1:KUT ซึ่งมียีน
สวนของ toxRS เชนเดียวกันกับ toxRS ของ V. parahaemolyticus ที่ระบาดดวย  จึงถือไดวา
ทั้งสองซีโรทัยปนาจะมาจาก clone เดียวกัน จากการวิจัยครั้งนี้พบวาเชื้อที่แยกไดจากผูปวย
ทีใ่หผล GS-PCR เปนบวกในปพ.ศ. 2543 เปน V. parahaemolyticus O3:K6 (48%), 
O1:K25 (19%), O4:K68 (3.1%) และ O2:K3 (1.6%) และในป พ.ศ. 2544 เปน                  
V. parahaemolyticus O3:K6 (52%), O1:K25 (8.9%), O4:K68(6.5%) และO1:KUT(0.8%) 
และพบเชื้อ V. parahaemolyticus ทีแ่ยกไดจากอาหารทะเลที่ใหผล GS-PCR เปนบวก                       
เปน  V. parahaemolyticus O3:K6 (50%), O1:K25 (31%) และ O3:KUT(6%) แสดงวา        
V. parahaemolyticus สายพันธุที่ระบาดไดมีการเปลี่ยนแปลงซีโรทัยป จากสายพันธุ       
ตนกํ าเนิด O3:K6  เปน O4:K68 และ O1:KUT และในการศึกษานี้พบซีโรทัยปใหมคือ 
O1:K25 และ O2:K3  เชื้อที่ใหผล GS-PCR เปนบวกทั้งหมดเปนสายพันธุที่มียีนสรางสาร
พิษ tdh เพียงชนิดเดียวเทานั้น  แตสายพันธุที่มียีนสรางสารพิษทั้ง tdh และ trh หรือมี
เฉพาะยีน trh  หรือไมมียีนสรางสารพิษชนิดใดเลยจะใหผล GS-PCR เปนลบ สอดคลอง
กับงานวิจัยของ Matsumoto และคณะ (2000)  แตอยางไรก็ตามการวิจัยครั้งนี้พบ              
V. parahaemolyticus O3:K6 ที่แยกไดจากผูปวยจํ านวน 1 สายพันธุใหผล GS-PCR เปน
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บวก แตไมพบยีนสรางพิษทั้ง tdh และ trh อาจจะเนื่องมาจากยีน tdh มีคุณสมบัติเปน 
transposon เนื่องจากถูกขนาบขางดวย insertion sequence like element (Terai et al., 1991) 
จึงทํ าใหชิ้นสวนของดีเอ็นเอหลุดหายไป หรืออาจเปนไปไดวา V. parahaemolyticus      
สายพันธุดังกลาวอาจไดรับผลจากการใชยาปฏิชีวนะในผูปวย ทํ าใหเกิดการกลายพันธุ   
ไมสามารถตรวจพบยีนสรางสารพิษ

การศึกษาทางระบาดวิทยาของเชื้อ V. parahaemolyticus โดยวิธี GS-PCR 
สามารถระบุไดวาสายพันธุที่ทดสอบเบื้องตนวามียีนสวนของ toxRS ที่มีเหมือนกับ       
สายพันธุ ที่ระบาดหรือไม แตหากตองการศึกษารูปแบบดีเอ็นเอทั้งหมดของ                        
V. parahaemolyticus ตองอาศัยวิธีการยืนยันโดยการศึกษาในระดับโมเลกุลที่มี             
ประสิทธิภาพในการจํ าแนกความแตกตางของดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus  แตละ
สายพันธุ ซึ่งมีหลายวิธีไดแก ribotyping (RT) (Chowdury et al., 2000b) enterobacterial 
repetitive intergenic consensus sequence (ERIC) PCR (Marshall et al., 1999)  pulse-field 
gel electrophoresis (PFGE) (Yeung et al., 2002; Chowdury et al., 2000a ; Wong et al.,
1996 ; Bag et al., 1999 ; Wong et al., 2000) arbitrarily primed - polymerase chain 
reaction (AP-PCR)( Okuda et al., 1997 ; Marshall et al., 1999 ; Matsumoto et al., 2000 ; 
Vuddhakul et al., 2000b ; Chowdury et al., 2000a) และ restriction fragment length 
polymorphisms (RFLP) (Marshall et al., 1999) โดยวิธี AP-PCR เปนวิธีที่มีข้ันตอนไมยุง
ยาก  ในการวิจัยครั้งนี้ใช primer 2 และ primer 4 ทดสอบ V. parahaemolyticus จากการสุม
เลือกจํ านวน 19 สายพันธุที่แยกไดจากอาหารทะเลและผูปวย (ตารางที่3.7) ตั้งแตปพ.ศ. 
2541 จนถึงปพ.ศ. 2544  เปนสายพันธุที่ใหผล GS-PCR เปนบวกจํ านวน 10 สายพันธุ   
สายพันธุที่ใหผล GS-PCR เปนลบ 9 สายพันธุ จากผลการทดลองจะเห็นไดวาโดยวิธี AP-
PCR พบวาไมมีความแตกตางกันของรูปแบบดีเอ็นเอระหวาง V. parahaemolyticus       
สายพันธุ GS-PCR บวก ซึ่งเปนซีโรทัยป O3:K6, O3:KUT และ O1:K25 ที่แยกไดจาก
อาหารทะเลและผูปวย   แตทั้งหมดมีความแตกตางกับ V. parahaemolyticus สายพันธุ GS-
PCR ลบ นั่นแสดงใหเห็นวาซีโรทัยป O3:K6, O3:KUT และ O1:K25 ซึ่งแยกไดจากอาหาร
ทะเลและผูปวยนาจะมาจากแหลงกํ าเนิดเดียวกัน (รูปที่3.5 และ 3.6)
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จากการยืนยันโดยวิธี PFGE ซึ่งยอมรับกันวาเปนวิธีที่สามารถแยกความแตก
ตางของรูปแบบดีเอ็นเอไดดีที่สุด(Marshall et al., 1999) จากการศึกษารูปแบบดีเอ็นเอของ
เชื้อ V. parahaemolyticus ทีสุ่มเลือกทั้งหมด 16 สายพันธุ ทั้งสายพันธุ GS-PCR บวกและ
เปนซีโรทัยป O3:K6 และ O3:KUT ที่แยกไดจากอาหารทะเลและผูปวยมีรูปแบบดีเอ็นเอที่
คลายคลึงกันและนาจะมาจากแหลงกํ าเนิดเดียวกัน (รูปที่ 3.9) แตจะแตกตางสายพันธุ GS-
PCR ลบ   นอกจากนี้ยังพบ 2 สายพันธุ คือสายพันธุ  E5 และ C4 ซึ่งเปน serotype O1:K25 
และ GS-PCR บวก ซึ่งแยกไดจากอาหารทะเลและผูปวย  มีลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่
เหมือนกันทุกประการ (รูปที่ 3.9) แสดงวาเชื้อทั้งสองสายพันธุมีตนกํ าเนิดมาจาก clone 
เดียวกันและยืนยันวาอาหารทะเลเปนแหลงแพรของ V. parahaemolyticus

จากการศึกษานี้สรุปไดวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่มีการระบาดทั่ว
โลก พบอยูในอาหารทะเล ซึ่งเปนแหลงสํ าคัญ ในการกระจายเชื้อจากสิ่งแวดลอมไปยังคน
และระบาดทั่วโลกขณะนี้  นอกจากนี้ยังเปนการยืนยันวา  สายพันธุที่มีการระบาดขณะนี้ 
(pandemic strains) เปนสายพันธุใหม  และมีการเปลี่ยนแปลง serogroup (O4:K68, 
O1:KUT, O1:K25) โดยทุก serogroup ใหม ที่ตรวจพบมีตนกํ าเนิดมาจากสายพันธุระบาด 
(O3:K6) ตัวเดิม การศึกษาปจจัยตางๆ ในสิ่งแวดลอมที่มีผลตอสายพันธุนี้ในอนาคตจะชวย
ใหขอมูลเกี่ยวกับตนตอของสายพันธุนี้วามีแหลงกํ าเนิดมาจากประเทศใดและมีปจจัยใดสง
เสริมใหเชื้อมีความทนทานและเพิ่มจํ านวนไดมากกวาสายพันธุอ่ืน




