
บทที่ 1

บทนํา

1.1 บทนําตนเรื่อง

อหิวาตกโรคยังคงเปนปญหา ในประเทศที่กําลังพัฒนาหลายประเทศ  เชื้อที่เปน
สาเหตุ คือ Vibrio cholerae  ซึ่งเปนแบคทีเรียกรัมลบ รูปแทง มีแหลงที่อยูในน้ําทะเล น้ํา
กรอยและน้ําจืด การติดเชื้อเกิดจากการรับประทานอาหาร หรือดื่มน้ําที่ปนเปอนเชื้อทําให
เกิดอาการทองรวงอยางรุนแรง ถารางกายสูญเสียน้ําและเกลือแรมากผูปวยอาจเสียชีวิตได 
ในปจจุบัน V. cholerae มีมากกวา 200 serogroups (Rivera et al.,  2001) แตแบงออกเปน 3 
serogroup ใหญๆ คือ O1, O139 และ non-O1/non-O139 เชื้อที่แยกจากผูปวยสวนใหญเปน 
serogroup O1 และ O139 และเชื้อที่แยกจากสิ่งแวดลอมสวนใหญเปน non-O1/non-O139 
V. cholerae serogroup O1 แบงไดเปน 2 biotypes คือ Classical และ El Tor  แตละ 
biotypes แบงไดเปน 3  serotypes คือ Ogawa, Inaba และ Hikojima (พบนอยมาก) 
(Sakajaki, 1970) ในอดีตการระบาดของอหิวาตกโรค พบวาเกิดจาก V. cholerae O1 
biotype Classical แตตั้งแตป พ.ศ.2504 จนถึงปจจุบัน พบวาเปน V. cholerae O1 biotype 
El Tor และในป พ.ศ.2535 มีการระบาดของ V. cholerae O139 แทรกเขามา อยางไรก็ตาม
ในปจจุบันมีรายงานผูปวยที่ติดเชื้อ serogroup นี้นอยมาก การกอโรคของ V. cholerae O1 
และ O139 เกิดจากความสามารถในการเกาะติดลําไสเล็กและสรางสารพิษ ปจจัยกอความ
รุนแรงของโรค (virulence factor) พบอยูบนจีน 3  กลุม กลุมที่ 1 คือ pathogenicity island 
of V. cholerae (VPI) ประกอบดวยจีนที่สําคัญ คือ tcp ควบคุมการสรางโปรตีนที่ชวยใน
การเกาะติดกับผนังลําไสและเปนที่รับของ bacteriophage (Herrington et al., 1988) นอก
จากนี้ยังมีจีน acf,  toxT ฯลฯ (Karaolis et al., 1995) กลุมที่ 2 คือ cholera toxin (CTX) 
genetic element (Kaper et al., 1994; Waldor and Mekalanos, 1996a) ประกอบดวยจีน ctx
ควบคุมการสราง cholera toxin ทําใหเกิดอาการทองรวง นอกจากนี้ยังมีจีน zot,  ace ฯลฯ  
กลุมสุดทายคือจีน RTX toxin (Lin et al., 1999) ซึ่งกลไกการกอโรคยังไมเปนที่แนชัด จาก
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การศึกษาพบ VPI และ CTX genetic element เฉพาะใน V. cholerae O1 และ O139 สาย
พันธุกอโรค (pathogenic strain) เทานั้นและยังพบอยูบนโครโมโซมของ bacteriophage 
ทําใหเชื่อไดวา bacteriophage เปนพาหะถายทอดจีนเหลานี้จาก V. cholerae สายพันธุกอ
โรค ไปยังสายพันธุที่ไมกอโรค (non-pathogenic strain)

เมื่อเร็วๆ นี้มีรายงานผูปวยติดเชื้อ V. cholerae non-O1/non-O139 (Sharma et al., 
1998a) โดยที่กลไกในการกอโรคยังไมแนชัด แตพบวาเชื้อสามารถสราง El Tor like 
hemolysin (hlyA) (Yamamoto et al., 1984), heat stable enterotoxin (stn/sto) (Arita et al., 
1986; Guglielmetti et al., 1994) และ hemagglutinin (Dutta-Roy et al., 1986) และมีราย
งานวา V. cholerae non-O1/non-O139 สามารถเปลี่ยนเปน serogroup O1 โดยการเกิด 
spontaneous mutation ของจีนที่กําหนดการสราง O antigen โดยมีปจจัยจากสิ่งแวดลอม
เปนตัวเสริม (Karaolis et al., 1995) หลังจากนั้นทําใหเชื้อสามารถรับการถายทอด VPI 
และ CTX genetic element จาก bacteriophage และกอใหเกิดโรคได นอกจากนี้ยังพบวา V. 
cholerae O139 เกิดจากการถายทอดจีน (horizontal transfer) ระหวาง V. cholerae
serogroup O1 และ non-O1 (Bik et al., 1995)  และยังพบวาเชื้อ V. cholerae O1 ที่แยกจาก
ผูปวยมีการเปลี่ยนแปลง serotype จาก Ogawa เปน Inaba สลับกันไปเปนชวงๆ (Kondo et 
al., 2001) ซึ่งพบวาสาเหตุเกิดจากเชื้อหลบเลี่ยงภูมิคุมกันของรางกาย นอกจากนี้ยังพบวา 
เชื้อที่แยกในชวงเวลาที่ตางกัน มีความไวของยาตางกัน จึงเปนที่นาสนใจที่จะศึกษาระบาด
วิทยาของ V. cholerae สายพันธุที่แยกจากผูปวยเปรียบเทียบกับสายพันธุที่แยกจากสิ่งแวด
ลอม เพื่อใหทราบถึงกลไกการกอโรค และเพื่อหาความสัมพันธ ระหวาง serogroup, 
serotype และความไวตอยาตอยาปฏิชีวนะ
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1.2 บทตรวจเอกสาร

1.2.1  Vibrionaceae
                 ลักษณะทั่วไปของเชื้อในวงศ (family) Vibrionaceae เปนแบคทีเรียแกรมลบ     
รูปรางเปนแทงตรงหรือแทงโคง (straight or curved rod)   เคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลาที่ข้ัว
(polar) ไมสรางสปอร  เจริญเติบโตไดทั้งในบรรยากาศที่มีออกซิเจนและไรออกซิเจน เจริญ
ไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบไดทั่วโลกในธรรมชาติทั้งในน้ําจืดและน้ําเค็ม  เชื้อใน
วงศมีสกุล (genus) ที่สําคัญ ไดแก Aeromonas, Plesiomonas, Photobacterium และ Vibrio  
คุณสมบัติหลายประการของ Vibrionaceae จะคลายกับ Enterobacteriaceae แตตางกันที่เชื้อ
ในวงศ Vibrionaceae ใหปฏิกิริยา oxidase เปนบวก เชื้อในสกุล Vibrio สามารถสลาย       
ไนเตรทใหเปนไนไตรท  ทนความเปนดางไดสูงถึง pH 9.5 ทนกรดไดนอย  ถา pH ต่ํากวา 
6.0 เชื้อจะตาย สามารถหมักยอยน้ําตาลกลูโคสเกิดกรดแตไมสรางกาซ (ยกเวน V. furnissii
และ V. Damsela บางสายพันธุ) ไวตอสาร 2,4-diamino-6,7-di-isopropylteridine (O/129) ซึ่ง
เปน Vibriostatic agent โซเดียมอิออนกระตุนการเจริญเติบโตในทุกสายพันธุ  พบไดในน้ําที่
มีความเค็มในระดับตางๆ พบไดงายในทะเล ในสิ่งแวดลอมบริเวณปากน้ํา นอกจากนี้ยังพบ
ที่ผิวและในลําไสของสัตวทะเล  บางสปชีสพบไดในน้ําจืด เชื้อสกุล Vibrio มีมากกวา 30 
สปชีส หลายสปชีสมีความสําคัญทางการแพทย สามารถกอใหเกิดการติดเชื้อทั้งภายในลํา
ไส (intestinal tract) และ/หรือ  ภายนอกลําไส (extraintestinal tract)  สปชีสที่กอโรคในคน   
ไดแก  V. cholerae,   V. parahaemolyticus,   V. alginolyticus,    V. vulnificus,  V. fluvialis,  
V. furnissii,  V. hollisae,    V. mimicus,    V. cincinatiensis,   V. carchariae,   V. 
metschnikovii  และ  V. damsela (Farmer, 1991)

1.2.2  Vibrio cholerae
                 1.2.2.1  ลักษณะทั่วไป

      Vibrio cholerae เปนแบคทีเรียรูปแทงสั้น ปลายโคงเล็กนอย ขนาดยาว
1.5 – 3.0 ไมโครเมตร กวาง 0.4 – 0.6 ไมโครเมตร (Wolin, 1973)  ติดสีแกรมลบ เคลื่อนที่
ไดดวยแฟลกเจลลัม 1 เสน ที่อยูตรงปลาย (polar flagellum) มีความยาว 1.5 – 2.0 
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ไมโครเมตร หนา 24-30 นาโนเมตร (Lee, 1990) ไมสรางสปอร เจริญไดดีในที่มีออกซิเจน 
ชวงอุณหภูมิ  16-42 องศาเซลเซียส  แตที่ 37 องศาเซลเซียส  เหมาะสมที่สุด เจริญไดดีใน
สภาวะดาง pH 6.4–9.6 (Wolin, 1973) ใหผลบวกตอการทดสอบ oxidase,  gelatin,  indole,  
lysine และ  ornithine decarboxylase  สวน arginine dihydrolase ใหผลเปนลบ (Benenson, 
1991) เชื้อสามารถหมักยอย carbohydrate ไดหลายชนิด ไดแก dextrose, galactose,  
maltose,  sucrose  และ mannitol  เกิดกรดแตไมสรางกาซ  สามารถทนตอ  bile salt,  
bismuth-sulfide  และ  tellurite เชื้อสามารถสรางเอนไซม  neuraminidase  ซึ่งไฮโดรไลซ   
N-acetylneuraminic acid, sialic acid และ mucin สามารถหมักยอยน้ําตาลซูโครสไดโคโล
นีสีเหลืองบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar
                 1.2.2.2  การจัดจําแนก
                              การแบงชนิดของ V. cholerae  อาศัยโครงสรางของแอนติเจน 
(antigenic structure) ที่มีทั้ง O- และ H- antigen (Ag)   ซึ่ง O-Ag คือ  somatic antigen  เปน
พวก  lipopolysaccharide  และ  polysaccharide  สามารถทนตอความรอนไดดี   สวน H-
Ag หรือ flagella antigen ไมทนความรอน จากความแตกตางของโครงสราง O-Ag 
สามารถจัดแบง V. cholerae ไดมากกวา 200 serogroup (Rivera et al., 2001)  แตโดยทั่ว
ไปมักแบงเปน 3 serogroup ใหญๆ ไดแก O1, O139 และ non-O1/non-O139  สําหรับ 
serogroup O1  แบงยอยได  2  biotype  คือ  Classical และ  El Tor โดยอาศัยคุณสมบัติการ
ทดสอบทางชีววิทยา (ตาราง 1.1) สําหรับ  biotype Classical  และ  El Tor ยังแบงยอยเปน 
serotype คือ Ogawa,  Inaba และ Hikojima (แผนภูมิ 1.1) ทั้ง 3 serotype  จะมี antigenic 
determinant  หรือตําแหนงยอยของแอนติเจนรวมกัน คือ A แอนติเจน แตมีแอนติเจนที่
จําเพาะอีก 2 ชนิด ไดแก B และ C โดย Inaba  จะมีแอนติเจน C  สวน  Ogawa  มีทั้ง
แอนติเจน B และ C    แตสัดสวนของแอนติเจน  B  มีมากกวา  C  และ Hikojima  จะพบ
แอนติเจนทั้งสามชนิด (Kaper et al., 1995) จากการศึกษา V. cholerae serogroup O139  
พบวาคุณสมบัติสวนใหญมีความคลายกับ serogroup O1 biotype El Tor ยกเวน O139 
สามารถสรางแคปซูลได (Albert et al., 1997)
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ตาราง 1.1  ความแตกตางระหวาง biotype Classical  และ El Tor (Lee, 1990)

การทดสอบ Classical El Tor
การเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงไก - +
การสลายของเม็ดเลือดแดงแกะในหลอดทดลอง - +
การทดสอบ  Voges-Proskauer - +
ความไวตอโพลีมิกซิน บี (50 ยูนิต) S R
ความไวตอไวรัสของแบคทีเรีย (phage IV) S R
S = ไวตอการทดสอบ      R = ดื้อตอการทดสอบ

แผนภูมิ 1.1  การจําแนก  V. cholerae

serogroup           biotype     serotype
       (O – antigen lipopolysaccharide)

V. cholerae O1 Classical Inaba
O139 (Bengal  strain) Ogawa
non-O1/non-O139  El Tor            Hikojima

                 1.2.2.3  แหลงที่อยูอาศัย
                             V. cholerae พบแพรกระจายทั่วไปในแหลงน้ํา  ทั้งน้ําจืด น้ํากรอย 
บริเวณปากแมน้ํา (Colwell et al., 1981; Singleton et al., 1982; Caldini et al., 1997) หรือ
แถบชายฝงทะเล (Colwell et al., 1977) สวนใหญมักพบ V. cholerae non-O1/non-O139 
(Kaper et al., 1979; Morris, 1994) นอกจากนี้ยังมีรายงานพบในอาหารทะเล หรือสัตว
ทะเลที่มีเปลือกหุม (Twedt et al., 1981; DePaola et al., 1983; Dalsgarrd et al., 1995a) 
หรือแมแตในไขเตา (Lin et al., 2001) V. cholerae non-O1 มีโอกาสมีชีวิตอยูไดใน         
สิ่งแวดลอมไดมากกวา  V. cholerae O1 (Chaudhuri et al., 1992) แตในบริเวณพ้ืนที่เขต
ระบาดของอหิวาตกโรค  มีโอกาสพบ V. cholerae O1 หรือ O139 ไดสูง เนื่องจากอาจเกิด
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การปนเปอนเชื้อจากอุจจาระผูปวยลงสูแหลงน้ํา (Ghosh et al., 1994) โดยเฉพาะในแถบ
ประเทศกําลังพัฒนาที่มีประชากรอาศัยอยูหนาแนน และมีระบบทางดานสาธารณสุขไมดี
พอ แตในสภาวะปกติโอกาสการตรวจพบ V. cholerae O1 หรือ O139 ในสิ่งแวดลอมเปน
ไปไดยาก ทั้งนี้เพราะบางสภาวะอาจไมเหมาะตอการดํารงชีวิตอยูของเชื้อ โดยขึ้นอยูกับ
หลายปจจัย  ไดแก ระดับความเปนกรด ดาง  อุณหภูมิ  ความเค็ม  ความอุดมสมบูรณของ
สารอาหาร เปนตน (DePaola et al., 1983; Huq et al., 1984; Roszak and Colwell, 1987) 
อยางไรก็ตามมีรายงานหลายฉบับบงชี้วา เชื้อมีการปรับตัวเพื่อการอยูรอด โดยปรับลด
ขนาดของเซลล  เปลี่ยนแปลงรูปราง  ลดการทํางานภายในเซลล  เรียกสภาวะดังกลาววา
ระยะ viable but nonculturable (VBNC)  (Xu et al., 1982; Brayton and Colwell, 1987a; 
Colwell and Huq, 1994) อีกทั้งยังทําใหยากตอการตรวจพบโดยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อธรรมดา 
แตสามารถตรวจหาเชื้อโดยตรงดวยวิธี direct viable count fluorescent antibody (Brayton 
et al., 1987b) จากการศึกษาโดยนําเชื้อ V. cholerae ไปเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
ในสภาวะที่มีอาหารคอนขางจํากัด พบวาเชื้อมีจํานวนลดลง เพราะการปรับตัวเขาสูระยะ 
VBNC แตเมื่อปรับอุณหภูมิเพิ่มขึ้นเปน 30 องศาเซลเซียส เชื้อกลับเจริญเติบโตมีจํานวน
เพิ่มขึ้น (Ravel et al., 1995)

                 นอกจากนี้ V. cholerae ยังเกี่ยวของกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆ ในแหลงน้ํา ไดแก 
พืชน้ํา (Islam et al., 1990) แพลงกตอนทั้งชนิด แพลงกตอนพืช (phytoplankton) และ 
แพลงกตอนสัตว (zooplankton) (Huq et al., 1983; Venkateswaran et al., 1989; Tamplin 
et al., 1990)  มีรายงานวา copepod  ซึ่งเปนแพลงกตอนสัตวเปนแหลงสะสม V. cholerae 
มากที่สุด สามารถพบเชื้อไดบริเวณปาก (oval) และรังไข (egg sac) (Huq et al., 1983) จาก
การมองผานดวยกลอง electron microscope  พบวา copepod 1 ตัวมีปริมาณเชื้อสูงถึง 104-
105 ตัว (Cowell and Huq, 1994) นอกจากนี้อาจพบไดในสวนของทางเดินอาหาร(Sochard 
et al., 1979) V. cholerae สามารถแทรกเขาไปอยูใตไคติน ซึ่งเปนสวนประกอบของสัตว
ทะเล ไคตินยังชวยปองกันเชื้อในสภาวะแวดลอมที่เปนกรด เชนในระบบทางเดินอาหาร
ของคน และ V. cholerae สามารถสราง chitinase ชวยยอยสลายไคตินเพื่อเกาะติดกับ
ระบบทางเดินอาหาร (Nalin et al., 1979) นอกจากนี้พบวา copepod ชวยปองกัน V. 
cholerae ไมใหถูกฆาดวยสารประเภทคลอรีน (Chowdhury et al., 1997a) มีรายงานวาใน
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ชวงฤดูรอนแตละปแถบประเทศบังคลาเทศ  มักมีปรากฏการณการเพิ่มจํานวน (boom) 
ของแพลงกตอนพืช ตามดวยการเพิ่มปริมาณของแพลงกตอนสัตว  และนําไปสูการระบาด
ของอหิวาตกโรคเสมอ (Huq et al., 1984; Huq et al., 1995)
                 1.2.2.4 อหิวาตกโรค (Cholera)

     V. cholerae   เปนสาเหตุของอหิวาตกโรคซึ่งสวนใหญเกิดจาก serogroup
O1  และ O139 การติดตอเกิดจากการรับประทานอาหารหรือดื่มน้ํา  ที่ปนเปอนเชื้อ ทําให
เกิดอาการทองรวงอยางรุนแรง
                            1.2.2.4.1  ประวัติ

        V. cholerae  ถูกรายงานครั้งแรก ในป  ค.ศ. 1854  ที่เมือง
ฟลอเรนซ (Florence) ประเทศอิตาลี  โดย  Pacini  ไดตรวจพบแบคทีเรีย  รูปรางโคงงอ 
จํานวนมากในลําไสผูปวย แลวใหชื่อวา Vibrio cholerae (Lee, 1990) แตการคนพบครั้ง
นั้นยังไมเปนที่ยอมรับจนกระทั่ง Robert Koch  ไดศึกษาผูปวยชาวอียิปต ในป ค.ศ. 1883  
และตรวจพบเชื้อแบคทีเรียรูปรางคลายตัวอักษร comma และสามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์  จึง
ตั้งชื่อวา Kommabazillen แตตอมาเปลี่ยนเปน Vibrio comma  และใชชื่อดังกลาวมาหลาย
สิบป จนกระทั่งคณะทํางานในกลุมของ Pacini ไดเปลี่ยนชื่ออีกครั้งเปน Vibrio cholerae
(Kaper et al., 1995) จากประวัติดั้งเดิม  พบวาโรคนี้มีมาตั้งแตกอนป ค.ศ. 1800 หรือกอน
ศตวรรษที่ 19 (Farmer, 1991) สันนิษฐานวาจุดเริ่มตนมาจากแมน้ําคงคา (Ganges river) 
และแมน้ําพรหมบุตร (Brahmaputra river) ในประเทศอินเดีย (Attridge and Rowley, 
1990) สวนความหมายของ cholera ไดรับอิทธิพลมาจากภาษากรีก หมายถึง ‘bilious’ แปล
วา เกี่ยวกับน้ําดี ขณะที่  Hebrew ใหความหมายวา ‘bad disease’ (Kaper et al., 1995)  การ
ระบาดใหญทั่วโลกพบครั้งแรกเมื่อ ค.ศ. 1817  จนกระทั่ง ค.ศ. 1923  รวม 6 ครั้ง  มีสาเหตุ
จาก Vibrio cholerae  serogroup O1 biotype Classical  (Benenson, 1991)  ในป ค.ศ. 1906  
Gotschlich ไดแยกเชื้อ V. cholerae จากนักแสวงบุญ บริเวณคายกักกันเมือง El Tor  แหลม
ไซไน ประเทศอียิปต เชื้อดังกลาวทําปฏิกิริยากับ antiserum O1 และมีความสามารถในการ
สลายเม็ดเลือดแดง (hemolysis)  ซึ่งตางจาก biotype Classical จึงเรียกเชื้อที่แยกไดวา ‘V. 
eltor’ (Lee, 1990) ในป ค.ศ. 1961 เกิดโรคระบาดคลายอหิวาตกโรค ที่เกาะซีลีบีส 
(Celebes) ซึ่งเปนชื่อดั้งเดิมของเกาะซุลาเวสซี (Sulawesi) ประเทศอินโดนีเซียแลวเรียกชื่อ
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โรคในขณะนั้นวา ‘El Tor disease’  หรือ ‘paracholera’ เพราะมีสาเหตุจาก V. cholerae
serogroup O1 biotype El Tor การระบาดไดแพรกระจายไปยังพื้นที่ขางเคียงอยางรวดเร็ว  
จึงจัดใหเปนการระบาดใหญทั่วโลกครั้งที่ 7 ของอหิวาตกโรค (Benenson, 1991)  ปลายป 
ค.ศ.1992 เกิดโรคระบาดใหญคลายอหิวาตกโรคอีกครั้งในทางตอนใตและตะวันออกของ
อินเดีย รวมทั้งบังคลาเทศ (Albert et al., 1993; Ramamurthy et al., 1993a; Shimada et al., 
1993; Swerdlow and Ries, 1993) ลักษณะเชื้อคลายกับ V. cholerae serogroup O1 biotype 
El Tor (Hall et al., 1993) แตไมตกตะกอนกับ antiserum ทั้ง 138 serogroup ที่มีอยูเดิม  จึง
จัดใหเปน V. cholerae  สายพันธุใหม  serogroup O139 หรือ V. cholerae Bengal และถือ
เปนสาเหตุการระบาดใหญของอหิวาตกโรค ครั้งที่ 8  จํานวนครั้งและระยะเวลาของการ
ระบาดใหญทั่วโลก (pandemic)  แสดงในตารางที่ 1.2

ตาราง 1.2  การระบาดใหญทั่วโลกของอหิวาตกโรค (Kaper et al., 1995)

Pandemic Pollitzer, 1959 Wilson, 1984 Recent
1 1817-1823 1817-1823
2 1829-1851 1826-1837
3 1852-1859 1846-1862
4 1863-1879 1864-1875
5 1881-1896 1883-1896
6 1899-1923/5 1899-1923
7 1961-present
8 1992-present
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        สําหรับประเทศไทยตามหลักฐาน พบวา เริ่มมีรายงานการ
ระบาดของอหิวาตกโรคตั้งแตกอนป พ.ศ. 2360  และมีรายงานเรื่อยมาทุกป จนถึง พ.ศ. 
2492 โดยมีเชื้อ V. cholerae biotype Classical  เปนสาเหตุ (อรษา สุตเธียรกุล, 2541) จาก
บันทึกหลักฐานทางสถิติจํานวนปวย-ตาย ครั้งแรกในป พ.ศ. 2461  พบวาระหวางป พ.ศ. 
2461-2463 พบอัตราการตายสูงถึงรอยละ 71.69  (ประเสริฐ ทองเจริญ, 2516)  แตในชวงป 
พ.ศ. 2493 – 2500  ไมมีรายงานอหิวาตกโรคในประเทศไทย  และเริ่มมีการระบาดอีกครั้ง
ในป พ.ศ. 2501-2502   สําหรับ V. cholerae biotype El Tor พบครั้งแรกใน พ.ศ. 2503  ที่
จังหวัดอุบลราชธานี  โดย Dr. Felsenfeld  ตอมาในป พ.ศ. 2506  V. cholerae biotype El 
Tor  เปนสาเหตุการระบาดที่จังหวัดนครศรีธรรมราช  และป พ.ศ. 2516  พบไดในเขต
กรุงเทพฯ  แลวแพรไปยังพื้นที่ตางๆ รวม 44 จังหวัด  ซึ่งจัดเปนการระบาดของ V. 
cholerae biotype El Tor  อยางเปนทางการในประเทศไทย  และเริ่มรายงานใหองคการ
อนามัยโลกทราบ (อรษา สุตเธียรกุล, 2541) แตในป พ.ศ. 2532 กองระบาดวิทยา 
กระทรวงสาธารณสุขไดมีนโยบายยกเลิกการรายงานอหิวาตกโรคตอองคการอนามัยโลก 
และเปลี่ยนชื่อเรียกอหิวาตกโรค เปนโรคอุจจาระรวงอยางแรง (severe diarrhea) เนื่องจาก
เกรงวาจะมีผลกระทบตอเศรษฐกิจอุตสาหกรรมอาหารสงออก และการทองเที่ยวของ
ประเทศ (วิชัย โชควิวัฒน, 2541; ธวัช จายนียโยธิน และคณะ, 2542)
                            1.2.2.4.2 ระบาดวิทยา
                                           จากการรวบรวมขอมูลการระบาดของ V. cholerae โดย 
Benenson (1991) พบวาการระบาดใหญของอหิวาตกโรคทุกครั้งเริ่มในประเทศอินเดีย ยก
เวนการระบาดใหญครั้งที่ 7 โดยครั้งแรกโรคไดแพรระบาดไปยังประเทศอื่นๆ ไดแก จีน  
ญี่ปุน ประเทศแถบชายฝงเมดิเตอรเรเนียน และเกาะแซนซิบาร นอกชายฝงดานตะวันออก
ของแอฟริกา ป ค.ศ. 1829  พบการระบาดใหญครั้งที่ 2 โดยโรคไดแพรมายัง เปอรเซีย    
รัสเซีย  โปแลนด  ออสเตรีย  ปรัสเซีย  และไอรแลนด   ในป ค.ศ. 1832  พบรายงานใน  
แคนาดา ซึ่งครั้งนั้นการระบาดเกิดจากผูอพยพที่เดินทางมาจากไอรแลนด  และยังพบ ผู
ปวยไดในฟลาเดเฟย ซึ่งเปนเมืองทาที่สําคัญทางดานตะวันออกเฉียงใตของรัฐเพนซิล       
เวเนีย  ประเทศสหรัฐอเมริกา  นอกจากนี้ยังปรากฏในเม็กซิโก  คิวบา นิคารากัว  และกัวเต
มาลา ซึ่งเปนประเทศในแถบทวีปอเมริกากลาง     ป ค.ศ. 1840  พบไดในจีน  รวมทั้ง
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ประเทศแถบตะวันตกของทวีปเอเชีย และยุโรป  แลวมายังสหรัฐอเมริกาในป ค.ศ. 1848  
ทั้งในนครนิวยอรก และนิวออรลีนส  และระหวางป ค.ศ. 1849-1850  พบการระบาดทั่ว
ประเทศสหรัฐอเมริกา

             การระบาดใหญครั้งที่ 3 เริ่มในป ค.ศ. 1852  โรคไดระบาดไปยังประเทศ
เปอรเซีย และเมโสโปเตเมีย ขณะนั้นเปนอาณาจักรโบราณในเอเชียตะวันตกเฉียงใต  
ปจจุบันเปนสวนหนึ่งของสาธารณรัฐอิรัก   รวมทั้งทางตอนเหนือของทวีปยุโรปทั้งหมด 
โดยเฉพาะอังกฤษ  ในป ค.ศ. 1854  พบไดในสหรัฐอเมริกา  แลววนกลับมายังจีนและ
ญี่ปุนอีกครั้ง

             การระบาดใหญครั้งที่ 4 พบในป ค.ศ. 1863  จนกระทั่ง ค.ศ. 1873 และ 
1875 โรคแพรมาทางตอนใตของฝรั่งเศส  อิตาลี  คาบสมุทรอาราเบีย  ในเอเชียตะวันตก  
และอียิปต  และป ค.ศ. 1865 – 1867  พบรายงานโรคจากสหรัฐอเมริกาเพราะการเคลื่อน
พลของเหลาทหารในสงครามกลางเมือง (Civil War)  อยางไรก็ตามอัตราการตายของผู
ปวยพบต่ํากวารอยละ 5 ซึ่งตางจากป ค.ศ. 1833 มีรายงานอัตราการตายรอยละ 5-15 หรือป 
ค.ศ. 1849  พบรอยละ 10 ซึ่งประมาณวา ในป ค.ศ. 1866 พบผูปวยตายดวยอหิวาตกโรค
ในสหรัฐอเมริกา ไมต่ํากวา 50,000 คน

             การระบาดใหญครั้งที่ 5 เริ่มในป ค.ศ. 1881   ซึ่งในป ค.ศ. 1883  Robert 
Kock ไดรายงานการคนพบเชื้อสาเหตุของอหิวาตกโรค ถึงแมจะพบผูปวยในนครนิวยอรก  
แตครั้งนั้นไมปรากฏการระบาดมากนัก  เพราะเริ่มมีการเรียนรูพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัย  
และควบคุมโรคได  อยางไรก็ตามยังมีผลกระทบตอประเทศในแถบอเมริกาใต  แอฟริกา  
และเอเซียตะวันออก  สําหรับการระบาดใหญครั้งที่ 6 โรคไดแพรระบาดมายังประเทศ
แถบยุโรปตะวันออกจนกระทั่ง ป ค.ศ. 1923

             การระบาดใหญครั้งที่ 7 เริ่มในป ค.ศ. 1961  มีจุดกําเนิดจากเกาะซุลาเวสซี  
(Sulawesi) ในอินโดนีเซีย   โรคแพรมายังแควนซาราวัค ของมาเลเซีย  มาเกาของฮองกง 
และฟลิปปนส   ในป ค.ศ. 1963  พบในทางตอนเหนือของเกาหลี  ประเทศแถบตะวันออก
กลาง  อิหราน ในป ค.ศ. 1964 และอิรัก ในป ค.ศ. 1965 และพบการระบาดไปยังแถบ
ตะวันตกและตะวันออกของยุโรป   ระหวางป ค.ศ. 1970-1971  พบแพรในรัสเซีย  และ
ทางเหนือของแอฟริกา  จากประเทศเคนยา ไปยังชายฝงตะวันตกของแอตแลนติกเหนือ  
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ทางใตของไนจีเรีย  และคาเมรูน  ป ค.ศ. 1971  พบไดในสเปน และโปรตุเกส  (Wolin, 
1973) ในป ค.ศ. 1991 – 1993  เกิดการระบาดอยางนักในแถบประเทศลาตินอเมริกา  ไดแก 
เปรู เม็กซิโก  เอกวาดอร บราซิล โคลัมเบีย โบลิเวีย  และปานามา  เปนตน (Tauxe et al., 
1994)

            รูปท่ี 1.1  การระบาดทั่วโลกครั้งที่ 7 ของ V. cholerae  (Wolin, 1973)  

             การระบาดใหญครั้งที่ 8  ในปลายป ค.ศ. 1992 พบรายงานการระบาดของ
อหิวาตกโรคที่เกิดจาก serogroup O139 ในเมืองมาทราส (Madras) และสวนอื่นๆ ของ
อินเดียและบังคลาเทศ  (Albert et al., 1993; Ramamurthy et al., 1993a)  การระบาดตอ
เนื่องมายังป ค.ศ. 1993  แลวแพรไปยังประเทศใกลเคียง ไดแก  ปากีสถาน  เนปาล  จีน 
ไทย คาซัคสถาน  อาฟกานิสสถาน และมาเลเซีย (Chongsa-nguan et al., 1993; Swerdlow 
and Ries, 1993) และที่สําคัญมีรายงานการระบาดในอังกฤษและสหรัฐดวย (Faruque et 
al., 1998a)  และจากการเฝาระวังโรคในระหวางป ค.ศ. 1996-1997 ในอินเดียและบังคลา
เทศ สามารถพบการระบาดทั้ง  V. cholerae  O1  El Tor และ O139 รวมกัน (Mitra et al., 
1996; Faruque et al., 1997; Mukhopadhyay et al., 1998)
                         ป ค.ศ. 2000 องคการอนามัยโลก (WHO) ไดรับรายงานการระบาดของ
อหิวาตกโรค ในพื้นที่ตางๆ รวม 56 ประเทศ  พบผูปวย 137,071 ราย เสียชีวิต 4,908 ราย 
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และรอยละ 87 เปน ผูปวยในประเทศแถบแอฟริกา สําหรับประเทศในเอเชียพบผูปวย 
11,246  ราย ซึ่งลดลง 3 เทา เมื่อเทียบกับ ป ค.ศ. 1999  (World Health Organization, 2001)
แตไมพบการรายงานอหิวาตกโรคจากประเทศไทย  ทั้งที่สามารถตรวจพบผูปวยไดเชนกัน  
ทั้งนี้เพราะทางกองระบาดวิทยา กระทรวงสาธารณสุขไดเปลี่ยนชื่ออหิวาตกโรคใน
ประเทศไทย เปนโรคอุจจาระรวงอยางแรง  (severe diarrhea) ซึ่งงดการรายงาน
อหิวาตกโรคมาตั้งแตป พ.ศ. 2532   และจากสรุปรายงานการเฝาระวังโรค ป พ.ศ. 2531  
พบผูปวยรวมทั้งสิ้น 2,248 ราย  คิดเปนอัตราปวย 4.1 ตอประชากรแสนคน  ลดลงจากป 
พ.ศ. 2530 ซึ่งอัตราปวยสูงถึง 9.9 ตอประชากรแสนคน  มีผูเสียชีวิต 25 ราย  อัตราการเกิด
โรครายภาค พบวา ภาคกลางมีอัตราปวยสูงที่สุด คิดเปน 5.8 ตอประชากรแสนคน  รองลง
มาเปนภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  ภาคใต  และภาคเหนือ ตามลําดับ (กองระบาดวิทยา, 
2531) การตรวจยืนยันเชื้อ V. cholerae O1 และ O139 จากพื้นที่ตางๆ   โดยกรมวิทยา
ศาสตรการแพทย  ระหวางป พ.ศ. 2535-2541 (รูปที่ 1.2) แสดงใหเห็นวายังสามารถพบเชื้อ
ไดทุกป  โดยเฉพาะในป พ.ศ. 2536 พบผูปวยสูงถึง 4,137 ราย  และในป พ.ศ. 2537 พบ 
3,848 ราย และในปเดียวกันยังตรวจพบ V. cholerae O139   3,024 ราย    สถานการณของ 
V. cholerae O139 ทางกรมวิทยาศาสตรการแพทยไดดําเนินการเฝาระวังมาตั้งแตเดือน
พฤษภาคม – ธันวาคม พ.ศ. 2536 พบ V. cholerae non-O1  ที่แยกไดจากผูปวยอุจจาระรวง
จํานวน 801 ราย  เปนเชื้อ V. cholerae O139  143  ราย หรือรอยละ 16.85  ผูปวยรายแรก
ถูกรายงานในเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2536 และในป พ.ศ. 2537 มีผูปวยเพิ่มมากขึ้นถึงรอยละ 
43.3 (กรองแกว ศุภวัฒน และคณะ, 2540ก) โดยพบมากที่สุดในภาคกลาง  อัตราปวยสูง
สุดอยูที่จังหวัดสมุทรสงคราม ซึ่งเปนจังหวัดชายฝงทะเล ที่มีการระบาดของอหิวาตกโรค
เกือบทุกป (ศิริศักดิ์ ธิติดิลกรัตน, 2542)
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    รูปท่ี 1.2  จํานวนผูปวยจากเชื้อ V. cholerae O1 และ O139 ที่ตรวจยืนยันโดย
                    กรมวิทยาศาสตรการแพทย จําแนกรายป พ.ศ. 2535-2541

                            1.2.2.4.3 กลไกการกอโรค
                                           เมื่อคนรับประทานอาหารหรือน้ําที่ปนเปอน V. cholerae เชื้อ
บางสวนอาจหลุดรอดจากสภาวะความเปนกรดในกระเพาะอาหารผานมายังลําไสเล็ก  
แลวใชแฟลกเจลลาวายแทรกผานเยื่อเมือก (mucosa) มายึดเกาะกับ microvilli ของเซลล
เยื่อบุผิว (epithelial cell) ลําไสเล็ก โดยเฉพาะบริเวณเจจูนัม (jejunum)  การยึดเกาะ         
ดังกลาวชวยใหตัวเชื้อไมถูกขับลงสูลําไสใหญ ซึ่งมีแบคทีเรียประจําถิ่น (normal 
microbiota)  อยูเปนจํานวนมาก  หลังจากนั้นเชื้อจะแบงตัวเพิ่มจํานวน  พรอมทั้งสรางสาร
พิษ  ที่เรียกวา cholera  toxin (CT)  ซึ่งมีผลทําให การดูดซึมน้ํา และอีเลคโตรไลทเขาสูภาย
ในเซลลถูกยับยั้ง แตไปเพิ่มการหลั่งน้ําและอีเลคโตรไลทออกจากเซลลไปสูโพรงลําไส 
(lumen) ทําใหเกิดอาการถายอุจจาระเหลวเปนน้ํา (อรษา สุตเธียรกุล, 2541)
                            1.2.2.4.4  อาการของโรค
                                            ผูที่ติดเชื้อแตละคน อาจแสดงอาการไมเทากัน ข้ึนกับปริมาณ
เชื้อที่ไดรับและความตานทานของแตละบุคคล (Bennish, 1994) ระยะฟกตัวของเชื้อ
ประมาณ 1-5 วัน อาการที่เห็นไดชัด ไดแก  อุจจาระรวง   ลักษณะอุจจาระในระยะแรกมัก
มีเศษอาหารปนอยู   ตอมามีอาการถายเปนน้ําคลายน้ําซาวขาว  มีกลิ่นคาว  ถาถายนานๆ
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อาจมีน้ําดีปนออกมาดวย อุจจาระไมมีมูกเลือด  ผูปวยอาจมีอาเจียนรวมดวย   สวนอาการ
ปวดทองและมีไขไมคอยพบ ในรายที่อาการไมรุนแรงมักมีอาการคลายกับอาการของโรค
ติดเชื้อในลําไสจากเชื้อตางๆ ไดแก Salmonella, Shigella และ Escherichia coli  เปนตน
ในรายที่อาการรุนแรง จะพบสภาวะรางกายขาดสารน้ําและแรธาตุ ทําใหออนเพลีย
กระหายน้ํา  เปนตะคริว  เสียงแหบ  แกมตอบ  เบาตาลึก  ผิวหนังและเยื่อเมือกตางๆ แหง
มือและนิ้วเหี่ยวยน  ตัวเย็น  ชีพจรเบาจนกระทั่งจับไมได  เลือดขน  มีความเปนกรดใน
เลือดสูง  ความดันโลหิตต่ํา  ลักษณะนี้ถาใหการรักษาไมถูกตองและทันทวงที ผูปวยอาจ
ช็อก ไตวายอยางเฉียบพลัน เปนสาเหตุใหเสียชีวิตไดรวดเร็ว อาการอุจจาระรวงและ
อาเจียนอาจทําใหผูปวยสูญเสียน้ําไปมากกวา  1  ลิตรตอชั่วโมง หรือ 10-15 ลิตรตอวัน
(รางกายของมนุษยมีน้ําประมาณ 20-40 ลิตร) อุจจาระของผูปวยจะประกอบดวย epithelial
cell, mucosa cell, อีเลคโตรไลทและเชื้อ V. cholerae ประมาณ 107-109  ตอมิลลิลิตร  สัด
สวน  ผูติดเชื้อ biotype Classical และ biotype  El Tor ที่แสดงอาการชนิดรุนแรงตอชนิด
ไม    รุนแรงเทากับ 1:5 – 1:10 และ 1:25-1:100 ตามลําดับ (อรษา สุตเธียรกุล, 2541)
                            1.2.2.4.5 การติดตอ

                   การติดตอและแพรกระจายของ V. cholerae  มีน้ําหรืออาหารที่
ปนเปอนเชื้อเปนสื่อ โดยที่ผูปวยอาจไดรับเชื้อทั้งทางตรงและทางออม น้ําจัดเปนสิ่งสําคัญ
ที่สุดในการแพรเชื้ออหิวาตกโรค  สวนอาหารมักเปนอาหารทะเลซึ่งอยูในลักษณะกึ่งสุก 
กึ่งดิบ นอกจากนี้อาจพบเชื้อไดในผักสด ถานําน้ําที่ปนเปอนเชื้อมาใชในการรดน้ําผัก 
แหลงแพรเชื้อที่สําคัญสูสิ่งแวดลอมคือ อุจจาระของผูปวย สามารถพบเชื้อไดประมาณ 
107-109 ตัวตอมิลลิลิตร ผูที่เปนพาหะและไมมีอาการของโรค สามารถเดินทางไปยังที่
ตางๆ ทําใหโอกาสแพรเชื้อมีมากกวาผูปวย ปจจัยที่เกี่ยวของในการแพรกระจายเชื้ออยาง
รวดเร็ว ไดแก เศรษฐกิจ ฐานะ และสุขอนามัยของประชาชน  นอกจากนี้การอพยพเคลื่อน
ยายหรือการคมนาคมที่สะดวก ทําใหเชื้อกระจายไปไดไกล และรวดเร็ว    (อรษา สุตเธียร
กุล, 2541)
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                            1.2.2.4.6 การวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ
       แมวาการรักษาผูปวยที่มีอาการของอหิวาตกโรค จะสามารถ

ดําเนินการไดทันที แตการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการยังมีความสําคัญมาก เนื่องจาก
ลักษณะอาการทางคลินิกไมสามารถแยกผูปวยที่ติดเชื้อ V. cholerae O1 ออกจาก O139 และ
อาจทําใหไดขอมูลเท็จ ซึ่งการวางแผนเฝาระวัง  ควบคุม ตั้งแตเริ่มแรกจะชวยปองกันการ
แพรระบาดของโรคได นอกจากนี้ยังตองทําการทดสอบความไวของเชื้อตอยาตานจุลินทรีย
จะไดเลือกใชยาไดอยางถูกตอง ตัวอยางที่ใชสําหรับการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ   
ไดแก  อุจจาระ  อาเจียน  น้ําและอาหาร เปนตน  อุจจาระควรเก็บในระยะที่เพิ่งมีอาการและ
กอนไดรับยาปฏิชีวนะ  การเก็บอาจใสในหลอดแกวหรือ เก็บแบบ rectal swab  โดยใชไม
พันสําลี  แลวเก็บไวใน  alkaline peptone water  เพื่อกันไมให swab  แหง  แตถาตัวอยาง
ตองเสียเวลาในการเดินทางกอนถึงหองปฏิบัติการควรใช transport medium  ที่นิยมใชคือ  
Cary Blair  ในหองปฏิบัติการอาจนําตัวอยางอุจจาระปายลงบนสไลด  นําไปสองกลอง
จุลทรรศนแบบ dark field  ดูการเคลื่อนไหวของเชื้อ ซึ่งสามารถเคลื่อนที่ไดรวดเร็วแบบพุง
ไปมา  และถาใสแอนติบอดีจําเพาะจะหยุดการเคลื่อนที่  วิธีนี้สามารถวินิจฉัยไดรวดเร็ว  
จากนั้นนําตัวอยางมาเพาะแยกเชื้อโดยการเพิ่มปริมาณเชื้อกอนดวย  alkaline peptone water 
บมที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส นาน 6-8 ชั่วโมง แลว streak บน TCBS agar บมนาน 
18-24 ชั่วโมง เลือกโคโลนีสีเหลือง กลม คอนขางแบน ขอบเรียบ  ขนาดประมาณ 1-2 
มิลลิเมตร มาทดสอบทางชีวเคมี เมื่อใหผลเปน V. cholerae นําเชื้อมาทดสอบ โดยวิธี slide 
agglutination   กับ polyvalent O1 และ O139 antiserum  ผลบวกจะเกิดการจับกลุมกับ 
antiserum  เชื้อที่ใหผลบวกตอ polyvalent O1 antiserum ใหนํามาตรวจหาซีโรทัยปดวยวิธี  
slide agglutination กับ Ogawa  และ Inaba  antiserum (แผนภูมิที่ 1.2)  สวนการแยก biotype 
ใชวิธีทดสอบ ในตารางที่ 1.1  เมื่อตรวจพบวาเปน V. cholerae O1 หรือ O139  ตองรายงาน
ผลการตรวจใหนายแพทยผูสงตรวจทราบภายในเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อที่จะดําเนินการควบคุม
และปองกันโรคโดยเร็ว
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แผนภูมิ 1.2 การตรวจทางหองปฏิบัติการเพื่อแยกวินิจฉัยเบื้องตนสําหรับเชื้อ
V. cholerae O1 หรือ O139 (ธวัช จายนียโยธิน และคณะ, 2542)

เก็บใส Cary-Bl

เลือกโคโ
มีส
ผูปวยอุจจาระรวงอยางแรง หรือผูสัมผัส
ย

ลนีบ
ีใส แต
อุจจาระหรือไมพันสําลีปา
Alkal

อาหารนําสง

air medium สงหองปฏิบัติการ
TCB

น TCBS : สีเหลือง กลม ค
ตรงกลางทึบแสง เสนผาศ

สงตรวจยืนยัน : หองปฏิบ
อาหารชวยใหเชื้อเจริญไดดีข้ึน
ine peptone water, 35-37 oC, 6-8 ช.ม.
.

Selective medium

S agar, 35-37oC, 6-8 ช.ม
อนขางแบน ขอบเรียบ
ูนยกลาง 1-2 ม.ม.
ทดสอบ slide agglutination กับ V. cholerae O1,
Ogawa, Inaba และ O139 antiserum

Presumptive report: V. cholerae O1, Ogawa
หรือ Inaba หรือ V. cholerae O139
ัติกา
TSI agar, LIM medium และ
NA slant, 35-37oC, 6-8 ช.ม.
รอางอิง
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        การตรวจหาปริมาณ V. cholerae ในตัวอยางอาหารหรือน้ํา
อาจใชวิธี  Most Probable Number (MPN)  สวนการเพาะเชื้อ ทําเชนเดียวกับการตรวจตัว
อยางอุจจาระ สําหรับการตรวจหาทอกซิน  มีหลายวิธี  เชน  tissue culture  ดูการเปลี่ยน
แปลงรูปรางของเซลล  โดยใช  Y1 mouse adrenal cells (Donta, 1974) Chinese hamster 
ovary (CHO) cells (Guerrant et al., 1974) หรือทําในสัตวทดลอง  เชน  rabbit ligated ileal 
loop (ดูการสะสมน้ํา) (Koley et al., 1999) วิธีทางอิมมูโนวิทยา เชน reverse passive latex 
agglutination test (Almeida et al., 1990) และ ELISA (Osawa et al., 1997) เปนตน 
ปจจุบันนิยมใชวิธี DNA hybridization  และ PCR มาตรวจสอบหาทอกซินซึ่งพบวาใหผล
แมนยําและรวดเร็วกวา (Shirai et al., 1991; Fields et al., 1992; Olsvik et al., 1993)
                            1.2.2.4.7  การรักษา

                    การรักษาผูปวยอหิวาตกโรคที่ถูกตองและไดผลคือ การทดแทน
น้ําและเกลือแรที่สูญเสียไปกับอุจจาระ และอาเจียน ดวยปริมาณที่เหมาะสมและทันเวลา    
ในกรณีที่ผูปวยยังดื่มไดควรใหดื่มทางปาก  แตถาไมไดควรใหทางเสนเลือด  ซึ่งทางองค
การอนามัยโลกแนะนําใหใช  Ringer’s lactate solution ในเด็กใหเปนสารละลาย 2 ชนิด
ผสมกันในอัตราสวน 2:1 คือ isotonic saline : isotonic sodium lactate (1/6 โมลาร)  หรือ 
isotonic sodium bicarbonate สวนน้ําตาลเกลือแรที่ดื่มนั้น  ปจจุบันทางองคการอนามัย
โลกใหใชสารละลายที่เรียกวา oral rehydration solution (ORS) ซึ่งในสวนผสมของ ORS  
จะใหปริมาณของอีเลคโตรไลทครบตามที่รางกายตองการ คือ Na 90, K 20, Cl 80 และ  
HCO3 30 mEq/L (อรษา สุตเธียรกุล, 2541) ในประเทศไทย องคการเภสัชกรรม  ไดผลิต
น้ําตาลเกลือแหงออกจําหนายแลวเชนกัน อยางไรก็ตามการกําจัดเชื้อใหหมดจากอุจจาระ
นั้นควรใหยาปฏิชีวนะในการรักษารวมเพื่อลดระยะเวลาการปวยใหสั้นลงและเปนการลด
แหลงแพรเชื้อดวย โดยใชยา tetracycline เปนยาปฏิชีวนะอันดับแรก ยกเวนในพื้นที่ๆมี
หลักฐานวามีการดื้อยา  ใหพิจารณาเลือกใชยาอื่นตามความไวตอเชื้อในทองถิ่นนั้นๆ เนื่อง
จากในระยะหลังไดมีรายงานผลการดื้อยาของ V. cholerae O1 ในอัตราที่เพิ่มสูงขึ้นผิด
ปกติ โดยเฉพาะ co-trimoxazole,  tetracycline และ chloramphenicol และมีการดื้อตอยา
หลายชนิดพรอมกันดวย ดังนั้นควรมีการทดสอบความไวของเชื้อตอยาและติดตามผลการ
รักษา จากผลการตรวจอุจจาระเพื่อใหมีการเลือกใชยาไดอยางมีประสิทธิภาพ  และการ
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จําหนายผูปวยออกจากโรงพยาบาลนั้น ควรทําเมื่อตรวจไมพบเชื้อในอุจจาระเปนเวลา  3 
วันติดตอกัน
                            1.2.2.4.8  การปองกันและควบคุม

                    อหิวาตกโรคนั้นเกิดจากผูปวย รับประทานอาหารและน้ําที่มี
เชื้อปนเปอน ดังนั้นควรระมัดระวังเรื่องอาหารและน้ําดื่ม  ตลอดจนรักษาความสะอาดตาม
หลักสุขอนามัย  ควรรับประทานแตอาหารที่ปรุงสุกอยางทั่วถึงและรอน  ดื่มน้ําที่สะอาด
ปราศจากเชื้อ  ลางมือทุกครั้งหลังถายอุจจาระและกอนรับประทานอาหาร  ควรมีการปรับ
ปรุงระบบสุขาภิบาลใหถูกสุขลักษณะ  มีหองสวมที่สะอาดมิดชิด  นอกจากนี้ควรควบคุม
ผูปวย ผูสัมผัสโรคและพาหะ ใหการรักษาอยางถูกตองตลอดจนใหสุขศึกษา  มาตรการ
เหลานี้ถาทําไดจะสามารถปองกันและควบคุมอหิวาตกโรคได

                   วัคซีนปองกันโรคนั้นมีหลายชนิด  ทั้งที่อยูระหวางการศึกษา
และนํามาใชแลว  แตละชนิดจะมีประสิทธิภาพตางๆ กัน เชน  V. cholerae ElTor Inaba 
JBK70 (A—B— ) (Levine et al., 1988), V. cholerae Classical Inaba CVD 101(A—B+) 
(Levine et al., 1988), Ty21a- V. cholerae  hybrids (Attridge et al., 1991) และ CVD103-
HgR (Ketley et al., 1993) เปนตน สวนการปองกันผูที่สัมผัสโรค  อาจทําไดโดยใหยา
ปฏิชีวนะ เชน tetracycline และ chloramphenicol อยางไรก็ตามอหิวาตกโรคสามารถกําจัด
ไดถายกฐานะภาพความเปนอยู การสาธารณสุข และการสุขาภิบาลใหดีข้ึน

                 1.2.2.5 การกอโรคอื่นๆ
             นอกจากการกอใหเกิดอหิวาตกโรค ยังมีรายงานการติดเชื้อ V. cholerae

O1 นอกระบบทางเดินอาหาร โดยตรวจพบ V. cholerae O1 ในกระแสเลือดของเด็กผูหญิง
อายุ 8 เดือน (Jamil et al., 1992) และในผูใหญ  2 ราย เด็กทารก 1  ราย (Gordon et al., 
2001) ในป ค.ศ. 1993 มีรายงานการติดเชื้อ V. cholerae serogroup O139 ในกระแสเลือด
ไดเชนกัน (Jesudason et al., 1993) โดยทั่วไปการติดเชื้อในกระแสเลือดของ V. cholerae
O1 และ  O139  พบไดนอยมาก   มักพบในผูป วยที่มีสภาวะภูมิ คุ มกันต่ํา  
(immunosuppression) อันเนื่องมาจากไดรับ chemotherapy, เกิด autoimmune disease, 
achlorhydria นอกจากนี้ยังพบในผูสูงอายุ (elderly) และเด็กแรกเกิด (neonates)
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      สําหรับ V. cholerae non-O1/non-O139  หรือเดิมเรียกวา  non-
agglutinable (NAG)  หรือ non-cholera vibrio (Kaper et al., 1995) สวนใหญจะพบใน   
สิ่งแวดลอม และไมกอใหเกิดโรค แตในระยะหลังเริ่มมีรายงานการเกิดโรคจาก non-
O1/non-O139 (Dalsgaard et al., 1995b; Tsutsumi et al, 1995; Sharma et al., 1998b) พบ
วาบางสายพันธุสามารถกอใหเกิดอาการกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ (gastroenteritis) 
(Abbott et al., 1992) หรืออุจจาระรวง  ขณะเดียวกันมีรายงานการตรวจพบ ctxA ซึ่งเปน
จีนควบคุมการสราง cholera toxin  ในเชื้อกลุมนี้ไดเชนกัน (Ghosh et al., 1997) นอกจาก
นี้ยังพบการสรางสารพิษอื่นๆ ไดแก cholera toxin-like enterotoxin (Yamamoto et al., 
1983),  Shiga-like toxin  (O’Brien et al., 1984; Kaper et al., 1994)  hemolysin ซึ่งคลาย
กับ  thermostable direct hemolysin (TDH) ของ V. parahaemolyticus (NAG-TDH)
(Honda et al., 1986) hemagglutinins และ  heat-stable enterotoxin (ST)  ซึ่งคลายกับ heat-
stable enterotoxin ที่สรางจาก  enterotoxigenic Escherichia coli (Hoge et al., 1990; 
Ogawa et al., 1990) ทําใหพบผูปวยที่ติดเชื้อ V. cholerae non-O1/non-O139  สามารถ
แสดงพยาธิสภาพและอาการทางคลินิกไดหลายแบบแตกตางกัน เชน  อุจจาระรวง รางกาย
ขาดน้ําคลายกับอาการของอหิวาตกโรค  มีอาการคลายโรคบิด  หรือทําใหเกิดโรคนอก
ระบบทางเดินอาหาร  เชน โลหิตเปนพิษ  เยื่อหุมสมองและไขสันหลังอักเสบ  และมีการ
ติดเชื้อทางบาดแผล เปนตน (Morris, 1994)  สําหรับประเทศไทยมีรายงานการระบาดของ
เชื้อ V. cholerae non-O1/non-O139   ในกลุมผูอพยพ แถบชายแดนเขมร จ. อรัญประเทศ  
พบผูปวยมีอาการคลายกับอหิวาตกโรค  และเชื้อดังกลาวสามารถสราง heat-stable toxin 
(Bagchi et al., 1993) นอกจากนี้ยังพบผูปวยซึ่งเขารับการรักษาที่โรงพยาบาลศิริราช ใน
ชวงป ค.ศ. 1983-1988 ติดเชื้อ V. cholerae non-O1/non-O139  ในกระแสเลือดถึง 13  ราย 
(Thamlikitkul, 1990)

                 1.2.2.6 ปจจัยกอความรุนแรง  (Virulence factors)
                             การกอใหเกิดโรคของ V. cholerae O1 และ O139 มีปจจัยหลายอยางที่
เกี่ยวของ ไดแก ความสามารถในการยึดเกาะของเชื้อกับบริเวณเยื่อบุลําไส เพื่อการดํารง
ชีวิตและการแบงตัวเพิ่มจํานวน รวมทั้งสรางสารพิษชนิดตางๆ  ปจจัยเหลานี้ถูกควบคุม
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โดยจีน ซึ่งมีอยูดวยกัน 3 ตําแหนง (region) ไดแก VPI, CTX genetic element และ RTX 
toxin
                            1.2.2.6.1  Pathogenicity island of Vibrio cholerae (VPI)
                                            กลุมของจีนกอโรคที่พบอยูบนโครโมโซมของแบคทีเรีย
 เรียกวา pathogenicity islands (PAIs) แตอาจพบไดในสวนของพลาสมิด และแบคเทอริโอ
ฟาจ  พบในแบคทีเรียสายพันธุที่กอโรค แตไมพบในสายพันธุที่ไมกอโรค มีรายงาน PAIs 
ในแบคทีเรียหลายชนิด ไดแก Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella 
flexneri, Clostridium difficile และ V. cholerae เปนตน พบ PAIs อยูรวมกับ tRNA ซึ่งเปน
จุดที่ DNA แปลกปลอมสอดแทรกเขามาใน host DNA นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณของ 
G+C ของ PAIs ยังแตกตางจาก host DNA จึงทําใหเชื่อวา PAIs เปนจีนที่ host รับมาจาก
สิ่งมีชีวิตอื่น (Dorindt and Reidl, 2000) PAIs ของ V. cholerae มีชื่อเรียกเฉพาะวา V. 
cholerae pathogenicity island (VPI) มีความยาวเบสประมาณ 39.5 กิโลเบส มีปริมาณ 
G+C  35 เปอรเซ็นต ประกอบดวย TCP cluster (toxin co-regulated pilus), ACF cluster 
(accessory colonization factor), จีน int (integrase gene), aldA, tagA, tagD และ toxT
ขนาบขางดวย att site (รูปที่ 1.3) (Faruque et al., 1998a)

      รูปท่ี 1.3 Vibrio cholerae  pathogenicity island (VPI) (Faruque et al., 1998a)

TCP cluster ประกอบดวยจีนสําคัญ คือ tcpA เปนจีนหลักที่ควบคุมการสราง toxin 
co-regulated pilus (TCP) (Taylor et al., 1987) มีลักษณะเปนระยางคสั้นๆ คลาย pilus 
ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ  7 นาโนเมตร อยูที่ผิวเซลลของ V. cholerae เปนปจจัยที่
ชวยสงเสริมใหเชื้อเกาะติดกับเซลลเยื่อบุลําไสเล็ก TcpA เปนโปรตีน  ขนาด 20 kDa นอก
จากนี้การสราง TCP ยังถูกควบคุมโดยจีน tcpH และ tcpI โดยพบวาหากยับยั้งไมใหมีการ
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แสดงออกของจีน tcpH จะมีผลทําใหการสังเคราะห TCP ลดลง ขณะที่เมื่อยับยั้งการแสดง
ออกของ tcpI  พบวามีการแสดงออกของ TCP เพิ่มขึ้น (Faruque et al., 1998a)  จากการ
ศึกษาในกลุมอาสาสมัครที่ไดรับ V. cholerae O1 biotype Classical Ogawa  สายพันธุ  395  
ซึ่งผานการทําใหเกิดการกลายพันธุในสวนของจีน  tcpA ผลพบวาเชื้อดังกลาวไมสามารถ
เจริญแบงตัวเพิ่มจํานวนในบริเวณลําไสเล็ก และไมปรากฏอาการอุจจาระรวงในกลุมอาสา
สมัคร (Herrington et al., 1998)

  TCP  พบไดทั้งใน V. cholerae O1  biotype Classical และ  El Tor   ซึ่งจีน tcpA
ของทั้งสองจะใหโปรตีนที่มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกันประมาณ 82 เปอรเซ็นต (Iredell 
and Manning, 1994; Rhine and Tayor, 1994)  แตสภาวะการแสดงออกของ TCP ของทั้ง
สอง biotype จะแตกตางกัน (Voss and Attridge, 1993) ถึงแมเลี้ยงในสภาวะเดียวกัน 
biotype Classical จะมีการแสดงออกของ TCP ไดดีกวา El Tor (Jonson et al., 1992) 
สําหรับ V. cholerae serogroup O139 สามารถตรวจพบจีน tcpA ไดเชนกัน และพบวามี
ลําดับเบส และสภาวะการแสดงออกของจีน tcpA  คลายกับ El Tor  (Rhine and Taylor, 
1994; Said et al., 1995)  โดยทั่วไปจะไมพบจีน tcpA ใน serogroup non-O1/non-O139  
รวมทั้ง serogroup O1 ที่ไมสรางสารพิษ (Kaper et al., 1995; Sharma et al., 1998) แตในป 
ค.ศ. 1995 มีรายงานการตรวจพบจีน tcpA ใน V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกไดจาก
สิ่งแวดลอม (Said et al., 1995; Ghosh et al., 1997) และเมื่อหาลําดับเบส พบวามีความ
เหมือนกับ serogroup O1 biotype Classical ถึง 97.7 เปอรเซ็นต (Chakraborty et al., 2000)
บทบาทที่สําคัญของ TCP อีกประการหนึ่ง คือ TCP เปน receptor ของแบคเทอริโอฟาจ 
(CTXφ) (Lee, 1999)

ACF cluster มีจีน acf ควบคุมการสราง Accessory colonization factor (ACF)
เปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการแบงตัวเพิ่มจํานวนของ V. cholerae (Peterson and Mekalanos, 
1988) เชื้อที่ทําใหเกิดการกลายพันธุในสวนของจีน acf จะทําใหความสามารถในการแบง
ตัวเพิ่มจํานวนของเชื้อลดลง 10-50 เทา เมื่อเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม (wild type) ตําแหนง
จีน acf  จะอยูทางดาน downstream ของกลุมจีน tcp บน VPI (รูปที่ 1.3) (Kaper et al., 
1995) กลไกการทํางานของ ACF ยังไมทราบแนชัด  แต 1 ใน 4 ของ ORF (acfABCD) จะ
มีจีน  acfD  เปนตัวควบคุมการสราง lipoprotein (Parsot et al., 1991)
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toxT ควบคุมการสรางโปรตีน ToxT ทําหนาที่เปน transcriptional activator ใหกับ
หลายๆจีนที่กอโรค  toxT  มีตําแหนงอยูบน VPI ทางดาน upstream ของ acf  อยางไรก็ตาม 
การทํางานของจีน toxT  ข้ึนอยูกับจีน toxR (Higgins and DiRita, 1996)

aldA และ tagA  เปนจีนที่มีรายงานวาพบไดเฉพาะ pathogenic V. cholerae เทานั้น
และการแสดงออกของจีนอยูภายใตการควบคุมของ ToxR  แตพบวาจีนดังกลาวมีสวน
เกี่ยวของกับขบวนการเผาผลาญพลังงานมากกวากอโรค โดยที่ aldA ควบคุมการสราง
เอนไซม aldehyde dehydrogenase  และ tagA ควบคุมการสราง lipoprotein (Karaolis et 
al., 1998)

1.2.2.6.2 CTX  genetic element
                                              เปนกลุมจีนสําคัญ ในการควบคุมการสรางสารพิษหรือปจจัย
ที่ชวยในการกอใหเกิดโรค พบใน V. cholerae O1 และ O139 ที่แยกไดจากผูปวย CTX 
genetic element ประกอบดวย core region มีขนาดความยาวเบส 4.5 kb มีตําแหนงจีนตางๆ 
ไดแก ctxAB, zot, ace, orfU และ cep นอกจากนี้ยังขนาบขางดวย repetitive sequence หรือ 
RS1 จํานวน 1 หรือ 2 ชุด (Pearson et al., 1993) (รูปที่ 1.4) โดยสวนใหญ V. cholerae ที่
แยกไดจากสิ่งแวดลอม จะไมพบ CTX genetic element แตอาจพบลําดับเบสขนาด 1.8 bp 
ของ attRS1 ซึ่งตําแหนงดังกลาวจะเปนสวนที่ CTX genetic element ถูกสอดแทรกเขามา 
ไดโดยผานทางแบคเทอริโอฟาจ ที่ชื่อ CTX phage (Faruque et al., 1998a)

      รูปท่ี 1.4   แผนภาพ  CTX genetic element  ของ V. cholerae (Kaper et al.,1994)
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1.2.2.6.3 Bacteriophage
                                              มีรายงานการคนพบ CTX genetic element ในจีโนมของ
lysogenic filamentous bacteriophage เรียกวา CTX phage (CTXφ) (Waldor and
Mekalanos, 1996a) ภายในจีโนมของฟาจ ประกอบดวย core region ขนาด 4.6 kb  และ 
repeated sequence (RS) region  ขนาด 2.4 kb (รูปที่ 1.5)  สวนของ core region  ประกอบ
ดวยจีน psh, cep orfU, ace, zot  และ ctxAB จีน zot และ จีน orfU  มีความสําคัญในการ
ประกอบเปนตัวฟาจ สวน RS region ประกอบดวยจีน  rstR  rstA และ rstB  มีหนาที่ควบ
คุม  repression  replication และ site-specific integration ของ CTXφ (Waldor et al., 
1997) ฟาจสามารถบุกรุกเขาสูเซลลของ V. cholerae โดยอาศัย TCP เปนตัวรับ  จีโนมของ
ฟาจจะสอดแทรกลงในจีโนมของเชื้อ ในตําแหนง attachment site (attRS) แฝงตัวเปน 
stable lysogen  หรืออาจพบฟาจอยูในรูปพลาสมิด หรือ replicative form (RF) (Pearson et 
al., 1993;  Waldor and Mekalanos, 1996a; Waldor et al., 1997)  V. cholerae ที่ไมมี TCP 
ฟาจจะไมสามารถเขาสูเซลลของเชื้อได ดังนั้นจึงสรุปวา CTXφ เปนพาหะในการถายทอด 
CTX genetic element จาก pathogenic V. cholerae ไปยัง non-pathogenic V. cholerae และ
ทําใหกอโรคได (Waldor and Mekalanos, 1996a) อยางไรก็ตามเมื่อเร็วๆ นี้มีรายงานวา 
ฟาจสามารถบุกรุกเขาสูเซลล  V. cholerae ไดถึงแมจะไมมี TCP (Faruque et al., 1998b;
Heilpern and Waldor, 2000)  และในป ค.ศ. 1999 พบวาฟาจ CP-T1ts  (V. cholerae 
generalized transduing phage) สามารถสอดแทรกจีโนมของฟาจลงในจีโนมของ V. 
cholerae สายพันธุ 468-83  ทั้งๆ ที่สายพันธุดังกลาวไมมีทั้ง TCP และ attRS  (Boyd et al., 
1999) จึงอาจจะเปนไปไดวา นอกจาก TCP แลวยังมีที่รับของฟาจอีกชนิดหนึ่ง ซึ่งจะตอง
ทําการศึกษาตอไป กลไกการถายทอดจีนของฟาจเริ่มจาก VPIφ บุกรุกเขาเซลล ของ non-
pathogenic V. cholerae (รูปที่ 1.6) และสอดแทรกจีโนมซึ่งมีสวน VPI ซึ่งมีกลุมจีน tcp ลง
บนโครโมโซมของเชื้อ ตอมาฟาจอีกตัวหนึ่ง คือ CTXφ จะจับกับ TCP ซึ่งเปน receptor 
แลวสอดแทรกจีโนมสวนของ CTX genetic element เขาไป ทําใหได  pathogenic V.
cholerae  ที่สร างสารพิษได   สําหรับการเปลี่ ยนแปลง  O-ant igen ซึ่ ง เปน  
lipopolysaccharide  (LPS) จะมีจีน rfb เปนตัวควบคุม ทําใหเกิด serogroup ใหม (Bik et 
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al., 1995; Dobrindt and Reidl, 2002) เชน serogroup O139 ที่ระบาดครั้งแรกเมื่อปลายป 
ค.ศ. 1992 ในประเทศบังคลาเทศ และอินเดีย

        รูปท่ี 1.5 แผนภาพจีโนมของ CTXφ (Lazar and Waldor, 1998)

  รูปท่ี 1.6  กลไกการเปลี่ยน non-pathogenic V. cholerae เปน pathogenic V. cholerae
         โดยแบคเทอริโอฟาจ และการเปลี่ยนแปลง serogroup (Dobrindt and Reidl, 2002)
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1.2.2.6.4 Virulence genes
                                              การกอโรคของ V. cholerae มีขบวนการที่ซับซอน สารพิษ
ตางๆ ที่สรางขึ้นมาตางถูกควบคุมผานจีนหลายชนิด ไดแก

จีน ctx  มีความสําคัญในการควบคุมการสราง cholera toxin (CT)  ในป ค.ศ. 1884  
Robert Koch ไดตั้งขอสังเกตวาสาเหตุการเกิดอหิวาตกโรค อาจเกิดจากสารพิษของ V. 
cholerae  ซึ่งมีผลตอ  intestinal epithelium ตอมาในป ค.ศ. 1959 คณะทํางานของ De และ 
Dutta  ไดทดลองนําน้ําเลี้ยงเชื้อ ที่ผานขั้นตอนการกรองใหปราศจากตัวเชื้อ  ฉีดเขาสูลําไส
ของกระตาย พบวาภายในลําไสเกิดมีของเหลวสะสมอยูเปนจํานวนมาก ในเวลา 10 ปตอ
มา  Finkelstein และ LoSpalluto  สามารถแยกสารพิษ ซึ่งเรียกวา cholera toxin ใหบริสุทธิ์  
แลวนํามาศึกษาคุณสมบัติตางๆ  พบวาโครงสราง (structure) ของ cholera toxin (CT) หรือ 
choleragen จัดเปน  exotoxin  ซึ่งเปนโปรตีนไมทนความรอน  มีน้ําหนักโมเลกุล 84,000 
ดาลตัลประกอบดวยหนวยยอย  2  สวน  คือ A และ B    หนวยยอย A มีน้ําหนักโมเลกุล 
28,000 ดาลตัล  ซึ่งแบงเปน A1 (น้ําหนักโมเลกุล 23,000 ดาลตัล) และ A2 (น้ําหนักโมเลกุล 
5000 ดาลตัล)  A1 เปนสวนที่ออกฤทธิ์เขาไปกระตุน  adenyl cyclase สําหรับหนวยยอย B 
มีขนาดน้ําหนักโมเลกุล 56,000 ดาลตัล ประกอบดวย  5 หนวยยอยที่เหมือนกัน แตละ
หนวยยอยมีน้ําหนักโมเลกุล 11,500 ดาลตัล เปนสวนที่ CT ใชจับกับที่รับจําเพาะ ที่เรียกวา 
GM1 ganglioside    บนผิวเซลล     กลไกการออกฤทธิ์ของ CT เกิดขึ้นโดย หนวยยอย  B 
จะไปเกาะที่ GM1 ganglioside  ของเซลลเยื่อบุลําไส  จากนั้นหนวยยอย A  จะเขาสูเซลล
โดยผานพลาสมาเมมเบรน  ไปเรง ADP-ribosylation  ของ G-protein (ซึ่งตามปกติจะทํา
หนาที่จับและสลาย GTP) ทําใหมีการกระตุนเอนไซม  adenyl cyclase  ซึ่งจะเปลี่ยน 
adenosine triphosphate (ATP)  ใหเปน cyclic 3′, 5′ adenosine monophosphate (cAMP)  
มีผลทําใหภายในเซลลมีพลังงานเพิ่มขึ้น  มีการขับน้ําและอีเลคโตรไลทออกจากเซลลเขา
ไปในโพรงของลําไสมาก  ในขณะที่อัตราการดูดกลับของอีเลคโตรไลทลดนอยลงหรือถูก
ยับยั้ง  เปนผลใหผูติดเชื้อเกิดการถายอุจจาระเหลวเปนน้ํา (Kaper et al., 1995)
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                              รูปท่ี 1.7  กลไกการออกฤทธิ์ของ cholera toxin
การศึกษา cholera toxin ในระดับโมเลกุลพบวา  การสรางหนวยยอย  A และ B  

ถูกควบคุมโดยจีน  ctxA และ ctxB  ตามลําดับ  จีนทั้งสองมีตําแหนงอยูบนโครโมโซมใน
สวน ctx operon ของ CTX genetic element ซึ่งมี open reading frames(ORF)  เหลื่อมล้ํา
กัน   โดยลําดับเบสสุดทายของ ctxA คือ TGA  แต  ATG  จัดเปนลําดับเบสเริ่มตนของ 
ctxB  (รูปที่ 1.4) สวนตําแหนงที่ ribosome  เขาจับเพื่อเริ่มขบวนการถอดรหัสจะอยูทาง
ดาน upstream  ของ จีนทั้งสอง  นั้นคือตําแหนงจับของ ribosome ของ ctxB  จะอยูทางดาน
ปลาย 3'  ของลําดับจีน ctxA    สําหรับการแสดงออกของจีน ctxA และ ctxB  จะมีอัตรา
สวน 1:5 (Kaper et al.,1994) การถอดรหัสของ ctxAB ยังถูกควบคุมโดยจีนอีกชนิดหนึ่ง 
คือ  toxR  (Miller et al., 1987)  V. cholerae O1 biotype Classical  พบวามี ctx operon 2 
ชุด  สวน El Tor  สวนใหญพบ 1 ชุด  มีเพียง 30 เปอรเซ็นตที่พบ 2 ชุดหรือมากกวา และ
จากการศึกษาในระดับโมเลกุลของ V. cholerae O139 ซึ่งมีความคลายคลึงกับ V. cholerae
O1 El Tor พบวามี ctx operon ไดหลายชุด (Waldor and Mekalanos, 1994) บน ctx operon 
นอกจากจีน ctx แลวทางดาน upstream ยังประกอบดวยจีน zot ซึ่งจัดเปน toxin ลําดับที่
สองที่คนพบใน V. cholerae

จีน zot ทําหนาที่ควบคุมการสราง Zonula occludens toxin (Zot) จากการศึกษา V. 
cholerae สายพันธุที่พัฒนาสําหรับนํามาผลิตเปนวัคซีนปองกันอหิวาตกโรค โดยใชวิธีการ
ตัดจีนสวนควบคุมการสราง cholera toxin  แตสายพันธุดังกลาวยังสามารถกอใหเกิด
อาการอุจจาระรวง  เล็กนอย ถึงปานกลาง ในกลุมอาสาสมัคร จึงไดทําการศึกษาตอโดยนํา
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น้ําเลี้ยงเชื้อมาทดสอบใน Ussing chamber  พบวา เชื้อดังกลาวสามารถสรางสารพิษซึ่งมี
ศักยภาพเพิ่ม permeability ภายในลําไสเล็ก  และมีผลกระทบตอโครงสรางของ 
intercellular tight junction หรือ zonula occludens  คุณสมบัติของสารพิษ ไมเสถียร ไมทน
ความรอน  ถูกยอยไดงายดวย protease  และพบไดในสวนน้ําเลี้ยงเชื้อ (supernatant) จึง
เรียกสารพิษดังกลาววา  zonula occludens toxin หรือ Zot (Fasano et al., 1991) ตําแหนง
ของจีน zot อยูทางดาน upstream ของ ctx operon เปนตัวควบคุมการสราง polypeptide ที่มี
ขนาดน้ําหนักโมเลกุล 44.8 kDa  ประกอบดวย ORF  ขนาด 1.3 kb (Baudry et al.,1992) 
จากการศึกษาใน V. cholerae O1 biotype Classical serotype Ogawa  สายพันธุ 569B  พบ
วาตําแหนงสวนปลายของจีน zot จะเหลื่อมล้ํากับตําแหนงลําดับเบสเริ่มตนของ ctx
promotor คือ TTTTGAT (รูปที่ 1.4) ซึ่งเปนตําแหนงจับของ ToxR (Miller et al., 1987) 
พบจีน zot  ใน V. cholerae O1, O139 และ non-O1/non-O139 ที่แยกจากผูปวย  (Karasawa 
et al., 1993; Ramamurthy et al., 1993b; Kurazono et al., 1995; Aidara et al., 1998; 
Pourshafie et al., 2000) V. cholerae สายพันธุที่มีจีน ctx มักพบจีน zot  ดวยเสมอ(Kaper et 
al., 1995) นอกจากนี้ยังพบจีน zot  ไดในบางสายพันธุของ V. alginolyticus (Sechi et al., 
2000; Raja et al., 2001) และ V. mimicus (Chowdhury et al., 1997b; Shi et al., 1998; 
Sechi et al., 2000)

จีน ace  ควบคุมการสราง Accessory cholera enterotoxin (Ace)  ซึ่งเปน toxin ที่ มี
บทบาทในการเพิ่ม short-circuit current ใน Ussing chamber  และเปนสาเหตุไปเพิ่มการ
สะสมของเหลวในลําไสกระตาย (Trucksis et al., 1993) ลําดับเบส TGA ที่อยูตําแหนงสุด
ทายทางดาน 5′ ของจีน ace  จะเหลื่อมล้ํากับลําดับเบสสวนตนของจีน zot  โปรตีน Ace   
มีขนาด peptide 96 residue  มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 11,300 ดาลตัล (Kaper et al., 1995)

จีน cep  ควบคุมการสราง Core-encode pilus (Cep) ซึ่งเปนโปรตีน (Pearson et al., 
1993)    จีนนี้เปนสวนหนึ่งใน  ctx operon (รูปที่ 1.4) หาก V. cholerae  เกิดการ กลายพันธุ
ในตําแหนงจีนดังกลาว พบวาความสามารถในการเจริญแบงตัวเพิ่มจํานวนของเชื้อในลํา
ไสเล็กของหนูทดลองจะลดลง 13-21 เทา

1.2.2.6.5 Regulation of virulence
                                              กลไกการกอโรคของ V. cholerae ข้ึนอยูกับหลายปจจัยและ
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ถูกควบคุมโดยจีนที่ทํางานอยางเปนระบบ การแสดงออกของจีนดังกลาวสวนใหญ  เกี่ยว
ของกับ ToxR ซึ่งเปน transmembrane DNA-binding protein  ที่มีขนาด 32 kDa (Miller et 
al., 1987; DiRita et al., 1992) พบไดใน inner membrane  สวนที่เปน cytoplasmic amino-
terminal domain และ periplasmic carboxy-terminal domain โดยที่สวน cytoplasmic 
amino-terminal domain (รูปที่ 1.8) จะทําหนาที่เปน  DNA-binding และชวยกระตุนใหมี
การถอดรหัสของจีนที่เกี่ยวของ สวน  periplasmic carboxy-terminal domain มีหนาที่จับ
กับ  transmembrane protein  อีกชนิดหนึ่งที่มีขนาด 19 kDa  คือ ToxS (Miller et al., 1987; 
Miller et al., 1989; DiRita and Mekalanos, 1991a)  ToxS ชวยให ToxR  มีความเสถียร
สามารถทํางานไดโดยอยูในรูป dimer form (DiRita and Mekalanos, 1991a; Ottemann 
and Mekalanos, 1996) มีจีนมากกวา 20 ชนิดที่อยูภายใตอิทธิพลของ ToxR (Skorupski 
and Taylor, 1997) เรียกกลุมจีนดังกลาววา ToxR regulon (Peterson and Mekalanos, 1988)
ToxR ควบคุมการทํางานของ จีน ctxAB (Miller et al., 1984; Miller et al., 1987; DiRita et 
al., 1991b) โดยจับกับเบสขนาด 7 bp (TTTTGAT) ที่เรียงตัวซ้ําๆ ประมาณ 3–8 copy ใน
บริเวณ upstream ของ ctx  promotor สงผลใหเกิดการถอดรหัสของจีน ctxAB  และหลั่ง 
cholera toxin (Miller and Mekalanos, 1984; Miller et al., 1987; DiRita et al., 1991b) 
นอกจากนี้ยังควบคุมการแสดงออกของจีน tcp (Taylor et al., 1987) acf (Peterson and 
Mekalanos, 1988)  จีน outer membrane ทั้ง ompT และ ompU (Miller and Mekalanos, 
1988) และ lipoprotein อีก 3 ชนิด คือ TagA, AcfD และ TcpC (Parsot et al., 1991) จีนบาง
ชนิดใน ToxR regulon ยังถูกควบคุมการทํางานผานทาง ToxT ซึ่งเปนโปรตีนขนาด  32-
kDa โดยที่การทํางานของจีน toxT อยูภายใตการควบคุมของ ToxR อีกลําดับหนึ่ง (Higgins 
and DiRita, 1994; Higgins and DiRita, 1996) จีนที่ถูกควบคุมผานทาง ToxT โดยตรง 
เรียกวา ToxT-dependent branch  และ จีนที่ถูกควบคุมผานทาง ToxR  เรียก ToxT-
independent branch (Brown and Taylor, 1995; Champion et al., 1997) ดังนั้น ToxR  คือ
ตัวควบคุมหลักของ ToxR regulon ToxR จัดเปน virulence factor เนื่องจาก ถาใหอาสา
สมัคร ไดรับเชื้อ V. cholerae O1 Classical  สายพันธุ 395  ที่ถูกทําใหกลายพันธุในสวน
ของจีน  toxR  ปรากฏวา ไมมีอาสมัครคนใด มีอาการอุจจาระรวง และยังตรวจไมพบตัว
เชื้อจากอุจจาระอีกดวย (Herrington et al., 1988) การทํางานของ ToxR ข้ึนกับสภาวะสิ่ง
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แวดลอมภายนอก  ไดแก อุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง osmolarity และองคประกอบอาหาร
ที่เชื้อไดรับ (Skorupski and Taylor, 1997) จากการศึกษากลไกการตอบสนองของ ToxR 
ตอสภาวะการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิโดย Parsot and Mekalanos (1990) พบวาลําดับเบส
ตําแหนงทางดาน  upstream ของจีน  toxR  มีจีน  htpG  ที่ควบคุมการสราง  heat shock 
protein จีน toxR และ  htpG  มีทิศทางการถอดรหัสตรงกันขามดังนั้น  promotor ทั้งสองจึง
มีตําแหนงใกลเคียงกัน (รูปที่ 1.8) ทําใหมี RNA polymerase เพียงชนิดเดียวเทานั้นที่จะเขา
จับกับ promotor ได นั่นคือในสภาวะที่อุณหภูมิในสิ่งแวดลอม  ลดต่ําลง  σ70 RNA 
polymerase  จะเริ่มทํางานและเขาจับในตําแหนง  promotor ของ toxR  เกิดการแสดงออก
ของ ToxR  แตในกรณีที่อุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น σ32 RNA polymerase  จะเขาจับในสวนของ 
htpG  promotor  ทําใหไมมีการสรางโปรตีน  ToxR  มีรายงานสนับสนุนขอมูลนี้ โดยพบ
วา จากการศึกษาในหลอดทดลอง V. cholerae biotype Classical มีการสราง CT และ TCP 
มากที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แตเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเปน 37 องศาเซลเซียส การสรางจะ
ลดลง (DiRita, 1992)  อยางไรก็ตาม เนื่องจากรางกายคนมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดัง
นั้นอาจมีปจจัยอ่ืนมาชวยการทํางานของ ToxR

          รูปท่ี 1.8 รูปแบบการควบคุมเปนลําดับขั้นของ ToxR/ToxT ใน V. cholerae
                         (Faruque et al., 1998a)
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1.2.2.6.6 virulence factor อื่นๆ
                                              นอกจากการสรางสารพิษตางๆ ที่กอใหเกิดอาการของ
อหิวาตกโรค ยังมีปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลทําให V. cholerae มีศักยภาพในการกอโรค ไดแก

Hemolysin
V. cholerae บางสายพันธุสามารถสราง hemolysin ซึ่งมีผลทําใหเกิดการสลายเม็ด

เลือดแดงแกะในหลอดทดลอง ซึ่งคุณสมบัตินี้สามารถใชจัดจําแนก biotype Classical และ  
El Tor อยางไรก็ตามมีรายงานการวิจัยพบวา  biotype  El Tor   บางสายพันธุสราง 
hemolysin ไดนอย (Barrett and Blake, 1981) hemolysin ที่แยกใหบริสุทธิ์มีผลตอเซลล
เม็ดเลือดแดงและเซลลเพาะเลี้ยง  อีกทั้งยังสามารถทําใหหนูทดลองตายไดอยางรวดเร็ว 
(Honda and Finkelstein,1979) นอกจากนี้ยังพบวา V. cholerae non-O1 หลายสายพันธุ
สามารถสราง hemolysin ซึ่งมีคุณสมบัติคลายคลึงกับ  hemolysin ของ El Tor อีกดวย 
(Yamamoto et al., 1986; Ichinose et al., 1987; Lyer et al., 2000) hemolysin จึงถือเปน
ปจจัยหนึ่งในการกอโรคของ V. cholerae มีจีน hlyA เปนตัวควบคุมการสราง (Brown and 
Manning, 1985)

Shiga-like toxin
ในป ค.ศ. 1984 มีรายงานการคนพบ การสราง shiga-like toxin จาก V. cholerae

O1 และ non-O1 (O’Brien et al., 1984) โดยพบวา toxin ดังกลาวมีความเปนพิษตอ HeLa 
cell และความเปนพิษจะหมดไปเมื่อนําไปผสมกับแอนติบอดีตอ shiga toxin ที่ไดจาก 
Shigella dysenteriae 1 อยางไรก็ตามยังไมมีการยืนยันอยางชัดเจนเกี่ยวกับ toxin ชนิดนี้

Heat stable enterotoxin (ST)
V. cholerae non-O1 บางสายพันธุ สามารถสรางสารพิษ NAG-ST ซึ่งมีความคลาย

กับ ST  ของ Enterotoxigenic E. coli (ETEC) ถึง 50% (Ogawa et al., 1990)  และกอให
เกิดอุจจาระรวงในกลุมอาสาสมัคร (Morris et al., 1990) จากการสํารวจ V. cholerae non-
O1 ซึ่งแยกไดจากสิ่งแวดลอมแถบอินเดียจํานวน 521 สายพันธุ พบจีนควบคุมการสราง 
ST รอยละ 2.3 (Pal et al., 1992) และในคายอพยพของไทยแถบจังหวัดอรัญประเทศ  มี
รายงานพบ V. cholerae non-O1  ที่สามารถสราง ST (Bagchi et al., 1993) นอกจากนี้ยังมี
รายงานการพบ NAG-ST จากเชื้อ V. cholerae non-O1 ที่แยกไดจากตัวอยางกุงจาก
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ประเทศไทย (Dalsgaard et al., 1995)  และจากผูปวยซึ่งเปนนักทองเที่ยวชาวญี่ปุน ที่เดิน
ทางกลับจากตางประเทศ รวมทั้งประเทศไทย (Tsutsumi et al., 1995)  มีรายงานการพบ 
ST ไดนอยใน  serogroup O1  โดยพบเพียง 1 สายพันธุ จากทั้งหมด 197 สายพันธุ (Takeda 
et al., 1991)  นอกจากนี้ยังพบ ST ในบางสายพันธุของ V. mimicus (Vicente et al., 1997)  
จีนซึ่งควบคุมการสราง ST enterotoxin  ใน V. cholerae O1 และ non-O1 จะขนาบขางดวย 
direct repeats ขนาด 123-bp (Ogawa and Takeda, 1993)  ทําใหมีความเปนไปไดที่จีนนี้จะ
ถูกถายทอดโดยวิธี transposon

Lipopolysaccharide (LPS)
มีสวนชวยใหเชื้อเกาะติดกับลําไสเล็ก เนื่องจากการศึกษาในหลอดทดลองและ

สัตวทดลอง พบวาแอนติบอดีตอ LPS ที่ไดจาก V. cholerae O1 serotype Ogawa หรือ 
Inaba สามารถขัดขวางการเกาะติดของเชื้อกับเยื่อบุลําไสเล็กได (Chitnis et al., 1982)

OmpU
จัดเปน Outer membrane protein ชนิดหนึ่ง ขนาด 38 kDa จาการศึกษาพบวามีบท

บาทชวยสงเสริมการเกาะติดของเชื้อกับ epithelial cell ในลําไสเล็กของสัตวทดลอง ทําให
เชื้อเจริญแบงตัวเพิ่มจํานวน (Sperandio et al., 1995; Chakrabarti et al., 1996) สามารถพบ
ไดใน V. cholerae O1 และ O139 ทั้งที่สราง CT และไมสราง CT(Sperandio et al., 1996) 
การสราง OmpU อยูภายใตการควบคุมของ ToxR (Miller and Mekalanos, 1988)

1.2.3   จีโนมของ V. cholerae
       จากการศึกษา V. cholerae ในระดับโมเลกุล  ในป ค.ศ. 1998 พบวาเมื่อนํา

โครโมโซมของ V. cholerae O1 biotype Classical serotype Ogawa  สายพันธุ 395  ที่ยังไม
ผานการยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ มาแยกดวยกระแสไฟฟา จะปรากฏแถบดีเอนเอขนาด
ใหญบนวุน  2  แถบ  และเมื่อศึกษาตอโดยใชวิธี  pulsed – field gel electrophoresis  
(PFGE)  พบวาสายพันธุดังกลาว  ประกอบดวยโครโมโซม  2 ชุด และลักษณะเชนเดียวกัน
นี้สามารถพบไดใน V. cholerae O1 biotype El Tor สายพันธุ E7946, V. cholerae O139 
สายพันธุ AI1837   และ V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุ 392  และ S-21  (Trucksis 
et al., 1998)   ตอมาในป ค.ศ. 2000 มีการศึกษาใน V. cholerae O1 biotype El Tor  สาย



32

พันธุ  N16961  และสามารถหาลําดับเบสในจีโนมของเชื้อไดทั้งหมด 4,033,460 bp  ซึ่ง
ประกอบดวยโครโมโซม 2 ชุด  ขนาด 2,961,146 bp  และ 1,072,314  bp  มี open reading 
frame (ORF) ทั้งหมด 3,885 โดยมีจีนที่ควบคุมการทําหนาที่เกี่ยวกับการทํางานของเซลล 
(DNA replication, transcription, translation  และ cell-wall biosynthesis) และจีนที่ควบคุม
การสรางโปรตีนที่เกี่ยวของกับการกอโรค (toxin, surface antigen, toxin co-regulated pilus 
และ adhesion) อยูบนโครโมโซมชุดใหญ  สวนโครโมโซมชุดเล็ก ประกอบดวยจีน capture 
system (the integron island) เหมือนที่พบบนพลาสมิด  ดังนั้นจึงเชื่อวาโครโมโซมขนาด
เล็กอาจกําเนิดจากพลาสมิดที่มีขนาดใหญ ความแตกตางของโครโมโซมทั้งสองชุดของ V. 
cholerae แสดงในตารางที่ 1.3 (Heidelberg et al., 2000)

  จะเห็นวามีปจจัยหลายอยาง เกี่ยวของกับการกอโรคของ V. cholerae โดย
ปจจัยบางอยางมีผลโดยตรงตอการกอโรค เชน จีน ctx แตปจจัยบางอยางก็เปนตัวควบคุม
การแสดงออกอีกทีหนึ่ง เชน จีน toxR และอาจจะมีปจจัยอ่ืนๆ ที่มีความสัมพันธกัน ดังนั้น
จึงนาสนใจที่จะศึกษาเปรียบเทียบปจจัยการกอโรค (virulence factor)  ของ V. cholerae ที่
แยกจากผูปวยและในสิ่งแวดลอม
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ตารางที่ 1.3  ลักษณะทั่วไปของจีโนม V. cholerae (Heidelberg et al., 2000)

Chromosome 1 Chromosome 2
Size(bp) 2,961,151 1,072,914
Total number of sequences 36,797 14,367
G+C percentage 47.7 46.9
Total number of ORFs 2,770 1,115
ORF size(bp) 952 918
Percentage coding 88.6 86.3
Number of rRNA operons(16S-23S-5S) 8 0
Number of tRNA 94 4
Number similar to known proteins 1,614(58%) 465(42%)
Number similar to proteins of unknown 
function*

163(6%) 66(6%)

Number of conserved hypothetical 
proteins**

178(17%) 165(15%)

Number of hypothetical proteins*** 515(19%) 419(38%)
Number of Rho-independent terminators 599 193
bp = base pairs,  ORFs = open reading frames
* Proteins of unknown function significant sequence similarity (homology) to a named 
protein for which there is currently no known function.
** Conserved hypothetical protein, sequence similarity to a translation of another ORF, 
but there is currently no experimental evidence a protein is expressed.
*** Hypothetical protein, no significant sequence similarity to another protein.
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1.2.4   การเปลี่ยนแปลงซีโรทัยป (serotype conversion)
          V. cholerae O1 ทั้ง biotype Classical และ El Tor  สามารถแบงยอยได 3 ซี

โรทัยป ไดแก Ogawa, Inaba และ  Hikojima  ซีโรทัยปของ V. cholerae O1 สามารถ
เปลี่ยนกลับไปมาได โดยความถี่ของ  Ogawa  เปลี่ยนเปน Inaba มีประมาณ 10-5  ขณะที่
การเปลี่ยนจาก Inaba เปน Ogawa  จะพบไดนอยมาก ขอสันนิษฐานของการเปลี่ยนแปลง
ซีโรทัยปดังกลาว เกิดจากการคัดเลือกสายพันธุ เพื่อหลีกเลี่ยงระบบภูมิคุมกันของโฮสท มี
ขอยืนยันไดจากการศึกษา การเปลี่ยนแปลงซีโรทัยป โดยวิธี restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) ในการระบาดของ V. cholerae  O1 แถบประเทศลาตินอเมริกาป 
ค.ศ. 1991 พบวาในชวงเดือนที่ 7 ของการระบาด V. cholerae O1 El Tor Inaba เปลี่ยนเปน 
V. cholerae O1 El Tor Ogawa และคุณสมบัติ คลายกับตัวเดิม (Manning et al., 1994) และ
ยังมีรายงานวา V. cholerae O1 El Tor Inaba ที่แยกไดจากผูปวยในประเทศอินเดียเมื่อป 
ค.ศ.1989  มีความตางจากเชื้อ V. cholerae O1 El Tor Inaba ที่แยกในป ค.ศ. 1998 และ 
1999  แตเชื้อที่แยกในป ค.ศ. 1998 และ 1999 กลับมีความเหมือนกันกับ V. cholerae O1 El 
Tor Ogawa ที่ระบาดกอนหนานี้ (Garg et al., 2000)  นอกจากนี้ยังพบวา LPS สวนที่
จําเพาะตอ V. cholerae O1 ซีโรทัยป Ogawa จะมี จีน  rfb  อยูบนโครโมโซม  ซึ่งเปนตัว
ควบคุมการสราง แอนติเจน B ของ Ogawa การที่ Ogawa เปลี่ยนไปเปน Inaba นั้นเกิดจาก
การขาดหายไปของเบสเพียงหนึ่งคู  ในจีน rfb ทําใหรหัสภายในจีนเปลี่ยนเปนโคดอนยุติ 
(TGA) มีผลใหหยุดการสรางแอนติเจน B เกิดการแสดงออกของ แอนติเจน C กลายเปนซี
โรทัยป Inaba (Stroeher et al., 1992; Ito et al., 1993) แตกรณีที่ Inaba จะเปลี่ยนเปน  
Ogawa  ไดนั้นตองมีการแทนที่ของเบสที่ขาดหายไป (กรองแกว ศุภวัฒน และศรีวรรณา หั
ทยานานนท, 2540ข) เหตุผลอีกประการที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงซีโรทัยปนั้น คือการ
เกิด horizontal gene transfer (Yamasaki et al., 1999) หรือจากแบคเทอริโอฟาจ (Ogg et 
al., 1978; Ogg et al., 1979) เมื่อแบคเทอริโอฟาจ เขาสูเซลลของแบคทีเรีย  แลวเหนี่ยวนํา
ใหแบคทีเรียสรางดีเอนเอ ประกอบเปนตัวฟาจ อาจเกิดการผิดพลาด โดยที่ฟาจอาจนําเอา
ชิ้นสวนดีเอนเอของแบคทีเรียเขาไปในตัวฟาจ  เมื่อไปเกาะติดกับแบคทีเรียอีกตัวหนึ่งมี
โอกาสที่จะแลกเปลี่ยนดีเอนเอ เกิด recombination  ทําใหแบคทีเรียมีการแสดงออกของจีน
เปลี่ยนไป (Ogg et al., 1981)
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ในประเทศไทย V. cholerae O1 ที่แยกไดจากผูปวยจากภาคตางๆ ในระยะเวลา 17 
ป ระหวางป พ.ศ. 2523-2539  รวม 31,783 ราย  พบวาซีโรทัยปของ V. cholerae O1 
biotype El Tor เกิดการเปลี่ยนกลับไปมาระหวาง Ogawa และ Inaba  ซึ่งแบงได 3 ระยะ  
ดังนี้  ระยะแรกระหวาง พ.ศ. 2523-2524  พบซีโรทัยป Ogawa มาก  ระยะที่สอง  พ.ศ. 
2525-2532 พบซีโรทัยป  Inaba และระยะสุดทาย พ.ศ. 2533-2539 พบซีโรทัยป Ogawa 
มากที่สุด (กรองแกว ศุภวัฒน และศรีวรรณา หัทยานานนท, 2540ข) และในป พ.ศ. 2543 
พบซีโรทัยป Ogawa เริ่มลดลง ในเขตพื้นที่ภาคกลางของประเทศไทย ตั้งแตเดือน 
มกราคม – 31 ตุลาคม พ.ศ. 2543 โดยพบซีโรทัยป Ogawa เพียง รอยละ17.07  ขณะที่พบซี
โรทัยป Inaba ถึงรอยละ 82.93 (ศิริชัย วงศวัฒนไพบูลยและสมาน สยุมภูรุจินนท, 2544) 
เปนที่ทราบกันดีวา มักจะเกิดการระบาดใหญของอหิวาตกโรค ในชวงที่มีการเปลี่ยนแปลง
ซีโรทัยป ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจที่จะติดตามชวงระยะเวลาของการเปลี่ยนแปลงซีโรทัยป 
เพื่อดูวาการปรากฏตัวของแตละซีโรทัยป กินเวลานานเทาไร และแตละซีโรทัยปมีความ
แตกตางกันในระดับโมเลกุลอยางไร

             รูปท่ี 1.9  ซีโรทัยปของเชื้อ V. cholerae O1 ที่ตรวจพบ พ.ศ. 2532-2541
      (ธวัช จายนียโยธินและคณะ, 2542)
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1.2.5  ความไวตอยาตานจุลชีพ
          การดื้อยาของเชื้อ V. cholerae ในอดีตพบไดคอนขางนอย  สามารถใชยา

ตานจุลชีพที่ใชทั่วไปได แตในป ค.ศ.1979 พบวา V. cholerae O1 ที่ระบาดในเมือง Matlab 
ประเทศบังคลาเทศ รอยละ 16.7 เปนเชื้อที่ดื้อตอยาตานจุลชีพ 5 ชนิด ไดแก  tetracycline, 
ampicillin, kanamycin, streptomycin และ trimethoprim-sulfamethoxazole   (Glass et al., 
1980; Glass et al., 1983)  ในป ค.ศ. 1986 พบ  V. cholerae O1 ซึ่งแยกไดจากผูปวยใน
เมือง Dhaka ประเทศอินเดียมีความไวตอ tetracycline, streptomycin, chloramphenicol, 
amoxicillin หรือ nalidixic acid (Nakasone et al., 1987)  และในระหวางป ค.ศ. 1988-
1989 biotype Classical ทุกสายพันธุที่แยกไดจากบังคลาเทศ จะดื้อตอ tetracycline ยกเวน 
biotype El Tor (Siddique et al., 1989)  แตในป ค.ศ. 1991 เริ่มพบ biotype  El Tor ดื้อตอ 
tetracycline (Siddique et al., 1992) และในป ค.ศ. 1995 พ้ืนที่ทางตอนใตของประเทศ
อินเดีย  มีรายงานการพบ V. cholerae O1 ที่ดื้อตอ  nalidixic acid  (Jesudason and Saaya, 
1997) ในประเทศแอฟริกา ชวงป ค.ศ. 1994-1996 รอยละ 80-100  ของเชื้อ V. cholerae ที่
แยกไดจากประเทศเคนยา และ ซูดาน และ รอยละ 65-90 ของเชื้อที่แยกไดในประเทศโซ
มาเลีย  จะมีความไวตอ  tetracycline ขณะที่ทุกสายพันธุที่แยกไดจาก แทนซาเนีย และ 
รวันดา จะดื้อตอยาชนิดนี้  นอกจากนี้ในแถบเคนยา และ โซมาเลีย ยังพบเชื้อที่ดื้อตอ 
chloramphenicol และ  co-trimoxazole  เพิ่มจากรอยละ 15 ในป ค.ศ. 1994 จนมากกวา 
รอยละ 90 ในป ค.ศ. 1996 (Materu et al., 1997) สวน V. cholerae O139 ที่เริ่มระบาด
ระหวางป ค.ศ. 1992-1993  ในพื้นที่แถบบังคลาเทศ  พบวายังไวตอ  tetracycline ถึงแมวา
มีแนวโนมที่จะดื้อตอ trimethoprim-sulfamethoxazole แตเชื้อยังมีความไวตอ  ampicillin 
และ tetracycline มากกวา V. cholerae O1 (Albert et al., 1993; Sciortina et al., 1996) จาก
การศึกษาพบวารูปแบบการดื้อยาของเชื้อที่ตางกันนั้นขึ้นกับชวงระยะเวลาและพื้นที่การ
ระบาด ((Faruque et al., 1998a)

         ในประเทศไทยความไวของ V. cholerae O1  ตอยาตานจุลชีพตั้งแตป พ.ศ. 
2517 ถึง พ.ศ. 2534 พบวาเชื้อดื้อตอยาหลายชนิด ไดแก trimethoprim-sulfametroxazole, 
tetracycline,  chlorampheicol,  kanamycin,  penicillin และ streptomycin  และอัตราการ
ดื้อยารูปแบบนี้เพิ่มขึ้นจากรอยละ 2 ในป พ.ศ. 2522 เปนรอยละ 9.6 ในป พ.ศ. 2525 และ
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ลดลงเหลือรอยละ 1.3 ในป พ.ศ. 2534 V. cholerae O1 ที่ดื้อตอ trimethoprim- 
sulfamethoxazole เพียงชนิดเดียวพบรอยละ 0.1 ในป พ.ศ. 2533  และเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 
52   ในป 2535 จากนั้นลดลงเรื่อยๆ ถึงรอยละ 0.6 ในป พ.ศ. 2537 (กองพยาธิวิทยาคลินิก, 
2538) การศึกษา V. cholerae O1 El Tor Ogawa ที่แยกจากหอผูปวยกุมารเวชกรรมโรง
พยาบาลสมุทรสงคราม ในป พ.ศ. 2525 พบเชื้อดื้อตอยาหลายชนิด ไดแก  tetracycline,
ampicillin, colistin, neomycin, penicillin, trimetroprim- sulfamethoxazole, gentamicin,
travomycin และ kanamycin (สมศักดิ์  วัฒนาศรี, 2525) สวนทางภาคใตของประเทศไทย
V. cholerae O1 El Tor Ogawa  ที่แยกไดจากผูปวย ระหวางป พ.ศ. 2539-2540 ทุกสาย
พันธุดื้อตอยา tetracycline (Kondo et al., 2001) สําหรับ V. cholerae O139 จากการศึกษา
เชื้อที่แยกได 143  และ 753 สายพันธุ  ในป พ.ศ. 2536 และ 2537 ตามลําดับ  พบเชื้อที่ดื้อ
ตอ co-trimoxazole ในอัตราที่เทากันคือ รอยละ 98 ซึ่งสอดคลองกับเชื้อที่แยกไดใน
ประเทศอินเดียและบังคลาเทศ  นอกจากนี้ยังพบ V. cholerae O139 มีอัตราการดื้อยา 
ampicilin, chloramphenicol, doxycycline, erythromycin และ tetracycline รอยละ 2.8, 5.8, 
1.2, 0.7 และ 0.13  ตามลําดับ (มยุรา กุสุมภ, 2538) การศึกษาเปรียบเทียบความไวตอยา
ตานจุลชีพของ V. cholerae O139 และ V. cholerae O1 El Tor Ogawa จากเชื้อที่แยกได
จากผูปวยในพื้นที่จังหวัดขอนแกน  ในป พ.ศ. 2537  พบวาทุกสายพันธุของเชื้อทั้งสอง
กลุมมีความไวตอ chloramphenicol, nalidixic acid, tetracycline, doxycycline และ 
cefoxitin  รอยละ 100  ขณะที่ V. cholerae O139 รอยละ 3 และ V. cholerae O1 รอยละ 1 
จะดื้อตอ ampicillin  และทั้งสองกลุมยังพบวาดื้อตอ  erythromycin รอยละ 1 เทากันดวย 
(ปริศนา และคณะ ,2540)

         ปจจุบันพบเชื้อ V. cholerae  ดื้อตอยาตานจุลชีพหลายชนิดเพิ่มมากขึ้นในแต
ละพื้นที่ทั่วโลก มีรายงานการคนพบ transposon ขนาด  62 กิโลเบส ซึ่งคลายกับ  SXT 
element ที่มีจีนดื้อตอ sulfamethoxazole, trimethoprim และ streptomycin ใน V. cholerae
O139 (Waldor et al., 1996b) และ SXT element  สามารถถายทอดมายัง V. cholerae O1 
และ E. coli ได โดยการสอดแทรกลงในตําแหนงจําเพาะที่เรียกวา  recA independent 
manner นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบพลาสมิด ขนาด 100 เมกะดาลตัล จาก V. cholerae
O1 El Tor ซึ่งแยกไดจากประเทศไทย พลาสมิดดังกลาวมีจีนดื้อยาหลายชนิด ไดแก 
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ampicillin, chloramphenicol, colistin, neomycin, kanamycin, gentamicin, trimethoprim-
sulfamethoxazole และ tetracycline (Tabtieng et al., 1989)  และเชื้อจากแทนซาเนีย มีการ
คนพบพลาสมิดใน V. cholerae O1 El Tor 2 สายพันธุ ที่ดื้อตอ sulphamethoxazole,
ampicillin, streptomycin, chloramphenicol, tetracycline และ trimethoprim (Young and 
Amyes, 1986) นอกจากนี้ยังพบจีนดื้อยาบนพลาสมิดที่แยกไดจาก V. cholerae O139 ใน
ประเทศอินเดีย (Yamamoto et al., 1995) และมีการพบ  Class 1 integron ซึ่งเปนกลุมของ
จีนดื้อยาซึ่ง ไดแก gentamicin, kanamycin, tobramycin, sterptomycin, spectinomycin, B-
lactams และ trimethoprim ใน V. cholerae ที่แยกไดจากประเทศไทย (Dalsgaard et al., 
2000a)  เวียดนาม (Dalsgaard et al., 1999a) กินี-บิสเซา (Guinea-Bissau) (Dalsgaard et al., 
2000b)  อิตาลี  และ แอลเบเนีย (Falbo et al., 1999) กลุมจีนดังกลาวสามารถถายทอดจาก 
V. cholerae ตัวหนึ่ง ไปยัง V. cholerae อีกตัวหนึ่งได  พบจีนนี้ไดทั้งใน V. cholerae O1 
และ non-O1/non-O139  แตยังไมมีรายงานวาพบใน V. cholerae O139 (Dalsgaard et al., 
2000a) จะเห็นวาแบบแผนการตอบสนองตอยาปฏิชีวนะของ V. cholerae มีความแตกตาง
กันในแตละของชวงเวลาของการระบาด จึงนาจะมีการศึกษาหาปจจัยที่เกี่ยวของกันการ
เปลี่ยนแปลงนี้ เพื่อประโยชนในการควบคุมและเฝาระวังไมใหมีการดื้อยาของเชื้อเพิ่มมาก
ข้ึน

1.2.6  ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR)
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส หรือ In vitro enzymatic gene amplification 

เปนเทคนิคการเพิ่มปริมาณจีน (gene) หรือชิ้นสวนของดีเอนเอเฉพาะบริเวณที่ตองการ
ศึกษาใหมีจํานวนมากขึ้นกวาเดิมหลายลานเทาในหลอดทดลอง คนพบครั้งแรกโดย Kary 
Mullis และคณะ ในป ค.ศ. 1983  โดยใชหลักเลียนแบบธรรมชาติ ของกระบวนการจําลอง
ดีเอนเอสายใหม (DNA replication) ในเซลลของสิ่งมีชีวิต การสังเคราะหสายดีเอนเอขึ้น
ใหมในหลอดทดลอง อาศัยดีเอนเอตนแบบเปนจุดเริ่มตน โดยอาศัยดีเอนเอสายสั้นๆ หรือ 
primer  จับเขาคูกับดีเอนเอตนแบบ และมีเอนไซม DNA polymerase ชวยตอสายดีเอนเอ
โดยเลือกจับเอานิวคลีโอไทด 4 ชนิด ไดแก dATP, dCTP, dTTP และ dGTP  เขามาตอให
เปนเบสคูสมกับดีเอนเอสายตนแบบ ซึ่งจะไดดีเอนเอสายใหมเกิดขึ้น  เมื่อทําเชนนี้หลายๆ
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รอบ จะไดปริมาณดีเอนเอเพิ่มมากขึ้น ดังนั้นองคประกอบที่สําคัญของปฏิกิริยา PCR  ได
แก ดีเอนเอตนแบบที่ไดจากตัวอยางที่ตองการศึกษา, primer ซึ่งเปน oligonucleotide ทอน
สั้นๆขนาดประมาณ 18-30,    deoxynucleotide triphosphate (dNTPs), Thermostable 
DNA polymerase และ Buffer ที่เหมาะสม  ปริมาณดีเอนเอจะเพิ่มมากขึ้นตองอาศัย
ปฏิกิริยาที่เกิดตอเนื่องซ้ํากันหลายๆ รอบ ซึ่งแตละรอบจะประกอบดวย  3 ข้ันตอน คือ

1. Denaturation  เปนขั้นตอนการคลายเกลียวของดีเอนเอเสนคู ออกเปนเสนเดี่ยว  
โดยอาศัยความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส

2. Annealing เปนขั้นตอนที่ primer เขาไปจับกับดีเอนเอตนแบบบริเวณที่มีเบสคู
สม  โดยทั่วไปใชอุณหภูมิ annealing ต่ํากวาคาอุณหภูมิแยกตัว (temperature 
melting; Tm) ของ primer ประมาณ 5-10 องศาเซลเซียส

3. Extension เปนขั้นตอนการขยายสายดีเอนเอโดยการตอลําดับเบสเขาที่ปลาย 3’ 
ของ primer และมีการขยายสายดีเอนเอสายใหมจากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ โดย
อาศัยเอนไซม Thermostable DNA polymerase  ซึ่งอุณหภูมิปกติประมาณ 70-
75 องศาเซลเซียส

เมื่อทําขั้นตอนดังกลาวซ้ําจํานวนหลายรอบ  ทําใหสามารถเพิ่มขยายจํานวนดีเอน
เอเปน 2 เทาของทุกๆรอบ  โดยจํานวนผลผลิต (PCR product) คํานวณไดเทากับ 2n (n=
จํานวนรอบ)  (รูปที่ 1.10) จากนั้นวิเคราะหผลผลิตโดย  นําผลผลิต PCR ที่ไดมาแยกตาม
ขนาดของดีเอนเอ โดยใชกระแสไฟฟาแยกดีเอนเอบน agarose gel หรือ polyacrylamide 
gel เปรียบเทียบกับดีเอนเอมาตรฐานที่ทราบขนาดความยาวที่แนนอน  จากนั้นยอมชิ้นดี
เอนเอดวย ethidium bromide  แลวนําไปสองดูดวยแสงอุตราไวโอเลต  (วัชรี อัตถทิพพหล
คุณ และมนตรี อัตถทิพพหลคุณ, 2536)
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                             รูปท่ี 1.10  ไดอะแกรมแสดงปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส
                                               (Polymeras chain reaction; PCR)
                              (วัชรี อัตถทิพพหลคุณ และมนตรี อัตถทิพพหลคุณ, 2536)

1.2.7 Multiplex PCR
multiplex PCR เปนเทคนิคที่ดัดแปลงจากเทคนิค PCR พ้ืนฐานโดยให

สามารถเพิ่มขยายดีเอนเอหลายๆ ตําแหนง ดวย primer หลายคูในปฏิกิริยาเดียวกัน  ซึ่ง 
primer แตละคูตองออกแบบใหมีลําดับเบสไมเปนคูสม (complementary) กัน และผลิตผล
ที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ตองมีขนาดความยาวแตกตางกัน เพื่อใหสามารถตรวจวิเคราะห
ผลิตผลเหลานั้นโดยวิธี  agarose gel electrophoresis ได ขอสําคัญสําหรับเทคนิค 
multiplex PCR คือตองปรับหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา PCR ใหสามารถเพิ่มขยาย
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ทุกๆ ตําแหนงที่ตองการบนดีเอนเอตนแบบ  วิธีนี้ไดถูกนํามาประยุกตใชในการตรวจหา 
DNA deletion, ตรวจหา mutant alleles หรือใชศึกษา DNA polymorphism

1.2.8 Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR)
         Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) หรือ Random Amplified Polymorphic of 

DNA (RAPD) เปนเทคนิคการศึกษาความผันแปรดีเอนเอของสิ่งมีชีวิต โดยอาศัยการเพิ่ม
ขยายชิ้นสวนดีเอนเอ ดวยวิธี  PCR เพื่อใหได genome fingerprints โดยการใช primer 
ขนาดสั้นๆ ประมาณ 10 bp และเปนชนิดสุม (random primers หรือ universal primers) ซึ่ง
การเพิ่มขยายชิ้นสวนของดีเอนเอ ตองทําใหสภาวะ low stringency คือ มีอุณหภูมิ
annealing ต่ําอยูในชวง 36-45 องศาเซลเซียส  และมีปริมาณของ MgCl2 มากกวาหรือเทา
กับ 2 mM ซึ่งทําให primer สามารถจับกับดีเอนเอเปาหมายทั้งสองสายไดหลายตําแหนง  
และถาสิ่งมีชีวิตนั้นมีการเรียงตัวของเบสในจีโนมที่ตางกัน รูปแบบของดีเอนเอที่เพิ่มชิ้น
สวนไดก็จะแตกตางกันดวย คลาย figerprints ซึ่งผลผลิตที่ไดสามารถตรวจสอบไดโดยการ
ทํา electrophoresis

ขอดีของ AP-PCR คือ ทําไดงาย  ไดผลรวดเร็ว  โดยไมจําเปนตองทราบ
ลําดับเบสดีเอนเอของเชื้อหรือสิ่งมีชีวิตที่ตองการศึกษามากอน  และไมจําเปนตองนําเอา
ผลผลิต PCR มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) สามารถดูผลจากรูปแบบ
ของดีเอนเอไดดวยวิธี electrophoresis แตวิธีดังกลาวมีขอจํากัดในดานความไวในการ
ตรวจหา และสภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา และการแยก electrophoresis อาจไมแน
นอน  แปรผันตามการทดลองแตละครั้ง และแตละหองปฏิบัติการ ทําใหบางครั้งแปลผล
ไดยาก โดยเฉพาะเมื่อตองการเปรียบเทียบในแตละสายพันธุ ที่ตางการทดสอบ  ดังนั้นใน
แตละขั้นตอนการทดสอบควรทําโดยบุคคลเดียวกัน  รวมทั้งสภาวะการทดสอบแตละครั้ง
ตองใกลเคียงกันที่สุด
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วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาเชื้อ V. cholerae ที่แยกจากสิ่งแวดลอม และผูปวย
2. เพื่อศึกษาจีนสําคัญในการกอโรคของ V. cholerae ดวยวิธี PCR และ multiplex PCR
3. เพื่อศึกษาความแตกตางของสายพันธุ V. cholerae ทั้งที่แยกจากสิ่งแวดลอมและผูปวย 

โดยวิธี AP-PCR
4. เพื่อเปรียบเทียบความไวตอยาตานจุลชีพของ V. cholerae ที่แยกจากสิ่งแวดลอมและ  

ผูปวย
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