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บทคัดยอ 
 

อาหารทะเลเปนแหลงหน่ึงของ Vibrio cholerae ในประเทศไทยโดยเฉพาะ อยาง
ย่ิงในพื้นที่ภาคใต การศึกษาครั้งน้ีไดแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่วางจําหนายในตลาดตาง ๆ 
บริเวณเขตอําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา และตรวจสอบลักษณะของเช้ือที่แยกได จากการศึกษาใน
ตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง สามารถแยก V. cholerae ได 55 ตัวอยาง มีจํานวน
ทั้งหมด 100 ไอโซเลท V. cholerae ที่แยกไดสวนใหญเปน V. cholerae ซีโรกรุป non-O1/non-
O139  การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ พบวา V. cholerae ที่แยกไดจํานวนรอยละ 
20 และ 96 มียีน stn/sto และ hlyA El Tor ตามลําดับ และไมพบยีน ctxA, tcp, zot และ ace ใน
ทุกไอโซเลท นอกจากน้ียังพบวามี V. cholerae เพียง 6% ที่มียีน T3SS (vcsV2) สวนยีน T6SS 
(vasH) พบไดในเช้ือสวนใหญ ทั้งน้ีไดสุมเลือกเช้ือตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลทที่มีรูปแบบ                 
ยีนกอโรคตาง ๆ มาศึกษาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง ความไวตอยาปฏิชีวนะ  การสราง          
สารพอลิแซคคาไรด การสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว และความสัมพันธทางพันธุกรรม จากการศึกษา
พบวาเช้ือกลุมที่ไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดเปนกลุมที่ไมมียีน hlyA (ยกเวน 1 ไอโซเลท),       
เช้ือทุกไอโซเลทไวตอยาปฎิชีวนะทั้ง 5 ชนิดที่ ศึกษายกเวนแอมพิซิลลิน และสามารถสราง             
สารพอลิแซคคาไรดได อยางไรก็ตามเช้ือสวนใหญสามารถสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไดแตไมพบ
ความแตกตางของการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวในเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระและแบบเรยีบ 
การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเช้ือดวยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR พบวา วิธี ERIC-PCR 
ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันมากกวารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากวิธี AP-PCR 
นอกจากน้ีวิธี ERIC-PCR ยังสามารถแสดงความสัมพันธของเช้ือสอดคลองกับยีนกอโรคตาง ๆ         
ที่พบในเช้ือ 
 
คําสําคัญ: Vibrio cholerae, stn/sto, hlyA, hemolysin, ไบโอฟลม, T3SS, T6SS 
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ABSTRACT 
 

Seafood is one of sources of Vibrio cholerae in Thailand, especially in 
the Southern coastal region. In this study, we isolated and characterized V. cholerae 
from seafood obtained from several markets in Hat Yai city, Songkhla province, 
Thailand. One hundred of V. cholerae isolates were obtained from 55 of 125 seafood 
samples. Dominant serotypes were non-O1/non-O139. The stn/sto and hlyA El Tor 
genes were detected in 20% and 96% of the total isolates, respectively. None of the 
isolates were positive for ctxA, tcp, zot and ace genes. Only 6% of the isolates carried 
the T3SS gene (vcsV2). However, majority of the isolates (96%) carried T6SS gene 
(vasH). Representative isolates (n=35) that exhibited various virulence gene patterns 
were randomly selected and analyzed for hemolytic activity, antibiotic susceptibility, 
polysaccharide production, biofilm formation and genotyping. Hemolytic activity was 
not detected in all hlyA-negative isolates, except for one isolate. Except ampicillin, 
all isolates were pan susceptible to 5 test antibiotics. Polysaccharide production was 
detected in all isolates. However, Biofilm production was observed in most of the 
isolates, and it was not different between the smooth and rugose colony. Molecular 
typing by AP-PCR and ERIC-PCR showed that ERIC-PCR is more discriminatory method 
than AP-PCR. Moreover, Correlation between ERIC-PCR and virulence gene patterns 
was observed. 
 
Keywords: Vibrio cholerae, stn/sto, hlyA, hemolysin, biofilm, T3SS, T6SS  
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รายการภาพประกอบ 
 

 
รูปท่ี 1  การปรากฏของยีนกอโรคใน Vibrio cholerae สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจาก

ผูปวย 
รูปท่ี 2  ผลการทํา colony hybridization ของ Vibrio cholerae ที่แยกไดจาก 

อาหารทะเล เมื่อใชยีน hlyA El Tor เปนตัวตรวจจับ (hlyA ET probe) 
รูปท่ี 3  การสรางสารพอลิแซคคาไรดของ Vibrio cholerae บนอาหาร  

congo red agar (CRA) ที่อุณหภูมิ 37°C (A.) และ 30°C (B.) 
รูปท่ี 4  ปริมาณการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว ของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะ

โคโลนีแบบเรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose)  
รูปที่ 5  การสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะ     

โคโลนีแบบเรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose)  
รูปท่ี 6  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี 

AP-PCR เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนทีต่รวจพบ 
รูปท่ี 7  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี 

ERIC-PCR เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 
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สัญลักษณและคํายอ 

 
พ.ศ. = พุทธศักราช 

% = Percentage 

°C = Degree Celsius  

OD = Optical density 

A = adenine 

T = thymine 

C = cytocine 

G = guanine 

bp = base pair 

kb = kilobase 

PCR = Polymerase chain reaction  

APW = Alkaline peptone water 

DMST = Department of medical sciences 

dNTPs = Deoxynucleotide triphosphates  

mM = millimolar 

µM = micromolar 

µl = microliter 

min = minute 

s = second  
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1. ชื่อภาษาไทย   การแยกและการตรวจหาลักษณะของเชื้อ Vibrio cholerae ที่แยกได

จากอาหารทะเลในอําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา ประเทศไทย 

ชื่อภาษาอังกฤษ   Isolation and characterization of Vibrio cholerae isolates from 
seafood in Hat Yai city, Songkhla, Thailand 

 
2. ชื่อภาษาไทย   การกระจายของยีนกอโรคและการศึกษารูปแบบลายพมิพดีเอ็นเอของเช้ือ  

Vibrio cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเล 
ชื่อภาษาอังกฤษ   Distribution of virulence genes and molecular fingerprinting of 

Vibrio cholerae isolated from seafood 
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บทนํา 

ความสําคัญและท่ีมาของหัวขอวิจัย 

Vibrio cholerae เปนสาเหตุสําคัญของอหิวาตกโรคหรือโรคอุจจาระรวงอยาง
รุนแรงในประเทศตาง ๆ รวมทั้งประเทศไทย โดยในป พ.ศ. 2553 สํานักระบาดวิทยาไดรายงานการ
พบผูปวยดวยอหิวาตกโรคในประเทศไทยจํานวน 1,597 ราย ซึ่งจังหวัดสงขลาเปนจังหวัดที่พบผูปวย
อหิวาตกโรคอยางตอเน่ืองทุก ๆ ป (AESR, 2010) การติดตอของอหิวาตกโรคในประเทศไทยและ
ประเทศอื่น ๆ สวนใหญเกิดจากการรับประทานอาหารทะเลแบบดิบ ๆ หรือมีการปนเปอนของ       
V. cholerae ในระหวางข้ันตอนการเตรียมอาหาร (AESR, 2010; Luo et al., 2013)  V. cholerae 
สายพันธุที่กอใหเกิดการระบาดของอหิวาตกโรคคือ V. cholerae ซีโรกรุป O1 (V. cholerae O1) 
และ V. cholerae ซีโรกรุป O139 (V. cholerae O139) เน่ืองจากเช้ือทั้ง 2 สายพันธุสวนใหญมี      
ยีนกอโรคที่สําคัญ ไดแก ยีน ctx ที่เกี่ยวของกับการสรางสารพิษ cholera toxin ซึ่งเปนสาเหตุของ
การหลั่งของสารนํ้าในลําไส และยีน tcp ที่เกี่ยวของกับการสราง toxin-conregulated pili (Tcp) ซึ่ง

มีบทบาทในการเกาะติดของ bacteriophage (CTX) และการเกาะติดกับเย่ือบุลําไส (Kaper et al., 
1995; Faruque et al., 1998) นอกจาก V. cholerae O1 และ V. cholerae O139 ยังมียีนอื่น ๆ 
ซึ่งมีสวนในการสงเสริมการกอโรค คือ ยีน zot เกี่ยวของกับการสรางสารพิษ zonula occludens 
toxin (Zot) และยีน ace เกี่ยวของกับการสรางสารพิษ accessory cholera enterotoxin (Ace) 
(Kaper et al., 1995) อยางไรก็ตาม V. cholerae ที่พบมากในสิ่งแวดลอม คือ ซีโรกรุป non-
O1/non-O139 ที่ไมมียีน ctx, tcp, zot และ ace (Kaper et al., 1995; Faruque et al., 1998) 
ถึงแมวา V. cholerae non-O1/non-O139 สวนใหญจะไมมียีนกอโรคที่พบไดในสายพันธุระบาดแต
ก็มีการรายงานเกี่ยวกับโรคอุจจาระรวงที่มีสาเหตุมาจาก V. cholerae non-O1/non-O139 ใน
ประเทศตาง ๆ เชน ประเทศจีน, อิตาลี, อินเดีย และ ไทย (Bagchi et al., 1993; Sharma et al., 
1998; Ottaviani et al., 2009; Luo et al., 2013) จากงานวิจัยของ Bagchi และคณะ ในป พ.ศ. 
2536 และงานวิจัยของ Sharma และคณะ ในป พ.ศ. 2541 พบวา ความสามารถในการกอโรคของ 
V. cholerae non-O1/non-O139 เกี่ยวของกับยีน stn/sto และ hlyA  ซึ่งทําหนาที่สรางสารพิษ 
non-O1 heat-stable enterotoxin (NAG-ST) และ El Tor-like hemolysin ตามลําดับ (Bagchi 
et al., 1993; Sharma et al., 1998) NAG-ST เปนสารพิษที่ผลิตโดย V. cholerae non-O1 ซึ่งมี
ความคลายคลึงกับสารพิษที่สรางจาก Escherichia coli และจากรายงานกอนหนาน้ีพบวา                 
V. cholerae non-O1 ที่แยกจากตัวอยางผูปวยในประเทศญี่ปุนและไทยมีความสามารถในการสราง 
NAG-ST (Ogawa et al., 1990; Bagchi et al., 1993) สวน El Tor-like hemolysin เปนสารพิษที่
มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดง และทําลายเซลลตาง ๆ โดยการทําใหยีน hlyA ของ V. cholerae 
ขาดหายไปจะทําใหเช้ือขาดความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงและทําลายเซลล จึงถือไดวายีน 
hlyA เปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการกอโรค (Coelho et al., 2000; Cinar et al., 2010) นอกจาก
ปจจัยที่เกี่ยวของกับการกอโรคดังที่กลาวมา ระบบการขนสงโปรตีนของเช้ือ ไดแก type III secretion 
system (T3SS) และ type VI secretion system (T6SS) ก็เปนอีกหน่ึงปจจัยในการกอโรค โดยทํา
หนาที่เกี่ยวของกับการขนสงโปรตีนของแบคทีเรียไปสูเซลลเจาบาน (Chatterjee et al., 2009; Ma 
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et al., 2009) โดยยีน vcsV2 เปนยีนหน่ึงใน T3SS ซึ่งมีความคลายคลึงกับยีน vcrD2 ของ                  
V. parahaemolyticus ที่เกี่ยวของกับการทําใหเกิดอุจจาระรวงในโมเดลกระตาย (Dziejman et 
al., 2005) และพบวา V. cholerae non-O1 สวนใหญที่แยกจากผูปวยโรคอุจจาระรวงในประเทศ
จีน, ไนจีเรีย, เยอรมนี และ ออสเตรีย มียีนดังกลาว (Schirmeister et al., 2014; Luo et al., 
2013; Marin et al., 2013) สวนยีน vasH ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของ T6SS (Kitaoka et 
al., 2011) โดยสรุป V. cholerae ในสิ่งแวดลอมเปนแหลงของยีนกอโรคตาง ๆ (Rivera et al., 
2001) ซึ่งเกิดจากการถายทอดยีนจาก V. cholerae สายพันธุที่สรางสารพิษที่ทําใหเกิดอหิวาตกโรค
ไปสู V. cholerae non-O1/non-O139 ในสิ่งแวดลอม (Faruque et al., 1998) ดังน้ันการแยกและ
การตรวจหาลักษณะของ V. cholerae ที่แยกจากสิ่งแวดลอม เชน อาหารทะเล จึงมีความสําคัญใน
การประเมินความเสี่ยงของการเกิดโรคอุจจาระรวงจากการรับประทานอาหาร  

ทฤษฎีและหลักการ  

1. ลักษณะท่ัวไป (General Characteristics) 
Vibrio cholerae จัดอยูในวงศ Vibrionaceae แบคทีเรียสกุล Vibrio ที่กอโรคได

บอยและมีความสําคัญทางการแพทย คือ V. cholerae, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus 
(Tarr et al., 2007) โดย V. cholerae เปนสาเหตุของโรคอหิวาตกโรคหรือโรคอุจจาระรวงอยาง
รุนแรง (Siddiqui et al., 2006) V. cholerae เปนแบคทีเรียกรัมลบรูปรางแทงโคง (curved rod, 
comma-shaped rods) มีขนาด 0.5-0.8 x 1.4-2.6 ไมโครเมตร, เคลื่อนที่ไดโดยอาศัยแฟลกเจลลัม
เสนเดียวที่ข้ัว (single polar flagellum), เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative 
anaerobes), ผลิตเอนไซมออกซิเดส (oxidase), หมักนํ้าตาลไดหลายชนิด, เจริญไดในสภาวะที่มี
เกลือ 0-8%, เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 20-37 องศาเซลเซียส และมี mol% G+C ของ DNA เทากับ     
38-51% (Farmer and Janda, 1984)  
 

2. ลักษณะของแอนติเจนและการจําแนกเชื้อทางชีวภาพ (Antigenic Structure and 
Biological Classification) 

แอนติเจนบริเวณแฟลกเจลลา (H-antigen) ของ V. cholerae ทุกสายพันธุเปนชนิด
เดียวกันและเปนสารโปรตีนที่ไมทนความรอน โดยพบวา แอนติบอดีตอ H-antigen ไมสามารถ
ปองกันการเกิดโรคได การจําแนก V. cholerae อาศัยแอนติเจนบริเวณลิโปพอลิแซคคาไรด 
(lipopolysaccharide) (O-antigen) ซึ่งมีคุณสมบัติทนความรอน V. cholerae สามารถแบงตาม  
O-antigen ไดหลากหลายถึง 200 ซีโรกรุป (serogroups) โดยซีโรกรุปที่ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวง
อยางรุนแรง หรือ อหิวาตกโรค (cholera) ไดแก O1 และ O139 ซึ่งสามารถสรางสารพิษ cholera 
toxin ได โดย V. cholerae non-O1/non-O139 หรือ non-cholera vibrios (NCV) หรือ         
non-agglutionable vibrios (NAG) สวนใหญไมสราง cholera toxin แตสามารถกอโรคอุจจาระรวง
ที่มีความรุนแรงนอยกวาอหิวาตกโรคได (Van Dellen and Watnick, 2006; Mueller et al., 2007; 
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Faruque and Mekalanos, 2008) สวนการสรางสารพอลิแซคคาไรดคลายแคปซูล (capsule) พบ
เฉพาะใน V. cholerae O139 และ V. cholerae non-O1 เทาน้ัน 

O-antigen ที่สําคัญของ V. cholerae O1 มี 3 ชนิด คือ A, B และ C โดย A เปน 
group-specific antigen ที่มีใน V. cholerae ทุกชนิด สวน B และ C เปน type-specific antigen 
จึงแบง V. cholerae O1 ออกเปน 3 ซีโรไทป (serotypes) ไดแก Ogawa (A, B), Inaba (A, C) และ 
Hikojima (A, B, C) V. cholerae O1 ยังแบงตามคุณสมบัติทางชีวภาพไดเปน 2 ไบโอไทป 
(biotypes) คือ Classical และ El Tor ซึ่งทั้ง 2 ไบโอไทปน้ีมีลักษณะแตกตางกัน และมักใชคุณสมบัติ
ดังกลาวมาจําแนกเช้ือทางระบาดวิทยา (ตารางที่ 1)  

ตารางท่ี 1  การทดสอบเพื่อจําแนกไบโอไทปของ V. cholerae O1 (Kaper et al., 1995) 
การทดสอบ Classical 

biotype 
El Tor 
biotype 

1. การทําใหเม็ดเลือดแดงไกเกาะกลุม - + 

2. การสลายเม็ดเลอืดแดงแกะ - + 

3. ผลการทดสอบ Voges Proskauer - + 

4. ความไวตอ Polymyxin B (50 Unit) ไว ด้ือ 

5. ความไวตอ phage IV ไว ด้ือ 

 

3.  แหลงท่ีอยู (Natural Habitats) 
 V. cholerae เปนแบคทีเรียอิสระอยูไดทั้งในนํ้าจืดและนํ้าที่มีโซเดียมอิออน        
จึงพบเช้ือตามเขตนํ้ากรอย บริเวณปากแมนํ้า, สิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูในนํ้า เชน ผิวไรนํ้า, ลําไสของ      
แพลงกตอนพืช แพลงกตอนสัตว, สาหราย และสัตวทะเล จําพวก กุง หอย ปู เปนตน (Van Dellen 
and Watnick, 2006; Mueller et al., 2007) V. cholerae สามารถสรางไบโอฟลมยึดเกาะบริเวณ
พื้นผิวและอยูรวมกันภายในไบโอฟลมน้ัน เชน การเกาะติดของเช้ือบริเวณไข และบริเวณปากของ
แพลงกตอนสัตว (copepod) หรือ บริเวณผิวหนังของสัตวทะเล ทําใหเกิดการถายทอดไปสูสัตวทะเล
อื่น ๆ ไดงายผานหวงโซอาหาร (Liston, 1957; Aiso et al., 1968; Simidu et al., 1971; Kaneko 
and Colwell, 1975; Gomez-Gil et al., 1998; Oxley et al., 2002) V. cholerae อาศัยสัตว
ทะเลเปนแหลงกําบังจากการถูกจับกินดวยโปรโตซัว (Sherr and Sherr, 1984; Nishiguchi and 
Nair, 2003) โดยสามารถจับกับไคตินของเปลือกสัตวนํ้าทําใหมีโอกาสที่เช้ือจะปนเปอนมาสูคนและกอ
โรคได (Doyle and Beuchat, 2007) ปกติจะพบ V. cholerae non-O1/non-O139 จาก
สิ่งแวดลอมมากกวา V. cholerae O1 และ V. cholerae O139 แตในพื้นที่ที่มีการระบาดของโรค
อหิวาตกโรคอาจตรวจพบ V. cholerae O1 และ V. cholerae O139 ได เพราะอุจจาระของผูปวย
อาจมีการปนเปอนลงสูแหลงนํ้าธรรมชาติ 
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4. ระบาดวิทยา (Epidemiology) 
  V. cholerae มีการระบาดใหญทั้งหมด 7 ครั้ง โดยการระบาด 6 ครั้งแรก เกิดในป 
พ.ศ. 2414 - พ.ศ. 2466 และมีการระบาดไปทั่วโลก (pandemic) สวนใหญเกิดจาก V. cholerae 
O1, ไบโอไทป classical และมักมีจุดเริ่มตนที่ประเทศอินเดียบริเวณปากแมนํ้าคงคา สวนการระบาด
ครั้งที่ 7 เกิดในป พ.ศ. 2504 จาก V. cholerae O1, ไบโอไทป El Tor มีจุดเริ่มตนที่เกาะซูลาเวซี 
(Sulawesi Islands) ประเทศอินโดนีเซีย และระบาดไปสูประเทศอื่น ๆ ในทวีปเอเชีย,                 
ทวีปแอฟริกา และทวีปอเมริกา สวนการระบาดครั้งลาสุดในป พ.ศ. 2535 - พ.ศ. 2536 เกิดจาก                        
V. cholerae O139 มีจุดเริ่มตนที่ประเทศอินเดียและบังคลาเทศ และตอมาป พ.ศ. 2537 ไดระบาด
ไปสูประเทศอื่น ๆ ในทวีปเอเชีย (Faruque et al., 1998) 

จากรายงานของสํานักงานระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค ประเทศไทย พบผูปวยที่ติด
เช้ือ V. cholerae ไดตลอดทั้งป โดยพบสูงสุดในชวงฤดูฝน เน่ืองจากมีสภาพแวดลอมที่เฉอะแฉะทํา
ใหยากตอการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหาร จากผลการสอบสวนการระบาดของอหิวาตกโรค              
ในป พ.ศ. 2550 ของสํานักงานระบาดวิทยา ไดมีการจัดกลุมจังหวัดที่เปนพื้นที่การระบาด 3 กลุม 
ตามปจจัยเสี่ยงตอการแพรกระจายของเช้ือ ไดแก 

1. จังหวัดที่ติดชายแดนสหภาพพมาที่ไมติดทะเล และไมมีแหลงนํ้ากรอยซึ่งเปน
แหลงโรคในธรรมชาติ เชน จังหวัดตาก พบวาปจจัยเสี่ยงหลักมาจากกลุมชาวพมาซึ่งสวนหน่ึงอาศัยอยู
ในคายอพยพ อีกสวนหน่ึงเปนแรงงานรับจางในไรและในชุมชน ซึ่งมีสุขอนามัยสวนบุคคล และ
สิ่งแวดลอม  ไมดี ไมมีสวมที่ไดมาตรฐาน มีการเคลื่อนยายของแรงงานตลอดเวลาและควบคุมไดยาก 

2. จังหวัดชายทะเลทางภาคใตและภาคกลางตอนลาง เชน ระนอง นครศรีธรรมราช 
สมุทรสาคร มีนํ้าทะเล และมีแหลงนํ้ากรอยซึ่งเปนแหลงโรคในธรรมชาติ รวมถึงปญหาเรื่องสุขาภิบาล 
และสุขอนามัยในกลุมแรงงานพมา และกลุมชาวประมง  

3. จังหวัดที่ไมมีพื้นที่ติดตอทะเล และไมมีแรงงานตางชาติ พบวามีความสัมพันธกับ
อาหารทะเลที่สงมาจากนอกพื้นที่ โดยเฉพาะหอยแครง ซึ่งมีผลการศึกษาระบาดวิทยาเชิงวิเคราะห
ปจจัยเสี่ยงรวมของการระบาดในพื้นที่หลายจังหวัดของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และบางจังหวัดของ   
ภาคกลางยืนยันความสัมพันธดังกลาว 

จังหวัดสงขลาเปนจังหวัดที่มีทั้งพื้นที่ที่มีนํ้าทะเลและนํ้ากรอยซึ่งเปนแหลงโรคใน
ธรรมชาติ นอกจากน้ีจังหวัดสงขลายังเปนหน่ึงในเมืองเศรษฐกิจของภาคใต ดังน้ันจึงมีแรงงานจาก
ประเทศเพื่อนบานมาทํางานในจังหวัดมาก โดยแรงงานจะเขามารับจางในชุมชน ซึ่งกลุมแรงงานจะมา
อาศัยอยูกันเปนกลุม มีสุขอนามัยสวนบุคคล และสิ่งแวดลอมไมดี จากรายงานการเฝาระวังโรคของ
สํานักงานระบาดวิทยาพบวาในป พ.ศ. 2549 และ พ.ศ. 2552 จังหวัดสงขลามีผูติดเช้ือ V. cholerae 
ติดอันดับหน่ึงในสิบของประเทศ  
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5. การติดตอ (Routes of Transmission) 
การติดเช้ือ V. cholerae พบมากในพื้นที่ที่มีประชากรอาศัยอยูหนาแนนและ

สุขาภิบาลไมดี โดยเช้ือจะปนเปอนในนํ้าด่ืมและอาหารที่มีการปรุงไมถูกสุขลักษณะ V. cholerae 
สามารถอยูรอดในสภาวะที่มีอุณหภูมิตํ่า ความช้ืนสูง การปรุงอาหารใหสุกจะชวยทําลายเช้ือได 
(Doyle and Beuchat, 2007) การปนเปอนของอุจจาระที่มี V. cholerae ลงสูแหลงนํ้าธรรมชาติ 
ทําใหเกิดการปนเปอนในสัตวนํ้า เมื่อรับประทานอาหารที่ปรุงจากสัตวนํ้าดังกลาว จึงทําใหเกิดการ
ระบาดของเช้ือในเวลาตอมา ดังเชนการระบาดของ V. cholerae O1, ไบโอไทป EI Tor ในแถบ
อเมริกาใต ที่มีผูปวยจํานวน 70,000 ราย และมีผูเสียชีวิต 65,000 ราย (Reidl and Klose, 2002) 
ในประเทศไทยพบวาการติดเช้ือ V. cholerae สวนใหญมาจากการรับประทานอาหารดิบๆ สุกๆ 
โดยเฉพาะอาหารทะเล, อาหารประเภทยํา ลาบ กอย หรือสมตํา ซึ่งจะมีการปนเปอนของเช้ือจาก
วัตถุดิบที่ซื้อในตลาดซึ่งนํ้าที่ใชอาจไมไดเติมคลอรีน หรือ มีการรั่วของทอนํ้าทิ้งจากหองสุขาในตลาด 
 

6. พยาธิกําเนิดและพยาธิสภาพ (Pathogenesis and Pathology) 
V. cholerae ติดตอผานทางการรับประทานอาหารและนํ้าด่ืมที่ปนเปอนเช้ือ 

เน่ืองจากเช้ือไวตอการถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร ดังน้ันปริมาณเช้ือที่ปนเปอนในนํ้าด่ืมที่
สามารถกอใหเกิดโรคไดจะสูงถึง 1010 เซลล แตหากติดตอผานทางอาหารจะอาศัยปริมาณเช้ือเพียง 
102 - 104 เซลล พบวาผูที่ไดรับยาหรือในกระเพาะอาหารมีความเปนกรดตํ่าจะไวตอการติดเช้ือ        
V. cholerae ไมพบวาเช้ือแพรกระจายเขากระแสเลือดหรือบุกรุกเซลล (non-invasive) เช้ือที่รอด
จากการถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร จะผานไปยังลําไสเล็กซึ่งมีสภาพเปนดาง เช้ือสายพันธุ
กอโรคจะสามารถเกาะติดกับไมโครวิลไล (microvilli) ของเซลลบุผิวภายในลําไสเล็ก (intestinal 
epithelial cells) จากน้ันจะเพิ่มจํานวนและสรางสารพิษ cholera toxin ออกมา cholera toxin มี 
2 หนวยยอย (subunit) คือ A และ B โดยหนวยยอย B ทําหนาที่จับกับ GM1 ganglioside ซึ่งเปน
หนวยรับจําเพาะ (receptor) บนเซลลบุผิวภายในลําไสเล็ก จากน้ันหนวยยอย A จะถูกนําเขาสู      
ไซโทพลาสซึมของเซลลและออกฤทธ์ิกระตุนการทํางานของเอนไซม adenylyl cyclase (หรือ 
adenylate cyclase) สงผลใหระดับ cyclic adenosine monophosphate (cAMP) ภายในเซลล
เพิ่มข้ึน จึงเกิดการหลั่งนํ้าและแรธาตุออกจากเซลลเขาสูทางเดินอาหารปริมาณมาก (Faruque and 
Mekalanos, 2008) 

ระยะฟกตัวของเช้ือ (incubation period) ประมาณ 1-4 วัน ข้ึนกับปริมาณเช้ือที่
ไดรับ เริ่มแรกผูปวยจะมีอาการคลื่นไส (nausea), อาเจียน (vomiting), ปวดเกร็งชองทอง 
(abdominal cramps) และอุจจาระรวง (diarrhea) โดยไมมีมูกและเลือดปนแตมีลักษณะเหลวคลาย
นํ้าซาวขาว (rice water stool) เน่ืองจากประกอบดวยเย่ือเมือก, เซลลเย่ือบุผิว และเช้ือจํานวนมาก 
ผูปวยจะสูญเสียนํ้าอยางรวดเร็ว (มากกวา1 ลิตรตอช่ัวโมง หรือ 20-30 ลิตรตอวัน) ทําใหเกิดอาการ
ออนเพลีย (lethargy), ตาโหล (sunken eyes), ไมถายปสสาวะ (anuria), เลือดเปนกรด (acidosis), 
การไหลเวียนโลหิตลมเหลว (circulartoy collapse), ช็อคจากปริมาตรของเลือดลดลง 
(hypovolemic shock) และเสียชีวิตในเวลาตอมา (Reidl and Klose, 2002)  
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7.  ปจจัยท่ีเก่ียวของกับการกอโรค (Virulence factors) 
7.1  การสรางสารพิษ (Toxin) 

7.1.1  Cholera toxin (Ct) 
Ct เปนสารพิษที่ไมทนความรอน (heat-labile enterotoxin)      

สรางโดยยีน ctx ขนาด 7.0 กิโลเบส ซึ่งถายทอดมาจาก lysogenic filamentous phage (CTX) 
เฉพาะ V. cholerae สายพันธุที่มียีน ctx เทาน้ัน (toxigenic V. cholerae) ที่สามารถทําใหเกิด
อหิวาตกโรคได Ct มีโครงสรางและกลไกการออกฤทธ์ิเหมือนกับ heat-labile enterotoxin ที่สราง
โดย enterotoxigenic E. coli (ETEC) แตอาการที่เกิดจาก V. cholerae รุนแรงกวามาก          

การเกาะติดของ CTX เพื่อถายทอดยีน ctx อาศัยกลุมของยีนที่ควบคุมการสราง toxin 
coregulated pili (Tcp) ซึ่งพบอยูบน pathogenicity island (PAI) และกลุมยีนดังกลาวยังมีสวน
ชวยการเกาะติดกับเย่ือบุผิวลําไสดวย (Waldor and Mekalanos, 1996; Davis and Waldor, 
2003)  
  7.1.2   Zonula occludens toxin (Zot) 
   Zot เปนสารพิษที่ ไมทนความรอน สรางโดยยีน zot ขนาด 1.3      
กิโลเบส ยีน  zot  พบไดทั้ง V. cholerae O1 และ V. cholerae non-O1 โดย V. cholerae ที่มียีน 
ctx มักจะพบยีน zot ดวยเสมอ การสราง Zot ใน V. cholerae จะมีผลตอโครงสรางของ 
intercellular tight junction หรือ zonula occludens ทําใหการรั่วไหลของนํ้าและแรธาตุในลําไส
เล็กเพิ่มข้ึน (Kaper et al., 1995; Faruque et al., 1998)  

 7.1.3   Accessory cholera enterotoxin (Ace) 
   Ace สรางโดยยีน ace ซึ่งอยูบริเวณ upstream ของยีน zot โดยสวน

ปลาย 5’ มีลําดับเบสที่ทับซอนกัน จากการศึกษาในกระตายพบวา Ace มีบทบาทในการเพิ่มการ
สะสมของเหลวในลําไส ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน Ace ใน V. cholerae ยังมีความคลายคลึงกับ
โปรตีน SpvB ใน Salmonella dublin ซึ่งเกี่ยวของกับความรุนแรงในการกอโรคในหนู (Kaper et 
al., 1995; Faruque et al., 1998)  

 7.1.4   El Tor Hemolysin (HlyA) 
   HlyA สรางโดยยีน hlyA พบใน V. cholerae O1, ไบโอไทป El Tor 

และ V. cholerae non-O1/non-O139 บางสายพันธุ โดยมีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดง และ
ทําลายเซลลตาง ๆ  มีการทดลองฉีด hemolysin ใหหนูพบวาสามารถทําใหหนูตายได จึงถือวา 
hemolysin เปนปจจัยหน่ึงในการกอโรคของ V. cholerae (Menzl et al., 1996; Saka et al., 
2008)   
 7.1.5   Heat-stable enterotoxin 

   Heat-stable enterotoxin เปนสารพิษที่ทนความรอน มีความ
คลายคลึงกับสารพิษที่สรางโดย E. coli และแบคทีเรียที่กอโรคในระบบทางเดินอาหารอื่น ๆ  การสราง 
heat-stable enterotoxin ถูกควบคุมโดยยีน stn/sto พบไดทั้ง V. cholerae O1 และ              
V. cholerae non-O1 มีบทบาทในการกระตุนใหเกิดการหลั่งของนํ้า และโซเดียมออกจากลําไส 
(Bagchi et al., 1993; Rivera et al., 2001) 
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 7.1.6   Toxin-conregulated pili (Tcp) 
  Tcp สรางโดยยีน tcp การแสดงออกของยีนน้ีถูกควบคุมโดยโปรตีน 

ToxR, ToxT และการกระตุนของสิ่งแวดลอมภายนอก เชน pH และอุณหภูมิ Tcp มีบทบาทในการ

เกาะติดของ bacteriophage (CTX), การเกาะติดกับเย่ือบุลําไส และการสรางไบโอฟลมของ        
V. cholerae (Manning, 1997; Jang et al., 2011)  

7.2  การสรางไบโอฟลม (Biofilm) 
ไบโอฟลม คือ กลุมของจุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในเมทริกซที่เช้ือสรางข้ึนและ

มีการเกาะติดกับพื้นผิว การสรางไบโอฟลมเปนลักษณะการดํารงชีวิตของจุลินทรียสวนใหญใน
สิ่งแวดลอม (Van Houdt et al., 2004) การสรางไบโอฟลมของ V. cholerae ข้ึนอยูกับปจจัยทาง
สิ่งแวดลอมหลายประการ เชน อุณหภูมิ, pH, ความเค็ม และสารอาหาร โดยสารอาหารมีสวนทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงการผลิต Vibrio polysaccharide (VPS) ซึ่งเปนองคประกอบหลัก             
ของไบโอฟลม โดยสามารถสังเกตไดจากลักษณะโคโลนี ในสภาวะที่มีสารอาหารนอยเช้ือจะมีการ
เปลี่ยนแปลงโคโลนีแบบเรียบ (smooth colony) ไปเปนโคโลนีแบบขรุขระ (rugose colony) และ
หากมีสารอาหารอุดมสมบูรณเช้ืออาจสามารถเปลี่ยนกลับไปเปนโคโลนีแบบเรียบได (Ali et al., 
2002) ไบโอฟลมชวยใหเช้ือสามารถทนตอสภาวะที่ไมเหมาะสมในสิ่งแวดลอม, ทนกรดในกระเพาะ
อาหาร และชวยปองกันเช้ือจากสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ที่กินจุลินทรียเปนอาหาร เชน โปรโตซัว เปนตน อีกทั้ง
ยังทําใหเช้ือด้ือตอสารตานจุลินทรียมากกวาเซลลที่อยูอยางอิสระ (Yildiz and Schoolnik, 1999; 
Watnick and Kolter, 2002; Zhu and Mekalanos, 2003; Matz et al., 2005; Mueller et al., 
2007; Annous et al., 2009) V. cholerae เปนเช้ือประจําถ่ินในแหลงนํ้า และสามารถแยกไดจาก
ผิวของสิ่งมีชีวิตในนํ้า การสรางไบโอฟลมในสัตวนํ้าจึงมีความสัมพันธกับการเพิ่มจํานวนในสิ่งแวดลอม 
และการระบาดของโรคในคน (Van Dellen and Watnick, 2006)  

7.3  ระบบการขนสงโปรตีน (Secretion Systems) 
7.3.1   Type III secretion system (T3SS) 

 T3SS เปนระบบที่พบไดในแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรค ไดแก Yersinia 
spp., Salmonella spp., Shigella spp. และ Vibrio spp. เปนตน T3SS มีหนาที่ในการสงผาน
โปรตีนจากแบคทีเรียไปสูไซโตพลาสซึมของเซลลเจาบานโดยอาศัยโครงสรางที่เรียกวา needle 
complex ของแบคทีเรีย การสรางโครงสรางของ T3SS ของ V. cholerae ควบคุมโดยยีน vcsV2   
ซึ่งมีความคลายคลึงกับยีน vcrD2 ใน V. parahaemolyticus ซึ่งเกี่ยวของกับการเกิดโรคในระบบ
ทางเดินอาหารเมื่อทดสอบกับกระตาย (Dziejman et al., 2005; Alam et al., 2011) 

7.3.2   Type VI secretion system (T6SS) 
 T6SS เปนระบบที่พบไดในแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรค ไดแก           

V. cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Y. pestis, E. coli, S. enterica,  Agrobacterium 
tumefaciens, Rhizobium leguminosarum, Francisella tularensis และ Burkholderia 
mallei  (Pukatzki et al., 2007) T6SS ทําหนาที่ในการสงผานโปรตีนจากแบคทีเรียไปสูเซลล     
เจาบานโดยอาศัยโครงสราง phage-tail-spike-like injectisome ซึ่ง T6SS มีการทํางานที่เหมือนกับ 
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T3SS โดยยีนที่ทําหนาที่ในการควบคุมการแสดงออกของ T6SS คือยีน vasH ซึ่งมีความคลายคลึงกับ 
ยีน rtcR ของ E. coli (Pukatzki et al., 2006; Tseng et al., 2009; Miyata et al., 2011) 

 

8. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae (DNA fingerprinting analysis) 
การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae เปนการแสดงความแตกตาง

ของลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือแตละสายพันธุ ซึ่งมีประโยชนในการศึกษาทางระบาดวิทยา ปจจุบันมี
หลายวิธี ไดแก วิธีทีอ่าศัยการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ทําใหทราบ
ความแตกตางหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่ ถูกตัด เชน วิธี Restriction Fragment 
Length Polymorphisms (RFLPs) และวิธี Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) ซึ่งวิธี 
PFGE มีความไวสูงและมีประสิทธิภาพในการศึกษาดีเอ็นเอที่มาจากแหลงที่แตกตางกันไดดี แตวิธีทั้ง
สองน้ีเปนวิธีที่มีหลายข้ันตอน จึงมีการพัฒนาวิธีที่อาศัยหลักการของ Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ไดแก วิธี Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) หรือ Random Amplified Polymorphic 
DNA (RAPD) ซึ่งอาศัยการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอแบบสุมดวยไพรเมอรสายสั้น ๆ เพียงเสนเดียว ทําได
งาย รวดเร็ว และไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตที่ตองการนํามาศึกษา แต
ขอเสียคือมีความไวตํ่า วิธีที่ใชแยกความแตกตางของ V. cholerae สายพันธุกอโรคและไมกอโรค อาจ
ใชวิธี Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) ซึ่งใชไพรเมอรที่
จําเพาะกับตําแหนงที่มีลําดับเบสซ้ํา ๆ กันบนโครโมโซมของแบคทีเรียบริเวณที่เรียกวา ERIC 
sequences ซึ่งพบเฉพาะใน enteric bacteria และ vibrios ซึ่งบริเวณดังกลาวมีความผันแปรไปใน
แบคทีเรียแตละสายพันธุ วิธี ERIC-PCR เปนวิธีที่งายและมีประสิทธิภาพสูงในการนํามาใชเพื่อติดตาม
วิวัฒนาการของเช้ือและเฝาระวังการระบาดของโรคที่เกิดจาก V. cholerae (Rivera et al., 1995) 

 

9. การวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ (Laboratory diagnosis) 
สิ่งสงตรวจที่ใชสําหรับเพาะเลี้ยงเช้ือ ไดแก อุจจาระ (stools) ควรเก็บตัวอยาง

อุจจาระของผูปวยโดยวิธี rectal swab กอนทําการรักษาดวยยาปฏิชีวนะและสงไปยังหองปฏิบัติการ 
โดยเพิ่มจํานวนเช้ือ (enrichment) ในอาหาร APW (pH 8.4-9.2) เปนเวลา 6-8 ช่ัวโมง จากน้ัน
เพาะเลี้ยงเช้ือในอาหาร Thisulfate Citrate Bile salts Sucrose (TCBS) agar โดยบมที่อุณหภูมิ 
35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง โคโลนีของเช้ือจะมีลักษณะกลม สีเหลือง คอนขาง
แบน ขอบเรียบ และนําไปทดสอบทางชีวเคมี โดยใช ชุดทดสอบมาตรฐานของเ ช้ือในวงศ 
Enterobacteriaceae และเพิ่มชุดทดสอบการทนเกลือ การทดสอบทางภูมิคุมกันวิทยา โดยทดสอบ
การเกาะกลุมของเช้ือกับแอนติซีรัมจําเพาะบนแผนสไลด (slide agglutination) เพื่อแยกวาเปน      
V. cholerae O1, O139 หรือ non-O1/non-O139 ถาเปน V. cholerae O1 จะตองแยกซีโรไทป
โดยใชแอนติซีรัมจําเพาะดวยวาเปน Ogawa, Inaba หรือ Hikojima และแยกไบโอไทปวาเปน 
Classical หรือ El Tor  
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10. การรักษา (Treatment) 
การรักษาอันดับแรกคือการใหสารนํ้าและแรธาตุเขาไปบรรเทาอาการเพื่อแกไขภาวะ

เลือดเปนกรด ผานทางนํ้าเกลือหรือสารละลายนํ้าตาลเกลือแร (oral rehydration salts; ORS) สวน
การเลือกใชยาปฏิชีวนะเพื่อลดอาการของโรค และลดการแพรเช้ือ ควรพิจารณาจากขอมูลเฝาระวัง
การ ด้ือยาของเ ช้ือประกอบการพิจารณา กลุมยาหลักที่ เ ลือกใช  ไดแก  นอรฟล็อกซาซิน       
(norfloxacin)  และเตตราไซคลิน (tetracycline) แตจากรายงานป พ.ศ. 2556 ของศูนยเฝาระวัง 
เช้ือด้ือยา กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย พบ V. cholerae 
nonO1/nonO139 ที่ด้ือตอยานอรฟล็อกซาซิน (norfloxacin)  และ ยาแอมพิซิลลิน (ampicilin)     
ในเปอรเซ็นตที่สูง และ บางพื้นที่ที่มี V. cholerae ที่มีเช้ือระบาดประจําถ่ิน (endemic areas) พบวา 
เช้ือด้ือตอยาปฏิชีวนะเตตราไซคลิน เน่ืองจากมีการถายทอดยีนด้ือยาที่อยูบนพลาสมิด (plasmid) 

11. การปองกันและควบคุม (Prevention and Control) 
เน่ืองจาก V. cholerae พบไดทั่วไปในแหลงนํ้าการปองกันและควบคุมที่ไดผลคือ 

การใหความรูกับประชาชน และควบคุมเรื่องสุขลักษณะที่ดีของอาหารและนํ้าด่ืม สําหรับผูติดเช้ือควร
แยกออกจากคนปกติ และมีมาตรการทําลายเช้ือในอุจจาระและอาเจียนของผูปวยดวย สําหรับวัคซีน
ปองกันการติดเช้ือน้ันนิยมใหเฉพาะกลุมนักทองเที่ยวหรือเด็กเล็กที่มีการเดินทางไปยังพื้นที่ที่มีการ
ระบาดของโรคเทาน้ัน 
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วัตถุประสงค 

1. เพื่อแยก V. cholerae จากอาหารทะเล ที่วางจําหนายในเขต อ.หาดใหญ จ.สงขลา 
2. เพื่อตรวจหายีนทีเ่กี่ยวของกบัการกอโรค (ctxA, tcpA, zot, ace, stn/sto, hlyA, vcsV2 และ 

vasH ) ใน V. cholerae ที่แยกได 
3. เพื่อทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของ V. cholerae ที่แยกได 
4. เพื่อทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงและการสรางไบโอฟลมของ V. cholerae ที่แยกได 
5. เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae ที่แยกได 
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ผลการทดลอง 

1. การแยกและจําแนก V. cholerae จากอาหารทะเล 
การแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่วางจําหนายในตลาดสดเขต อ.หาดใหญ   

จ .สงขลา ไดแก  ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ , ตลาดคลองเรียน , ตลาดเกษตรคณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, ตลาดหาดใหญใน และตลาดเกาะหมี จํานวน           
125 ตัวอยาง ประกอบดวย กุง 94 ตัวอยาง, หมึก 19 ตัวอยาง, หอย 8 ตัวอยาง, ปลา 2 ตัวอยาง 
และปู 2 ตัวอยาง เบื้องตนไดแยกเช้ือที่คาดวาจะเปน V. cholerae บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS agar 
ไดจํานวน 254 ไอโซเลท เมื่อยืนยันโดยวิธี PCR ซึ่งใชยีน ompW เปนยีนเปาหมายพบวาเปน         
V. cholerae จํานวน 100 ไอโซเลท (ตารางที่ 2) ซึ่งมาจากอาหารทะเล 55 ตัวอยาง 
  
ตารางท่ี 2  จํานวน V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลประเภทตาง ๆ 

ชนิดอาหารทะเล 
และแหลงทีม่า 

จํานวน
ตัวอยาง 

จํานวนไอโซเลท 
ที่คาดวาจะเปน  

V. cholerae (TCBS) 

V. cholerae  
(ompW ) 

1. กุง (n=94) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดคลองเรียน 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี
-ตลาดเกษตรคณะทรัพยากรธรรมชาติ 

 
26 
35 
7 
24 
2 

 
57 
78 
11 
42 
6 

 
30 
49 
1 
16 
0 

2. หมึก (n=19) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดคลองเรียน 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี
-ตลาดเกษตรคณะทรัพยากรธรรมชาติ 

 
6 
5 
2 
4 
2 

 
8 
9 
4 
7 
2 

 
1 
0 
0 
1 
0 

3. หอย (n=8) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี

 
5 
1 
2 

 
11 
4 
4 

 
0 
0 
0 

4. ปลา (n=2) 
-ตลาดเกาะหม ี

 
2 

 
7 

 
0 

5. ปู (n=2) 
-ตลาดเกาะหม ี

 
2 

 
4 

 
2 

รวม 125 254 100 
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เมื่อจําแนกซีโรกรุปของ V. cholerae ที่แยกไดโดยวิธี agglutination พบวา เปน  
V. cholerae non-O1/non-O139 จํานวน 94 ไอโซเลท และเปน V. cholerae O1 จํานวน         
1 ไอโซเลท นอกจากน้ีมี V. cholerae จํานวน 5 ไอโซเลทที่ไมสามารถจําแนกซีโรกรุปไดดวยวิธี 
agglutination เน่ืองจากมีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระจึงจําเปนตองจําแนกซีโรกรุปของเช้ือดวยวิธี 
PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน rfb ซึ่งพบวาเช้ือทั้ง 5 ไอโซเลทเปน V. cholerae           
non-O1/non-O139 

 

2. การตรวจหาลักษณะของ V. cholerae ท่ีแยกไดจากอาหารทะเล 
2.1 การตรวจหายีนท่ีเก่ียวของกับการกอโรค (ctxA, tcpA, zot, ace, stn/sto, hlyA, 

vcsV2 และ vasH)  
จากการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ ไดแก ยีน ctxA, tcpA, zot, ace, 

stn/sto, hlyA, vcsV2 และ vasH ใน V. cholerae ทั้ง 100 ไอโซเลท ดวยวิธี PCR พบวา เช้ือที่แยก
ไดทุกไอโซเลทไมมียีน ctxA, tcpA, zot และ ace แตมียีน stn/sto, hlyA El Tor (ET), vcsV2 และ 
vasH จํานวนรอยละ 20, 94, 6 และ 96 ตามลําดับ โดยในการทดลองใช V. cholerae สายพันธุ
มาตรฐานที่แยกไดจากผูปวยเปนเช้ือควบคุม ไดแก V. cholerae O1 และ O139 ซึ่งมียีน ctxA, 
tcpA, zot, ace, hlyA El Tor (ET) และ vasH สวน V. cholerae non-O1/non-O139 มีเฉพาะยีน 
hlyA ET, vcsV2 และ vasH (รูปที่ 1) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 1  การปรากฏของยีนกอโรคใน Vibrio cholerae สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจากผูปวย 
 Lane M: 100 bp DNA Ladder (GeneDireX, Taiwan)  
 Lane 1: V. cholerae O1, El Tor สายพันธุ DMST16261 
 Lane 2: V. cholerae O139 สายพันธุ DMST9701 
 Lane 3: V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุ DMST2873 
 Lane 4: reagent control 

 a PCR product ที่ไดจากยีน hlyA ET (738 bp) และ vcsV2 (742 bp) เมื่อนํามา run    
  พรอมกันทําใหแยกไมชัดเจน 
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เน่ืองจากมีเช้ือจํานวน 6 ไอโซเลท คือ ไอโซเลทหมายเลข 7, 8, 30, 33, 34, และ 
35 ที่ใหผลลบกับการตรวจหายีน hlyA ET โดยวิธี PCR ดังน้ันจึงทําการยืนยันโดยวิธี colony 
hybridization เน่ืองจาการทดลองถัดไปตองมีการทดสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
ของเช้ือ ซึ่งยีน hlyA ET มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดง และเมื่อนํา V. cholerae ทั้ง                 
6  ไอโซเลทมาตรวจหายีน hlyA ET อีกครั้งโดยวิธี colony hybridization พบวามี 2 ไอโซเลท         
(ไอโซเลทหมายเลข 7 และ 30) ใหผลบวก (รูปที่ 2) 
 

 

 
 
รูปท่ี 2  ผลการทํา colony hybridization ของ Vibrio cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเล เมื่อใช
ยีน hlyA El Tor เปนตัวตรวจจับ (hlyA ET probe) 

1: V. cholerae O1, El Tor DMST16261 (hlyA ET+); positive control 
2: V.  parahaemolyticus PSU3881 (hlyA-); negative control 
3: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 7 
4: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 8 
5: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 30 
6: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 33 
7: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 34 
8: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 35 
 

จากผลการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ ขางตน สามารถจัดกลุม     
V. cholerae ที่แยกไดตามรูปแบบของการมียีนกอโรคได 8 กลุม (A ถึง H) โดยเช้ือสวนใหญ (72%) 
จัดอยูในกลุม F ซึ่งเปนเช้ือที่มียีน hlyA ET และ vasH และมีเพียง 2 ไอโซเลท ที่ไมมียีนกอโรคทุก
ชนิดที่ตรวจสอบ (ตารางที่ 3) ผูวิจัยไดสุมเลือกเช้ือตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลทจากแตละกลุม            
(ตารางที่ 4) เพื่อทําการทดลองถัดไป  
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2.2 การทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงและการสรางเอนไซมเลซิติเนส (lacithinase) 
การตรวจหาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงใน V. cholerae ตัวแทนที่สุม

มาจากแตละกลุมจํานวน 35 ไอโซเลท พบวาเช้ือทุกไอโซเลทที่มียีน hlyA ทั้งจากการตรวจหาโดยวิธี 
PCR และจากการตรวจหาโดยวิธี colony hybridization (ไอโซเลทหมายเลข 7 และ 30) (รูปที่ 2) มี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง สวนเช้ือที่ผานการยืนยันโดยวิธี colony hybridization แลว
วาไมมียีน hlyA จํานวน 4 ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 8, 33, 34, และ 35) (รูปที่ 2) มี 1 ไอโซเลท 
ที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได (ไอโซเลทหมายเลข 33) (ตารางที่ 4) 

เน่ืองจากมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 33) ไมมียีน hlyA แตมี
ความสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดจึงทําการตรวจสอบการสรางเอนไซมที่อาจจะมีบทบาทในการ
สลายเม็ดเลือดเชน เอนไซมเลซิติเนส แตจากผลการทดสอบการสรางเอนไซมเลซิติเนสของเช้ือ        
V. cholerae ไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA ทั้งไอโซเลทที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได(ไอโซเลทหมายเลข 
33) และไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได (ไอโซเลทหมายเลข 8, 34, และ 35) พบวา เช้ือทุกไอโซเลท
มีความสามารถในการสรางเอนไซมเลซิติเนสไดเหมือนกัน ด้ังน้ันเอนไซมน้ีจึงไมใชปจจัยที่สงเสริมให
เช้ือไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA มีความสามารถสลายเม็ดเลือดแดง 
 
ตารางท่ี 3  กลุมของ V. cholerae ตามรูปแบบการมยีีนทีเ่กี่ยวของกับการกอโรค  

V. cholerae 
(ไอโซเลท) 

ผลการตรวจหายีนa 
กลุม 

stn/sto hlyA ETb vcsV2 vasH 

1 + + + + A 
17 + + - + B 
1 + + - - C 
1 + - - - D 
5 - + + + E 
72 - + - + F 
1 - - - + G 
2 - - - - H 

a V. cholerae ทุกไอโซเลทตรวจไมพบยีน ctxA, tcpA, zot และ ace 
b ET, El Tor 
+: ตรวจพบ; -: ตรวจไมพบ 
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ตารางท่ี 4  ลักษณะของ V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละกลุม (A-H) จํานวน 35 ไอโซเลท 

กลุม 
(จํานวน) 

ยีนกอโรคที่ตรวจพบ 
หมายเลข 
ไอโซเลท 

ซีโรกรุป 
Hemolytic 

activity 

A (1) stn/sto, hlyA ETa, vcsV2, 1 non-O1/non-O139 + 
B (5) stn/sto, hlyA ET, vasH 2, 3, 4, 5 non-O1/non-O139 + 

  6 non-O1/non-O139d
 + 

C (1) stn/sto, hlyA ET 7c non-O1/non-O139 + 
D (1) stn/sto  8 non-O1/non-O139 - 
E (5) hlyA ET, vcsV2, vasH 9, 10, 11, 12 ,13 non-O1/non-O139 + 
F (19) hlyA ET, vasH 14, 15, 16, 17 non-O1/non-O139d + 

  18 O1 + 
  19, 20, 21, 22, 23, 24, 

25, 26, 27, 28, 29, 
30c, 31, 32 

non-O1/non-O139 + 

G (1) vasH 33c non-O1/non-O139 + 
H (2) -b 34, 35 non-O1/non-O139 - 

a ET, El Tor 
b ไมพบยีนกอโรคทุกชนิดที่ตรวจสอบ 
c เช้ือที่ผานการตรวจหายีน hlyA โดยวิธี colony hybridization และใหผล hemolytic activity    
 เปนบวก  
d มีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระ 
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2.3 ความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะ 
การตรวจสอบความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae ตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลท

พบวา เช้ือทุกไอโซเลทไวตอยาคลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol), ไซโปรฟลอกซาซิน 
(ciprofloxacin), โคไตรม็อกซาโซล (cotrimoxazole), นอรฟล็อกซาซิน (norfloxacin) และ       
เตตราไซคลิน (tetracycline) อยางไรก็ตามพบวา มีเช้ือ 5 ไอโซเลท (รอยละ14.3) ด้ือตอ            
ยาแอมพิซิลลิน (ampicilin) และ 8 ไอโซเลท (รอยละ22.9) ไวปานกลางตอยาแอมพิซิลลิน         
(ตารางที่ 5) 

 
ตารางท่ี  5  แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae จํานวน 35 ไอโซเลท 

 

1R, ด้ือตอยาปฏิชีวนะ; I, ไวปานกลางตอยาปฏิชีวนะ; S, ไวตอยาปฏิชีวนะ 
2AMP, แอมพิซิลลิน; C, คลอแรมเฟนิคอล; NOR, นอรฟล็อกซาซิน; C, ไซโปรฟลอกซาซิน;  
 SXT, โคไตรม็อกซาโซล; TE, เตตราไซคลิน 
 

2.4 การสรางสารพอลิแซคคาไรด, ไบโอฟลมยึดเกาะพ้ืนผิวและปกคลุมพ้ืนผิวของเหลว 
การตรวจสอบการสรางสารพอลิแซคคาไรดใน V. cholerae ดวยอาหาร congo red 

agar พบวา เช้ือทั้ง 35 ไอโซเลท สามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดได โดยสามารถสรางไดดีที่อุณหภูมิ 
30°C สังเกตจากความเขมของสีโคโลนี (รูปที่ 3)  

 

 

รูปท่ี 3  การสรางสารพอลิแซคคาไรดของ Vibrio cholerae บนอาหาร congo red agar (CRA)     
ที่อุณหภูมิ 37°C (A.) และ 30°C (B.) 

หมายเลขไอโซเลท 
แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะ1 

AMP2 C CIP NOR SXT TE 
8, 16, 25, 33, 34  R S S S S S 
18, 21, 22, 24, 26, 28, 29, 31  I S S S S S 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 
19, 20, 23, 27, 30, 32,  35 

S S S S S S 

(A.) (B.) 
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การทดสอบการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว พบวา มีเช้ือจํานวน 32 ไอโซเลทที่
สามารถสรางไบโอฟลมได โดยมีคาการดูดกลืนแสงที่ OD570 อยูในชวง 0.18-4.03 และเช้ือที่มี
ลักษณะโคโลนีแบบขรุขระสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไมแตกตางจากเช้ือที่มีโคโลนีแบบเรียบ 
(p=0.314, Mann-Whitney test) (รูปที่ 4) 

การทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลว พบวา เช้ือที่มีโคโลนีแแบบ
ขรขุระสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่มีโคโลนีแบบเรียบ (รูปที่ 5) 

 

 
รูปท่ี 4  ปริมาณการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว ของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนีแบบ
เรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose) โดยแตละจุดแสดงคาเฉลี่ยของ OD570 ที่ไดจาก        
การทดลอง 3 ครั้ง สวนเสนแนวขวางแสดงคามัธยฐานของ OD570 ในเช้ือแตละกลุม 
 

 
รูปท่ี 5 การสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนี 
แบบเรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose)  

1: V. cholerae O1, El Tor DMST16261  (smooth colony) 
2: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 6   (rugose colony) 
3: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 14 (rugose colony) 
4: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 15 (rugose colony) 
5: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 16 (rugose colony) 
6: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 17 (rugose colony) 
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3. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae โดยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR 
การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอใน V. cholerae ตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลท 

โดยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR พบวา วิธี AP-PCR ซึ่งใชไพรเมอร 2 ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ
เช้ือตัวแทนแตกตางกันเกือบทั้งหมด โดยมีเช้ือ 2 ไอโซเลทที่มีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเหมือนกัน 
(lane 23, ไอโซเลทหมายเลข 23 และ lane 31, ไอโซเลทหมายเลข 31) (รูปที่ 6) การจัดกลุมของ
เช้ือโดยอาศัยรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอจากวิธี AP-PCR พบวาไมสามารถแสดงความสัมพันธของเช้ือใน
แตละกลุมไดอยางชัดเจน (รูปที่ 6) สวนวิธี ERIC-PCR ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทน
แตกตางกันทั้งหมด (รูปที่ 7) และวิธี ERIC-PCR แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของเช้ือสอดคลองกับ
การมียีนกอโรคมากกวาวิธี AP-PCR โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือที่มีรูปแบบของยีนกอโรคในกลุม B, E และ 
F (รูปที่ 7)  
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รูปท่ี 6  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี AP-PCR 
เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 

หมายเลข 1 ถึง 35: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 1 ถึง 35 ตามลําดับ 
หมายเลข 36: V. cholerae O1 DMST16261 
A-H: กลุมของ V. cholerae แบงตามการมียีนกอโรคตางๆ (ตารางที่ 4) 
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รูปท่ี 7  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี ERIC-PCR 
เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 

หมายเลข 1 ถึง 35: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 1 ถึง 35 ตามลําดับ 
หมายเลข 36: V. cholerae O1 DMST16261  
A-H: กลุมของ V. cholerae แบงตามการมียีนกอโรคตางๆ (ตารางที4่) 

 
 

 
 

 



 21 
 

 

การวิเคราะหผลการทดลอง 

 
อาหารทะเลเปนตัวกลางสําคัญที่ทําใหเกิดการติดตอของ V. cholerae ไปสูมนุษย 

และทําใหเกิดการระบาดของอหิวาตกโรคในประเทศตาง ๆ เชน อิตาลี, อินเดีย และไตหวัน            
(Ko et al., 1998; Saravanan et al., 2007; Ottaviani et al., 2009) ในประเทศไทยสาเหตุสวน
ใหญที่กอใหเกิดการระบาดของอหิวาตกโรคก็มีความเกี่ยวของกับการรับประทานอาหารทะเล   
(Suzita et al., 2009) การศึกษาน้ีไดแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่จําหนายในเขต            
อ.หาดใหญ จ.สงขลา จากการศึกษาพบ V. cholerae ในอาหารทะเลจํานวน 55 ตัวอยาง จาก
ตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง (รอยละ 44) ซึ่งมากกวาการศึกษาในประเทศอิตาลีที่
สามารถแยก V. cholerae ในอาหารทะเลไดเพียงรอยละ 4.7 จากตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด 
230 ตัวอยาง (Ottaviani et al., 2009)  การจําแนกซีโรกรุปของ V. cholerae ที่แยกไดจํานวน 
100 ไอโซเลทพบวา เปน V. cholerae non-O1/non-O139 จํานวน 99 ไอโซเลท และเปน    
V. cholerae O1 จํานวน 1 ไอโซเลท การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตางๆ พบวา          
V. cholerae ทุกไอโซเลทไมมียีน ctxA, tcpA, zot และ ace  แตเช้ือจํานวนรอยละ 96 มียีน     
hlyA ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดียที่ศึกษา  V. cholerae non-O1/non-O139          
(Singh et al., 2001) นอกจากน้ียังพบวายีน hlyA ของเช้ือจํานวน 2 ไอโซเลทไมสามารถตรวจพบได
ดวยวิธี PCR แตตรวจพบไดดวยวิธี colony hybridization ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากมีการเปลี่ยนแปลง
ลําดับนิวคลีโอไทดตรงบริเวณที่ไพรเมอรเกาะ ยีน hlyA เปนยีนที่มีบทบาทในการสราง El Tor-like 
hemolysin  ซึ่งมีผลในการทําลายเม็ดเลือดแดง และมีสวนในการทําใหเกิดโรคในระบบทางเดิน
อาหารและโรคอุจจาระรวง (Menzl et al., 1996; Saka et al., 2008) จากการทดสอบการสลาย
เม็ดเลือดแดงของแกะในการทดลองน้ีพบวา V. cholerae ที่มียีน hlyA ทุกไอโซเลทมีความสามารถ
ในการสลายเม็ดเลือดแดง และที่นาสนใจคือมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลทซึ่งไมมียีน hlyA แตมี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง ทั้งน้ีอาจเปนไปไดวาเช้ือไอโซเลทดังกลาวมียีนอื่นที่มีบทบาท
ในการสลายเม็ดเลือดแดง โดยสารพิษอื่น ๆ ที่มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดงที่มีรายงานมากอน
หนา ไดแก hlx-coding hemolysin, hemolysin (II), lecithinase LEC, V. cholerae                
δ-thermostable hemolysin (Vc-δTH) และ  NAG-rTDH เปนตน แตจากการทดลองน้ีพบวาเช้ือที่
ไมมียีน hlyA ทั้งที่สามารถสลายเม็ดเลือแดงไดและไมสามารถสลายเม็ดเลือแดงได มีความในการสราง
เอนไซมเลติซิเนสไดไมแตกตางกัน อยางไรก็ตามสารพิษเหลาน้ีไมไดมีสวนในการสงเสริมความสามารถ
ในการกอโรคของ V. cholerae  (Richardson et al., 1986; Yoh et al., 1986; Nagamune et 
al., 1995; Fiore et al., 1997; Fallarino et al., 2002)  

นอกจากการตรวจพบยีน hlyA แลว การศึกษาน้ียังพบวา V. cholerae ที่แยกได
จํานวนรอยละ 20 และ 6 มียีน stn/sto และ vcsV2 (T3SS) ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับงานวิจัยของ 
Rivera และคณะ ในป พ.ศ. 2544 ซึ่งตรวจพบยีน stn/sto ใน V. cholerae non-O1/non-O139 
ที่แยกจากสิ่งแวดลอมในประเทศบราซิล จํานวนรอยละ 28.2 และมีรายงานจาก Rahman และคณะ 
ในป พ.ศ. 2551 ซึ่งตรวจพบยีนที่เกี่ยวของกับระบบ T3SS(vcsV2) ใน V. cholerae non-O1/non-
O139 ที่แยกจากสิ่งแวดลอมในประเทศบังคลาเทศจํานวนรอยละ 11.9 อยางไรก็ตามการตรวจหายีน
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ที่เกี่ยวของกับระบบ T3SS ใน V. cholerae ที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจผูปวยในประเทศอินเดีย พบวา 
มีเช้ือจํานวนมากถึงรอยละ 31.5 มียีนดังกลาว (Chatterjee et al., 2009) จึงเปนไปไดวา T3SS      
จะเกี่ยวของกับการกอโรคของ V. cholerae นอกจากน้ี V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลใน
การทดลองน้ีสวนใหญมียีน vasH (T6SS) (รอยละ 96) ซึ่งการศึกษา V. cholerae non-O1/non-
O139 ที่แยกไดจากผูปวยในประเทศไนจีเรียพบวาสวนใหญก็มียีน vasH (Marin et al., 2013) ดังน้ัน
บทบาทของยีน vasH ในการกอโรคจึงควรมีการศึกษาตอไปในอนาคต ที่นาสนใจคือเช้ือ                
V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจากผูปวยที่ใชในการทดลองน้ี มียีน 
hlyA,  vcsV2 และ vasH ซึ่งพบรูปแบบการปรากฏของยีนทั้ง 3 ในเช้ือจํานวน 5 ไอโซเลท (กลุม E)
ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดียที่ศึกษา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกจาก
ผูปวยโรคอุจจาระรวง (Chatterjee et al., 2009) ดังน้ันเช้ือกลุมน้ีอาจมีบทบาทสําคัญในการทําให
เกิดโรคอุจจาระรวงได 

 การศึกษาครั้งน้ีพบวา V. cholerae O1 ซึ่งแยกไดจากอาหารทะเลไมมียีนที่
เกี่ยวของกับการสรางสารพิษตาง ๆ ที่พบใน V. cholerae O1 สายพันธุระบาด ซึ่งช้ีใหเห็นวา      
V. cholerae O1 ไอโซเลทน้ี อาจจะมีตนกําเนิดมาจาก V. cholerae non-O1 ที่ไมสรางสารพิษ 
แตไดรับการถายทอดยีนที่ควบคุมการสราง O1 antigen ผานทางกระบวนการ horizontal transfer 
(Karaolis et al., 1995) เน่ืองจากขอมูลที่ไดจากการศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือในการ
ทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา V. cholerae O1 ไอโซเลทน้ีจัดอยูในกลุมเดียวกับ V. cholerae       
non-O1/non-O139 

การตรวจสอบลักษณะตาง ๆ ของ V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละกลุม
จํานวน 35 ไอโซเลท ไดแก การตรวจสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ พบวา เช้ือเกือบทั้งหมดไวตอ       
ยาปฏิชีวนะทุกชนิด ยกเวนเช้ือ 5 ไอโซเลทที่ด้ือตอยาแอมพิซิลลิน จากผลการทดลองแสดงใหเห็น
ความสามารถในการด้ือตอยาปฏิชีวนะของ V. cholerae ในสิ่งแวดลอม ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยใน
ประเทศอินเดีย (Garg et al., 2000) และงานวิจัยที่ศึกษา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยก
ไดจากนํ้าในทะเลสาบในประเทศสเปน ที่รายงานวา V. cholerae ที่แยกไดด้ือตอยาแอมพิซิลลินใน
เปอรเซ็นตที่สูง ความสามารถในการด้ือยาปฏิชีวนะที่เพิ่มข้ึนเกี่ยวของกับการมี R plasmids    
(Amaro et al., 1988) นอกจากน้ียังมีการรายงานเกี่ยวกับการด้ือยาปฏิชีวนะใน V. cholerae       
ในสิ่ งแวดลอมวาเกี่ยวของกับการถายทอดยีนผานทางกระบวนการ horizontal transfer           
(Zhang et al., 2009)  

ไบโอฟลมเปนปจจัยที่มีความสําคัญในการทําให V. cholerae สามารถทนทานตอ
สิ่งแวดลอมตาง ๆ ไดดีและมีสวนในการเพิ่มความสามารถในการเกาะติดกับลําไสของหนู  (Zhu and 
Mekalanos, 2003) การศึกษาน้ีไดทําการทดสอบการสรางไบโอฟลม โดยเบื้องตนไดทดสอบการสราง
สารพอลิแซคคาไรด และพบวาเช้ือทุกไอโซเลทสามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดได อยางไรก็ตามเมื่อ
ทดสอบการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว พบวา เช้ือแตละไอโซเลทมีความสามารถในการสราง      
ไบโอฟลมแตกตางกัน และบางไอโซเลทไมสามารถยึดเกาะพื้นผิวไดซึ่งอาจจะเปนผลมาจากปจจัย   
ตาง ๆ เชน พื้นที่ หรือ เซลลเจาบาน (Mueller et al., 2007) นอกจากน้ีพบวาเช้ือที่มีลักษณะโคโลนี
แบบขรุขระสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไมแตกตางจากเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบเรียบ ทั้งน้ีอาจจะ
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เปนเพราะเทคนิคที่ใชในการศึกษาเปนเทคนิคที่ใชในการศึกษาการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผวิแตผล
ของการทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวในงานวิจัยน้ีซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยกอน
หนาน้ีที่แสดงใหเห็นวาเช้ือที่สรางโคโลนีแบบขรุขระสวนใหญจะสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิว
ของเหลวไดมากกวาเช้ือที่สรางโคโลนีแบบเรียบ (Yildiz et al., 2004) 

วิธี AP-PCR และ ERIC-PCR เปนวิธีที่งาย และรวดเร็ว ในการศึกษาความสัมพันธ
ของ V. cholerae โดยอาศัยรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ ซึ่งวิธี AP-PCR จะอาศัยไพรเมอรสายสั้น ๆ 
เพียงเสนเดียวในการเขาจับกับดีเอ็นเอแมแบบเพื่อเพิ่มดีเอ็นเอแบบสุม สวนวิธี ERIC-PCR จะใช    
ไพรเมอรที่จําเพาะกับสวน ERIC sequence ที่พบไดเพียงในเช้ือกลุม enteric bacteria และ vibrios 
(Penner et al., 1993; Rivera et al., 1995) Rivera และคณะ ไดรายงานวาวิธี ERIC-PCR สามารถ
แยกความแตกตางของ V. cholerae ซึ่งสรางสารพิษ (ctx+, zot+) และ V. cholerae ที่ไมสราง
สารพิษ (ctx-, zot-) ได (Rivera et al., 1995) การศึกษาครั้งน้ีพบวา วิธี AP-PCR ใหรูปแบบดีเอ็นเอ
ของเช้ือตัวแทนที่เหมือนกันจํานวน 2 ไอโซเลท แตวิธี ERIC-PCR ใหรูปแบบดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทน
ทั้งหมดแตกตางกัน และที่นาสนใจจากการศึกษาครั้งน้ี คือ วิธี ERIC-PCR สามารถแสดงความสัมพันธ
ของ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษไดสอดคลองกับการมียีนกอโรคตาง ๆ ซึ่งแสดงใหเห็นวาเช้ือที่มี
ยีนกอโรคใกลเคียงกันอาจจะมีตนกําเนิดมาจากแหลงเดียวกัน โดยการวิวัฒนาการของเช้ือทําใหมีการ
ไดรับยีนกอโรค หรือ สูญเสียยีนกอโรคได ดังน้ันวิธี ERIC-PCR จึงเปนวิธีที่สามารถนําไปใชในศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษได เพื่อใชเปนขอมูลในการศึกษาทาง
ระบาดวิทยา และประเมินความเสี่ยงในการเกิดโรคอุจจาระรวงที่เกี่ยวของกับรับประทานอาหาร 

จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปวา V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลสวนใหญ
เปน V. cholerae non-O1/non-O139 ซึ่งเปนเช้ือที่มียีนกอโรคและรูปแบบลายพิมพของดีเอ็นเอที่
แตกตางกัน แมวากลไกในการกอโรคของ V. cholerae non-O1/non-O139 น้ันยังไมเปนที่แนชัดวา
มีกลไกอยางไร แตการตรวจพบ V. cholerae ที่มียีนกอโรคหลากหลายในอาหารทะเลก็เปนการบงช้ี
ถึงความเสี่ยงในการเกิดโรคอุจจาระรวงที่มีสาเหตุมาจากการรับประทานอาหาร 
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. การแยก V. cholerae จากอาหารทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง ไดเช้ือซึ่งผานการยืนยันโดยวิธี 
PCR ที่ใชยีน ompW เปนยีนเปาหมาย จํานวน 100 ไอโซเลท จากอาหารทะเล 55 ตัวอยาง โดย
เช้ือสวนใหญเปน V. cholerae non-O1/non-O139 มีเพียง 1 ไอโซเลทเปน V. cholerae O1  

2. การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรค พบวา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกได
สวนใหญมียีน hlyA (รอยละ 95) และ vasH (T6SS) (รอยละ 95) รองลงมาลงมาคือยีน stn/sto 
(รอยละ 20) และ vcsV2 (T3SS) (รอยละ 6) ตามลําดับ โดยมี เ ช้ือ 5 ไอโซเลทที่มี            
รูปแบบยีนเหมือนกับที่พบในเช้ือ V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุมาตรฐานที่ใชเปน
เช้ือควบคุมในการทดลอง สวน V. cholerae O1 ที่แยกไดไมมียีนที่เกี่ยวของกับการสราง
สารพิษตาง ๆ ซึ่งมักพบใน V. cholerae O1 สายพันธุระบาดที่แยกจากผูปวย  

3. V. cholerae ตัวแทน (n=35) แยกไดจากอาหารทะเลสวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะที่
ทดสอบ ยกเวนเช้ือ 5 ไอโซเลทที่ด้ือตอยาแอมพิซิลลิน 

4. V. cholerae ตัวแทน (n=35) ทุกไอโซเลทที่มียีน hlyA มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือด
แดง แสดงใหเห็นบทบาทของยีน hlyA กับความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ 
อยางไรก็ตามมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA แตมีความสามารถในการสลาย                
เม็ดเลือดแดง ทั้งน้ีอาจมีปจจัยอื่นที่ชวยในการสลายเม็ดเลือดแดง นอกจากน้ีเช้ือทุกไอโซเลทสา
มารถสรางสารพอลิแซคคาไรดไดแตอยางไรก็ตามมีเช้ือ 3 ไอโซเลทที่ไมสามารถสรางไบโอฟลม
เกาะติดพื้นผิว และเช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบขรุขระและแบบเรียบสรางไบโอฟลมยึดเกาะพืน้ผวิ
ไมแตกตางกันแตจากการศึกษาการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวพบวาเช้ือที่ใหลักษณะ
โคโลนีแบบขรุขระสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบ
เรียบ 

5. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae โดยวิธี ERIC-PCR พบแบบแผนลายพิมพ  

ดีเอ็นเอที่แตกตางกัน บงช้ีวาเช้ือดังกลาวเปนคนละสายพันธุ และยังพบความสัมพันธของเช้ือที่มี

รูปแบบยีนกอโรคเหมือนกัน บงช้ีวาเช้ือกลุมดังกลาวมีวิวัฒนาการรวมกัน 
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วิธีการทดลองเพิ่มเติม 
 

1. การตรวจหายีน rfb โดยวิธ ีMultiplex PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Hoshino et al., 1998)  
 
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 3 
2.5mM dNTPs  0.21 mM 2.52 
30.0 µM O1F2-1 Primer 0.5 µM 0.5 
30.0 µM O2R2-2Primer 0.5 µM 0.5 
27.0 µM O139R2 Primer 0.27 µM 0.3 
27.0 µM O139F2 Primer 0.27 µM 0.3 
5 U/µl Taq polymerase 0.05 U/µl 0.3 
Template DNA - 3.0 
Water  - 19.58 
Total volume   - 30.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(°C) เวลา (min) จํานวนรอบ 

Hot start 94 5 1 
Denature 94 1  
Annealing 55 1 35 
Extension 72 1  
Final Extension 72 7 1 
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2.  การตรวจหา ยีน ctxA, tcpA, zot และ ace โดยวิธี Multiplex PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Fields et al., 1992; Shi et al., 1998; Rivera et al., 2001; Singh et al., 2002) 
 
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 5.0  
2.5mM dNTPs 1 mM 5.0 
16µM Ctx2 Primer 0.16 µM 0.5 
16µM Ctx3 Primer 0.16 µM 0.5 
30µM 72F Primer 0.3 µM 0.5 

30µM 477R Primer  
30µM 647R Primer  

0.3 µM 
0.3 µM 

0.5 
0.5 

30µM 225F Primer 0.3 µM 0.5 
30µM 1129R Primer 0.3 µM 0.5 
30µM ACE-1 Primer 0.3 µM 0.5 
30µM ACE-2 Primer 0.3 µM 0.5 
5U/µl Taq polymerase 0.05 U/µl 0.5 
Template DNA - 2.5 
Water  - 32.5 
Total volume   - 50.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 94 2 1 
Denature 94 1  
Annealing 62 1 20 
Extension 72 1  
Denature 94 1  
Annealing 54 1 10 
Extension 72 1  
Final Extension 72 10 1 
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3.  การตรวจหา stn/sto ยีน โดยวิธ ีPCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Rivera et al., 2001) 
 
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.5 
2.5mM dNTPs  0.2 mM 2.0 
20.0 µM 67F Primer 0.8 µM 1.0 
20.0 µM 194R Primer  0.8 µM  1.0 
5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.125 
Template DNA - 1.0 
Water  - 17.375 
Total volume   - 25.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 94 2 1 
Denature 94 2  
Anneaing 55 1 30 
Extension 72 1  
Final Extension 72 10 1 
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4.  การตรวจหายีน hlyA โดยวิธ ีPCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Rivera et al., 2001) 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 
สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 

10X Buffer 1X 2.5 
2.5mM dNTPs  0.2 mM 2.0 
20.0 µM 489F Primer 0.8 µM 1.0 
20.0 µM 744F primer 0.8 µM 1.0 
20.0 µM 1184R Primer  0.8 µM  1.0 
5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.125 
Template DNA - 1.0 
Water  - 16.375 
Total volume   - 25.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 94 2 1 
Denature 94 2  
Annealing 60 1 30 
Extension 72 1  
Final Extension 72 10 1 
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5.  การตรวจหายีน vcsV2 โดยวิธ ีPCR (ดัดแปลงจากวิธขีอง Chatterjee et al., 2009) 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 
สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 

10X Buffer 1X 2.0 
2.5mM dNTPs 0.25 mM 2.0 
10µM vcsV2F Primer  1µM 2.0 
10µM vcsV2R Primer  1µM 2.0 
5U/µl Taq polymerase 0.05 U/µl 0.2 
Template DNA - 2.0 
Water  - 9.8 
Total volume   - 20.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(°C) เวลา  จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 min 1 
Denature 95 30 s 10 

(annealing 
-1°c/cycle) 

Annealing 70 45 s 
Extension 72 1 min 
Denature 95 30 s  
Annealing 60 45 s 20 
Extension 72 1 min  
Final Extension 72 5 min 1 
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6. การตรวจหายีน vasH โดยวิธ ีPCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Marin et al., 2013) 
 
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.0 
2.5mM dNTPs 0.25 mM 2.0 
10µM VasH-F Primer  1µM 2.0 
10µM VasH-R Primer  1µM 2.0 
5U/µl Taq polymerase 0.05 U/µl 0.2 
Template DNA - 2.0 
Water  - 9.8 
Total volume   - 20.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา  จํานวนรอบ 
Hot start 94 6 min 1 
Denature 94 30 s  
Annealing 60 30 s 30 
Extension 72 30 s  
Final Extension 72 5 min 1 
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7. การตรวจหายีน hly-A โดยวิธี colony - blot hybridization 
7.1 เตรียม hybridization probes 
ดีเอ็นเอแมแบบใชผลผลิตพีซีอารที่ไดจากยีน hlyA (El Tor hemolysin) ของเช้ือ             

V. cholerae O1, El Tor biotype สกัด PCR product ที่ไดจาก agarose gel ดวย Gel/PCR 
fragments extraction kit (Geneaid, Taiwan) จากน้ัน ติดฉลากดีเอ็นเอแมแบบที่ไดตามวิธีที่ระบุ
ไวใน DIG High Prime DNA labeling and detectionstarter kits I (Roche, Germany) โดยเติมดี
เอ็นเอแมแบบ 1 ไมโครกรัมลงในหลอดพีซีอาร และเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือใหไดปริมาตรสุดทาย
เทากับ 16 ไมโครลิตรแลวจึงใหความรอนเปนเวลา 10 นาทีเพื่อแยกดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเด่ียว 
และทําใหเย็นอยางรวดเร็วในนํ้าแข็งจากน้ันผสมดีเอ็นเอสายเด่ียวกับสารละลาย DIG-High prime 
หมุนเหว่ียงอยางรวดเร็ว และบมที่อุณหภูมิ    37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18ช่ัวโมง แลวหยุด
ปฏิกิริยาโดยใหความรอนที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาทีและวัดประสิทธิภาพการติดฉลากโพ
รบ 

7.2 ตรวจหายีน hlyA family ดวยวิธี Colony blot hybridization  
 จุดโคโลนีของเช้ือ V. cholerae ที่ทําการตรวจหายีน hlyA ดวยวิธี PCR ไมพบลง

บนแผน nilon membrane ที่วางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
16-18 ช่ัวโมง เพื่อใหเช้ือเจรญิจากน้ันทําใหเซลลแตกบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนโดยวางแผนไนโตร
เซลลูโลสที่มเีช้ือเจริญลงบนกระดาษกรอง 3M ที่ชุมดวยสารละลาย lysis solution (0.5 N NaOH) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง จากน้ันคีบแผน nilon 
membrane วางลงบนกระดาษกรอง 3M ที่ชุมดวยสารละลาย neutralization solution (1M Tris  
pH 5.4)  ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาทีแลวทําใหแผน nilon 
membrane แหงและตรึงดีเอ็นเอของเช้ือบนแผนกรองโดยวิธี UV-cross linking จากน้ันตรวจหา
การกระจายของยีนกลุม HlyA family ตามวิธีที่ระบุไวใน DIG High Prime DNA labeling และ 
detection starter kits I (Roche Applied Science, Germany) 
 
8. การทดสอบการสรางเอนไซม lecithinase (Fiore et al., 1997) 

 จุดโคโลนีของเช้ือ V. cholerae ที่ตองการทดสอบลงบนอาหาร TSA + 1%NaCl +          
1% Egg Yolk บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันสังเกตลักษณะโคโลนีของเช้ือ หาก
เช้ือสามารถสรางเอนไซม lecithinase ไดจะเกิดตะกอนและเกิดโซนใสรอบโคโลนี 

 
9. การทดสอบการสรางสารพอลิแซคคาไรด (Freeman et al., 1989) 

 เลี้ยง V. cholerae บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Congo Red Agar (CRA) ซึ่งประกอบดวย 
Brain heart infusion broth 37 กรัม/ลิตร, sucrose 50 กรัม/ลิตร, agar 10 กรัม/ลิตร, และสี 
congo red 0.8 กรัม/ลิตร บมที่อุณหภูมิ 30oC และ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันสังเกต
ลักษณะโคโลนีของเช้ือ หากเช้ือสามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดไดจะใหโคโลนีสีดํา สวนเช้ือที่ไม
สามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดไดจะใหโคโลนีสีชมพูหรือแดง  
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10. การทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพ้ืนผิวของเหลว (Yildiz and Schoolnik, 1999) 
 เลี้ยง V. cholerae ในอาหารเลี้ยง LB broth บมที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง จากน้ันสังเกตการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลว 
 
9. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธี AP-PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Williams et al., 
1990) 

สกัดดีเอ็นเอของ V. cholerae ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอ Genomic DNA extraction kit 
(Geneaid, Taiwan) แลวใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํา AP-PCR โดยใชไพรเมอร  2                    
(5’-GTTTCGCTCC-3’) และตรวจสอบ AP-PCR product ดวยวิธี gel electrophoresis โดยใช 1.5% 
agarose โดยใชกระแสไฟฟา 2 ระดับ คือ 100 โวลต นาน 5-7 นาที จากน้ันปรับเปน 15 mA 
ประมาณ 12-15 ช่ัวโมง จากน้ันจึงสราง dendrogram จากแถบดีเอ็นเอที่ไดโดยโปรแกรม 
Bioprofile image analysis system (Viber Lourmat, France) 
.  
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วิธีการวิเคราะหรูปแบบดีเอ็นเอดวยโปรแกรม Bioprofile image analysis system 
 
1. คลิก  icon           เพื่อเขาสูโปรแกรม 

 
 

2. คลิกปุม File แลวคลิก Open image เพื่อเลือกรปูที่ตองการวิเคราะห

 
 

3. เลือกรปูที่ตองการวิเคราะหจากไฟล 
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4. คลิก Analyse > M.W.- R.F./O.D. > M.W.- R.F./O.D. เพื่อกําหนด lane ที่ตองการวิเคราะห 

 
 

5. กําหนดจํานวน lane ที่ตองการวิเคราะหในชอง Total และระยะหางระหวาง lane ในชอง Gap 

หาก lane เอียงสามารถปรับชองใหเอียงตาม lane ไดโดยคลิกปุม Modify Lane แลวจึงปรับ

กรอบของ lane น้ัน ๆ 
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6. หลังจากปรับกรอบใหเทากับ lane เรียบรอยแลวคลิกปุม                  เพื่อทําการตรวจหาแถบ      

ดีเอ็นเอ หากตองการใหเครื่องตรวจหาแบบอัตโนมัติกดปุม                 หรือหากตองการตรวจหา

แถบดีเอ็นเอดวยผูทดลองเองสามารถกดในรูปภาพได 

 
 
7.  คลิก Ok เพื่อวิเคราะหผล โดยโปรแกรมจะวิเคราะหตําแหนงของแถบดีเอ็นเอซึง่คาที่ไดจะเปน

คาที่เปรียบเทียบกับ Marker  
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8.  คลิก icon              เพื่อแสดงผลในรูป dendrogram 

 
 

9. การบันทึกผล คลิกปุม File > Save result 
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