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บทคัดยอ 
  

Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคทางเดินอาหารอักเสบ 
เน่ืองจากการรับประทานอาหารทะเลที่มีการปนเปอนเชื้อ สายพันธุที่กอโรคสวนใหญมียีนสราง
สารพิษ tdh หรือ trh หรือมีทัง้สองยีน อยางไรก็ตาม เชื้อที่แยกจากผูปวยจํานวนหน่ึงตรวจไม
พบยีน tdh และ trh งานวิจัยน้ีไดทําการศึกษา V.  parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 
76 ไอโซเลต ที่แยกไดจากผูปวยโรงพยาบาลหาดใหญระหวางป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 ผล
การศึกษาพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทุกสายพันธุที่ทดสอบให α-
hemolysis บน  Wagatsuma agar แสดงวา เชื้อทั้ง 76 ไอโซเลตไมมียีน tdh ซึ่งในการศึกษานี้
ไดทํา Southern blot hybridization ยืนยันวา เช้ือทั้ง 76 ไอโซเลตไมมียีน tdh และ trh จากการ
ทดสอบซีโรทัยปของเช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต พบซีโรทัยป O11:KUT สูงที่สุด (23.7%) รองลงมาคือ 
O5:KUT (10.5%), O12:KUT (9.2%) และ O1:KUT (6.6%) ตามลําดับ เม่ือศึกษาความ
แตกตางของสายพันธุโดยเทคนิค Arbitrarily primed - polymerase chain reaction (AP-PCR) 
พบวา เชื้อที่มีซีโรทัยปเหมือนกันสวนใหญจะมีลายพิมพดีเอ็นเอแตกตางกัน แสดงวา V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยมีความหลากหลายของสายพันธุสูงมาก 
เพ่ือศึกษาปจจัยอื่นที่อาจเก่ียวของกับการกอโรคของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- จึงทําการตรวจสอบ type III secretion system (TTSS) ในเช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต โดยวิธี 
Polymerase chain reaction (PCR) พบวา เช้ือทุกไอโซเลตมี TTSS1 แตมี 2 ไอโซเลต ที่ม ี
TTSS2 ซึ่ง TTSS2 จะพบอยูรวมกับยีน tdh บน pathogenicity island ดังน้ัน มีความเปนไปได
ที่ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 2 ไอโซเลตนี้เคยมียีน tdh แตเกิดการ
หายไปของยีน tdh (gene deletion) ในผูปวยขณะที่กําลังติดเช้ือ การศึกษาการเกาะติดของ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  เทียบกับ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ 
trh- และ tdh- trh+ ในลําไสหนู พบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh+ เกาะติดไดมากที่
สุดแตไมมีความแตกตางกับสายพันธุ tdh+ trh+ ในขณะที่ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- เกาะติดไดนอยที่สุดและไมมีความแตกตางกับสายพันธุ tdh+ trh- จึงสรุปไดวา การเกาะติดมี
ความสัมพันธกับยีน trh แตไมมีความสัมพันธกับยีน tdh เม่ือทดสอบความสามารถในการ
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สรางไบโอฟลมของเช้ือ V. parahaemolyticus พบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+ 
ที่แยกจากผูปวยสรางไบโอฟลมไดสูงที่สุด ในขณะที่สายพันธุ tdh- trh- สรางไบโอฟลมไดนอย
ที่สุด อยางไรก็ตาม ในการศึกษาคร้ังน้ี พบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยก
จากสิ่งแวดลอมสรางไบโอฟลมไดสูงกวาสายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวย ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากไบโอฟลมเปนปจจัยสําคัญในการอยูรอดของเชื้อในสิ่งแวดลอมที่มีความหลากหลาย
สูง เม่ือตรวจสอบแบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลของ V. parahaemolyticus พบโปรตีนขนาด
ประมาณ 40 kDa ในสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+ แตไมพบในสายพันธุ tdh- trh-  
ทายสุด การศึกษาน้ีไดทํา transposon mutagenesis เพ่ือยับยั้งยีนที่ควบคุมการสราง 
hemolysin TLH, flagella, protease และ gelatinase เพ่ือศึกษาวา ยีนเหลานี้เก่ียวของกับการ
กอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- หรือไม แตจากการตรวจสอบเช้ือจํานวน 
1,800 โคลนที่ได พบวาไมสามารถยับยั้งยีนดังกลาวได จากงานวิจัยน้ีจึงสรุปไดวา เช้ือ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยสวนหน่ึงเปนเชื้อที่มียีน tdh แตที่ตรวจ
ไมพบอาจเน่ืองมาจากเกิดการหายไปของยีน tdh ในผูปวยขณะที่กําลังติดเช้ือ 
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ABSTRACT 
  

Vibrio parahaemolyticus is a causative agent of gastroenteritis due to 
consumption of contaminated seafood. Pathogenic strains possess tdh or trh or both. 
However, some of clinical isolates lack of these genes. In this study, 76 isolates of tdh- 
trh- V. parahaemolyticus obtained from patients at Hat Yai hospital during 2000-2005 
were investigated. All isolates showed α-hemolysis on Wagatsuma agar. The absence 
of the tdh and trh genes were confirmed by Southern blot hybridization.                          
V. parahaemolyticus O11:KUT was detected predominantly (23.7%) followed by O5:KUT 
(10.5%), O12:KUT (9.2%) and O1:KUT (6.6%). Using arbitrarily primed - polymerase 
chain reaction (AP-PCR) technique, most DNA profiles of isolates with the same 
serotypes were different indicated that patients were infected with different clones. In 
order to investigate whether these tdh- trh- isolates possess other virulence factors, all 
isolates were investigated for the type III secretion system (TTSS) by polymerase chain 
reaction (PCR) technique. The result showed all isolates possessed TTSS1 and 2 out of 
76 isolates possessed TTSS2. TTSS2 and tdh are located in pathogenicity island, 
therefore it is possible that 2.6% of tdh- trh- isolates harbored tdh virulence gene but tdh 
deletion might occur during infection. Adherence to rat intestinal mucosa of V. 
parahaemolyticus was determined. Highest adherence was observed in V. 
parahaemolyticus tdh- trh+ isolates and it was not significantly different from tdh+ trh+ 
isolates. Adherence of V. parahaemolyticus tdh- trh- isolates was lowest and it was not 
significantly different from tdh+ trh- isolates. These results indicated correlation between 
trh gene and adherence but not tdh gene. Biofilm formation of V. parahaemolyticus from 
clinical and environmental isolates was investigated. In clinical isolates, highest biofilm 
formation was detected in V. parahaemolyticus tdh+ trh+ isolates, whereas less biofilm 
formation was detected in V. parahaemolyticus tdh- trh- isolates. However, V. 
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parahaemolyticus tdh- trh- isolates from environment showed biofilm formation higher 
than clinical tdh- trh- isolates. This is probably due to biofilm is an important mechanism 
of bacteria to survive in natural environment with different conditions. Protein profiles in 
cell of V. parahaemolyticus was determined by SDS-PAGE technique. Approximately 40 
kDa protein band was detected in V. parahaemolyticus tdh+ trh+, tdh+ trh- and tdh- trh+ 
isolates but not in tdh- trh- isolates. To determine whether tdh- trh- isolates possess 
other virulence factors such as TLH, flagella, protease and gelatinase, transposon 
mutagenesis was performed in one tdh- trh- isolates (PSU1751). A total of 1,800 clones 
were selected and screened for tlh gene deletion, motility, protease and gelatinase 
production. None was found to loss of those characters. In conclusion, this study 
demonstrated that clinical V. parahaemolyticus tdh- trh- isolated from some patients 
possessed tdh gene but deletion of this gene might occur during infection.  
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       ซีโรทัยปอื่นๆ ที่แยกไดในป พ.ศ. 2548 โดยใช primer 2  
 



 (11) 

      รายการรูป (ตอ) 
 

รูปที่  หนา 
3.11 จํานวน V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ และ tdh- trh-  67  
        ที่เกาะติดกับลําไสเล็กของหนูขาว 
3.12 รูปแบบของโปรตีนในเซลลของเช้ือ V. parahaemolyticus      69 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 (12) 

สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 

µl  = microliter 
ml  = milliliter 
L  = liter 
cm  = centimeter 
mm  =  millimeter 
nm  = nanometer 
g  = gram 
ng  = nanogram 
µg  = microgram 
µm  = micrometer 
A  = adenine 
T  = thymine 
C  = cytosine 
G  = guanine 
W  = wobble A/T 
R  = wobble A/G 
dNTPs  = deoxyribonucleotide triphosphates 
dUTP  = deoxyuracil triphosphate 
DNA  = deoxyribonucleic acid 
RNase  = ribonuclease 
Tris  = Tris (hydroxyl methyl) aminomethane 
SDS  = sodium dodecyl sulfate 
EDTA  = ethylene diamine tetraacetic acid 
PCR  = polymerase chain reaction 
bp  = base pair 
kb  = kilobase 
kDa  = kilodalton 

   NaCl  = sodium chloride 
   mA  =  milliampere 
   KUT  = untypeable 



 (13) 

สัญลักษณคํายอและตัวยอ (ตอ) 
 
NBT  = nitroblue tetrazolium chloride 
BCIP  = 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 
pH  = hydrogen ion concentration 
OD  = optical density 
cfu  = colony forming unit 
%  = percentage 
°C  = degree celcieus 
ชม.  = ช่ัวโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



   

บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
บทนําตนเร่ือง 

  
Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง ชอบเกลือ เคล่ือนที่ในอาหาร

เหลวโดยอาศัยแฟลกเจลลาเสนเดียวที่ขั้ว (single polar flagellum) V. parahaemolyticus เปน
เช้ือกอโรคในคน มีแหลงธรรมชาติอยูในนํ้าทะเลและนํ้ากรอย มักพบไดบอยในกุง หอย ปู และ
ปลาหลายชนิด การบริโภคอาหารทะเลดิบที่มีการปนเปอนเชื้อจะทําใหเกิดโรคทางเดินอาหาร
อักเสบซ่ึงมีอาการทองเสีย ปวดหัว คล่ืนไส อาเจียน ปวดทอง และมีไขต่ํา เช้ือน้ีเปนสาเหตุของ
โรคอาหารเปนพิษที่สําคัญไปทั่วโลก (Su and Liu, 2007) V. parahaemolyticus สายพันธุที่
แยกไดจากผูปวยสามารถสรางสารพิษชนิดทนความรอน เรียกวา thermostable direct 
hemolysin (TDH) และหรือ TDH-related hemolysin (TRH) ซ่ึงควบคุมโดยยีน tdh และหรือ 
trh ตามลําดับ มีรายงานจากประเทศญ่ีปุน จีน ไตหวัน อินเดีย และหลายๆ ประเทศทางเอเชีย 
รวมทั้งอเมริกา พบวา มากกวารอยละ 50 ของโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจากอาหารทะเลมีสาเหตุ
จาก V. parahaemolyticus นอกจากน้ี ยังมีรายงานวาเชื้อน้ีเปนสาเหตุของการติดเชื้อทาง
บาดแผล 34% และการติดเช้ือในกระแสโลหิต 5% (Daniels et al., 2000) 

ใน ค.ศ. 1996 ที่เมืองกัลกัตตา ประเทศอินเดีย เกิดการระบาดใหญของสายพันธุ 
O3:K6 และเกิดการระบาดอยางตอเน่ืองในหลายๆ ประเทศทางทวีปเอเชีย เชน ญ่ีปุน จีน 
ไตหวัน รวมทั้งประเทศอเมริกา จัดไดวา O3:K6 น้ีเปน pandemic strain และเปนสายพันธุใหม 
เม่ือเปรียบเทียบกับ O3:K6 ที่พบกอนป ค.ศ. 1996 สายพันธุใหมที่พบน้ีเปนสายพันธุที่มียีน 
tdh แตไมมียีน trh (tdh+ trh-) นอกจากน้ีใน ค.ศ. 1998 พบสายพันธุ O4:K68, O1:K25, 
O1:KUT (untypeable) ระบาดใน 12 ประเทศ (WHO, 1999; Chowdhury et al., 2000; 
Matsumoto et al., 2000; Bhuiyan et al., 2002) และพบการระบาดของสายพันธุ O1:K41, 
O1:K56, O3:K75, O4:K8, O4:K12, O4:KUT และ O5:KUT ในประเทศเวียดนาม (Chowdhury 
et al., 2004) จากการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอและ Group specific polymerase chain 
reaction (GS-PCR) พบวา สายพันธุเหลาน้ีเปนสายพันธุเดียวกับ pandemic strain ซีโรทัยป 
O3:K6 ที่ กําลังระบาดอยู 
 ในประเทศไทย ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
ไดทําการเฝาระวังเช้ือสายพันธุน้ีตั้งแตป พ.ศ. 2543 (ค.ศ. 2000) พบวา ตั้งแตป พ.ศ. 2543 ถึง 
 

              1 
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2548 พบเชื้อสายพนัธุ pandemic strain (tdh+ trh–, GS-PCR บวก) แยกจากโรงพยาบาล
หาดใหญมีจํานวน 64.1%, 67.5%, 69.7%, 68.5%, 56.1% และ 55.5% ตามลําดับ อยางไรก็
ตาม พบเชื้อจํานวนหนึ่งที่แยกจากผูปวยในชวงเวลาดังกลาวไมมียีน tdh และ trh (tdh- trh-) 
เปนจํานวน 12.5%, 6.5%, 9.8%, 5.5%, 9.3% และ 9.7% ตามลําดับ ดังน้ันการศึกษาครั้งน้ีจึง
สนใจศึกษาลักษณะของเช้ือนี้วามีปจจัยใดเก่ียวของในการทําใหเกิดโรคในคน 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. จีนัส Vibrio 

จีนัส Vibrio เปนแบคทีเรียที่อยูในแฟมิล่ี Vibrionaceae ประกอบดวย 1 จีนัส คือ Vibrio 
(Thompson et al., 2004) Vibrio มีแหลงที่อยูตามธรรมชาติทั้งในน้ําทะเล น้ํากรอย และอยูบน
ผิวนอก ตลอดจนลําไสของสัตวทะเล (Fouz et al., 1990) จีนัส Vibrio ประกอบดวยแบคทีเรีย 
69 สปชีส และ 1 biovar (Vuddhakul, 2008) แตสปชีสที่ทําใหเกิดโรคในคน ไดแก V. 
alginolyticus, V. carchariae, V. cholerae, V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. furnissii, V. 
metschnikovii, V. mimicus, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus (Balows et al., 1992) 
Vibrio หลายสปชีส สามารถกอโรคไดในสัตวทะเลที่มีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง 
(Maugeri et al., 2000) โดยสปชีสที่กอโรคจะทําใหเกิดความรุนแรงไดแตกตางกันขึ้นกับปจจัย 
ไดแก enterotoxin, haemolysin, cytotoxin, protease, lipase, phospholipase, siderophore, 
adhesive factor และหรือ haemagglutinin (Austin and Austin, 1999; Shinoda, 1999) Vibrio 
เปนแบคทีเรียแกรมลบ ที่มีลักษณะเปนทอนหรือโคงเล็กนอย (curved rod-shaped) มีขนาด
ความยาว 1.4 µm ถึง 2.6 µm และกวาง 0.5 µm ถึง 0.8 µm สามารถเคล่ือนที่ไดในอาหาร
เหลวโดยอาศัยแฟลกเจลลาเสนเดียวที่ขั้ว Vibrio ไมสรางเอนโดสปอรหรือไมโครซิส (microcyst) 
สามารถสรางพลังงานในสภาวะที่มีหรือไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) และมี
กระบวนการ      เมแทบอลิซึมไดทั้งแบบการหายใจ (respiration) และการหมัก (fermentation) 
เช้ือ Vibrio สวนใหญมีเอนไซม oxidase (ยกเวน V. metschnikovii) สามารถใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอนและพลังงาน โดยทั่วไปใชเกลือแอมโมเนียมเปนแหลงของไนโตรเจน Vibrio 
หลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) ไดแก gelatinase, 
amylase, chitinase และ DNase (Joseph et al., 1982) Vibrio สวนใหญไวตอ vibriostatic 
agent O129 (2,4-diamino-6,7-di-isopropylpteridine) ซ่ึงเปนสารที่ใชในการทดสอบการ
วินิจฉัยเช้ือ เชื้อในจีนัส Vibrio ใหปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่แตกตางกัน (ตารางที ่1.1) Vibrio เจริญ
ไดในสภาวะที่มีระดับของเกลือนํ้าดีสูง และตองการโซเดียมไอออนในการกระตุนการเจริญของ
เช้ือ ซ่ึงความเขมขนของเกลือมีชวงที่กวาง ทําใหสามารถเจริญไดในนํ้าที่มีความเค็มแตกตางกัน 
(Oliver et al., 1983) Vibrio เจริญไดดีในชวงอุณหภูมิ 20°C ถึง 37°C และสามารถเจริญไดดีที่ 
pH เปนกลางและ pH เปนดางไดถึง pH 9.0 ดังน้ันอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใชคัดเลือกเชื้อ (selective 
media) และเพ่ิมจํานวนเชื้อ  (enrichment media) Vibrio จึงมี pH อยูระหวาง 8.0 ถึง 8.6 
(Colwell et al., 1974)  
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  ตารางที ่1.1 ลักษณะทางชีวเคมีของ Vibrio spp. 
 

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

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

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

เพ่ิมจํานวนเชื้อ (pre-enrichment) แลวนําไปเล้ียงบนอาหารแข็งเพ่ือแยกเช้ือ (selective media) 
หลังจากนั้นนําไปศึกษาลักษณะรูปราง ปฏิกิริยาชีวเคมี และปฏิกิริยาทางน้ําเหลือง (serological 
characterization) วิธีการมาตรฐานที่ใชในการตรวจหาเช้ือและบงชีเ้ช้ือ V. cholerae,  V. 
parahaemolyticus และ V. vulnificus (FDA, 2004) ใหนําตัวอยางที่ตองการทดสอบใสใน 
alkaline peptone water (APW) ซ่ึงมีเกลือ 1% ถึง 2% เพ่ือสงเสริมการเจรญิของเช้ือ แลวบมที่
อุณหภูมิ 37°C หลังจากน้ันถายเช้ือลงบน Thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS) ซ่ึง
สามารถแยกเช้ือตามคุณสมบัติการหมักนํ้าตาลซูโครสไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่สามารถหมัก
นํ้าตาลซูโครสจะมีโคโลนีสีเหลือง ไดแก V. cholerae, V. metschnikovii,  V. fluvialis,  V. 
cincinnatiensis, V. furnissii, V. alginolyticus  และ V. carchariae สวนกลุมที่ไมสามารถหมัก
นํ้าตาลซูโครสจะใหโคโลนีสีเขียว ไดแก V. parahaemolyticus และ V. mimicus จากนั้นนํา
โคโลนีที่สงสัย ไปเล้ียงบนอาหาร Triple sugar iron agar (TSI) แลวยอมสีแกรมและทดสอบ
ปฏิกิริยาชีวเคมี ไดแก motility, oxidase, arginine dihydrolase, lysine decarboxylase, ortho-
nitrophenil-galacto-pyranoside (ONPG), การหมักนํ้าตาลกลูโคส ซูโครส เซลโลไบโอส 
(cellobiose) และลักษณะความชอบเกลือ (halophilic characteristics) ตาม Bergey’s Manual 
of Systemic Bacteriology (Tantillo et al., 2004) Vibrio หลายสปชีส อาจแยกโดยใชอาหาร
เล้ียงเชื้อที่แตกตางกัน เชน cellobiose polymyxin B colistin (CPC) ใชในการแยกเชื้อ V. 
vulnificus และ V. cholerae โดยโคโลนีของ V. cholerae จะมีสีมวง (ไมสามารถหมักนํ้าตาลเซล
โลไบโอส) เม่ือเทียบกับโคโลนีของ V. vulnificus ซ่ึงมีสีเหลืองจากการหมักนํ้าตาลเซลโลไบโอส 
(Donovan and van Netten, 1995) Hara-Kudo และคณะ (2001) ไดพัฒนาวิธีการเพ่ิมจํานวน
เช้ือและอาหารที่ใชคัดเลือก V. parahaemolyticus จากอาหารทะเล โดยนําตัวอยางมาเลี้ยงใน
อาหาร salt tryptic soy broth เพ่ือเพ่ิมจํานวนเช้ือ หลังจากน้ันเล้ียงในอาหาร salt polymyxin 
broth (selective medium) แลวถายเช้ือลงบนอาหาร Chromogenic agar medium ที่มีช่ือวา 
CHROM agar Vibrio (CV) ซ่ึงมี substrate สําหรับเอนไซม β-galactosidase ผลการทดลอง
พบวา V. parahaemolyticus ใหโคโลนีสีมวง ซ่ึงแตกตางจากแบคทีเรียอื่นๆ นอกจากน้ีการ
เล้ียงเชื้อในอาหาร salt tryptic soy broth และ salt polymyxin broth มีประสิทธิภาพมากกวา
การเลี้ยงในอาหาร salt polymyxin broth เพียงอยางเดียว และการใช CV แยกเช้ือ V. 
parahaemolyticus จากอาหารทะเลมีความไวและแมนยํามากกวาการใช TCBS (Hara-Kudo et 
al., 2001) 
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3. Vibrio parahaemolyticus 
V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง ลักษณะเปนทอนตรงหรือโคง

เล็กนอย มขีนาดความยาว 1.4 µm ถึง 2.6 µm และกวาง 0.5 µm ถึง 0.8 µm ตองการเกลือใน
การเจริญเติบโต ไมสรางสปอร มีแคปซูล เม่ืออยูในอาหารเหลวเคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลาเสน
เดียวที่ขั้ว แตเม่ือเจริญในอาหารแข็งหรือในสิ่งแวดลอมที่มีความหนืดสูงหรือบนพ้ืนผิวจะมีการ
ชักนําใหเชื้อสรางแฟลกเจลลารอบเซลล (lateral flagella) เพ่ือใชในการเคลื่อนที ่ V. 
parahaemolyticus สามารถใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอนและพลังงาน สามารถสรางเอนไซม 
catalase และ oxidase ได ไมสามารถหมักนํ้าตาลซูโครส แตหมักนํ้าตาลกลูโคสใหกรดแตไมให
แกส ดังนั้นลักษณะโคโลนีบนอาหาร TCBS มีสีเขียวอมนํ้าเงินขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 mm 
ถึง 3 mm นอกจากน้ียังสามารถหมักนํ้าตาลแมนนิทอล (mannitol) และแมนโนส (mannose) 
แตไมสามารถหมักซาลิซิน (salicin) และเซลโลไบโอส สามารถเปลี่ยนกรดอะมิโน ทริปโตแฟน 
เปน indole V. parahaemolyticus สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 5°C ถึง 43°C แตอณุหภูมิที่
เหมาะสมคือ 37°C เวลาที่เช้ือใชในการเพ่ิมจํานวนเปนสองเทา (generation time) เทากับ 9 
นาที ถึง 10 นาท ี pH ชวงที่เหมาะสมคือ 7.8 ถึง 8.6 ไมเจริญในที่ที่มีกรดอะซิติก 0.1% (pH 
5.1) และปริมาณความช้ืนที่เช้ือใชในการเจริญเติบโต (water activity หรือ aw) อยูในชวง 0.940 
ถึง 0.996 แต aw ที่เหมาะสมคือ 0.980 (Lake et al., 2003) สามารถเจริญไดในสภาวะที่มี
หรือไมมีออกซิเจน แตจะเจริญเติบโตไดดีในสภาวะที่มีออกซิเจน นอกจากน้ี NaCl ก็เปนปจจัย
สําคัญในการเจริญของเชื้อ ความเขมขนของ NaCl ที่เชื้อสามารถเจริญไดอยูในชวง 0.5% ถึง 
8% แตความเขมขนที่เหมาะสมคือ 2% ถึง 3% (Lee, 1990)  

V. parahaemolyticus มีแหลงธรรมชาติในนํ้าทะเลและนํ้ากรอย สามารถแยกไดจากนํ้า
ทะเลทั่วโลกทั้งในโซนเขตรอนและเขตอบอุน (Joseph et al., 1982) พบไดทั่วไปในอาหารทะเล
หลายชนิด รวมทั้งปลา สัตวที่มีเปลือกแข็งหุม และสัตวจําพวกหอย โดยในสัตวจําพวกหอย เชน
หอยนางรม หอยกาบ และหอยแมลงภู ซ่ึงกินอาหารโดยการกรองจากนํ้า เช้ือจะเพ่ิมจํานวนและ
เกาะติดอยูในลําไส (FDA, 2005) นอกจากน้ีสามารถพบเช้ือในแพลงกตอนสัตว (Kaneko and 
Colwell, 1975) โดยเช้ือดูดซับสารไคตินบนแพลงกตอน เมื่อสภาวะแวดลอมเหมาะสมเช้ือจะ
ยอยผนังเซลลของแพลงกตอน และเพ่ิมจํานวนมากขึ้นในทะเล (Kaneko and Colwell, 1975) 
V. parahaemolyticus สามารถดํารงชีวิตไดหลากหลาย เชน ลองลอยเปนอิสระหรือเกาะติดกับ
หอยแบบพ่ึงพาอาศัยกันหรืออยูใตทองเรือหรือพ้ืนผิวอื่น  ๆ ในทะเลหรือในเซลลเจาบาน (host) 
(Makino et al., 2003) จากการศึกษาพบวา ฤดูกาลมีอิทธิพลตอเชื้อ V. parahaemolyticus ที่
อาศัยอยูในนํ้าทะเล โดยในชวงฤดูหนาวเช้ือจะอาศัยอยูในตะกอนใตนํ้า แตเมื่อถึงฤดูรอน นํ้า
ทะเลจะมีอุณหภูมิที่สูงขึ้นซ่ึงเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเช้ือ ทําใหเชื้อมีการเพ่ิมจํานวน
และมีการปนเปอนในนํ้าทะเลมากขึ้น สงผลใหพบเช้ือไดมากที่สุด อยางไรก็ตามเช้ือ V. 
parahaemolyticus ที่แยกไดจากนํ้าทะเลมากกวา 99% ไมทําใหเกิดโรคในคนเน่ืองจากตรวจไม
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พบยีนสรางสารพิษ (Cook et al., 2002) นอกจากน้ีในชวงฤดูหนาวเช้ืออาจอยูในสภาวะที่
เรียกวา viable but non culturable (VBNC) state ซ่ึงเปนสภาวะที่ยังมีชีวิต แตมีเมแทบอลิซึม
ต่ํา และไมสามารถเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งได สภาวะ VBNC เปนการตอบสนองของเชื้อเพ่ือให
อยูรอดไดในสภาวะทีก่ดดัน (stress) เชน อุณหภูมิไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต ปริมาณ
สารอาหารนอย หรือแรงดันออสโมติกสูง (James, 2005) จากการทดลองพบวา การเล้ียงเช้ือ V. 
parahaemolyticus ในอาหาร minimum salt medium (MMS) ที่มี 0.5% NaCl บมที่อุณหภูม ิ
4ºC ชักนําใหเช้ือเขาสูสภาวะ VBNC โดยเช้ือแตละสายพันธุใชเวลาในการเขาสูสภาวะนี้ได
แตกตางกัน และเม่ือเปล่ียนอุณหภูมิที่เลี้ยงจาก 4ºC เปน 25ºC เช้ือสามารถฟนกลับมา
เจริญเติบโตบนอาหารแข็งได (Wong et al., 2004) มีรายงานการเล้ียง V. parahaemolyticus ที่
อยูในสภาวะ VBNC บนอาหารแข็งที่เติมเอนไซม catalase หรือ sodium pyruvate พบวา เช้ือ
สามารถฟนกลับมาเจริญเติบโตได ทั้งน้ีเปนเพราะเอนไซม catalase ไปยอยสลาย H2O2 ที่อยู
รอบๆ เซลล ทําใหไมเปนพิษตอเซลล (Mizunoe et al., 2000) นอกจากนี ้เช้ือสามารถทนทาน
ตออุณหภูมิสูง (ที่ 42ºC และ 47 ºC) ความเขมขนของเกลือต่ํา (0% NaCl) และสภาวะเปนกรด 
ไดมากขึ้นเม่ือเซลลอยูในสภาวะ VBNC (Wong and Wang, 2004)  

จากการศึกษาจีโนมของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 ซ่ึงแยก
จากผูปวย (ซีโรทัยป O3:K6 และสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร Wagatsuma agar 
เรียกลักษณะเชนน้ีวา Kanagawa phenomenon (KP) positive หรือ KP บวก) พบวา V. 
parahaemolyticus มีโครโมโซม 2 ชุด ที่มีขนาด 3,288,558 bp และ 1,877,212 bp และมี 
4,832 ยีน แมวา V. parahaemolyticus จะมีวิวัฒนาการใกลเคียงกับ V. cholerae แตการเรียง
ตัวของยีนภายในโครโมโซมมีความแตกตางกัน โครโมโซมชุดที่ 1 มีขนาดไมแตกตางมากนัก
กับ V. cholerae แตโครโมโซมชุดที่ 2 มีขนาดใหญกวา V. cholerae มาก ยีนสวนใหญที่จําเปน
ตอการเจริญเติบโตและการอยูรอดจะอยูบนโครโมโซมชุดที ่ 1 อยางไรก็ตาม พบยีนหลายยีนที่
เก่ียวของกับกระบวนการเมแทบอลิซึมที่สําคัญอยูบนโครโมโซมชุดที ่2 จึงกลาวไดวาโครโมโซม
ชุดที ่ 2 มีความจําเปนสําหรับการเจริญเติบโตและการอยูรอดดวย นอกจากน้ีภายในโครโมโซม
ชุดที ่ 2 ยังมียีนที่เก่ียวของกับการควบคุมการถอดรหัสของยีนและการขนสงสารตางๆ มากกวา
โครโมโซมชุดที่ 1 ซ่ึงยีนเหลานี้มีบทบาทในการตอบสนองตอสภาวะแวดลอมที่เปล่ียนแปลง 
แสดงใหเห็นวา โครโมโซมชุดที ่ 2 นาจะมีบทบาทในการปรับตัวตอสิ่งแวดลอมที่มีการ
เปล่ียนแปลง นอกจากน้ีพบ mobile genetic elements, phage region และ บางสวนของ DNA 
region ในโครโมโซมชุดที่ 2 ซ่ึงมีปริมาณ G+C ตางจากปริมาณ G+C เฉลี่ยของจีโนม ลักษณะ
เชนน้ีบงชี้ไดวา บริเวณเหลาน้ีเปนดีเอ็นเอแปลกปลอมทีมี่การถายโอนมาจากแบคทีเรียหรือ
สิ่งมีชีวิตอื่น (horizontal transfer) นอกจากน้ียังพบ pathogenicity island (PAI) อยูใน
โครโมโซมชุดที ่2 ดวย (Makino et al., 2003) 
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V. parahaemolyticus มีโครงสรางทางแอนติเจน 3 ชนิดคือ แอนติเจนที่แฟลกเจลลา 
(H antigen)  แอนติเจนที่ผนังเซลล (O antigen) และแอนติเจนที่แคปซูล (K antigen) โดย K 
antigen มีคุณสมบัติไมทนความรอน สามารถกําจัดออกจากเซลลแบคทเีรียดวยการใหความ
รอนเปนเวลา 1-2 ชม. ที่อุณหภูมิ 100ºC ขั้นตอนน้ีจะทําให O antigen เผยออกมาเน่ืองจาก K 
antigen บดบัง O antigen ดังนั้นจึงจําเปนตองกําจัด K antigen ออกโดยการใหความรอน
กอนที่จะตรวจสอบหา O antigen ได V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุจะม ี H antigen ที่
เหมือนกัน การบงชี้ซีโรทัยปของเช้ือ V. parahaemolyticus อาศัยความแตกตางของโครงสราง 
lipopolysaccharide ของ O antigen และ K antigen (Joseph et al., 1982) โดยการทดสอบ
ปฏิกิริยาการเกาะกลุม (agglutination) กับแอนติซีรั่มที่จําเพาะ ซีโรทัยปของเช้ือ V. 
parahaemolyticus ในปจจุบัน พบวา มี O antigen 13 ชนิด และ K antigen มี 71 ชนิด (Iguchi 
et al., 1995; Iida et al., 2001) 
 
4. การกอโรค 

V. parahaemolyticus เปนเช้ือที่เปนสาเหตุของโรคอาหารเปนพิษหรือทางเดินอาหาร
อักเสบ เน่ืองจากการกินอาหารทะเลพวกกุง หอย ปู ปลา ที่มีการปนเปอนเชื้อ และจาก
การศึกษาพบวา ปริมาณเช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลทีส่ามารถกอใหเกิดโรค 
(infective dose) เทากับ 106 ถึง 109 ตัว (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2550) อาการมักปรากฏ
หลังจากไดรับเชื้อภายใน 4 ถึง 96 ชั่วโมง ขึ้นอยูกับปริมาณเช้ือและภูมิคุมกันของผูปวย 
(Barker and Gangarosa, 1974) และความเปนกรดดางภายในระบบทางเดินอาหาร เชื้อน้ีจะ
เพ่ิมจํานวนเปนสองเทาทุกๆ 10 นาที ถึง 15 นาที ที่อุณหภูมิ 37°C เมื่อเขาสูรางกายเช้ือจะทวี
จํานวนขึ้นในลําไส สายพันธุทีส่รางสารพิษสามารถสรางในรางกายหรือในอาหาร กอน
รับประทาน ทําใหมีอาการทองรวงรุนแรง มีอุจจาระเหลวเปนนํ้ามีกลิ่นเหม็นเหมือนกุงเนา มักมี
อาการปวดเกร็งที่ทอง คร่ึงหน่ึงของผูปวยมีอาการอาเจียนรวมดวย อาการอาจคงอยูนานถึง 10 
วัน แตสวนใหญจะทุเลาลงภายใน 3 วัน โดยไมตองรักษา อัตราการตายต่ํา โรคน้ีมักพบในฤดู
รอน โดยสิ่งที่ชวยวินิจฉัยคือผูปวยเกือบทุกรายมีประวัติรบัประทานอาหารทะเลมากอนจะเกิด
อาการทองรวงไมก่ีช่ัวโมงหรือรับประทานอาหารที่มีอาหารทะเลเก่ียวของ
(กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2550)  

ใน ค.ศ. 1973 ถึง 1998 มีรายงานการติดเช้ือที่เกิดจาก V. parahaemolyticus ใน 15 
รัฐของประเทศสหรัฐอเมริกาและอาณาเขต Guam ซ่ึงพบการระบาด 40 คร้ัง ทําใหมีผูปวย
มากกวา 1,000 ราย (Daniels et al., 2000) การระบาดสวนใหญเกิดขึ้นในชวงฤดูรอน และมี
สาเหตุจากการกินอาหารทะเล โดยเฉพาะสัตวนํ้าที่มีเปลือกแข็ง ในอดีตการกอโรคลําไสอักเสบ
เน่ืองจาก V. parahaemolyticus เกิดจากซีโรทัยปที่หลากหลาย (Suthienkul et al., 1995) ใน 
ค.ศ. 1996 ตั้งแตเดือนกุมภาพันธ พบผูปวยที่เมืองกัลกัตตา ประเทศอินเดียติดเชื้อ V. 
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parahaemolyticus ซีโรทัยป O3:K6 ประมาณ 50% ถึง 80% ของ V. parahaemolyticus  ที่
ตรวจพบทั้งหมด ซ่ึงซีโรทัยปดังกลาวมียีนที่สรางสารพิษ TDH (Okuda et al., 1997b; Bag et 
al., 1999) จากการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ โดยวิธี Arbitrarily primed - polymerase chain 
reaction (AP-PCR) พบวา ซีโรทัยป O3:K6 ที่พบใน ค.ศ. 1996 เปนสายพันธุที่มาจาก
แหลงกําเนิด (clone) เดียวกัน แตตางจากสายพันธุซีโรทัยป O3:K6 ที่พบกอนป ค.ศ. 1996 
หลังจากนั้น V. parahaemolyticus ซีโรทัยป O3:K6 ไดแพรระบาดไปสูประเทศอื่นๆ ในแถบ
ทวีปเอเชีย ไดแก ลาว ไตหวัน ญ่ีปุน บังกลาเทศ เกาหลี และประเทศไทย (Chiou et al., 2000; 
Wong et al., 2000) สายพันธุนี้จึงถูกกําหนดใหเปน pandemic strain (Matsumoto et al., 
2000) ในประเทศไตหวันชวง ป ค.ศ. 1996 ถึง 1999 พบการระบาดของเชื้อสายพันธุ O3:K6 
จํานวน 51%, 79%, 61% และ 65% ตามลําดับ (Wong et al., 2000) สําหรับประเทศไทยจาก
การแยกเชื้อ V. parahaemolyticus จากผูปวยในโรงพยาบาลสงขลานครินทร จังหวัดสงขลาใน 
ค.ศ. 1998 ระหวางเดือนกันยายนถึงตุลาคม จํานวน 23 สายพันธุ พบซีโรทัยป O3:K6 จํานวน 
20 สายพันธุ (Vuddhakul et al., 2000) นอกจากประเทศในแถบทวีปเอเชียแลวใน ค.ศ. 1998 
พบ V. parahaemolyticus ซีโรทัยป O3:K6 แพรระบาดไปยังประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีผูปวย
จํานวน 416 คน จาก 13 รัฐ ที่มีอาการทางเดินอาหารอักเสบ หลังจากการกินหอยนางรมที่เก็บ
จากอาว Galveston โดยจากการเก็บตัวอยางอุจจาระผูปวยจํานวน 28 ราย พบซีโรทัยป O3:K6 
ทั้งหมด (Daniels et al., 2001) ตอมามีการระบาดในรัฐตางๆ อีกหลายรัฐ อยางไรก็ตาม ตรวจ
ไมพบซีโรทัยป O3:K6 ในเชื้อที่มาจากสิ่งแวดลอมและอาหาร (DePaola et al., 2003)  

ตอมาใน ค.ศ. 1998 ที่เมืองกัลกัตตา ประเทศอินเดียและบังคลาเทศ พบ V. 
parahaemolyticus ซีโรทัยป O4:K68 และ O1:KUT ระบาดรวมกับซีโรทัยป O3:K6 เม่ือศึกษา
ความแตกตางของสายพันธุโดยวิธ ีAP-PCR, Pulse pield gel electrophoresis (PFGE) และ 
ribotyping พบวา ทั้งสามซีโรทัยปมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่คลายคลึงกัน แสดงวา สายพันธุ
ทั้งสามซีโรทัยปมีแหลงกําเนิดเดียวกัน (Chowdhury et al., 2000; Matsumoto et al., 2000) ใน
ประเทศไทยมีการระบาดของซีโรทัยป O4:K68 รวมกับซีโรทัยป O3:K6 เชนกัน แตไมมีรายงาน
การระบาดของซีโรทัยป O1:KUT ซ่ึงซีโรทัยป O4:K68 และ O3:K6 แยกมาจากผูปวยใน
โรงพยาบาลบําราศนราดูร จากการทํา Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
และ PFGE พบวา ทั้งสองซีโรทัยปมาจากแหลงเดียวกันกับ O3:K6 ในประเทศอินเดีย 
(Chowdhury et al., 2000) นอกจากน้ีพบการระบาดของซีโรทัยปอื่นๆ ไดแก O1:K25, O1:K41 
และ O4:K12 รวมกับซีโรทัยป O3:K6 ซึ่งแยกมาจากผูปวยที่มีอาการทองเสียจากโรงพยาบาล
หาดใหญและโรงพยาบาลสงขลานครินทร ระหวางเดือนมกราคมถึงเดือนธันวาคมใน ค.ศ. 1999 
ผลจากการทํา AP-PCR พบวา ซีโรทัยป O1:K25, O1:K41, O4:K12 และ O3:K6 มี
แหลงกําเนิดเดียวกันกับซีโรทัยป O3:K6 ในประเทศอินเดีย (Laohaprertthisan et al., 2003) 
Matsumoto และคณะ (2000) ไดพัฒนาการตรวจสอบแยก pandemic strain ของเชื้อ V. 
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parahaemolyticus ออกจาก non-pandemic strain โดยอาศัยความแตกตางของยีนสวน toxRS 
ทําใหสามารถแยก V. parahaemolyticus สายพันธุ O3:K6 ที่พบใน ค.ศ. 1996 และ V. 
parahaemolyticus ซีโรทยัปอื่นที่มีแหลงกําเนิดเดียวกันออกจากสายพันธุ O3:K6 ที่พบกอนป 
ค.ศ. 1996 เรียกวิธีน้ีวา GS-PCR (Matsumoto et al., 2000) 

 
5. ปจจัยที่กอความรุนแรงของโรค  

5.1 Thermostable direct hemolysin (TDH) 
 V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยซ่ึงมีอาการทางเดินอาหารอักเสบ สวนใหญ
สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงไดอยางสมบูรณ (β-hemolysis) บนอาหารเติมเลือด (blood 
agar) ชนิดพิเศษช่ือ Wagatsuma agar ความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร
ชนิดนี้เรียกวา Kanagawa phenomenon (KP) (Kaper et al., 1984; Nishibuchi and Kaper, 
1985) ซึ่งเกิดจาก thermostable direct hemolysin (TDH) โดย V. parahaemolyticus สาย
พันธุที่แยกจากผูปวยพบ KP บวก ประมาณ 88 ถึง 96% ในขณะที่สายพันธุที่แยกจาก
สิ่งแวดลอมพบ KP บวก เพียง 1 ถึง 2% เทาน้ัน (Miyamoto et al., 1969) ดังน้ัน TDH จึงนาจะ
เปนปจจัยหลักที่กอความรุนแรงของโรคทางเดินอาหารอักเสบ และ KP ใชเปนวิธีการทดสอบ
เบ้ืองตนสําหรับ V. parahaemolyticus สายพันธุทีส่ราง TDH (Miyamoto et al., 1969; 
Takeda, 1988; Nishibuchi and Kaper, 1995) TDH จัดเปน pore-forming toxin โดยทําใหเกิด
รูบนเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 nm และทําใหเซลลแตกใน
เวลาตอมา ขั้นตอนการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ TDH มี 3 ขั้นตอน คือ จับกับเยื่อหุมเซลล
เม็ดเลือดแดง ทําใหเกิดรูบนเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง และทําลายเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดง 
(Honda et al., 1992) ในขั้นตอนที่ TDH จับกับเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดงน้ัน พบวา TDH ชัก
นําใหเกิด phosphorylation ของโปรตีนขนาด 25 kDa ของเซลลเจาบาน (Yoh et al., 1996) 
TDH สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด เชน คน 
สุนัข หน ู และใหผลการยอยสลายเม็ดเลือดแดงกระตายและแกะต่ํา แตไมยอยสลายเม็ดเลือด
แดงมา เน่ืองจากที่ผนังเซลลของเม็ดเลือดแดงมาไมมี neuraminidase-sensitive ganglioside 
GT1 และ GD1a โดยเฉพาะ GT1 ซ่ึงเปนบริเวณตัวรับ (receptor) ของ TDH (Takeda et al., 
1976) TDH มีผลทําใหไมโครวิลไลที่อยูบนพ้ืนผิวของเซลล FL (human amniotic membrane) 
มีจํานวนลดลงและรูปรางมีการเปล่ียนแปลง เกิดการยอยสลายของไซโตพลาสซึมและนิวเคลียส 
(Sakurai et al., 1976) TDH ชักนําให Ca2+ เขาสูเซลล IEC-6 (rat crypt small intestinal cell) 
อยางรวดเร็วและไปลดพัฒนาการของการแบงตัวของเซลล ทําใหโครงสรางของเซลลเกิดการ
เปล่ียนแปลง (Fabbri et al., 1999) นอกจากน้ีการทําปฏิกิริยาระหวาง TDH และตัวรับใน rabbit 
intestinal mucosa มีผลทําใหความเขมขนของ Ca2+ ภายในเซลลเพ่ิมขึ้นแลวไปชักนําใหมีการ
หล่ังของ Cl- (Raimondi et al., 1995; Takahashi et al., 2000a) นอกจากผลของการยอยสลาย
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เม็ดเลือดแดงและความเปนพิษตอเซลลแลว TDH ยังทําใหสัตวทดลองตายเนื่องจากไปเพ่ิม 
vascular permeability ในผิวหนังของกระตาย เปนพิษตอหัวใจ (cardiotoxicity) และทําใหเกิด
การสะสมของน้ําในลําไส (enterotoxicity) เม่ือทดสอบในลําไสเล็กของกระตาย (rabbit ileal 
loop) (Miyamoto et al., 1980) 
 TDH เปน tetrameric protein มีนํ้าหนักโมเลกุล 75 kDa ประกอบดวยสี่หนวยยอย แต
ละหนวย มีขนาดประมาณ 18 kDa (Hamada et al., 2007) TDH ไมมีไลปดหรือคารโบไฮเดรต
เปนองคประกอบ ทนความรอนที่อุณหภูมิ 100°C เปนเวลา 10 นาท ี (Taniguchi et al., 1985) 
และมีคา isoelectric point (pI) เทากับ 4.9 (Honda et al., 1988) แตละสายของเปปไทด
ประกอบดวยกรดอะมิโน 165 ตัว (เมื่อรวมกับ signal peptide จะมีกรดอะมิโน 189 ตัว) และมี
พันธะไดซัลไฟด 1 พันธะที่ C-terminal (Zhang and Austin, 2005) บริเวณ N-terminal มีความ
เก่ียวของกับขั้นตอนการจับกับเซลลเปาหมาย ในขณะที่บริเวณใกลกับ C-terminal เก่ียวของกับ
ขั้นตอนหลังจากจับกับเซลลเปาหมายแลว (Tang et al., 1997) TDH ถูกควบคุมโดยยีน tdh 
และจากการศกึษาการแสดงออกของยีนกับลําดับนิวคลีโอไทด พบวา V. parahaemolyticus 
สายพันธุที่เปน KP บวก สวนใหญมียีน tdh 2 ชุด คือ tdh1 และ  tdh2 สวนสายพันธุ KP ลบ ไม
มียีน tdh หรือมียีน tdh เพียงชุดเดียว ทําใหมีการแสดงออกของยีนต่ําจึงไมเกิดการยอยสลาย
เม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma agar หรือเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงต่ํา (weak hemolysis)
จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน tdh พบวา ยีน tdh2  มีการแสดงออกสูงกวายีน tdh1 
ทั้งนี้เน่ืองจากกิจกรรมของโปรโมเตอร (promoter) ของยีน tdh2 มีความแรงและมีระดับของการ
ถอดรหัสสูงกวายีน tdh1  (Okuda and Nishibuchi, 1998) ดังนั้นยีนที่มีความสําคัญในการทําให
เกิดปรากฏการณ KP คือยีน tdh2 (Nishibuchi and Kaper, 1990; Nishibuchi et al., 1991) 
ความแตกตางของความแรงของโปรโมเตอร (promoter strength) ระหวางยีน tdh1 และ tdh2 
เกิดจากความแตกตางของเบส ที่อยูภายในโปรโมเตอรของยีน tdh2 ในตําแหนงที่ -24 (G) และ 
-34 (A) ในขณะที่โปรโมเตอรของยีน tdh ของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่เปน KP ลบ มี
ความแตกตางกับโปรโมเตอรของยีน tdh2 ตรงเบสในตําแหนงที่ -34 (G) การแทนที่เบสใน
ตําแหนง -34 (จาก G เปน A) ในโปรโมเตอรของยีน tdh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ 
KP ลบ เพียงตําแหนงเดียวทําใหระดับการแสดงออกของยีน tdh เพ่ิมขึ้นเปน KP บวก ดังน้ัน
ยีน tdh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ KP ลบ จึงมีความสําคัญเพราะสามารถเปลี่ยนเปน 
KP บวก ไดโดยการกลายพันธุเพียงหนึ่งตําแหนงในบริเวณโปรโมเตอร (Okuda and 
Nishibuchi, 1998) การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน tdh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ
ตางๆ ทําใหพบยีน tdh1 ถึง tdh5, tdhA, tdhS, tdhX, tdh/I และ tdh/II ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกันมากกวา 97% ดังน้ันยีน tdh ทั้งหมดนาจะเปนยีนกลุมเดียวกัน (Nishibuchi and 
Kaper, 1995) ยีน tdh สวนใหญอยูบนโครโมโซม ยกเวนยีน tdh4 อยูบนพลาสมิด (Nishibuchi 
and Kaper, 1990; Okuda and Nishibuchi, 1998) การศึกษาผลของ pH ตอการสราง TDH 
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พบวา TDH จะสรางไดสูงในชวง pH 5.5-6.5 และสรางในระยะ late exponential phase หรือ 
early stationary phase (Cherwonogrodzky and Clark, 1981) ปจจัยที่มีผลตอการสราง TDH 
ไดแก เวลาที่บมเช้ือ ความเขมขนของ NaCl, น้ําตาล และกรดอะมิโนที่มีในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
(Miyamoto et al., 1969; Chun et al., 1975; Cherwonogrodzky et al., 1984) นอกจากน้ีกรด
นํ้าดีมีผลไปเพ่ิมการสราง TDH ภายในเซลลผานกลไกทีย่ังไมทราบแนชัด โดยในนํ้าดีมี 
glycocholic acid (GC) และ taurocholic acid (TC) เปนองคประกอบ ซ่ึงสารเหลาน้ีเปนสารที่
จําเปนตอการสราง TDH ของ V. parahaemolyticus การเติม TC หรือ GC ปริมาณ 5 mM/L ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ ทําใหสราง TDH ไดสูงกวาอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมมีการเติม 4 ถึง 16 เทา (Osawa 
and Yamai, 1996) จากการศึกษาโดยใชตัวตรวจจับดีเอ็นเอ พบยีน tdh ใน V. mimicus และ 
V . cholerae non-O1 บางสายพันธุที่แยกไดจากผูปวย (Honda et al., 1986; Nishibuchi et al., 
1990) และพบใน Grimontia hollisae (เดิมชื่อ Vibrio  hollisae) ทุกสายพันธุที่แยกจากผูปวย
และสิ่งแวดลอม (Nishibuchi et al., 1988; Nishibuchi et al., 1985) โดยยีน tdh ที่พบในทั้งสาม 
สปชีส มีลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับยีน tdh ของ V. parahaemolyticus นอกจากน้ียังพบวา
ยีน tdh ถูกขนาบขางดวย insertion sequence-like elements ซ่ึงนาจะทําใหยีน tdh สามารถ
เคล่ือนยายตําแหนงได (transposable unit) และเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดการถายทอดยีน tdh 
ระหวางโครโมโซมและพลาสมิดของเช้ือ V. parahaemolyticus โดย transposition หรือ 
transduction (Terai et al., 1991) 
   

5.2 Thermostable direct hemolysin related hemolysin (TRH) 
 จากการระบาดของโรคทางเดินอาหารอักเสบบนเกาะมัลดีฟ พบ V. parahaemolyticus 
ในผูปวยที่เปนสายพันธุ KP ลบ สามารถสราง hemolysin ชนิดใหม คือ TDH-related 
hemolysin (TRH) (Honda et al., 1987; Honda et al., 1988) ซ่ึงมีคุณลักษณะทาง biological 
immunological และ physiochemical คลายคลึงกับ TDH โดยทําใหเกิดการสะสมของนํ้าใน
ลําไสเล็กของกระตายและชักนําใหเกิดอุจจาระรวง นอกจากน้ี TRH ยังกระตุนใหเกิดการหล่ัง
ของ Cl- ในเซลลเยื่อบุผิวลําไสใหญของคน (human colonic epithelial cell) เชนเดียวกับ TDH 
(Takahashi et al., 2000a; Takahashi et al., 2000b) ดังน้ัน TRH จึงเปนปจจัยสําคัญในการ
กอโรค 
 TRH เปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 189 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 48 kDa 
ประกอบดวยสองยูนิตที่เหมือนกัน แตละยูนิตมีขนาด 23 kDa ไมทนความรอนที่อุณหภูมิ 60°C 
เวลา 10 นาท ีและมีคา pI เทากับ 4.6 (Honda et al., 1988) TRH ถูกควบคุมโดยยีน trh จาก
การศึกษาความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน trh พบวามี 2 กลุมยอย คือยีน trh1 
และ trh2 โดยทั้ง 2 กลุม มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 84% และมีลําดับนิวคลีโอไทด
เหมือนกับยีน tdh1 68.4% และยีน tdh2 68.6% TRH มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ TDH 67% 
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(Nishibuchi et al., 1989) ความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ TRH พบวา TRH1 
ยอยสลายเม็ดเลือดแดงของคน กระตาย แกะ และวัว สวน TRH2 ยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ
คนและกระตายเทาน้ัน และใหผลกการยอยสลายเม็ดเลือดแดงต่ํา (Kishishita et al., 1992) จาก
การตรวจหากรดอะมิโนที่มีความสําคัญตอปฏิกิริยาการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ TDH โดย
วิธี mutagenesis ในสวนของกรดอะมิโนที่มีการอนุรักษใน TDH และ TRH1 พบกรดอะมิโน 
ทริปโตแฟน และลิวซีน ตําแหนงที่ 65 และ 66 ตามลําดับจากปลาย N ของ mature protein มี
ความสําคัญ ซ่ึงกรดอะมิโนสองชนิดน้ีมีการอนุรักษใน TRH2 ดวย สวนกรดอะมิโนอื่นๆ อาจมี
ผลตอรูปรางของโมเลกุลหรือความสามารถในการจับกับเม็ดเลือดแดง ทําให TRH2 ยอยสลาย
เม็ดเลือดแดงต่ํา (Baba et al., 1992) ยีน trh1 มีระดับการแสดงออกมากกวายีน trh2 แตนอย
กวายีน tdh (Kishishita et al., 1992) การศึกษาการกระจายตัวของยีน trh1, trh2 และ tdh โดย
วิธี DNA colony blot hybridization และ Southern blot hybridization จาก V. 
parahaemolyticus จํานวน 285 สายพันธุ ซึ่งแยกจากผูปวยจํานวน 214 สายพันธุและจาก
สิ่งแวดลอมจํานวน 71 สายพันธุ พบวา V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยจํานวน 112 
สายพันธุมียีน tdh เพียงอยางเดียว (39.3%), 22 สายพันธุมีทั้งยีน tdh และ trh1 (7.7%), 2 สาย
พันธุมีทั้งยีน tdh และ trh2 (0.7%), 17 สายพันธุมียีน trh1 เพียงอยางเดียว (6.0%), 35 สาย
พันธุมียีน trh2 เพียงอยางเดียว (12.3%) และ 26 สายพันธุไมพบทั้ง 3 ยีน (9.1%) สวนสาย
พันธุที่แยกจากสิ่งแวดลอมมี 5 สายพันธุที่มียีน trh2 (1.8%) และอีก 66 สายพันธุไมมีทั้ง 3 ยีน 
(23.2%) ดังน้ันยีน tdh, trh1 และ trh2 จึงเปนปจจัยสําคัญในการกอโรคของ V. 
parahaemolyticus ผูวิจัยไดตรวจหายีน trh1 และ  trh2 ในเชื้อ Vibrio สปชีสอื่นๆ จํานวน 113 
สายพันธุ ไดแก V. cholerae (O1 และ non-O1), V. mimicus, G. hollisae, V. metschnikovii, 
V. fluvialis  และ V. furnissii พบวา สายพันธุที่ทดสอบไมมียีน trh1 และ trh2 (Kishishita et al., 
1992) แตจากการศึกษาของ Gonzalez-Escalona และคณะ (2006) พบยีน trh ใน V. 
alginolyticus ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับยีน trh2 ของ V. parahaemolyticus เทากับ 
98% (Gonzalez-Escalona et al., 2006) 
 โดยทั่วไปเช้ือ V. parahaemolyticus ไมสรางเอนไซม urease แตเม่ือไมนานมาน้ี การ
ตรวจหาเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยในประเทศแถบเอเชียและบราซิล  พบวา 
อัตราสวนของเชื้อที่สามารถสรางเอนไซม urease เพ่ิมสูงขึ้นเปนลําดับ (Park, 2004) โดยจาก
การศึกษาของ Suthienkul และคณะ (1995) ซ่ึงไดแยก V. parahaemolyticus จํานวน 489 สาย
พันธุจากผูปวยในประเทศไทยที่มีอาการทองเสีย พบ 81% มียีน tdh เพียงอยางเดียว, 6% มีทั้ง
ยีน tdh และ trh และ 2% มียีน trh เพียงอยางเดียว ที่นาสนใจคือ 8% ของเช้ือทั้งหมดที่ทดสอบ
สรางเอนไซม urease และมียีน trh สวนสายพันธุที่ไมสรางเอนไซม urease จะไมมียีน trh ผล
การทดสอบแสดงใหเห็นวา การสรางเอนไซม urease ของ V. parahaemolyticus มี
ความสัมพันธกับการมียีน trh (Suthienkul et al., 1995) นอกจากนี ้Okuda และคณะ (1997) 
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ไดตรวจหายีน tdh และ trh ในเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกจากผูปวยบริเวณ 
West coast ของประเทศอเมริการะหวางป ค.ศ. 1979 ถึง 1995  พบ V. parahaemolyticus 
จํานวน 60 สายพันธุสรางเอนไซม urease โดย 98% (59 ใน 60 สายพันธุ) มียีน trh และ 90% 
(54 ใน 60 สายพันธุ) มียีน tdh สวนเช้ือที่ไมสรางเอนไซม urease จํานวน 25 สายพันธุ พบ 
80% (20 ใน 25 สายพันธุ) มียนี tdh เพียงอยางเดียว จากผลการศึกษาจึงสรุปไดวา การสราง
เอนไซม urease มีความสัมพันธอยางใกลชิดกับยีน trh มากกวายีน tdh (Okuda et al., 1997a) 
และสายพันธุที่มียีน trh สามารถสรางเอนไซม urease ไดเสมอ แตสายพันธุที่ไมมียีน trh ไม
สามารถสรางเอนไซม urease ได ดังน้ันการสรางเอนไซม urease จึงใชในการบงช้ีความรุนแรง
ในการกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน trh (Suthienkul et al., 1995; Osawa 
et al., 1996) การศึกษาตําแหนงของยีน trh และยีนโครงสรางของเอนไซม urease (ure) ใน V. 
parahaemolyticus โดยวิธ ี colony hybridization ดวยตัวตรวจจับยีน trh และ ure พบวา ทุก
สายพันธุที่มียีน ure จะมียีน trh อยูดวย และเม่ือนําโครโมโซมของสายพันธุดังกลาวมาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ NotI และทํา PFGE แลว hybridize ดวยตัวตรวจจับยีน trh และ ure พบดี
เอ็นเอเพียง 1 band แสดงวา ยีน trh และ ure อยูบนชิ้นสวนเดียวกัน (Iida et al., 1997) และ
เม่ือนําโครโมโซมของ V. parahaemolyticus จํานวน 115 สายพันธุที่แยกไดจากผูปวย โดย 
81% มียีน tdh เพียงอยางเดียว (tdh1 และ tdh2), 7% มียีน tdh, trh และ ure มาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ NotI และทํา PFGE แลว hybridize ดวยตัวตรวจจับยีน tdh,  trh และ ure 
พบยีน tdh1 และ tdh2 อยูบนช้ินสวนเดียวกัน และสายพันธุที่มียีน tdh,  trh และ ure ก็มียีนทั้ง
สามอยูบนดีเอ็นเอช้ินเดียวกัน โดยมีขนาด 40 kb และยีน trh และ ure อยูหางกัน 8.5 kb (Iida 
et al., 1998) นอกจากน้ียังพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน tdh และ trh จะสราง 
TDH ไดนอยกวาสายพันธุที่มียีน tdh เพียงอยางเดียว โดยยีน trh ไประงับการแสดงออกของยีน 
tdh ผานกลไกที่ยังไมทราบแนชัด (Okitsu et al., 1997)    
 

5.3 Thermolabile hemolysin (TLH) 
นอกจาก TDH และ TRH แลวมีการคนพบ TLH ใน V.  parahaemolyticus ซ่ึง TLH 

ถูกควบคุมโดยยีน tlh TLH เปนโปรตีนที่ไมทนความรอนที่อุณหภูมิ 60ºC เวลา 10 นาท ี
(Taniguchi et al., 1985; Taniguchi et al., 1986) TLH มีสมบัติเปน phospolipase A2 หรือ 
lysophospholipase (Shinoda et al., 1991) การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน tlh พบวา 
preprotein และ mature protein ประกอบดวยกรดอะมิโน 418 ตัวและ 398 ตัว ตามลําดับ และ
มีมวลโมเลกุล 47.5 kDa และ 45.3 kDa ตามลําดับ นอกจากน้ีปริมาณ G+C content ของยีน 
tlh เทากับ 47.6% ซ่ึงใกลเคียงกับคาเฉลี่ยปริมาณ G+C content ในจีโนมของ V.  
parahaemolyticus (Taniguchi et al., 1986) TLH สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงของคนและ
มา (Taniguchi et al., 1985) แตไมยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร Wagatsuma agar 
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(Wong, 2003) จากการศึกษาของ Zhang และคณะ (2001) พบวา ยีน tlh ของ V. 
parahaemolyticus มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับยีน vhhA และ vhhB ที่พบใน V. harveyi 
เทากับ 77.5% และ 77.2% ตามลําดับ (Zhang et al., 2001) ยีน tlh พบไดใน V.  
parahaemolyticus ทุกสายพันธุ (ทั้ง KP บวก และ KP ลบ) แตไมพบในสปชีสอื่นๆ (Sakurai 
et al., 1974; Taniguchi et al., 1985) ดังน้ันจึงสามารถใชยีน tlh ในการบงช้ี V. 
parahaemolyticus (Bej et al., 1999) อยางไรก็ตาม บทบาทของ TLH ในการทําใหเกิดโรคใน
ลําไสของคนยังไมทราบแนชัด (Shinoda et al., 1991)  
 
6. ยีน toxR 
 toxR เปนยีนที่มีการอนุรักษไวในแฟมิลี่ Vibrionaceae (Kim et al., 1999; Osorio and 
Klose, 2000; Franco and Hedreyda, 2006) ยีน toxR เปน transmembrane regulatory 
protein ที่อาศัยปจจัยจากสิ่งแวดลอมเปนตัวควบคุมกิจกรรม ยีน toxR พบคร้ังแรกใน V. 
cholerae โดยทําหนาที่ควบคุมการทํางานของ cholera toxin และตอมาพบวาสามารถควบคุม
การทํางานของยีนอื่นๆ อีกหลายชนิดทีเ่ก่ียวของกับการกอโรคของ V. cholerae เชน ยีน tcpA 
(toxin-regulated pilus), ompT และ ompU (outer memebrane proteins)  (Miller and 
Mekalanos, 1988) โดย toxR ทําหนาที่กระตุนการถอดรหัสของยีนกอความรุนแรงของโรคโดย
สรางโปรตีน ToxR ไปจับกับลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอที่ตําแหนง upstream ของ    
โปรโมเตอรของยีนกอความรุนแรงของโรค (Lin et al., 1993) กิจกรรมของโปรตีน ToxR ขึ้นกับ
โปรตีน ToxS และยีนที่เปนรหัสสําหรับโปรตีน ToxR และ ToxS อยูในโอเปอรอนเดียวกัน 
นอกจากน้ีโครงสรางและหนาที่ของโอเปอรอน toxRS ของ V. parahaemolyticus มีความ
คลายคลึงกับโอเปอรอน toxRS ของ V. cholerae และยีน toxR และ toxS ของ V. 
parahaemolyticus มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับยีน toxR และ toxS ของ V. cholerae 52% 
และ 62% ตามลําดับ ตอมาพบวา ยีน toxR และ toxS ที่พบใน V. parahaemolyticus ทํางาน
รวมกันในการกระตุนการแสดงออกของยีน tdh2 แตไมกระตุนการแสดงออกของยนี trh (Lin et 
al., 1993) นอกจากน้ีโปรตีน ToxR ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ AQ3815 (KP บวก) มี
ความสําคัญตอการสะสมของนํ้าในลําไสเล็กของกระตายที่เกิดจาก TDH จากการศึกษาการ
กระจายตวัของยีน toxRS ใน V. parahaemolyticus โดยวิธี DNA colony hybridization ดวยตัว
ตรวจจับยีน toxR และ toxS พบยีน toxRS ใน V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุที่แยกไดจาก
ผูปวยและสิ่งแวดลอม (Lin et al., 1993) และมีรายงานการพบยีน toxR ในเชื้อ V. 
alginolyticus, V. mimicus, V. fluvialis, G. hollisae, V. vulnificus, V. fischeri และเช้ือที่กอโรค
ในปลา ไดแก Photobacterium damselae subsp. damselae และ Photobacterium damselae 
subsp. piscicida (Osorio and Klose, 2000) ยีน toxR สามารถใชเปนเครื่องหมายโมเลกุล 
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(molecular marker) ที่มีความสําคัญในการแยก Vibrio สปชีสที่แตกตางกันได (Kim et al., 
1999; Franco and Hedreyda, 2006) 
 
7. Type III secretion systems (TTSS) 

Type III secretion systems (TTSS) เปนเครื่องมือทีท่ําหนาที่ในการขนสงโปรตีนซ่ึง
พบในแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรคทัง้ในพืชและสัตว (Cornelis and Wolf-Watz, 1997; Cornelis 
and Van Gijsegem, 2000; Cornelis, 2002) เช้ือกอโรคเหลานี้จะใช TTSS เพ่ือฉีด virulence 
factors เขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลเจาบานโดยตรง TTSS ถูกคนพบและมีการศึกษาครั้งแรก
ใน Yersinia spp. โดย TTSS ของ Yersinia เกิดจากการรวมตัวของโปรตีน Ysc (Yersinia 
secretion) และ Lcr (Low calcium response) ทําหนาที่ฉีด effector proteins ที่ชื่อวา YopS 
(Yersinia outer proteins) ผานเยื่อหุมเซลลช้ันใน (inner membrane) และเยื่อหุมเซลลชั้นนอก 
(outer membrane) ของแบคทีเรีย จากน้ันผานเยื่อหุมเซลลแลวเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลล
เจาบาน เม่ือเขาไปในเซลลเจาบานแลว effector proteins เหลาน้ี จะทําใหการทํางานของเซลล
เจาบานเกิดการเปล่ียนแปลง ซ่ึงทําใหเช้ีอมีความสามารถที่จะมีชีวิตรอดและมีการเพ่ิมจํานวน 
(Michiels et al., 1991) พบ TTSS ในแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิดที่กอโรคในสัตว ไดแก 
Salmonella spp., Shigella spp., enterohemorrhagic E. coli, P. aeruginosa,  Bordetella 
spp. และ Chlamydia spp. (Cornelis and Wolf-Watz, 1997; Cornelis and Van Gijsegem, 
2000; Cornelis, 2002) สวน TTSS ที่พบในแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรคในพืช ไดแก P. 
salanacearum, P. syringae, Erwinia spp. และ Xanthomonas spp. (Fenselau et al., 1992; 
Preston et al., 1995; Van Gijsegem et al., 1995; Bogdanove et al., 1996) นอกจากน้ีมี
รายงานการพบ TTSS ในแบคทีเรียที่อยูรวมกันกับพืช (Symbionts) ไดแก Rhizobium (Viprey 
et al., 1998) TTSS มีองคประกอบ 3 สวนคือ secretion apparatus, translocators และ 
effector proteins โดย secretion apparatus ทําหนาที่สราง injector complex อยูบริเวณพ้ืนผิว
ของแบคทีเรียแกรมลบ สวน translocators เปนโครงสรางที่มีลักษณะคลายเข็มฉีดยา ซ่ึงเม่ือ
แทรกเขาไปในเยื่อหุมเซลลของเซลลเจาบานแลวจะทําใหสามารถขนสง effector proteins ผาน
เยื่อหุมเซลลเขาไปในไซโตพลาสซึมหรือสวนประกอบของเซลลเจาบานได (Hueck, 1998) (รูป
ที่ 1.1) โดยทั่วไปแลวโปรตีนที่จําเปนตอการสราง secretion apparatus มีมากกวา 20 ชนิด 
(Cornelis and Van Gijsegem, 2000) ซึ่งสวนใหญจะอยูในเยื่อหุมเซลลช้ันใน โปรตีนเหลาน้ีมี
การอนุรักษสูงในแบคทีเรียกอโรคที่ใชระบบ TTSS ซ่ึงตรงขามกับ effector proteins ที่จะมี
ความแตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด (Troisfontaines and Cornelis, 2005) และ effector 
proteins จากแบคทีเรียที่แตกตางกันจะกอใหเกิดผลตอเซลลเจาบานแตกตางกัน สันนิษฐานได
วา แบคทีเรียที่กอโรคแตละชนิดจะมีการปรับ effector proteins ใหเหมาะสมตอการคงอยูใน
เซลลเจาบานที่จําเพาะ (Hueck, 1998) ยีนที่เปนองคประกอบของ TTSS จะอยูเปนกลุมใน 
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pathogenicity island หรืออยูบน virulence plasmid และการจัดเรียงตัวของยีนมักจะมีความ
แตกตางกันระหวางสปชีส (Winstanley and Hart, 2001) จากการศึกษาของ Mecsas และ 
Strauss (1996) พบวา ยีนหลายชนิดที่เปนองคประกอบของ TTSS มีความคลายคลึงกับยีนใน 
flagella export machinery ของแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก (Mecsas and Strauss, 
1996) 

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

(KP บวก) ที่แยกจากผูปวย ทําใหพบ TTSS จํานวน 2 กลุมเรียกวา TTSS1 และ TTSS2 โดย 
TTSS1 และ TTSS2 อยูบนโครโมโซม 1 และโครโมโซม 2 ตามลําดับ (Makino et al., 2003; 
Park et al., 2004) TTSS1 อยูที่ตําแหนง 1.77 ถึง 1.81 Mb จากจุด replication origin ซ่ึง
ภายในบริเวณน้ี พบ 30 open reading frames ที่มีความคลายคลึงกับกลุมยีนที่เกี่ยวของกับ 
TTSS ของแบคทีเรียแกรมลบอื่นๆ และยีนมีการเรียงตัวคลายคลึงกับ TTSS ที่พบใน Yersinia 
spp. ดังนั้นจึงมีการตั้งช่ือยีนแตละยีนใหคลายกับยีนของ Yersinia (รูปที่ 1.2) บางกลุมยีน 
TTSS1 ของ V.  parahaemolyticus มีความแตกตางจากกลุมยีน TTSS ของ Yersinia เชน การ
พบ hypothetical genes จํานวน 12 ยีน ใน TTSS1 ของ V. parahaemolyticus ซ่ึงอยูระหวาง
ยีน vscU1 และ vscL1 แตไมพบยีนเหลานี้ใน Yersinia spp. หรือสปชีสอื่น นอกจากน้ีการเรียง
ตัวของยีนจํานวน 13 ยีน (ยีน vscA1 ถึง vscL1 virG1 และ virF1) ที่พบใน TTSS1 ของ V.  
parahaemolyticus มีทิศทางของการถอดรหัสตรงขามกับยีนเหลาน้ีที่พบใน Yersinia spp. จาก
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การตรวจหา TTSS1 ใน V. parahaemolyticus สายพันธุตางๆ โดยใชตัวตรวจจับดีเอ็นเอ พบ 
TTSS1 ใน V. parahaemolyticus ที่แยกจากสิ่งแวดลอมและผูปวย และมีรายงานตรวจพบ 
TTSS1 ใน Vibrio สปชีสอื่นดวยคือ V. alginolyticus, V. harveyi และ V. tubiashii (Park et al., 
2004) เม่ือเปรียบเทียบปริมาณ G+C content ของ TTSS1 พบวาคลายคลึงกับคาเฉล่ียปริมาณ 
G+C content ของจีโนม แสดงใหเห็นวาเช้ือ V. parahaemolyticus ไมไดรับ TTSS1 มาจากที่
อื่นแตเปนระบบที่มีอยูแลวในจีโนม (Makino et al., 2003) 

 

 
 

รูปที่ 1.2 การเรียงตัวของกลุมยีน TTSS1 ของ V. parahaemolyticus (ตัวเลขที่อยูเหนือยีน 
TTSS1 ของ V. parahaemolyticus แสดงเปอรเซ็นตความคลายคลึงที่ระดบักรดอะมิโนซ่ึง
สอดคลองกับ TTSS ของ Yersinia) 
(ที่มา: Park et al., 2004) 
 

สําหรับ TTSS2 พบใน pathogenicity island (PAI) ขนาดประมาณ 80 kb ใน
โครโมโซม 2 ของ V. parahaemolyticus ซ่ึง PAI อยูที่ตําแหนง 1.38 ถึง 1.47 Mb จากจุด 
replication origin และมีคาเฉลี่ยปริมาณ G + C content เทากับ 39.8% ซ่ึงต่ํากวาคาเฉล่ีย
ปริมาณ G + C content ของจีโนม ดังน้ัน V. parahaemolyticus นาจะไดรับ PAI มาจากที่อื่น 
ในขณะเดียวกันพบยีน tdh ภายในบริเวณ PAI ดวย สวนภายในบริเวณกลุมยีน TTSS2 พบ 
hypothetical genes และบริเวณใกลเคียงพบ virulence gene และ effector gene ที่คลายคลึง
กับโปรตีน YopJ ของ Y. enterocolitica (36%), cytotoxic necrotizing factor ของ E. coli 
(38%), exoenzyme T ของ Pseudomonas (45%) และ OspB ของ Shigella (24%) จากการ
ตรวจหา TTSS2 ใน V. parahaemolyticus สายพันธุตางๆ โดยใชตัวตรวจจับดีเอ็นเอ พบ 
TTSS2 ใน V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน tdh เทาน้ัน ดังน้ัน การที่ V. 
parahaemolyticus มี TTSS2 อาจมีความเก่ียวของกับการทําใหเกิดโรคในคน (Makino et al., 
2003)  
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Park และคณะ (2004) ไดศึกษาหนาทีข่อง TTSS ของเช้ือ V. parahaemolyticus ทั้ง
สองกลุมในเซลลพวกยูคาริโอต โดยศึกษา V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 
mutant strain ที่ไดตัดยีนที่เปนองคประกอบของ TTSS ออกแลวศึกษาความเปนพิษ 
(cytotoxicity) ตอเซลล HeLa พบวา เซลล HeLa ที่ถูกทําใหติดเชื้อดวย parent strain และ 
TTSS2 mutant strain (ไมมียีน TTSS2) มีลักษณะรูปรางกลม นิวเคลียส และไซโตพลาสซึมหด
ตัว ในขณะที่เซลล HeLa ที่ถูกทําใหติดเชื้อดวย TTSS1 mutant strain (ไมมียีน TTSS1) มี
ลักษณะรูปรางเปล่ียนแปลงเล็กนอยเชนเดียวกับเซลล HeLa ที่ไมไดถูกทําใหติดเช้ือ 
(uninfected cell) ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองที่ไดจากการวิเคราะหเอนไซม lactate 
dehydrogenase (LDH) ที่หล่ังออกจากเซลล ดังน้ันจึงสรุปวา TTSS1 เก่ียวของกับการทําให
เกิดความเปนพิษตอเซลล HeLa (Park et al., 2004) นอกจากน้ีมีรายงาน TTSS1 ของ V. 
parahaemolyticus เก่ียวของกับการตายแบบ apoptosis ของเซลล HCT116 (human colon 
cancer cell line) โดยพบวาดีเอ็นเอของเซลล HCT116 ที่ถูกทําใหติดเช้ือดวย TTSS1 mutant 
strain เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ไมมีความผิดปกติและเหมือนกับเซลล HCT116 ที่ไมไดถูกทําใหติด
เช้ือ ดังน้ัน TTSS1 จึงมีบทบาทในการกระตุนการตายแบบ apoptosis ในเซลล HCT116 โดย
ทําใหดีเอ็นเอเกิดการแตกสลาย (DNA fragmentation) สําหรับกลไกที ่TTSS1 กระตุนการตาย
แบบ apoptosis นั้นยังไมทราบแนชัด (Bhattacharjee et al., 2005)  

การศึกษาบทบาทหนาที่ของ TTSS2 ของเชื้อ V. parahaemolyticus มีผูทําการศึกษา
ความเปนพิษในลําไสเล็ก (enterotoxicity) ของกระตาย โดยใชสายพันธุ parent strain และ 
mutant strain พบวา ปริมาณของเหลวที่สะสมในลําไสของกระตายที่ถูกทําใหติดเช้ือดวย 
parent strain และ TTSS1 mutant strain ไมมีความแตกตางกัน ในขณะที่ปริมาณของเหลวที่
สะสมในลําไสกระตายที่ถูกทําใหติดเชื้อดวย TTSS2 mutant strain มีปริมาณเล็กนอย
เชนเดียวกับ negative control  ดังนั้นจึงสรุปวา TTSS2 มีบทบาทเก่ียวของกับการทําใหเกิด
การสะสมของของเหลวในลําไสเล็กของกระตาย (Park et al., 2004)  

การศึกษาโปรตีนที่ถูกขนสงผานระบบ TTSS1 ของเช้ือ V. parahaemolyticus โดยใช
เทคนิค two dimensional gel electrophoresis ทําใหพบ effector proteins ที่ถูกขนสงผาน
ระบบ TTSS1 จํานวน 4 ชนิด ไดแก VP1686, VP1680, VP1683 และ VPA450 ซ่ึง effector 
proteins เหลาน้ีมีความแตกตางจาก effector proteins ที่พบในระบบ TTSS1 ของแบคทีเรีย
อื่นๆ นอกจากน้ีพบวา VP1680 มีบทบาทหลักในการทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล HeLa 
(Ono et al., 2006) จากรายงานของ Bhattacharjee และคณะ (2006) ซ่ึงทําการศึกษาเก่ียวกับ
การขนสงโปรตีนผานระบบ TTSS1 และการฉีด effector protein VP1686 ของเช้ือ V. 
parahaemolyticus เขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลแมคโครเฟจ (macrophage) พบวา VP1686 
และ TTSS1 กระตุนเซลลแมคโครเฟจใหเกิดการตายแบบ apoptosis โดยไมขึ้นกับ Toll-like 
receptor (TLR) signaling ทั้งน้ีเนื่องจาก VP1686 ไปทําปฏิกิริยากับ NF-kB (transcription 
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factor nuclear factor kB ซ่ึง NF-kB เปนสารตัวกลางที่สําคัญของ Toll-like receptor (TLR) 
signaling ซ่ึงทําหนาที่ควบคุมการสราง cytokines adhesion mulecules และ anti-apoptosis 
factors อื่นๆ เพ่ือทําใหเซลลมีการอยูรอดดวยการปองกันการตายของเซลล) ทําให NF-kB ไม
สามารถจับกับดีเอ็นเอ (DNA binding activity) สงผลใหดีเอ็นเอของเซลลเกิดการแตกสลายและ
แมคโครเฟจเกิดการตายแบบ apoptosis มากขึ้น ดังน้ัน VP1686 อาจเปนปจจัยหลักในการ
กระตุนใหแมคโครเฟจเกิดการตายแบบ apoptosis (Bhattacharjee et al., 2006) ตอมามี
การศึกษาผลของ norepinephrine (NE) ซ่ึงเปนสารที่ทําหนาที่ควบคุมการทํางานของลําไส ตอ
การทําใหเกิดโรคของ V. parahaemolyticus โดยศึกษาความเปนพิษตอเซลล Caco-2 และ
ความเปนพิษในลําไสเล็กของหนู พบวา NE กระตุนความเปนพิษ (cytotoxic activity) ของเช้ือ 
V. parahaemolyticus ตอเซลล Caco-2 โดย NE ไปเพ่ิมการถอดรหัสของยีนที่เกี่ยวของกับ 
TTSS1 รวมทั้งยีน vscQ และ vscU สงผลใหไปเพ่ิมความเปนพิษ จากผลการทดลองแสดงให
เห็นวา NE ควบคุมความเปนพิษของ V. parahaemolyticus สําหรับการทดสอบความเปนพิษใน
ลําไส พบวา NE กระตุนความเปนพิษของ V. parahaemolyticus ในลําไสเล็กของหนู โดย NE 
ทําปฏิกิริยากับ α1-adrenergic receptor ที่อยูบนเซลลเยื่อบุผิวของลําไสเล็ก (intestinal 
epithelial cell) สงผลใหความเปนพิษในลําไสของหนูเพ่ิมขึ้น (Nakano et al., 2007) 
 จากรายงานของ Kodama และคณะ (2007) ซ่ึงไดบงช้ีและศึกษาลักษณะของ effector 
proteins ที่เกี่ยวของกับ TTSS2 ของ V. parahaemolyticus ไดแก VopP (VPA1346), VopC 
(VPA1321) และ VopT (VPA1327) โดย VopP มีความคลายคลึงกับ YopP ของ Y. 
enterocolitica และ YopJ ของ Y. pestis (36%), VopC คลายคลึงกับ cytotoxic necrotizing 
factor (CNF) ของ E. coli (38%) และ VopT คลายคลึงกับ ADP-ribosylating toxin 2 ชนิดคือ 
ExoT (45%) และ ExoS (44%) ซ่ึงโปรตีนทั้งสองชนิดเปน effector proteins ที่ถูกขนสงผาน 
TTSS ของ P. aeruginosa โดยทําการศึกษาความเปนพิษตอเซลลตางๆ ไดแก เซลล HeLa, 
เซลลJ774, เซลล T84, เซลล HT-29, เซลล Caco-2 และเซลล HCT-8 พบวา TTSS2 กระตุน
เซลล Caco-2 และ HCT-8 ใหเกิดความเปนพิษ โดยยีน vopT เปนยีนหน่ึงที่ทําใหเกิดความเปน
พิษ VopT ไมเพียงแตถูกขนสงผานระบบ TTSS2 แตยังถูกฉีดเขาไปในไซโตพลาสซึมของเซลล
เจาบานดวย นอกจากน้ีพบวา VopT เปน ADP-ribosyltransferase (ADPRT) ชนิดใหม 
เน่ืองจากมีกิจกรรมของ ADP-ribosyltation activity ในโปรตีน Ras ซ่ึงเปนโปรตีนที่มีมวล
โมเลกุลต่ํา (low molecular weight G proteins) ดังน้ันจึงบงช้ีไดวา VopT เปน ADPRT ชนิด
ใหมที่ขนสงผานระบบ TTSS ของ V. parahaemolyticus อยางไรก็ตาม การที ่VopT มีผลทําให
เซลลเปนพิษโดยไปทําลาย Ras signaling หรือไมน้ันยังไมเปนที่ทราบแนชัด (Kodama et al., 
2007)  
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8. การเกาะติด (Adherence) 
 ความสามารถในการทําใหเกิดการติดเชือ้ในพ้ืนผิวของเยื่อบุผิว (epithelial surface) 
ของลําไส ทอทางเดินหายใจ และทอทางเดินปสสาวะเก่ียวของกับการเกาะติดของเซลล
แบคทีเรียหลายๆ ชนิดกับเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม โดยเร่ิมจากการเกาะติด เพ่ิมจํานวน
และสราง virulence factors บนเซลลเยื่อบุผิว (epithelial) ของลําไส การเกาะติดของเช้ือ
แบคทีเรียสวนใหญกับเซลลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเกิดจากฟมเบรีย (fimbria), พิไล (pili) หรือ
แฟลกเจลลา (Duguid and Gillies, 1957)  
 จุลินทรียกอโรคจะมีการพัฒนากลไกการเกาะติดกับเน้ือเยื่อของเซลลเจาบาน และอาจมี
ความสามารถตอตาน หรือเอาชนะกลไกการปองกันของเซลลเจาบานที่บริเวณพ้ืนผิว การ
เกาะติดของแบคทีเรียกับเซลลเจาบาน จําเปนตองอาศัย 2 ปจจัย ไดแก ตัวรับ (receptor) และ 
ligand โดยตัวรับเปนโมเลกุลของคารโบไฮเดรตหรือโปรตีนที่จําเพาะซ่ึงอยูบนพ้ืนผิวของเซลล
เจาบาน สวน ligand ของแบคทีเรีย เรียกวา adhesin เปนสารโมเลกุลใหญที่เปนองคประกอบ
บนพ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรีย ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับตัวรับของเซลลเจาบานอยางจําเพาะเจาะจง 
การเกาะติดอยางจําเพาะของแบคทีเรียกับเซลลเจาบาน มีปจจัยที่สําคัญไดแก (1) Tissue 
tropism โดยแบคทีเรียจะมีความจําเพาะตอเนื้อเยื่อแตละชนิด เชน S. mutans พบมากในแผน
คราบฟนและไมพบบนพ้ืนผิวของเยื่อบุผิวลิ้น (2) Species specificity แบคทีเรียกอโรคแตละ
ชนิดจะกอโรคในสัตวบางชนิดเทาน้ัน เชน N. gonorrhoeae และ B. pertussis กอโรคไดในคน
เทานั้น (3) Genetic specificity โดยเซลลเจาบานสปชีสเดียวกันอาจมีความแตกตางทาง
พันธุกรรมที่เปนภูมิคุมกันตอเชื้อกอโรค เชน หมูบางชนิดไมไวตอการติดเช้ือโดย E. coli สาย
พันธุ K-88 (Todar, 2008) 
 กลไกการเกาะติดกับเซลลเจาบานมี 2 ขั้นตอน คือ (1) การเกาะติดแบบไมจําเพาะ เปน
การเกาะติดช่ัวคราวของแบคทีเรียกับเซลลเจาบาน ซ่ึงเก่ียวของกับแรงดึงดูดที่ไมจําเพาะและทํา
ใหแบคทีเรียเขาใกลกับพ้ืนผิวของเซลลเจาบาน (2) การเกาะติดแบบจําเพาะ เปนการเกาะติด
อยางถาวรของแบคทีเรียกับพ้ืนผิว และมักเกิดขึ้นหลังจากการเกาะติดชั่วคราว โดยรูปแบบของ
การเกาะติดเก่ียวของกับพันธะที่จําเพาะในโมเลกุลที่เขาคูกันบนพ้ืนผิวเซลลแตละชนิด การจับ
เขาคูกันระหวางตัวรับ และ adhesin ตองจําเพาะและมีความพอด ี(Todar, 2008) (รูปที่ 1.3) 
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รูปที่ 1.3 การเกาะติดแบบจําเพาะซ่ึงเกี่ยวของกับปฏิกิริยาทางเคมีระหวางเซลลเจาบานและ
พ้ืนผิวของแบคทีเรีย 
(ที่มา: Todar, 2008) 
 

จากการศึกษาคุณสมบัติการเกาะติดของ V. parahaemolyticus กับ human fetal 
intestinal (HFI) cells พบวา องคประกอบที่แตกตางของแคปซูลของเช้ือแบคทีเรีย ทําใหเกิด
ประจุลบที่พ้ืนผิวไดแตกตางกัน ซ่ึงอาจสงเสริมใหระดับการเกาะติดมีความแตกตางกันใน
แบคทีเรียสายพันธุที่แตกตางกันในสปชีสเดียวกัน (Carruthers and Anderson, 1979) จาก
การศึกษาของ Belas และ Colwell (1982) พบวา แฟลกเจลลารอบเซลลของเชื้อ V. 
parahaemolyticus มีความเก่ียวของกับการดูดซับกับพื้นผิวของไคติน โดยแฟลกเจลลารอบ
เซลล ทําหนาที่เปนสะพานเชื่อมแบคทีเรียกับพ้ืนผิวของไคติน (Belas and Colwell, 1982) 
ตอมามีรายงานจาก Nakasone และ Iwanaga (1990) ซึ่งไดทดสอบการเกาะติดของพิไลที่ทํา
ใหบริสุทธิ ์ (purified pili) กับลําไสเล็กของกระตาย พบวา พิไลที่ทําใหบริสุทธิท์ี่แยกจากสาย
พันธุ KP บวก สามารถเกาะติดกับลําไส แตเมื่อบมลําไสดวยพิไลที่ทําใหบริสทุธิก์อนที่จะไป
ทดสอบการเกาะติดกับเช้ือ ผลปรากฏวา ไมมีการเกาะติดของเช้ือกับลําไสเน่ืองจากพิไลที่ทําให
บริสุทธิไ์ปจับกับตัวรับบนลําไสของกระตาย ทําใหเช้ือไมสามารถจับกับตัวรับได ผลการทดลอง
บงชี้วา พิไลของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่ทดสอบมีบทบาทสําคัญในการเกาะติด 
(Nakasone and Iwanaga, 1990) Nagayama และคณะ (1995) ไดรายงานความสัมพันธดาน
บวกระหวาง mannose-sensitive hemagglutination (MSHA) ซ่ึงอยูบริเวณพ้ืนผิวของเซลล
แบคทีเรียกับการเกาะติดของ V. parahaemolyticus กับ rabbit enterocytes โดยทําการศึกษา 
cell-associated hemagglutinin (cHA) ของ V. parahaemolyticus จํานวน 35 สายพันธุ (30 
สายพันธุแยกจากผูปวยและ 5 สายพันธุแยกจากสิ่งแวดลอม) แลวนํามาทดสอบความสามารถ
ในการเกาะติดกับ enterocyte ผลการทดลองพบวา MSHA ของเช้ือที่แยกจากผูปวยจํานวน 24 
สายพันธุ สามารถเกาะติดกับ rabbit enterocyte ไดมากกวา mannose-resistant 
hemagglutination (MRHA)  ของเชื้อที่แยกจากผูปวยจํานวน 6 สายพันธุ และเช้ือที่แยกจาก
สิ่งแวดลอมอยางมีนัยสําคัญ นอกจากน้ีเม่ือบม rabbit enterocyte กับ cHA ที่ทําใหบริสุทธิ์ 
(purified cHA) กอนนําไปทดสอบการเกาะติดกับเชื้อ พบวา ไมมีการเกาะติดของเช้ือเน่ืองจาก 
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cHA ที่ทําใหบริสุทธิไ์ปยับยั้งการเกาะติดของเช้ือ แสดงวา cHA สามารถเกาะติดกับ rabbit 
enterocyte ไดโดยตรง จากผลการทดลองบงช้ีไดวา cHA เก่ียวของกับกลไกการเกาะติดของ V. 
parahaemolyticus กับ rabbit enterocyte (Nagayama et al., 1995) นอกจากน้ี Hsieh และ
คณะ (2003) ไดศึกษา capsular polysaccharides (CPS) จาก V. parahaemolyticus พบวา 
เช้ือที่มีลักษณะโคโลนีโปรงแสง (translucent) ซึ่งมี CPS นอย สามารถเกาะติดกับ human 
intestinal cell line (Int-407) ไดนอยกวาเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีทึบแสง (opaque) 10 เทา และ
เม่ือบมเช้ือในอาหารที่เติมนํ้าด ี(bile) ระดับของ CPS และการเกาะติดเพ่ิมขึ้น  นอกจากน้ันการ
บมเช้ือกับ anti-CPS serum กอนนําไปทดสอบการเกาะติด พบวา ระดับการเกาะติดของเช้ือ
ลดลง ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา CPS มีบทบาทสําคัญในการเกาะติดของ V. 
parahaemolyticus กับเซลลเปาหมาย (Hsieh et al., 2003) 
 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเกาะติดของเช้ือกับการสราง hemolysin รายงาน
โดย Carruthers (1977) เม่ือใช microscopic assay พบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ  
KP บวก สามารถเกาะติดกับเซลล HeLa และเซลล HFI ไดดีกวา V. parahaemolyticus สาย
พันธุ KP ลบ โดยการเกาะติดเก่ียวของกับปฏิกิริยาระหวางพ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรียกับเซลล
เยื่อบุผิวและคารโบไฮเดรตที่อยูบนเยื่อหุมเซลลชั้นนอกในผนังเซลลของแบคทีเรีย นอกจากนี้ยัง
พบวา ความรอน แอลกอฮอล และ potassium metaperiodate เปนปจจัยที่ไปลดการเกาะติด
ของ V. parahaemolyticus (Carruthers, 1977) นํ้าตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายชนิดและ lectin 
สามารถยับยั้งการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียกับเซลล HFI ทั้งน้ีเปนเพราะสารเหลาน้ีไปทําลาย
ประจุที่พ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรีย ซึ่งประจุที่พ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรียเปนปจจัยสําคัญในการ
เกาะติดของ V. parahaemolyticus และสงผลไปยับยั้งการเกาะติดกับเซลลเจาบาน (Carruthers 
and Anderson, 1979) อยางไรก็ตาม จากการทดลองของ Gingras และ Howard (1980) โดย
การใชกลองจุลทรรศนและ radioassay พบวา การเกาะติดของ V. parahaemolyticus สายพันธุ  
KP บวก และสายพันธุ  KP ลบ กับเซลล Int-407 และ human intestine cell line 11000 ไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ทั้งน้ีอาจเปนเพราะสายพันธุของเช้ือที่ใชทดสอบมีความ
แตกตางจากการทดลองของ Carruthers ดังน้ันการเลือกสายพันธุที่ใชในการทดลองจึงเปน
ปจจัยสําคัญในการเปรียบเทียบการเกาะติด (Gingras and Howard, 1980) จากการศึกษาการ
เกาะติดของ V. parahaemolyticus กับเซลล HFI โดย Hackney และ คณะ (1980) พบวาเช้ือ 
V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุที่ทดสอบ (ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม) สามารถ
เกาะติดกับเซลล HFI ไดแตกตางกัน โดย V. parahaemolyticus สายพันธุ KP บวก (ที่แยกได
จากผูปวยและสิ่งแวดลอม) และสายพันธุ KP ลบ ที่แยกจากผูปวยสามารถเกาะติดกับเซลล HFI 
ไดดี สวนสายพันธุ KP ลบ ที่แยกจากสิ่งแวดลอมเกาะติดกับเซลล HFI ต่ํา ดังนั้นจึงสรุปไดวา 
ระดับการเกาะติดของ V. parahaemolyticus เก่ียวของกับความสามารถของเชื้อในการทําใหเกิด
อาหารเปนพิษมากกวาปฏิกิริยา Kanagawa reaction นอกจากน้ีระดับของการเกาะติดยัง
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เก่ียวของกับแหลงที่มาของเชื้อ ระยะเวลาที่เช้ือสัมผัสกับเซลล HFI องคประกอบของอาหารที่ใช
เล้ียงเชื้อ และอายุของเช้ือ ซ่ึงการใชเชื้อที่อยูในระยะ late log phase จะทําใหการเกาะติดดีกวา
เช้ือที่อยูในระยะ late stationary phase  การเติม ferric ion ในอาหารเลี้ยงเช้ือมีผลไปเพ่ิมการ
เกาะติดของ V. parahaemolyticus ในสายพันธุที่มีความรุนแรง ทั้งน้ีเนื่องจาก ferric ion อาจไป
ลดประจุลบที่พ้ืนผิวของเช้ือและลดการผลักกันระหวางประจุลบของแบคทีเรียและเซลลเยื่อบุผิว 
สวน cation อื่นๆ ทีช่วยในการเกาะติดไดแก แคลเซียม นอกจากน้ียังพบวาซีโรทัยปไมมีผลตอ
ความสามารถในการเกาะติด (Hackney et al., 1980) ปจจัยอื่นๆ ที่สงเสริมใหมีการเกาะติด 
ไดแก การเล้ียง V. parahaemolyticus ในอาหารทีมี่นํ้าดหีรือ deoxycholate มีผลทําใหระดับ
การเกาะติดกับเซลลเยื่อบุผิว ขนาดของแคปซูลและการสราง uronic acid เพ่ิมขึ้น ซึ่ง uronic 
acid เปนองคประกอบของแคปซูล การที่เช้ือสรางกรดชนิดนี้ทําใหเช้ือแบคทีเรียสามารถ
รวมกลุมและเกาะติดกับเซลลของลําไสเล็กได ดังน้ันจึงเปนไปไดวา แคปซูลอาจเก่ียวของกับ
ความสามารถในการเกาะติดและการทําใหเกิดโรคของ V. parahaemolyticus (Pace et 
al.,1997) จากการศึกษาของ Baffone และคณะ (2000) ซึ่งกลาวถึงความสัมพันธระหวางการ
เกาะติดกับความเปนพิษของเซลลวา ความเปนพิษของเซลลที่เกิดจากเชื้อบางสายพันธุอาจจะ
เก่ียวของกับการเกาะติดทีแ่นนกับเซลลเยื่อบุผิว เพราะความเปนพิษเปล่ียนโครงสรางของเซลล
เยื่อบุผิวของเซลลเจาบาน ทําใหงายตอการเกาะติดของแบคทีเรีย และเมื่อเชื้อเกาะติดไดมาก
ขึ้นก็สงผลใหเกิดความเปนพิษมากขึ้น (Baffone et al., 2000) นอกจากน้ีมีรายงานโดย Yeung 
และคณะ (2002) ที่ทําการศึกษาถึงกลไกที่เปนไปไดที่เก่ียวของกบัความรุนแรงที่เพ่ิมขึ้นของ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ O3:K6 โดยทดสอบการเกาะติดของเช้ือกับเซลล HeLa พบวา 
สายพันธุในกลุม O3:K6 มีระดับการเกาะติดกับเซลล HeLa สูงกวาสายพันธุ non-O3:K6 อยาง
มีนัยสําคัญ ดังนั้นซีโรทัยปจึงมีผลตอความสามารถในการเกาะติดและการทําใหเกิดโรคของเช้ือ
สายพันธุ O3:K6 ที่ระบาดเม่ือไมนานน้ี ทั้งน้ีอาจเปนเพราะเช้ือสามารถเกาะติดไดมากขึ้นเม่ือ
เปรียบเทียบกับสายพันธุอื่น (Yeung et al., 2002)  
 
9. การสรางไบโอฟลม (Biofilm) 

จุลินทรียที่อาศัยอยูในสิ่งแวดลอมตามธรรมชาต ิสวนใหญอยูรอดโดยการรวมตัวกันเปน
โครงสรางที่เรียกวา ไบโอฟลม (Costerton et al., 1995) เดิมไบโอฟลม หมายถึง กลุมของ
เช้ือจุลินทรียที่เกาะติดกับพ้ืนผิวในสิ่งแวดลอมที่แตกตางกัน แตในความหมายใหม ไบโอฟลม
หมายถึง กลุมของจุลินทรียที่มีการเกาะติด ซ่ึงเซลลมีลักษณะเกาะติดกับ substrate หรือพ้ืนผิว
อื่นๆ และหอมลอมดวยสาร extracellular polysaccharide (EPS) ที่เช้ือสรางขึ้นมา และ
เก่ียวของกับอัตราการเจริญเติบโตและการถอดรหัสของยีน (Donlan and Costerton, 2002)  
ไบโอฟลมอาจประกอบดวยจุลินทรียเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิด และสามารถรวมตัวกันบน
พ้ืนผิวที่มีชีวติ (biotic surface) และไมมีชีวิต (abiotic surface) แมวาไบโอฟลมที่เกิดจากการ
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รวมตัวกันของจุลินทรียหลายชนิดจะมีความโดดเดนในสิ่งแวดลอมสวนใหญ แตไบโอฟลมที่เกิด
จากจุลินทรียชนิดเดียวจะมีความเก่ียวของกับการติดเช้ือ และปรากฏอยูบนพ้ืนผิวของอุปกรณ
ทางการแพทย เชน สายสวนปสสาวะ ดังน้ันการวิจัยในปจจุบัน จึงใหความสนใจไบโอฟลมที่เกิด
จากสิ่งมีชีวิตสปชีสเดียว เชื้อแบคทีเรียแกรมลบที่สรางไบโอฟลมและมีการศึกษาอยางมาก คือ 
P. aeruginosa นอกจากน้ี ยังมีการศึกษาในเช้ือ P. fluorescens, E. coli และ V. cholerae สวน
เช้ือแบคทีเรียแกรมบวกที่สรางไบโอฟลมและมีรายงานการศึกษา ไดแก S. aureus และ 
enterococci การสรางไบโอฟลมอาจชวยทําใหแบคทีเรียไดรับประโยชนในดานการปรับตัวตอ
สิ่งแวดลอม ดังน้ัน ไบโอฟลมจึงมีความสําคัญตอความอยูรอดของแบคทีเรีย (Kimberly, 2004)   
การสรางไบโอฟลมในแบคทีเรียแกรมลบเกิดขึ้นโดยมีขั้นตอนที่ตอเน่ืองคือ เซลลที่ลองลอยอยาง
อิสระเร่ิมตนเกาะติดกับพ้ืนผิว ตอมามีการเพ่ิมจํานวนของเซลลและเกิดการสะสมเปนกลุมเซลล
หลายๆ ชั้น ขั้นตอนสุดทายคือการสรางเปนชุมชนแบคทีเรียที่ลอมรอบดวย EPS ที่เช้ือเหลาน้ัน
สรางขึ้นมา และเม่ือโครงสรางมีการพัฒนา แบคทีเรียบางเซลลจะถูกปลอย ทําใหไบโอฟลมแพร
ออกไป (รูปที่ 1.4) (Lasa, 2006) เซลลแบคทีเรียที่อยูภายใน microcolonies ของไบโอฟลมยึด
เหน่ียวรวมกันโดยสารที่มีลักษณะเปนเมือก เรียกวา EPS โครงสรางทางเคมีของ EPS 
ประกอบดวย polysaccharide, กรดนิวคลิอิกและโปรตีน (Sutherland, 2001) ในแบคทีเรียที่ม ี 
สปชีสตางกัน สวนประกอบของ EPS จะมีความซับซอนและหลากหลาย หรือแมแตแบคทีเรีย 
สปชีสเดียวกันอยูในสภาวะแวดลอมที่ตางกันสวนประกอบของ EPS จะมีความแตกตางกัน 
EPS เปนสารประกอบที่มีความสําคัญของ biofilm matrix โดยเปนสารที่เขาไปแทรกอยูใน
โครงสรางของเซลลจุลินทรีย จากการศึกษาเก่ียวกับ EPS พบ cellulose และ β-1,6-linked N-
acetylglucosamine เปนองคประกอบสวนใหญของ biofilm matrix ที่พบในเช้ือแบคทีเรียหลาย
ชนิดที่แตกตางกัน (Lasa, 2006) EPS มีบทบาทสําคัญในการสรางไบโอฟลม เชน  alginate ซ่ึง
เปน polysaccharide polymer ที่สรางโดย P. aeruginosa สายพันธุที่มีลักษณะเปนเมือก (wild 
type) มีบทบาทสําคัญในโครงสรางของไบโอฟลม โดยพบวา โครงสรางของ microcolonies ใน 
ไบโอฟลมทีเ่กิดจาก mucoid mutant strain ถูกยับยั้งและมีลักษณะแตกตางจากสายพันธุ wild 
type (Nivens et al., 2001) ปจจัยอื่นๆ ที่เก่ียวของกับการพัฒนาไบโอฟลม ยังรวมถึงกลุมของ
โปรตีนที่ประกอบดวย GGDEF/EAL domain ซ่ึงเปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับการสราง EPS ใน  
ไบโอฟลม และกลุมของโปรตีนที่พ้ืนผิวซ่ึงมีความคลายคลึงกับ biofilm associated protein 
(Bap) ที่พบในเช้ือ S. aureus (Lasa, 2006) 
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รูปที่ 1.4 ขั้นตอนการพัฒนาไบโอฟลม ประกอบดวย 5 ขั้นตอน คือ (1) การเริ่มตนเกาะติดกับ
พ้ืนผิว (2) การสรางสาร EPS (3) การพัฒนาโครงสรางไบโอฟลมระยะแรก (4) การมี
โครงสรางไบโอฟลมที่สมบูรณ (5) การกระจายตัวของเซลลแบคทีเรียจากไบโอฟลม 
(ที่มา: Lasa, 2006) 
 

การศึกษาการสรางไบโอฟลมในเช้ือ V. parahaemolyticus มีการศึกษานอย แตมี
รายงานจาก Lawrence และคณะ (1991) ซ่ึงศึกษาโครงสรางไบโอฟลมของเช้ือ P. aeruginosa, 
P. fluorescence และ V. parahaemolyticus โดยใช Scanning confocal laser microscopy 
(SCLM) พบวา ไบโอฟลมของเชื้อ Pseudomonas ทั้งสองสปชีสมีความหนาแนนของเซลลมาก
ที่สุดที่บริเวณพ้ืนผิวที่เกาะติด ซ่ึงตรงขามกับไบโอฟลมของ V. parahaemolyticus ที่พบความ
หนาแนนของเซลลมากที่สุดที่บริเวณภายนอกของไบโอฟลม และมีชองวางขนาดใหญอยูภายใน 
ซ่ึงอาจทําหนาที่ในการเก็บรักษากาซ และแลกเปล่ียนสารอาหารที่บริเวณช้ันลางของไบโอฟลม 
(Lawrence et al., 1991) ตอมาป ค.ศ. 2005 มีรายงานการศึกษาการพัฒนาไบโอฟลมของเช้ือ 
V. parahaemolyticus ที่มีโคโลนีลักษณะทึบแสงและโปรงแสง ผลการทดลองพบวา เซลลที่มี
โคโลนีทั้งสองแบบมีการสรางไบโอฟลมที่มีความคงตัว แตมีความแตกตางกันที่เกี่ยวของกับ
รูปแบบการเกาะติดและการหลุดออกจาก polystyrene การสราง pellicle และความคงตัวที่
พ้ืนผิวระหวางของแข็งกับของเหลว (Enos-Berlage et al., 2005) ปจจัยหน่ึงที่สงเสริมให
ลักษณะโคโลนีมีความแตกตางกันคือ EPS โดยโคโลนีทึบแสงจะสราง EPS ไดมากกวาโคโลนี
โปรงแสงอยางนอย 10 เทา (Enos-Berlage and McCarter, 2000) การศึกษายีนที่จําเปน
สําหรับลักษณะทึบแสงและยีนทีเ่ก่ียวของกับการสราง capsular polysaccharide (CPSA) โดย
วิธี transposon mutagenesis พบยีนที่เกี่ยวของทั้งหมด 11 ยีน (Guvener and McCarter, 
2003) ความหลากหลายของยีนที่เกี่ยวกับไบโอฟลมที่พบในเช้ือ V. parahaemolyticus แสดงให
เห็นวา เช้ือชนิดน้ีมีหลายปจจัยที่เก่ียวของกับการเกาะติดของเซลล นอกจากน้ียังพบวา mutant 
ที่มีความบกพรองในการสราง CPSA ไมสามารถเกาะติดหรือสราง pellicle ตลอดจนไมสามารถ
สรางไบโอฟลมได ดังน้ัน CPSA จึงมีบทบาทสําคัญในการสรางไบโอฟลมของเชื้อ V. 
parahaemolyticus (Enos-Berlage et al., 2005) 
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การสรางไบโอฟลมจะเริ่มตนเม่ือแบคทเีรียไดรับสัญญาณจากสิ่งแวดลอม ซ่ึงเปนสิ่ง
กระตุนใหการดํารงชีวิตเกิดการเปล่ียนแปลงจากการลองลอยเปนอิสระมาอยูบนพ้ืนผิว สัญญาณ
จากสิ่งแวดลอมเหลาน้ีจะมีความแตกตางในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด เชน P. aeruginosa และ P. 
fluorescens จะสรางไบโอฟลมภายใตสภาวะที่สงเสริมใหเชื้อมีการเจริญเติบโต (O’ Toole and 
Kolter, 1998b) ในขณะที่เช้ือ E. coli O157:H7 สรางไบโอฟลมในสภาวะที่มีสารอาหารต่ํา
เทานั้น (Denwanti and Wong, 1995) นอกจากนั้นสภาพแวดลอมอื่นๆ ที่มีอิทธิพลตอการ
สรางไบโอฟลม ยังรวมถึงอุณหภูมิ ความดันออสโมติก ความเปนกรด-ดาง ความสามารถในการ
ใชธาตุเหล็ก และ oxygen tension (Nyvad and Kilian, 1990; Fletcher, 1996; O’ Toole and 
Kolter, 1998b; O’ Toole and Kolter, 1998a; Pratt and Kolter, 1998) จากการศึกษาของ 
Davey และ O’ Toole (2000) พบวา การสรางไบโอฟลมมีประโยชนเมื่อเปรียบเทียบกับการ
ลองลอยอยูอยางอิสระ คือ (1) ปองกันแบคทีเรียจากสิ่งแวดลอม โดย EPS สามารถปองกัน
แบคทีเรียจากสภาวะแวดลอมทีก่ดดัน เชน รังส,ี แสงอุลตราไวโอเลต, pH, osmotic shock และ
ความแหงแลง (Flemming, 1993) EPS อาจมีประสิทธิภาพในการปองกันสารที่มีฤทธิ์ทําลาย   
จุลินทรียโดยทําหนาที่แลกเปล่ียนไอออน (ion exchanger) จํากัดการแพรของสารจาก
สิ่งแวดลอมรอบๆ เขาไปในไบโอฟลม (Gilbert et al., 1997) (2) ทําใหการแลกเปล่ียน
สารอาหารและสารเมแทบอไลท (metabolite) ในไบโอฟลมเกิดขึ้นอยางมีประสิทธิภาพ โดย
แบคทีเรียสามารถนําสารอาหารไปใชไดมากขึ้นเชนเดียวกับการกําจัดสารเมแทบอไลทที่เปนพิษ 
(Costerton et al., 1995) และ (3) ทําใหไดรับลักษณะพันธุกรรมใหมๆ ที่มีลักษณะเดน (Davey 
and O’ Toole, 2000) 
 การพัฒนาไบโอฟลมเกิดขึ้นโดยกลไกหลายกลไก กลไกแรกเกิดจากเซลลที่เกาะติดมี
การกระจายตัวโดยเคลื่อนที่ไปตามพ้ืนผิว เชน การเคลื่อนที่โดยแฟลกเจลลาและ type IV pili 
ของเช้ือ P. aeruginosa มีบทบาทสําคัญในการรวมตัวบนพ้ืนผิว (O’ Toole and Kolter, 1998a) 
นอกจากน้ีแฟลกเจลลา, type I pili และ curli fimbriae (fimbriae ที่ประกอบดวย amyloid fiber) 
ในเช้ือ E. coli มีบทบาทเก่ียวของกับการสรางไบโอฟลม (Jackson et al., 2002) สวนการ
เคล่ือนทีโ่ดยแฟลกเจลลาในเชื้อ V. cholerae ชวยในการเกาะติดกับพ้ืนผิว (Watnick et al., 
2001) สําหรับเช้ือ V. parahaemolyticus พบวา type IV pili ไดแก mannose-sensitive 
hemagglutinin (MSHA) pilus และ chitin-regulated pilus (ChiRP) ชวยสงเสริมการสราง     
ไบโอฟลมในวิธีที่แตกตางกัน โดย MSHA pilus ชวยในการเกาะติดของแบคทีเรียกับพ้ืนผิวของ
กระจกปดสไลด ในขณะที่ ChiRP มีบทบาทในการรวมกลุมของแบคทีเรียในชวงที่มีการสราง  
ไบโอฟลม (Shime-Hattori et al., 2006) สําหรับกลไกอื่นๆ ของการสรางไบโอฟลมเกิดจากการ
แบงตัวของเซลลที่เกาะติด (Tolker et al., 2000) โดยเม่ือเซลลมีการแบงตัว เซลลลูกจะมีการแผ
ขยายไปทางดานนอกและดานบนจากจุดที่เกาะติด เพ่ือสรางกลุมเซลลเชนเดียวกับการสราง
โคโลนีบนอาหารแข็ง จากการศึกษาของ Geesey (2001) พบวา กลไกการสรางไบโอฟลม
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ขึ้นอยูกับสิ่งมีชีวิต คุณสมบัตขิองพ้ืนผิวที่เช้ือสามารถเกาะติด และสภาพแวดลอมของนํ้า 
(Geesey, 2001)  

มีรายงานจาก Davies และคณะ (1998) พบ quorum sensing (QS) molecule ซ่ึงปกติ
เก่ียวของกับการควบคุม virulence factors สามารถควบคุมการพัฒนาโครงสรางไบโอฟลมของ
เช้ือ P. aeruginosa  สายพันธุ PAO1 (Davies et al., 1998) ตัวอยาง QS signal ของแบคทีเรีย
แกรมลบ เชน acylated homoserine lactones (AHLS) ของ Pseudomonas โดย AHLS เปน
โปรตีนหลักในระบบ QS ของแบคทีเรียแกรมลบและมีบทบาทในการสรางไบโอฟลม AHLS ถูก
สรางจากเซลลในอัตราคงที่และสะสมอยูในอาหารที่เชื้อเจริญเติบโต เม่ือมีความเขมขนในระดับ
ที่เหมาะสม AHLS จะไปกระตุนการแสดงออกของยีน โดยแพรเขาไปในไซโตพลาสซึมและจับ
กับ LuxR homolog อยางจําเพาะ สงผลตอการควบคุมกระบวนการถอดรหัสของยีนและมีผลตอ
โครงสรางไบโอฟลมของ P. aeruginosa (Parsek and Greenberg, 2005) การสราง EPS ที่
เปนสวนประกอบหลักในไบโอฟลมของ V. cholerae มีช่ือวา VPS ถูกยับยั้งโดยยีน hapR และ 
hapR ถูกยับยั้งโดยโปรตีน LuxO (response regulator) ซ่ึงทํางานไดดีที่สุดภายใตสภาวะที่มี
ความหนาแนนของเซลลต่ํา (Zhu et al., 2002) โปรตีน LuxO ถูกควบคุมโดย QS signal ที่
แตกตางกันอยางนอย 2 ชนิดคือ AI-2 (furanosyl borate diester autoinducer 2)  และ CAI-1 
(acylhomoserine lactone Cholerae autoinducer 1)  แตมีเพียง CAI-1 ที่มีบทบาทสําคัญใน
การสรางไบโอฟลม จากการทดลอง แสดงใหเห็นวา ภายใตสภาวะที่มีความหนาแนนของเซลล
ต่ํา ระดับของ CAI-1 ต่ําเพียงพอที่จะทําให LuxO ไปยับยั้งยีน hapR สงผลใหมีการสราง VPS 
ดังน้ันแบคทีเรียชนิดน้ีเริ่มตนสราง EPS ภายใตสภาวะที่มีความหนาแนนของเซลลต่ํากอนที่จะ
สรางเปนกลุมเซลลหลายๆ ช้ัน (Zhu and Mekalanos, 2003) 
 
9. เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร 

9.1 Polymerase chain reaction (PCR)  
เปนเทคนิคการเพ่ิมปริมาณยีนหรือชิ้นสวนของดีเอ็นเอ เฉพาะบริเวณที่ตองการศึกษา

ใหมีจํานวนมากขึ้นกวาเดิมหลายลานเทาในหลอดทดลอง องคประกอบที่สําคัญของปฏิกิริยา 
PCR ไดแก thermostable DNA polymerase, oligonucleotide primer, dNTPs, divalent 
cation, ดีเอ็นเอตนแบบ และบัฟเฟอรที่เหมาะสม ปริมาณดีเอ็นเอจะเพ่ิมมากขึ้นตองอาศัย
ปฏิกิริยาที่เกิดตอเน่ืองซํ้ากันหลายๆ รอบ ซ่ึงแตละรอบจะประกอบดวย 3 ขั้นตอน คือ 
 1. Denaturation เปนขั้นตอนการคลายเกลียวของดีเอ็นเอเสนคูออกเปนเสนเดี่ยว โดย
อาศัยความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 94-95°C ซ่ึงอุณหภูมิที่ใชในการคลายเกลียวจะเกี่ยวของกับ
ปริมาณของ G + C โดยถาดีเอ็นเอตนแบบมีปริมาณ G + C สูง จะตองเพ่ิมอุณหภูมิในการแยก
สายดีเอ็นเอตนแบบ นอกจากน้ีถาโมเลกุลของดีเอ็นเอมีความยาวมาก จะตองเพ่ิมเวลาเพ่ือใหดี
เอ็นเอสายคูแยกออกเปนสายเดี่ยวอยางสมบูรณ 
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          2. Annealing เปนขั้นตอนที่ primer เขาไปจับกับดีเอ็นเอตนแบบบริเวณที่มีเบสคูสม 
โดยทั่วไปใช อุณหภูมิ annealing ต่ํากวาอุณหภูมิแยกตัว (melting temperature; Tm) ของ 
primer ประมาณ 3-5°C 
 3. Extension เปนขั้นตอนการขยายสายดีเอ็นเอโดยการตอลําดับเบสเขาที่ปลาย 3’ 
ของ primer และมีการขยายสายดีเอ็นเอสายใหมจากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ โดยอาศัยเอนไซม 
thermostable DNA polymerase ซ่ึงอุณหภูมิปกติประมาณ 72-78°C      
 เม่ือทําขั้นตอนดังกลาวซํ้าจํานวนหลายรอบ ทําใหสามารถเพ่ิมขยายจํานวนดีเอ็นเอเปน 
2 เทาของทกุๆ รอบ โดยจํานวนผลผลิต PCR คํานวณไดเทากับ 2n (n = จํานวนรอบ) จากนั้น
วิเคราะหผลผลิตโดยนํามาแยกตามขนาดของดีเอ็นเอ โดยใชกระแสไฟฟาแยกดีเอ็นเอบนวุน 
agarose หรือวุน polyacrylamide เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบขนาดความยาวที่
แนนอน จากน้ันยอมช้ินดีเอ็นเอดวย ethidium bromide แลวนําไปสองดูดวยแสงอุลตราไวโอ
เลต (วัชร ีและมนตรี, 2536) 
  

9.2 Arbitrarily primed - polymerase chain reaction (AP-PCR) 
 AP-PCR หรือเรียกอีกอยางหน่ึงวา Random amplified polymorphic DNA (RAPD) 
เปนการนําเทคนิค PCR มาใชในการหาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) จากดีเอ็นเอ
แมแบบโดยไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอแมแบบ โดยทั่วไปการทํา PCR ตองใช 
primer 1 คูจับกับดีเอ็นเอแมแบบเพ่ือเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ แตการทํา AP-PCR เปนการใช 
primer ที่มีขนาดเพียง 9 ถึง 10 คูเบสเพียง primer เดียวเพ่ือเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเปาหมายและ
ใชอุณหภูมิต่ําในขั้นตอนที่ primer จับกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) ทําใหเกิดการจับกันของคู
เบสอยางไมจําเพาะเจาะจง จํานวนและตําแหนงที ่ primer ไปจับกับดีเอ็นเอแมแบบขึ้นกับความ
แตกตางของแบคทีเรียแตละสายพันธุ (Olive and Bean, 1999) หลังจากไดผลผลิต PCR จึง
นําไปดูรูปแบบแถบดีเอ็นเอโดยใชวิธ ีelectrophoresis บนวุน agarose หรือวุน polyacrylamide 
เทคนิค AP-PCR ใชในการศึกษาความแตกตางของเช้ือจุลินทรียระหวางสปชีส หรือภายใน   
สปชีสเดียวกัน และใชจําแนกจุลินทรียออกเปน type หรือ subtype แมวาวิธี AP-PCR สามารถ
แยกความแตกตางของเช้ือแตละสายพันธุไดดี แต reproducibility ยังไมด ี (William et al., 
1990) 
  
 9.3 Southern blotting  
 ดีเอ็นเอทั้งหมดที่แยกมาไดจากเซลล เม่ือนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จะไดช้ินสวน
ดีเอ็นเอขนาดเล็กเปนจํานวนมาก ช้ินสวนดีเอ็นเอที่มียีนที่ตองการหรือสนใจก็จะปนอยูใน
ช้ินสวนดีเอ็นเอเหลาน้ี ชิ้นสวนดังกลาวสามารถตรวจสอบโดยใชตัวตรวจจับ ซ่ึงอาจจะเปน      
ดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอ ที่มีลําดับเบสที่สามารถจะเขาคูกับลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มียีนที่
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ตองการได โดยตัวตรวจจับที่ใชทั่วไปจะติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารเคมีอื่น เม่ือตัว
ตรวจจับนี้ไปจับหรือเขาคูกับชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มียีนที่ตองการ (hybridize) ก็ทําใหทราบการ
ปรากฏของยีนน้ัน ซ่ึงเทคนิคดังกลาวน้ีพบคร้ังแรกโดย E.M. Southern จึงเรียกเทคนิคน้ีวา 
Southern blotting โดยรายละเอียดของเทคนิคน้ีมีดังน้ี เม่ือนําดีเอ็นเอที่แยกไดจากเซลลมาตัด
ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ จะเกิดช้ินสวนของดีเอ็นเอขนาดเล็กเปนจํานวนมาก ทําการแยก
ช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดตางๆ เหลาน้ีดวย electrophoresis บนวุน agarose และทําใหโมเลกุลของ
ดีเอ็นเอแถบตางๆ เสียสภาพ จากดีเอ็นเอเกลียวคูใหอยูในสภาพสายเดี่ยวโดยการแชใน
สารละลายดาง แลวทําใหเปนกลางดวย Tris ยายแถบดีเอ็นเอเหลานี้ไปยังแผนกรอง           
ไนโตรเซลลูโลสหรือไนลอน โดยวางแผนวุน agarose ที่มีแถบดีเอ็นเอน้ีบนกระดาษกรองหรือ
ฟองนํ้าซ่ึงจุมอยูในสารละลายเกลือบัฟเฟอรที่เขมขน และวางแผนกรองไนโตรเซลลูโลสบนแผน
วุน agarose อีกทีหน่ึง แลวตามดวยกระดาษกรองและน้ําหนักที่ทับบนกระดาษกรอง 
สารละลายเกลือจะผานวุน agarose และยายแถบดีเอ็นเอเหลาน้ัน ซ่ึงอยูในสภาพสายเดี่ยวไป
ยังแผนกรองไนโตรเซลลโูลส (รูปที ่ 1.5) ซ่ึงจะเกาะกับดีเอ็นเอไดด ี แลวนําแผนกรอง           
ไนโตรเซลลูโลสไปทํา hybridization กับตัวตรวจจับที่ติดฉลาก เม่ือตรวจสอบก็จะปรากฏเปน
แถบบนแผนกรองตรงตําแหนงทีต่ัวตรวจจับเขาไปจับช้ินดีเอ็นเอที่มีเบสเปนคูสมกัน (ประดิษฐ 
พงศทองคํา, 2543) 
 

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

http://www.gbiosciences.com/EducationalUploads/EducationalProductsImages/mediumim
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9.4 Transposon mutagenesis 
เปนการทําใหเกิดการกลายพันธุโดยวิธีการสอดแทรกของดีเอ็นเอ ที่สามารถเคลื่อนยาย

ตําแหนงได เรียกดีเอ็นเอน้ีวา transposon (Tn)  ซ่ึง Tn เปนช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดระหวาง  2.6
ถึง 20.0 kb ที่ประกอบดวยยีนที่ดื้อยาปฏิชีวนะหรือยีนอื่นๆ และขนาบขางดวยดีเอ็นเอขนาด
เล็กที่เรียกวา insertion sequences (IS) ซ่ึงมีขนาดประมาณ 38 ถึง 1,500 เบส โดยมีลําดับเบส
เหมือนกัน แตการเรียงลําดับกลับกัน (Inverted repeats) Tn สามารถเคล่ือนยายและสอดแทรก
เขาไปในดีเอ็นเอโมเลกุลอื่นโดยที่ไมจําเปนตองมีลําดับเบสเหมือนกัน (homologous) กับดีเอ็น
เอตัวรับซ่ึงอาจเปนโครโมโซมหรือพลาสมิด โดยกระบวนการที่เรียกวา transposition เม่ือ Tn 
แทรกเขาไปในตําแหนงที่เปนยีนในโครโมโซมก็จะทําใหยีนน้ันไมตอเน่ือง ทําใหหนาที่ของยีน
น้ันเสียไป ขณะเดียวกันยีนที่ดื้อตอยาปฏิชีวนะซ่ึงอยูใน Tn ที่แทรกเขาไปก็จะมีการแสดงออก 
ดังน้ัน Tn สามารถกอใหเกิดสายพันธุกลายไดอยางไมเฉพาะเจาะจง จึงสามารถคัดเลือกเอาสาย
พันธุกลายที่มีฟโนไทปตามที่ตองการได การยาย Tn เขาสูเซลลแบคทีเรียเพ่ือใหแทรกเขาสู
โครโมโซมน้ันมีอยูหลายวิธี เชน transformation, transduction และ conjugation (วัฒนาลัย 
และสรวง, 2536) 
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วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาซีโรทัยปของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวย
โรงพยาบาลหาดใหญ  

2. ศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกได
โดยวิธี Arbitrarily primed - polymerase chain reaction (AP-PCR) 

3. ตรวจสอบปจจัยกอโรคของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  
4. สราง V. parahaemolyticus mutant strain จากน้ันศึกษาความสามารถในการกอโรค

เปรียบเทียบกับสายพันธุ wild type 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 

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

 Gelatin         Difco 
 Glucose        Difco 

Skim milk        Difco 
Wagatsuma agar 
 
2. ยาปฏิชีวนะ 
 ชนิด              บริษัทผูผลิต 
Ampicillin        Sigma 
Chloramphenicol       Sigma 
Kanamycin        Sigma 
Streptomycin        Sigma 
Tetracycline        Sigma 
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3. สารเคมี 
  3.1 สารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade) 

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

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

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

 Glacial acetic acid                                        Merck 
 Glycine                                                      Bio-Rad 
 Glycerol        Sigma 

Isoamylalcohol        Merck 
 Magnesium sulfate       Mallinckrodt 

Maleic acid        Sigma 
β-mercaptoethanol       Sigma 
Methanol         Merck 
Phenol         Sigma 
Potassium chloride       Merck 
Potassium di-hydrogen phosphate     Merck   
Sodium acetate trihydrous      Merck 
Sodium chloride       LAB-SCAN 
Sodium dodecyl sulfate      Sigma 
Sodium citrate dehydrate      Sigma 



 

 

35 

Sodium hydroxide       Sigma 
Sodium hydrogen carbonate      BDH 
N,N,N,N-tetramethyl ethylenediamine (TEMED)  Bio-Rad    
Tris base        Promega 
Tween-20        Sigma 

 
3.2 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade) 

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

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

Protein marker           Bio-Rad 
 
4. อุปกรณและเคร่ืองมือ 
 - เครื่องแกวสําหรับงานวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 

- ชุดเจล Electrophoresis และเคร่ืองกําเนิดไฟฟา (power supply) (Bio-Rad) 
- เครื่องวัด McFarland standard (Densimat) (bioMerieux) 

 - เครื่องช่ัง (Denver Instrument, USA) 
 - เครื่องปนเหว่ียง (KOKUSAN, Japan) 

- ตูแชแข็ง -20ºC และ -70ºC (Sanyo, Japan) 
- ตูอบรอน (Hot air oven) (Venticell) 
- ตูบมเช้ือ (Heraeus, Germany) 

 - ตูปลอดเชื้อ (ASTEC microflow, UK)  
- เครื่องสังเคราะหดีเอ็นเอ (Perkin Elmer) 
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- เครื่องวัด pH (pH meter) (Metrohm, Switzerland) 
 - ตูเย็น 4ºC (Sanyo, Japan) 
 - ตูบมเช้ือแบบเขยา (Shaker incubator) (Labline Instrument Inc. USA) 
 - เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) (Perkin Elmer, UK) 
 - อางนํ้าควบคุมอุณหภูม ิ(Shel-Lab) 

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

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

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

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

  
5. แบคทีเรียที่ใชศึกษา  

5.1 V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยโรงพยาบาลหาดใหญป 
พ.ศ. 2543 ถึง 2548 จํานวน 76 ไอโซเลต (ภาคผนวก ง 1) 

5.2 V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ ที่แยกจากผูปวยและ
สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากสิ่งแวดลอม จํานวน 20 ไอโซเลต ใชเปนตัวเปรียบเทียบ 
(ภาคผนวก ง 2) 

5.3 Pseudomonas  aeruginosa จํานวน 1 สายพันธุ คือ Pseudomonas สายพันธุ 
ATCC 27853  

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

5.5 Escherichia coli จํานวน 1 สายพันธุ คือ E. coli สายพันธุ SM10 pSC189  
เช้ือแบคทีเรียในขอ 5.2 ถึง 5.5 เปนเชื้อในคลังเช้ือของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 
6. ลําไสสัตวทดลองที่ใชศึกษา 
 ลําไสเล็กของหนูขาว ซ่ึงเปนลําไสสวน ileum ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาเภสัช
วิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
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วิธีการทดลอง 
 
1. การตรวจยืนยันเชื้อ V. parahaemolyticus โดยวิธี PCR ใชยีน toxR เปนยีนเปาหมาย 
(Kim et al., 1999) 

นําเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยมาเล้ียงใน LB broth (ภาคผนวก ก 4) ที่
มี 1% NaCl ปริมาตร 1 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ชม. จากนั้น
นําไปตมที่อุณหภูมิ 100°C นาน 10 นาท ีเพ่ือทําใหเซลลแตกและดีเอ็นเอหลุดออกจากเซลล แช
ในนํ้าแข็ง 10 นาท ีแลวนํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 x g เวลา 5 นาที ดูดสารละลายสวน
ใสเจือจางดวยนํ้ากลั่นอัตราสวน 1:10 เพ่ือลดการรบกวนจากโปรตีนและสิ่งสกัดอื่นๆ จะไดดีเอ็น
เอตนแบบในการทํา PCR ตรวจหายีน toxR เพ่ือยืนยันวาเปน V. parahaemolyticus 

สวนผสมในการทํา PCR มีดังนี ้
 
สวนผสม ปริมาตร (µl) 

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

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C ) เวลา (นาท)ี จํานวนรอบ 
1. Hot start 96 5 1 
2. Denature 94 1  
3. Annealing 63 1.5 35 
4. Extension 72 1.5  
5. Final extension 72 7 1 
หมายเหตุ ลําดับเบสของ primer และขนาดของผลผลิต PCR แสดงในตารางที ่2.1 
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เม่ือสิ้นสดุขั้นตอนทั้งหมด นําผลผลิต PCR มาทํา electrophoresis เพ่ือตรวจหายีน 
toxR โดยใชวุน 1.5% agarose ในสารละลายบัฟเฟอร 1x Tris Borate EDTA (TBE) 
(ภาคผนวก ข 1.2) ในการทํา electrophoresis ผสมผลผลิต PCR 8 µl กับ loading dye 
(ภาคผนวก ข 1.1) 2 µl หยอดใสแผนวุน แลวจึงเปดเครื่องกําเนิดไฟฟาใหมีความตางศักย 100 
โวลต ประมาณ 30 นาที เมื่อสิ้นสุดการทํา electrophoresis นําแผนวุนไปยอมดวย ethidium 
bromide (ภาคผนวก ข 1.3) เปนเวลา 5 นาท ี จากนั้นนําแผนวุน ไปลาง ethidium bromide 
สวนเกินดวยน้ํากล่ันเปนเวลา 10 นาท ีแลวดูลักษณะแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 
 
2. การตรวจยืนยันยีนสรางสารพิษ tdh และ trh โดยวิธี PCR (Tada et al., 1992)  

เตรียมดีเอ็นเอตนแบบ เชนเดียวกับขอ 1 จากนั้นนํามาตรวจหายีน tdh และ trh โดยใช 
PCR ซ่ึงมีสวนผสมดังนี ้

 
สวนผสม ปริมาตร (µl) 

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

 
3. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดง (Hara-Kudo et al., 2003)  

เล้ียงเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ใน LB agar (ภาคผนวก ก 3) ที่ม ี
1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18 ชม. เลือกโคโลนีเดี่ยวแตะลงบน Wagatsuma agar 
(ภาคผนวก ก 10) บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18 ชม. แลวดูลักษณะการยอยสลายเม็ดเลือด
แดงเปรียบเทียบกับ positive control (สายพันธุ tdh+ trh-, tdh+trh+) และ negative control 
(สายพันธุ tdh- trh+) 

 
4. การตรวจยืนยันยีน tdh, trh1 และ trh2 โดยการถายโอนดีเอ็นเอและใชดีเอ็นเอ
ตรวจจับดวยวิธ ีSouthern blot hybridization  

4.1 การเตรียมดีเอ็นตรวจจับยีน tdh (tdh probe) (Nishibushi et al., 1985) นํา 
recombinant plasmid ซ่ึงมียีน tdh มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI แลวนําไปทํา agarose 
gel electrophoresis จากน้ันสกัดดีเอ็นเอจากวุน โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction kit 
ของ QIAGEN, Germany) แลวนําดีเอ็นเอไปติดฉลากแบบสุม (random primed labeling) ดวย 
digoxigenin (DIG) dUTP โดยนําดีเอ็นเอตรวจจับยีน tdh ตมในนํ้าเดือดนาน 10 นาท ี แลว
นําไปแชนํ้าแข็งทันท ีหลังจากน้ันเติม dNTP labeling (DIG High Prime, Roche) ผสมใหเขา
กันแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 20 ชม. 

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

(Kishishita et al., 1992) นํา recombinant plasmid ซ่ึงมียีน trh1 และ trh2 มาตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ BamHI และ EcoRI แลวนําไปทํา agarose gel electrophoresis จากน้ันสกัดดีเอ็น
เอจากวุน โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction kit ของ QIAGEN, Germany) แลวนําดีเอ็น
เอไปติดฉลากแบบสุมดวย digoxigenin (DIG) dUTP โดยนําดีเอ็นเอตรวจจับยนี  trh1 และ trh2 
ตมในนํ้าเดือดนาน 10 นาที แลวนําไปแชนํ้าแข็งทันที หลังจากนั้นเติม dNTP labeling (DIG 
High Prime, Roche) ผสมใหเขากันแลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ37°C เปนเวลา 20 ชม. 
 

4.3 การสกัดดีเอ็นเอ ของ V. parahaemolyticus ดวยวิธี phenol-chloroform (ดัดแปลง
จากวิธีของ Sambrook et al., 1989) โดยเลี้ยงเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ใน 
LB agar ที่มี 1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. เลือกโคโลนีเดี่ยวใสใน LB broth 
ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 5 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที นาน 6-8 ชม. จากนั้น
ดูดเชื้อ 10 µl ใสใน LB broth ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 5 ml หลอดใหม บมที่อุณหภูมิ 37°C 
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เขยา 150 รอบ/นาที นาน 16-18 ชม. แลวนําเช้ือปริมาตร 1.5 ml ใสหลอด microcentrifuge 
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 x g นาน 10 นาท ี เทสวนใสทิ้ง แลวจึงเติม PBS pH 8.0 
(ภาคผนวก ข 2.1) ปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 5,000 x g นาน 5 
นาที เทสวนใสทิ้ง แลวจึงเติม PBS-EDTA (ภาคผนวก ข 2.3) ปริมาตร 300 µl ผสมใหเขากัน 
จากน้ันเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข 2.4) ปริมาตร 150 µl ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมา 
(invert technique) วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที เมื่อครบเวลาเติมสารละลาย phenol-
chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1; ปริมาตร: ปริมาตร: ปริมาตร) (ภาคผนวก ข 2.5) 
ปริมาตร 450 µl ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 
x g นาน 10 นาท ีดูดสารละลายสวนใสดานบนใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม จากนั้น
เติมสารละลาย phenol-chloroform-isoamyl alcohol ปริมาตร 450 µl และทําซ้ําเหมือนขางตน
อีกคร้ัง ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม จากน้ันเติม 3 M NaOAc 
(ภาคผนวก ข 2.6) ปริมาตร 40 µl และ absolute ethanol ที่เย็นจัด 1 ml ผสมใหเขากันโดย
กลับหลอดไปมา จากน้ันนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 x g นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ลาง
ตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ที่เย็นจัด 1 ml นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 x g นาน 
3 นาท ี เทสวนใสทิ้ง จากน้ันทําใหดีเอ็นเอแหงโดยวางหลอดที่อุณหภูมิหอง แลวละลายดีเอ็นเอ
ดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 300 µl ละลายใหเปนเน้ือเดียวกัน จากน้ันจึงเติม RNase (ความเขมขน 50 
µg/ml) (ภาคผนวก ข 2.7) ปริมาตร 60 µl นําไปบมในอางนํ้ารอนควบคุมอุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 30 นาที เม่ือครบกําหนดเวลา ทําการสกัดดีเอ็นเอซํ้าอีกครั้งดวย phenol-chloroform-
isoamyl alcohol ปริมาตร 300 µl ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม 
ทําซ้ําขั้นตอนเดิมจนสิ้นสุดขั้นตอนลางตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นทําใหดีเอ็นเอแหงที่อุณหภูมิหอง 
แลวละลายดีเอ็นเอดวยสารละลายบัฟเฟอร TE (Tris-HCl EDTA) (ภาคผนวก ข 2.8) ผสมให
เขากันด ี นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร   
(รูปที่ 2.2) เพ่ือหาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลายดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (OD260 nm) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐานซ่ึงมีคา OD260 nm เทากับ 1 จะมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 50 µg/ml และ
คุณภาพของดีเอ็นเอสามารถตรวจสอบไดโดยการหาอัตราสวนของ OD260 nm/ OD280 nm ถาได
คาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอบริสุทธิ ์ แตถาไดคามากกวา 1.85 แสดงวาในการ
เตรียมดีเอ็นเอมีการปนเปอนของอารเอ็นเอ ถานอยกวา 1.65 แสดงวา มีโปรตีนหรือฟนอล
ปะปนอยู 

 
4.4 การยอยดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction enzyme) โดยนําดีเอ็นเอที่ได

จากเชื้อ V. parahaemolyticus (ขอ 4.3) มาเจือจางดวยน้ํากล่ันใหไดความเขมขน 2 µg เพ่ือใช
เปนดีเอ็นเอตนแบบ แลวนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII ความเขมขนสุดทายของ
เอนไซมเทากับ 1 unit/µl สวนผสมในการทํามีดังน้ี 
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สวนผสม                      ปริมาตร (µl) 

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

  
นําไปใสในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที ่ 37°C เปนเวลา 12-18 ชม. แลวดูดสวนผสม 5 µl 

ผสมกับ loading dye 1 µl นําไปทํา agarose gel electrophoresis โดยหยอดใสแผนวุน 1% 
agarose (ขนาด 6 x 10 cm) ใน 1x TBE ผานกระแสไฟฟาไปในวุน ประมาณ 80 โวลต นาน 1 
ชม. นําแผนวุนไปยอมดวย ethidium bromide เปนเวลา 5 นาท ีจากน้ันนําไปลางดวยนํ้ากล่ัน
เปนเวลา 10 นาท ี ดูลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  ภายใตแสงอุลตราไว
โอเลต ถาการตัดสมบูรณก็นําสวนผสมที่เหลือประมาณ 25 µl รวมกับ loading dye 5 µl นําไป
ทํา electrophoresis อีกครั้ง โดยใชวุน 1% agarose (ขนาด 10 x 15 cm) เปดเครื่องกําเนิด
ไฟฟาใหมีความตางศักย 15 โวลต 12-14 ชม. เมื่อสิ้นสุดการทํา electropheresis นําแผนวุนไป
ยอมดวย ethidium bromide 30 นาท ี ลางดวยนํ้ากล่ัน 20 นาท ีดูลักษณะแถบดเีอ็นเอพรอม
ถายรูปภายใตแสงอุลตราไวโอเลต หลังจากนั้นนําแผนวุนไปแชนํ้าตออีกประมาณ 30 นาท ี เพ่ือ
เอา ethidium bromide สวนเกินออก เพราะอาจมีผลรบกวนตอการทดสอบในขั้นตอนตอไป  

  
4.5 การทดสอบ Southern blot hybridization  
นําแผนวุนไปแชใน denaturation solution (ภาคผนวก ข 3.1) เขยาเบาๆ นาน 45 นาท ี

ลางดวยนํ้ากล่ันแลวแชใน neutralization solution (ภาคผนวก ข 3.2) เขยาเบาๆ นาน 40 นาที 
แลวนําแผนวุนไปวางบนแผนกระจกที่มีกระดาษกรอง Whatman 3M เปนสะพานโดยคว่ํา
ดานหนาแผนวุนกบักระจก และปลายทั้งสองขางของกระดาษกรองจุมอยูในสารละลาย 10x 
SSC (ภาคผนวก ข 3.3) จากน้ันนําแผนไนลอนที่มีขนาดเล็กกวาแผนวุนเล็กนอยแชในนํ้ากล่ัน 
5 นาท ีแลววางทับแผนวุนดานหลัง วางกระดาษกรอง Whatman 3M ทับบนแผนไนลอน 6 ชั้น 
โดยวางกระดาษกรองครั้งละหน่ึงแผน โดยสองแผนแรกใหหยดบัฟเฟอร 10x SSC เล็กนอยแลว
คลึงใหทั่ว เพ่ือใหแผนกระดาษกรองแนบกับแผนวุนใหสนิทอยาใหมีฟองอากาศแลววางกระดาษ
กรองที่เหลืออีกสี่แผน จากนั้นวางกระดาษซับใหมีความสูงประมาณ 4-6 cm วางแผนกระจกทับ
บนกระดาษซับ จากน้ันวางของหนักประมาณ 500 g ทับบนกระจกตั้งทิ้งไว 12-18 ชม. หรือ
ขามคืน ดีเอ็นเอจะถูกถายลงแผนไนลอน จากน้ันนําแผนไนลอนไปผานแสงอุลตราไวโอเลต 
นาน 3 นาท ี เพ่ือใหดีเอ็นเอยึดติดกับแผนไนลอน นําแผนไนลอนไปแชในนํ้ากลั่นเขยาเบาๆ 5 
นาที ตั้งทิ้งไวใหแหง สามารถนําไปทํา hybridization ตอไดทันทีหรืออาจเก็บไวในที่แหงไดนาน
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เปนปแตกอนนําไปใชตองแชในน้ํากล่ันอีกครั้ง การทํา hybridization ทุกขั้นตอนตองทําใหขวด
ที่ทําหมุนตลอดเวลาเพื่อใหมีการเคลื่อนที่ของสารละลายเสมอ เติมสารละลาย prehybridization 
(ภาคผนวก ข 3.4) ซ่ึงตอง pre-heat ที่อุณหภูมิ 37°C สําหรับดีเอ็นเอตรวจจับยีน tdh (ถาใชดี
เอ็นเอตรวจจับยีน trh1 และ trh2 ใชอุณหภูมิ 30°C) ประมาณ 1 ชม. ลงในขวดที่มีแผนไนลอน 
(ใหปริมาตรของสารละลายตอขนาดพ้ืนที่ของแผนไนลอนเทากับ 10 ml/100 cm2) นําขวดไปบม
ที่อุณหภูมิ 37°C (ถาใชดีเอ็นเอตรวจจับยีน trh1 และ trh2 ใชอุณหภูมิ 30°C) นาน 40 นาท ีอยา
ใหมีฟองอากาศระหวางสารละลายและแผนไนลอน เมื่อครบเวลา ใหแทนที่สารละลาย 
prehybridization ดวยสารละลาย hybridization (ภาคผนวก ข 3.5) ที่มีดีเอ็นเอตรวจจับที่
ตองการทดสอบซ่ึงติดฉลากดวย DIG (ในสัดสวน 3.5 ml ตอแผนไนลอน 100 cm2) อยาใหมี
ฟองอากาศ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C สําหรับดีเอ็นเอตรวจจับยีน tdh (ถาใชดีเอ็นเอตรวจจับ
ยีน trh1 และ trh2 ใชอุณหภูมิ 30°C) นาน 16 ชม. เม่ือครบเวลานําแผนไนลอนมาลางดวย 2x 
SSC ที่เติม 0.1% SDS ที่อุณหภูมิหองสองครั้ง ครั้งละ 5 นาที แลวลางดวย 0.5x SSC ที่เติม 
0.1% SDS ที่อุณหภูมิ 65-68°C สองคร้ัง คร้ังละ 15 นาที (รูปที่ 2.3) 
  

4.6 การตรวจสอบผลของ hybridization กับแอนติบอดีตอ DIG  
ลางแผนไนลอนใน washing buffer (ภาคผนวก ข 3.6) ประมาณ 5 นาท ี แลวแชใน 

blocking solution (ภาคผนวก ข 3.7) 100 ml นาน 30 นาท ี เตรียมสารละลายแอนติบอดีตอ 
DIG ที่จับกับ alkaline phosphatase (ภาคผนวก ข 3.8) โดยเจือจางในสัดสวน 1:5,000 (150 
mU/ml) ในสารละลาย blocking solution แชแผนไนลอนในสารละลายแอนติบอด ี 20 ml นาน 
30 นาท ี จากน้ันลางดวย washing buffer 100 ml นาน 15 นาท ี 2 คร้ัง แลวนําไปแชใน 
detection buffer (ภาคผนวก ข 3.9) นาน 3 นาที เม่ือครบเวลาเทสารทิ้ง แลวแชแผนไนลอนใน 
Color substrate solution (ภาคผนวก ข 3.10) 10 ml ทําในที่มืด ปฏิกิริยาการเกิดสีจะเห็น
ภายใน 2-3 นาที และจะสิ้นสุดภายใน 16 ชม. หยุดปฏิกิริยาโดยลางในนํ้ากลั่น 50 ml นาน 5 
นาที (รูปที่ 2.3) หลังจากน้ันวางแผนไนลอนที่อุณหภูมิหองใหแหง สามารถเก็บแผนไนลอนที่
เห็นผลไดเปนระยะเวลานาน 
 
5. การศึกษาลักษณะของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  

5.1 การศึกษาซีโรทัยปของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- โดยเลี้ยง
เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ใน TSA (ภาคผนวก ก 8) ที่มี 3% NaCl บมที่
อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. เลือกโคโลนีเดี่ยวใสในสารละลาย 3% NaCl  การหา O Ag ทํา
โดยนําเช้ือไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 30 นาท ีเพ่ือทําลาย K Ag สวนการหา K 
Ag มีขั้นตอนการเตรียมเช้ือเหมือนกับการหา O Ag แตไมตองผานการ autoclave หลังจาก
เตรียมเชื้อแลว จึงนําไปทดสอบ slide agglutination โดยผสมสารละลายเชื้อ 1 หยด กับ O หรือ 
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K antisera ในปริมาณเทากัน เอียงสไลดไปมาแลวดูการเกาะกลุมของเช้ือเปรียบเทียบกับเช้ือที่
ผสมน้ําเกลือ   
 

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

นําดีเอ็นเอที่ไดจากเช้ือ V. parahaemolyticus (ขอ 4.3) มาเจือจางดวยนํ้ากล่ันใหได
ความเขมขน 10 ng/µl เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํา AP-PCR โดยใช primer 2 ชนิด คือ 
primer 2 และ primer 4 ซ่ึงสวนผสมในการทํา PCR มีดังน้ี 
 

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

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

 
เม่ือสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด ตรวจหาผลผลิต PCR โดยทํา electrophoresis โดยใชวุน 

1.5% agarose ในสารละลายบัฟเฟอร 1x TBE ในการทํา electrophoresis ผสมผลผลิต PCR 
15 µl กับ loading dye 2 µl หยอดใสแผนวุนแลวจึงเปดเครื่องกําเนิดไฟฟาโดยใชกระแสไฟฟา 
2 ระดับ คือ 100 โวลต นาน 5-7 นาที และ 15 mA ประมาณ 10 ชม. เม่ือสิ้นสุดการทํา 
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electrophoresis นําแผนวุนไปยอมดวย ethidium bromide แลวดูลักษณะแถบดีเอ็นเอภายใต
แสงอุลตราไวโอเลต 
 
6. การตรวจสอบปจจัยกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

6.1 การตรวจสอบ TTSS1 โดยใชยีน vcrD เปนยีนเปาหมาย โดยวิธี PCR และ 
TTSS2 โดยใชยีน vopT (Kodama et al., 2007) และยีน VPA1335 เปนยีนเปาหมายโดย
วิธี multiplex PCR (Meador et al., 2007) 

เตรียมดีเอ็นเอตนแบบ เชนเดียวกับขอ 1 จากน้ันนํามาตรวจหายีน vcrD, vopT และ 
VPA1335 ดังน้ี  

6.1.1 การตรวจหายีน vcrD มีสวนผสมในการทํา PCR ดังน้ี 
 
สวนผสม ปริมาตร (µl) 

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

สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR คือ 
 

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

เม่ือสิ้นสุดขั้นตอนทั้งหมด ทําการตรวจหายีน vcrD โดยการทํา electrophoresis 
เชนเดียวกับขอ 1 
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6.1.2 การตรวจหายีน vopT และ VPA1335 มีสวนผสมในการทํา PCR มีดังน้ี 
 

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

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

เม่ือสิน้สุดขั้นตอนทั้งหมด ทําการตรวจหายีน vopT และ VPA1335 โดยการทํา 
electrophoresis เชนเดียวกับขอ 1 
  

6.2 การทดสอบการเกาะติด (Adherence assay) ของ V. parahaemolyticus สาย
พันธุ tdh- trh- ในลําไสเล็กของหนูขาวเปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ 
tdh- trh+  (ดัดแปลงจากวิธีของ Alam et al., 1996) โดยการเลี้ยงเช้ือ V. parahaemolyticus 
สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh- และ tdh- trh+ ในอาหาร LB agar ที่มี 1% NaCl สําหรับ 
Shigella R+ เลี้ยงบน LB agar ที่ผสม ampicillin 10 µg/ml (ภาคผนวก ข 5.1), 
chloramphenicol 30 µg/ml (ภาคผนวก ข 5.2), streptomycin 10 µg/ml (ภาคผนวก ข 5.3) 
และ tetracycline 30 µg/ml (ภาคผนวก ข 5.4) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18-24 ชม. 
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ถายเช้ือ V. parahaemolyticus โคโลนีเดี่ยวลงใน LB broth ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 3 ml 
สําหรับ Shigella R+ เลี้ยงใน LB broth นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 รอบตอนาที เปน
เวลา 4 ชม. เม่ือครบเวลานําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,100 x g นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ลาง
เซลลแบคทีเรียดวย 0.85% NaCl ปริมาตร 1 ml แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1,100 x g 
นาน 10 นาท ี เทสวนใสทิ้ง ทําซํ้าอีกครั้ง ปรับปริมาณเช้ือเทียบกับ 0.5 McFarland standard 
โดยใช 0.85% NaCl หลังจากน้ัน เติมเชื้อปริมาตร 100 µl ลงใน microtiter plate ขนาด 6 หลุม 
ซ่ึงมีลําไสเล็กสวน ileum (ลางลําไสสวน ileum ดวย 0.85% NaCl จํานวน 3 ครั้ง แลวตัดใหมี
ขนาด 0.5 x 0.5 cm นําไปใสในสารละลาย Krebs solution (ภาคผนวก ข 6.2) ปริมาตร 2.9 ml 
บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 30 นาที กอนใสเช้ือ) ทํา 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 
80 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาท ี เม่ือครบเวลา ลางลําไสดวย 0.85% NaCl จํานวน 5 ครั้ง 
เพ่ือกําจัดแบคทีเรียที่ไมเกาะติด หลังจากน้ันนําลําไสมาใสใน 0.85% NaCl ปริมาตร 1 ml 
บดละเอียดแลวเจือจางใหได 10-1 ถึง 10-6 นําไป spread plate บน TCBS (ภาคผนวก ก 7) 
สําหรับเช้ือ V. parahaemolyticus และบน XLD (ภาคผนวก ก 11) ที่ผสม ampicillin 10 µg/ml, 
chloramphenicol 30 µg/ml, streptomycin 10 µg/ml และ tetracycline 30 µg/ml สําหรับ 
Shigella R+ ในการทดลองน้ีใช heated Shigella R+ เปนตัวควบคุม บมอาหารเล้ียงเชื้อทั้งหมด
ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. เม่ือครบเวลา นับจํานวนเช้ือที่เจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อแลว
แปลผลเปนคาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือที่เกาะติดแตละสายพันธุ (adherent bacterial cells) หนวย 
cfu/cm2 เปรียบเทียบกับ positive control (Shigella R+), negative control (heated Shigella 
R+) และ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ โดยวิเคราะหผลทางสถิติ
ดวยวิธี One - Way ANOVA ดวยโปรแกรม SPSS รุน 15.0 
 

6.3 การทดสอบการสรางไบโอฟลมของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+ (ดัดแปลงจาก Enos-
Berlage et al., 2005) โดยการเล้ียง V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+ , tdh+ trh-,  tdh- 
trh- และ tdh- trh+ บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TSA (ภาคผนวก ก 8) ที่มี 1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37°C 
เปนเวลา 24 ชม. เลือกโคโลนีเดี่ยวใสใน TSB (ภาคผนวก ก 9) ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 2 ml 
บมที่อุณหภูม ิ37°C เขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 18 ชม. นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1,100 x 
g นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางเซลลแบคทีเรียดวย 0.85% NaCl ปริมาตร 1 ml แลวนําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 1,100 x g นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ทําซํ้าอีกครั้ง ปรับปริมาณเช้ือเทียบกับ 
0.5 McFarland standard โดยใช 0.85% NaCl จะไดความเขมขนของเช้ือเทากับ 1.5 x 108 
cfu/ml แลวทําการเจือจาง 1:10 จะไดเช้ือที่มีความเขมขน 1.5 x 107 cfu/ml นําเช้ือปริมาตร 20 
µl ใสใน microtiter plate ที่มีอาหาร TSB ที่ผสม 1% NaCl ปริมาตร 180 µl/หลุม ผสมใหเขากัน 
ทํา 6 ซํ้า สวน positive control ใชเช้ือ  P.  aeruginosa  และ negative control ใชอาหาร TSB 
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ที่มี 1% NaCl นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ชม. เม่ือครบเวลาใชไมพันสําลีปราศจาก
เช้ือกวาดฝาเชื้อ (pellicle) ที่เจริญบริเวณผิวหนาของหลุมออกใหหมด แลวดูดอาหารออกจาก
หลุม หลังจากนั้นลางแบคทีเรียที่ไมเกาะติดดวย 0.85% NaCl  2 คร้ัง วางทิ้งไวใหแหงประมาณ 
1 ชม. เติม 0.1% crystal violet (ภาคผนวก ข 6.3) ปริมาตร 200 µl ในแตละหลุม ตั้งทิ้งไวเปน
เวลา 30 นาท ีดูดสียอมออก ลางตะกอนสีดวยนํ้า 3 ครั้ง ตั้งทิ้งไวใหแหงประมาณ 1 ชม. เติม 
DMSO ปริมาตร 250 µl ในแตละหลุม ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที เพ่ือละลายสี crystal violet 
จากน้ันนํา microtiter plate ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 nm ดวยเครื่อง 
Microplate reader (Bio-Tek Instruments) แปลผลเปนคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสง (OD595) 
ของเช้ือแตละสายพันธุ เปรียบเทียบกับ positive control, negative control และ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ โดยวิเคราะหผลทางสถิติดวยวิธี 
One - Way ANOVA ดวยโปรแกรม SPSS รุน 15.0 
 

6.4 การศึกษาแบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลของ V. parahaemolyticus สาย
พันธุ tdh- trh- เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+ โดยการเล้ียง V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+ , tdh+ trh-,  tdh- trh- และ tdh- trh+ ใน TSB ที่มี 1% NaCl 
ปริมาตร 3 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ชม. นําไปปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 1,100 x g นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ลางเซลลแบคทีเรียดวย 0.85% NaCl ปริมาตร 
1 ml แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,100 x g นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง ทําซ้ําอีกครั้ง ปรับ
ปริมาณเช้ือเทียบกับ 1.0 McFarland standard (3 x 108 cfu/ml) โดยใช 0.85% NaCl แลวถาย
เช้ือปริมาตร 150 µl ลงใน TSB ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 3 ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เขยา 150 
รอบ/นาท ี เปนเวลา 3 ชม. นําเช้ือปริมาตร 1 ml ใสหลอด microcentrifuge ปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 1,700 x g ที่อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาท ีเทสวนใสทิ้ง เติม PBS pH 7.4 (ภาคผนวก 
ข 6.1) ปริมาตร 50 µl และเติม 2x sodium dodecyl sulfate (SDS) sample buffer (ภาคผนวก 
ข 3.1) ปริมาตร 50 µl ผสมใหเขากัน นําไปตมที่อุณหภูมิ 95°C นาน 4 นาท ีนําไปทํา SDS- 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยใชวุน 12% polyacrylamide เพ่ือ
วิเคราะหโปรตีน (ภาคผนวก ค) 

 
6.5 การสุม interrupt ยีนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- โดยวิธี 

transposon mutagenesis เพื่อศึกษาปจจัยกอโรคอ่ืนๆ (Chiang and Rubin, 2002) โดย
นําโคโลนีของเช้ือ E. coli SM10 pSC189 (Apr, Kmr) (รูปที่ 2.1) ซึ่งเปน donor strain และ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  PSU1751 (recipient strain) มาผสมใหเปนเน้ือเดียวกัน
บน LB agar ที่มี 1% NaCl ในอัตราสวน 1:1 (จะไดเปน mating mixture) และนําโคโลนีของ
เช้ือ donor strain และ recipient strain มาเล้ียงแยกกันบน LB agar ที่มี 1% NaCl เพ่ือใชเปน 
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donor control และ recipient control นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 6 ชม. จากนั้นนํา 
mating mixture และ control ใสใน LB broth ที่มี 1% NaCl ปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน แลว 
spread 100 µl ลงบน TCBS agar ที่มี kanamycin (Km) (ภาคผนวก ข 5.5) 100 µg/ml บมที่
อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. นําโคโลนีที่ไดมาเลี้ยงใน LB broth ที่มี 3% NaCl และ Km 
100 µg/ml บมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. จากน้ันแบงเช้ือเปนสองสวนโดยสวนแรกเก็บ
เช้ือใน 50% glycerol ที่อุณหภูมิ -70°C สวนเชื้อที่เหลือถายเช้ือลงบนอาหารตางๆ ดังน้ี 

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

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

- Nutrient agar ที่มี 1% skim milk (ภาคผนวก ก 6), 1% NaCl และ Km 100 µg/ml 
เพ่ือตรวจหา mutant strains ที่ไมสรางเอนไซม protease 

- Gelatin agar (ภาคผนวก ก 2) ที่ม ี 1% NaCl และ Km 100 µg/ml เพ่ือตรวจหา 
mutant strains ที่ไมสรางเอนไซม gelatinase  

บมอาหารเล้ียงเชื้อทั้งหมดทีอุ่ณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชม. แลวตรวจดูผลการยอย
สลายเม็ดเลือดแดง ผลของการเคล่ือนที ่ผลการยอยสลายโปรตีน และ gelatin เปรียบเทียบกับ
สายพันธุ wild type เพ่ือศึกษาบทบาทของ tlh, flagella, protease และ gelatinase วาเปนสวน
หน่ึงของปจจัยกอโรคหรือไม 

 
 

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

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

References 

toxR 
 

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

367 Kim et al., 
1999 

tdh 
 

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

251 Tada et al., 
1992 

trh 
 

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

250 Tada et al., 
1992 

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

- Okuda et al., 
1997b 

vcrD 
 

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

332 - 

vopT 
 

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

690 Kodama et 
al., 2007 

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

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

          บมที่ 37°C เขยา 150 รอบ/นาที  
        นาน 16-18 ชม. 

                      ดูดเช้ือ 1.5 ml ใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม 
          ปนเหวี่ยง 5,000 x g นาน 10 นาท ี

                             เทสวนใสทิ้ง เติม PBS pH 8.0 ปริมาตร 1 ml 
 ปนเหวี่ยง 5,000 x g นาน 5 นาท ี

เทสวนใสทิ้ง เติม PBS-EDTA 300 µl ผสมใหเขากัน แลวเติม 10% SDS 150 µl 
         บมอุณหภูมิหอง นาน 10 นาท ี

                   สกัดดวย phenol-chloroform-isoamyl alcohol 450 µl 2 ครั้ง 
    

          ดูดสวนใสดานบนใสหลอด microcentrifuge หลอดใหม  
   แลวเติม 3M NaOAc 40 µl และ absolute ethanol ที่เย็นจัด 1 ml 

                             ปนเหวี่ยง 10,000 x g นาน 5 นาที 
               เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ที่เย็นจัด 1 ml 

                             ปนเหวี่ยง 10,000 x g นาน 3 นาที 
               เทสวนใสทิ้ง ทําใหดีเอ็นเอแหงที่อุณหภูมิหอง เติมนํ้ากล่ัน 300 µl  
                                    และ RNase (50 µg/ml) 60 µl 

                             บม 37°C นาน 30 นาท ี
  สกัดดวย phenol-chloroform-isoamyl alcohol 300 µl 1 ครั้ง 

 
                              ทําซํ้าขั้นตอนขางตนจนถึงลางตะกอนดีเอ็นเอ 

 
       ตั้งดีเอ็นเอใหแหงที่อุณหภูมิหอง เติมบัฟเฟอร TE ผสมใหเขากันด ี 

                               
          วัด OD 260 และ 280 nm 

 
 

          รูปที ่2.2 ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธ ีphenol-chloroform 
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     สกัดดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus ดวยวิธี phenol-chloroform 
              

   ยอยดีเอ็นเอดวย HindIII 
          บม 37°C นาน 12-18 ชม. 

                  ทํา electrophoresis โดยใชวุน 1% agarose (ขนาด 6 x 10 cm) 
                                       80 โวลต นาน 1 ชม. 

        ยอมดวย ethidium bromide 
 

              ดูลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเอนไซมภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 
           

ถาการตัดดีเอ็นเอสมบูรณทํา electrophoresis อีกครั้ง 
โดยใชวุน 1% agarose (ขนาด 10 x 15 cm) 
          15 โวลต นาน 12-14 ชม. 

ยอมดวย ethidium bromide ดูผลและถายรูปใตแสงอุลตราไวโอเลต 
 

       แชแผนวุนใน denaturation solution 45 นาท ี
 

  แชใน neutralization solution 40 นาท ี
 

          ควํ่าดานหนาวุนและวางบนแผนกระจกที่มีกระดาษกรอง 
            Whatman 3M ซ่ึงปลายจุมในสารละลาย 10x SSC 

 
            วางแผนไนลอนทับแผนวุนดานหลังและกระดาษกรองทับหนา 4-6 cm 
             ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 12-18 ชม. 

  ตรึงดีเอ็นเอบนแผนไนลอนดวยแสงอุลตราไวโอเลต 3 นาท ี
                                 
                              เขยาเบาๆ ในนํ้ากล่ัน 5 นาที ตั้งทิ้งใหแหง 
 
 
 
รูปที่ 2.3 ขั้นตอนการตรวจยืนยันยีน tdh, trh1 และ trh2 โดยการถายโอนดีเอ็นเอแลวใชดีเอ็นเอ
ตรวจจับดวยวิธี Southern blot hybridization 
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                                  แชในสารละลาย prehybridization 

บม 37°C (สําหรับยีน tdh) หรือ 30°C  
(สําหรับยีน trh1 และ trh2) นาน 40 นาท ี

        แชในสารละลาย hybridization solution อยาใหมีฟองอากาศ 
บม 37°C (สําหรับยีน tdh) หรือ 30°C  
(สําหรับยีน trh1 และ trh2) นาน 16 ชม. 

                      ลางดวย 2x SSC ที่เติม 0.1% SDS 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาท ี
        บมอุณหภูมิหอง 

ลางดวย 0.5x SSC ที่เติม 0.1% SDS 2 ครั้ง ครั้งละ 15 นาท ี
             บมที่ 65°C  

    ลางดวย washing buffer 5 นาท ีแลวแชใน blocking solution  
                                           บมอุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ี
            แชแผนไนลอนในสารละลายแอนติบอดีตอ DIG 

บมอุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ี
    ลางดวย washing buffer 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที  

 
      แชใน detection buffer นาน 3 นาท ี
 

                     แชใน Color substrate solution 
            วางในที่มืด นาน 16 ชม. 

                ลางดวยน้ํากล่ัน 
 
 

รูปที่ 2.3 (ตอ) ขั้นตอนการตรวจยืนยันยีน tdh, trh1 และ trh2 โดยการถายโอนดีเอ็นเอแลวใช 
ดีเอ็นเอตรวจจับดวยวิธี Southern blot hybridization 

 
 
 
 
 
 

 



บทที ่3 
 

ผลการทดลอง 
 
1. การตรวจยืนยันเชื้อ V. parahaemolyticus โดยวิธี PCR ใชยีน toxR เปนยีนเปาหมาย  

จากการแยกเช้ือ V. parahaemolyticus จากผูปวยจํานวน 868 ไอโซเลต โดยแยกเปน
เช้ือที่แยกไดในป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 จํานวน 64, 123, 142, 127, 205 และ 207 ไอโซเลต 
ตามลําดับ (Wootipoom et al., 2007) พบเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 
76 ไอโซเลต เมื่อนําเช้ือทุกไอโซเลตจากคลังเชื้อมาทดสอบ โดยวิธี PCR ใชยีน toxR เปนยีน
เปาหมาย ผลการทดสอบพบวา เช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต ใหผลบวกกับการทดสอบยีน toxR แสดง
วา ทุกไอโซเลตเปน V. parahaemolyticus (รูปที่ 3.1 และ 3.2)  
 
2. การตรวจยืนยันยีนสรางสารพิษ tdh และ trh โดยวิธี PCR  

เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 76 ไอโซเลต นํามาตรวจหายีน 
tdh และ trh (รูปที ่3.1) โดยวิธี PCR พบ 76 ไอโซเลตไมมียีน tdh และ trh โดยแยกเปนเช้ือที่
แยกไดในป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 จํานวน 8 (12.5%), 8 (6.5%), 14 (9.8%), 7 (5.5%), 19 
(9.3%) และ 20 (9.7%) ไอโซเลต ตามลําดับ (รูปที่ 3.2) 

 
3. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดง  

จากการทดสอบพบวา เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 76 ไอโซ
เลต สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงไดเพียงบางสวน (α-hemolysis) เชนเดียวกับ negative 
control (สายพันธุ tdh- trh+) ซ่ึงแตกตางจาก positive control (สายพันธุ tdh+ trh-, tdh+ trh+) ที่
สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงไดอยางสมบูรณ (β-hemolysis) (รูปที่ 3.3)  

 
4. การตรวจยืนยันยีน tdh, trh1 และ trh2 โดยการถายโอนดีเอ็นเอและใชดีเอ็นเอ
ตรวจจับดวยวิธ ีSouthern blot hybridization  

ผลการทดสอบพบวา เช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต ไมมยีีน tdh, trh1 และ trh2 เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม (รูปที ่3.4, 3.5, 3.6)   
 

 
 
              
             53 



 

 

54 

 
 
 

                                                                              
 

รูปที่ 3.1 ผลการทํา PCR เพ่ือตรวจหายีน toxR, tdh, trh, vcrD, vopT และ VPA1335 
  

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

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 

     M        1      2      3      4       5      
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 
300 bp 
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       1 kb 
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   500 bp 
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รูปที่ 3.2 จํานวนเชื้อ V. parahaemolyticus ทั้งหมด และ V. parahaemolyticus สายพันธุ  tdh- 
trh-  ที่แยกไดจากโรงพยาบาลหาดใหญระหวางป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       total isolates 
    

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

  (a)     (c) 

     
  (b) 

       
       (d) 
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รูปที่ 3.4 Southern blot hybridization ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- เม่ือใชยีน 
tdh เปนตัวตรวจจับ 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

   
   9.0 kb 
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รูปที่ 3.5 Southern blot hybridization ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- เม่ือใชยีน 
trh1 เปนตัวตรวจจับ 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

   
   3.7 kb 
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รูปที่ 3.6 Southern blot hybridization ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- เม่ือใชยีน 
trh2 เปนตัวตรวจจับ  

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
   6.2 kb 

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

 จากการทดสอบซีโรทัยปของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 76 
ไอโซเลต พบซีโรทัยปที่แตกตางกัน 25 ซีโรทัยป โดยซีโรทัยป O11:KUT มีจํานวนสูงที่สดุคือ 
18 ไอโซเลต (23.7%) รองลงมาคือ O5:KUT จํานวน 8 ไอโซเลต (10.5%), O12:KUT จํานวน 7 
ไอโซเลต (9.2%) และ O1:KUT จํานวน 5 ไอโซเลต (6.6%) และที่นาสนใจอีกประการหน่ึงคือ 
พบ KUT สูงถึง 57 ไอโซเลต (75%) นอกจากน้ียังพบ O11 สูงที่สุดคือ 18 ไอโซเลต (23.7%) 
(ตารางที ่3.1)  
 
ตารางที ่3.1 จํานวนและซีโรทัยปของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ใน พ.ศ. 
2543 ถึง 2548 
 
พ.ศ. (จํานวนทั้งหมด) จํานวน 

ไอโซเลต 
O:K serotypes 

2543(8) 3 
1 

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

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

2545(14) 2 
1 

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

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

2547(19) 4 
3 
2 
1 

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

2548(20) 9 
2 
1 

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

 

KUT: K Untypeable; R: rough 
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5.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 
โดยวิธี AP-PCR  
 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 
76 ไอโซเลต โดยเทคนิค AP-PCR โดยใช primer 2 และ primer 4 พบวา แบบแผนลายพิมพ   
ดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus ที่แยกไดในแตละปมีความแตกตางกัน ยกเวน ซีโรทัยป 
O11:KUT ที่แยกจากป พ.ศ. 2548 จํานวน 3 ไอโซเลตที่มีแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอที่
เหมือนกัน (รูปที ่3.7 และ 3.8 lane 8, 9 และ 10) อยางไรก็ตาม ซีโรทัยปที่เหมือนกันสวนใหญ
จะใหลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกัน เชน ซีโรทัยป O12:KUT ที่แยกจากป พ.ศ. 2543 (รูปที่ 
3.9 lane 1 และ 2) ซีโรทัยป O3:KUT ที่แยกจากป พ.ศ. 2544 (รูปที่ 3.9 lane 3 และ 5) และซี
โรทัยป O5:KUT ที่แยกจากป พ.ศ. 2548 (รูปที่ 3.10 lane 6 และ 8) 
 
6. การตรวจสอบปจจัยกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

6.1 การตรวจสอบ TTSS1 โดยใชยีน vcrD เปนยีนเปาหมาย โดยวิธี PCR และ 
TTSS2 โดยใชยีน vopT, VPA1335 เปนยีนเปาหมายโดยวิธี multiplex PCR 

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

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

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

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

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

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

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

                                                   
 
รูปที่ 3.9 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh-  
ซีโรทัยปอื่นๆ ที่แยกไดใน พ.ศ. 2543 ถึง 2544 โดยใช primer 2 
 

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

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

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

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

 
6.2 การทดสอบการเกาะติด (Adherence assay) ของ V. parahaemolyticus สาย

พันธุ tdh- trh- ในลําไสเล็กของหนูขาวเปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ 
tdh- trh+   

เช้ือ V. parahaemolyticus จํานวน 20 ไอโซเลต แบงเปน tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ 
และ tdh- trh-  สายพันธุละ 5 ไอโซเลต ทั้งหมดถูกนํามาทดสอบการเกาะติดในลําไสเล็กของหนู
ขาวเปรียบเทียบกับเช้ือ Shigella R+ พบวา คาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือที่เกาะติดของเช้ือสายพันธุ 
tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ และ tdh- trh-  เทากับ 112.2 ± 29.6, 74.9 ± 18.9, 119.9 ± 21.6 
และ 53.9 ± 14.3 (x106) cfu/cm2 ตามลําดับ (รูปที่ 3.11) โดยคาเฉล่ียของจํานวนเชื้อที่เกาะติด
ของเช้ือสายพันธุ tdh- trh+ มีคามากที่สุด ในขณะที่คาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือที่เกาะติดของเช้ือสาย
พันธุ tdh- trh- มีคานอยกวาคาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือทีเ่กาะติดของเช้ือสายพันธุ tdh+ trh+, tdh- 
trh+ อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95% (p < 0.05) การเกาะติดของเช้ือ Shigella R+ ซ่ึง
เปนเช้ือควบคุมมีคาเทากับ 198.3 ± 10.1 (x106) cfu/cm2 

จํานวนไอโซเลตทีใ่หผลบวก/จํานวนไอโซเลตทีท่ดสอบ (%) พ.ศ. จํานวนไอโซเลต
ที่ทดสอบ vcrD vopT VPA1335 

2543 8 8/8 0/8 0/8 
2544 8 8/8 0/8 0/8 
2545 14 14/14 1/14 1/14 
2546 7 7/7 0/7 0/7 
2547 19 19/19 1/19 1/19 
2548 20 20/20 0/20 0/20 
รวม 76 76/76 (100%) 2/76 (2.6%) 2/76 (2.6%) 
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รูปที่ 3.11 จํานวน V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ และ tdh- trh- ที่
เกาะติดกับลําไสเล็กของหนูขาว  
 * ที่แตกตางกัน แสดงถึงความแตกตางของคาเฉล่ียของจํานวนเชื้อที่เกาะติดแตละสายพันธุ
อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95% (p < 0.05) 
 

6.3 การทดสอบการสรางไบโอฟลมของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+  
เช้ือ V. parahaemolyticus จํานวน 25 ไอโซเลต แบงเปน tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ 

และ tdh- trh-  ที่แยกจากผูปวย จํานวน 20 ไอโซเลต และสายพันธุ tdh- trh-  ที่แยกจาก
สิ่งแวดลอม จํานวน 5 ไอโซเลต ทั้งหมดถูกนํามาทดสอบความสามารถในการสรางไบโอฟลม
เปรียบเทยีบกับเชื้อ P. aeruginosa ผลการทดลองพบวา คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+, tdh- trh-  และ
สายพันธุ tdh- trh-  ที่แยกจากสิ่งแวดลอม มีคาเทากับ 0.61 ± 0.07, 0.52 ± 0.08, 0.34 ± 0.07, 
0.28 ± 0.06 และ 0.60 ± 0.07  ตามลําดับ (ตารางที ่3.3) โดยคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh+ trh+ มีคามากที่สุด ในขณะที่
คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 nm ของเช้ือที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh- 
trh- มีคานอยกวาคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือแตละสาย
พันธุอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (p < 0.05) คาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือ P.  aeruginosa ซ่ึงเปนเช้ือควบคุม มีคาเทากับ 0.90 ± 0.07  

  * 
  * 

  *** 

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

สายพันธุ 

  ** ** 
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ตารางที ่ 3.3 ผลการทดสอบการสรางไบโอฟลมของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh-, tdh+ trh+, tdh- trh+ ซ่ึงแยกจากผูปวยและสายพันธุ tdh- trh- ซ่ึง
แยกจากสิ่งแวดลอม 
 

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

ผูปวย 

tdh- trh- isolates 0.28 ± 0.06 d 
สิ่งแวดลอม tdh- trh- isolates 0.60 ± 0.07 b 

positive control P.  aeruginosa 0.90 ± 0.07 e 
 

ตัวอักษรที่แตกตางกันเหนือตัวเลข แสดงถึงความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 nm ของเช้ือแตละสายพันธุอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือม่ัน 95% (p < 
0.05) 
* คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากเช้ือทั้งหมด 5 ไอโซเลต ที่นํามาเปนตัวแทนทดสอบจากเช้ือแตละ
กลุม 
 

6.4 การศึกษาแบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลของ V. parahaemolyticus สาย
พันธุ tdh- trh- เปรียบเทียบกับสายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh- และ tdh- trh+   

ผลการทดลอง พบวา แบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลมีความแตกตางกันคือ เชื้อ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+,  tdh+ trh-, tdh- trh+ (รูปที่ 3.12 lane 1 ถึง 3) พบแถบ
โปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 40 kDa (ลูกศรช้ี) แต V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 

trh-  ไมพบแถบโปรตีนดังกลาว (รูปที่ 3.12 lane 4 ถึง 8)  
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รูปที่ 3.12 รูปแบบของโปรตีนในเซลลของเช้ือ V. parahaemolyticus  
 

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

(PSU2016 และ PSU602) 
 
 
 
 
 
 
 
 

       kDa         M       1        2        3       4       5       6       7        8             
    

   200 
   
   116 
     97       

     66 
       
     45 
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6.5 การสุม interrupt ยีนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- โดยวิธี 
transposon mutagenesis เพื่อศึกษาปจจัยกอโรคอ่ืนๆ  

ผลการทดสอบ พบจํานวนโคลนที่เปน mutant strains จํานวน 1,800 โคลน หลังจาก
น้ันนํามาศึกษาความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดง ความสามารถในการเคล่ือนที ่ และ
ความสามารถในการยอยสลายโปรตีนและ gelatin พบวา ทุกโคลนสามารถยอยสลายเม็ดเลือด
แดง เคล่ือนที่ได ยอยสลายโปรตีนและ gelatin ไดไมแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุ 
wild type 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

การศึกษาครั้งน้ี ไดศึกษาเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกไดจาก
โรงพยาบาลหาดใหญในป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลาย
เม็ดเลือดแดงของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้ง 76 ไอโซเลต บน Wagatsuma 
agar ซ่ึงเปนการทดสอบเพ่ือตรวจหาสายพันธุที่สรางสารพิษ TDH ผลการทดลองพบวา เช้ือทั้ง 
76 ไอโซเลต ใหผลการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma agar แบบ α-hemolysis แสดง
วา เชื้อทั้ง 76 ไอโซเลต ไมมียีน tdh เพราะสายพันธุที่มียีน tdh เทาน้ันที่จะให β-hemolysis 
(Kanagawa phenomenon หรือ KP) บน Wagatsuma agar เน่ืองจากอาหารน้ีมีการเติมเลือด
และเกลือในปริมาณที่สูงถึง 7% ซึ่งเกลือในปริมาณที่สูงน้ีจะชวยในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
อื่นๆ (Chun et al., 1975) นอกจากน้ีการสราง TDH บน Wagatsuma agar ยังเก่ียวของกับ pH 
และชนิดของคารโบไฮเดรตที่มีในอาหาร โดยเม่ือเช้ือมีการเจริญเติบโตและมีการยอยสลาย
นํ้าตาลแมนนิทอลที่อยูในอาหาร จะทําให pH ของอาหารลดลงอยูในชวง 5.5-6.5 ซ่ึงเปนสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการสราง TDH สําหรับนํ้าตาลบางชนิด เชน กลูโคสและแมนโนส แมวาเช้ือจะ
สามารถยอยสลายได แตจะทําให pH ของอาหารต่ํากวา 5.5 ซ่ึงไปยับยั้งการเจริญเติบโตและ
การสราง TDH ของ V. parahaemolyticus  (Cherwonogrodzky and Clark, 1981) การศึกษา
ครั้งน้ียังไดทําการตรวจยืนยันยีน tdh และ trh ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้ง 
76 ไอโซเลต โดยใชตัวตรวจจับที่จําเพาะกับยีน tdh, trh1 และ trh2 ดวยวิธี Southern blot 
hybridization ซ่ึงผลการทดลองปรากฏวา ไมพบทั้ง 3 ยีน แสดงวา เชื้อทั้ง 76 ไอโซเลต ไมมีทั้ง
ยีน tdh, trh1 และ trh2 ดังน้ันการทํา Southern blot hybridization จึงเปนการยืนยันผลของการ
ยอยสลายเม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma agar วา เช้ือทั้ง 76 ไอโซเลตไมมียีน tdh 

จากการศึกษาซีโรทัยปของเช้ือทั้ง 76 ไอโซเลต พบซีโรทัยปที่แตกตางกัน 25 ซีโรทัยป 
โดยพบซีโรทัยป O11:KUT สูงสุด (23.7%) รองลงมาคือ O5:KUT (10.5%), O12:KUT  (9.2%) 
และ O1:KUT (6.6%) และที่นาสนใจคือ พบ KUT สูงถึง 57 ไอโซเลต (75%) ซ่ึงแตกตางจาก
การศึกษาของ Suthienkul และคณะ (1995) ที่ทําการศึกษา V. parahaemolyticus ที่แยกจาก
ผูปวยในโรงพยาบาล พบ V. parahaemolyticus สายพันธุ  tdh- trh- ซีโรทัยป O4:KUT สูงสุด 
(8.9%) และพบ KUT เพียง 35.7% (Suthienkul et al., 1995) ในปจจุบันการตรวจสอบซีโรทัยป
ของ K antigen ของ V. parahaemolyticus สามารถทําไดเพียง 71 ซีโรทัยป เน่ืองจากบริษัท 
Denka Seiken ของประเทศญ่ีปุน  ไดผลิตแอนติซีรัม่ตอ K antigen เพียง 71 ชนิด ดังน้ัน KUT 
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ที่ตรวจพบในการศึกษาครั้งน้ีจึงยืนยันวา V. parahaemolyticus ยังมี K antigen ที่แตกตางกัน 
อีกมากมาย และการที่จํานวน KUT ที่ตรวจพบมีจํานวนมากกวาที่เคยมีรายงานมากอน อาจ
แสดงวา สภาพแวดลอมในปจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงสูง ทําใหแอนติเจนบริเวณแคปซูล (K 
antigen) ซ่ึงเปนผิวนอกสดุของแบคทีเรียมีการเปล่ียนแปลงเพ่ือปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอม
เพ่ือความอยูรอด 
 การระบาดของ V. parahaemolyticus ที่เพ่ิมขึ้น ทําใหมีความจําเปนที่จะตองแยกความ
แตกตางของสายพันธุเพ่ือตรวจสอบแหลงที่มา โดยทั่วไปสายพันธุที่มีลักษณะฟโนทัยปที่
เหมือนกันจะใชวิธีทางชีวโมเลกุลในการแยกความแตกตาง เชน การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ 
จากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้ง 76 ไอโซเลต
โดยวิธ ี AP-PCR พบวา แบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือที่แยกไดในแตละปมีความแตกตาง
กัน แมวาจะเปนซีโรทยัปเดียวกัน แสดงใหเห็นวา ผูปวยมีการติดเชื้อ V. parahaemolyticus 
สายพันธุทีต่างกัน ยกเวน ซีโรทัยป O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2548 จํานวน 3 ไอโซเลต ที่มี
แบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอที่เหมือนกัน ซึ่งอาจเปนไปไดวา ทั้ง 3 ไอโซเลต มาจากแหลงกําเนิด
เดียวกัน นอกจากน้ียังพบวา V. parahaemolyticus ที่มีซีโรทัยปเหมือนกันมีแบบแผนลายพิมพ
ดีเอ็นเอที่ตางกัน แสดงวา การศึกษาความแตกตางของสายพันธุโดยการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ
มีความไวกวาการตรวจซีโรทัยป  
 การศึกษาลําดับเบสในจีโนมของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 
(KP บวก) ทําใหพบ TTSS (ประกอบดวยยีนหลายชนิดทีท่ําหนาที่กําหนดโครงสรางใชในการ
ขนสง virulence factors จากเช้ือเขาไปในไซโตพลาสซึมของเซลลพวกยูคาริโอต) จํานวน 2 
กลุม เรียกวา TTSS1 และ TTSS2 (Makino et al., 2003) โดย TTSS1 อยูบนโครโมโซม 1 และ
ตรวจพบใน V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุ ในขณะที่ TTSS2 อยูบนโครโมโซม 2 โดยอยู
ภายในบริเวณ pathogenicity island (ขนาดประมาณ 80 kb) ซึ่งมียีน tdh อยูในบริเวณน้ีดวย
และตรวจพบ TTSS2 ใน V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียีน tdh เทาน้ัน (สายพันธุ KP 
บวก) (Makino et al., 2003) เปนไปไดวา V. parahaemolyticus ไดรับการถายทอดยีน tdh และ 
TTSS2 พรอมกัน สําหรับการศึกษาคร้ังน้ีไดตรวจหายีน vcrD (เปนยีนที่อยูบน TTSS1) โดยวิธี 
PCR และยีน vopT, VPA1335 (เปนยีนที่อยูบน TTSS2) โดยวิธ ีmultiplex PCR ยีน vcrD เปน
ยีนควบคุมการสราง Vibrio calcium response protein (VcrD) และมีความคลายคลึงกับยีน 
lcrD ของเช้ือ Yersinia 74% และมีบทบาททําใหเซลล HeLa เกิดความเปนพิษ (Ono et al., 
2006) สําหรับยีน vopT ควบคุมการสราง Vibrio outer membrane protein (VopT) ซ่ึงมีความ
คลายคลึงกับ effector proteins ที่ถูกขนสงผาน TTSS ของ P. aeruginosa ไดแก ExoT (45%) 
และ ExoS (44%) และมีบทบาททําใหเซลล Caco-2 และ HCT-8 เกิดความเปนพิษ (Kodama 
et al., 2007) ยีน VPA1335 เปนยีนที่แปลรหัสการสรางโปรตีนทีย่ังไมทราบหนาที ่ (putative 
type III secretion apparatus protein) แตมีความคลายคลึงกับโปรตีน Spa9 ของ Shigella 
flexneri ประมาณ 37% Spa9 ทําหนาทีเ่ปน apparatus protein ใน TTSS และเก่ียวของกับการ
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สรางแฟลกเจลลา จากผลการทดลองพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ  tdh- trh- ทั้ง 76 
ไอโซเลต มี TTSS1 (vcrD+) แตตรวจพบ TTSS2 (vopT+, VPA1335+) ใน V. 
parahaemolyticus สายพันธุ  tdh- trh- จํานวน 2 ไอโซเลต (2.6%) (ตารางที ่3.2) ซ่ึงแตกตาง
จากการศึกษากอนหนาน้ีของ Makino และคณะ (2003) และ Park และคณะ (2004) ที่ตรวจพบ 
TTSS2 ในเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียนี tdh เทาน้ัน เปนไปไดวา เชื้อ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้งสองไอโซเลตน้ี นาจะเปนสายพันธุที่มียีน tdh มากอน 
(tdh+ trh-) แตมีการหายไปของยีน tdh ใน 2 ไอโซเลตน้ีภายหลัง จากการศึกษาของ Bhoopong 
และคณะ (2007) ซ่ึงศึกษา V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวย พบวาในผูปวยคนเดียวกัน 
มีการติดเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh- และสายพันธุ tdh- trh- โดยที่ลายพิมพดี
เอ็นเอจากเชื้อทั้งสองสายพันธุเม่ือศึกษาโดยวิธี PFGE ไมมีความแตกตางกัน แสดงวา ทั้งสอง
สายพันธุเปนเชื้อตัวเดียวกันแตเกิดการหายไปของยีน tdh ในขณะที่เชื้ออยูในรางกายผูปวย 
(Bhoopong et al., 2007) และเม่ือตรวจสอบสายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยรายน้ีโดยวิธี 
Southern blot hybridization พบยีน tdh ที่ไมสมบูรณบนโครโมโซมของเช้ือน้ี เม่ือทําการศึกษา
ลําดับเบสของยีน tdh และยีนที่ใกลเคียงโดยวิธ ีChromosome walking พบบางสวนของยีน tdh 
ถูกเคล่ือนยายไปยังตําแหนงอื่นบนโครโมโซมโดยยีน transposase ที่ขนาบขางยีน tdh 
(Bhoopong et al., 2008) อยางไรก็ตาม ในการศึกษานี้จากการทํา Southern blot 
hybridization ดวยตัวตรวจจับยีน tdh ไมพบรองรอยของชิ้นสวนของยีน tdh บนโครโมโซมของ
เช้ือทั้งสองไอโซเลต เปนไปไดวา ยีน tdh ของเช้ือทั้งสองไอโซเลต นาจะเกิดการขาดหายไป
อยางสมบูรณ งานวิจัยนี้ใหผลตรงกับงานวิจัยของ Meador และคณะ (2007) ซ่ึงตรวจพบ 
TTSS2 ในเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 2 ไอโซเลตจากเชื้อทั้งหมด 48 
ไอโซเลตโดยใชวิธ ีmicroarray hybridization (Meador et al., 2007)    

การเกาะติดของแบคทีเรียกับพ้ืนผิวเยื่อเมือก (mucosal surface) ของลําไสเปนขั้นตอน
แรกของการทําใหเกิดการติดเชื้อ ดังนัน้การเกาะติดจึงเปนปจจัยสําคัญของการกอโรค จากการ
ทดสอบการเกาะติดของ V. parahaemolyticus กับลําไสเล็กของหนูขาวหลังจากบมเปนเวลา 30 
นาที (รูปที่ 3.11) ผลปรากฏวา คาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือที่เกาะติดของ V. parahaemolyticus 
สายพันธุ tdh- trh- มีคานอยกวาคาเฉล่ียของจํานวนเช้ือที่เกาะติดของเชื้อสายพันธุ tdh+ trh+, 
tdh- trh+ และ Shigella R+ อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (p < 0.05) โดยคาเฉล่ีย
ของจํานวนเชื้อที่เกาะติดของเชื้อสายพันธุ tdh- trh+ มีคาสูงสุดและไมมีความแตกตางกับสาย
พันธุ tdh+ trh+ เปนที่ทราบกันดีวา V. parahaemolyticus ใชแฟลกเจลลาเสนเดียวที่ขั้วในการ
เคล่ือนทีใ่นอาหารเหลว และใชแฟลกเจลลารอบเซลลในการเคล่ือนที่บนอาหารแข็งหรือใน
สิ่งแวดลอมที่มีความหนืดสูงหรือเกาะติดกับพ้ืนผิว (McCarter, 2004) Park และคณะ (2005) 
รายงานการพบยีน vpaH ใน V. parahaemolyticus สายพันธุที่มียนี trh ซึ่งยีน vpaH ทําหนาที่
ควบคุมการสรางแฟลกเจลลารอบเซลล จากการทดลอง เม่ือนํา V. parahaemolyticus มาตัดยีน 
vpaH ออก พบวา เชื้อ mutant มีความบกพรองในการสรางแฟลกเจลลารอบเซลล แตไมมีผลตอ
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การแสดงออกของแฟลกเจลลาเสนเดียวที่ขั้วและเม่ือนํา mutant นี้ไปทดสอบการเกาะติดและ
การสรางไบโอฟลม พบวา ความสามารถในการเกาะติดและการสรางไบโอฟลมลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกับสายพันธุ wild type (Park et al., 2005) ดังน้ันเปนไปไดวา การที่เชื้อ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh+ และ tdh+ trh+ สามารถเกาะติดไดสูงเกิดจากการมียีน 
vpaH ในการทดลองครั้งน้ีพบวา คาเฉลี่ยของจํานวนเช้ือสายพันธุ tdh- trh- ที่เกาะติดลําไสหนู 
ไมมีความแตกตางกับสายพันธุ tdh+ trh- อยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือม่ัน 95% (p < 0.05) 
ซ่ึงชวยยืนยันวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่ไมมียีน trh (trh-)  มีความสามารถในการ
เกาะติดกับลําไสไดนอยกวาสายพันธุที่มียีน trh (trh+) และยังสอดคลองกับการศึกษาของ 
Hackney และคณะ (1980) ซ่ึงรายงานวา การเกาะติดของ V. parahaemolyticus กับเซลล HFI 
(human fetal intestinal cell) ไมมีความแตกตางกันในสายพันธุ tdh+ (KP บวก) และ tdh- (KP 
ลบ) ที่แยกจากผูปวย (Hackney et al., 1980) Iijima และคณะ (1981) ทดสอบการเกาะติดของ 
V. parahaemolyticus จํานวน 32 สายพันธุกับเซลลเยื่อบุผิว พบวา การเกาะติดของ V. 
parahaemolyticus ขึ้นอยูกับการมีชีวิตของเชื้อ เน่ืองจากเม่ือนํา V. parahaemolyticus ไปผาน
ความรอนหรือแสงอุลตรา    ไวโอเลตกอนนําไปทดสอบ พบวา จํานวนเชื้อที่เกาะติดเซลลลดลง 
(Iijima et al., 1981)  

ปจจุบันแบคทีเรียที่สรางไบโอฟลม กอใหเกิดปญหาสําคัญที่เก่ียวของกับการทําใหเกิด
การติดเช้ือ เชน เยื่อหุมฟนอักเสบ การติดเช้ือในหูสวนกลาง ตอมลูกหมากอักเสบเรื้อรังที่เกิด
จากแบคทีเรีย การติดเชื้อเรื้อรังในชองปอด การติดเช้ือในอุปกรณทางการแพทย เชน สายสวน
ปสสาวะ การใสคอนแทคเลนส (Donlan and Costerton, 2002) นอกจากน้ีแบคทีเรียที่สราง   
ไบโอฟลมจะมีความทนทานหรือดื้อยาปฏิชีวนะไดมากกวาแบคทีเรียชนิดเดียวกันที่ลองลอยเปน
อิสระ 1,000 เทา (Gilbert et al., 1997) มาตรฐานในการรักษาการติดเช้ือที่เกิดจากไบโอฟลม
ทําไดเพียงกําจัดเซลลที่ลองลอยเปนอิสระ สวนเช้ือที่สรางไบโอฟลมยังสามารถเพ่ิมจํานวน
ภายในไบโอฟลม ตลอดจนแพรกระจายไดอยางตอเน่ืองแมวาการรักษาจะสิ้นสุดลงแลวก็ตาม 
นอกจากน้ี ระบบภูมิคุมกันของเซลลเจาบาน ไมสามารถกําจัดเช้ือที่สรางไบโอฟลมได 
(Costerton et al., 1995) การศึกษาครั้งน้ีไดทดสอบความสามารถในการสรางไบโอฟลมของ V. 
parahaemolyticus ทั้งสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสิ่งแวดลอม พบวา เช้ือทุกสายพันธุที่
ทดสอบมีการสรางไบโอฟลม (ตารางที ่ 3.3) โดย V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยสาย
พันธุ tdh+ trh+ สรางไบโอฟลมไดสูงสุด ในขณะที่เช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวย
สายพันธุ tdh- trh-  สรางไบโอฟลมไดนอยกวา V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุที่ทดสอบ
รวมทั้ง P. aeruginosa ซ่ึงเปนชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95% (p < 0.05) 
แสดงใหเห็นวา V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยซึ่งมี virulence gene มาก สามารถ
สรางไบโอฟลมไดมากกวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่มี virulence gene นอยกวาหรือไม
มี ยกเวน V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากสิ่งแวดลอมซ่ึงสรางไบโอฟลมได
ไมแตกตางจากสายพันธุ tdh+ trh+ และสรางไบโอฟลมไดมากกวาสายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจาก
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ผูปวย ทั้งน้ีอาจเปนเพราะ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากสิ่งแวดลอม
จําเปนตองสรางไบโอฟลมเพ่ือการอยูรอดไดในสิ่งแวดลอมทีม่ีปจจัยตางๆที่หลากหลายมากกวา
ในรางกายผูปวย เชน สภาวะทางกายภาพ เชน ความเค็ม อุณหภูมิ ที่ทําใหแบคทีเรียเกิด
ความเครียดหรือกดดัน รวมทั้งการถูกลาโดยโปรโตซัวหรือแมแตพวกแบคเทอริโอฟาจที่อยูใน
สิ่งแวดลอม (Huq et al., 2008) นอกจากน้ี ในทะเลจะพบพ้ืนผิวที่แตกตางกันสงผลตอการ
สรางไบโอฟลมแตกตางกัน เชน พืชมีพ้ืนผิวเปนสารพอลิเมอรอินทรีย สัตวที่มีเปลือกแข็งหุม
และแพลงกตอนสัตวมีไคติน ซึ่งมีความแตกตางจากพ้ืนผิวอื่นๆ นอกจากน้ี ผลจากการทดลอง
ยังพบวา การเกาะติดของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยมี
ความสัมพันธกับการสรางไบโอฟลม โดยเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- สามารถ
เกาะติดและสรางไบโอฟลมไดนอยที่สุด แตอยางไรก็ตามผลจากการทดลองครั้งน้ี แสดงใหเห็น
วา การเกาะติดและการสรางไบโอฟลมไมไดเปนปจจัยเก่ียวของกับการกอโรคของเชื้อ V. 
parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- 

จากผลการศึกษาแบบแผนการสรางโปรตีนในเซลลของ V. parahaemolyticus สายพันธุ 
tdh- trh- เทียบกับสายพันธุ tdh+ trh-, tdh+ trh+ และ tdh- trh+ โดยวิธี SDS–PAGE พบวา แบบ
แผนการสรางโปรตีนในเซลลมีความแตกตางกันคือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+,  
tdh- trh+,  tdh+ trh- พบแถบโปรตีนทีมี่นํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 40 kDa (รูปที่ 3.12 lane 1 ถึง   
3) สวนสายพันธุ tdh- trh-  ไมพบแถบโปรตีนดังกลาว (รูปที่ 3.12 lane 4 ถึง 8) อยางไรก็ตาม 
โปรตีนน้ีนาสนใจที่จะศึกษาตอไปในอนาคต ซึ่งจะชวยบงช้ีไดวา โปรตีนนี้อาจมีความสําคัญใน
การกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุที่มี virulence gene  

จากการสุม interrupt ยีนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- PSU1751 โดย
วิธี transposon mutagenesis เพ่ือทําใหเกิดการกลายพันธุโดยการสอดแทรกพลาสมิด 
(pSC189) เขาไปยังยนีใดยีนหนึ่งในโครโมโซม แลวทําใหการทํางานของยีนน้ันเปล่ียนไป 
(Nagy and Chandler, 2004) ในการศึกษาน้ีไดพยายามที่จะยับยั้งการแสดงออกของยีน tlh, 
flagella, protease และ gelatinase เพ่ือศึกษาวายีนเหลาน้ี เปนสวนหน่ึงของปจจัยกอโรคของ
เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- หรือไม จากการทดลองใชเช้ือ E. coli SM10 ซ่ึง
มีพลาสมิด pSC189 สอดแทรกเขาไปในโครโมโซมของเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ  
tdh- trh- บริเวณที่มีเบส TA และทําการคัดเลือกสายพันธุที่เปน mutant strains จํานวน 1,800 
โคลน พบวา ทุกโคลนสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดง เคลื่อนที่ได ยอยสลายโปรตีนและ 
gelatin ไดไมแตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ wild type แสดงวา transposon ไมไดเขา
ไปแทรกตรงตําแหนงของยีน tlh ยีนที่สราง flagella ยีนที่สรางเอนไซม protease และ 
gelatinase แตอาจไปแทรกที่ยีนสวนอื่นในโครโมโซมของเช้ือ V. parahaemolyticus ในอนาคต
การศึกษาตําแหนงยีนอื่นๆ ที่ transposon เขาไปแทรกอาจมีประโยชนในการชวยยืนยันการ
ทํางานของยีนเหลานี้ หรือชวยใหทราบวามีปจจัยกอโรคอื่นๆ ที่เก่ียวของกับการกอโรคของ V. 
parahaemolyticus 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

1. เชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกไดจากโรงพยาบาลหาดใหญใน
ป พ.ศ. 2543 ถึง 2548 ทั้ง 76 ไอโซเลต ใหผลการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร 
Wagatsuma agar แบบ α-hemolysis แสดงวา เช้ือทุกไอโซเลตไมมียีน tdh ซ่ึงสอดคลองกับผล
การตรวจยืนยันดวยวิธ ีSouthern blot hybridization ที่ไมพบยีน tdh  

2. เช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- จํานวน 76 ไอโซเลต มีซีโรทัยปที่
แตกตางกัน 25 ซีโรทัยป โดยพบซีโรทัยป O11:KUT สูงสุด (23.7%) รองลงมาคือ O5:KUT 
(10.5%), O12:KUT  (9.2%) และ O1:KUT (6.6%) และที่นาสนใจคือ พบ KUT สูงถึง 57 ไอโซ
เลต (75%) 

3. จากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ทั้ง 76 
ไอโซเลตโดยวิธ ี AP-PCR พบแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือที่แยกไดในแตละปมีความ
แตกตางกัน แมวาจะเปนซีโรทัยปเดียวกัน แสดงวา ผูปวยมีการติดเชื้อ V. parahaemolyticus 
สายพันธุที่ตางกัน ยกเวน ซีโรทัยป O11:KUT ที่แยกไดใน พ.ศ. 2548 จํานวน 3 ไอโซเลต ที่มี
แบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอที่เหมือนกัน ซึ่งอาจเปนไปไดวา ทั้ง 3 ไอโซเลต มาจากแหลงกําเนิด
เดียวกัน 

4. V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยทั้ง 76 ไอโซเลต มี TTSS1 
แตมีเพียง 2 ไอโซเลต (2.6%) ที่มี TTSS2 อาจเปนไปไดวา ทั้ง 2 ไอโซเลตน้ีมียีน tdh แตเกิด
การหายไป (deletion) ในภายหลัง 

5. ยีน trh มีความสัมพันธกับการเกาะติดของเชื้อ V. parahaemolyticus กับลําไสของ
หนูขาว เนื่องจาก V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh+ และ tdh+ trh+ สามารถเกาะติดกับ
ลําไสของหนูขาวไดมากกวาสายพันธุ tdh- trh- และสายพันธุ tdh+ trh- อยางมีนัยสําคัญที่ระดับ
ความเชื่อม่ัน 95% (p < 0.05)  

6. เช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh+ trh+ สรางไบโอฟลมได
สูงสุดและเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยสายพันธุ tdh- trh-  สรางไบโอฟลมไดนอย
ที่สุด นอกจากน้ียังพบวา การเกาะติดของเช้ือ V. parahaemolyticus ที่แยกจากผูปวยสายพันธุ 
tdh- trh-  มีความสัมพันธกับการสรางไบโอฟลม โดยเช้ือ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- 
trh- สามารถเกาะติดและสรางไบโอฟลมไดนอยที่สุด 

 
 
            76 
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7. การตรวจสอบโปรตีนในเซลลของเชื้อ V. parahaemolyticus พบโปรตีนขนาด
ประมาณ 40 kDa ในเชื้อสายพันธุ tdh+ trh+,  tdh- trh+ และ tdh+ trh- แตไมพบในสายพันธุ tdh- 

trh- เปนไปไดวา โปรตีนน้ีอาจมีความสําคัญในการกอโรคของเชื้อสายพันธุที่ม ีvirulence gene 
8. การสุม interrupt ยีนของ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- PSU1751 โดยวิธี 

transposon mutagenesis พบ mutant strains จํานวน 1,800 โคลน แตทุกโคลนสามารถยอย
สลายเม็ดเลือดแดง เคลื่อนที่ได ยอยสลายโปรตีนและ gelatin ไดไมแตกตางกันเม่ือเปรียบเทียบ
กับสายพันธุ wild type ดังน้ันการทดลองครั้งน้ีจึงไมสามารถทําการศึกษาไดวา ยีน tlh, flagella, 
protease และ gelatinase เปนสวนหน่ึงของปจจัยกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุ 
tdh- trh- 
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ภาคผนวก ก 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. Blood agar (BA) 
 Nutrient substrate  
 (heart extract และ peptones)  20 g 
 Sodium chloride    5  g  
 Agar 15 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ัง BA 40 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน แลว
นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาที วางใหเย็นลงประมาณ 50°C 
เติม เลือดคน 5% ผสมใหเขากัน เทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
 

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

       Agar     15 g 
         นํ้ากลั่น     1000 ml 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยนํ้ากลั่น 1000 ml และนําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
ปรับ pH ใหเทากับ 7.2 แลวนําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
วางใหเย็นลงประมาณ 50°C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
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3. Luria Bertani (LB) agar  
 Yeast extract    10 g 
 Tryptone 10 g 
  Sodium chloride    5  g  
 Agar 15 g 
 นํ้ากล่ัน 1000   ml 
 ช่ัง LB agar 35 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน แลว
นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาที วางใหเย็นลงประมาณ 50°C 
แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
4. Luria Bertani (LB) broth   
 Yeast extract 10 g 
 Tryptone 10 g 
 Sodium chloride 5  g  
 นํ้ากล่ัน 1000   ml 

ช่ัง LB broth 20 g ละลายดวยน้ํากล่ัน 1000 ml นําไปตั้งไฟออนๆ จนสวนผสมละลาย
เขากัน แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
5. Motility test medium  

       Beef extract     3 g 
         Pancreatic digest of gelatin  10 g 
         Sodium Chloride    5 g 
         Agar     4 g 
         นํ้ากลั่น     1000  ml 
 ช่ัง Motility test medium 22 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสม
ละลายเขากัน นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี วางใหเย็นลง
ประมาณ 50°C แลวเติมยาปฏิชีวนะตามตองการ ผสมใหเขากัน แลวนําไปแบงใสหลอดที่
ปราศจากเช้ือปริมาตร 3 ml 
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6. Nutrient agar (NA) ผสม 1% Skim milk 
 Beef extract    3 g 
 Peptone     5 g 
  Sodium chloride    5  g  
 Agar 15 g 
 นํ้ากล่ัน 1000   ml 
 ช่ัง NA 23 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน แลว
นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาที วางใหเย็นลงประมาณ 50°C 
แลวเติม 10% Skim milk ที่นําไป autoclave อุณหภูม ิ110°C เวลา 10 นาที ใหไดความเขมขน
สุดทายเปน 1% Skim milk ผสมใหเขากัน แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
 
7. Thiosulfate citrate bile sucrose (TCBS) Agar  
 Yeast extract 5 g 
 Proteose peptone no.3 10 g 
 Sodium citrate 10 g  
 Sodium thiosulfate 10 g  
 Oxgall 8 g  
 Sucrose 20 g  
 Sodium chloride 10 g  
 Ferric citrate 1 g  
 Brom thymol blue 0.04 g 
 Thymol blue 0.04 g 
 Bacto agar 15 g 
 นํ้ากล่ัน 1000  ml 

ช่ัง TCBS agar 89 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
วางใหเย็นลงประมาณ 50°C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
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8. Tryptic soy agar (TSA)  
         Pancreatic digest of casein  15 g 
          Papaic digest of soybean   5 g 
         Sodium chloride    5 g 
         Agar     15 g 
    นํ้ากลั่น 1000   ml 

ช่ัง TSA 40 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน แลว
นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ีวางใหเย็นลงประมาณ 50°C 
แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
9. Tryptic soy broth (TSB)  
         Pancreatic digest of casein  15 g 
         Papaic digest of soybean   5 g 
                Sodium chloride    5 g 
   นํ้ากลั่น 1000   ml 

ช่ัง TSB g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 1000 ml นําไปตั้งไฟออนๆ จนสวนผสมละลายเขากัน 
แลวนําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
10. Wagatsuma agar 
 Yeast extract 0.5 g 
 Bacto peptone 1 g 
 Sodium chloride 7 g 
 D-mannitol 0.5 g 
 Agar 1.5 g 
 di-potassium hydrogen phosphate 5 g 
 Crystal violet 0.1 mg   
                   นํ้ากล่ัน 90 ml 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยนํ้ากลั่น 90 ml และนําไปตั้งไฟออนๆ จนสวนผสมละลาย
เขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 7.5 แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 
นาที วางใหเย็นลงประมาณ 50-55°C แลวเติมสารละลายของ 20% เลือดกรุป O (เลือดลางดวย 
0.85% NaCl 2 คร้ัง) ปริมาตร 10 ml ผสมใหเขากัน แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
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11. Xylose lysine deoxycholate (XLD) agar  
 Yeast extract 3 g 
 Sodium chloride 5 g 
 D-Xylose 3.75 g 
 Lactose 7.5 g 
  Sucrose 7.5 g 
 L-Lysine 5 g 
 Sodium deoxycholate 1 g 
 Sodium thiosulfate 6.8 g 
 Ammonium iron (III) citrate 0.8 g 
 Phenol red 0.08 g 
 Agar 14.5 g 
 นํ้ากล่ัน 1000  ml 

ช่ัง XLD agar 55 g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 1000 ml นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
วางใหเย็นลงประมาณ 50°C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเช้ือ 
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ภาคผนวก ข 
 
การเตรียมสารเคมี 
 
1. การเตรียมสารเคมีสําหรับ agarose gel electrophoresis 
  
 1.1  Loading dye 
 ช่ัง Bromphenol blue 0.25 g และ Sucrose 4 g ละลายในนํ้ากล่ัน 100 ml เก็บที่
อุณหภูมิ 4°C 
  
 1.2  10x Tris borate EDTA (TBE) buffer  
 ช่ัง Tris base 108 g และ Boric acid 55 g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 800 ml นําไปตมพอ
ละลาย อยาใหเดือด แลวเติม 0.5 M EDTA pH 8.0 จํานวน 40 ml ปรับปริมาตรใหได 1 ml 
ดวยนํ้ากล่ัน เม่ือนําไปใชใหเจือจางในระดับความเขมขน 1:10 (1x TBE) 
 
 1.3  Ethidium bromide (10 mg/ml) 
 ช่ัง Ethidium bromide 1 g ละลายในนํ้ากลั่น 100 ml กวนโดยใชแทงแมเหล็กจนกวาจะ
ละลาย (ใชเวลาหลายชั่วโมง) เก็บใสขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง (ตองสวมถุงมือทุกครั้งที่เตรียม 
และระวังอยาหายใจเอาผง Ethidium bromide ระหวางการช่ัง) 
 
 
2. การเตรียมสารเคมีสําหรับสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี phenol-chloroform  
 
 2.1  Phosphate buffer solution (PBS) pH 8.0 
 Na2HPO4 1.44  g 
 KH2PO4 0.2  g 
 KCl 0.2 g 
 Sodium chloride 8 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสวนประกอบทั้งหมด ละลายในนํ้ากล่ัน 800 ml แลวปรับ pH ใหได 8.0 จากน้ันเติม
นํ้ากล่ันจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 
นาที 
 



 108 

 2.2  1 M EDTA 
 ช่ัง EDTA 372.2 g ในนํ้ากล่ัน 800 ml กวนอยางแรงโดยใชแทงแมเหล็กแลวปรับ pH 
ใหได 8.0 ดวย NaOH ชนิดเกล็ด ซ่ึง EDTA สามารถละลายไดหมดพอด ีจากน้ันเติมนํ้ากลั่นจน
ปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี 
 

2.3 PBS-EDTA 
 ผสม PBS pH 8.0 ปริมาตร 240 µl และ 0.5 M EDTA ปริมาตร 60 µl จะได PBS-
EDTA ปริมาตร 300 µl 
 
 2.4  10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
 ช่ัง SDS 10 g ละลายในน้ํากล่ัน 90 ml อุนเล็กนอยเพ่ือใหละลายดีขึ้น จากน้ันเติมนํ้า
กล่ันจนปริมาตรครบ 100 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 
 2.5  Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
 ผสม Chloroform และ Isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 ผสมใหเขากัน หลังจากนั้น
เติม melted phenol ในอัตราสวน 25 ผสมใหเขากันด ีแลวเติม 0.1 M Tris-HCl pH 8.0 เพ่ือปด
ผิวสารละลาย เขยาแรงๆ ใหผสมกัน แลวตั้งทิ้งไว 1 วัน ปลอยใหแยกชั้น เก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4°C 
 
 2.6  3 M Sodium acetate (NaOAc) 
 ละลาย Sodium acetate trihydrate 408.1 g ดวยนํ้ากลั่น 800 ml ปรับ pH  ใหได 5.2 
ดวย Glacial acetic เติมนํ้ากล่ันจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่
อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
 2.7  เอนไซม RNase (10 mg/ml) 
 ช่ัง เอนไซม RNase 100 mg ละลายในสารละลายที่มี 10 mM Tris-HCl pH 7.5 และ 
15 mM Sodium chloride ปริมาตร 10 ml แลวนําไปตมในน้ําเดือด 15 นาท ีปลอยใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง แบงใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C  
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 2.8  Tris EDTA (TE) buffer 
 ผสมสารละลาย 10 mM Tris-HCl และสารละลาย 1 mM EDTA โดยละลาย Tris-HCl 
1.211 g ในนํ้ากลั่น แลวเติมสารละลาย 0.5 M EDTA 1 ml ปรับ pH ใหได 8.0 จากนั้นปรับ
ปริมาตรจนครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
3. การเตรียมสารละลายสําหรับ Southern blot hybridization 
 
 3.1 Denaturation solution 
 NaCl 87.66 g 
 NaOH 20.0 g 
 เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 
121°C เวลา 15 นาท ี
 
 3.2 Neutralization solution 
 NaCl 87.66 g 
 Tris 60.57 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 700 ml ปรับ pH ใหได 7.2 ดวยกรด HCl 
เขมขน เติมน้ํากล่ันจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 
121°C เวลา 15 นาท ี
 
 3.3 10x Standard saline citrate (SSC) 
 NaCl 87.5 g 
 Sodium citrate dehydrate 44.1 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 700 ml ปรับ pH ใหได 7.4 เติมนํ้ากลั่นจน
ปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
 3.4 Prehybridization solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I; Roche) 
 ละลาย DIG Easy Hyb Granules (ขวด no. 7) ดวย double distilled water ปราศจาก
เช้ือปริมาตร 64 ml โดยเติมนํ้ากอนครึ่งหน่ึง ใชแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer) คนใหละลาย 5 
นาที ที่อุณหภูมิ 37°C เม่ือเร่ิมละลายดีใหเติมน้ําสวนที่เหลือ 
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 3.5 Hybridization solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I; Roche) 
 ละลาย DIG Easy Hyb Granules (ขวด no. 7) ดวย double distilled water ปราศจาก
เช้ือปริมาตร 64 ml โดยเติมนํ้ากอนครึ่งหน่ึง ใชแทงแมเหล็กคนใหละลาย 5 นาที ที่อุณหภูมิ 
37°C เม่ือเร่ิมละลายดีใหเติมนํ้าสวนที่เหลือ แลวดูดสารละลายที่ละลายดีแลวผสมกับดีเอ็นเอ
ตรวจจับที่ติดฉลากดวย DIG (DIG-labeled DNA probe) ตามความเขมขนที่กําหนด กอนใชดี
เอ็นเอตรวจจับที่ติดฉลากดวย DIG ใหนําไปตมในนํ้าเดือด 5 นาที และจุมในนํ้าแข็งทันทีอีก 5 
นาที เพ่ือใหดีเอ็นเอตรวจจับแยกเปนสายเดี่ยว 
 
 3.6 Washing buffer 
 Maleic acid 5.8 g 
 NaCl 4.38 g 
 Tween 20 1.5 ml 
 นํ้ากล่ัน 500 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 300 ml ปรับ pH ใหได 7.5 ดวย NaOH ชนิด
เกล็ด เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 500 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C 
เวลา 15 นาท ีตั้งทิ้งไวใหเย็นแลวเติม Tween 20 
 
 3.7  Blocking solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter 
Kit I; Roche)  
 เจือจาง 10x blocking solution (ขวด no. 6) เปน 1x blocking solution ดวย Maleic 
acid buffer 
 
 3.8 Antibody solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter 
Kit I; Roche) 
 ปนเหวี่ยง Anti-Digoxigenin-AP Conjugate (ขวด no. 4) 5 นาท ีที่ความเร็ว 5,000 x g 
กอนใช หลังจากน้ันดูดสารละลายดวยความระมัดระวัง โดยใหดดูในปริมาณที่ตองใชจากสวนบน
ของสารละลาย แลวเจือจาง Anti-Digoxigenin-AP Conjugate เปน 1:5,000 (150 mU/ml) ดวย 
blocking solution 
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 3.9 Detection buffer 
 NaCl 0.58 g 
 Tris base 1.21 g 
 นํ้ากล่ัน 100 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 60 ml ปรับ pH ใหได 9.5 ดวยกรด HCl เขมขน 
เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 100 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 
15 นาท ี
 
 3.10 Color substrate solution (DIG High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I; Roche) 
 เตรียมใหมทุกครั้งเม่ือจะใชและเก็บในที่มืด โดยใส 40 µl ของ NBT/BCIP stock 
solution (ขวด no. 5) ใน 2 ml ของ detection buffer  
  
 3.11  Maleic acid buffer 
 Maleic acid 5.8 g 
 NaCl 4.38 g 
 นํ้ากล่ัน 500 ml 
 ช่ังสารแลวละลายดวยนํ้ากล่ันปริมาตร 300 ml ปรับ pH ใหได 7.5 ดวย NaOH ชนิด
เกล็ด เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 500 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C 
เวลา 15 นาท ี
 
4. การเตรียมสารละลายสําหรับ SDS-PAGE 
 
 4.1  2x SDS sample buffer (10 ml) 
 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 1.25 ml 
 50% Glycerol 4.5 ml 
 10% SDS 2 ml 
 0.5% Bromphenol blue 200 µl 
 นํ้ากล่ัน                                                             1.55  ml 
 ผสมสารทั้งหมดแลวละลายดวยนํ้ากลั่น เม่ือนําไปใชงานใหเติม β-mercaptoethanol 
ปริมาตร 50 µl เก็บที่อุณหภูมิ 4°C 
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 4.2  1.5 M Tris-HCl pH 8.8 
 ละลาย Tris base 27.23 g ดวยนํ้ากล่ัน 80 ml ปรับ pH ใหได 8.8 ดวย HCl จากนั้น
ปรับปริมาตรจนครบ 150 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
 4.3 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 
 ละลาย Tris base 6 g ดวยนํ้ากล่ัน 80 ml ปรับ pH ใหได 6.8 ดวย HCl จากน้ันปรับ
ปริมาตรจนครบ 100 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาท ี
 
 4.4  10% Ammonium persulfate (APS) 
 ละลาย  Ammonium persulfate 0.02 g ดวยนํ้ากล่ัน 200 µl เตรียมกอนใชงาน 
 
 4.5  10x Running buffer  
 Tris base 30.3 g 
 Glycine 186.0 g 
 SDS 10 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสวนประกอบทั้งหมด ละลายในนํ้ากลั่น 1000 ml เก็บที่อุณหภูมิ 4°C (ในระหวางที่
เก็บ ถาสารละลายมีการตกตะกอน ใหกวนดวยแทงแมเหล็กที่อุณหภูมิหอง) เม่ือนําไปใชใหเจือ
จางในระดับความเขมขน 1:10 (1x) 
 
 4.6  Staining solution 
 ละลาย Coomassie Brilliant Blue R-250 0.25 g ดวย methanol 50 ml และ Glacial 
acetic acid 10 ml เติมนํ้ากล่ันใหครบ 100 ml กอนใชนําไปกรองดวยกระดาษกรอง Whatman 
no.1 
 
 4.7 Destaining solution 
 ผสม methanol 125 ml กับ Glacial acetic acid 62.5 ml แลวเติมนํ้ากลั่นใหครบ 500 
ml  
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5. การเตรียมยาปฏิชีวนะ 
  
 5.1 Ampicillin 50 mg/ml 
 ช่ังยา 0.25 g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 5 ml ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษ
กรองขนาด 0.45 µm แบงใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมใน
อาหารเลี้ยงเช้ือคํานวณปริมาตรที่ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
 
 5.2 Chloramphenicol 50 mg/ml 
 ช่ังยา 0.25 g ละลายดวย absolute ethanol จนเขากันด ีเติมน้ํากล่ันใหครบ 5 ml แลว
ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm แบงใสหลอด 
microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมในอาหารเล้ียงเช้ือคํานวณปริมาตรที่
ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
 
 5.3 Streptomycin 50 mg/ml 
 ช่ังยา 0.25 g ละลายดวยนํ้ากล่ัน 5 ml ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษ
กรองขนาด 0.45 µm แบงใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมใน
อาหารเลี้ยงเช้ือคํานวณปริมาตรที่ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
 
 5.4 Tetracycline 50 mg/ml 
 ช่ังยา 0.25 g ละลายดวย 0.1 N HCl จนเขากันดี เติม 0.1 M Phosphate buffer pH 
4.5 ใหครบ 5 ml แลวทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm แบง
ใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมในอาหารเล้ียงเช้ือคํานวณ
ปริมาตรที่ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
 
 5.5 Kanamycin 100 mg/ml 
 ช่ังยา 0.5 g ละลายดวยน้ํากล่ัน 5 ml ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษ
กรองขนาด 0.45 µm แบงใสหลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20°C เม่ือจะนําไปเติมใน
อาหารเลี้ยงเช้ือคํานวณปริมาตรที่ตองใชเพ่ือใหไดความเขมขนสุดทายที่ตองการ 
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6.การเตรียมสารละลายอ่ืนๆ 
  
 6.1 Phosphate buffer solution (PBS) pH 7.4 
 Na2HPO4 1.44  g 
 KH2PO4 0.2  g 
 KCl 0.2 g 
 Sodium chloride 8 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสวนประกอบทั้งหมด ละลายในนํ้ากล่ัน 800 ml แลวปรับ pH ใหได 7.4 จากน้ันเติม
นํ้ากล่ันจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเช้ือดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 
นาที 
 
 6.2 Krebs solution 
 NaCl 6.92 g 
 KCl 0.35 g 
 MgSO4.7H20 0.29 g 
 CaCl2 0.28 g 
 KH2PO4 0.16 g 
 NaHCO3 2.1 g 
 D-glucose 2 g 
 Ascorbic acid 0.02 g 
 นํ้ากล่ัน 1000 ml 
 ช่ังสวนประกอบทั้งหมด (ยกเวน CaCl2 ใหแยกละลายตางหาก) ละลายในน้ํากล่ัน 800 
ml จากน้ันนํามารวมกับสารละลาย CaCl2 ที่ไดละลายไวแลว ปรับปริมาตรจนครบ 1000 ml 
นําไปทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm  
 
 6.3 0.1% Crystal violet solution 
 ละลาย Crystal violet 0.1 g ดวย absolute ethanol จนเขากันดี แลวปรับปริมาตรดวย
นํ้ากล่ันใหครบ 100 ml 
 
 6.4 0.1 M Phosphate buffer pH 4.5 
 ช่ัง KH2PO4 13.61 g ละลายดวยนํ้ากลั่น 900 ml ปรับ pH ใหได 4.5 จากน้ันปรับ
ปริมาตรเปน 1000 ml  
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ภาคผนวก ค 
 

การวิเคราะหโปรตีน 
 
1. SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 

1.1 การเตรียมวุน  
  ประกอบดวยแผนวุน 2 ชั้น คือ วุนสวนบน (stacking gel) ซ่ึงมี 4% polyacrylamide 
และวุนสวนลาง (separating gel) ซ่ึงมี 12% polyacrylamide โดยมีสวนประกอบดังน้ี 

 
 สวนประกอบ            Separating gel 12%             Stacking gel 4% 

  

 30% Acrylamide/bis 1.6 ml   0.33 ml 
 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 1.0 ml      - 
 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8     -    0.63 ml 
 10% SDS 40.0 µl            25.0 µl 
 Distilled water 1.34 ml           1.5 ml 
 TEMED  2.0 µl   12.5 µl 
 10% Ammonium persulfate 20.0 µl   20.0 µl 
 Total volume                                    4.0 ml   2.5 ml 
  
 1.2 การแยกโปรตีน 
 ประกอบชุดเจล eletrophoresis จากน้ันเติม 1x Running buffer (ภาคผนวก ข 4.5) ให
เต็ม chamber แลวเติมตัวอยาง ในแตละหลุมปริมาตร 10 µl ตอชุดเจล electrophoresis เขากับ
เครื่องกําเนิดไฟฟา แลวเปดกระแสไฟฟา 100 โวลต สังเกตสีของโบรโมฟนอลบลูเคล่ือนที่จน
เกือบสุดปลายกระจก จึงหยุดใหกระแสไฟฟา 

  
1.3 การยอมสีโปรตีนในแผนวุน 

 ยอมใน staining solution (ภาคผนวก ข 4.6) นาน 2 ชม. จากน้ันนํามาแชใน 
destaining solution (ภาคผนวก ข 4.7) เปนเวลา 1 ชม. เทสารออก แลวทําซ้ําอีก 2-3 คร้ัง จน
เห็นแถบสีน้ําเงินของโปรตีนอยางชัดเจน 
 
 

 



 116 

ภาคผนวก ง 
 

แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบ 
 
1. เชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh- trh- ที่แยกจากผูปวยโรงพยาบาลหาดใหญชวง ป 
พ.ศ. 2543-2548 จํานวน 76 ไอโซเลต 
 
พ.ศ. (จํานวนไอโซเลตทั้งหมด) หมายเลขของไอโซเลต 

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

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

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

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

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

 
2. เชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ tdh+ trh+, tdh+ trh-, tdh- trh+ ที่แยกจากผูปวยและสาย
พันธุ tdh- trh- ที่แยกจากสิ่งแวดลอม จํานวนทั้งหมด 20 ไอโซเลต ใชเปนตัวเปรียบเทียบ 
 
แหลงของตัวอยาง สายพันธุ (จํานวนไอโซเลต) หมายเลขของไอโซเลต 

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

ผูปวย 

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

 
 




