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บทคัดยอ 
 

 ไดแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางอาหารทะเล นํ้าทะเล และดินตะกอนทะเล 
ในจังหวัดสงขลา และสุราษฎรธานี ตั้งแตสิงหาคม 2552 ถึงกันยายน 2553 จํานวน 288 ตัวอยาง 
โดยเพิ่มปริมาณเชื้อใน APW pH 8.6 และคัดเลือกเชื้อลักษณะโคโลนี สีฟา-เขียว บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อเฉพาะ CHROMagar™ Vibrio ยืนยันเชื้อ V. vulnificus ดวยวิธี PCR โดยใชยีน 
vvhA เปนยีนเปาหมาย พบ V. vulnificus จํานวน 141 ตัวอยาง (48.9%) มีความชุกของ 
V. vulnificus สูงสุดในเดือนมีนาคม (7.2 %) และต่ําสุดในเดือนเมษายน (2.0%) สวนใหญพบเชื้อ
ในหอยนางรม (26.2%) รองลงมา คือ กุง (21.9%) และดินตะกอนทะเล (20.5%) ตามลําดับ 
ตรวจสอบ biotype ของ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย 10 สายพันธุ และจากสิ่งแวดลอม 244 
สายพันธุ พบ biotype 1 (99.2 %) และ biotype 2 (0.8 %) และผลการทดสอบความไวตอยา
ตานจุลชีพ 12 ชนิด ดวยวิธี disc diffusion พบวา V. vulnificus ทุกสายพันธุยังคงไวตอยาหลักที่
ใชในการรักษา คือ doxycycline, ceftazidime, cefotaxime และบางสวนดื้อตอ carbenicillin (17.6 %), 
ampicillin (9.8 %), gentamicin (2.8 %) และ erythomycin (0.8 %) ตรวจสอบคุณลักษณะทาง
อณูชีววิทยาของ V. vulnificus โดยใช vcg และ viuB gene พบวาทั้ง 254 สายพันธุ (100%) มี 
vcg-C และ 231 สายพันธุ (95%) มี viuB gene เม่ือตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรม V. vulnificus 
ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม จํานวน 49 สายพันธุ ดวย AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-
PSE420 ไพรเมอร 2 และไพรเมอร 4 พบวาใหรูปแบบลายพิมพดีเอนเอแตกตางกันทุกสายพันธุ 
โดยสรุป ลายพิมพดีเอนเอที่เกิดขึ้นจากการศึกษาเชื้อ V. vulnificus สายพันธุตางๆ ในครั้งน้ีจึง
ไมสามารถใชในการบงชี้ความแตกตางระหวางสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสายพันธุจาก
สิ่งแวดลอมได 
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Abstract 
 
  V. vulnificus was isolated from 288 seafood, sea water and marine 
sediment samples in Songkhla and Surat Thani provinces from August 2009 to 
September 2010. Samples were enriched in APW pH 8.6 and subsequencely cultured 
in selective media, CHROMagar™ Vibrio. Blue-green suspected colonies were isolated 
and confirmed by PCR using a vvhA marker gene. V. vulnificus was detected in 141 
samples (48.9 %). The highest prevalence of V. vulnificus occurred in March (7.2 %) 
and lowest prevalence occurred in April (2.0 %). V. vulnificus was found mostly in 
oysters (26.2 %), shrimp (21.9 %) and marine sediment (20.5 %) respectively. Ten 
strains isolated from patients and 244 strains isolated from environment were identified 
as biotype 1 (99.2 %) and biotype 2 (0.8 %). The antibiotic susceptibility test on 12 
different antibiotics by disc diffusion demonstrated that all V. vulnificus strains were 
sensitive to doxycycline, ceftazidime, cefotaxime. However certain strains resisted to 
carbenicillin (17.6 %), ampicillin (9.8 %), gentamicin (2.8 %) and erythomycin (0.8 %). 
The molecular characteristics of V. vulnificus using vcg and viuB marker gene 
demonstrated that all 254 strains (100 %) were identified as the vcg-C (C-type) and 
231 strains (95 %) contained viuB gene. AP-PCR analysis of 49 V. vulnificus from 
clinical and environmental strains  by using primers R-PSE420, primer 2 and primer 4 
revealed highly DNA polymorphism among the V. vulnificus population. In conclusion, 
the fingerprinting patterns of all different V. vulnificus strains in this study cannot be 
used to identify the differences between E-strains and C-strains.  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 
บทนําตนเรือ่ง 
 
 V. vulnificus เปนเชื้อแบคทีเรียในจีนัส Vibrio รูปแทงโคง ไมมีสปอร ติดสีแกรมลบ 
เคลื่อนที่ได โดยการใช polar flagellum ในอาหารเหลว เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน 
(facultative anaerobe) ใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนและจัดอยูในกลุม halophile เจริญ
ไดที่ดีในน้ําที่มีอุณหภูมิ15 ถึง 25 ºC และมีชีวิตอยูไดที่ 10 ºC แตไมสามารถแบงตัว
เจริญเติบโต (viable but non culturable: VBNC) (Thompson et al., 2004) สามารถแยกเชื้อ 
V. vulnificus ไดจากสิ่งแวดลอม อาทิ เชน นํ้าทะเล ตะกอนใตทะเล และแพลงตอนสัตว สัตวนํ้า
หลายชนิด กุง ปู ปลา และโดยเฉพาะหอย ซ่ึงพบวาหอยนางรมเปนแหลงกักเก็บเชื้อ (Jaksic et 
al., 2002) 
 V. vulnificus ถูกแบงออกเปน 3 ชนิด (biotype) คือ biotype 1, 2 และ 3 โดย
อาศัยความแตกตางทาง phenotype, genotype, serology และ host range โดยทั่วไปเชื้อ 
biotype 1 กอโรคในคน (Linkous and Oliver, 1999) biotype 2 กอโรคในสัตวนํ้า โดยเฉพาะ
ปลาไหล ปจจุบัน พบวา เชื้อ biotype 2 สามารถกอโรคในคนได (Amaro and Biosca, 1996) 
และ biotype 3 กอโรค ในคนและสัตวนํ้า โดยพบเชื้อ biotype 3 ในประเทศอิสราเอล (Paz et al., 
2007; Bisharat et al., 1999) 
 V. vulnificus เปนเชื้อที่มีความรุนแรงสูง สามารถเขาสูรางกายได 2 วิธี วิธีแรก
คือ การรับประทานอาหาร หรือนํ้าที่ปนเปอนเชื้อ สวนวิธีที่ 2 คือ เชื้อเขาสูรางกายทางบาดแผล 
หากเชื้อเขาสูรางกายโดยการรับประทานอาหาร อาจกอโรคได 2 แบบ แบบแรก คือ กอโรคโลหิต
เปนพิษ (septicemia) ซ่ึงพบประมาณ 45 % ของการติดเชื้อมีอัตราการตายสูงถึง 60 % ภายใน 
24 ชั่วโมง หลังจากไดรับเชื้อ (Linkous et al., 1999) และแบบที่ 2 คือ กอใหเกิดโรคกระเพาะ
อาหารและลําไสอักเสบ (gastroenteritis) ซ่ึงทําใหเกิดอาการอาเจียน และทองเสียเปนระยะๆ ซ่ึง
พบประมาณ 12 % และมีอัตราการตายต่ํา (Strom and Paranjpye, 2000) หากเชื้อเขาสูรางกาย
ทางบาดแผล (wound infection) อันเกิดจากการสัมผัสบาดแผลกับเชื้อซ่ึงปนเปอนอยูในอาหาร
ทะเล หรือนํ้าทะเล จะกอใหเกิดภาวะโลหิตเปนพิษ พบประมาณ 25 % ของการติดเชื้อ และอัตรา
การตายสูงถึง 65-70 % (Linkous et al., 1999) 
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 ขอมูลในประเทศไทย จากการเฝาระวังทางหองปฏิบัติการ ของสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรสาธารณสุข ระหวางป 2544-2549 พบผูปวยจากการติดเชื้อ แบบ septicemia ถึง 
56 คน พบผูปวยมากในชวงอายุ 46-55 ป แตเน่ืองจากเชื้อเม่ือกอโรคในระบบทางเดินอาหาร 
(gastroenteritis) จะมีอัตราการตายต่ําและสามารถหายเองได ดังนั้น จึงเปนไปไดวาจํานวน
ผูปวยที่เกิดการติดเชื้อ V. vulnificus มีมากกวารายงาน การติดเชื้อ V. vulnificus พบไดตลอด
ทั้งป แตพบมากในเดือนมิถุนายน และธันวาคม (ศรีวรรณา และคณะ, 2549) ทั้งน้ีไมมีรายงาน 
biotype ของเชื้อและไมมีการศึกษาสมบัติของเชื้อในชวงเวลาดังกลาว นอกจากนั้นไมมีการศึกษา
ความชุกของเชื้อ V. vulnificus ในอาหารทะเลและสิ่งแวดลอมดวย จึงไมสามารถสรุป สาเหตุ
การระบาดและทราบความรุนแรงของเชื้อ ดังน้ัน โครงการวิจัยน้ีจึงทําการศึกษาความชุกของเชื้อ 
V. vulnificus ในสิ่งแวดลอม ศึกษาสมบัติของ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม 
และตรวจสอบอัตราการดื้อยาปฏิชีวนะ ขอมูลที่ไดจะนําไปใชในการวิเคราะหการระบาดของเชื้อ 
V. vulnificus ในประเทศไทยอยางถูกตอง และสามารถใชเปนแหลงอางอิงในการเปรียบเทียบ
กับการระบาดของเชื้อน้ีในอนาคต เพ่ือการปองกันและควบคุมเชื้อ V. vulnificus ทั้งยังสราง
ความเชื่อม่ันในความปลอดภัยใหแกผูบริโภคและผูผลิตอาหารทะเล  
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การตรวจเอกสาร 
 
1.1 จีนัส Vibrio 
 1.1.1 ลักษณะทั่วไป 
  จีนัส Vibrio จัดอยูในวงศ Vibrionaceae ประกอบดวย 1 จีนัส คือ Vibrio 
เชื้อในจีนัส Vibrio มีมากกวา 72 สปชีส ซ่ึงสปชีสที่มีความสําคัญดานการแพทยและกอใหเกิด
โรคในคน ไดแก V. cholerae, V. mimicus, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, 
V. vulnificus, V. cincinnatiensis, V. fernissii, V. metschnikovii และ V. carchariae โดยมี 3 สปชีส 
ที่เปนสาเหตุใหญซ่ึงทําใหเกิดโรคในคน คือ V. cholerae, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus 
(Hsueh et al., 2004) จีนัส Vibrio มีรูปรางเปนแทง ลักษณะเปนทอนตรง หรือโคง หัวทายมน 
แบบ comma-shaped มีขนาด ยาว 1.4 ถึง 2.6 µm กวาง 0.5 ถึง 0.8 µm ติดสีแกรมลบ ไมมี
สปอรเคลื่อนที่ได โดยการใช polar flagellum ในอาหารเหลว เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมี
ออกซิเจน (facultative anaerobe) ใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ใชเกลือแอมโมเนียม
เปนแหลงไนโตรเจนได สามารถสรางเอนไซมหลั่งออกมาภายนอกเซลล (exoenzyme) ไดหลายชนิด 
เชน gelatinase, amylase, chitinase และ DNase ใหผลบวกกับการทดสอบ oxidase ยกเวน 
V. metschnikovii (Miyasaka et al., 2006; Tarr et al., 2006) สปชีสที่เปนสาเหตุใหญที่ทําใหเกิด 
โรคในคนใหผลบวกกับการทดสอบ lysine decarboxylase และ ornithine decarboxylase แต
ใหผลลบกับการทดสอบ arginine dihydrolase คุณสมบัติที่สําคัญอีกประการหนึ่งของ Vibrio คือ 
จะไวตอการทดสอบ O/129 (2,4-diamino-6,7-di-isopropylpteridine) (Tarr et al., 2006) Vibrio 
สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสใหกรด แตไมใหแกส โดยทั่วไปสามารถสราง indole และบางครั้ง
ตองใชการยืนยันในระดับโมเลกุล เน่ืองจากการแปลผลทางชีวเคมีอาจคลาดเคลื่อน จากการศึกษา
ทางชีวโมเลกุลพบวา Vibrio ที่ทําใหเกิดโรคในคนมีปริมาณ guanine รวมกับ cytosine (G+C 
Content) ของ DNA เทากับ 39 ถึง 51% mole เชื้อในกลุม Vibrio จะถูกทําลายเมื่อตมที่อุณหภูมิ 
56 oC นาน 30 นาที เจริญไดที่อุณหภูมิ 25 ถึง 40 oC และสามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีเกลือ 
ซึ่งสปชีสที่ทําให เกิดโรคในคน  มีความตองการเกลือที่ความเขมขน 1 ถึง 3 % อยางไรก็
ตาม V. cholerae สามารถทนไดในความเขมขนเกลือ 0 % เชื้อจะเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกลาง
และดางถึง pH 9 และไมทนตอสภาวะกรด (Tarr et al., 2006)  
  เชื้อ Vibrio สามารถพบไดในแหลงนํ้ากรอย ชายฝงทะเล และในน้ําทะเล
ทั่วไป สัตวทะเล เชน กุง หอย ปู จะพบเชื้อน้ีมากบริเวณที่มีการยอยสลายของสารอินทรีย เชื้อ 
Vibrio เปน normal microbiota ในสัตวนํ้า สามารถมีชีวิตอยูในน้ําทะเลหรือนํ้าที่มีสภาพเปนดาง
ไดนาน 1-2 สัปดาห สาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดการกระจายตัวของเชื้อในสิ่งแวดลอม คือ อุณหภูมิ
ของน้ํา ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด โดยพบวาเชื้อจะมีความไวตอสภาวะแวดลอมตางกัน 
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แตการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิผิวน้ําเปนปจจัยที่สําคัญที่สุด (Kelly, 1982) เชื้อ Vibrio ยังสามารถ
เกาะกับสารไคตินบนแพลงตอนสัตว และสัตวที่มีเปลือกแข็งหุมลําตัว โดยจะทําใหเชื้อสามารถ
อยูรอดไดดีกวาการอยูเปนเซลลอิสระในน้ําทะเล สามารถพบไดในเนื้อเยื่อของสัตวที่มีเปลือกแข็งหุม 
เชน หอยกาบ หอยนางรม และหอยแมลงภู เน่ืองจากสัตวเหลานี้รับสารอาหารโดยวิธี filter-feeding 
จึงทําใหเจอเชื้อมากกวาในน้ําที่อาศัยอยูถึง 100 เทา (Oonaka et al., 2002; Thompson et al., 
2004) จึงเปนสาเหตุที่สําคัญซ่ึงทําใหสัตวทะเลเหลานี้เปนรังเก็บสะสมโรค (reservoir host) และ
ทําใหเกิดโรคในคนหลังบริโภคอาหารทะเลเหลานี้  
 
 1.1.2 การกอโรคและการระบาด 
  Vibrio กอใหเกิดอาการทางคลินิกที่แตกตางกัน (ตารางที่ 1.1) Vibrio 
บางสายพันธุกอใหเกิดการติดเชื้อภายในลําไส โดยมีสาเหตุมาจากการรับประทานอาหารทะเลที่
ปนเปอนเชื้อ ทําใหเกิดโรคลําไสอักเสบ ผูปวยมีอาการปวดทอง ทองเสีย คลื่นไส อาเจียน มีไข 
อุจจาระอาจมีมูกเลือดปน การติดเชื้อภายในลําไสที่รูจักกันดี คือ การติดเชื้อ V. cholerae 
เน่ืองจากมีความรุนแรงสูงทําใหผูติดเชื้อถายเหลวเปนนํ้าซาวขาว (rice water stool) การกอโรค
ของ Vibrio สายพันธุอ่ืนๆนั้น มีรายงาน ทั้งในประเทศที่พัฒนาและกําลังพัฒนา เชน ทวีปเอเชีย 
ออสเตรเลีย ทวีปยุโรป และตะวันออกกลาง ไดแก การทําใหเกิดลําไสอักเสบ การติดเชื้อทาง
บาดแผลและติดเชื้อในกระแสเลือด ซ่ึงอาการลําไสอักเสบและติดเชื้อในกระแสเลือด เกิดจากการ
รับประทานอาหาร ทะเลที่ปนเปอนเชื้อหรือปรุงแบบกึ่งสุกกึ่งดิบ และอาการลําไสอักเสบ ผูปวย
จะมีอาการปวดทอง ทองเสีย คลื่นไส อาเจียน สามารถแยกไดจากอุจจาระเทานั้น ในรายที่ติด
เชื้อไมรุนแรงสามารถหายเองได แตในรายที่ติดเชื้อรุนแรงผูปวยจะมีไข หนาวสั่น อุจจาระมีมูก
หรือเลือดปน ในกรณีน้ีผูปวยจะตองไดรับยาปฏิชีวนะหรือนํ้าเขาไปทดแทน หากมีอาการลําไส
อักเสบจะมีอัตราการตายต่ํา พบวา V. parahaemolyticus เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดโรคลําไส
อักเสบหลังจากการกินอาหารทะเลที่ปนเปอน แตสามารถหายเองได นอกจากนี้ยังมีรายงานวา 
V. mimicus และ V. vulnificus ทําใหเกิดอาการทองเสียได ปจจัยกอโรคของเชื้อ Vibrio มีหลาย
ชนิด ไดแก การสราง elastase, collagenase, lipase, haemagglutinin, protease, siderophore, 
adhesion factor, enterotoxin, cytotoxin, protease, และ hemolysin โดย hemolysin จะเปนปจจัย
สําคัญในการกอ โรคของ Vibrio หลายสปชีส ไดแก V. cholerae, V. mimicus, V. parahaemolytcus 
และ V. vulnificus (Barton and Ratard, 2006) นอกจากนี้บางสปชีสยังกอใหเกิดการติดเชื้อใน
กระแสเลือด ตัวอยาง เชน V. vulnificus, V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. cincinnatiensis, 
V. metschnikovii, V. alginolyticus และ V. mimicus โดยเชื้อจะเขาสูกระแสโลหิตผานทางเสนเลือด
ดําใหญจากทางเดินอาหารไปยังตับ หรือผานทางระบบทอนํ้าเหลืองของลําไส ผูปวยจะมีอาการไข 
ความดันต่ํา ออนแรง หนาวสั่น มักจะมีอาการปวดทอง คลื่นไส ทองเสีย และอาเจียนรวมดวย
เสมอ ผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดมากกวา 70 % จะมีตุมนํ้าพองใสที่ผิวหนังบริเวณปลายแขนขา 
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เน่ืองจากมีนํ้าและโปรตีนออกมาจากเลือด เชื้อที่พบไดบอยที่สุด คือ V. vulnificus เน่ืองจากเชื้อ
สามารถสรางสารพิษไดหลายชนิด มีโพลีแซคคาไรดแคปซูล และสามารถใชเหล็กในรูป 
transferrin ได (Barton and Ratard, 2006)  
 จากการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ Vibrio พบวาคนที่รางกายแข็งแรงเม่ือ 
ไดรับเชื้อมีโอกาสนอยมากที่จะติดเชื้อในกระแสเลือด การติดเชื้อในกระแสเลือดมักเกิดจาก V. vulnificus 
โดยเกิดในกลุมที่มีความเสี่ยง คือ ผูปวยโรคตับ ไต เบาหวาน มะเร็ง โดยจะมีอัตราการตายสูง 
45 ถึง 60 % (Hlady and Klontz, 1996) อาการของโรค คือ แผลจะบวมแดง มีอาการอักเสบของ
เน้ือเยื่อใตผิวหนังและมีตุมนํ้า หลังจากนั้นจะมีการตายของเนื้อเยื่อตามมาดวยการติดเชื้อในกระแส
เลือด สวนการติดเชื้อในกระแสโลหิตอันเกิดจากเชื้อ V. cholerae non-O1, V. parahaemolyticus และ 
V. alginolyticus อาการจะรุนแรงนอยกวา  
 
ตารางที่ 1.1 อาการทางคลินิกที่เกิดจากการติดเชื้อในจีนัส Vibrio  

 
 +++ = มีการรายงานบอยครั้ง, ++ = มีการรายงานนอย (6-100 ครั้ง), + = มีการรายงานนอยมาก 
(1-5 ครั้ง) และ (+) = มีอาการทางคลินิกไมชัดเจน 
(แหลงที่มา: ดัดแปลงจาก Dalsgaard, 1998 และ Daniels, 2000) 
 

สปชีส 
อาการทางคลินิก 

ลําไส 
อักเสบ 

ติดเชื้อทาง 
บาดแผล 

ติดเชื้อใน 
กระแสเลือด 

ติดเชื้อ 
ในหู 

V. alginolyticus (+) ++ + ++ 
V. carchariae  +   
V. cholerae O1 +++ +   
V. cholerae non-O1 +++ ++ + + 
V. cincinnatiensis   +  
V. fluvialis ++    
V. furnissii (+)    
V. metschnikovii (+)  (+)  
V. mimicus ++  +  
V. paraheamolyticus +++ + + + 
V. vulnificus + ++ ++  
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 1.1.3 การเพาะแยกเชื้อ 
  การเพาะแยกเชื้อโดยทั่วไป ทําโดยการนําตัวอยางไปเลี้ยงในอาหารเหลว
เพ่ือเพ่ิมจํานวนเชื้อ (pre-enrichment) แลวนําไปเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มีสารยับยั้งเชื้อ (selective 
media) จากนั้นนําไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (biochemical tests) ดังระบุในตารางที่ 1.2 
และปฏิกิริยาทางน้ําเหลืองวิทยา (serological characterization) เชื้อในจีนัส Vibrio สวนใหญ
สามารถเจริญบน nutrient agar ที่มีเกลือ 0.5 % ถึง 1 % บมที่อุณหภูมิ 37 oC ภายในเวลา 18 
ถึง 24 ชั่วโมง โคโลนีมีลักษณะกลมนูน ขอบเรียบ สีครีม ขนาดเสนผานศูนยกลางโดยเฉลี่ย
ประมาณ 2 ถึง 5 mm. แตบางสปชีส เชน V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus โคโลนีมี
ลักษณะแผ (swam) Vibrio สวนใหญสามารถใชนํ้าตาลซูโครส แมนโนส หรือคารโบไฮเดรตตางๆ 
ซึ่งชวยในการบงชี้เชื้อ นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติทนตอเกลือนํ้าดีและ pH สูง มีความสามารถใน
การใช tellurite thiosulphate และ citrate จึงมีการนําสารเหลานี้มาเติมในอาหาร Thiosulfate 
citrate bile-salt sucrose agar (TCBS) เพ่ือเตรียมเปนอาหารสําหรับคัดเลือกเชื้อ Vibrio ซ่ึง
สามารถแยกเชื้อตามคุณสมบัติการหมักน้ําตาลซูโครสไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่สามารถหมักน้ําตาล
ซูโครสไดจะมีโคโลนีสีเหลือง ไดแก V. cincinnatiensis, V. cholerae, V. alginolyticus, V. fluvialis, 
V. furnissii, V. metschnikovii และ V. carchariae สวนกลุมที่ไมสามารถหมักน้ําตาลซูโครสจะมี
โคโลนีสีเขียว ไดแก V. parahaemolyticus, V. vulnificus และ V. mimicus จากนั้นนําโคโลนีที่
สงสัยไปเลี้ยงบนอาหาร Triple sugar iron agar (TSI) และทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ไดแก 
oxidase, gelatinase, motility, arginine dihydrolase, lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, 
ortho-nitrophenil-galacto-pyranoside (ONPG), ลักษณะความชอบเกลือ (halophilic characteristics) 
และทดสอบการหมักน้ําตาลกลูโคส ซูโครส แมนโนส เซลโลไบโอส เปนตน ตาม Bergey’s Manual 
of Systemic Bacteriology (Baumann and Schubert, 1984)..  
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ตารางที่ 1.2 ลักษณะทางชีวเคมีของ Vibrio spp. Adapted from Elliot et al., 1995 (คัดลอกจาก BAM, 2004) 

 

Biochemical test V. alginolyticus V. cholerae  V. fluvialis  V. furnissii  V. hollisae  V. metschnikovii  V. mimicus  V. parahaemolyticus  V. vulnificus  A. hydrophilia  P. shigelloides  

TCBS agar  Y Y Y Y NG Y G G G Y G 
mCPC agar  NG P NG NG NG NG NG NG Y NG NG 
CC agar  NG P NG NG NG NG NG NG Y NG NG 
AGS  KA Ka KK KK Ka KK KA KA KA KK nd 
Oxidase  + + + + + - + + + + + 
Arginine dihydrolase  - - + + - + - - - + + 
Ornithine decarboxylase  + + - - - - + + + - + 
Lysine decarboxylase  + + - - - + + + + V + 

Growth in 0 % NaCl - + - - - - + - - + + 
3 % NaCl + + + + + + + + + + + 
6 % NaCl - + - - - - + - - - + 
8 % NaCl + - v - - v - + - - - 
10 % NaCl + - - - - - - - - - - 

Abbreviations: TCBS= thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose, mCPC= modified cellobiose-polymyxin B-colistin, CC agar= cellobiose-colistin agar, AGS= arginine-glucose slant, Y = yellow, NG = 
no or poor growth,  nd = not done G = green,  V = variable, P = purple, KK = slant alkaline / butt alkaline. KA = slant alkaline /butt acidic,  Ka = slant alkaline/ Butt slightly acidic 
 

7 
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1.2  Vibrio vulnificus 
 
 1.2.1 ลักษณะทั่วไป 
  V. vulnificus เปนเชื้อแบคทีเรียหน่ึงในจีนัส Vibrio ที่กอโรค มีลักษณะ
เชนเดียวกับสมาชิกอ่ืนๆ ในจีนัสนี้ คือ เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทงโคง ไมมีสปอร เคลื่อนที่ได 
โดยการใช polar flagellum ในอาหารเหลว เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative 
anaerobe) ใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนและจัดอยูในกลุม halophile  
 
 1.2.2 ระบาดวิทยา 
  เชื้อ V. vulnificus สามารถแยกไดจากสิ่งแวดลอม อาทิ นํ้าทะเล ตะกอน
ใตทะเล และสัตวทะเลหลายชนิด โดยเฉพาะหอย ซ่ึงหอยนางรม ไดชื่อวาเปนแหลงเก็บกักเชื้อ 
(Hlady and Klontz, 1996; Chan et al., 1989; Panicker et al., 2004a; Muench, 1989; Johnston 
et al., 1985) ในผูปวยสามารถตรวจพบ V. vulnificus ไดจากตัวอยางเลือดมากที่สุด รองลงมา
คือ จากบาดแผล และอุจจาระ (CDC, 2009)  
  V. vulnificus สามารถเจริญไดดีในเขตอากาศอบอุน ถึงรอน ในประเทศ
สหรัฐอเมริกา มีการตรวจพบเชื้อ และผูปวยบริเวณรัฐที่ติดกับอาวเม็กซิโก (Kaysner et al., 1987) 
จากการสํารวจขอมูลโดย COVIS (The Cholera and Other Vibrio Illness Surveillance System) 
ในป 1997-2006 สหรัฐอเมริกา มีผูปวยจากเชื้อ Vibrio 4,755 ราย 76 % เกิดจากการบริโภคอาหาร
ทะเล และติดเชื้อ V. parahaemolyticus  มากที่สุด และรองลงมา คือ V. vulnificus พบจํานวนผูปวย
สูงสุดในเดือนสิงหาคม และ 80.5 % ของผูปวยที่ติดเชื้อ V. vulnificus เกิดจากการรับประทาน
หอยนางรม (Iwamoto et al., 2010) ซ่ึงในป 1997 Oliver และ Kaper รายงานการพบเชื้อ V. 
vulnificus ในหอยนางรม โดยเฉลี่ย 6 x 104 CFU/กรัม (Oliver, 1997) โดยพบวาปริมาณเชื้อเพียง 
100 เซลล ก็สามารถทําใหเกิดโรคไดในผูที่มีภาวะธาตุเหล็กในเลือดสูงหรือ ภาวะภูมิคุมกัน
บกพรอง อยางไรก็ตาม ยังไมทราบปริมาณที่ทําใหเกิดโรคในผูที่มีสุขภาพแข็งแรง ปริมาณการพบ 
V. vulnificus ในสิ่งแวดลอม มีความสัมพันธอุณหภูมิและความเค็มของน้ํา (Kelly, 1982) ในทวีป
ยุโรป ประเทศเดนมารค ป 1994 พบผูปวยจาก V. vulnificus ถึง 11 ราย ในหนารอน แมวาใน
นํ้าทะเลและดินตะกอนมีความหนาแนนของเชื้อ V. vulnificus เพียง 0.8 ถึง 19 CFU/liter และ 
0.04 ถึง > 11 CFU/g (Hoi et al., 1998) สาธารณรัฐเยอรมัน พบเชื้อ V. vulnificus ใน blue 
mussels 3.5 % (Lhafi and Kühne, 2007) ประเทศเนเธอรแลนด พบเชื้อทั้งในสิ่งแวดลอมและ
ผูปวยในเดือนสิงหาคม (Veenstra et al., 1994) ในตะวันออกกลาง มีรายงานการพบเชื้อใน
ประเทศอิสราเอล (Bisharat et al., 1999b; Paz et al., 2007; Bisharat and Raz, 1996) ทวีปเอเชีย 
มีการพบเชื้อ V. vulnificus ในประเทศญี่ปุน (Miyasaka et al., 2006; Venkateswaran et al., 
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1989; Mahmud et al., 2008) ในประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน (Yano et al., 2004) มีการตรวจ 
พบเชื้อ V. vulnificus ที่ทะเลบริเวณเกาะฮองกง (Chan et al., 1986) และในไตหวัน (Hsueh et al., 
2004) ขอมูลในประเทศไทยจากการเฝาระวังทางหองปฏิบัติการ ของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย ระหวางป 2544-2549 พบผูปวยจากการติดเชื้อแบบ 
septicemia ถึง 56 คน พบผูปวยมากในชวงอายุ 46-55 ป พบผูปวยติดเชื้อ V. vulnificus ได
ตลอดทั้งป พบมากในเดือนมิถุนายน และธันวาคม (ศรีวรรณา และคณะ, 2549) 
  การศึกษากอนหนานี้พบวา เชื้อ V. vulnificus สามารถแบงไดเปน 3 biotype 
(biogroup) คอื biotype 1, 2 และ 3 ตาม host range และลักษณะทาง phenotype, genotype 
และ serotype (ตารางที่ 1.3) เชื้อที่กอโรคในคนและพบไดในสิ่งแวดลอมทั่วไป มักพบวาเกดิ
จาก biotype 1 (Linkous et al., 1999) สวน biotype 2 น้ัน กอใหเกิดโรคในสัตวนํ้า โดยเฉพาะ
ปลาไหล แตมีรายงานวาเชือ้ชนิด biotype 2 สามารถกอใหเกิดโรคในคนไดดวยเชนกัน (Amaro 
et al., 1996) ซ่ึง Amaro และคณะ พบวาทั้ง biotype 1 และ 2 มีความสามารถในการเกาะตดิ 
และมีความเปนพิษตอ cell line ของมนุษยและปลา โดยมี LD50 เทากับ 105 ถึง 108 (Amaro et al., 
1996) สวนเชือ้ biotype 3 พบการระบาดนี้ในประเทศอิสราเอล โดยระบาดในบอเลี้ยงปลา และ
คนงานที่ทํางานในการเพาะเลี้ยงปลา โดยการติดเชื้อจากบาดแผลและมีภาวะโลหิตเปนพิษ (Paz 
et al., 2007; Bisharat et al., 1999b) เน่ืองจากพบเชื้อไดทั่วไปในน้ําทะเล และสัตวทะเล แตมี
รายงานการติดเชื้อ V. vulnificus ต่ํา เม่ือเทียบกับเชื้อในกลุมเดียวกัน ทําใหมีการศึกษาปจจัยที่มี 
ผลตอ ความสามารถในการกอโรคของเชือ้ เชื้อสามารถแบงตามแหลงที่แยกมา (isolation source) 
เปน environmental strains และ clinical strains จากการศึกษาความสามารถในการกอโรค 
(pathogenicity) พบวา clinical strains มีความสามารถในการกอสูงกวา environmental strains 
(Kim et al., 2003; Chatzidaki-Livanis et al., 2006) ทั้งๆ ที่เชื้อทั้งสองกลุมมี virulent factors 
เหมือนกัน และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง phenotype (Wong et al., 2005; 
Bisharat et al., 1999) แสดงใหเห็นวา ลักษณะจําเพาะทางอณูชีววทิยา (gene marker) ของ
เชื้อที่เปน virulent factor ที่สําคัญยังไมถูกคนพบการศึกษาเปรียบเทียบระหวาง environmental 
strains และ clinical strains โดยเทคนิคทางอณูชีววทิยา ไดแก ribotyping (Hoi et al., 1997) 
และ random amplified polymorphic DNA PCR (RAPD-PCR) (Warner and Oliver, 1998) 
แสดงใหเห็นวาสามารถใชทัง้ 2 วิธีน้ี ในการแยกความแตกตางระหวาง environmental และ clinical 
strains ได 80-90 % (Shin et al., 2007; Warner and Oliver, 2008) กลาวคอื ใน clinical 
strains จะพบ amplicon ขนาด ประมาณ 200 bp ถึง 100 % แตจะพบ amplicon น้ี เพียง 8 % 
ใน environmental strains (Warner and Oliver, 1999) จากการศึกษา DNA ของ amplicon น้ี 
และบริเวณใกลเคียง โดยวธิี cloning และ sequencing ไมพบวา บริเวณนี้เกี่ยวพันกับการสราง
โปรตีนชนิดใดเลย (Rosche et al., 2005) อยางไรก็ตาม โดยอาศัยผลการทดลองจากวิธี RAPD, 
มีการคิดคน primers เพ่ือที่จะใชจําแนก V. vulnificus ออกเปน 2 สายพันธุ คือ สายพันธุที่อาจ 
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จะกอโรคได (clinical: C-strains) และสายพันธุที่ไมกอโรค (environmental: E-strains) (Rosche 
et al., 2005) นอกจากนั้นยังใชวิธีการตรวจหารูปแบบของ plasmid (plasmid profile) ใน V. vulnificus 
มาใชเปนตวับอกความเปน C และ E-strains ของเชื้อ (Depaola  et al., 2003; Biosca et al., 1997) 
โดยอาศัยหลักการที่วา plasmid มีความเกี่ยวพันกบัความสามารถในการกอโรคของแบคทีเรยี 
อยางไรก็ตาม ยังไมพบ gene marker ที่ใชในการจําแนกระหวาง environmental strains และ 
clinical strains ได 100 % และยังไมพบ virulence factor ที่ทําใหเชื้อ C-strains มีความสามารถ
ในการกอโรคมากกวา E-strains  

 

ตารางที่ 1.3 ความแตกตางของ Vibrio vulnificus biogroupsa 

 

a The first three tests are important for differentiating biotype 2 from biotypes 1 and 3. 
 The remaining tests are important for differentiating biotype 3 from biotypes 1 and 2. 
 Adapted from Bisharat et al., 1999 
b Symbols: +, most (90% or greater) strains positive; (+), many strains (75 to 89.9%) 
 positive; -, most strains negative (10% or less are positive). Numbers give the actual 
 percentage of strains that are positive. 
c ONPG, o-nitrophenyl-ß-D-galactopyranoside. 

 
 
 

Test 
Result for biotypeb: 

1 2 3 
Ornithine decarboxylase 55 - + 
Production of Indole  + - + 
D-Mannitol fermentation 45 - - 
D-Sorbitol fermentation - + - 
Citrate (Simmons)/ (+) + - 
Salicin fermentation + + - 
Cellobiose  fermentation + + - 
Lactose  fermentation (+) + - 
ONPGc test (+) + - 
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 1.2.3 พยาธิสภาพ 
  Vibrio vulnificus เปนเชื้อที่กอใหเกิด foodborne disease และ wound 
infection แมวาจะมีการอัตราการติดเชื้อน้ีต่ํา เม่ือเทียบกับเชื้ออ่ืนใน Genus Vibrio แตเชื้อน้ีเปน
เชื้อกอใหเกิดอัตราการตายสูงที่สุดใน foodborne disease ของสหรัฐอเมริกา (Todd, 1989) 
เชื้อสามารถกอโรคได 3 แบบ ขึ้นกบัลักษณะการตดิเชื้อ ในการติดเชื้อโดยการกินนํ้า หรือ
อาหารที่ปนเปอนเชื้อ เชือ้สามารถ บกุรุกเขาสู กระแสโลหิต กอใหเกิดอาการโลหติเปนพิษ 
(septicemia) ซ่ึงผูปวยจะมีอาการไข หนาวสั่น ออนเพลีย ความดันต่ํา อาเจียน และเสียชีวติใน
ที่สุด ซ่ึงพบประมาณ 45 % ของการติดเชื้อ อัตราการตายจะสูงถึง 60% ภายใน 24 ชั่วโมง 
(Linkous et al., 1999) เชื้อสามารถกอใหเกิดโรค กระเพาะอาหารและลาํไสอักเสบ (gastroenteritis) 
ซ่ึงพบประมาณ 12 % ของการติดเชื้อ พบอัตราการตายต่ํา และสามารถหายเองได (Strom et 
al., 2000) เชื้อสามารถกอใหเกิด การติดเชื้อที่บาดแผล (wound infection) เกิดจากบาดแผลมี
การสัมผสัเชื้อที่มีการปนเปอนในอาหารทะเล หรือนํ้าทะเล เชื้อสามารถลุกลามอยางรวดเรว็ จนทําให
เกิดเนื้อเยื่ออักเสบ ผิวหนังมีอาการบวม รอนแดง เจ็บปวด อาจกลายเปนตุม จนเกิดอาการเนื้อเนา
ตายของเนื้อเยือ่ออน ใตผิวหนัง พบวามีประมาณ 25 % ของการตดิเชือ้ และอัตราการตายสูงถึง 45 
% (Linkous et al., 1999) การติดเชื้อทีบ่าดแผลอาจนําไปสูภาวะโลหิตเปนพิษได หากเชื้อบุกรุก
เขาสูกระแสเลอืด ซ่ึงจะทําใหมีอัตราการตายสูงขึ้น  
 
 1.2.4 ปจจัยกอความรุนแรง 
  ความรุนแรงของโรคขึ้นอยูกับ 2 ปจจัย ปจจัยแรก คือ host ผูที่มีปริมาณ
ธาตุเหล็กในเลือดสูง จะมีอาการรุนแรง บุคคลเหลานี้ ไดแก ผูปวยที่มีอาการตับอักเสบเรื้อรัง ตับแข็ง 
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ นอกจากนี้ผูปวยที่มีระดับภูมิคุมกันต่ําก็จะมีอาการรุนแรงเชนกัน ไดแก 
ผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรอง ไตวาย เบาหวาน หรือผูทานยากดภูมิคุมกัน (Strom et al., 2000; 
Linkous et al., 1999) ปจจัยที่สอง คือ สมบัติของเชื้อ สมบัติสําคัญที่กอความรุนแรง (virulence 
factors) ไดแก pili, capsule, endotoxin (lipopolysaccharide (LPS)), exoenzyme, toxin, และ
ความสามารถในการใชเหล็กในการเจริญ (Strom et al., 2000; Linkous et al., 1999)  
  เม่ือเชื้อเขาสูรางกาย จะใช pili ในการยึดเกาะ (attachment) และเพิ่มจํานวน 
(colonization) บนผิวของ host โดยเฉพาะ epithelial cells (Paranjpye and Strom, 2005) เชื้อ
จะมียีน pilD (originally designated vvpD) ซ่ึงเปนยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสราง pili ใชใน
การเขายึดเกาะกับเซลลโฮสต กลุมยีน pil ประกอบดวย pilABCD โดย pilD gene encode IV 
prepilin peptidase-N-methyltransferase เชื้อ V. vulnificus ที่ขาดหรือเกิดขอบกพรองของ pilD 
จะไมสามารถสราง pili บนผิวเซลลได และทําใหการติดเชื้อในหนูลดลง (Paranjpye et al., 
2005) นอกจากนั้นยังพบวาเชื้ออาศัย outer membrane proteins (OMP) จับกับ fibronectin 
ของเซลล เพ่ือยึดเกาะกับเซลล OMP ถูกสรางจาก ompU gene พบวาหากมีความผิดปกติของ 
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ompU gene เชื้อจะสูญเสียความสามารถในการเขาทําลายเซลล (Goo et al., 2006) นอกจากนั้น
ยังพบวา หากมีความผิดปกติที่ flgE ซ่ึงเปนยีนที่ทําหนาที่สราง flagellar hook protein จะทําให
เชื้อไมสามารถเคลื่อนที่ได (Lee et al., 2004) 
  capsule มีองคประกอบเปนสารพวกโพลีแซคคารไรดและมีความสําคัญ
เกี่ยวกับการกอโรคของเชื้อ เปนสวนที่ชวยใหเชื้อสามารถหลบหลีก phagocytic cells ในระบบ
ภูมิคุมกันได (Amaro et al., 1994) โคโลนีของเชื้อที่มี capsule จะมีลักษณะขุน (opaque) สวน
ที่ไมมี capsule จะใส (translucent) (Rosche et al., 2006), capsule จะปองกันไมใหเม็ดเลือด
ขาวมาจับกิน (antiphagocytosis) เชื้อที่มีความรุนแรงในการกอโรคมี capsule ในขณะที่เชื้อที่
ไมมีความรุนแรงจะไมมี capsule(Amaro et al., 1994)  
  endotoxin หรือ Lipopolysaccharide (LPS) เปนสวนที่กอใหเกิด ภาวะ 
septic shock (Amaro et al., 1997) ซ่ึงพบไดในเชื้อกลุม Gram negative bacteria โดย LPS 
จะกระตุนการสราง tumor mecrosis factor พบวาหากฉีด LPS ในหนู หนูจะเกิดภาวะความดัน
ต่ํา และตายภายใน 1 ชั่วโมง (Amaro et al., 1997) 
  เชื้อจะสราง exoenzyme เพ่ือใชในการบุกรุก host cell (invasiveness) 
exoenzyme ที่สําคัญ คือ extracellular metalloprotease ซ่ึงถูกสรางจาก vvp gene โดยที่การแสดง 
ออกของ  vvp gene จะขึ้นอยูกับปริมาณธาตุเหล็กในเซลล (Kim et al., 2007) สามารถพบ vvp 
gene ไดใน V. vulnificus ทั้ง clinical strain  และ environmental strain (Shin et al., 2005) 
พบวาเชื้อในกลุม V. vulnificus จะสรางเอนไซมชนิด zinc metalloprotease เอนไซมในกลุมน้ี 
ไดแก elastase, phospholipase, protease, collagenase ซ่ึงจะทําใหเชื้อสามารถบุกรุกผานเขา
ไปในเนื้อเยื่อได จะทําใหเน้ือเยื่อหรือเซลลตาย และกอใหเกิด septicemia ในที่สุด  
  extracelluar toxin สําคัญที่เชื้อสราง คือ cytolysin ซ่ึงเปนโปรตีนขนาด 
56 kDa สรางจากยีน vvhA มีความเปนพิษสูง มีสมบัติในการทําใหเม็ดเลือดแดงแตก (Gray 
and Kreger, 1987) นอกจากนั้นยังสามารถทําลาย CHO cell (Gray and Kreger, 1985) ทําใหเกิด 
การเปลี่ยนแปลงของ vascular permeability ในหนูตะเภา (Gray et al., 1985) และทําใหหนูขาว 
(mice) เสียชีวิตจากการเกิด edema และทําลาย capillary endothelial cells (Gray et al., 1987; 
Kook et al., 1996) โดย cytolysin ไปกระตุน guanylate cyclase ทําให cyclic GMP เพ่ิมขึ้น
สงผลใหเกิด vasodilation (Kook et al., 1999)  
  เชื้อสามารถผลิต siderophore เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการใชธาตุเหล็ก 
ในกระแสโลหิต ซ่ึงความสามารถในการสราง siderophore (Biosca et al., 1996) ถูกจัดเปน virulence 
factor ที่สําคัญ การทดลองฉีดเชื้อ V. vulnificus เขาสูหนูที่มีปริมาณธาตุเหล็กในกระแสโลหิตสูง 
พบวา กอใหอัตราการตายสูงถึง 100% อัตราการตายลดลง เม่ือปริมาณเหล็กในกระแสโลหิต
ต่ําลง (Biosca et al., 1996; Bogard and Oliver, 2007) เชื้อสามารถสรางไดทั้ง hydroxymate และ 
phenolate siderophore (Simpson and Oliver, 1983; Litwin et al., 1996) ซ่ึงสรางจาก venB gene 
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(Litwin et al., 1996) และ  vuuA gene เปนยีนในกลุม vulnibactin-associated genes (vuuA, venB, 
vvsA และ vvsB) พบวาการทําลาย siderophores ทําใหความรุนแรงของเชื้อลดลง (Biosca et 
al., 1996; Litwin et al., 1996; Bogard et al., 2007; Miyoshi et al., 1997) นอกจากนั้นเชื้อยัง
มี fur gene ทําหนาที่เกี่ยวของกับกระบวนการ ferric uptake regulator ซ่ึงมีความสําคัญในการ
นําธาตุเหล็กเขาสูเซลล (Goo et al., 2007) อยางไรก็ตามรายละเอียดกลไกที่ทําใหธาตุเหล็กมี
ผลตอการเจริญ และบุกรุกของเชื้อ ยังคงตองทําการศึกษาตอไป 
 
 1.2.5 การตรวจทางหองปฏิบัติการ 
  1.2.5.1 การตรวจเพาะเชื้อ 
   เชื้อ Vibrio เปนเชื้อที่เจรญิงาย สามารถเลี้ยงไดทั้งในอาหารแข็ง
และอาหารเหลว บางสปชสีสามารถเจริญได แมความเขมขนของเกลอืต่ํา อยางเชน V. cholerae, 
และ V. mimicus แตบางสปชีส เชน V.fluvialis, V. metschnikovii และ marine bacterium 
ตองการความเขมขนของ Na+ อยูในชวง 70 ถึง 300 mM ดังน้ัน การตรวจหาเชือ้ Vibrios ใน
ตวัอยางอาหาร สิ่งแวดลอม และสิ่งสงตรวจจากผูปวย นิยมเพ่ิมจํานวนเชื้อในอาหารเหลว Alkaline 
Peptone Water (APW) ซ่ึงมีเกลืออยู 0.5-2 % กอนแลวจึงใชเทคนคิ most probable number 
(MPN) เพ่ือหาปริมาณการปนเปอนเชื้อในตวัอยาง (Kaysner and DePaola, 2004; http:// 
www.cfsan.fda.gov) เชือ้ Vibrio สามารถเจริญไดบนอาหารหลายชนิดในหองปฏิบัติการ 
อยางเชน MacConkey agar ที่ใชเพาะเชือ้แบคทเีรียแกรมลบ เชื้อใหลักษณะโคโลนไีมมีสี สามารถ
เจริญไดดีบนอาหารที่ผสมเลือด (Blood agar) และอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไป คือ Nutrient agar ให
โคโลนีมีลักษณะกลม นูน ขอบเรียบ สีครีม แตบางสปชีส เชน V. parahaemolyticus และ  
V. alginolyticus โคโลนีมีลักษณะแผ (swam) แตลักษณะการเจรญิในอาหารเหลานี้ไมสามารถ
แยกความแตกตางในแตละสปชีส อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อ Vibrio ที่นิยมใชแพรหลาย 
คือ Thiosulphate Citrate Bile-salt Sucrose (TCBS) มีเกลือนํ้าดี ทําใหอาหารมีสภาวะที่เปน
ดาง pH สูง ชวยในการยบัยั้งแบคทเีรยีแกรมบวก และแบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae 
จึงเปน selective medium ของเชื้อ Vibrio spp. สามารถดูลักษณะโคโลนี บน TCBS ได 2 
อยาง คือ เชื้อที่สามารถหมักยอยน้ําตาลซูโครสได อยางเชน V. cholerae จะมีสีเหลือง แตเชื้อ
ไมสามารถหมักยอยนํ้าตาลซูโครสได เชน V. parahaemolyticus  V. vulnificus และ V. mimicus 
จะใหโคโลนีสเีขียว นอกจากนี้เชื้อในจีนัส Vibrio อาจแยกไดโดยใชอาหารเลี้ยงเช้ืออ่ืน เชน 
Cellobios Polymyxin B Colistin (CPC) ใชในการแยกเชื้อ V. cholerae และ V. vulnificus โดย
โคโลนีของ V. cholerae จะมีสีมวง เน่ืองจากไมสามารถหมักน้ําตาลเซลโลไบโอส เม่ือเทียบกบั
โคโลนีของ V. vulnificus ซ่ึงมีสีเหลืองจากการหมักน้ําตาลเซลโลไบโอส (Donovan and van 
Netten, 1995) อาหารอีกชนิดที่นิยม คอื CHROMagar™ Vibrio ซ่ึงเปนอาหารที่มี substrate 
สําหรับเอนไซม β-galactosidase ทําใหสามารถคัดแยกเชื้อ Vibrio โดย V. parahaemolyticus 
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จะใหโคโลนีสมีวง สวน V. vulnificus จะใหโคโลนีสเีขียวอมฟา ซ่ึงเปนสีที่ใกลเคียงกับโคโลนี  
V. cholerae บนอาหาร CHROMagar™ Vibrio (Harwood et al., 2004) ดังน้ัน การยืนยันเชื้อ 
ตองนําไปทดสอบทางชีวเคมี (biochemical tests) ดังที่ระบุในตารางที่ 1.2 หรือนําไปทดสอบ
ทางอณูชีววิทยาจึงสามารถวินิจฉัยชนิดของเชื้อได  
  1.2.5.2 การตรวจทางอณูชีววิทยา 
   เน่ืองจากวิธีทางชีวเคมี ใชเวลานาน ผลที่ไดยังมีความใกลเคียง
กันระหวางเชื้อ V. vulnificus, V. parahaemolyticus และ V. cholerae ดังน้ัน จึงมีการยืนยัน 
โดยใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา อันไดแก PCR, DNA hybridization เปนตน โดยใชสวนของยีนที่
จําเพาะตอเชื้อ V. vulnificus เปน marker ไดแก cytolysin gene (vvhA), rpoS gene, gyrB 
gene และ toxR gene  
   cytolysin gene (vvhA) เปนยีนอนุรักษ (conserved sequence) 
จึงพบใน V. vulnificus ทุกสายพันธุ โดยมีความไวของการทดสอบ 10 พิโคกรัม โดยไมพบผลบวก 
ปลอม (Panicker et al., 2004b; Harwood et al., 2004; Coleman et al., 1996) การใช rpoS 
gene โดยวิธี loop-mediated isothermal amplification (LAMP) และ lateral flow dipstick 
(LFD) assay ควบคูกัน มีความไวในการทดสอบ 2.8 CFU/ reaction เม่ือทดสอบในหอย 
(Surasilp et al., 2011) และ gyrB gene (encoding gyrase B or topoisomerase II) ซ่ึงเม่ือ
เปรียบเทียบ gyrB gene กับ vvhA gene พบวามีความไวและความจําเพาะของการทดสอบ
เทากัน และไมพบผลบวกปลอมกับ Vibiro และ non-Vibrio species อ่ืนๆ (Parvathi et al., 
2005) toxR gene ซ่ึงเปนยีนอนุรักษของ Vibrionaceae ทําหนาที่เปน transmembrane 
regulatory protein ที่อาศัยปจจัยจากสิ่งแวดลอมเปนตัวควบคุมกิจกรรม ยีน toxR พบครั้งแรก
ใน V. cholerae โดยทําหนาที่ควบคุมการทํางานของ cholera toxin และตอมาพบวาสามารถ
ควบคุมการทํางานของยีนอ่ืนๆ อีกหลายชนิด เชน tcpA (toxin-regulated pilus), ompT และ 
ompU (outer membrane proteins) (Miller and Mekalanos, 1988) โดยยีน toxR ทําหนาที่
กระตุนการถอดรหัสของยีนกอความรุนแรงของโรคโดยสรางโปรตีน toxR ไปจับกับลําดับนิวคลี
โอไทดของสายดีเอ็นเอที่ตําแหนง upstream ของโปรโมเตอรของยีนกอความรุนแรงของโรค 
(Lin et al., 1993) จากการศึกษาพบวา toxR เปน integral membrane protein ที่มีขนาด 32 
kDa ประกอบดวย 3 domain คือ N-terminal cytoplasmic DNA-binding domain, central 
transmembrane domain และ C-terminal periplasmic domain การบงชี้ V. vulnificus โดยใช 
toxR gene โดยวิธี real time–PCR ทดสอบกับเชื้อบริสุทธิ์ V. vulnificus (pure culture) มีความไว 
5 x 103 copies/µl แตหากตรวจสอบเชื้อจากตัวอยางน้ําหรือเน้ือหอยโดยตรง จะใหความไว 10 
cells/ml (Takahashi et al., 2005) 
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  1.2.5.3 วิธีการทางภูมิคุมกันวิทยา 
   การใชวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยา (serology test) ในการตรวจสอบ 
เชื้อในกลุมของ V. vulnificus ทําไดยาก เน่ืองจากเชื้อ biotype 1 และ 3 มีความหลากหลายของ 
antigen บนผิว cell มาก ในขณะที่ biotype 2 (serogroup E) ไมมีความหลากหลาย 
(Nishibuchi and Seidler, 1985) อยางไรก็ตามสามารถแยกเชื้อ biotype 1 ออกจาก biotype 2 
โดยที่อาศัยสมบัติในการสราง indole และผลิต ornithine decarboxylase ซ่ึงเชื้อ biotype 1 
สรางแต biotype 2 ไมสราง (Harwood et al., 2004) 

 

 



ตารางที่  1.4  ตารางแสดงอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการคัดแยกเชื้อ Vibrio vulnificus คัดลอกจาก (Harwood et al., 2004) 

Medium abbreviation pH Incubation (๐C) Carbohydrate Colony color Reference 
Thiosulphate citrate bile salt agar (TCBS)   8.6 37 Sucrose Green Kobayashi et al., 1963 
Vibrio vulnificus agar (VV) 8.6 37 Salicin Grey, dark center Brayton et al., 1983 
SDS polymyxin sucrose agar (SPS) 7.6 37 Sucrose Blue with halo Kitaura et al., 1983 
Cellobiose polymyxin B colistin agar (CPC) 7.6 40 Cellobiose Yellow Massad and Oliver, 1987 
Modified cellobiose polymyxin B colistin 
agar (mCPC) 

7.6 40 Cellobiose Yellow Tamplin et al., 1991 

Vibrio vulnificus enumeration agar (VVE) 8.5 37 Cellobiose, 
lactose, X-Gal 

Blue green Miceli et al., 1993 

Cellobiose colistin agar (CC) 8.5 40 Cellobiose Yellow Hoi et al., 1998 
Vibrio vulnificus medium (VVM) 8.5 37 Cellobiose Yellow Cerda-Cuellar et al., 2000 
Vibrio vulnificus medium+colistin (VVMc) 8.5 37 Cellobiose Yellow Cerda-Cuellar et al., 2001 

16 
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 1.2.6 การรักษา 
  V. vulnificus มีอัตราการติดเชื้อต่ําแต มีความรุนแรงและมีอัตราการตาย
สูงหากไมไดรับการรักษาภายใน 24 ชั่วโมง หรือถาเปนการติดเชื้อในบาดแผลอาจลุกลามจนตอง
ตัดอวัยวะสวนนั้นทิ้ง ดังน้ัน การวินิจฉัยที่ถูกตองดวยการสงสิ่งสงตรวจทางหองปฏิบัติการ และ
การรักษาที่ถูกตองและยาตานจุลชีพที่มีประสิทธิภาพในการรักษา จึงมีความจําเปนมาก ผลการศึกษา
ในหนู พบวาควรใหยารวมกัน 2 กลุม ทําใหการรักษาการติดเชื้อ V. vulnificus ไดผลดี คือ ให
ยากลุม คือ cefotaxime รวมกับ minocycline จะใหผลดีกวาการใหยาขนานเดียว (Chuang et al., 
1997) ดังน้ัน ยาตานจุลชีพที่ CDC แนะนําใหใชในการรักษาการติดเชื้อ V. vulnificus โดยประมวล 
ขอมูลจากการรักษากอนหนานี้และจากสัตวทดลอง คือ doxycycline รวมกับ third-generation 
ของ cephalosporin เชน ceftazidime หรือใชยาในกลุม fluoroquinolone เชน ciprofloxacin 
รวมกับ doxycycline หรือ cephalosporin แตในเด็กหามใช doxycycline และ fluoroquinolone 
สามารถใช trimethoprim-sulfamethoxazole รวมกับ aminoglycoside ได (CDC, 2009) 
 
 1.2.7 ความไวตอยาตานจุลชีพ    
  ความไวตอยาตานจุลชีพเปนปจจัยหน่ีง ที่สําคัญในการรักษาโรคใหไดผลดี 
หากเชื้อด้ือตอยาจะทําใหการรักษาไมไดผล หรือใชเวลานาน แตจากขอมูลของการทดสอบความไว
ตอยาตานจุลชีพ ปรากฏมีเชื้อด้ือยา ตั้งแตป 1912 แตสําหรับ เชื้อ V. vulnificus พบวามีการดื้อยาไม
มากนัก ในป 1986 Tison และ Kelly ทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus 30 สายพันธุ ที่แยก
จากสิ่งแวดลอม พบวา V. vulnificus ไวตอยา amikacin, ampicillin, carbenicillin, cephalothin, 
gentamicin, chloramphenicol, erythromycin, trimethoprim-sulfamethoxazole และ tetracycline 
แตด้ือตอ colistin ซ่ึงผลการศึกษานี้ พบวาผลการทดสอบความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะไม
แตกตางจากเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย 33 สายพันธุ ซ่ึงศึกษาโดย Hoillis และคณะ 
ป 1976 (Tison and Kelly, 1986; Hollis et al., 1976) และ V. vulnificus ที่แยกได ในป 1995-
1998 ด้ือตอยา clindamycin (MICs > 256 µg/mL) และไวตอ ampicillin, carbenicillin, cephalothin, 
cefamandole, cefotaxime, ceftriaxone, cefoperazone, aztreonam, imipenem, gentamicin, 
amikacin, tetracycline, minocycline, chloramphenicol, fluoroquinolones, ofloxacin, lomefloxacin, 
ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin, gatifloxacin (Radu et al., 1998; Chuang et al., 
1998; Morris and Tenney, 1985; Chiang and Chuang, 2003) เชนเดียวกับในป 2005-2006 
เชื้อ V. vulnificus 151 สายพันธุ และ V. parahaemolyticus 168 สายพันธุ และยังคงไวตอยาหลัก
ที่ใชรักษาอยาง tetracycline, ciprofloxacin และ cefotaxime (Han et al., 2007) เชื้อ V. vulnificus 
ที่แยกจากดินและน้ําในประเทศฮองกง ไวตอ tetracycline แตด้ือตอ ampicillin และ erytromycin 
ในประเทศไทย การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของ Vibrio spp. ที่แยกจากหอยนางรม 
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บริเวณอางศิลา จังหวัดชลบุรี พบวาเชื้อ V. vulnificus 7 isolates พบเช้ือไวตอ tetracycline 
oxytetracycline และ imipenem 100 % (สุดสายชล และ ธดาภรณ, 2549) ตอมา ป 2549 ถึง 
2550 รุงอรุณ และคณะ แยกเชื้อ V. vulnificus จากหอยนางรมหรือหอยตะโกรมขาว จังหวัด 
สุราษฎรธานี โดยเก็บตัวอยาง 5 จุด ในบริเวณอาวบานดอน จํานวน 360 ตัวอยาง พบเชื้อ  
V. vulnificus 27.5 % นําเชื้อ V. vulnificus 297 isolates มาทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ 
พบวาทุก isolates ไวตอ doxycycline, norfloxacin, ciprofloxacin และไวตอ cefotaxime 84.5 % 
แสดงใหเห็นวาเชื้อ V. vulnificus ยังด้ือยาตานจุลชีพนอย (Khantho, 2008) 
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วัตถุประสงค  
 
 1. แยกเชื้อ V. vulnificus จากสิ่งแวดลอม ไดแก อาหารทะเล นํ้าทะเล ดินตะกอน
ทะเล 
 2. เปรียบเทียบลักษณะ และสมบัติ ของ V. vulnificus จากผูปวยและที่แยกได
จากสิ่งแวดลอม โดยใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา  
 3. ศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ V. vulnificus จากผูปวยและที่แยกไดจาก
สิ่งแวดลอม 
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บทที่ 2 
 

วัสดุอุปกรณ และวิธีการ 
 
 
ข้ันตอนการวิจัย 

 คุณลักษณะของเชื้อ Vibrio vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 ข้ันตอนการวิจยั 

เก็บตวัอยาง 
-  อาหารทะเล ดิน และน้าํทะเล 
-  สิ่งสงตรวจผูปวย 

แยกเชื้อ V. vulnificus โดยวิธีเพาะเชื้อ และ
ยืนยันเชื้อ โดยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 

ศึกษา  Virulence-correlated gene (vcg) ของ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย 
และสิ่งแวดลอม 

ศึกษา viuB gene (Siderophore endcoding gene) ใน V. vulnificus ที่แยกไดจาก 
ผูปวยและสิง่แวดลอม 

ตรวจสอบ biotype ของ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย และสิง่แวดลอม 

ศึกษาความจําเพาะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจาก ผูปวยและ
สิ่งแวดลอมโดยวิธี Arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-PCR) 

ศึกษาอัตราการดื้อยาปฏิชีวนะ ของ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม 
ดวยวิธี disc diffusion 

20 
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2.1  วัสดุ 
 
 2.1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ   
Agar Difco 
CHROMagar™ vibrio CHROM agar  
Luria Bertani (LB) broth Novagen 
Luria Bertani (LB) agar Novagen 
Mueller Hinton agar (MHA) Difco 
Mueller Hinton Broth (MHB) Difco 
Tryptone Difco 
Tryptic soy broth (TSB) Difco 
Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar Difco 
 
 2.1.2 แผนยาตานจุลชีพ  
Ampicillin (10 µg) Oxoid 
Carbenicillin (100 µg) Oxoid 
Cefotaxime (30 µg) Oxoid
Ceftazidime (30 µg) Oxoid 
Chloramphenicol (30 µg) Oxoid 
Ciprofloxacin (5µg) Oxoid 
Doxycycline (30 µg)   Oxoid 
Erythomycin (15 µg)                                        Oxoid 
Gentamicin (10 µg)   Oxoid 
Imipenem (10 µg Oxoid 
Sulphamethoxazone/Trimethoprim (25 µg) Oxoid 
Tetracycline (30 µg)                            Oxoid 
 
 2.1.3 สารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade) 
Absolute ethanol Merck 
Boric acid Merck 
Chloroform Merck 
Ethidium bromide Sigma 
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Ethylenediaminetetraacetate (EDTA) Merck 
Glacial acetic acid Merck 
Glycerol Sigma 
Isoamyl alcohol Merck 
Phenol Sigma 
Sodium acetate Merck 
Sodium chloride Merck 
Sodium citrate dehydrate Sigma 
Sodium dodecyl sulfate Sigma 
Sodium hydroxide Sigma 
  
 
 2.1.4 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade) 
Agarose Bioline 
10X Ex Taq buffer Takara 
Ex Taq DNA polymerase Takara 
dNTPs Amresco 
λHindIII ladder New England Biolabs 
100 kb DNA ladder Amresco 
Magnesium chloride invitrogen 
Primers Invitrogen 
Taq DNA polymerase invitrogen 
Pfu DNA polymerase ภาควิชาชวีเคมี 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
RNase Merck 
Tris base Promega 
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ตารางที่ 2.1 ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในการทดลองนี้ 
 
Target 
genes 

Primer Sequence(5’->3’) PCR 
Product 

(bp) 

Reference 

vvh F-vvh TTCCAACTTCAAACCGAACTATGA 205 (Panicker  
et al., 2004a) R-vvh ATTCCAGTCGATGCGAATACGTTG 

viuB F-viuB GGTTGGGCACTAAAGGCAGATATA 504 (Panicker  
et al., 2004a) R-viuB CGGCAGTGGACTAATACGCAGC 

vcg-C P1 AGCTGCCGATAGCGATCT 278  
(Rosche   
et al., 2005) 

P3 CGCTTAGGATGATCGGTG 
vcg-E P2 CTCAATTGACAATGATCT 278 

P3 CGCTTAGGATGATCGGTG 

AP-
PCR 

R-PSE420 TATCAGGCTGAAAATCTT - (Vickery et al., 
1998) 

Primer 2 GTTTCGCTCC - (Okuda et al., 
1997) Primer 4 AAG AGC CCG T - 

 
2.2.  อุปกรณและเครื่องมือ 
 
 - เครื่องแกวและอุปกรณสําหรับงานวิเคราะหทางจุลชีววทิยา 
 - หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml 
 - หลอด PCR ขนาด 0.2 ml 
 - Automatic pipette ขนาด 1-20, 20-200 และ 100-1000 µl (Socorex, Switzerland)  
 - ชุด Electrophoresis รุน 200/2.0 (Bio-Rad, USA) 
 - เครื่องกําเนิดไฟฟา (power supply) รุน PowerPac Basic (Bio-Rad, USA) 
 - เครื่องวัด McFarland standard (Densimat) (bioMerieux) 
 - เครื่องชั่ง (Denver Instrument, USA) 
 - เครื่องหมุนเหวี่ยง (Eppendorf 5415 C, Brickman Instrument Inc. Germany)  
 - เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (MIKRO 22R, Germany) 
 - เครื่อง vortex mixer (Scientific Industries, USA) 
 - ตูเย็นแชแข็ง -20 °C (Sanyo, Japan) 
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 - ตูเย็นแชแข็ง -80 °C (Sanyo, Japan) 
 - ตูเย็น 4 °C (Sanyo, Japan) 
 - ตูอบลมรอน (Hot air oven) (Venticell) 
 - ตูบมเชื้อ (Incubator) (Heraeus, Germany) 
 - ตูบมเชื้อแบบเขยา (Shaking incubator) (Labline Instrument Inc. USA) 
 - ตูปลอดเชื้อ (Laminar airflow cabinet) รุน ABS 1200A (ASTEC microflow, UK) 
 - เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lambda 25 UV/VIS 
spectrophotometer (Perkin Elmer, UK) 
 - เครื่องวัด pH (pH meter) (Satorus AG, Germany) 
 - เครื่องสังเคราะหดีเอ็นเอ (Perkin Elmer, UK และ ASTEC, Japan) 
 - เครื่อง UV light transilluminator (UVP) (San Gabriel Inc. USA) 
 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ รุน 1235 (Shel-Lab, USA) 
 - เครื่อง Hot plate & Stirrer (Fisher Scientific, USA) 
 - หมอน่ึงฆาเชื้อความดันไอน้ํา (Autoclave) (Tomy, Japan) 
 
2.3  แบคทีเรียที่ใชศึกษา 
 
 2.3.1 เชื้อสายพันธุมาตรฐาน V. vulnificus ATCC 27562  
 2.3.2 เชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจผูปวย ไดรับความอนุเคราะห
จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย จํานวน 6 สายพันธุ ไดแก V. vulnificus DMST 31751, 
V. vulnificus DMST 31752, V. vulnificus DMST 31753, V. vulnificus DMST 32989,  
V. vulnificus DMST 32990, V. vulnificus DMST 32991  และไดรับการอนุเคราะห เก็บเชื้อ  
V. vulnificus จากสิ่งสงตรวจของผูปวย จากโรงพยาบาลหาดใหญ จํานวนตัวอยางทั้งหมด 4 สายพันธุ 
V. vulnificus PSU258, V. vulnificus PSU251, V. vulnificus PSU252, V. vulnificus PSU253  
  
2.4  วิธีการทดลอง 
 
 2.4.1 การเก็บตัวอยาง 
   ทําการเก็บตัวอยาง กุง ปู ปลา หอยนางรม ดิน และนํ้าทะเล ประเภทละ 
4 ตัวอยางตอเดือน โดยเก็บตัวอยาง กุง ปู และ ปลา จากตลาดสดคลองเรียน ตลาดสดพลาซา 
ตลาดสดกิมหยง อ.หาดใหญ จ.สงขลา และเก็บตัวอยางหอยนางรม ดิน และนํ้าทะเล จากฟารม
หอยนางรม อ.กาญจนดิษฐ จ.สุราษฎรธานี ตรวจวัดอุณหภูมิและความเค็มของน้ําทะเลในการเก็บ
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ทุกครั้ง ทําการเก็บตัวอยางเปนระยะเวลาเก็บตัวอยาง 12 เดือน (กันยายน 2552 ถึง สิงหาคม 
2553) รวมจํานวนตัวอยางทั้งหมด 288 ตัวอยาง  
 
 2.4.2 การแยกเชื้อ V. vulnificus   
  2.4.2.1 การแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยาง อาหารทะเล ดินตะกอน
ทะเล และน้ําทะเล 
   นําตัวอยางมาโดยไมตองผานการลางน้ํา ทําการเตรียมตัวอยาง
ดังนี้ ตัวอยางปลาจะใชเหงือกและเนื้อบริเวณทอง ตัวอยางกุงใชบริเวณหัว ตัวอยางหอยใชสวนเนือ้ 
ตัวอยางปูใชสวนที่ใชหายใจ (นมปู) ชั่งตวัอยางที่เตรยีมไวปริมาณ 25 กรัม ผสมกับ APW+1  
% NaCl (pH 8.6) 225 มิลลลิิตร ซ่ึงจะไดระดับความเจือจาง 1:10 บมที่ 37 °C เปนเวลา 6 ชั่วโมง 
นํามา streak ลงบน CHROMagar™Vibrio ทํา 2 ซํ้า จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 
18-24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการแยกเชือ้ V. vulnificus โดยเลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีฟา-เขียว
จาก CHROMagar Vibrio ตัวอยางละ 2 โคโลนี เก็บไวเปน stock culture เพ่ือยืนยันเชื้อ  
V. vulnificus ดวยวธิี PCR ตอไป  
  2.4.2.2 การยืนยันเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางผูปวย 
   เชื้อ V. vulnificus ที่ไดจากตัวอยางสงตรวจของผูปวย ซ่ึงไดรับ
การวินิจฉัยเบื้องตน ดวยวิธีตรวจเพาะเชื้อทางชีวเคมีมาแลว นํามา streak ลงบน CHROMagar™ 
Vibrio บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการแยกเชื้อ V. vulnificus 
โดยเลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีฟา-เขียวจาก CHROMagar™ Vibrio ตัวอยางละ 2 โคโลนี เก็บไว
เปน stock culture เพ่ือยืนยันเชื้อ V. vulnificus ดวยวิธี PCR ตอไป  
 2.4.3 การยืนยันเชื้อ V. vulnificus โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  นําเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากตัวอยางสิ่งแวดลอม (อาหารทะเล นํ้า 
และดินตะกอนทะเล) และตัวอยางจากผูปวย มาทําการยืนยันวาเปนเชื้อ V. vulnificus โดยวิธี 
PCR โดยใช vvh gene เปนยีนเปาหมาย  
  การเตรียมดีเอนเอตนแบบ (DNA template) สําหรับทดสอบ vvh gene 
ร่ิมตนโดยทําการเลี้ยงเชื้อ V. vulnificus ในอาหาร LB broth+1% NaCl 1 มิลลิลิตร บมที่ 37 ๐C 
เขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง จากนั้นนํามาหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ดวยความเร็ว 
8000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที เทสวนใสทิ้ง จากนั้นเติม 0.85% normal saline ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร แลวจึงนําไปตมที่ 100 ๐C เปนเวลา 10 นาที นําออกมาทําใหเย็นทันทีในกลอง
นํ้าแข็ง (ice-bath) หมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที ดีเอนเอตนแบบ
ไดจากการนําสวนใสที่ไดหลังจากการหมุนเหวี่ยง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้ากลั่นปลอด
เชื้อ 90 ไมโครลิตร (ซ่ึงจะไดระดับความเจือจาง 1:10)  
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  นําดีเอนเอตนแบบ มาตรวจหา vvh gene โดยใช primers F-vvh และ 
R-vvh (ตารางที่ 2.1) (Panicker et al., 2004a) ใชเชื้อ V. vulnificus ATCC 27562 เปน 
positive control ใชนํ้ากลั่นปลอดเชื้อเปน negative control สวนผสมของปฏิกิริยา PCR ดังน้ี  
 
สวนผสม ปริมาตร (µl) 
DW 8.9 
10X buffer 2.0 
25 mM MgCl2 1.0 
2.5 mM dNTPs 1.0 
1 µM vvh primers  (forward และ reverse) 6.0 
Taq DNA polymerase 0.1 
DNA template 1.0 
Total 20.0 
 
สภาวะการทํา PCR คือ 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
1.  Hot start 94 5 1 
2.  Denature 94 1  

30 3.  Annealing 57 1 
4.  Extension 72 1 
5.  Final extension 72 7 1 
 
  ตรวจสอบหา ผลผลิต PCR ของ vvh gene ขนาด 205 bp ดวยวิธี 
electrophoresis ใน 1 % agarose gel และ TBE buffer ใชไฟฟากระแสตรง 100 โวลต เปน
ระยะเวลา 30 นาที ในการแยก DNA นําแผนเจลที่ไดไปยอมดวย ethidium bromide 3 นาที แลวลาง 
ethidium bromide สวนเกินออกดวยน้ํากลั่นเปนเวลา 5-10 นาที จากนั้นนําแผน agarose gel 
ไปตรวจหา ผลผลิต PCR ภายใตแสงยูวี โดยเปรียบเทียบกับผลผลิต PCR ของ vvh gene ที่ได
จากเชื้อควบคุม และแถบ DNA มาตรฐาน  
 
 2.4.4 การทดสอบ Biotype  
  นํา V. vulnificus ไดรับการยืนยันดวยวิธี PCR แลว มาทดสอบชนิด biotype 
โดยตรวจสอบการผลิตสาร Indole (Indole test) 
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  เลี้ยงเช้ือ V. vulnificus ในอาหาร 1% tryptone + 1 % NaCl บมที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง หยด Kovac’s reagent สังเกตวงแหวนที่ดานบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ โดยผลบวกจะเห็นวงแหวนสีแดงดานบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และผลลบจะไมเห็นวง
แหวนสีแดง เชื้อ V. vulnificus biotype 1 ใหผลบวกและ biotype 2 ใหผลลบ (Angelo and 
Kaysner, 2009) 
 
 2.4.5 การศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะ  
  ทดสอบความไวของ V. vulnificus ตอยาปฏิชีวนะ โดยวิธี disc diffusion 
โดยคัดเลือกยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด ตามแนวทางของ Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI, 2009) ซ่ึงเปนยาที่แนะนําใหใชกับเชื้อแบคทีเรีย Enterobacteriaceae และ Vibrionaceae 
ดังน้ี ampicillin (10 µg), eefotaxime (30 µg), gentamicin (10 µg), ceftazidime (30 µg), 
imipenem (10 µg), ciprofloxacin (5 µg), doxycycline (30 µg), chloramphenicol (30 µg), 
carbenicillin (100 µg), erythomycin (15 µg), sulphamethoxazone/trimethoprim (25 µg), 
Tetracycline (30 µg) 
  2.4.5.1 การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ 
   เพาะเลี้ยงเชื้อ V. vulnificus  254 สายพันธุ แบงเปน 10 สายพันธุ 
จากผูปวย และ 244 สายพันธุ จากสิ่งแวดลอม ในอาหาร Mueller Hinton Broth ปริมาตร 2 ml 
บมที่อุณหภูมิ 35 ๐C เปนระยะเวลา 3-5 ชั่วโมง จนกระทั่งเชื้อมีความขุนเทากับ 0.5 McFarland 
จะไดเชื้อที่มีความเขมขน ประมาณ 1.5 x 108 CFU/ml 
  2.4.5.2 วิธีการทดสอบ 
   ถายเชื้อที่เตรียมไวในขอ 2.4.5.1 โดยใชไมพันสําลีเกลี่ยเชื้อบน
อาหาร Mueller Hinton Agar (MHA) ทิ้งเพ่ือใหผิวหนาแหงเปนระยะเวลา 3-5 นาที วางแผน
ยาปฎิชีวนะ ที่ตองการศึกษาบนผิวหนาอาหาร กดเบาๆ ใหแผนยาติดกับวุน แตละแผนวางหาง
กัน 15-20 mm และหางจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ประมาณ 15 mm นําจานไปบมที่อุณหภูมิ 
35 ๐C เปนระยะเวลา 16-18 ชั่วโมง 
  2.4.5.3 การอานผล  
   สังเกตวงใสรอบแผนยา (clear zone) และวัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของวงใสดวย vernier caliper นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับตารางมาตรฐานใน 
CLSI 2009 ซึ่งแสดงผล 3 ลักษณะ คือ susceptibility (S) เมื่อเชื้อมีความไวตอยาตานจุลชีพ 
intermediate (I) เม่ือยามีความไวปานกลาง และ resistant (R) เม่ือเชื้อด้ือตอยาที่ใชทดสอบ 
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 2.4.6 ศึกษา Virulence-correlated gene (vcg)  
  นําเชื้อที่ผานการยืนยันดวยวิธี PCR โดยอาศัย vvh gene เปนยีนเปาหมาย 
มาทําการศึกษาหา virulence-correlated gene (vcg) โดยใช primer vcg-C และ vcg-E 
(Rosche et al., 2005) 
  ทําการสกัด DNA ดวยวิธี phenol-chloroform extraction (ดัดแปลงจาก
วิธีของ Sambrook et al., 1989) โดยนําเชื้อที่ตองการทดสอบเลี้ยงในอาหาร LB broth + 1 % NaCl 
ปริมาตร 1.5 ml เขยา 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 °C เปนระยะเวลา 6-8 ชม. นําเชื้อไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 9,600 rpm เปนระยะเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้งแลวเติม PBS pH 8.0 นําไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,600 rpm นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง เติม PBS-EDTA (ภาคผนวก ข 
2.3) ปริมาตร 300 µl ผสมใหเขากัน จากนั้นจึงเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข 2.4) ปริมาตร 
150 µl ผสมใหเขากันอีกครั้งโดยการกลับหลอดไปมา (inverted technique) แลววางไวที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที เม่ือครบเวลาเติมสารละลาย phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
(25:24:1; ปริมาตร: ปริมาตร: ปริมาตร) (ภาคผนวก ข 2.5) 450 µl ผสมใหเขากันดวยเครื่อง 
vortex mixer แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนใส
ดานบนใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม จากนั้นเติมสารละลาย phenol-chloroform-isoamyl 
alcohol ปริมาตร 450 µl และทําซ้ําในขั้นตอนนี้อีกครั้ง ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge 
หลอดใหม จากนั้นเติม 3 M NaOAc (ภาคผนวก ข 2.6) ปริมาตร 40 µl และ absolute ethanol 
ที่เย็นจัด 1 ml ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมา จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm 
นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70 % ethanol ที่เย็นจัดปริมาตร 1 ml นําไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง จากนั้นทําใหดีเอ็นเอแหงโดยวาง
หลอดไวที่อุณหภูมิหอง แลวละลายดีเอ็นเอดวยน้ํากลั่น 300 µl ใหเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นจึงเติม 
RNase (ความเขมขน 1 mg/ml) ปริมาตร 3 µl นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 30 นาที เม่ือ
ครบกําหนดเวลา ทําการสกัดดีเอ็นเอซ้ําอีกครั้งดวย phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
ปริมาตร 300 µl ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม ทําซ้ําขั้นตอนเดิม
จนสิ้นสุดขั้นตอนการลางตะกอนดีเอ็นเอ แลววางทิ้งไวใหดีเอ็นเอแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายดีเอ็นเอ
ดวยสารละลายบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 µl (Tris-HCL EDTA) (ภาคผนวก ข 2.7) ผสมใหเขา
กันดี จากนั้นนํา ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm และ 280 nm เพ่ือหา
ปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ การคํานวณหาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดี
เอ็นเอ สามารถคํานวณปริมาณของดีเอ็นเอโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอ็นเอที่
ความยาวคลื่น 260 nm (Abs260 nm) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน ซ่ึงมีคา Abs260 nm เทากับ 1 
จะมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 50 µg/ml และคุณภาพของดีเอ็นเอสามารถตรวจสอบได
โดยการหาอัตราสวนของ Abs260 nm /Abs280 nm ถาไดคาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอ
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บริสุทธิ์ แตถาหากไดคามากกวา 1.85 แสดงวาในระหวางการเตรียมดีเอ็นเอมีการปนเปอนของ
อารเอ็นเอ ถานอยกวา 1.65 แสดงวามีโปรตีนหรือฟนอลปะปนอยู   
  นํา DNA template ที่เตรียมไดในขางตนมาทํา PCR เพ่ือหา vcg ใชไพรเมอร
ตามที่ระบุในตารางที่ 2.1 โดยเตรียมสวนผสมในการทํา PCR ดังน้ี 
 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 
DW 9.75 
10X buffer 2.0 
2.5 mM dNTPs  1.0 
2 µM vcg-C หรือ vcg-E primers  
(forward และ reverse)  

6.0 

Pfu DNA polymerase 0.25 
DNA  1.0 

Total 20.0 
 

สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับ vcg gene ดังน้ี   
ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 

1. Hot start 94 5 1 
2. Denature 94 30 วินาท ี  

30 3. Annealing 50 30 วินาท ี
4. Extension 72 30 วินาท ี
5. Final extension 72 7 1 
  

  เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา PCR ตรวจหาผลผลิต PCR โดยการทํา electrophoresis 
เชนเดียวกับขอ 2.4.3 
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 2.4.7 การศึกษา viuB gene (Siderophore endcoding gene) 
  เพ่ือที่จะการศึกษาหายีนที่เกี่ยวของกับการกอความรุนแรงของโรค คือ 
viuB gene (Panicker et al., 2004b) นําดีเอนเอที่ไดจากการเตรียมในขอ 2.4.6 มาใชเปน DNA 
template โดยใชไพรเมอร ตามที่ระบุใน ตารางที่ 2.1 เตรียมสวนผสมในการทํา PCR และ
สภาวะในการทํา PCR ดังน้ี 
 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 
DW 9.75 
10X buffer 2.0 
2.5 mM dNTPs  1.0 
2 µM viuB primers  (forward และ reverse) 6.0 
Pfu DNA polymerase 0.25 
DNA  1.0 

Total 20.0 
 

สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับ viuB gene 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
1.  Hot start 94 5 1 
2.  Denature 94 30 วินาท ี  

30 3.  Annealing 50 30 วินาท ี
4.  Extension 72 30 วินาท ี
5.  Final extension 72 7 1 
  เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา PCR ตรวจหาผลผลิต PCR โดยการทํา electrophoresis 
เชน เดียวกับขอ 2.4.3 
 
 2.4.8 การศึกษาความจําเพาะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ที่แยก
ไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอมโดยวิธี Arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-
PCR) (ดัดแปลงจากวิธีของ William et al., 1990)   
  นําเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยกไดจากผูปวยและหอยนางรม และเชื้อ 
V. vulnificus biotype 2 ซ่ึงผานการตรวจสอบ vcg และ viuB genes แลว (ตารางที่ 2.2 ตารางที่ 2.3 
และตารางที่ 2.4) มาตรวจสอบความจําเพาะทางอณูชีววิทยา โดยวิธี AP-PCR   
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ตารางที ่2.2 เชื้อ Vibrio vulnificus Biotype 1 จากสิ่งแวดลอมซ่ึงนํามาทดสอบ AP-PCR 
Isolate รหัส  แหลงที่มา จังหวัด 

1 V. vulnificus PSUOO1 หอยนางรม 1 สุราษฎรธาน ี
2 V. vulnificus PSUOO3 หอยนางรม 2 สุราษฎรธาน ี
3 V. vulnificus PSUO33 หอยนางรม 5 สุราษฎรธาน ี
4 V. vulnificus PSUO34 หอยนางรม 6 สุราษฎรธาน ี
5 V. vulnificus PSUO35 หอยนางรม 7 สุราษฎรธาน ี
6 V. vulnificus PSUO38 หอยนางรม 8 สุราษฎรธาน ี
7 V. vulnificus PSUO41 หอยนางรม 9 สุราษฎรธาน ี
8 V. vulnificus PSUO43 หอยนางรม 11 สุราษฎรธาน ี
9 V. vulnificus PSUO46 หอยนางรม 12 สุราษฎรธาน ี
10 V. vulnificus PSUO70 หอยนางรม 13 สุราษฎรธาน ี
11 V. vulnificus PSUO72 หอยนางรม 14 สุราษฎรธาน ี
12 V. vulnificus PSUO77 หอยนางรม 17 สุราษฎรธาน ี
13 V. vulnificus PSUO80 หอยนางรม18 สุราษฎรธาน ี
14 V. vulnificus PSUO81 หอยนางรม 19 สุราษฎรธาน ี
15 V. vulnificus PSUO82 หอยนางรม 20 สุราษฎรธาน ี
16 V. vulnificus PSU104 หอยนางรม 21 สุราษฎรธาน ี
17 V. vulnificus PSU106 หอยนางรม 22 สุราษฎรธาน ี
18 V. vulnificus PSU109 หอยนางรม 23 สุราษฎรธาน ี
18 V. vulnificus PSU111 หอยนางรม 24 สุราษฎรธาน ี
20 V. vulnificus PSU125 หอยนางรม 25 สุราษฎรธาน ี
21 V. vulnificus PSU128 หอยนางรม 26 สุราษฎรธาน ี
22 V. vulnificus PSU129 หอยนางรม 27 สุราษฎรธาน ี
23 V. vulnificus PSU131 หอยนางรม 28 สุราษฎรธาน ี
24 V. vulnificus PSU156 หอยนางรม 30 สุราษฎรธาน ี
25 V. vulnificus PSU158 หอยนางรม 31 สุราษฎรธาน ี
26 V. vulnificus PSU165 หอยนางรม 33 สุราษฎรธาน ี
27 V. vulnificus PSU166 หอยนางรม 34 สุราษฎรธาน ี
28 V. vulnificus PSU182 หอยนางรม 37 สุราษฎรธาน ี
29 V. vulnificus PSU184 หอยนางรม 39 สุราษฎรธาน ี
30 V. vulnificus PSU208 หอยนางรม 41 สุราษฎรธาน ี
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ตารางที ่ 2.2  (ตอ) 
 

Isolate รหัส แหลงที่มา จังหวัด 
31 V. vulnificus PSU209 หอยนางรม 42 สุราษฎรธาน ี
32 V. vulnificus PSU211 หอยนางรม 43 สุราษฎรธาน ี
33 V. vulnificus PSU213 หอยนางรม44 สุราษฎรธาน ี
34 V. vulnificus PSU235 หอยนางรม 46 สุราษฎรธาน ี
35 V. vulnificus PSU237 หอยนางรม 47 สุราษฎรธาน ี

 
ตารางที่ 2.3 เชื้อ Vibrio vulnificus Biotype 1 จากผูปวยซึ่งนํามาทดสอบ AP-PCR 
 

ลําดับ รหัส แหลงที่มา หนวยงาน 
1 DMST 31751 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
2 DMST 31752 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
3 DMST 31753 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
4 DMST 32989 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
5 DMST 32990 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
6 DMST 32991 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
7 V. vulnificus PSU251 เลือด โรงพยาบาลหาดใหญ 
8 V. vulnificus PSU252 เลือด โรงพยาบาลหาดใหญ 
9 V. vulnificus PSU253 เลือด โรงพยาบาลหาดใหญ 
10 V. vulnificus PSU258 อุจจาระ โรงพยาบาลหาดใหญ 

 
ตารางที่ 2.4  เชื้อ Vibrio vulnificus biotype 2 จากสิ่งแวดลอมซ่ึงนํามาทดสอบ AP-PCR 

Isolate รหัส แหลงที่มา จังหวัด 
1 V. vulnificus PSU025 หอยนางรม 42 สุราษฎรธาน ี
2 V. vulnificus PSU039 ดิน 5 สุราษฎรธาน ี

 
 เตรียมเชื้อ V. vulnificus และสกัด DNA ดวยวิธี phenol-chloroform ดังกลาว 
มาแลวขางตน (2.4.6) หาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ โดยวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 260 nm และ 280 nm เจือจาง DNA ดวยน้ํากลั่นใหไดความเขมขน 10 ng/µl 
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เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํา AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-PSE420 ไพรเมอร 2 และ
ไพรเมอร 4 (ตารางที่ 2.1) มีสวนผสมของปฏิกิริยา PCR สําหรับ AP-PCR มีดังน้ี 
 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 
 นํ้ากลั่นที่ปลอดนิวคลีเอส 15.0 
 10x Ex Taq buffer 3.0 
 2.5 mM dNTPs 4.0 
 5 mM primer R-PSE420 หรือ   
  primer 2 หรือ primer 4 

5.0 

 Ex Taq DNA polymerase 0.5 
 DNA 2.5 

Total 30.0 
 
สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับ AP-PCR คือ 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
1. Hot start 95 4 1 
2. Denature 95 1  

45 3. Annealing 36 1 
4. Extension 72 1 
5. Final extension 72 7 1 
หมายเหตุ : ในแตละขั้นตอนของปฏิกิริยาจะมี slope time 5 นาที 
  
 เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา PCR ตรวจหาผลผลิต PCR ดวยวิธี electrophoresis 
ใน 1.5 % agarose gel และ 1x TBE โดยผสมผลผลิต PCR 15 µl กับ loading dye 2 µl หยอด
ใสแผนเจล แลวจึงเปดเครื่องกําเนิดไฟฟาโดยใชกระแสไฟฟา 2 ระดับ คือ 100 โวลต นาน 5-7 นาที 
จากนั้นปรับเปน 15 mA ประมาณ 12-15 ชม. เม่ือสิ้นสุดการทํา electrophoresis นําเจลไปยอม
ดวย ethidium bromide แลวดูลักษณะการเกิดแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
 

3.1  ผลการแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางผูปวยและสิ่งแวดลอม 
 
 3.1.1 ผลการแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางผูปวย 
  เชื้อ V. vulnificus แยกไดจากผูปวย โดยโรงพยาบาลหาดใหญ 4 ไอโซเลท 
และไดรับความอนุเคราะห จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 6 ไอโซเลท รวม 10 ไอโซเลท 
นํามาทดสอบอีกครั้งบนอาหาร CHROMagar™ Vibrio เลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีฟา-เขียว มา
ยืนยันวาเปน V. vulnificus ดวยการทํา PCR เพ่ือหา vvh gene พบวาเชื้อทั้ง 10 ไอโซเลท มี 
vvh gene ดังน้ันจึงยืนยันวาทั้ง 10 ไอโซเลท เปน V. vulnificus 
 
 3.1.2 ผลการแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางสิ่งแวดลอม 
    เก็บตัวอยาง  กุง ปู ปลา จากตลาดสดคลองเรียน ตลาดสดพลาซา 
ตลาดสดกิมหยง ตัวอยางหอยนางรม ดิน และน้ําทะเล จากฟารมหอยนางรม อ.กาญจนดิษฐ     
จ.สุราษฎรธานี รวมทั้งหมด 288 ตัวอยาง นํามาตรวจหา V. vulnificus โดยวิธีเพาะเช้ือ และ
คัดเลือก V. vulnificus บนอาหาร CHROMagar™ Vibrio (รูปที่ 3.1) และยืนยันวาเปน V. vulnificus 
ดวยวิธี PCR โดยใช vvh gene เปนยีนเปาหมาย ซ่ึงจะไดผลผลิต PCR ขนาด 205 bp (รูปที่ 3.2)   

 

 

รูปที่ 3.1 ลักษณะโคโลนีของ V. vulnificus บนอาหาร CHROMagar™ Vibrio มีโคโลนี
 ลักษณะ สีฟา-เขียว 
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รูปที่ 3.2 ผลผลติ PCR vvh gene ของเชื้อ V. vulnificus  
  ชองที่ 1      100 bp DNA ladder 
  ชองที่ 2–6   เชื้อที่แยกไดจากตัวอยางอาหารทะเล 
  ชองที่ 7       V. vulnificus ATCC 27562 
  ชองที่ 8      นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ 

 
 ผลการตรวจแยกเชื้อพบเชื้อ V. vulnificus จากสิ่งแวดลอม ทั้งหมด 141 
ตัวอยาง (48.9 %) (ตารางที่ 3.2) โดยในตัวอยางกุงพบเชื้อ 64.6 % (31/48) ปู 31.3 % (15/48) 
ปลา 29.2 % (14/48) หอยนางรม 77.1 % (37/48) นํ้าทะเล 31.3 % (15/48) และดินตะกอนทะเล 
60.4 % (29/48)  
 
ตารางที่ 3.1 แสดงจํานวนตัวอยางทีต่รวจพบเชื้อ Vibrio vulnificus แยกตามชนิดตัวอยาง   
 

ชนิดตวัอยาง จํานวนตวัอยาง จํานวนตวัอยางที่พบ     
V. vulnificus 

จํานวน  
isolates 

กุง 48 31  53 
ปู 48 15 25 
ปลา 48 14 25 

หอยนางรม 48 37 64 
นํ้าทะเล 48 15 26 

ดินตะกอนทะเล 48 29 51 
รวม 288 141 (48.9%) 244 
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 เม่ือพิจารณาจากจํานวนตัวอยางที่มีการปนเปอนดวยเชื้อ V. vulnificus 
ทั้งหมด 141 ตัวอยาง พบวามีการปนเปอนเชื้อ V. vulnificus ในหอยนางรมมากที่สุด 26.2 % (37/144) 
รองลงมา คือ กุง 21.9 % (31/141) ดินตะกอน 20.5 % (29/141) นํ้าทะเล 10.6 % (15/141) ปู 
10.6 % (14/141) และพบการปนเปอนของเชื้อ V. vulnificus ในปลานอยที่สุด คือ 9.9 % 
(14/141) (รูปที่ 3.3)  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  จากการวิเคราะหการปนเปอนของเชื้อ V. vulnificus ในตัวอยาง 
อาหารทะเล ดินตะกอนทะเล และน้ําทะเล ในแตละเดือน เปนระยะเวลา 1 ป ตั้งแต กันยายน 
2552 จนถึงสิงหาคม 2553 แสดงใหเห็นวาสามารถพบการปนเปอนของ V. vulnificus ในตัวอยาง
อาหารทะเล ดินตะกอนทะเล และน้ําทะเลไดทั้งป (ตารางที่ 3.4) โดยพบการปนเปอนของเชื้อ  
V. vulnificus ในตัวอยางมากที่สุดในเดือนมีนาคม 87.5 % (21/24) รองลงมาเปนกุมภาพันธ 66.7 % 
(16/24) ตามลําดับ พบการปนเปอนของเชื้อนอยที่สุด ในเดือนเมษายน 25 % (6/24) โดยทั้งใน
เดือนมีนาคมและกุมภาพันธ พบการปนเปอนในหอยมากที่สุด 16.7 % (4/24) และในเดือนเมษายน 
พบการปนเปอนในหอย 8.3 % (2/24)  
 
 
 

รูปที่ 3.3 แผนภูมิแสดงสัดสวนการพบเชื้อ V. vulnificus ตามชนิดของตัวอยาง   
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ตารางที่ 3.2 จํานวนตัวอยางที่ปนเปอนดวยเชื้อ Vibrio vulnificus ในแตละเดือน ตั้งแตเดือน
 กันยายน 2552 ถึงเดือนสิงหาคม 2553  

 
 จากการวิเคราะหปจจัยความเค็มของน้ํา และอุณหภูมิของน้ําทะเล ตอการปนเปอน
ของเชื้อ V. vulnificus ในหอยนางรม ดินตะกอนทะเล และน้ําทะเล ในเดือนมีนาคม ซ่ึงมีการปนเปอน
ในตัวอยางมากที่สุด อุณหภูมิของน้ําทะเลในฟารมหอย เทากับ 26 ๐C และนํ้าทะเลมีความเค็ม 
31 ppt (รูปที่ 3.4) พบการปนเปอนของเชื้อต่ําสุดในเดือนเมษายน โดยที่ในเดือนน้ีนํ้าทะเลใน
ฟารมมีอุณหภูมิ 37 ๐C และความเค็ม 30 ppt ตามลําดับ (รูปที่ 3.4) 

 
 
 
 
 
 
 

จํานวนตัวอยาง 
ท่ีพบ V. vulnificus 

กุง 
(n=4) 

ปู 
(n=4) 

ปลา 
(n=4) 

หอย 
(n=4) 

นํ้าทะเล 
(n=4) 

ดิน
ตะกอน 
(n=4) 

รวม 
(n=24) 

ก.ย – 52 3 3 0 4 0 3 13 
ต.ค – 52 3 0 1 4 1 3 12 
พ.ย – 52 2 3 1 3 0 1 10 
ธ.ค – 52 1 2 0 2 0 2 7 
ม.ค – 53 4 0 0 4 0 2 10 
ก.พ – 53 4 0 4 4 0 4 16 
มี.ค – 53 4 3 3 4 4 3 21 
เม.ย – 53 2 1 0 2 0 1 6 
พ.ค – 53 3 0 0 2 0 4 9 
มิ.ย – 53 2 0 2 2 4 3 13 
ก.ค – 53 1 1 1 4 4 2 13 
ส.ค – 53 2 2 2 2 2 1 11 

รวม 
(%) 

31/48 
(64.6) 

15/48 
(31.3) 

14/48 
(29.2) 

37/48 
(77.3) 

15/48 
(31.3) 

29/48 
(60.4) 

141/ 288 
(49.0) 
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รูปที่ 3.4 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิ ความเค็มของน้ําทะเลและการพบเชื้อ  
 V. vulnificus ในตัวอยางหอย นํ้าทะเล และดินตะกอน จากฟารมหอยนางรม จังหวัด 
 สุราษฎรธานี ตั้งแตเดือนกันยายน 2552 ถึงเดือนสิงหาคม 2553  
 
3.2  ผลการทดสอบไบโอไทป (biotype) 
 
 นําเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย 10 ไอโซเลท และจากสิ่งแวดลอม 244 
ไอโซเลท รวมทั้งหมด จํานวน 254 ไอโซเลท มาทดสอบไบโอไทป ดวยวิธีทางชีวเคมี โดยใช
การพิจารณาจากความสามารถในการผลิตสาร Indole ของเชื้อหลังจากเลี้ยงเชื้อ ใน 1 % tryptone 
+ 1 % NaCl บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง เชื้อ V. vulnificus biotype 1 จะให
ผลบวกสวน biotype 2 ใหผลลบ (Angelo et al., 2009) และใช V. vulnificus ATCC 27562 เปน
สายพันธุควบคุมผลบวก พบวาเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวยทั้ง 10 ไอโซเลท เปน V. vulnificus 
biotype 1 และ V. vulnificus จากสิ่งแวดลอม 244 ไอโซเลท มี 242 ไอโซเลท (99.2 %) เปน 
biotype 1 และ มี 2 ไอโซเลท (0.8 %) ที่แยกไดจากหอย และดินจากฟารมหอยนางรม จังหวัดสุราษฎร
ธานี ในเดือนตุลาคมและพฤศจิกายน 2553 เปน biotype 2 (ตารางที่ 3.3) 
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ตารางที่  3.3  แสดงไบโอไทปของเชื้อ Vibrio vulnificus ที่แยกจากผูปวย และสิ่งแวดลอม 
 

แหลงที่มาของ V. vulnificus 
Biotype 

1 2 
1. V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย (n=10) 10 0 
  โรงพยาบาลหาดใหญ 4 0 
  กรมวิทยาศาสตรการแพทย 6 0 
2. V. vulnificus ที่แยกจากสิ่งแวดลอม (n=244) 242 2 

กุง 53 0 
ปู 25 0 
ปลา 25 0 
หอย 63 1 

นํ้าทะเล 26 0 
ดินตะกอนทะเล 50 1 

 

3.3 ผลการตรวจสอบ vcg และ viuB gene ของ V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม
 และจากผูปวย  
 

 พบวา V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยทั้ง 10 ไอโซเลท มี viuB gene สวน  
V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 244 ไอโซเลท มี viuB gene 231 ไอโซเลท (95 %) (รูปที่ 3.5) 
และสามารถพบ viuB gene ในเชื้อ biotype 2 ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมทั้ง 2 ไอโซเลท (ตารางที่ 3.4) 

 
 

รูปที่ 3.5 ผลผลิต PCR viuB gene ของเชื้อ V. vulnificus  
 ชองที่ 1 DNA ladder (100 bp)  
 ชองที่ 2 –10 เชื้อจากตัวอยางสิ่งแวดลอม ใหผลบวก viuB gene  
 ชองที่ 11  V. vulnificus ATCC 27562 ผลบวก viuB gene. 
 ชองที่ 12 นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ  
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 ในการวิเคราะหชนิดของ vcg ในเชื้อ V. vulnificus โดยวิธี PCR จะอาศัย primer 
2 ชุด ชุดแรกตรวจหา vcg–C gene clinical type (C-type) ซ่ึงจะใหผลผลติ PCR ที่มีขนาด 278 bp 
(รูปที่ 3.6) และ primer ชุดที่ 2 ตรวจหา vcg–E gene environmental type (E-type) ซ่ึงจะให
ผลผลติ PCR ที่มีขนาด 278 bp (รูปที่ 3.7) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา V. vulnificus ที่แยก
ไดจากผูปวยทั้ง 10 ไอโซเลท และที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 244 ไอโซเลท (100 %) เปน C-type 
(ตารางที่ 3.4)  

 
รูปที่ 3.6 ผลผลิต PCR vcg-C ของเชื้อ V. vulnificus ขนาด 278 bp  
 ชองที่ 1 DNA ladder (100 bp)  
 ชองที่ 2–12 เชื้อจากตัวอยางสิ่งแวดลอม ใหผลบวก vcg-C  
 ชองที่ 13 V. vulnificus DMST 31751 ผลบวก vcg-C  
 ชองที่ 14 นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ  

 
รูปที่ 3.7 ผลผลิต PCR vcg-E ของเชื้อ V. vulnificus ขนาด 278 bp  
 ชองที่ 1 DNA ladder  (100 bp)  
 ชองที่ 2–3 เชื้อจากตัวอยางสิ่งแวดลอม ใหผลลบ vcg-E  
 ชองที่ 4  V. vulnificus ATCC 27562 ใหผลบวก vcg-E  
 ชองที่ 5 นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ  
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ตารางที่ 3.4 ผลการศึกษาลักษณะจําเพาะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ Vibrio vulnificus ที่ไดจาก
 ผูปวยและจากสิ่งแวดลอม   
 

ชนิดของ 
V. vulnificus ที่แยกได 
จากผูปวย (isolates) 

V. vulnificus ที่แยกได 
จากสิ่งแวดลอม (isolates) 

vcg-C vcg-E  viuB+ vcg-C vcg-E  viuB+ 
Biotype 1 10 0 10 242 0 229  
Biotype 2  0 0  0    2 0    2 

Total 
10  

(100 %) 
0 10 

(100 %) 
244 

(100 %) 
0 231 

(95 %) 
 
3.4  ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus ตอยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด 
 
 ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus จํานวน 244 สายพันธุ ที่แยกไดจาก
สิ่งแวดลอมในระหวางป 2552-2553 ทุกสายพันธุใหผลไวตอยาหลักที่ใชในการรักษาการติดเชื้อ 
คือ doxycycline, cefotaxime, ceftazidime, imipenem, ciprofloxacin, sulphamethoxazone/ 
trimethoprim และ tetracycline V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมใหผลด้ือตอ carbenicillin 
สูงที่สุด และด้ือตอยา ampicillin, gentamicin และerythomycin ลดลงมาตามลําดับ วิเคราะหความไว
ของเชื้อตอยาปฏิชีวนะที่ไดกลาวไปในเบื้องตน พบวามีรูปแบบของการดื้อยาในเชื้อ V. vulnificus 
ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม ทั้งหมด 6 รูปแบบ คือ แบบที่ 1 ไวตอยาที่ทดสอบทุกชนิด (0.8 %) 
แบบที่ 2 ด้ือตอ carbenicillin (17.6 %) แบบที่ 3 ด้ือตอ ampicillin (9.8 %) แบบที่ 4 ด้ือตอ 
erythomycin (0.8 %) แบบที่ 5 gentamicin (2.9 %) แบบที่ 6 ด้ือตอ carbenicillin และ ampicillin 
(4.5 %) และแบบที่ 7 ด้ือตอ carbenicillin ampicillin และ gentamicin (0.8%) (ตารางที่ 3.5) 
 ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย จํานวน 10 สายพันธุ
ตอยาตานจุลชีพ 12 ชนิด พบวาทุกสายพันธุใหผลไวตอยาตานจุลชีพทั้ง 12 ชนิด แตมีบางสายพันธุ
ใหผลไวปานกลางตอ carbenicillin (50 %) และ erythomycin (30 %)  
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ตารางที่ 3.5 แสดงแบบแผนการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ Vibrio vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 
 

 

3.5 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม
 โดยใชวิธี Arbitrarily-primed-polymerase chain reaction (AP-PCR) (ดัดแปลงจาก
 วิธีของ (Welsh and Mcclelland, 1990)  

 
 การศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus ทําในเชื้อ V. vulnificus 2 กลุม 
คือ กลุมที่ 1 เชื้อ V. vulnificus 11 ไอโซเลท ซ่ึงแยกไดจากผูปวย จํานวน 10 ไอโซเลท และ V. vulnificus 
ATCC 27562 1 ไอโซเลท และกลุมที่ 2 เชื้อ V. vulnificus 37 ไอโซเลท ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม
ซ่ึง ในแตละเดือนรวมทั้งสิ้น 12 เดือน การศึกษาลายพิมพดีเอนเอทําโดยเทคนิค AP-PCR ใช
ไพรเมอร R-PSE420, ไพรเมอร 2 และไพรเมอร 4 
 
 3.5.1 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย 
  ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus กลุมที่ 1 คือ เชื้อ 
V. vulnificus ซ่ึงแยกไดจากผูปวย จํานวน 10 ไอโซเลท และ V. vulnificus ATCC 27562 1 ไอโซเลท 
รวมทั้งสิ้น 11 ไอโซเลท ดวยไพรเมอร R-PSE420 ซ่ึงมีขนาด 18 เบส แสดงใหเห็นวา ทั้ง 11 ไอโซเลท 
ใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 3-6 ชิ้น ชิ้นดีเอนเอที่ไดมีขนาด 100-1500 คูเบส และในทั้ง 11 ไอโซเลท
จะพบชิ้นดีเอนเอขนาด 400 และ 900 คูเบส (รูปที่ 3.8 -ก) เม่ือใชไพรเมอร 2 ซ่ึงมีขนาด 10 เบส 
มาศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อทั้ง 11 ไอโซเลท พบวาแตละไอโซเลทใหแบบแผนลายพิมพ 
ดีเอนเอที่แตกตางกัน โดยใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 2–8 ชิ้น ขนาด 300–9,000 คูเบส และพบ 
ดีเอนเอขนาด 800 คูเบส ในเชื้อ V. vulnificus จํานวน 10 ไอโซเลท (91%) (รูปที่ 3.8-ข) จากการใช 

รูปแบบ แบบแผนการดื้อยาตานจุลชีพ จํานวน (%) 
1 susceptibility to all antibiotics  2 (0.8) 
2 carbenicillin  43 (17.6) 
3 ampicillin   24 (9.8) 
4 erythomycin   2 (0.8) 
5 gentamicin   7 (2.9) 
6 carbenicillin, ampicillin   11 (4.5) 
7 gentamicin, carbenicillin, ampicillin   2 (0.8) 



 43

primer 2 ในการศึกษาลายพิมพดีเอนเอ พบวาไมมีไอโซเลทใด ที่ใหลายพิมพดีเอนเอเหมือนกัน 
แสดงใหเห็นถึงความหลากหลายของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3.5.2 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากสิ่งแวดลอม 
 

Lane M : MW marker (λ HindIII +100 bp DNA  ladder) 
Lane 1  : V. vulnificus DMST 31751 Lane V. vulnificus PSU258 
Lane 2  : V. vulnificus DMST 31752 Lane V. vulnificus PSU251 
Lane 3  : V. vulnificus DMST 31753 Lane V. vulnificus PSU252 
Lane 4  : V.  vulnificus DMST 32989 Lane V. vulnificus PSU253 
Lane 5  : V. vulnificus DMST 32990 Lane V. vulnificus  ATCC 27562 
Lane 6  : V. vulnificus DMST 32991   

รูปที่ 3.8 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus แยกไดจากผูปวย
 โดยใช ไพรเมอร R-PSE420 (ก) และไพรเมอร 2 (ข) 
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 3.5.2   ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจาก
สิ่งแวดลอม 
  3.5.2.1 ผลการศกึษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 1 
ที่แยกไดจากหอยนางรม  
   การศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยก 
ไดจากหอยนางรม จํานวน 35 ไอโซเลท และดวยเทคนิค AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-PSE420 
พบชิ้นดีเอนเอขนาด 900 คูเบส ใน 34 ไอโซเลท (97 %) และพบชิ้นดีเอนเอขนาด 400 คูเบส 
ใน 32 ไอโซเลท (91 %) มีเพียง 1 ไอโซเลท คือ V. vulnificus PSU209 (รูปที่ 3.9 lane 31) ที่
ไมพบชิ้นดีเอนเอทั้งขนาด 400 และ 900 คูเบส จากผลลายพิมพดีเอนเอ แสดงใหเห็นวา มี
รูปแบบลายพิมพดีเอนเอ จํานวน 32 รูปแบบ โดยแตละรูปแบบใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 3–8 ชิ้น 
ที่มีขนาด 100–9000 คูเบส โดยพบวามี 5 ไอโซเลท ที่มีลายพิมพดีเอนเอคลายคลึงกัน และ
สามารถจัดรูปแบบไดเปน 2 กลุมยอย รูปแบบยอยที่ 1 ประกอบดวย V. vulnificus PSU080, 
PSU081, PSU082 (รูปที่ 3.9 lane 13, 14, 15) และรูปแบบยอยที่ 2 ประกอบดวย V. vulnificus  
PSU235, PSU237 (รูปที่ 3.9 lane 34 และ 35) 
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Lane M: MW  marker (λ HindIII + 100 bp DNA  ladder) 
Lane 1: V. vulnificus PSU001 Lane 14: V. vulnificus PSU081 Lane 27: V. vulnificus PSU166 
Lane 2: V. vulnificus PSU003 Lane 15: V. vulnificus PSU082 Lane 28: V. vulnificus PSU182 
Lane 3: V. vulnificus PSU033 Lane 16: V. vulnificus PSU104 Lane 29: V. vulnificus PSU184 
Lane 4: V. vulnificus PSU034 Lane 17: V. vulnificus PSU106 Lane 30: V. vulnificus PSU208 
Lane 5: V. vulnificus PSU035 Lane 18: V. vulnificus PSU109 Lane 31: V. vulnificus PSU209 
Lane 6 : V. vulnificus PSU038 Lane 19: V. vulnificus PSU111 Lane 32: V. vulnificus PSU210 
Lane 7: V. vulnificus PSU041 Lane 20: V. vulnificus PSU125 Lane 33: V. vulnificus PSU213 
Lane 8: V. vulnificus PSU043 Lane 21: V. vulnificus PSU128 Lane 34: V. vulnificus PSU235 
Lane 9: V. vulnificus PSU046 Lane 22: V. vulnificus PSU129 Lane 35: V. vulnificus PSU237 
Lane 10: V. vulnificus PSU070 Lane 23: V. vulnificus PSU131   
Lane 11: V. vulnificus PSU072 Lane 24: V. vulnificus PSU156   
Lane 12: V. vulnificus PSU077 Lane 25: V. vulnificus PSU158   
Lane 13: V. vulnificus PSU080 Lane 26: V. vulnificus PSU165   
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รูปที่ 3.9 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus Biotype 1 ที่แยกจากหอยนางรม
 ในจังหวัดสุราษฎรธานี โดยใช ไพรเมอร R-PSE420  
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   เพ่ือตรวจสอบวาเชื้อ V. vulnificus  ที่ใหรูปแบบยอยที่ 1 เปนเชื้อ 
สายพันธุเดียวกัน จึงตรวจสอบลายพิมพดีเอนเอของเช้ือในรูปแบบยอยที่ 1 (V. vulnificus PSU080, 
V. vulnificus PSU081 และ V. vulnificus PSU082) โดย ไพรเมอร 2 ดวยวิธี AP PCR (รูปที่ 
3.10-ก lane 1, 2 และ 3) พบวาสายพันธุ PSU082 มีลายพิมพดีเอนเอที่แตกตางไป สวนสายพันธุ 
PSU080 และ PSU081 มีลายพิมพดีเอนเอที่คลายคลึงกัน ดังน้ันจึงใชไพรเมอร 4 มาทดสอบหา
ลายพิมพดีเอนเอของสายพันธุ PSU080 และ PSU081 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา สายพันธุ 
PSU080 และ PSU081 เปนคนละสายพันธุกัน เน่ืองจากใหรูปแบบดีเอนเอที่แตกตางกัน (รูปที่
3.10-ข lanes 1 และ 2)  
   เพ่ือตรวจสอบวาเชื้อ V. vulnificus ที่ใหรูปแบบยอยที่ 2 เปนเชื้อ 
สายพันธุเดียวกัน จึงตรวจสอบลายพิมพดีเอนเอของเชื้อในรูปแบบยอยที่ 2 (V. vulnificus PSU235 
และ V. vulnificus PSU237) โดย primer 2 ดวยวิธี AP PCR พบวาสายพันธุ PSU235 มีลายพิมพ 
ดีเอนเอที่แตกตางจาก สายพันธุ PSU237 แสดงใหเห็นวา สายพันธุ PSU235 และ PSU237 
เปนคนละสายพันธุกัน เน่ืองจากใหรูปแบบดีเอนเอที่แตกตางกัน (รูปที่ 3.11-ก lanes 4 และ 5)  
 
  3.5.2.2 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 2 
ที่แยกไดจาก หอยนางรม และดินตะกอน    
   การศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 2 ที่
แยกไดจากหอยนางรม จํานวน 2 ไอโซเลท (V. vulnificus PSU025 และ V. vulnificus PSU039) 
ดวยเทคนิค AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-PSE420 พบวาทั้ง 2 สายพันธุ ใหรูปแบบลายพิมพดีเอนเอ
ที่แตกตางกัน แสดงวาสายพันธุ PSU025 และ PSU039 เปนคนละสายพันธุ ทั้งสองสายพันธุให
ชิ้นดีเอนเอ จํานวน 2 – 3 ชิ้น มี ขนาด 200 – 900 คูเบส (รูปที่ 3.12-ก) และเม่ือตรวจสอบลายพิมพ
ดีเอนเอของทั้งสองสายพันธุดวยไพรเมอร 2 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา PSU025 และ PSU039 
เปนคนละสายพันธุ เน่ืองจากรูปแบบลายพิมพดีเอนเอของทั้งสองสายพันธุแตกตางกัน โดยแต
ละสายพันธุใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 7–18 ชิ้น ที่มีขนาด 100–6500 คูเบส (รูปที่ 3.12-ข) 
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Lane M:    MW  marker (λ HindIII +100 bp DNA ladder) 
Lane 1 : V. vulnificus PSU080 Lane 4 : V. vulnificus PSU235 
Lane 2 : V. vulnificus PSU081 Lane 5 : V. vulnificus PSU237 
Lane 3 : V. vulnificus PSU082   

Lane M : MW marker (λ HindIII +100 bp DNA  ladder) 
Lane 1  : V. vulnificus PSU080 Lane 2 : V. vulnificus PSU081 

รูปที่ 3.10-ข  AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus Biotype 1          
   ที่แยกจากหอยนางรม ในจังหวัดสุราษฎรธานี โดยใชไพรเมอร 4 

รูปที่ 3.10-ก  AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus Biotype 1ที่แยก
 จากหอยนางรม ในจังหวัดสุราษฎรธานี โดยใชไพรเมอร 2 
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  3.5.2.2 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 2 
ที่แยกไดจากหอยนางรม และดินตะกอน  
   การศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus  biotype 2 ที่
แยกไดจากหอยนางรม จํานวน 2 ไอโซเลท (V. vulnificus PSU025 และ V. vulnificus PSU039) 
ดวยเทคนิค AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-PSE420 พบวาทั้ง 2 สายพันธุใหรูปแบบลายพิมพดีเอนเอ
ที่แตกตางกัน แสดงวาสายพันธุ PSU025 และ PSU039 เปนคนละสายพันธุ ทั้งสองสายพันธุให
ชิ้นดีเอนเอ จํานวน 2 – 3 ชิ้น มีขนาด 200 – 900 คูเบส (รูปที่ 3.11-ก) และเม่ือตรวจสอบลาย
พิมพดีเอนเอของทั้งสองสายพันธุดวยไพรเมอร 2 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา PSU025 และ 
PSU039 เปนคนละสายพันธุ เน่ืองจากรูปแบบลายพิมพดีเอนเอของทั้งสองสายพันธุแตกตางกัน 
โดยแตละสายพันธุใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 7–18 ชิ้น ที่มีขนาด 100–6500 คูเบส (รูปที่ 3.11-ข) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 Lane M : MW  marker (λ HindIII +100 bp DNA ladder) 
Lane 1  : V. vulnificus PSU025 Lane 2 : V. vulnificus PSU039 

ก ข 
รูปที่ 3.11 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 2 ที่แยกจาก
 หอยนางรมและดินตะกอนทะเล ในจังหวัดสุราษฎรธานีดวย ไพรเมอร R-PSE420 
 (รูปที่ 3.11-ก) และ ไพรเมอร 2 รูปที่ (3.11-ข) 
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บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
 

 Vibrio vulnificus เปนเชื้อที่กอใหเกิด foodborne disease ที่มีอัตราการตายสูง
ที่สุด ในกลุม foodborne disease ของสหรัฐอเมริกา (Todd, 1989) เน่ืองจากผูติดเชื้อบางรายมี
โรคประจําตัวที่สําคัญ อยางโรคตับ โรคเบาหวาน ทําใหมีภูมิตานทานต่ํา เม่ือติดเชื้อมักมีอาการ
รุนแรง และเสียชีวิตจากภาวะโลหิตเปนพิษ (septicemia) V. vulnificus เปนแบคทีเรียในกลุม 
halophile สามารถแยกเชื้อ V. vulnificus ไดจากสิ่งแวดลอม อาทิ เชน นํ้าทะเล ตะกอนใตทะเล 
และแพลงตอนสัตว สัตวนํ้าหลายชนิด กุง ปู ปลา และ โดยเฉพาะหอย ซ่ึงพบวาหอยนางรมเปน
แหลงกักเก็บเชื้อ (Hlady, W. G. et al., 1996; Chan et al., 1989; Panicker et al., 2004a; Muench, 
1989; Johnston et al., 1985) การศึกษาครั้งนี้ตรวจหาการปนเปอนของเชื้อ V. vulnificus  
ในตัวอยางอาหารทะเล กุง ปู และปลา ที่จําหนายในตลาดสด จังหวัดสงขลา และสิ่งแวดลอมทางทะเล 
ไดแก นํ้าทะเล ดินตะกอนทะเล และหอยนางรม ซ่ึงเก็บจากฟารมเลี้ยงหอยนางรม ในอําเภอกาญจนดิษฐ 
จังหวัดสุราษฎรธานี ตั้งแตสิงหาคม 2552 ถึงกันยายน 2553 จํานวน 288 ตัวอยาง นํามาตรวจสอบ
โดยวิธีการเพาะแยกและคัดเลือกเชื้อในขั้นตอนแรกดวย CHROMagar™ Vibrio ซ่ึง V. vulnificus 
จะใหโคโลนีลักษณะ สีฟา-เขียว จากนั้นจึงยืนยันเชื้อโดยวิธี PCR โดยใชสวนของ hemolysin 
gene (vvh) เปน ยีนเปาหมาย (marker gene) (Panicker et al., 2004b; Harwood et al., 2004; 
Coleman et al., 1996) ซ่ึงวิธีน้ีมีความไวและความจําเพาะสูงกวาการใชวิธีทางชีวเคมี ผล
การศึกษาพบเชื้อ V. vulnificus ในสิ่งแวดลอมในรอบป ทั้งหมด 141 ตัวอยาง (48.9%) โดยพบ 
V. vulnificus ปนเปอนในหอยนางรมมากที่สุด 26.2% รองลงมา คือ กุง ดินตะกอน นํ้าทะเล ปู 
และ ปลา (22.0%, 20.5%, 10.6%, 10.6% และ 9.9% ตามลําดับ) ซ่ึงผลการศึกษาสอดคลอง
กับการศึกษาความชุกของ V. vulnificus ในป 1989-1990 จากตัวอยางอาหารทะเลและน้ํา
บริเวณ Great Bay ประเทศสหรัฐอเมริกา ดวยวิธี MPN และยืนยันเชื้อ V. vulnificus ดวย API 
20E system พบ V. vulnificus 31.7 % และพบในหอยมากที่สุด 37.8% (O'neill et al., 1990; 
O'neill, K. R. et al., 1992) และ USFDA พบวา 38% ของหอยนางรมดิบจากรัฐ Louisiana ใน
ป 2007 ปนเปอน V. vulnificus มากกวา 10,000 MPN/g (Depaola et al., 2009) ในประเทศ
โครเอเชีย ป 2000 สํารวจหอย กุง และปลา จํานวน 117 ตัวอยางใน พบเชื้อ V. vulnificus ใน
หอยมากที่สุด ถึง 42.8% รองลงมา คือ กุง 30% และพบในปลานอยที่สุดเชนกัน คือ 2 % 
(Jaksic et al., 2002) ซ่ึงการพบเชื้อมากที่สุดในหอย เน่ืองจากหอยกินอาหารโดยการกรองน้ํา
เขาออก (filter feeding) ทําใหเชื้อ V. vulnificus ที่อยูในแพลงตอนสัตวและน้ําทะเล เขาไปสะสมใน

49 



 50

ตัวหอยไดมาก และการที่หอยมีเปลือกแข็งหุมลําตัว จะทําใหเชื้อสามารถอยูรอดไดดีกวาการอยู
เปนเซลลอิสระในน้ําทะเลซึ่งอุณหภูมิและความเค็มอาจเปลี่ยนแปลงไดตลอดเวลา จากการศึกษา
ครั้งน้ี ซ่ึงตรวจสอบสภาวะแวดลอมที่เชื้อ V. vulnificus ปนเปอนในสิ่งแวดลอม พบวา โอกาสการ
พบการปนเปอนของเชื้อ V. vulnificus เริ่มสูงขึ้น ตั้งแตเดือนกุมภาพันธ และสูงที่สุดในเดือน
มีนาคม (14.9%) แตกลับลดลงต่ําสุดในเดือนเมษายน (4.3%) ซ่ึงผลการศึกษาครั้งนี้แตกตาง
จากการศึกษาในประเทศแถบอเมริกา ยุโรป ที่พบเชื้อสูงในชวงเดือนสิงหาคม ถึงตุลาคม (Han 
et al., 2009) ปจจัยที่สําคัญตอความชุกของ V. vulnificus ในหอยนางรม คือ อุณหภูมิและความเค็ม
ของนํ้าทะเล จากการศึกษาที่ผานมาพบวาอุณหภูมิ ที่พบปริมาณเชื้อสูงสุด คือ 18-26 ๐C และมี
ความเค็ม 15-25 ppt. จากนั้น ปริมาณเชื้อจะลดลง เม่ืออุณหภูมิและความเค็มของน้ําทะเลสูงกวา 
26 ๐C และ 25 ppt. (O'neill, K. et al., 1992; Motes et al., 1998) จากผลการทดลองในเดือน
มีนาคม ซ่ึงพบเชื้อมากที่สุด นํ้าทะเลมีอุณหภูมิ 26 ๐C และมีความเค็ม 31 ppt ซ่ึงเปนสภาวะที่
เหมาะกับการเจริญของเชื้อทําใหพบเชื้อมากที่สุด แตในเดือนเมษายนซึ่งนํ้าทะเลมีอุณหภูมิ 37 ๐C 
และมีความเค็ม 30 ppt ซ่ึงไมเหมาะแกการเจริญ จึงพบเชื้อนอยที่สุด อยางไรก็ตาม เน่ืองจาก
อุณหภูมิและความเค็มของน้ําทะเลอาวไทยคอนขางสูงตลอดป โดยบริเวณฟารมหอยนางรม 
สุราษฏรธานี มีอุณหภูมินํ้าผิวดินในชวงที่ศึกษา 24-37 oC และมีความเค็มสูง 15-31 ppt. มี
รายงานความเค็มโดยเฉลี่ยของทะเลอาวไทยที่ 35 ppt (ศูนยวิจัยทรัพยากรทางทะเลและชายฝง
อาวไทยตอนกลาง, 2554) ซ่ึงอาจทําใหเชื้อเกิดจากการปรับตัวใหสามารถเจริญไดดีในแหลงนํ้า
ที่มีความเค็มสูงอยางทะเลอาวไทย  
 เชื้อ V. vulnificus สามารถแบงเปน 3 biotypes คือ biotype 1, 2 และ 3 ตาม 
host range และลักษณะทาง phenotype, genotype และ serotype โดยมักพบเชื้อ biotype 1 
กอโรคในคนและปนเปอนในสิ่งแวดลอม (Linkous et al., 1999) สวน biotype 2 น้ัน พบไดนอย
กวา และกอใหเกิดโรคในสัตวนํ้า โดยเฉพาะปลาไหล แตมีรายงานวาเชื้อชนิด biotype 2 สามารถ
กอใหเกิดโรคในคนได (Amaro et al., 1996) ซ่ึงเชื้อ biotype 2 คุณสมบัติทางชีวเคมีที่แตกตาง
จาก biotype 1 คือ ไมสราง indole และ ornithine decarboxylase (Tison et al.,1982) สวนเชื้อ 
biotype 3 พบการระบาดในคนงานที่ทํางานในฟารมเพาะเลี้ยงปลาของประเทศอิสราเอล โดย
พบการติดเชื้อจากบาดแผลที่สัมผัสกับสัตวนํ้าไมพบจากติดเชื้อจากการกิน (Paz et al., 2007; 
Bisharat et al., 1999b) การศึกษาครั้งน้ี พบวาเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากดินตะกอนทะเล 
นํ้าทะเล และอาหารทะเล ประเภท กุง หอย ปู และ ปลา จํานวน 242 ไอโซเลท เปน biotype 1 
(99.2 %) เน่ืองจากใหผลลบในการทดสอบการสราง Indole และพบเชื้อ V. vulnificus biotype 2 
เพียง 2 ไอโซเลท (0.8%) ซ่ึงแยกไดจากตัวอยางดินตะกอนทะเล จากฟารมหอยนางรม จังหวัด 
สุราษฎรธานี การศึกษาครั้งนี้ใหผลสอดคลองกับขอมูลที่ผานมาในประเทศเดนมารก ที่พบวา
เชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากหอยนางรมและน้ําทะเล 99.6% เปน biotype 1 และพบ 0.4% เปน 
biotype 2 โดยแยกไดจากตัวอยางน้ําทะเล (Hoi et al., 1998) ทําใหสามารถยืนยันไดวาเชื้อ 
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biotype 2 ไมไดพบเฉพาะในปลาไหลเทานั้น หากปะปนอยูในสิ่งแวดลอม เชน นํ้าทะเล และดิน
ตะกอนทะเล สวนการศึกษาตัวอยางจากผูปวยมีเชื้อ V. vulnificus เพียง 10 สายพันธุเทานั้น และ
ทั้งหมด เปน biotype 1 ซ่ึงสอดคลองการพบเชื้อที่เก็บจากผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกา, ญ่ีปุน 
และประเทศในทวีปยุโรปหลายประเทศ (Oliver, 2005) 
 เชื้อ V. vulnificus ทั้ง environmental strain และ clinical strain มี virulent 
factors เหมือนกัน และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง phenotype (Wong et al., 2005; 
Bisharat et al., 1999b) การศึกษาทางดาน genotype จึงมีความสําคัญในการจําแนก V. vulnificus 
ออกเปน 2 สายพันธุ คือ สายพันธุที่อาจจะกอโรคได (clinical: C-strain) และสายพันธุที่ไมกอโรค 
(environmental: E-strain) โดยอาศัยผลการทดลองจากวิธี RAPD ของ Warner และ Oliver 
ตอมา Rosche และคณะ ไดออกแบบ virulent correlated gene primers  (vcg primer) ซ่ึง
ประกอบดวย vcg-C และ vcg-E จากนั้นนํามาตรวจสอบคุณลักษณะของ V. vulnificus จํานวน 
55 สายพันธุ พบวาเชื้อที่แยกจากผูปวย มี vcg-C ถึง 90% และเชื้อจากสิ่งแวดลอม 93 % พบ 
vcg-E จึงนาจะสามารถนํามาแยก V. vulnificus เปน C-type และ E-type ได การทดลองครั้งน้ี
ไดทดสอบความสอดคลองกันของเช้ือ C-type และ viuB gene เน่ืองจาก เปนยีนในกลุม 
vulnibactin-associated genes ซ่ึงสําคัญในการสราง siderophore เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการนํา
ธาตุเหล็กจากโฮสตเขาสูเซลล ผลการศึกษา พบวา viuB gene มีความสัมพันธ กับเชื้อ C-type 
(Rosche,  et al., 2005) ดังน้ันในการศึกษาลักษณะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ครั้งนี้จึง
เลือกใช  virulence-correlated gene (vcg) และ viuB gene มาศึกษา ซ่ึงพบวา เชื้อ V. vulnificus 
จํานวน 254 ไอโซเลท แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม ในจังหวัดสงขลา และสุราษฎรธานี ทุก
สายไอโซเลท เปน C-type และพบ viuB gene ถึง 95 % แตกตางจากการศึกษาประเทศ
อเมริกา ที่เชื้อในสิ่งแวดลอมจะพบ E-type มากกวา จากการศึกษาที่ผานมาโดย Han และคณะ 
พบวาเชื้อที่เปน C-type จะมี viuB gene ถึง 75.5% แตใน E-type ไมพบ viuB gene ถึง 83% 
ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความสอดคลองกันระหวาง C-type และ viuB gene (Han et al., 2009) แต
อยางไรก็ตามผลการศึกษาครั้งน้ีสอดคลองกับการศึกษาในประเทศจีน ซึ่งตรวจการปนเปอนของ
เชื้อ V. vulnificus ในกุงจาก 10 เมือง ของประเทศจีน ผลการศึกษา พบวา V. vulnificus สวนใหญ
เปน C-type และ พบ E-type เพียง 6.25% ทั้งน้ีแสดงวา ลักษณะทางอณูชีววิทยาของ V. vulnificus 
ที่ใชแยกเปน C-type และ E-type เปนลักษณะเฉพาะในแตละพ้ืนที่ (Ji et al., 2011) และอีก
เหตุผลหนึ่งอาจมาจากความสามารถในการนําเชื้อเขาสูรางกายของสัตวนํ้า ซ่ึงจากการศึกษา
ความสามารถของหอยนางรมในการนํา (uptake) เชื้อสายพันธ C-type และ E-type เขาสูตัวหอย
นางรม พบวาหอยสามารถนําเชื้อ C-type เขาสูรางกายไดสูงกวา E-type (Froelich et al., 2009)
ดังน้ันในระยะหลังจะพบวาผลการศึกษาการปนเปอนของ V. vulnificus ในหอยนางรม เชื้อสวนใหญ
เปน C-type มากกวา E-type (Baker-Austin et al., 2009)  
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 การติดเชื้อ V. vulnificus มีอาการรุนแรงและมีอัตราการตายสูงหากไมไดรับการรักษา 
ภายใน 24 ชั่วโมง การรักษาที่ถูกตอง เชน การตัดเนื้อตายทิ้งในกรณีเกิดการติดเชื้อที่บาดแผล 
และการใหยาตานจุลชีพที่มีประสิทธิภาพจําเปนมาก ซ่ึง US-CDC ไดใหคําแนะนําในการใหยา
เพื่อรักษา โดยประมวลขอมูลจากการรักษากอนหนานี้และจากสัตวทดลอง คือ doxycycline รวมกับ 
third-generation ของ cephalosporin เชน ceftazidime หรือใช ยาในกลุม fluoroquinolone 
เชน ciprofloxacin รวมกับ doxycycline หรือ cephalosporin แตในเด็กหามใช doxycycline 
และ fluoroquinolone สามารถใช trimethoprim-sulfamethoxazole รวมกับ aminoglycoside 
ได (CDC, 2009) ในการศึกษาครั้งน้ี ทดสอบความไวของ V. vulnificus ตอยาปฏิชีวนะ โดยวิธี 
disc diffusion โดยคัดเลือกยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด ตามแนวทางของ Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI, 2009) ซ่ึงยาที่นํามาทดสอบสอดคลองกับยาที่ใชตามคําแนะนําของ 
US-CDC ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus จํานวน 244 สายพันธุ ที่แยกไดจาก
สิ่งแวดลอมในระหวางป 2552-2553 ทุกสายพันธุ ใหผลไวตอยาหลักที่ใชในการรักษาอาการติด
เชื้อ คือ doxycycline, cefotaxime, ceftazidime, Imipenem, ciprofloxacin, sulphamethoxazone/ 
trimethoprim และ tetracycline การดื้อยาของ V. vulnificus ที่แยกจากสิ่งแวดลอมในภาคใต
ของประเทศไทย มีรูปแบบการดื้อยาที่สอดคลองกับการศึกษาในที่ผานมา ป 2000 Radu และ
คณะ ไดตรวจสอบการดื้อยาของ V. vulnificus ที่แยกจากน้ําทะเลบริเวณอาว Pulau Kapas, 
Terengganu ประเทศมาเลเซีย จํานวน 57 สายพันธุ ดวยวิธี disc diffusion พบวาเชื้อทุก 
สายพันธุไวตอ chloramphenicol และ tetracycline (Radu et al., 2000) และการศึกษาเชื้อ  
V. vulnificus ที่แยกจาก กุง ปู และปลา จํานวน 60 ตัวอยาง ในป 2007 – 2008 โดยใช API 20E 
ในประเทศไนจีเรีย เม่ือนําเชื้อ V. vulnificus 10 สายพันธุ นําไปทดสอบ antibiotics 10 ชนิด ผล
ปรากฏวาทุกสายพันธุไวตอ tetracycline และ ceftriazone (Adeleye et al., 2010) เชื้อ V. vulnificus ที่
แยกจากน้ําทะเลในอาว ประเทศซาอุดิอาระเบียจํานวน 10 ไอโซเลท ป 2010 ไวตอ tetracycline 
100 % แตด้ือตอ ampicillin 100 % และ gentamicin 90% (Elhadi, 2012) ในประเทศไทย การทดสอบ
ความไวตอยาปฏิชีวนะของ Vibrio spp. ที่แยกจากหอยนางรม บริเวณอางศิลา จังหวัดชลบุรี พบวา
เชื้อ V. vulnificus 7 ไอโซเลท ไวตอ tetracycline, oxytetracycline และ imipenem 100 % ตอมาป 
2549 ถึง 2550 รุงอรุณ และคณะ แยกเชื้อ V. vulnificus จากหอยนางรมหรือหอยตะโกรมขาวจาก
จังหวัดสุราษฎรธานี โดยเก็บตัวอยาง 5 จุด ในบริเวณอาวบานดอน จํานวน 360 ตัวอยาง พบเชื้อ 
V. vulnificus 27.5 % นําเชื้อ V. vulnificus 297 ไอโซเลท มาทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ 
พบวา เชื้อไวตอ doxycycline, norfloxacin, ciprofloxacin 100% และไวตอ cefotaxime 84.5 % 
แสดงใหเห็นวาเชื้อ V. vulnificus ยังด้ือยาตานจุลชีพนอย (Khantho, 2008) และในการศึกษาครั้งน้ี 
ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยโดยไดรับความอนุเคราะหเชื้อ
จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย และโรงพยาบาลหาดใหญ จํานวน 10 สายพันธุ ตอยาตานจุลชีพ 
12 ชนิด พบวาทุกสายพันธุใหผลไวตอยา doxycycline, cefotaxime, ceftazidime, imipenem, 
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ciprofloxacin, sulphamethoxazone/ trimethoprim, tetracycline, ampicillin, gentamicin, 
chloramphenicol แตมีบางสายพันธุ (50%) ใหผลไวปานกลางตอ carbenicillin และ erythomycin 
(30 %) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานผลการตรวจสอบเชื้อที่แยกจากผูปวย ป 2005-2006 เชื้อ V. vulnificus 
151 สายพันธุ และ Vibrio parahaemolyticus 168 สายพันธุ ยังคงไวตอยาหลักที่ใชรักษาอยาง 
tetracycline, ciprofloxacin และ cefotaxime (Han et al., 2007) ในประเทศไทยมีรายงานผลการ
ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยที่จังหวัดอํานาจเจริญ เมื่อ
มกราคม 2553 พบวาเชื้อ V. vulnificus ยังคงไวตอยาปฏิชีวนะ ที่นํามาทดสอบทั้ง 10 ชนิด ซ่ึง
รวมถึง cefazidime, ciprofloxacin, gentamicin, ampicilin trimethoprim/ sulfamethoxazone 
และ doxycycline (อภิชัย  สะดีวงค, 2553) แมผลการศึกษาจะบงชี้วายังสามารถใชยาปจจุบัน
รักษาการติดเชื้อจาก V. vulnificus ในผูปวยได แตผลการตรวจสอบเชื้อ V. vulnificus ใน
สิ่งแวดลอมแสดงใหเห็นวาเชื้อ V. vulnificus มีการพัฒนาการดื้อยามากขึ้นเปนลําดับ ซ่ึงผล
การศึกษาแบบแผนการดื้อยาของ V. vulnificus ในสิ่งแวดลอมจะสามารถใชเพ่ือการเฝาระวัง
การดื้อยาของเชื้อ โดยที่เชื้อด้ือยาในสิ่งแวดลอมอาจถายโอนยีนด้ือยา ใหกับเชื้อตัวอ่ืนผาน
ทางพลาสมิด แบคทีริโอฟาจ หรือtransposon ซ่ึงเปนกลไกที่สําคัญในการถายโอนยีนเพ่ือการ
อยูรอด ทําใหเกิดการแพรกระจายการดื้อยา จากพ้ืนที่หน่ึงไปสูอีกพื้นที่หน่ึงไดรวดเร็ว ซ่ึงมีผล
ทําใหเกิดปญหาการเพิ่มขึ้นของเชื้อด้ือยา ผลการศึกษาเชื้อ V. vulnificus จํานวน 36 สายพันธุที่แยก
ไดจากหอยในประเทศมาเลเซีย พบ V. vulnificus มีการดื้อตอยา tetracycline สูงถึง 50% และ 
58.3 % ของเชื้อที่มีการดื้อตอยา tetracycline มีพลาสมิด ขนาด 1.4 to 9.7 MDa. ดังน้ันจึงควร
เฝาระวังการดื้อยาของเชื้อน้ีตอไป (Radu et al., 1998; Radu et al., 2006)  
 การศึกษาทางดานระบาดวิทยาของเชื้อ V. vulnificus เพ่ือบงชี้สายพันธุกอโรค
(clinical type) และสายพันธุไมกอโรค (environmental-type) ระดับโมเลกุล ถูกพัฒนาขึ้นหลาย
วิธี เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการจําแนกสายพันธุที่แยกจากพื้นที่ระบาดตางๆ เพ่ือหาความสัมพันธ 
ความหลากหลายของเชื้อ เชน ribotyping (RT) restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) amplified fragment length polymorphism 
(AFLP) arbitrarily primed (AP-PCR) หรือ randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
แตละวิธีมีขั้นตอน รวมทั้งมีประสิทธิภาพในการจัดจําแนกที่แตกตางกัน ในการศึกษารูปแบบลาย
พิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอมในครั้งน้ีใชวิธี arbitrarily 
primed (AP-PCR) ซ่ึงวิธีน้ีจะใช primer แบบสุม เพ่ือสุมจับกับสายดีเอนเอของเชื้อในตําแหนงที่
จําเพาะ และเพ่ิมชิ้นสวนดีเอนเอดวยวิธี PCR และในการศึกษาครั้งนี้เลือกใชไพรเมอร R-
PSE420  ไพรเมอร 2 และไพรเมอร 4 ซ่ึงจากการศึกษาที่ผานมาไพรเมอรน้ีสามารถแสดงใหเห็น
ความแตกตางของ Vibrio  spp. แตละสายพันธุ (Okuda et al., 1997; Vickery et al., 1998;)ผล
การศึกษาพบวารูปแบบลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยกไดจากผูปวย 
จํานวน 11 ไอโซเลท มีรูปแบบดีเอนเอที่คลายคลึงกันเม่ือใช primer R-PSE420 และจะเห็นความ
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แตกตางระหวางสายพันธุไดชัดเจนขึ้นเม่ือใช primer 2 ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากขนาดของ primer ซ่ึง 
primer R-PSE420 มีขนาด 17 เบส แต primer 2 มีเพียง 10 เบส ทําใหมีความจําเพาะตอ
ตําแหนงที่จับแบบสุมไดหลายตําแหนงกวา primer R-PSE420 ทําใหเห็นรูปแบบดีเอนเอที่
หลากหลายและมีชิ้นสวนดีเอนเอหลายขนาด ดังน้ัน จึงพบวาเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยก
ไดจากผูปวย มีรูปแบบดีเอนเอที่แตกตางกันทั้งหมด แสดงถึงความหลากหลายของเชื้อ V. vulnificus 
ผลการศึกษา พบวารูปแบบลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยกไดจาก
หอยนางรม ซ่ึงเก็บจากจังหวัดสุราษฎรธานี จํานวน 35 ไอโซเลท โดยใช primer R-PSE420 ให
รูปแบบดีเอนเอที่แตกตางกันถึง 32 รูปแบบ โดยมี 3 ไอโซเลท คือ V. vulnificus PSU080,      
V. vulnificus PSU081 และ V. vulnificus PSU082 ใหรูปแบบดีเอนเอที่เหมือนกัน และอีก  2 ไอโซ
เลท V. vulnificus PSU235 และ V. vulnificus PSU237 ใหรูปแบบดีเอนเอที่เหมือนกันอีกกลุม 
แตทั้ง 5 ไอโซเลท เม่ือนํามาทดสอบดวย primer 2 พบความแตกตางเพ่ิมขึ้น และทดสอบอีก
ครั้งดวย primer 4 จึงเห็นวาทุกไอโซเลทใหรูปแบบลายพิมพดีเอนเอที่แตกตางกัน ซ่ึงผลที่เกิดขึ้นอาจ
เน่ืองจากเชื้อ V. vulnificus PSU080, V. vulnificus PSU081 และ V. vulnificus PSU082 เปนเชื้อ
ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันมาก เน่ืองจากเปนเชื้อที่แยกไดจากหอยนางรมที่เก็บจาก
แหลงเดียวกันและเก็บในเดือนเดียวกัน ความแตกตางอาจเกิดจากการปรับตัวแลวมีการ
เปลี่ยนแปลงลําดับเบสบนโครโมโซมเพียงเล็กนอย สําหรับการตรวจสอบ รูปแบบลายพิมพดีเอนเอ
ของเชื้อV. vulnificus biotype 2 ที่แยกไดจาก หอยนางรม และดินตะกอนทะเล พบวา มีความแตกตาง
กันอยางชัดเจนเม่ือใช primer R-PSE420 และ primer 2 แสดงใหเห็นวาเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทไมไดมา
จากตนกําเนิด (clone) เดียวกัน และเม่ือเปรียบเทียบกับ V. vulnificus biotype 1 ทั้ง 35 ไอโซเลท 
พบวามีรูปแบบลายพิมพดีเอนเอที่แตกตางกัน และ biotype 2 ใหจํานวนชิ้นดีเอนเอที่มีขนาดเล็ก
และจํานวนชิ้นนอยกวา biotype 1 แตจากการศึกษาของ Hoi และคณะ พบวาการใชวิธี RAPD 
ดวย primer ขนาด 10 เบส ไดรูปแบบลายพิมพดีเอนเอที่เหมือนกับ V. vulnificus biotype 1 ใน
บางสายพันธุ (Hoi et al., 1997) 
 เม่ือพิจารณาถึงรูปแบบลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus ทั้ง 47 สายพันธุ ที่
แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม จะเห็นไดวาในการศึกษาครั้งน้ีเชื้อที่พบในผูปวยและสิ่งแวดลอม
มีรูปแบบลายพิมพดีเอนเอที่ตางกัน แสดงใหเห็นวาเชื้อทั้งสองแหลงไมไดมาจากตนกําเนิด (clone) 
เดียวกัน จากการศึกษาความหลากหลายของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากน้ํา และหอยนางรมในอาว 
Galveston ดวยวิธี RAPD ทําใหทราบวาความหลากหลายระหวางสายพันธุของเชื้อ V. vulnificus 
ไมสัมพันธกับแหลงที่มาและชนิดของตัวอยาง (Lin et al., 2003) แมการศึกษารูปแบบลายพิมพ
ดีเอนเอ โดยวิธี arbitrarily primed PCR (AP-PCR) ครั้งนี้สามารถบอกไดวาแตละไอโซเลทที่
พบในพบในผูปวยและสิ่งแวดลอมเปนเชื้อ V. vulnificus ที่ตางสายพันธุ แตไมสามารถบงชี้
ลักษณะจําเพาะที่แตกตางกันทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ทั้ง 47 สายพันธุ ที่แยกได
จากผูปวยและสิ่งแวดลอมได ซ่ึงผลสอดคลองกับที่เคยมีการศึกษาหลายวิธี ไดแก ribotyping 
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(RT) (Hoi et al., 1997) restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Bisharat et al., 
1999) pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Tamplin et al., 1996) amplified fragment 
length polymorphism (AFLP)(Arias et al., 1997) arbitrarily primed PCR (AP-PCR) หรือ 
randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Vickery et al., 1998; Radu et al., 1998; 
Warner et al., 1998) มีเพียงการศึกษาดวยวิธี RAPD ในประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาสามารถ
แยกความแตกตางระหวางสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสิ่งแวดลอมได 80-90 % เน่ืองจากพบ
ชิ้นดีเอนเอขนาด 200 คูเบส ถึง 100 % ในเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยแตพบเพียง 8 % 
ในเชื้อที่แยกจากสิ่งแวดลอม (Warner and Oliver, 1999) การที่วิธีการเหลานี้ไมสามารถบอก
ลักษณะจําเพาะทางอณูชีววิทยาของเชื้อสายพันธุกอโรค (Clinical type) และไมกอโรค 
(Environmental type) ได อาจเน่ืองจาก มีขอจํากัดคือ วิธีน้ีใชการตรวจดูชิ้นสวนดีเอนเอบน
เจลอะกาโรส ซ่ึงอาจมีความไมชัดเจน มีความไมแนนอนในการทําซ้ําซึ่งตองใชบุคคลเดียวกัน
และทุกครั้งตองใชสภาวะในการทดสอบที่ใกลเคียงกันใหมากที่สุด (Urwin and Maiden, 2003) 
ดังน้ัน การศึกษาระบาดวิทยาของ V. vulnificus ควรใชวิธีการศึกษาแบบอื่นรวมดวย เชน 
Multilocus Sequence typing (MLST) ซ่ึงเปนวิธีการตรวจสอบลําดับเบสของ housekeeping 
genes หลายๆ ยีนรวมกัน เน่ืองจากวิธีน้ีใชลําดับเบสเปนตัวตรวจสอบ จึงมีขอดี คือ มีความชัดเจน 
และถูกตอง มากกวาการตรวจดูชิ้นสวนดีเอนเอบนเจลอะกาโรส และสามารถทําซ้ําได การทดสอบ
แตละครั้ง สามารถทําไดไมจํากัดจํานวนตัวอยาง และสามารถนําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูลใน http://www.mlst.net หรือ http://pubmlst.org ซ่ึงปจจุบันการศึกษาทางระบาด
วิทยาของ V. vulnificus ดวยวิธี MLST ใชการตรวจสอบลําดับเบสของ housekeeping genes 
จํานวน 10 ยีน ดังน้ี glp (Glucose-6-phosphate isomerase), gyrB (DNA gyrase, subunit B), 
mdh (Malate-lactate dehydrogenase), metG (Methionyl-tRNA synthetase), purM 
(Phosphoribosylaminoimidazole synthetase), dtdS (Threonine dehyrogenase), lysA 
(Diaminopimelate decarboxylase), pntA (Transhydrogenase alpha subunit), pyrC 
(Dihydroorotase), tnaA (Tryptophanase) (Bisharat) วิธีการนี้ Sanjuan และคณะ ไดนํามา
ศึกษาสายวิวัฒนาการของ V. vulnificus biotype 2 โดยใชการตรวจสอบลําดับเบสของ ยีนที่
เกี่ยวของกับปจจัยกอโรค 3 ยีน (vvhA, wzz, and pilF) และ housekeeping gene 4 ยีน (glp, 
mdh, pyrC, and pntA) พบวา เม่ือนํายีน  pilF มาทํา Maximum likelihood phylogenetic trees  
สามารถแยก V. vulnificus ไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่แยกไดจากผูปวยและแยกจากสิ่งแวดลอม 
ดังน้ันยีน pilF จึงนาจะนํามาเปน genetic marker สําหรับตรวจสอบเชื้อสายพันธุกอโรคไดใน
อนาคต (Sanjuan et al.) แมวิธีน้ีจะมีประสิทธิภาพและมีขอดีดังที่กลาวมาแลวขางตน แตเปนวิธี
ที่มีคาใชจายคอนขางสูงและขอมูลที่เก็บในฐานขอมูลยังมีไมมากนัก แตในอนาคตอาจเปนวิธีที่
เหมาะสมกับการนํามาใชหาความแตกตางกันทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจาก
ผูปวยและสิ่งแวดลอมไดหากมีคาใชจายถูกลงและมีขอมูลในฐานขอมูลเพียงพอตอการจําแนก 
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 จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวา มีการปนเปอนของ เชื้อ V. vulnificus ใน
สิ่งแวดลอม ทั้งอาหารทะเล นํ้าทะเล และดินตะกอนทะเล โดยมีอัตราการพบเชื้อคอนขางสูง 
อยางไรก็ตามเชื้อที่พบมีอัตราการดื้อยาต่ํา และยังคงไวตอยาหลักที่ใชในการรักษา และผลจาก
วิธี AP-PCR พบวาเชื้อมีความหลากหลายมาก แตไมสามารถบงชี้ลักษณะจําเพาะทางอณู
ชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ได เน่ืองจากเชื้อจากสิ่งแวดลอมและเชื้อจากผูปวย ทั้งหมดเปน 
C-type นอกจากนั้นยังพบ viuB gene ถึง 95 % จึงเปนไปไดวาเชื้อที่พบทุกสายพันธุอาจสามารถ
กอโรคได ทําใหประชาชนที่สัมผัสหรือบริโภคอาหารทะเลมีความเสี่ยงในการติดเชื้อ ดังน้ันควรมี
มาตรการเฝาระวังการติดเชื้อ V. vulnificus ตอไปเพ่ือสุขอนามัยของประชาชนโดยรวม 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 
 1. ตรวจพบเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางสิ่งแวดลอม ไดแก กุง ปู ปลา ดินตะกอน
ทะเล นํ้าทะเล และหอยนางรม ทั้งหมด 141 ตัวอยาง (48.9 %) โดยมีสัดสวนการพบ V. vulnificus 
ปนเปอนในหอยนางรมมากที่สุด รองลงมา คือ กุง ดินตะกอน นํ้าทะเล ปู และปลา ตามลําดับ 
โดยพบสูงสุดในเดือนมีนาคม และต่ําสุดในเดือนเมษายน แสดงวาผูที่สัมผัสหรือบริโภคอาหาร
ทะเลมีความเสี่ยงตอการติดเชื้อ V. vulnificus และเสี่ยงมากขึ้นในเดือนกุมภาพันธ และมีนาคม 
 2. V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมในจังหวัดสงขลา และสุราษฎรธานี 
ทุกสายพันธุ ตรวจพบ vcg-C และ 95 % ตรวจพบ viuB gene ดวย แสดงวา V. vulnificus ที่แยกได
ทั้งหมดเปน C-type และมีความสามารถในการกอโรค 
 3. V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยเปนเชื้อที่ไดรับความอนุเคราะหจาก 
โรงพยาบาลหาดใหญ และกรมวิทยาศาสตรการแพทย ตรวจพบ vcg-C และ viuB gene ทุกสาย
พันธุ แสดงวา V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยทั้งหมดเปน C-type และมีปจจัยในการกอโรค 
 3. V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 99.2 % เปน Biotype 1 มีเพียง 0.8 % 
เปน Biotype 2 สวนเชื้อที่แยกไดจากผูปวยเปน Biotype 1 ทุกสายพันธุ แสดงวาเชื้อ Biotype 1 
แพรกระจายในสิ่งแวดลอมมากกวา Biotype 2 และสัมพันธกับการกอโรคในคน  
 4. V. vulnificus ที่ศึกษาทุกสายพันธุไวตอยาหลักที่ใชในการรักษาอาการติดเชื้อ 
คือ doxycycline, cefotaxime, ceftazidime, ciprofloxacin และ tetracycline แสดงวายังสามารถ
ใชยาเหลานี้รักษาการติดเชื้อ V. vulnificus ได 
 5. รูปแบบลายพิมพดีเอนเอของ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย 10 สายพันธุ 
และแยกจากหอยนางรม จํานวน 37 สายพันธุ โดยวิธี AP-PCR ใหรูปแบบที่แตกตางกัน แสดง
ใหเห็นวา V. vulnificus มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1.  Luria Bertani (LB) agar   
 
 สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Yeast extract 10 g 
 Tryptone 10 g 
 Sodium chloride 5 g 
 Agar 15 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
 ชั่ง LB agar 35 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 15 นาที วางใหเย็นลงประมาณ 
50 °C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
หมายเหตุ : เติม NaCl เพ่ิม 5 g (1% NaCl) ในการเลีย้งเชื้อ Vibrio spp. 
 
2.  Luria Bertani (LB) broth  
 
สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Yeast extract 10 g 
 Tryptone 10 g 
 Sodium chloride 5 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
 ชั่ง LB broth 20 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมดวยไฟออนๆ จนสวนผสม
ละลายเขากัน แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 15 นาที 
 
หมายเหตุ : เติม NaCl เพ่ิม 5 g (1% NaCl) ในการเลีย้งเชื้อ Vibrio spp. 
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4.  Thiosulfate citrate bile sucrose (TCBS) agar 
 
สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 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 
 Bacto agar 15 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
  ชั่ง TCBS 89 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
วางใหเย็นลงประมาณ 50 °C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
6.  Tryptic soy broth (TSB)  
 
สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Pancreatic digest of casein 15 g 
 Papaic digest of soybean 5 g 
 Sodium chloride 5 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
  ชั่ง TSB 30 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาที 
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7.  CHROMagar vibrio (CV) 
 
สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Peptone & yeast extract  8 g 
 Chromogenic mix 0.3 g 
 Sodium chloride 51.4 g 
 Agar 15 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
  ชั่ง CV 74.7 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
วางใหเย็นลงประมาณ 50 °C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ (ทุกขั้นตอนการเตรียมตอง
ไมใหโดนแสง) 
 
8.  Mueller Hinton Agar (Difco) 
 
สวนประกอบตอลิตร 
Acid Digest of Casein   17.5 g 
Beef extract powder 2.0 g 
Starch 1.5 g 
Agar 17.0 L 
 
 การเตรียม ชั่ง Mueller Hinton Agar 38 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด
จนวุนละลาย แบงใสหลอดฝาเกลียวขนาด 25 x 150 มิลลิลิตร ในปริมาตร 25 มิลลิลิตร นําเขา
หมอน่ึงฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 45-50 °C เทอาหารใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
9. Mueller Hinton Broth 
 
สวนประกอบตอลิตร 
Beef extract powder  2.0 g 
Acid Digest of Casein   17.5 g 
Soluble Starch        1.5  g 
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 การเตรียม  
 ชั่ง Mueller Hinton broth 21 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมดวยไฟ ออนๆ 
แบงใสหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปเขาหมอน่ึงฆาเชื้อดวยความดัน
ไอนํ้าที่อุณหภูมิ 121 ๐C ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 

 
1.  การเตรียมสารเคมีสําหรับ agarose gel electrophoresis 
 1.1 Loadind dye 
  ชั่ง Bromphenol blue 0.25 g และ Sucrose 4 g ละลายในน้ํากลั่น 100 ml 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 °C 
 
 1.2 10x Tris borate EDTA (TBE) buffer 
  ชั่ง Tris base 108 g และ Boric acid 55 g ละลายดวยน้ํากลั่น 800 ml 
นําไปตมพอละลาย อยาใหเดือด แลวเติม 0.5 M EDTA pH 8.0 จํานวน 40 ml ปรับปริมาตรให
ได 1 ml ดวยน้ํากลั่น เม่ือนําไปใชใหเจือจางในระดับความเขมขน 1:10 (1x TBE) 
 
 1.3 Ethidium bromine (10 mg/ml)  
  ชั่ง Ethidium bromide 1 g ละลายในน้ํากลั่น 100 ml กวนโดยใชแทงแมเหล็ก
จนกวาจะละลาย (ใชเวลาหลายชั่วโมง) เก็บใสขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง (ตองสวมถุงมือทุกครั้งที่
เตรียมและระวังอยาหายใจเอาผง Ethidium bromide เขาไประหวางการชั่ง) 
 
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 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
  ชั่งสวนประกอบทั้งหมด ละลายในน้ํากลั่น 800 ml แลวปรับ pH ใหได 8.0 
จากนั้นเติมนํ้ากลั่นจนครบปริมาตร 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C 
เวลา 15 นาที 
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 2.2 1 M EDTA 
  ชั่ง EDTA 372.2 g ในนํ้ากลั่น 800 ml กวนอยางแรงโดยใชแทงแมเหล็ก
แลวปรับ pH ใหได 8.0 ดวย NaOH ชนิดเกล็ด ซ่ึง EDTA สามารถละลายไดหมดพอดี จากนั้น
เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 
15 นาที 
 
 2.3 PBS-EDTA 
  ผสม PBS pH 8.0 ปริมาตร 240 µl และ 0.5 M EDTA ปริมาตร 60 µl จะ
ได PBS-EDTA ปริมาตร 300 µl 
 
 2.4 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
  ชั่ง SDS 10 g ละลายในน้ํากลั่น 90 ml อุนเล็กนอยเพ่ือใหละลายดีขึ้น 
จากนั้นเติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C 
เวลา 15 นาที 
 
 2.5 Phenol: Chloroform: isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
  ผสม Chloroform และ Isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 ใหเขากัน 
จากนั้นเติม melted phenol ในอัตราสวน 25 ผสมใหเขากันดี แลวเติม 0.1 M Tris-HCl pH 8.0 
เพ่ือปดผิวสารละลาย เขยาแรงๆ ใหผสมกัน แลวตั้งทิ้งไว 1 วัน ปลอยใหแยกชั้น เก็บในขวดสีชา
ที่อุณหภูมิ 4 °C 
 
 2.6 3M Sodium acetate (NaOAc) 
  ละลาย Sodium acetate trihydrate 408.1 g ดวยน้ํากลั่น 800 ml ปรับ 
pH ใหได 5.2 ดวย Glacial acetic เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวย  
การ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 15 นาที 

 
 2.7 Tris EDTA (TE) buffer 
  ผสมสารละลาย 10 mM Tris-HCl และสารละลาย 1 mM EDTA โดย
ละลาย Tris-HCl 1.211 g ในน้ํากลั่น แลวเติมสารละลาย 0.5 M EDTA 1 ml ปรับ pH ใหได 8.0 
จากนั้นปรับปริมาตรจนครบ 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 
15 นาที 
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