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บทคัดยอ 

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะของยีน hlyA ของ Vibrio cholerae  ที่ตรวจพบ        
ใน     V. harveyi (เรียกวา ยีน hhl) และศึกษาผลของความเค็ม และ pH ที่ใชในการเลี้ยงเช้ือ      
ตอการเจริญและการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi และ hhl- V. harveyi นอกจากน้ียัง
ไดศึกษาความชุกและการสลายเม็ดเลือดแดงของ hlyA+ non-cholerae Vibrio ที่แยกจากอาหาร
ทะเล ผลการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ ยีน hhl ที่พบใน V. harveyi พบความสัมพันธ          
ทางวิวัฒนาการใกลชิดกับยีน hlyA ของ V. cholerae การศึกษาการเจริญของเช้ือที่สภาวะตาง ๆ 
พบวา V. harveyi ทุกสายพันธุมีอัตราการเจริญสูงสุดในสภาวะที่มี 3% NaCl, pH 8.6 อยางไรก็ตาม
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi เพิ่มข้ึนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความ
เค็ม และ pH ที่แตกตางไปจากสภาวะดังกลาว โดยพบวาที่ pH 7.3 เช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 0.5% 
และ 1.5% NaCl มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงสูงกวาที่เช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 3% 
NaCl และเช้ือที่เจริญที่ pH 5 และ pH 8.6 มีความสามารถสลายเม็ดเลือดแดงสูงที่สุดในทุกความเค็ม
ที่ทดสอบ สวนผลการศึกษา non-cholerae Vibrio จํานวน 231 ไอโซเลท ที่แยกไดจากอาหารทะเล 
พบเช้ือเพียง 2 ไอโซเลท (V. parahaemolyticus VP40 และ V. alginolyticus VA55) ที่ใหผลบวก
กับการตรวจหายีน hlyA ดวยเทคนิค colony blot hybridization แตมีเพียง V. alginolyticus 
VA55 ที่ใหผลการสลายเม็ดเลือดสูงกวาเช้ือสปชีสเดียวกันที่นํามาทดสอบ จากผลการศึกษาสรุป      
ไดวา ยีน hhl ของ V. harveyi และยีน hlyA ของ V. cholerae มีความสัมพันธทางวิวัฒนาการ      
ที่ใกลชิดกันมาก ซึ่ง V. harveyi อาจไดรับการถายทอดยีนมาจาก V. cholerae และการไดรับยีน   
ทําใหเช้ือสายพันธุที่มียีน hhl มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดเเดงสูงกวาเชือสายพันธุที่ไมมียีน
ดังกลาวอยางมีนัยสําคัญ ทั้งน้ีความเค็ม และ pH สงผลตอความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
ของ hhl+ V. harveyi แตไมพบวามีผลตอความสามารถในการกอโรคของเช้ือในตัวออนของหนอน
ผีเสื้อ (Galleria mellonella) สวนการแยกเช้ือจากอาหารทะเลพบความชุกของ hlyA+ non-
cholerae Vibrio เพียง 0.01% และตองทําการยืนยันการปรากฏของยีน hlyA ที่ตรวจพบกอน     
จึงจะสามารถบอกความสัมพันธของการปรากฏของยีนดังกลาวตอความสามารถในการสลายเมด็เลอืด
แดงของเช้ือได อยางไรก็ตามการถายโอนยีน hlyA จาก V. cholerae ไปยัง non-cholerae Vibrio 
อาจสง เสริมให เ ช้ือสายพัน ธุที่ ไดรับยีนสามารถปรับตัวในสิ่ งแวดลอมที่หลากหลาย และ              
เพิ่มความสามารถในการกอโรคของเช้ือในบางสภาวะได การเขาใจปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความรุนแรง
ของเช้ือเหลาน้ีจะชวยในการพัฒนามาตรการในการควบคุมเช้ือกอโรคดังกลาว 

คําสําคัญ: ความรุนแรงในการกอโรค; ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดเเดง; ฮีโมไลซิน;             
Galleria mellonella; hhl; hlyA; Vibrio cholerae; Vibrio harveyi; Vibrio spp. 
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ABSTRACT 

 The aims of this study were to characterize Vibrio cholerae hlyA-like 
hemolysin gene in V. harveyi (designated as hhl) and investigate the effects of 
cultivation broth salinity and pH on their growth and hemolytic activity. In addition, 
the prevalence and hemolytic activity of hlyA+ non-cholerae Vibrio isolates from 
seafood were also determined. The phylogenetic tree of hhl gene showed that hhl 
gene sequence of V. harveyi was clustered with the hlyA gene sequence of                      
V. cholerae. The most rapid growth rates of all V. harveyi were achieved at salinities 
of 3%, pH 8.6, whereas the hemolytic activities of hhl+ strains were enhanced by 
environmental parameters of salinity and pH different from those known to be 
stimulate their growth. At pH 7.3, the hemolytic activity of hhl+ V. harveyi was higher 
for bacteria grown at 0.5 and 1.5% NaCl than for those grown at 3% NaCl and the 
highest level of hemolytic activity was observed for hhl+ strains grown at pH 5 and 
pH 8.6 in all salinity. For the prevalence of hlyA+ non-cholerae Vibrio from seafood, 
only 2 (V. parahaemolyticus VP40 and V. alginolyticus VA55) out of the 231 non-
cholerae Vibrio produced hlyA positive signals by colony blot hybridization. However, 
increase in level of hemolytic activity was only observed in V. alginolyticus VA55. 
This study demonstrated that hhl gene of V. harveyi closely belong to hlyA gene of 
V. cholerae. V. harveyi strains harboring hhl gene appeared to significantly express 
elevated levels of hemolytic compounds than hhl-strains in all culture conditions 
tested. In addition, salinity and pH had a significant effect on the hemolytic activity of 
all hhl+ strains. However these factors had no significantly effect on their virulence 
against Galleria mellonella larvae. The hlyA gene was rarely detected (0.01%) in 
seafood isolates of non-cholerae Vibrio and their presents require further 
clarification. However, transfer of V. cholerae hlyA virulence gene to non-cholerae 
Vibrio may potentially changes their fitness in the environment and may play an 
important role in modulating the virulence of those bacteria under specific 
conditions. Understanding these factors may help to develop disease control 
measures against this pathogen. 
  
Keywords: Galleria mellonella; hemolytic activity; hemolysin; hhl; hlyA;                     
Vibrio cholerae; Vibrio harveyi; Vibrio spp.; virulence 
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% = Percentage 
ºC = Degree Celsius 
CFU = Colony forming unit 
ml = Milliliter 
ppt = part per thousand 
PCR = Polymerase chain reaction 
bp = Base pair 
NCBI = The National Center for 

Biotechnology Information  
NaCl = Sodium chloride 
DMST = Department of medical sciences 
DIG = Digoxigenin 
dUTP = Deoxyuridine Triphosphates 
dNTPs = Deoxynucleotide Triphosphates 
mM = millimolar 
µM = micromolar 
µl = microliter 
min = minute 
s = second 
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บทนํา 
 
 

ความสําคัญและท่ีมาของหัวขอวิจัย 

 
Hemolysin หรือ สารทําลายเม็ดเลือดแดง เปนสารพิษนอกเซลลซึ่งมีหลายชนิด     

มีรายงานวา hemolysin เปนปจจัยกอโรคที่สําคัญของเช้ือในกลุม Vibrio spp. และยีนควบคุม    
การสราง hemolysin มีเฉพาะในเช้ือสายพันธุกอโรคเทาน้ัน (Kim et al., 1997; Zhang and 
Austin, 2005; Mahoney et al., 2010) hemolysin ของเช้ือสกุล Vibrio ที่ออกฤทธ์ิรุนแรง และ
พบมากที่สุด คือ hemolysin ของ Vibrio cholerae (El Tor hemolysin หรือ HlyA) ควบคุม   
การสรางโดยยีน hlyA ซึ่งพบในเช้ือเกือบทุกสายพันธุไมข้ึนกับ biotypes และ serogroups 
(Kurazono et al., 1995) HlyA มีบทบาทสําคัญในการกอโรคในระบบทางเดินอาหาร             
ของ V. cholerae (Ichinose et al., 1987) การปรากฏของยีน hlyA ใน V. cholerae              
ไดมีการศึกษากันอยางแพรหลาย อีกทั้งยังมีรายงานการตรวจพบยีนน้ีในแบคทีเรียกลุม non-
cholerae Vibrio อื่น ๆ และพบวามีสวนเกี่ยวของกับการกอโรค กอนหนาน้ีไดมีการตรวจพบ       
ยีนสราง hemolysin ซึ่งมีความคลายคลึงกับยีน hlyA ของ V. cholerae (เรียกวา ยีน hhl)          
ใน V. harveyi บางสายพันธุ แตไมพบความสัมพันธของการปรากฏของยีน hhl กับการกอโรค      
ในกุง (Rattanama et al., 2009) อยางไรก็ตามปกติมักไมพบการปรากฏของยีน hhl                 
ใน V. harveyi ดังน้ันบทบาทของยีน hhl กับการกอโรคของเช้ือ  จึงยังเปนที่นาสงสัย ซึ่งอาจมีปจจัย
อื่น ๆ ที่ควบคุมการสลายเม็ดเลือดแดง และความรุนแรงในการกอโรคของเช้ือสายพันธุที่มียีนดังกลาว 
นอกจากน้ีการถายโอนยีน hlyA จาก V. cholerae ไปยัง Vibrio ตาง ๆ ในสิ่งแวดลอมอาจสงผลให
เช้ือที่ไดรับยีนมีความสามารถในการปรับตัวเพื่ออยูรอดในสิ่งแวดลอมที่หลากหลายข้ึน หรือ        
อาจเพิ่มความสามารถในการกอโรคในโฮสต 

 ดังน้ันวัตถุประสงคในการศึกษาน้ีจึงตองการศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ
ของยีน hhl ของ V. harveyi กับยีน hlyA ของ V. cholerae รวมทั้งศึกษาปจจัยตาง ๆ (ความเค็ม                 
และ pH) ตอการเจริญและการสลายเม็ดเลือดแดงของ V. harveyi สายพันธุที่มียีน hhl  เปรียบเทียบ
กับ เ ช้ื อสายพัน ธุ ที่ ไ ม มี ยี น ดั งกล าว  นอกจ าก น้ี ยั ง ศึกษาความ ชุก  และความส ามาร ถ                      
ในการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือกลุม non-cholerae Vibrio ที่ตรวจพบยีน hlyA ซึ่งแยกจาก
อาหารทะเล  
 ประโยชนที่ไดจากการศึกษาน้ีจะทําใหทราบบทบาทของยีน hhl ใน V. harveyi  
และสามารถ นํา ไปประ ยุกต ใช ในการควบ คุมสภาวะตา ง  ๆ  ในการ เพาะ เลี้ ย งสั ตว นํ้ า                    
ไมใหเปนการสงเสริมความรุนแรงในการกอโรคของ V. harveyi และการศึกษาเช้ือจากอาหารทะเล  
ยังทําใหไดขอมูลเบื้องตนในการเฝาระวังโรคติดเช้ือจากการบริโภคอาหารทะเลที่มีการปนเปอนเช้ือ
กลุมดังกลาว 
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ทฤษฎีและหลักการ 

 
1. ลักษณะท่ัวไปของแบคทีเรียสกุล Vibrio 

แบคที เรียในวงศ  Vibrionaceae ประกอบดวย 8 สกุล คือ Aliivibrio, 
Catenococcus, Enterovibrio, Grimontia, Listonella, Photobacterium, Salinivibrio และ 
Vibrio โดยเช้ือสกุล Vibrio มีมากกวา 30 สปชีส (Sawabe et al., 2013) Vibrio เปนแบคทีเรีย  

กรัมลบ รูปรางแทงตรง หรือ แทงโคง ขนาดประมาณ 0.5-0.8  1.4-2.4 ไมโครเมตร (µm) เคลื่อนที่
ดวยแฟลกเจลลาหน่ึงเสน  หรือมากกวา   ที่ ข้ัวเซลล  สามารถผลิตเอนไซมออกซิ เดสได              
เจริญไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose agar (TCBS) สามารถเจริญได
ทั้งสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) โซเดียมไอออนสามารถกระตุนการเจริญ
ของ Vibrio ไดทุก สป ชีส  (Zhang and Austin, 2005) โดยเจริญได ดีในสภาวะ                         
ที่มี เกลือโซเดียมคลอไรด เขมขน 1-3% สามารถหมัก นํ้าตาลกลูโคสใหกรดแตไมใหแกส          
สามารถยอยไนเตรทเปนไนไตรท โดยทั่วไปสามารถสรางเอนไซม protease, amylase, lipase, 
lectinase, DNAase และ chitinase ได เมื่อแยก Vibrio จากสิ่งแวดลอมที่แตกตางกันจะพบ     
ความหลากหลายของสายพันธุ (Nyholm and Nishiguchi, 2008) เน่ืองจากปจจัยทางสิ่งแวดลอม 
ไดแก แสง, ความเค็ม, pH, อุณหภูมิ, สารอาหาร, ความดัน และการตกตะกอน เปนปจจัย           
ในการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถปรับตัวเพื่อความอยูรอดได  (Rozen and Belkin, 2001; 
Nyholm and Nishiguchi, 2008) แบคทีเรียในสกุล Vibrio มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียในวงศ 
Enterobacteriaceae  (Lee, 1990) 
 
2. ถ่ินท่ีอยูและความสําคัญของแบคทีเรียสกุล Vibrio 

Vibrio มีแหลงที่อยูตามธรรมชาติทั้งในนํ้าทะเล นํ้ากรอย นํ้าจืด พบเช้ือได     
ต้ังแตบรเิวณผิวนํ้าจนถึงใตทะเลลึก มกัแยกไดจากบรเิวณเขตรอน (อุณหภูมเิฉลี่ยสูงกวา 18ºC) 
(Thompson et al., 2006) มีทั้งทีอ่าศัยอยูอยางอสิระในนํ้า ในตะกอนดิน และสัตวทะเล          
โดยพบเปนเช้ือประจําถ่ินบริเวณผิวนอกและลําไสของสัตวทะเล (Fouz et al., 1990)  Vibrio 
จํานวน 40% เปนจุลินทรียประจําถ่ินบริเวณชายฝง โดยตรวจพบประมาณ 102-105 CFU/ml (Chan 
et al., 1986) อยางไรก็ตามความหนาแนนและอัตราสวนที่พบเช้ือข้ึนอยูกับวิธีการเกบ็ตัวอยาง 
ลักษณะภูมิศาสตร และฤดูกาล โดยพบวาชนิดของ Vibrio spp. บรเิวณทะเลและบริเวณชายฝง      
มีความคลายคลึงกัน (Urakawa et al., 1999) แตความแตกตางของสปชีสในทะเลข้ึนกับความลึก
ของระดับนํ้าทะเล (Ruby et al., 1980) V. cholerae, V. vulnificus, V. mimicus,                      
V. cincinnatiensis และ V. fluvialis  เจรญิไดดีในนํ้ากรอย และพบบอยบริเวณปากแมนํ้า (Farmer 
III and Hickman-Brenner, 2006) สวน V. fischeri, V. harveyi, V. splendidus                 
และ Photobacterium spp. สามารถพบไดบรเิวณใตทะเลลึกมากกวา 1,000 เมตร (Ruby et al., 
1980; Urakawa et al., 1999) Vibrio เปนแบคทีเรียที่มปีฏิสัมพันธกับสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศทางนํ้า 
ไดแก การหมุนเวียนสารอาหาร, ปฏิสัมพันธกบัปะการัง, โปรโตซัว, แพลงกตอนสัตว, แพลงกตอนพืช, 
หอย, หมึกและ ปลา (Thompson et al., 2006)  พบวา V. alginolyticus เปนโปรไบโอติกในกุง
เพาะเลี้ยง (Vandenberghe et al., 2003) อีกทั้งยังมบีทบาทในการหมุนเวียนสารอาหาร            



3 

 

ในสิ่งแวดลอมทางนํ้าโดยใชสารอินทรียทีล่ะลายในนํ้า ซึ่งสิง่มีชีวิตขนาดใหญไมสามารถใชได (Sherr 
and Sherr, 2000) Vibrio สามารถผลิตกรดไขมันจําเปนชนิดไมอิ่มตัวใหแกหวงโซอาหารในทะเล       
ซึ่งสิง่มีชีวิตในทะเลหลายชนิดไมสามารถผลิตได (Cottrell and Kirchman, 2000) และ        
สามารถยอยสลายไคตินซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของเปลอืกสัตวทะเล (ไคตินเปนสารพวก 
homopolymer ของ N-acetyl-D-glucosamine ซึ่งเปนกรดอะมโินที่มมีากทีสุ่ดในมหาสมทุร) ทํา
ใหเกิดการหมุนเวียนคารบอนและไนโตรเจนในทะเล (Cottrell and Kirchman, 2000; Riemann 
and Azam, 2002) 

 
3. การกอโรคในสัตวของแบคทีเรียสกุล Vibrio 

แบคทีเรียสกลุ Vibrio มากกวา 20 สปชีส สามารถกอโรคในสัตวได (Thompson 
et al., 2004) โดยพบกอโรคไดทั้งในสัตวมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง V. harveyi,                 
V. alginolyticus, V. cholerae, V. anguillarum, V. carchariae, P. damsela, V. ordalii และ 
V. vulnificus เปนกลุมที่ทําใหเกิดโรคไดบอยในปลาและกุง (Austin and Allen, 1982; Lightner, 
1993)  มีรายงานวา V. parahaemolyticus สามารถทําใหเกิดโรคตอระบบทางเดินอาหารของสัตว
นํ้าได (Tran, 2013; Kongrueng et al., 2014)  V. harveyi, V. fisheri V. splendidus      
สามารถสรางเอนไซมลซูิเฟอเรส (luciferase) กระตุนปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ aldehyde และ 
flavin mononucleotide (FMNH2) ปลดปลอยพลงังานทําใหเกิดการเรืองแสงสเีขียวแกมเหลือง 
(Ziegler and Baldwin, 1981) แบคทีเรียเรืองแสงบางชนิดไดแก V. harveyi, V. splendidus    
เปนสาเหตุของการเกิดโรคเรืองแสงหรอืโรคเพชรพลอย (luminous หรือ diamond disease) ในกุง  
โดยกุงที่มกีารติดเช้ือเรอืงแสง จะมกีารเคลื่อนที่ชาลง กลามเน้ือบริเวณชองทองจะมสีีขาวขุน ออนแอ 
กินอาหารนอยลง จมลงสูกนบอ และตายภายใน 1-2 วัน ภายหลังจากพบอาการ อัตราการตาย     
จะเพิม่สงูข้ึนจาก 20-100% และมีแสงคลายหิง่หอยลอยตัวข้ึนลงตามการเคลื่อนไหวของกุง 
(Ruangpan and Kitao, 1991) V. alginolyticus, V. ordalii, P. damsela และ V. salmonicida 
พบกอโรคสวนใหญในปลานํ้าเค็ม โดยปลาจะมีอาการคลายกับการติดเช้ือ Aeromonas hydrophila 
ซึ่งอาการเดนชัดที่พบ ไดแก การติดเช้ือในกระแสโลหิตซึง่กอใหเกิดจุดหรือปนเลือดออก               
ที่อวัยวะตางๆ โดยเฉพาะครีบ หาง และอาจพบแผลหลมุที่ผิวหนัง มามขยายใหญและมสีีแดงสด 
อาการทางพยาธิวิทยาพบจุดเน้ือตายที่ตับ ไต มาม และบางครั้งอาจพบทีเ่ย่ือเมือกของทางเดินอาหาร
ดวย  
www.micro.vet.chula.ac.th/index.php/doc/doc_download/57 (วันที่สืบคน 7 พฤษภาคม 
2557) 
 
4. สารยอยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolysin) ของแบคทีเรียสกุล Vibrio 

การกอโรคของแบคทีเรียกลุม Vibrio จําเปนตองอาศัยปจจัยกอโรคหลายชนิด
พบวา hemolysin เปนปจจัยกอโรคสําคัญที่ทําใหเช้ือมีความสามารถในการทําลายเม็ดเลือด 
(hemolytic activity) hemolysin จัดเปนสารพิษที่แบคทีเรียหลั่งออกมาภายนอกเซลล        
สามารถ ทําลายเย่ือหุมเซลลของเม็ดเลือดแดงและทําใหเกิดการรั่วไหลของโปรตีนที่มีธาตุเหล็ก     
เปนองคประกอบ เชน ฮีโมโกลบิน, ทรานสเฟอริน และแลคโตเฟอริน สงผลใหแบคทีเรีย         
ส าม า ร ถ นํ า ธ า ตุ เ ห ล็ ก เ ห ล า น้ั น ไป ใ ช ไ ด  เ ป า ห ม ายข อ ง  hemolysin ไ ม ไ ด จํ า กั ด                           
อยูเพียงแคเซลลเม็ดเลือดแดงเทาน้ัน  แตยังรวมถึงเซลลอื่น ๆ ในระบบภูมิคุมกันดวย ในบางครั้ง     
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จึงมีการเรียก hemolysin วา cytolysin การทําลายเซลลดังกลาวเปนการเพิ่มความรุนแรง           
ในการกอโรคของเช้ือ (Zhang and Austin, 2005) การแสดงออกของ hemolysin ของ Vibrio     
จะถูกควบคุมโดยปริมาณเหล็กของโฮสต (Stoebner and Payne, 1988; Zhang and Austin, 
2005) สามารถแบงชนิดของ hemolysin หลัก ๆ ที่ผลิตโดย Vibrio ออกเปน 4 กลุม ไดแก 

4.1 Thermostable direct hemolysin (TDH) 

TDH พบใน V. parahaemolyticus (Vp-TDH) มีคุณสมบติัทนความรอน (heat-

stable) สามารถทนอุณหภูมิ 100ºC ไดนาน 10 นาที (Takeda, 1982; Iida and Honda, 1997) 

ควบคุมการสรางโดยยีน tdh ซึ่งอยูบนโครโมโซมของเช้ือ (Nishibuchi et al., 1990) Vp-TDH 

สามารถทําลายเย่ือหุมเซลลเม็ดเลอืดแดงทําใหเกิดรูที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 นาโน-

เมตร กระตุนการผานเขาออกของ cation และ กระตุน K+ channel (Lang et al., 2004) มีรายงาน

การตรวจพบยีนทีม่ลีําดับเบสคลายคลึงกับ ยีน tdh ของ V. parahaemolyticus ใน V. cholerae 

non-O1, V. mimicus และ V. hollisae (Nishibuchi et al., 1990; Baba et al., 1991; 

Yamasaki et al., 1991; Shinoda et al., 2004) 

4.2 EI Tor hemolysin (HlyA) 

HlyA หรือ V. cholerae cytolysin (Olson and Gouaux, 2003) ควบคุม   

การสรางโดยยีน hlyA พบใน V. cholerae EI Tor O1 และ non-O1 (Ichinose et al., 1987) 

สามารถสลายเม็ดเลือดแดง และเซลลอื่น ๆ ของสัตว เลี้ยงลูกดวยนม มีรายงานวา Vibrio               

ที่กอโรค  ในคน ไดแก V. fluvialis, V. mimicus และ V. vulnificus สามารถผลิต hemolysin   

ชนิด HlyA ได โดยถูกควบคุมการสรางโดยยีน vfh, vmh และ vvh ตามลําดับ (Yamamoto et al., 

1990; Kim et al., 1997; Choi et al., 2002; Han et al., 2002; Shinoda et al., 2004) 

นอกจากน้ียังมีรายงานการตรวจพบยีนที่มีลําดับเบสคลายคลึงกับ ยีน hlyA ของ V. cholerae       

ใน Vibrio ที่กอโรคในสัตวทะเล เชน V. anguillarum, V. tubiashii, V. harveyi, V. campbellii 

และ V. coralliilyticus (de O Sentos et al., 2011; Hasegawa et al., 2008; Hirono et al., 

1996; Rattanama et al., 2009; Ruwandeepika et al., 2010)  มีรายงานการใชเทคนิค 

Southern blot hybridization ในการตรวจสอบการกระจายของยีน  hlyA ใน Vibrio               

ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม จํานวน  57 ไอโซเลท พบวามีเพียง 2 ไอโซเลทที่ตรวจพบยีน hlyA   

ในขณะตรวจพบยีน thermolabile hemolysin (tlh) ในเช้ือ 49 ไอโซเลท (Wong et al., 2007)    

จึงแสดงใหเห็นวายีน hlyA ไมมีการพบทั่วไปใน Vibrio ที่ไมกอโรค 

4.3 Thermostable direct hemolysin-related hemolysin (TRH) 

TRH ควบคุมการสรางโดยยีน trh (trh1 และ trh2) มีคุณสมบัติไมทนความรอน   

ที่ 60ºC นาน 10 นาท ี ทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงของสัตวบางชนิดแตก และทําใหสัตวทดลองตาย 

พบวาการปรากฏของยีน trh มีความสัมพันธกับการสรางเอนไซม urease การศึกษาลําดับ      

กรดอะมโินของ TRH พบวามีความคลายคลึงกบั TDH ถึง 67% (Zhang and Austin, 2005)  
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   4.4 Thermolabile hemolysin (TLH) 

TLH ควบคุมการสรางโดยยีน tlh มีคุณสมบัติไมทนความรอนที่ 60ºC นาน       

10 นาที มีคุณสมบัติเปน phospholipase A2/lysophospholipase แตบทบาทในการกอโรค      

ยังไมทราบแนชัด (Shinoda et al., 1991; Zhang and Austin, 2005) tlh gene                   

พบใน V. parahaemolyticus ทุกไอโซเลท และใน Vibrio อีกหลายสปชีส (Zhang and Austin, 

2005) ยีนควบคุมการสราง TLH hemolysin ของ V. harveyi (vhh) พบไดทัง้ในเช้ือสายพันธุกอโรค

และไมกอโรค (Zhang and Austin, 2000; Conejero and Hedreyda, 2004; Rattanama et al., 

2009) และการปรากฏของยีนดังกลาวไมสัมพันธกับการกอโรคในกุง (Rattanama et al., 2009) 

 
5. การวินิจฉัยแบคทีเรียสกุล Vibrio 

การเพาะแยกเช้ือแบคทีเรียสกลุ Vibrio โดยทั่วไป ทําโดยการนําตัวอยาง         
ไปเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อเพิ่มจํานวนเช้ือ (pre-enrichment) ใน alkaline peptone water (APW)         
ที่มีเกลือ 1-2% กอนเปนเวลา 6-8 ช่ัวโมง แลวจึงนําไปเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มสีารยับย้ังเช้ืออื่น 
(selective media) เชน Thiosulfate Citrate Bile salts Sucrose (TCBS) agar ซึ่งอาศัยคุณสมบัติ
ความทนตอเกลือนํ้าดี และ เจริญไดใน pH สูงของ อาจใชอาหารเลี้ยงเช้ือ CHROMagar Vibrio (CV)  
ซึ่งเปน chromogenic agar ที่มีสวนประกอบของ substrate สําหรับเอนไซม β-galactosidase  
ทําใหสามารถแยกความแตกตางของสปชีสจากสีโคโลนีไดดีกวาการใชอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS agar 
(Hara-Kudo et al., 2001) เมื่อแยกเช้ือบนอาหารแข็งแลวจึงนําเช้ือไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคม ี
(biochemical test) และปฏิกิริยาทางนํ้าเหลืองวิทยา (serological test) ตอไป เช้ือในสกลุ    
Vibrio สวนใหญสามารถเจริญบน nutrient agar ที่มีเกลอื 0.5-1% ที่อุณหภูมิ 37ºC ภายในเวลา 
18-24 ช่ัวโมง โคโลนีมลีักษณะกลมนูน ขอบเรียบ สีครีม ขนาดเสนผานศูนยกลางโดยเฉลีย่     
ประมาณ 2-5 มิลลเิมตร แต V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus โคโลนีมลีักษณะแผ 

 
6.  Vibrio harveyi และการกอโรคของ Vibrio harveyi 
 V. harveyi มีช่ือเดิมวา Achromobacter harveyi (Johnson and Shunk, 

1936) ตอมาเปลี่ยนเปน Lucibacterium harveyi, Beneckea harveyi และ V. harveyi (Farmer 

et al., 2005) นอกจากน้ีจากการศึกษาลักษณะและความสัมพันธทางพันธุกรรมของ V. harveyi 

และ V. carchariae ซึ่งเปนสาเหตุของการตายในปลาฉลาม พบวาเปนแบคทีเรียชนิดเดียวกัน      

(Gauger and Gomez-Chiarri, 2002) การเจริญของ V. harveyi ในทะเลถูกกระตุนโดยความเค็ม 

10-60 ppt อุณหภูมิ 25-32 ºC และ pH 5-9 (Kiriratnikom et al., 2000) สามารถกอโรคได       

ทั้งในสัตวมีกระดูกสันหลังและสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Pavia et al., 1989) V. harveyi                  

เปนหน่ึงในเช้ือกอโรครุนแรงที่พบในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าทั่วโลก โดยเฉพาะอยางย่ิงการกอโรคในกุง

เพาะเลี้ยง (Prayitno and Latchford, 1995; Zhou et al., 2012) เช้ือน้ีเปนสาเหตุสําคัญของโรค

เรืองแสง (luminous vibriosis) ในกุงระยะวัยรุนที่เพาะเลี้ยงในประเทศไทยและประเทศอื่นๆ        

ในแถบภูมิภาคเอเชีย เชน อินเดีย อินโดนีเซีย และ ฟลิปปนส (Lavilla-Pitogo et al., 1998; Teo 
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et al., 2000; Chari and Dubey, 2006) V. harveyi มีบทบาทสําคัญในการกอโรคในสัตวทะเล      

โดยมีผลตอการตายของปลาเกาเพาะเลี้ยง (Saeed, 1995; Yingxue et al., 2006) ทําใหเกิดโรคตา

ในปลานวลจันทรทะ เล  (Chanos chanos)  ( Austin and Zhang, 2006 )                              

และสามารถกอใหเกิด แผลเรื้อรังในปลาฉลาม (Bertone et al., 1996) ในปลาลิ้นเสือ 

(Paralichthys dentatus)  พบการ ติด เ ช้ือบริ เ วณลํา ไส และลั กษณะสี แดงรอบทวาร                  

ทองเต็มไปดวยของเหลวสีขาวขุน ลําไสเกิดการอักเสบและมีเน้ือตาย (Soffientino et al., 1999; 

Lee et al., 2002) ในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง  V. harveyi มักทําใหเกิดโรคในตัวออนของกุง

เพาะเลี้ยง ทั้งในแถบอเมริกาใตและทวีปเอเชีย (Prayitno and Latchford, 1995) นอกจาก        

ทําให เกิดโรคเรืองแสง ยังทํ าให เกิดโรค Bolitas negricans หรือ เกิด ตุมตามเ น้ือเ ย่ือ               

ระบบทางเดินอาหาร (Robertson and Austin, 1998) V. harveyi ยังเปนสาเหตุของการตาย      

ในหอยเปาฮื้อ เพาะเลี้ ยง  ลักษณะของโรค    พบจุดสีขาวบริ เวณเทาทํ า ใหหอยเป าฮื้ อ                  

ไมสามารถเกาะติดบริเวณพื้นผิวได และตายจมสูกนบอ (Nishimori et al., 1998; Austin and 

Zhang, 2006)  

กลไกการกอโรคของ V. harveyi ยังไมเปนทีท่ราบแนชัด เคยมีรายงานวา 

extracellular products (ECP) เปนปจจัยกอโรคทีส่ําคัญของ V. harveyi (Saeed, 1995)      

สามารถกอใหเกิดความรุนแรงซึง่เปนสาเหตุของการตายทัง้ในกุงกลุาดําและหนูทดลอง (Montero 

and Austin, 1999) ECP ของ V. harveyi เปนพิษตอปลาเกา การศึกษากลไกความรุนแรงของ ECP 

ของเช้ือสายพันธุกอโรคและสายพันธุที่ไมกอโรคพบวา protease, phospholipase, hemolysins 

และสารพิษนอกเซลลอื่น ๆ อาจจะมีบทบาทเกี่ยวของกบัการกอโรคของ V. harveyi ในกุงกุลาดํา 

(Liuxy et al., 1996) การศึกษาในอารทีเมีย (Artemia franciscana nauplii) พบความสมัพันธ

ระหวางการตายของอารทเีมียกบัการผลิต protease, phospholipase หรือ siderophores                   

แตไมพบวาเกี่ยวของกบัการผลิต lipase, gelatinase หรือ hemolytic activity  (Soto-Rodriguez 

et al., 2003) V. harveyi ที่แยกไดจากกุงเปนโรคสามารถผลิต extracellular cysteine protease 

ซึ่งอาจเปนปจจัยกอโรคอยางหน่ึงของเช้ือ (Fukasawa et al., 1988; Liu et al., 1997)  
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วัตถุประสงค 

1. เพื่อศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน hhl ของ V. harveyi กับยีน hlyA                

ของ V. cholerae  

2. เพื่อศึกษาผลของความเค็ม และ pH ตอการเจริญ, การสลายเม็ดเลือดแดง และความรุนแรง   

ในการกอโรคของ V. harveyi สายพันธุที่มียีน hhl  เปรียบเทียบกับเช้ือสายพันธุที่ไมมียีน

ดังกลาว 

3.     เพื่อศึกษาความชุกของเช้ือกลุม non-cholerae Vibrio ที่มียีน hlyA ในอาหารทะเล และ   

ศึกษาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง  และความสามารถในการกอโรคของ           

non-cholerae Vibrio ที่มียีน hlyA 
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ผลการทดลอง 
 

1. ลําดับนิวคลีโอไทด และ การวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมของยีน hhl  
การเพิ่มปริมาณยีน hhl ของ V. harveyi โดยวิธี PCR ได ช้ินสวนยีน                

ที่มีขนาด 1,090 bp เมื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดและนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด      
ที่มีความคลายคลึงกันในฐานขอมูล National center for biotechnology information (NCBI) 
โดยใชโปรแกรม BLAST (blastn) พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hhl ของ V. harveyi              
มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hhl ของ V. campbelli HY01 มากกวานิวคลีโอไทด
ของยีน hlyA ของ V. cholerae และ V. harveyi STD3-0949 และ STD3-0953 นอกจากน้ี    
ลําดับนิวคลีโอไทด ของยีน hhl มีความคลายคลึงกับยีน vmh ของ V. mimicus, vfh                
ของ V. fluvialis และ vah1 ของ V. anguillarum คอนขางนอย (ตารางท่ี 1) การศึกษา
ความสัมพันธ   ทางวิวัฒนาการพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hhl ของ V. harveyi และ            
V. campbellii HY01 จัดอยูในกลุมเดียวกับยีน hlyA ของ V. cholerae (รูปท่ี 1) 

 

ตารางท่ี 1 เปอรเซ็นตความเหมือน (identity) ของยีน hhl ของ V. harveyi PSU3282, PSU3283 
และ PSU3288 กับยีน hlyA homologues ของแบคทีเรีย Vibrio spp. และ non-Vibrio 

Bacterial species 
Hemolysin 

gene 
Accession 
number 

% identity (E value) to 

PSU3282 PSU3283 PSU3288 

V. harveyi      

PSU3282 hhl  100 (0.0) 98 (0.0) 96 (0.0) 

PSU3283 hhl  98 (0.0) 100 (0.0) 99 (0.0) 

PSU3288 hhl  96 (0.0) 99 (0.0) 100 (0.0) 

STD30949 hlyA GU230681 85 (0.0) 85 (0.0) 84 (0.0) 

STD30953 hlyA GU230682 84 (0.0) 85 (0.0) 84 (0.0) 

V. campbellii HY01 hhl  98 (0.0) 100 (0.0) 99 (0.0) 

V. cholerae N16961 hlyA AE003853 84 (0.0) 85 (0.0) 84 (0.0) 

V. mimicus vmh GU137289 75 (4e-92) 74  (6e-133) 73 (1e-122) 
V. fluvialis vfh AF348455 70 (2e-89) 71 (1e-93) 70 (3e-83) 

V. anguillarum vah1 LK021129 68 (3e-57) 63 (4e-10) 63 (4e-10) 

Aeromonas 
hydrophila 

hlyA U81555 65 (1e-04) 63 (3e-05) 63 (3e-05) 
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รูปท่ี 1 การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน hhl ของ V. harveyi ลําดับนิวคลีโอไทดได
จากฐานขอมูล NCBI แผนภาพแสดงความสัมพันธสรางโดยวิธี neighbor-joining จากโปรแกรม 
MEGA ตัวเลขแสดงบนกิ่ง (% bootstrap) มาจากการคํานวณ 1,000 ซ้ํา 

 
2. ปจจัยในการเพาะเลี้ยงตอการเจริญของ V. harveyi 

การศึกษาอัตราการเจริญของแบคทีเรียภายใตสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ความเค็ม 
และ pH ตางๆ พบวา V. harveyi ทุกสายพันธุเจริญเติบโตไดดีในสภาวะที่มี 3% NaCl, pH 8.6 
และอัตราการเจริญจะลดลงเมื่อลดความเขมขนของ NaCl และ pH (รูปท่ี 2) 

 

3.  ปจจัยในการเพาะเลี้ยงตอการสลายเม็ดเลือดแดงของ V. harveyi 
hhl+ V. harveyi และ V. campbellii HY01 ที่เจริญที่ pH 7.3 สภาวะ           

ที่มี 3% NaCl สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดนอยกวาเช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 0.5 และ 1.5% NaCl 
(p<0.05) อย าง ไรก็ ตามความเข มข นของ NaCl ที่ทดสอบไม มีผลตอความสามารถ                      
ในการสลายเม็ดเลือดแดงของ V. cholerae เมื่อศึกษาผลของ pH พบวา hhl+ V. harveyi           
ที่เจริญที่ pH 5 และ pH 8.6 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดสูงที่สุด ตรงขามกับ V. cholerae     
พบวาเช้ือที่เจริญที่ pH 7.3 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดสูงกวาเช้ือที่เจริญที่ pH 5 และ pH 8.6 
(p<0.05) ทั้งน้ี hhl+ V. harveyi มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงสูงกวา hhl- V. harveyi 
(p<0.05) และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง   
ของ hhl+ V. harveyi กับ V. campbellii HY01 ในเช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 0.5% NaCl (รูปท่ี 2) 
  



10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2  ผลของความเค็ม และ pH ตอการเจริญ และความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของ 

Vibrio รูป  แสดงคาเฉลี่ยของอัตราการเจริญ และแทงแสดง % hemolysis ของ V. harveyi 

PSU3282 (   ), PSU3283 (    ), PSU3288 (   ); V. campbellii HY01 (   ) มียีน hhl;               

V. cholerae (    ); V. harveyi PSU3303 (    ), PSU3280 (     ) ไมมียีน hhl เช้ือทดสอบ    

เจริญที่อุณหภูมิ 30C เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ในสภาวะตาง ๆ ไดแก (a) TSB0.5% NaCl ที่ pH 5, 

7.3 และ 8.6 (b) TSB1.5% NaCl ที่ pH 5, 7.3 และ 8.6 (c) TSB3% NaCl ที่ pH 5, 7.3 และ 

8.6 ทดสอบทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS โดยวิธี One way ANOVA 
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4.  ผลของสภาวะการเพาะเลี้ยงตอความสามารถในการกอโรคของเชื้อในสัตวทดลอง 
   การศึกษาความสามารถในการกอโรคในกุงของ V. campbellii HY01 (hhl+)      

ซึ่งเปนสายพันธุกอโรคและ V. harveyi PSU3283 (hhl+) และ  V. harveyi PSU3280 (hhl-)        
ที่มีความสามารถในการกอโรคตํ่า โดยใชหนอนผีเสื้อ (Galleria mellonella) เปนโมเดล          
พบวาที่ความเขมขนของเ ช้ือสูง (3x107 CFU/larval) สามารถสังเกตเห็นการสรางเม็ดสี 
(melanization) ของหนอนผีเสื้อทั้งหมดที่ทําการทดสอบ แตอยางไรก็ตามมีหนอนผีเสื้อบางตัว       
มีการสรางเม็ดสีและยังคงรอดชีวิตอยู (รูปท่ี 3a) โดยพบอัตราการตายของหนอนผีเสื้อที่ติดเช้ือ       
V. campbellii HY01 (hhl+) สูงกวาหนอนผีเสื้อที่ติดเช้ือ V. harveyi PSU3283 (hhl+) และ        
V. harveyi PSU3280 (hhl-) อยางมีนัยสําคัญสวนชุดควบคุม (PBS) ไมพบการตายของหนอนผีเสื้อ 
(รูปท่ี 3b) และจากการประเมินผลของสภาวะในการเลี้ยงเช้ือ (TSB+3% NaCl, pH 5)               
ตอความสามารถในการกอโรคในสัตวทดลอง พบวา  V. campbellii HY01 (hhl+)                       
ที่เลี้ยงใน TSB+3% NaCl, pH 5 หรือ TSB+1.5% NaCl, pH 7.3  ทําใหเกิดการตายของหนอนผีเสื้อ 
50% (LD50) แตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ แตอยางไรก็ตามหนอนผีเสื้อที่ฉีดดวย V. harveyi 
PSU3283 (hhl+) และ V. harveyi PSU3280 (hhl-) ไมมีมีความแตกตางของการรอดชีวิต           
ใน 48 ช่ัวโมง 

 
 

รูปท่ี 3 (a) การสรางเม็ดสีของตัวออนหนอนผเีสื้อ Galleria mellonella ทั้งที่มีชีวิตรอดและไมมีชีวิต
รอด ภายใน 48 ช่ัวโมงหลังจากการฉีดเช้ือ Vibrio campbellii HY01 ความเขมขน 3x107 CFU     
ซึ่งเลี้ยงในอาหาร TSB+1.5% NaCl, pH 7.3 (b)  กราฟ Kaplan-Meier แสดงการรอดชีวิต      
ภายใน 48 ช่ัวโมงหลังจากการฉีดเช้ือ V. campbellii HY01 ความเขมขน 3x107 , 3x106 , 3x105 
CFU และ V. harveyi PSU3283 (O) หรอื  PSU3280 (□); PBS () เปนชุดควบคุม 
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5.  การแยกและจําแนก non-cholerae Vibrio จากตัวอยางอาหารทะเล 
จํานวนอาหารทะเลที่ใชในการแยกเช้ือโดยใชอาหารแข็ง TCBS รวมทั้งหมด      

75 ตัวอยาง ไดจากตลาดสดในจังหวัดสงขลา แบงเปน กุง 45 ตัวอยาง, หมึก 18 ตัวอยาง,          
หอย 8 ตัวอยาง, ปู 2 ตัวอยาง และปลา 2 ตัวอยาง  

ก า ร เ ลื อ ก โ ค โ ล นี ที่ แ ต ก ต า ง กั นที่ ค า ด ว า น า จ ะ เ ป น เ ช้ื อ ก ลุ ม  Vibrio                     

คือเช้ือที่ใหผล oxidase เปนบวก ทั้งกลุมที่สามารถหมักนํ้าตาลซูโครสได (โคโลนีสีเหลือง)          

และไมหมักนํ้าตาลซูโครส (โคโลนีสีเขียว) เบื้องตนสามารถคัดเลือกเช้ือไดจํานวน 335 ไอโซเลท

แบงเปน ไอโซเลทที่แยกไดจากกุง 219 ไอโซเลท, หมึก 64 ไอโซเลท, หอย 36 ไอโซเลท,              

ปู 9 ไอโซเลท และปลา 7 ไอโซเลท (ตารางท่ี 2) 

เน่ืองจากมีรายงานวาแบคทีเรีย non-Vibrio บางชนิดสามารถเจริญได            
บน     TCBS agar เชน Aeromonas spp. และ Photobacterium spp. เปนตน จึงไดยืนยัน              
เช้ือทั้ง 335 ไอโซเลท วาเปนเช้ือกลุม Vibrio โดยวิธี PCR ซึ่งใชยีน 16S rRNA ที่จําเพาะ             
กับแบคทีเรีย Vibrio เปนยีนเปาหมาย โดยพบวามี 268 ไอโซเลทที่ใหผลบวก (ตารางท่ี 2)         
ทั้งน้ี ไอโซเลทที่ใหผลลบอาจเปนไปไดวาไมใช Vibrio หรืออาจเปน Vibrio ที่มีความผันแปร         
ของลําดับเบสของยีน 16S rRNA บริเวณที่ primers เกาะ และเน่ืองจากการศึกษาน้ีตองการ     
ตรวจหายีน hlyA ของ V. cholerae ใน non-cholerae Vibrio จึงทําการคัดเลือกเฉพาะ non-
cholerae Vibrio ไปศึกษาตอ ซึ่งหมายถึงไอโซเลทที่ใหโคโลนีสีเขียวทั้งหมด และไอโซเลทที่ใหโคโลนี
สีเหลืองแตใหผลลบกับการตรวจยีน ompW ซึ่งเปนยีนจําเพาะของ V. cholerae จากผลการจําแนก
เช้ือพบแบคทีเรียกลุม non-cholerae Vibrio ทั้งหมด 231 ไอโซเลท (ตารางท่ี 2) 
 
ตารางท่ี 2 จํานวน non-cholerae Vibrio ที่แยกไดจากอาหารทะเลประเภทตาง ๆ 

ชนิดอาหาร
ทะเล จํานวนตัวอยาง 

จํานวนไอโซ
เลทที่แยกจาก 
TCBS 

Vibrio spp.  
(16S rDNA PCR) 

non-cholerae Vibrio 
Sucrose 
fermenter 
(ompW -) 

Non- 
sucrose 
fermenter 

กุง 45 219 188 121 34 
หมึก 18 64 43 34 7 
หอย 8 36 26 23 3 
ปู 2 9 9 4 3 
ปลา 2 7 2 2 0 

รวม 75 335 268 184 47 
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6.  การศึกษาความจําเพาะของ hlyA hybridization probe และการตรวจหายีน hlyA      
    ใน non-cholerae Vibrio โดยวิธี colony blot hybridization 

การศึกษาความจําเพาะ (specificity) ของ hlyA probe ที่เตรียมได            
ผูวิจัยไดทดสอบความจําเพาะของ hlyA probe โดยวิธี colony blot hybridization กับแบคทีเรีย
จํานวน 6 สายพันธุ ไดแก V. cholerae O1 DMST 16261 (hlyA+) จํานวน 1 สายพันธุ,              
V. cholerae nonO1/nonO139 (hlyA-) จํานวน 1 สายพันธุ , V. parahaemolyticus                
ที่มีเฉพาะยีน tlh (tdh-trh-), V. parahaemolyticus ที่มีเฉพาะยีน tdh (tdh+trh-) และ                         
V. parahaemolyticus ที่มีเฉพาะยีน trh (tdh-trh+) จํานวนอยางละ 1 สายพันธุ จากผลการศึกษา
พบวา hlyA probe ที่เตรียมมีความจําเพาะสูง โดยมีเพียง V. cholerae O1 DMST 16261 (hlyA+) 
เทาน้ันที่ใหผลบวก (รูปท่ี 4) 

 

 
 

รูปท่ี 4 ความจําเพาะของ hlyA probe 
   1: hlyA+ Vibrio cholerae O1 El Tor 
  2: hlyA- V. cholerae nonO1/nonO139 
  3: tdh-trh- V. parahaemolyticus 
  4: tdh+trh-  V. parahaemolyticus 
  5: tdh-trh+ V. parahaemolyticus 

 

การตรวจหายีน  hlyA ในแบคที เ รี ยกลุ ม  non-cholerae Vibrio                        
ที่คัดแยกไดจากอาหารทะเล จํานวน 231 ไอโซเลท ดวยเทคนิค colony blot hybridization โดย
ใช probe ที่เตรียมขางตน พบวา non-cholerae Vibrio จํานวน 2 ไอโซเลทใหผลบวก เมื่อนําไป
จําแนกชนิดของเช้ือโดยวิธีเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA และยืนยัน โดยวิธี PCR ซึ่งใช 
species-specific primers พบวา คือ V. parahaemolyticus (VP40) และ V. alginolyticus 
(VA55) (รูปท่ี 5) 

 

 
 

รูปท่ี 5  Colony blot hybridization เพื่อตรวจหายีน hlyA ใน non-cholerae Vibrio 
 1: hlyA+ Vibrio cholerae O1 El Tor  

 2: hlyA- V. cholerae nonO1/nonO139 

 3: V. parahaemolyticus VP40 

 4: V. alginolyticus VA55 
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7.  การสลายเม็ดเลือดแดงของ V. parahaemolyticus VP40 และ V. alginolyticus VA55 
V. parahaemolyticus VP40 และ tdh-trh- V. parahaemolyticus                        

มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงไมแตกตางกัน คือ 12 และ 11.9% ตามลําดับ             
ส วน tdh+trh- V. parahaemolyticus และ tdh-trh+ V. parahaemolyticus                  
สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได 74.8 และ 100% ตามลําดับ (รูปท่ี 5) 

V. alginolyticus VA55 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได 22.7% ซึ่งแตกตาง    
อยางชัดเจน กับ V. alginolyticus Val.36 (แยกจากปลาเปนโรค) และ V. alginolyticus W6.2 
(แยกจากสิ่งแวดลอม) ที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดเพียง 2.4 และ 3.7% ตามลําดับ (รูปท่ี 5) 

 

   
 

รูปท่ี 6 ความสามารถในการสลายเม็ดเลอืดแดง (% hemolysis) ของ non-cholerae Vibrio ที่

ตรวจพบยีน hlyA ซึ่งแยกจากอาหารทะเล V. parahaemolyticus VP40 (  ), tdh-trh-                   

V. parahaemolyticus (  ), tdh+trh- V. parahaemolyticus (  ); tdh-trh+                              

V. parahaemolyticus (  ); V. alginolyticus VA55 (  ), V. alginolyticus Val.36 (  ),                

V. alginolyticus W6.2  (  ) เจริญที่อุณหภูมิ 37C เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ทดสอบความแตกตางทาง

สถิติโดยใชโปรแกรม SPSS โดยวิธี One way ANOVA 
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การวิเคราะหผลการทดลอง 
   

Hemolysin เ ป น ส า ร พิ ษที่ เ กี่ ย วข อ ง กั บ ก า ร ส ล าย เ ม็ ด เ ลื อ ดแด ง แล ะ               
เปนหน่ึงในปจจัยกอโรคสําคัญของเช้ือในสกุล Vibrio ซึ่งเช้ือแตละสปชีสก็จะมียีนที่เกี่ยวของ   
แตกตางกัน เชน ยีน tdh และ trh ของ V. parahaemolyticus, ยีน hlyA ของ V. cholerae และ 
ยีน vhh ของ V. harveyi เปนตน (Zhang and Austin, 2005; Rattanama et al., 2009) 
การศึกษากอนหนาไดตรวจพบยีนใน V. campbellii HY01 (เดิมคือ V. harveyi HY01)             
ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับยีน hlyA ของ V. cholerae มากถึง 86% และไดต้ังช่ือยีนน้ัน  
วายีน hhl การศึกษาในครั้งน้ันไดมีการตรวจหายีน hhl ใน V. harveyi สายพันธุอื่น ๆ                
ที่แยกจากสัตวทะเล (Rattanama et al., 2009) และพบวา V. harveyi จํานวน 3 สายพันธุ 
(PSU3282, PSU3283, PSU3288) มี ยีน hhl การ ศึกษาครั้ ง น้ีจึงได ศึกษาความสัมพันธ              
ทางวิวัฒนาการของยีน hhl ของ V. harveyi กับยีน hlyA ของ V. cholerae และ                   
พบความเหมือนกันมากกวา  84% ดังแสดงให เห็นในรูปสายสัมพันธทาง วิ วัฒนาการ                   
ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hhl และ ยีนที่เกี่ยวของกับการสลายเม็ดเลือดแดงอื่นๆ ในกลุม     
hlyA homologues ของเช้ือในสกุล Vibrio  ซึ่งแสดงใหเห็นวายีน hhl ที่ตรวจพบใน V. harveyi น้ี
อาจจะไดรับการถายทอดมาจาก V. cholerae โดยตรง แบคทีเรียสกุล Vibrio อาศัยอยูทั่วไปในนํ้า
ทะเล และนํ้ากรอยทั่วโลก ดังน้ันการแลกเปลี่ยนยีนระหวาง V. cholerae และ non-        
cholerae Vibrio จึงเปนไปไดงาย ดังที่มีรายงานการปรากฏของยีนที่คลายคลึงกับยีน hlyA        
ของ V. cholerae ใน non-cholerae Vibrio หลายสปชีส ไดแก V. anguillarum (vah1),              
V. tubiashii (vthA และ vthB), V. campbellii, V. coralliilyticus และ V. harveyi (hhl) 
(Hirono et al., 1996; Hasegawa et al., 2008; Rattanama et al., 2009; Ruwandeepika et 
al., 2010; De O Santos et al., 2011) นอกจากน้ียังมีรายงานวา Vibrio สปชีสที่กอโรคในมนุษย 
ไดแก V. fluvialis, V. mimicus และ V. vulnificus สามารถผลิตฮีโมไลซินที่คลายคลึงกับ hlyA   
ของ V. cholerae ได (Yamamoto et al., 1990; Kim et al., 1997; Kothary et al., 2003)     
ซึ่งลําดับกรดอะมิโนของ  V. fluvialis hemolysin (VFH) และ V. mimicus hemolysin (VMH)     
มีความคลายคลึงกับ HlyA hemolysin ของ V. cholerae ถึง 71% และ 81.6% ตามลําดับ 
(Yamamoto et al., 1990; Han et al., 2002)  

  การศึกษาครั้งน้ีพบวา hhl+ V. harveyi มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
สูงกวา hhl- V. harveyi มีรายงานแสดงความสัมพันธระหวางการปรากฏของยีน hlyA ใน non-
cholerae Vibrio กับคุณสมบัติในการกอโรคของเช้ือ เชน V. fluvialis VFH สามารถ              
ยอยสลายเม็ดเลือดแดงของแกะ, หนู, หมู, กระตาย, ลูกวัว, แพะ, มา และ หาน ได และ มีความเปน
พิษตอรังไขของหนูแฮมสเตอร (Kothary et al., 2003) V. anguillarum Vah1 เปนสาเหตุหลักที่ 
ทําใหเกิดโลหิตเปนพิษในปลา (Austin and Austin, 2007) และพบวาเมื่อทําใหยีน vah1             
เกิดการกลายพันธุจะทําใหความรุนแรงในการกอโรคตอปลาแซลมอนลดลง (Rock and Nelson, 
2006) อยางไรก็ตามการศึกษากอนหนาน้ีพบวา หลังจากฉีดเช้ือ 24 ช่ัวโมง แมวา hhl+ V. harveyi 
PSU3288 จะทําใหกุงตาย 100% แต hhl+ V. harveyi PSU3282 และ PSU3283 กลับทําใหกุงตาย
เพียง 29% สวน hhl- V. harveyi PSU3280 ทําใหกุงตายถึง 58% ที่นาสนใจคือ hhl- V. harveyi 
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PSU3303 กลับทําใหกุงตาย 100% ภายใน 12 ช่ัวโมง (Rattanama et al., 2009)                   
ดังน้ันอาจมีปจจัยอื่นๆที่ควบคุมความสามารถในการกอโรคของเช้ือกลุมดังกลาว งานวิจัยกอนหนาน้ี
แสดงใหเห็นวาการเลี้ยง V. harveyi ที่ความเค็มตํ่า ๆ (1-1.5% NaCl) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง                    
กอนการทดสอบความรุนแรงในกุงจะเพิ่มความสามารถในการกอโรคของเช้ือ อยางไรก็ตาม รายงาน
ดังกลาวไดระบุวาการเลี้ยงเช้ือที่ pH 5 จะลดความสามารถในการกอโรคของเช้ือ (Prayitno and 
Latchford, 1995) การศึกษาผลของปจจัยทางสิ่งแวดลอมตอการกอโรคของ V. alginolyticus และ 
V. anguillarum พบวาอุณหภูมิและความเค็มมผีลตอการเกาะติดและ เพิ่มความสามารถในการกอ
โรคในปลาของเช้ือทั้งสอง (Bordas et al., 1996; Ben-Haim et al., 2003; Krishnan et al., 
2004) 

 การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาปจจัยทางสิ่งแวดลอม ไดแก ความเค็ม และ pH            
มีผลตอการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi โดยพบวาเช้ือที่ เจริญที่ pH 7.3              
สภาวะที่มี 3% NaCl สลายเม็ดเลือดแดงไดนอยกวาเช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 0.5 และ 1.5% NaCl 
และเช้ือที่เจริญ ที่ pH 5 และ pH 8.6 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดสูงที่สุด มีรายงานวาปจจัย     
ทางสิ่งแวดลอมสงผลตอการเจริญของเช้ือและความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงในเช้ือกอโรค
หลายชนิด ไดแก  Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 
(Geoffroy et al., 1987; Forti and Menestrina, 1989; Schmidt et al., 1996)                 
อยางไรก็ตามไมคอยพบรายงานในเช้ือกลุม Vibrio นอกจาก V. cholerae ที่พบวา pH 7.1-7.4 
เหมาะสมตอการสลายเม็ดเลือดแดงของเ ช้ือ  (Feeley and Pittman, 1963)                          
จากการศึกษาผลของ pH (pH5-8) ตอการทําใหเม็ดเลือดแดงเปนรู ของ enterohemorrhagic       
E. coli (EHEC) HlyA hemolysin พบวาที่ pH 5 เช้ือทําใหเกิดรูที่เม็ดเลือดแดงไดตํ่าสุด แตที่ pH 8 
เช้ือทําใหเกิดรูที่เม็ดเลือดแดงไดสูงสุดและ เกลือสามารถเหน่ียวนําใหเช้ือทําใหเม็ดเลือดแดงเปนรู    
ที่ pH เปนกลางได โดยพบวา cation เหน่ียวนําไดดีกวา  anion  (Schmidt et al., 1996)         
ซึ่งแตกตางจาก L. monocytogenes listeriolysin O (sulfhydryl-activated toxins) ที่ทํางานไดดี
ที่สภาวะแวดลอมที่เปนกรด กลาวคือ สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดดีที่ pH 5.5  แตที่ pH 7        
จะไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได ซึ่งแตกตางจาก sulfhydryl-activated toxins อื่น ๆ (Geoffroy 
et al., 1987; Schuerch et al., 2005; Bavdek et al., 2012) การศึกษาผลของความเค็ม และpH  
ตอการสลายเม็ดเลือดแดงและการสราง cytolysin ของ A. hydrophila ที่แยกไดจากหอยนางรม 
พบวาเช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 1-5% NaCl, pH 7.2 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดดีกวาเช้ือ          
ที่เจริญ pH อื่น ๆ (Tsai et al., 1997; Baratela et al., 2001) ดังน้ันปจจัยทางสิ่งแวดลอม       
ดานความเค็ม และ pH อาจมีบทบาทและ เพิ่มความรุนแรงตอการยอยสลายเม็ดเลือดแดง         
ของ hhl+ V. harveyi การแสดงของยีน hhl ทําใหเช้ือสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดมากข้ึน         
ในสภาวะที่แตกตางออกไปจากสภาวะปกติ ดังน้ันเช้ือกลุมน้ีอาจกลายเปนเช้ือกอโรคในสัตวทะเลได
หากสิ่งแวดลอมมีการเปลี่ยนแปลงไปในสภาวะดังกลาว  

 ผลของสภาวะการเพาะเลี้ยงตอความสามารถในการกอโรคของเช้ือในสัตวทดลอง 
ซึ่งกอนหนาน้ีมีรายงานวาหนอนผีเสื้อ (G. mellonella) เปนโมเดลที่เหมาะสมในการศึกษา        
การกอโรคของเช้ือ V. anguillarum ในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า (McMillan et al., 2015)  ดังน้ัน     
ในการทดลองน้ีจึงใชหนอนผีเสื้อในการศึกษาการกอโรคของเช้ือ V. campbellii HY01 (hhl+),      
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V. harveyi PSU3283 (hhl+) และ  V. harveyi PSU3280 (hhl-) ที่เลี้ยงในสภาวะ TSB+3% NaCl, 
pH 5 หรือ TSB+1.5% NaCl, pH 7.3 อยางไรก็ตามไมพบความสัมพันธระหวางการปรากฏของยีน 
hhl กับความสามารถในการกอโรคของเช้ือในตัวออนของหนอนผีเสื้อและ ยังไมพบความแตกตาง 
ของการทําใหเกิดโรคใน V. harveyi ที่มียีน hhl และไมมียีน hhl ซึ่งอาจเปนผลมาจากเช้ือใชปจจัย      
กอโรคอื่นในการทําใหเกิดโรค หรือ อาจมีปจจัยทางสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ภายในตัวออนของสัตวทดลอง  
ที่ใชศึกษาสงผลตอความสามารถในการกอโรคของเช้ือ 
 การศึกษาน้ีไดคัดแยก non-cholerae Vibrio ไดจํานวน 231 ไอโซเลท                  
จากตัวอยางอาหารทะเลจํานวน 75 ตัวอยาง และใชเทคนิค colony blot hybridization           
ในการตรวจหาความชุกของเช้ือที่มียีน hlyA โดยเตรียม probe จากการเพิ่มจํานวนยีน hlyA                     
ของ V. cholerae O1 DMST 16261 ดวยวิธี PCR แลวนํามาติดฉลากโดยวิธี random-primed 
DNA labeling ดวย DIG-dUTP จากน้ันนําไปทดสอบความจําเพาะและหาสภาวะที่เหมาะสม       
ของปฏิกิริยา hybridization เพื่อยืนยันวา probe ไมสามารถจับกับยีนสราง hemolysin              
ในกลุมอื่นๆ นอกเหนือจาก hlyA ได โดยยีนสราง hemolysin ที่สําคัญอื่น ๆ ที่มีรายงานในปจจุบัน 
ไดแก tlh, tdh และ trh ซึ่งควบคุมการสราง TLH, TDH และ TRH ตามลําดับ ผลการศึกษา            
พบวามีเช้ือเพียง 2 ไอโซเลทที่ใหผลบวก (V. parahaemolyticus VP40 และ V. alginolyticus 
VA55) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเช้ือ non-cholerae Vibrio กลุมที่พบมากในอาหารทะเลเปน           
V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus  (Chan et al., 1986) จึงอาจไมมีความหลากหลาย
ทางสปชีสของเช้ือที่แยกไดจากอาหารทะเลในครั้งน้ี อีกทั้งเช้ือทั้งสองสป ชีสก็ยังไมเคยมีรายงาน    
การตรวจพบ ยีน hlyA homologues มากอน การทดสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
ของ V. parahaemolyticus VP40 พบวาเช้ือมีความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแกะได
นอยมากไมแตกตางกับ tdh-trh-  V. parahaemolyticus ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเช้ืออาจไดรับยีน      
ที่มีการกลายพันธุหรือการแสดงออกตรงบริเวณ promoter อยางไรก็ตามพบวา V. alginolyticus 
VA55 กลับสลายเม็ดเลือดแดงไดดีกวา V. alginolyticus สายพันธุอื่น ๆ จากผลขางตนยังไมสามารถ
ระบุไดถึงความสัมพันธของการปรากฏของยีน hlyA ในเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท กับความสามารถ          
ในการสลายเม็ดเลือดแดง เน่ืองจากเมื่อทําการยืนยันการปรากฏของยีนดวยวิธี PCR โดยใช            
V. cholerae hlyA primers แลวพบวาใหผลลบ ซึ่งอาจเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลง            
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่ primers เกาะ ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาที่พบวาไมสามารถ
ตรวจหายีน hlyA ของ V. cholerae non-O1/non-O139 จํานวน 2 ไอโซเลทไดดวยวิธี PCR       
แตสามารถตรวจพบไดดวยวิธี colony blot hybridization (Grim et al., 2009)  ในทางกลับกัน
เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท อาจไมมียีน hlyA homologues แตเทคนิค colony blot hybridization แสดง
ผลบวกปลอมเน่ืองจากเทคนิคน้ีมีความจําเพาะนอยกวาวิธี PCR (Noordhoek et al., 1994; Grim 
et al., 2009)  
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สรุปผลการทดลอง 

 
1.  ยีน hhl ของ V. harveyi PSU3282, PSU3283 และ PSU3288 มีความสัมพันธทางวิวัฒนาการ

ใกลชิดมากกับยีน hlyA ของ V. cholerae โดยลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกัน         

มากกวา 84% บงช้ีวา V. harveyi อาจจะไดรับการถายทอดยีนน้ีมาจาก V. cholerae 

2. ความเค็ม และ pH สงผลตอการเจริญและการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi                    

โดย V. harveyi ทุกสายพันธุมีอัตราการเจริญสูงสุดในสภาวะที่มี 3% NaCl, pH 8.6              

แตความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi เพิ่มข้ึนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง

ความเค็ม และ pH ที่แตกตางไปจากสภาวะดังกลาว โดยพบวาที่ pH 7.3 เช้ือที่เจริญในสภาวะ   

ที่มี 0.5% และ 1.5% NaCl มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงสูงกวาที่ เ ช้ือ               

ที่เจริญในสภาวะที่มี 3% NaCl และเช้ือที่เจริญที่ pH 5 และ pH 8.6 มีความสามารถ              

สลายเม็ดเลือดแดงสูงที่สุดในทุกความเค็มที่ทดสอบ และ hhl+ V. harveyi มีความสามารถ           

ในการสลายเม็ดเลือดแดงสูงกวา hhl- V. harveyi ทั้งน่ีไมพบความสัมพันธของการปรากฏ     

ของยีน hhl กับความสามารถในการทําใหเกิดโรคในตัวออนของหนอนผีเสื้อ (G. mellonella) 

อยางไรก็ตามการถายโอนยีน hlyA จาก V. cholerae ไปยัง V. harveyi อาจสงเสริมใหเช้ือ   

สายพันธุที่ไดรับยีนสามารถปรับตัวในสิ่งแวดลอมที่หลากหลาย และเพิ่มความสามารถ          

ในการกอโรคของเช้ือในบางสภาวะได 

3.  ในอาหารทะเลมีความชุกของเช้ือกลุม non-cholerae Vibrio ที่มียีน hlyA นอยมาก (0.01%) 

และการยืนยันการปรากฏของยีน hlyA ที่ตรวจพบในเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท โดยใชวิธี PCR        

ไดผลลบและไมพบความสัมพันธของการปรากฏของยีนดังกลาวตอความสามารถ                      

ในการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ V. parahaemolyticus แตพบใน V. alginolyticus  
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วิธีการทดลองเพิ่มเติม 
 

1. การตรวจหายีน hhl ดวยวิธี PCR (Rattanama et al., 2009) 
 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี  

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.0 
2.5 mM dNTPs 0.2 mM 1.6 
2 µM hhl-F Primer  0.2 µM 1.0 
2 µM hhl-R Primer  0.2 µM 1.0 
5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.1 
Template DNA - 1.5 
Water  - 12.8 
Total volume   - 20.0 

 

สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา จํานวนรอบ 
Hot start 94 5 min 1 
Denature 94 45 s  
Annealing 50 1 min 30 
Extention 72 1 min  
Final Extention 72 10 min 1 
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2. การตรวจหายีน 16s rRNA ดวยวิธี PCR (Thompson et al., 2004) 
 
 สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี  

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.0 
2.5 mM dNTPs 0.2 mM 1.6 
2 µM 567F Primer  0.2 µM 2.0 
2 µM 680R Primer  0.2 µM 2.0 
5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.1 
Template DNA - 2.0 
Water  - 10.3 
Total volume   - 20.0 

 

สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 95 8 1 
Denature 95 1  
Annealing 58 1 35 
Extention 68 1  
Final Extention 68 5 1 
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3. การตรวจหายีน ompW ดวยวิธี PCR (Nandi et al., 2000) 
 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี  

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

 

สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา จํานวนรอบ 
Hot start 95 5 min 1 
Denature 95 30 s  
Annealing 64 30 s 30 
Extention 68 30 s  
Final Extention 68 5 min 1 
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4. การตรวจหายีน hlyA ดวยวิธี PCR ดัดแปลงจากวิธีของ (Rivera et al., 2001) 
  
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี  
 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.5 
2.5 mM dNTPs 0.2 mM 2.0 
20 µM hlyA-F/class Primer  0.8 µM 1.0 
20 µM hhl-F/El Primer  
20 µM hhl-R Primer 

0.8 µM 
0.8 µM 

1.0 
1.0 

5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.125 
Template DNA - 2.0 
Water  - 16.375 
Total volume   - 25.0 

 

สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 94 2  1 
Denature 94 2  
Annealing 60 1  30 
Extention 72 1   
Final Extention 72 10 1 
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5. การแยก non-cholerae Vibrio จากอาหารทะเล ดัดแปลงวิธีจาก (DePaola et al., 1987) 
 5.1  เตรียมตัวอยางโดย กุงใชทั้งตัว, หอยแกะเอาเปลือกออก, ปูจะใชสวนของนมปู และหมึก    

ใชบริเวณหนวด ปนตัวอยางอาหารทะเลประมาณ 1 นาที จากน้ันแบงตัวอยางมา 25 กรัมแลวเติม 
alkaline peptone water (APW) pH 8.6 จํานวน 225 มิลลิลิตร กรองเอาสวนนํ้าไปบม         
ที่อุณหภูมิ 30ºC เปนเวลา 6-8 ช่ัวโมง นํามาแยกเช้ือโดยใชอาหาร TCBS agar โดยบมที่อุณหภูมิ 
30ºC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเก็บโคโลนีเด่ียว ประมาณ 5 โคโลนี ที่แตกตางกันทั้งโคโลนี        
สีเหลืองและสีเขียวและคาดวาไมใช V. cholerae 

 5.2  นําโคโลนีที่ไดจาก TCBS agar มาเลี้ยงใน TSA+1% NaCl นําไปบมที่อุณหภูมิ 30ºC   
 เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง แลวทดสอบ oxidase test โดยโคโลนีที่ใหผล oxidase test เปนบวก 
 จะนําไปสกัด DNA เพื่อจําแนกเช้ือโดยวิธี PCR ตอไป 

  
6. การสกัด DNA จากเซลลแบคทีเรียโดยวิธีตมเดือด (boiling) (Thaithongnum et al., 
2006) 

6.1 ถายโคโลนีเด่ียวจาก TSA+1% NaCl ลงในหลอดพีซอีารทีม่นํ้ีากลั่นปราศจากเช้ือ 
ปริมาตร 100 µl และถายเช้ือโคโลนีเดียวกัน spot ลงบน TSA+1% NaCl เพื่อเกบ็ 
6.2  ทําการสกัดดีเอน็เอโดยการ boiling ที่อุณหภูมิ 95ºC เปนเวลา 10 นาที  
6.3 เก็บไวที่อุณหภูมิ -20ºC หรือ ใชเปน template DNA ไดทันที 

  
7. การจําแนก non-cholerae Vibrio โดยวิธ ีPCR ซึ่งใชยีน Vibrio 16S rRNA และ ompW  

เปนยีนเปาหมาย 
ใช primers 2 คู คือ 567F และ 680R เปน genus-specific primers         

สวน ompW-F และ ompW-R เปน species-specific primers สําหรบั V. cholerae แบคทีเรีย  
ในกลุม non-cholerae Vibrio จะใหผลบวกกับยีน 16s rRNA และใหผลลบกับยีน ompW สภาวะ
ตาง ๆ ที่ใชในปฏิกิริยาระบุไวในขอ 2 และ 3 

 
Target 
genes 

PCR primer and sequence (5’-3’) 
Product 
size (bp) 

Reference 

Vibrio 
16S rRNA 

567F: GGCGTAAAGCGCATGCAGGT 
680R: GAAATTCTACCCCCCTCTACAG 

110 
(Thompson 
et al., 2004) 

ompW 
OmpW-F: CACCAAGAAGGTGACTTTATTGTG 
OmpW-R: GAACTTATAACCACCCGCG 

588 
(Nandi et al., 
2000) 
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8. การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบสําหรับสังเคราะห hlyA hybridization probe  
 ดีเอ็นเอแมแบบใชผลผลิต PCR ที่ไดจากยีน hlyA ของ V. cholerae O1, El Tor 
DMST16961 โดยใช hlyA primers สภาวะตาง ๆ ที่ใชในปฏิกิริยาระบุไวในขอ 4 จากน้ันสกัด   
PCR product ที่ไดจาก agarose gel ดวย Gel/PCR fragments extraction kit (Geneaid, 
Taiwan) และเก็บไวที่ -20ºC เพื่อนําไปติดฉลาก 
 

Target 
genes 

PCR primer and sequence (5’-3’) 
Product 
size (bp) 

Reference 

hlyA 

hlyA-F/el tor: 
GGCAAACAGCGAAACAAATACC 
hlyA-F/class: GAGCCGGCATTCATCTGAAT 
hlyA-R: CTCAGCGGGCTAATACGGTTTA 

481/738  
 

Rivera et 
al., 2001 

 
9. การติดฉลาก  hlyA hybridization probe 

9.1 ติดฉลากดีเอ็นเอแมแบบที่ไดตามวิธีที่ระบุไวใน DIG High Prime DNA labeling and 
detection starter kits I (Roche, Germany) โดยเติมดีเอ็นเอแมแบบ 1 µg ลงในหลอดพีซีอาร
และเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 16 µl 
9.2 แยกดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเด่ียวโดยการใหความรอนเปนเวลา 10 นาที และทําใหเย็น  
อยางรวดเร็วในถังนํ้าแข็ง 
9.3  ผสมดีเอ็นเอสายเด่ียวกับสารละลาย DIG-High prime หมุนเหว่ียงอยางรวดเร็วและ 
บมที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 20 ช่ัวโมง 
9.4  หยุดปฏิกิริยาโดยใหความรอนที่ 65ºC เปนเวลา 10 นาที 
9.5  วัดประสิทธิภาพการติดฉลาก probe เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอควบคุม ตามวิธีที่ระบุไว 
ใน DIG High Prime DNA labeling and detection starter kits I (Roche, Germany) 

 
10. การตรวจหาการกระจายของยีนกลุม hlyA family โดยวิธ ี colony blot hybridization   

ดัดแปลงวิธีจาก (Litwin et al., 1992)  
10.1 เลี้ยงแบคทเีรียบนอาหารแข็ง TSA+1% NaCl ที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 10.2 เตรียมตัวอยางลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส โดยถายโคโลนีของแบคทีเรียลงบนแผน            ไน
โตรเซลลูโลสจากน้ันวางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar แลวบมที่ 37ºC เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
เพื่อใหเช้ือเจริญ 
10.3 ทําใหเซลลแตกบนแผนไนโตรเซลลโูลสโดยวางแผนไนโตรเซลลูโลสที่มเีช้ือเจรญิแลว  
ลงบนกระดาษกรอง 3M ที่ชุมดวยสารละลาย lysis solution (0.5 N NaOH) ปริมาตร             
1 มิลลลิิตร บมทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที สารละลายจะแพรผานแผนกรองไปยอยเซลล 
ทําซ้ํา 2 ครั้ง ระวังอยาใหสารละลายสมัผสัผิวหนาที่มเีช้ือเจริญ 
10.4 คีบแผนไนโตรเซลลูโลสวางลงบนกระดาษกรอง 3M ที่ชุมดวยสารละลาย neutralization 
solution (1M Tris, pH 5.4) ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 



37 

 

 10.5 เมื่อแผนไนโตรเซลลูโลสแหง ตรงึดีเอ็นเอของเช้ือบนแผนกรองโดย UV-cross linking 
10.6 ตรวจหาการกระจายของยีนกลุม hlyA family ตามวิธีที่ระบุไวใน DIG High Prime DNA 
labeling และ detection starter kits I (Roche Applied Science, Germany) 

  
11. การจําแนก non-cholerae Vibrio ท่ีมียีนกลุม hlyA โดยวิธีการหาลาํดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน 16S rRNA 
 11.1  สกัดดีเอ็นเอของ non-cholerae Vibrio ที่ใหผล hlyA colony blot hybridization  

เปนบวก ดวย Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit เพื่อเพิม่จํานวนช้ินสวนยีน 16S rRNA ดวยวิธี 
PCR โดยใช 27F และ 1492R primers แลวสกัด PCR product ที่ไดจาก agarose  gel ดวย 
Gel/PCR fragments extraction kit (Geneaid, Taiwan) จากน้ันนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 

 
Target 
genes 

PCR primer and sequence (5’-3’)* 
Product 
size (bp) 

Reference 

Bacterial 
16S rRNA 

27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  
1492R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

1,500 
(Thompson et 

al., 2004) 
* M = A or C 
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12. การสราง Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MEGA6 
12.1 นําสาย sequence ที่ตัดไดไป blast ในฐานขอมูล ncbi 
12.2 Copy sequence ที่จะใชศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ใสใน notepad และคลกิ file 

> save as เปนนามสกลุ .fas ดังรูป 
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12.3  เปดโปรแกรม MEGA6 
 

 
 

 
 
 



40 

 

12.4 คลิก File > open A file/session > เลือก file sequence ทั้งหมดนามสกลุ .fas > open 
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12.5 คลิกเลือก align > ปรากฏหนาจอเตรียม alignment  
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12.6 คลิกช่ือ sequence ใหเปนสีดําทั้งหมด > คลิก alignment > aligh by clastal W > OK 
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12.7 ปรากฏ sequence ทั้งหมดทีผ่านการ alignment  
 

 
 
 
12.8 คลิก data > export alignment > MEGA format > พิมพช่ือไฟล > save 
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12. 9 ใสช่ือ Title > กด OK 
 

 
 

 
12.10  โปรแกรมถามวา ตองการ Protein-coding nucleotide sequence data หรอืไม > กด No 
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12.11 ปดหนาตาง alignment > คลิก Phylogeny > เลือกประเภท tree ที่ตองการวิเคราะห > 
เลือก file.meg > open 

 

 
 

 
 

12.12 ชอง Test of Phylogeny > เลือก Bootstrap method > compute 
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12.13 เมื่อโปรแกรมวิเคราะหเสรจ็ จะปรากฏ tree ข้ึนดังรปู 
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