
 
 

รายงานวจิัยฉบบัสมบูรณ 
  

 
การตรวจหาลักษณะท่ีเกีย่วของกับการกอโรค 

ในเช้ือ Vibrio cholerae ท่ีแยกไดจากอาหารทะเลสด 
Detection of virulence-related characteristics  

among Vibrio cholerae isolated from fresh seafood 

 
 
 

คณะนักวิจยั 
 ดร.พิมลศรี  มิตรภาพอาทร   คณะวิทยาศาสตร 

ดร.กมลธรรม  อํ่าสกลุ      คณะวิทยาศาสตร 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครงการวิจัยน้ีไดรับทุนสนับสนุนจากเงินรายไดมหาวิทยาลัย
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

ประจําปงบประมาณ 2556  รหัสโครงการ  SCI560370S 
  



ชื่อโครงการวิจัย การตรวจหาลักษณะที่เกี่ยวของกบัการกอโรคในเช้ือ Vibrio cholerae  
 ที่แยกไดจากอาหารทะเลสด 
 Detection of virulence-related characteristics among Vibrio cholerae  
 isolated from fresh seafood 
คณะนักวิจัย ดร.พิมลศรี  มิตรภาพอาทร  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

ดร.กมลธรรม  อ่ําสกลุ   ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 
 
  



สารบัญ 
 
 หนา 
รายการตาราง i 
รายการภาพ ii 
กิตติกรรมประกาศ iii 
บทคัดยอ  
 ภาษาไทย iv 
 ภาษาอังกฤษ iv 
บทสรุปผูบริหาร 
 บทนํา 

วัตถุประสงค 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
สรปุผลการทดลอง 
เอกสารอางอิง 

 
1 
2 
3 
14 
15 

ภาคผนวก  
 สําเนาบทความที่ไดรบัการตีพมิพแลว 

ขอเสนอแนะสําหรับการวิจัยตอไป 
 Abstract การเผยแพรผลงานในงานประชุมวิชาการ 
 

  
  

 

19 
20 
21 
 

  
 



i 
 

 
รายการตาราง 

 
 หนา 
ตารางท่ี 1  จํานวน V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลประเภทตาง ๆ 4 
ตารางท่ี 2 กลุมของ V. cholerae ตามรูปแบบการมยีีนทีเ่กี่ยวของกบัการกอโรค 6 
ตารางท่ี 3   ลักษณะของ V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละกลุม (A-H)  
 จํานวน 35 ไอโซเลท 

7 

ตารางท่ี 4   แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae จํานวน 35 ไอโซเลท 9 
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รายการภาพ 

  

 หนา 
รูปท่ี 1   การปรากฏของยีนกอโรคใน Vibrio cholerae สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจากผูปวย 5 
รูปท่ี 2   ผลการทํา colony hybridization ของ Vibrio cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเล 
 เมื่อใชยีน hlyA El Tor เปนตัวตรวจจบั (hlyA ET probe) 

5 

รูปท่ี 3   การสรางสารพอลิแซคคาไรดของ Vibrio cholerae บนอาหาร congo red agar 
 (CRA) ที่อุณหภูมิ 37°C (A) และ 30°C (B) 

9 

รูปท่ี 4 ปริมาณการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว ของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนี
 แบบเรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose) โดยแตละจุดแสดงคาเฉลี่ยของ 
 OD570 ที่ไดจากการทดลอง 3 ครั้ง สวนเสนแนวขวางแสดงคามัธยฐานของ OD570  
 ในเช้ือแตละกลุม 

10 

รูปท่ี 5 การสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนี 
 แบบเรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose)  
รูปท่ี 6 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจาก 
 วิธี AP-PCR เปรียบเทียบกบัการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 
รูปท่ี 7 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจาก 
 วิธี ERIC-PCR เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 
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บทคัดยอ 

อาหารทะเลเปนแหลงสําคัญของ Vibrio cholerae ในประเทศไทยโดยเฉพาะอยางย่ิงในพื้นที่
ภาคใต การศึกษาครั้งน้ีไดแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่วางจําหนายในตลาดตาง ๆ บริเวณเขต
อําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา และตรวจสอบลักษณะของเช้ือที่แยกได จากการศึกษาในตัวอยางอาหาร
ทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง สามารถแยก V. cholerae ไดจํานวน 100 ไอโซเลท จากอาหารทะเล 55 
ตัวอยาง โดย V. cholerae ที่แยกไดสวนใหญเปน V. cholerae ซีโรกรุป non-O1/non-O139  การ
ตรวจหายีนกอโรคตาง ๆ พบวา V. cholerae ที่แยกไดจํานวน 20% และ 96% มียีน stn/sto และ hlyA 
El Tor ตามลําดับ และไมพบยีน ctxA, tcp, zot และ ace ในทุกไอโซเลท นอกจากน้ี V. cholerae เพียง 
6% มยีีน T3SS (vcsV2) สวนยีน T6SS (vasH) พบไดในเช้ือสวนใหญ  เมื่อสุมเลือกเช้ือตัวแทนจํานวน 35 
ไอโซเลทที่มีรูปแบบยีนกอโรคตาง ๆ มาศึกษาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง, ความไวตอยา
ปฏิชีวนะ, การสรางสารพอลิแซคคาไรด , การสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว และความสัมพันธทาง
พันธุกรรม พบวาเช้ือกลุมที่ไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดเปนกลุมที่ไมมียีน hlyA (ยกเวน 1 ไอโซเลท), 
เช้ือทุกไอโซเลทไวตอยาปฎิชีวนะทั้ง 5 ชนิดที่ ศึกษา ยกเวนแอมพิซิลลิน และสามารถสรางสาร                     
พอลิแซคคาไรดได อยางไรก็ตามเช้ือสวนใหญสามารถสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไดแตไมพบ                   
ความแตกตางของการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวในเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระและแบบเรียบ 
การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเช้ือดวยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR พบวา วิธี ERIC-PCR                 
ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันมากกวารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากวิธี AP-PCR นอกจากน้ี
วิธี ERIC-PCR ยังสามารถแสดงความสัมพันธของเช้ือสอดคลองกับการมียีนกอโรคตาง ๆ 
 

Abstract 

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

บทนํา 
Vibrio cholerae เปนสาเหตุสําคัญของอหิวาตกโรคหรือโรคอุจจาระรวงอยางรุนแรงในประเทศ

ตาง ๆ รวมทั้งประเทศไทย โดยในป พ.ศ. 2553 สํานักระบาดวิทยาไดรายงานการพบผูปวยดวยอหิวาตกโรค

ในประเทศไทยจํานวน 1,597 ราย ซึ่งจังหวัดสงขลาเปนจังหวัดที่พบผูปวยอหิวาตกโรคอยางตอเน่ืองทุก ๆ  ป 

(AESR, 2010) การติดตอของอหิวาตกโรคในประเทศไทยและประเทศอื่น ๆ สวนใหญเกิดจากการ

รับประทานอาหารทะเลแบบดิบ ๆ หรือมีการปนเปอนของ V. cholerae ในระหวางข้ันตอนการ                

เตรียมอาหาร (AESR, 2010; Luo et al., 2013)  V. cholerae สายพันธุที่กอใหเกิดการระบาดของ

อหิวาตกโรคคือ V. cholerae ซีโรกรุป O1 (V. cholerae O1) และ V. cholerae ซีโรกรุป O139                

(V. cholerae O139) เน่ืองจากเช้ือทั้ง 2 สายพันธุสวนใหญมียีนกอโรคที่สําคัญ ไดแก ยีน ctx ที่เกี่ยวของ

กับการสรางสารพิษ cholera toxin ซึ่งเปนสาเหตุของการหลั่งของสารนํ้าในลําไส และยีน tcp ที่เกี่ยวของ

กับการสราง toxin-conregulated pili (Tcp) ซึ่งมีบทบาทในการเกาะติดของ bacteriophage (CTX) 

และการเกาะติดกับเย่ือบุลําไส (Kaper et al., 1995; Faruque et al., 1998) นอกจาก V. cholerae O1 

และ V. cholerae O139 ยังมียีนอื่น ๆ ซึ่งมีสวนในการสงเสริมการกอโรค คือ ยีน zot เกี่ยวของกับการ

สรางสารพิษ zonula occludens toxin (Zot) และยีน ace เกี่ยวของกับการสรางสารพิษ accessory 

cholera enterotoxin (Ace) (Kaper et al., 1995) อยางไรก็ตาม V. cholerae ที่พบมากในสิ่งแวดลอม 

คือ ซีโรกรุป non-O1/non-O139 ที่ไมมียีน ctx, tcp, zot และ ace (Kaper et al., 1995; Faruque et 

al., 1998) ถึงแมวา V. cholerae non-O1/non-O139 สวนใหญจะไมมียีนกอโรคที่พบไดในสายพันธุ

ระบาดแตก็มีการรายงานเกี่ยวกับโรคอุจจาระรวงที่มีสาเหตุมาจาก V. cholerae non-O1/non-O139            

ในประเทศตาง ๆ เชน ประเทศจีน, อิตาลี, อินเดีย และ ไทย (Bagchi et al., 1993; Sharma et al., 

1998; Ottaviani et al., 2009; Luo et al., 2013) จากงานวิจัยของ Bagchi และคณะ ในป พ.ศ. 2536 

และงานวิจัยของ Sharma และคณะ ในป พ.ศ. 2541 พบวา ความสามารถในการกอโรคของ V. cholerae 

non-O1/non-O139 เกี่ยวของกับยีน stn/sto และ hlyA  ซึ่งทําหนาที่สรางสารพิษ non-O1 heat-stable 

enterotoxin (NAG-ST) และ El Tor-like hemolysin ตามลําดับ (Bagchi et al., 1993; Sharma et al., 

1998) NAG-ST เปนสารพิษที่ผลิตโดย V. cholerae non-O1 ซึ่งมีความคลายคลึงกับสารพิษที่สรางจาก 

Escherichia coli และจากรายงานกอนหนาน้ีพบวา V. cholerae non-O1 ที่แยกจากตัวอยางผูปวย              

ในประเทศญี่ปุนและไทยมีความสามารถในการสราง NAG-ST (Ogawa et al., 1990; Bagchi et al., 

1993) สวน El Tor-like hemolysin เปนสารพิษที่มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดง และทําลายเซลล 

โดยการทําใหยีน hlyA ของ V. cholerae ขาดหายไปจะทําใหเช้ือขาดความสามารถในการสลายเม็ดเลือด

แดงและทําลายเซลล จึงถือไดวายีน hlyA เปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการกอโรค (Coelho et al., 2000; 

Cinar et al., 2010) นอกจากปจจัยที่เกี่ยวของกับการกอโรคดังที่กลาวมา ระบบการขนสงโปรตีนของเช้ือ 

ไดแก type III secretion system (T3SS) และ type VI secretion system (T6SS) ก็เปนอีกหน่ึงปจจัย
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ในการกอโรค โดยทําหนาที่เกี่ยวของกับการขนสงโปรตีนของแบคทีเรียไปสูเซลลเจาบาน (Chatterjee et 

al., 2009; Ma et al., 2009) โดยยีน vcsV2 เปนยีนหน่ึงใน T3SS ซึ่งมีความคลายคลึงกับยีน vcrD2 ของ                  

V. parahaemolyticus ที่เกี่ยวของกับการทําใหเกิดอุจจาระรวงในโมเดลกระตาย (Dziejman et al., 

2005) และพบวา V. cholerae non-O1 สวนใหญที่แยกจากผูปวยโรคอุจจาระรวงในประเทศจีน, ไนจีเรีย, 

เยอรมนี และ ออสเตรีย มียีนดังกลาว (Schirmeister et al., 2014; Luo et al., 2013; Marin et al., 

2013) สวนยีน vasH ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของ T6SS (Kitaoka et al., 2011) โดยสรุป V. 

cholerae ในสิ่งแวดลอมเปนแหลงของยีนกอโรคตาง ๆ (Rivera et al., 2001) ซึ่งเกิดจากการถายทอดยีน

จาก V. cholerae สายพันธุที่สรางสารพิษที่ทําใหเกิดอหิวาตกโรคไปสู V. cholerae non-O1/non-O139 

ในสิ่งแวดลอม (Faruque et al., 1998) การระบาดของเช้ือ V. cholerae ประจําถ่ินมักข้ึนอยูกับ 

ความสามารถของเช้ือในการปรับตัวและอยูรอดในสิ่งแวดลอม V. cholerae สายพันธุกอโรคมีวิวัฒนาการ

มาจากสายพันธุทั่วไปที่อาศัยอยูในสิ่งแวดลอมโดยไดรับการถายทอดยีนที่เกี่ยวของกับการกอโรค นอกจากมี

ยีนกอโรคแลวความสามารถในการกอโรคของ V .cholerae ยังเกี่ยวของกับการสรางไบโอฟลม (biofilm) 

ซึ่งทําใหเช้ือเพิ่มจํานวนไดดีในสิ่งแวดลอม โดยเช้ือที่สามารถสรางไบโอฟลมไดจะเกาะติดกับไคตินของสัตว

ทะเลหรือพื้นผิวของสิ่งไมสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ และสรางไบโอฟลมข้ึนเพื่อชวยในการอยูรอดในสภาพแวดลอมที่ไม

เหมาะสม และเปนสาเหตุสําคัญของการกอโรคในคน ซึ่งพบวาเช้ือกลุมที่สรางไบโอฟลมไดจะทนทานตอการ

ทําลายของระบบภูมิคุมกันและด้ือตอการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ การแยกและการตรวจหาลักษณะของ                  

V. cholerae ที่แยกจากสิ่งแวดลอม เชน อาหารทะเล จึงมีความสําคัญในการประเมินความเสี่ยงของการ

เกิดโรคอุจจาระรวงจากการรับประทานอาหาร งานวิจัยน้ีจึงตรวจหายีนกอโรคที่สําคัญและลักษณะที่

เกี่ยวของกับการกอโรค เชน ความไวตอยาปฏิชีวนะ และการสรางไบโอฟลมของเช้ือ V. cholerae ที่แยกได

จากอาหารทะเลสดใน จ. สงขลา ผลที่ไดจากงานวิจัยน้ีจะทําใหทราบขอมูลวิวัฒนาการของเช้ือที่จะ

เปลี่ยนไปเปนสายพันธุกอโรคจากการไดรับการถายทอดยีน และขอมูลที่ไดยังใชเปนแนวทางในการเฝาระวัง

การติดเช้ือ V. cholerae จากการบริโภคอาหารทะเลตอไป 

 
ระยะเวลาวิจัย  2 ป  (พฤษภาคม 2556 – พฤษภาคม 2558) 
 
แหลงทุนสนับสนุน ทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร   

ประเภทงบประมาณเงินรายได  ประจําปงบประมาณ 2556 
สัญญาเลขที่  SCI560370S 

วัตถุประสงค   
 1.  เพื่อคัดแยกและจําแนกเช้ือ V. cholerae จากอาหารทะเลสดใน จ.สงขลา 
 2. เพื่อตรวจหายีนกอโรคในเช้ือ V. cholerae ที่แยกได 
 3. เพื่อศึกษาลกัษณะที่เกี่ยวของกับการกอโรคของเช้ือ V. cholerae ที่แยกได เชน   
  ความไวตอยาปฏิชีวนะ และความสามารถในการสรางไบโอฟลม  
 4. เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือ V. cholerae ที่แยกได 
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

1. การแยกและจําแนก V. cholerae จากอาหารทะเล 
การแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่วางจําหนายในตลาดสดเขต อ.หาดใหญ   จ.สงขลา ไดแก 

ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ , ตลาดคลอง เรี ยน , ตลาด เกษตรคณะทรัพยากรธรรมชา ติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, ตลาดหาดใหญใน และตลาดเกาะหมี จํานวน 125 ตัวอยาง ประกอบดวย กุง 
94 ตัวอยาง, หมึก 19 ตัวอยาง, หอย 8 ตัวอยาง, ปลา 2 ตัวอยาง และปู 2 ตัวอยาง เบื้องตนไดแยกเช้ือที่
คาดวาจะเปน V. cholerae บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS agar ไดจํานวน 254 ไอโซเลท เมื่อยืนยันโดยวิธี 
PCR ซึ่งใชยีน ompW เปนยีนเปาหมายพบวาเปน V. cholerae จํานวน 100 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) ซึ่งมา
จากอาหารทะเล 55 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 44)  ซึ่งมากกวาการศึกษาในประเทศอิตาลี ที่สามารถแยก   
V. cholerae ในอาหารทะเลไดเพียงรอยละ 4.7 จากตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด 230 ตัวอยาง 
(Ottaviani et al., 2009)  การจําแนกซีโรกรุปของ V. cholerae ที่แยกไดจํานวน 100 ไอโซเลทพบวา 
เปน V. cholerae non-O1/non-O139 จํานวน 99 ไอโซเลท และเปน V. cholerae O1 จํานวน                
1 ไอโซเลท  

เมื่อจําแนกซีโรกรุปของ V. cholerae ที่แยกไดโดยวิธี agglutination พบวาเปน V. cholerae 
non-O1/non-O139 จํานวน 94 ไอโซเลท และเปน V. cholerae O1 จํานวน 1 ไอโซเลท นอกจากน้ีมี                   
V. cholerae จํานวน 5 ไอโซเลทที่ไมสามารถจําแนกซีโรกรุปไดดวยวิธี agglutination เน่ืองจากมีลักษณะ
โคโลนีแบบขรุขระจึงจําเปนตองจําแนกซีโรกรุปของเช้ือดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน rfb                        
ซึ่งพบวาเช้ือทั้ง 5 ไอโซเลทเปน V. cholerae non-O1/non-O139 

 

2. การตรวจหาลักษณะของ V. cholerae ท่ีแยกไดจากอาหารทะเล 
2.1 การตรวจหายีนท่ีเก่ียวของกับการกอโรค (ctxA, tcpA, zot, ace, stn/sto, hlyA, vcsV2 

และ vasH)  

จากการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ ไดแก ยีน ctxA, tcpA, zot, ace, stn/sto, 

hlyA, vcsV2 และ vasH ใน V. cholerae ทั้ง 100 ไอโซเลท ดวยวิธี PCR พบวา เช้ือที่แยกไดทุกไอโซเลท

ไมมียีน ctxA, tcpA, zot และ ace แตมียีน stn/sto, hlyA El Tor (ET), vcsV2 และ vasH จํานวนรอยละ 

20, 94, 6 และ 96 ตามลําดับ โดยในการทดลองใช V. cholerae สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจากผูปวยเปน

เช้ือควบคุม ไดแก V. cholerae O1 และ O139 ซึ่งมียีน ctxA, tcpA, zot, ace, hlyA El Tor (ET) และ 

vasH สวน V. cholerae non-O1/non-O139 มเีฉพาะยีน hlyA ET, vcsV2 และ vasH (รูปที่ 1) 
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ตารางท่ี 1  จํานวน V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลประเภทตาง ๆ 

 

  

  

 
 
 

 
 
 
 

ชนิดอาหารทะเล และแหลงทีม่า 
จํานวน
ตัวอยาง 

จํานวนไอโซเลท 
ที่คาดวาจะเปน  

V. cholerae (TCBS) 

V. cholerae  
(ompW ) 

1. กุง (n=94) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดคลองเรียน 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี
-ตลาดเกษตรคณะทรัพยากรธรรมชาติ 

 
26 
35 
7 
24 
2 

 
57 
78 
11 
42 
6 

 
30 
49 
1 
16 
0 

2. หมึก (n=19) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดคลองเรียน 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี
-ตลาดเกษตรคณะทรัพยากรธรรมชาติ 

 
6 
5 
2 
4 
2 

 
8 
9 
4 
7 
2 

 
1 
0 
0 
1 
0 

3. หอย (n=8) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี

 
5 
1 
2 

 
11 
4 
4 

 
0 
0 
0 

4. ปลา (n=2) 
-ตลาดเกาะหม ี

 
2 

 
7 

 
0 

5. ปู (n=2) 
-ตลาดเกาะหม ี

 
2 

 
4 

 
2 

รวม 125 254 100 
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รูปท่ี 1  การปรากฏของยีนกอโรคใน Vibrio cholerae สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจากผูปวย 
 Lane M: 100 bp DNA Ladder (GeneDireX, Taiwan)  
 Lane 1: V. cholerae O1, El Tor สายพันธุ DMST16261 
 Lane 2: V. cholerae O139 สายพันธุ DMST9701 
 Lane 3: V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุ DMST2873 
 Lane 4: reagent control 

 aPCR product ที่ไดจากยีน hlyA ET (738 bp) และ vcsV2 (742 bp) เมื่อนํามา run พรอมกัน

ทําใหแยกไมชัดเจน 
 

เน่ืองจากมีเช้ือจํานวน 6 ไอโซเลท คือ ไอโซเลทหมายเลข 7, 8, 30, 33, 34, และ 35 ที่ใหผลลบกับ

การตรวจหายีน hlyA ET โดยวิธี PCR ดังน้ันจึงทําการยืนยันโดยวิธี colony hybridization เน่ืองจากการ

ทดลองถัดไปตองมีการทดสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ ซึ่งยีน hlyA ET มีบทบาทใน

การสลายเม็ดเลือดแดง และเมื่อนํา V. cholerae ทั้ง 6  ไอโซเลทมาตรวจหายีน hlyA ET อีกครั้งโดยวิธี 

colony hybridization พบวามี 2 ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 7 และ 30) ใหผลบวก (รูปที่ 2) 

 

 

 

รูปท่ี 2  ผลการทํา colony hybridization ของ Vibrio cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเล เมื่อใชยีน 

hlyA El Tor เปนตัวตรวจจับ (hlyA ET probe) 

1: V. cholerae O1, El Tor DMST16261 (hlyA ET+); positive control 

2: V.  parahaemolyticus PSU3881 (hlyA-); negative control 

3-8: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 7, 8, 30, 33, 34 และ 35 ตามลําดับ 
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จากผลการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ ขางตน สามารถจัดกลุม V. cholerae                

ที่แยกไดตามรูปแบบของการมียีนกอโรคได 8 กลุม (A ถึง H) โดยเช้ือสวนใหญ (72%) จัดอยูในกลุม F               

ซึ่งเปนเช้ือที่มียีน hlyA ET และ vasH และมีเพียง 2 ไอโซเลท ที่ไมมียีนกอโรคทุกชนิดที่ตรวจสอบ              

(ตารางที่ 2) จึงสุมเลือกเช้ือตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลทจากแตละกลุม (ตารางที่ 3) เพื่อทําการทดลองถัดไป  

 

2.2 การทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงและการสรางเอนไซมเลซิติเนส (lacithinase) 

การตรวจหาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงใน V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละ

กลุมจํานวน 35 ไอโซเลท พบวาเช้ือทุกไอโซเลทที่มียีน hlyA ทั้งจากการตรวจหาโดยวิธี PCR และจากการ

ตรวจหาโดยวิธี colony hybridization (ไอโซเลทหมายเลข 7 และ 30) (รูปที่ 2) มีความสามารถในการ

สลายเม็ดเลือดแดง สวนเช้ือที่ผานการยืนยันโดยวิธี colony hybridization แลววาไมมียีน hlyA จํานวน 4 

ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 8, 33, 34, และ 35) (รูปที่ 2) มี 1 ไอโซเลทที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได 

(ไอโซเลทหมายเลข 33) (ตารางที่ 3) 

เน่ืองจากมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 33) ไมมียีน hlyA แตมีความสามารถสลาย
เม็ดเลือดแดงไดจึงทําการตรวจสอบการสรางเอนไซมที่อาจจะมีบทบาทในการสลายเม็ดเลือด เชน 
เอนไซมเลซิติเนส แตจากผลการทดสอบการสรางเอนไซมเลซิติเนสของ V. cholerae ไอโซเลทที่ไมมียีน 
hlyA ทั้งไอโซเลทที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได (ไอโซเลทหมายเลข 33) และไมสามารถสลาย                
เม็ดเลือดแดงได (ไอโซเลทหมายเลข 8, 34, และ 35) พบวาเช้ือทุกไอโซเลทมีความสามารถในการ                
สรางเอนไซมเลซิติเนสไดเหมือนกัน ดังน้ันเอนไซมน้ีจึงไมใชปจจัยที่สงเสริมใหเช้ือไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA            
มีความสามารถสลายเม็ดเลือดแดง 
 
ตารางท่ี 2  กลุมของ V. cholerae ตามรูปแบบการมยีีนทีเ่กี่ยวของกับการกอโรค  

V. cholerae 

(ไอโซเลท) 

ผลการตรวจหายีนa กลุม 
stn/sto hlyA ETb vcsV2 vasH 

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

aV. cholerae ทุกไอโซเลทตรวจไมพบยีน ctxA, tcpA, zot และ ace 
bET, El Tor 

+: ตรวจพบ; -: ตรวจไมพบ 
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ตารางท่ี 3  ลักษณะของ V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละกลุม (A-H) จํานวน 35 ไอโซเลท 

กลุม 

(จํานวน) 
ยีนกอโรคที่ตรวจพบ 

หมายเลข 

ไอโซเลท 
ซีโรกรุป 

Hemolytic 

activity 

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

  6 non-O1/non-O139d
 + 

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

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

25, 26, 27, 28, 29, 

30c, 31, 32 

non-O1/non-O139 + 

G (1) vasH 33c non-O1/non-O139 + 
H (2) -b 34, 35 non-O1/non-O139 - 
a ET, El Tor 
bไมพบยีนกอโรคทุกชนิดที่ตรวจสอบ 
cเช้ือที่ผานการตรวจหายีน hlyA โดยวิธี colony hybridization และใหผล hemolytic activity    
 เปนบวก  
dมีลกัษณะโคโลนีแบบขรุขระ 
 

จากการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตางๆ พบวา V. cholerae ทุกไอโซเลทไมมียีน ctxA, 
tcpA, zot และ ace  แตเช้ือจํานวนรอยละ 96 มียีน hlyA ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดีย               
ที่ศึกษา V. cholerae non-O1/non-O139 (Singh et al., 2001) นอกจากน้ียังพบวายีน hlyA ของเช้ือ
จํานวน 2 ไอโซเลทไมสามารถตรวจพบไดดวยวิธี PCR แตตรวจพบไดดวยวิธี colony hybridization ทั้งน้ี
อาจเน่ืองมาจากมีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดตรงบริเวณที่ไพรเมอรเกาะ ยีน hlyA เปนยีนที่มี
บทบาทในการสราง El Tor-like hemolysin  ซึ่งมีผลในการทําลายเม็ดเลือดแดง และมีสวนในการทําให
เกิดโรคในระบบทางเดินอาหารและโรคอุจจาระรวง (Menzl et al., 1996; Saka et al., 2008) จากการ
ทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงของแกะในการทดลองน้ีพบวา V. cholerae ที่มียีน hlyA ทุกไอโซเลทมี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง และที่นาสนใจคือ มีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลทซึ่งไมมียีน hlyA แตมี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง ทั้งน้ีอาจเปนไปไดวาเช้ือไอโซเลทดังกลาวมียีนอื่นที่มีบทบาทในการ
สลายเม็ดเลือดแดง โดยสารพิษอื่น ๆ ที่มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดงที่มีรายงานมากอนหนา ไดแก 
hlx-coding hemolysin, hemolysin (II), lecithinase LEC, V. cholerae δ-thermostable 
hemolysin (Vc-δTH) และNAG-rTDH เปนตน แตจากการทดลองน้ีพบวา เ ช้ือที่ ไมมียีน hlyA                    
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ทั้งที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดและไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได   มีความสามารถในการสราง
เอนไซมเลติซิเนสไดไมแตกตางกัน อยางไรก็ตามสารพิษเหลาน้ีไมไดมีสวนในการสงเสริมความสามารถใน
การกอโรคของ V. cholerae (Richardson et al., 1986; Yoh et al., 1986; Nagamune et al., 1995; 
Fiore et al., 1997; Fallarino et al., 2002)  

นอกจากการตรวจพบยีน hlyA แลว การศึกษาน้ียังพบวา V. cholerae ที่แยกไดจํานวนรอยละ 20 

และ 6 มียีน stn/sto และ vcsV2 (T3SS) ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับงานวิจัยของ Rivera และคณะ                

ในป พ.ศ. 2544 ซึ่งตรวจพบยีน stn/sto ใน V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกจากสิ่งแวดลอมใน

ประเทศบราซิล จํานวนรอยละ 28.2 และมีรายงานจาก Rahman และคณะในป พ.ศ. 2551 ซึ่งตรวจพบยีน

ที่เกี่ยวของกับระบบ T3SS(vcsV2) ใน V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกจากสิ่งแวดลอมใน

ประเทศบังคลาเทศจํานวนรอยละ 11.9 อยางไรก็ตามการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับระบบ T3SS ใน                  

V. cholerae ที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจผูปวยในประเทศอินเดีย พบวา มีเช้ือจํานวนมากถึงรอยละ 31.5                  

มียีนดังกลาว (Chatterjee et al., 2009) จึงเปนไปไดวา T3SS จะเกี่ยวของกับการกอโรคของ                      

V. cholerae นอกจากน้ี V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเล ในการทดลองน้ีสวนใหญมียีน vasH 

(T6SS) (รอยละ 96) ซึ่งการศึกษา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกไดจากผูปวยในประเทศ

ไนจีเรียพบวาสวนใหญก็มียีน vasH (Marin et al., 2013) ดังน้ันบทบาทของยีน vasH ในการกอโรค                

จึงควรมีการศึกษาตอไปในอนาคต ที่นาสนใจคือ เช้ือ V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุ

มาตรฐาน ที่แยกไดจากผูปวยที่ใชในการทดลองน้ี  มียีน hlyA,  vcsV2 และ vasH ซึ่งพบรูปแบบการ

ปรากฏของยีนทั้ง 3 ในเช้ือจํานวน 5 ไอโซเลท (กลุม E) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดียที่ศึกษา 

V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกจากผูปวยโรคอุจจาระรวง (Chatterjee et al., 2009) ดังน้ันเช้ือ

กลุมน้ีอาจมีบทบาทสําคัญในการทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงได 

 การศึกษาครั้งน้ีพบวา V. cholerae O1 ซึ่งแยกไดจากอาหารทะเลไมมียีนที่เกี่ยวของกับการสราง

สารพิษตาง ๆ ที่พบใน V. cholerae O1 สายพันธุระบาด ซึ่งช้ีใหเห็นวา V. cholerae O1 ไอโซเลทน้ี 

อาจจะมีตนกําเนิดมาจาก V. cholerae non-O1 ที่ไมสรางสารพิษ แตไดรับการถายทอดยีนที่ควบคุมการ

สราง O1 antigen ผานทางกระบวนการ horizontal transfer (Karaolis et al., 1995) เน่ืองจากขอมูลที่

ไดจากการศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือในการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา V. cholerae O1               

ไอโซเลทน้ีจัดอยูในกลุมเดียวกับ V. cholerae  non-O1/non-O139 

 

2.3 ความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะ 

การตรวจสอบความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae ตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลท พบวา                 
เช้ือทุกไอโซเลทไวตอยาคลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol), ไซโปรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin),                  
โคไตรม็อกซาโซล (cotrimoxazole), นอรฟล็อกซาซิน (norfloxacin) และ เตตราไซคลิน (tetracycline) 
อยางไรก็ตามพบวา มีเช้ือ 5 ไอโซเลท (รอยละ14.3) ด้ือตอยาแอมพิซิลลิน (ampicilin) และ 8 ไอโซเลท 
(รอยละ22.9) ไวปานกลางตอยาแอมพิซิลลิน (ตารางที่ 4) 
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ตารางท่ี  4  แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae จํานวน 35 ไอโซเลท 

1R, ด้ือตอยาปฏิชีวนะ; I, ไวปานกลางตอยาปฏิชีวนะ; S, ไวตอยาปฏิชีวนะ 
2AMP, แอมพิซิลลิน; C, คลอแรมเฟนิคอล; NOR, นอรฟล็อกซาซิน; C, ไซโปรฟลอกซาซิน;  

 SXT, โคไตรม็อกซาโซล; TE, เตตราไซคลิน 

 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นความสามารถในการด้ือตอยาปฏิชีวนะของ V. cholerae 
ในสิ่งแวดลอม ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดีย (Garg et al., 2000) และงานวิจัยที่ศึกษา                 
V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกไดจากนํ้าในทะเลสาบในประเทศสเปน ที่รายงานวา                       
V. cholerae ที่แยกไดด้ือตอยาแอมพิซิลลินในเปอรเซ็นตที่สูง ความสามารถในการด้ือยาปฏิชีวนะที่เพิ่มข้ึน
เกี่ยวของกับการมี R plasmids (Amaro et al., 1988) นอกจากน้ียังมีการรายงานเกี่ยวกับการด้ือยา
ปฏิชีวนะใน V. cholerae ในสิ่งแวดลอมวาเกี่ยวของกับการถายทอดยีนผานทางกระบวนการ                
horizontal transfer (Zhang et al., 2009)  
 

2.4 การสรางสารพอลิแซคคาไรด, ไบโอฟลมยึดเกาะพ้ืนผิวและปกคลุมพ้ืนผิวของเหลว 
การตรวจสอบการสรางสารพอลิแซคคาไรดใน V. cholerae ดวยอาหาร congo red agar พบวา 

เช้ือทั้ง 35 ไอโซเลท สามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดได โดยสามารถสรางไดดีที่อุณหภูมิ 30°C สังเกตจาก
ความเขมของสีโคโลนี (รูปที่ 3)  

 

รูปท่ี 3  การสรางสารพอลิแซคคาไรดของ Vibrio cholerae บนอาหาร congo red agar (CRA)                         

ที่อุณหภูมิ 37°C (A) และ 30°C (B) 

หมายเลขไอโซเลท 
แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะ1 

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

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

S S S S S S 

(A) (B) 
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การทดสอบการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว พบวา มีเช้ือจํานวน 32 ไอโซเลทที่สามารถ
สรางไบโอฟลมได โดยมีคาการดูดกลืนแสงที่ OD570 อยูในชวง 0.18-4.03 และเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบ
ขรุขระสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไมแตกตางจากเช้ือที่มีโคโลนีแบบเรียบ (p=0.314, Mann-Whitney 
test) (รูปที่ 4) 

การทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลว พบวา เช้ือที่มีโคโลนีแแบบขรุขระ
สรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่มีโคโลนีแบบเรียบ (รูปที่ 5) 

 

 
รูปท่ี 4  ปริมาณการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว ของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนีแบบเรียบ 
(smooth) และแบบขรุขระ (rugose) โดยแตละจุดแสดงคาเฉลี่ยของ OD570 ที่ไดจากการทดลอง 3 ครั้ง 
สวนเสนแนวขวางแสดงคามัธยฐานของ OD570 ในเช้ือแตละกลุม 
 

 

รูปท่ี 5 การสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนี 
แบบเรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose)  

1: V. cholerae O1, El Tor DMST16261  (smooth colony) 
2: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 6   (rugose colony) 
3: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 14 (rugose colony) 
4: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 15 (rugose colony) 
5: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 16 (rugose colony) 
6: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 17 (rugose colony) 
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ไบโอฟลมเปนปจจัยที่มีความสําคัญในการทําให V. cholerae สามารถทนทานตอสิ่งแวดลอมตาง 
ๆ ไดดีและมีสวนในการเพิ่มความสามารถในการเกาะติดกับลําไสของหนู  (Zhu and Mekalanos, 2003) 
การศึกษาน้ีพบวาเช้ือทุกไอโซเลทสามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดได อยางไรก็ตาม เมื่อทดสอบการสรางไบ
โอฟลมยึดเกาะพื้นผิว พบวาเช้ือแตละไอโซเลทมีความสามารถในการสราง ไบโอฟลมแตกตางกัน และบางไอ
โซเลทไมสามารถยึดเกาะพื้นผิวไดซึ่งอาจจะเปนผลมาจาก  ปจจัยตาง ๆ เชน พื้นที่ หรือ เซลลเจาบาน 
(Mueller et al., 2007) นอกจากน้ีพบวาเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไม
แตกตางจากเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบเรียบ ทั้งน้ีอาจจะเปนเพราะเทคนิคที่ใชในการศึกษาเปนเทคนิคที่ใช
ในการศึกษาการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวแตผลของการทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิว
ของเหลวในงานวิจัยน้ีซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาน้ีที่แสดงใหเห็นวาเช้ือที่สรางโคโลนีแบบขรุขระสวน
ใหญจะสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่สรางโคโลนีแบบเรียบ (Yildiz et al., 2004) 

 

3. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae โดยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR 
การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอใน V. cholerae ตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลท โดยวิธี AP-PCR 

และ ERIC-PCR พบวา วิธี AP-PCR ซึ่งใชไพรเมอร 2 ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทนแตกตางกัน
เกือบทั้งหมด โดยมีเช้ือ 2 ไอโซเลทที่มีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเหมือนกัน (lane 23, ไอโซเลทหมายเลข 23 
และ lane 31, ไอโซเลทหมายเลข 31) (รูปที่ 6) การจัดกลุมของเช้ือโดยอาศัยรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอจาก
วิธี AP-PCR พบวาไมสามารถแสดงความสัมพันธของเช้ือในแตละกลุมไดอยางชัดเจน (รูปที่ 6) สวนวิธี ERIC-
PCR ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทนแตกตางกันทั้งหมด (รูปที่ 7) และวิธี ERIC-PCR แสดงให
เห็นถึงความสัมพันธของเช้ือสอดคลองกับการมียีนกอโรคมากกวาวิธี AP-PCR โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือที่มี
รูปแบบของยีนกอโรคในกลุม B, E และ F (รูปที่ 7) 

วิธี AP-PCR และ ERIC-PCR เปนวิธีที่งาย และรวดเร็ว ในการศึกษาความสัมพันธของ               

V. cholerae โดยอาศัยรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ ซึ่งวิธี AP-PCR จะอาศัยไพรเมอรสายสั้น ๆ เพียงเสนเดียว

ในการเขาจับกับดีเอ็นเอแมแบบเพื่อเพิ่มดีเอ็นเอแบบสุม สวนวิธี ERIC-PCR จะใชไพรเมอรที่จําเพาะกับสวน 

ERIC sequence ที่พบไดเพียงในเช้ือกลุม enteric bacteria และ vibrios (Penner et al., 1993; Rivera 

et al., 1995) Rivera และคณะ ไดรายงานวาวิธี ERIC-PCR   สามารถแยกความแตกตางของ V. cholerae 

ซึ่งสรางสารพิษ (ctx+, zot+) และ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษ (ctx-, zot-) ได (Rivera et al., 1995) 

การศึกษาครั้งน้ีพบวา วิธี AP-PCR ใหรูปแบบดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทนที่เหมือนกันจํานวน 2 ไอโซเลท แตวิธี 

ERIC-PCR ใหรูปแบบดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทนทั้งหมดแตกตางกัน และที่นาสนใจจากการศึกษาครั้งน้ี คือ วิธี 

ERIC-PCR สามารถแสดงความสัมพันธของ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษไดสอดคลองกับการมียีนกอโรค

ตาง ๆ ซึ่ งแสดงใหเห็นวาเ ช้ือที่มี ยีนกอโรคใกล เคียงกันอาจจะมีตนกําเนิดมาจากแหลงเ ดียวกัน                      

โดยการวิวัฒนาการของเช้ือทําใหมีการไดรับยีนกอโรคหรือสูญเสียยีนกอโรคได ดังน้ันวิธี ERIC-PCR จึงเปน

วิธีที่สามารถนําไปใชในการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษไดเพื่อใช

เปนขอมูลในการศึกษาทางระบาดวิทยา และประเมินความเสี่ยงในการเกิดโรคอุจจาระรวงที่เกี่ยวของกับ

รับประทานอาหาร  
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รูปท่ี 6  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี AP-PCR 
เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 

หมายเลข 1 ถึง 35: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 1 ถึง 35 ตามลําดับ 
หมายเลข 36: V. cholerae O1 DMST16261 
A-H: กลุมของ V. cholerae แบงตามการมียีนกอโรคตาง ๆ (ตารางที่ 3) 
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รูปท่ี 7  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี ERIC-PCR 
เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 

หมายเลข 1 ถึง 35: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 1 ถึง 35 ตามลําดับ 
หมายเลข 36: V. cholerae O1 DMST16261  
A-H: กลุมของ V. cholerae แบงตามการมียีนกอโรคตางๆ (ตารางที ่3) 
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สรุปผลการทดลอง 

1. การแยก V. cholerae จากอาหารทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง ไดเช้ือซึ่งผานการยืนยันโดยวิธี PCR ที่ใช
ยีน ompW เปนยีนเปาหมาย จํานวน 100 ไอโซเลท จากอาหารทะเล 55 ตัวอยาง โดยเช้ือสวนใหญ
เปน V. cholerae non-O1/non-O139 มเีพียง 1 ไอโซเลท เปน V. cholerae O1  

2. การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรค พบวา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกไดสวนใหญ
มียีน hlyA (รอยละ 95) และ vasH (T6SS) (รอยละ 95) รองลงมาคือ ยีน stn/sto (รอยละ 20) และ 
vcsV2 (T3SS) (รอยละ 6) ตามลําดับ โดยมีเช้ือ 5 ไอโซเลท ที่มีรูปแบบยีนเหมือนกับที่พบในเช้ือ                
V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุมาตรฐานที่ใชเปนเช้ือควบคุมในการทดลอง                         
สวน V. cholerae O1 ที่แยกไดไมมียีนที่ เกี่ยวของกับการสรางสารพิษตาง ๆ ซึ่งมักพบใน                         
V. cholerae O1 สายพันธุระบาดที่แยกจากผูปวย  

3. V. cholerae ตัวแทน (n=35) แยกไดจากอาหารทะเลสวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะที่ทดสอบ 
ยกเวนเช้ือ 5 ไอโซเลทที่ด้ือตอยาแอมพิซิลลิน และเช้ือที่มียีน hlyA มีความสามารถในการสลาย                 
เม็ดเลือดแดง แสดงใหเห็นบทบาทของยีน hlyA กับความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง           
ของเช้ือ อยางไรก็ตามมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA แตมีความสามารถในการสลาย                
เม็ดเลือดแดง ทั้งน้ีอาจมีปจจัยอื่นที่ชวยในการสลายเมด็เลือดแดง นอกจากน้ีเช้ือทุกไอโซเลท สามารถ
สรางสารพอลิแซคคาไรดไดแตอยางไรก็ตามมีเช้ือ 3 ไอโซเลทที่ไมสามารถสรางไบโอฟลมเกาะติดพื้นผิว 
และเช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบขรุขระและแบบเรียบสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไมแตกตางกันแต
จากการศึกษาการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวพบวา เช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบขรุขระ
สรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบเรียบ 

4. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae โดยวิธี ERIC-PCR พบแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอ

ที่แตกตางกัน บงช้ีวาเช้ือดังกลาวเปนคนละสายพันธุ และยังพบความสัมพันธของเช้ือที่มีรูปแบบยีนกอ

โรคเหมือนกัน บงช้ีวาเช้ือกลุมดังกลาวมีวิวัฒนาการรวมกัน 
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ภาคผนวก 
  
สําเนาบทความท่ีไดรับการตีพิมพแลว 
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ขอเสนอแนะสําหรับการวิจัยตอไป 
1. ศึกษาปจจัยที่สงผลใหเกิดการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือที่ไมมียีน hlyA และปจจัยที่มผีลทําใหเช้ือ

ไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได 
2. ศึกษาบทบาทของยีน vasH ในการกอโรคของเช้ือ 
3. ศึกษาปจจัยที่ทําใหเกิดความแตกตางระหวางการสรางไบโอฟลมบนพื้นผิว และบนพื้นผิวของเหลว

ของเช้ือที่มลีักษณะโคโลนีแบบเรียบและแบบขรุขระ 
4. ศึกษาการจําแนกลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือโดยเทคนิคอื่น ๆ ทางอณูชีววิทยา 
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Abstract การเผยแพรผลงานในงานประชุมวิชาการ 
 

การประชุมวิชาการระดับนานาชาติ  2nd International Food Safety Conference  
วันที่ 2-3 ธันวาคม 2556 ณ กัวลาลัมเปอร ประเทศมาเลเซยี 
 

 
 

 

 


