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บทคัดยอ 

Vibrio parahaemolyticus เปนสาเหตุสําคัญของโรคกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ 
โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือในซีโรไทป O3:K6 ที่เปนสาเหตุหลักของการระบาดทั่วโลก ปจจุบันพบวาสาเหตุของ
การระบาดเกิดจากซีโรไทป O1:K25 และ O1:K untypeable (KUT) ดวย การศึกษาลักษณะของเช้ือและ          
การประเมินเทคนิคใหมในการจําแนกสายพันธุของเช้ือจึงมีความจําเปน  ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงมี
วัตถุประสงค เพื่อตรวจสอบรูปแบบการด้ือตอยาปฏิชีวนะ และลักษณะที่ เกี่ยวกับการกอโรค                    
ของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด ซีโรไทป O1:KUT, O1:K25 และ O3:K6 จํานวน 46                  
ไอโซเลท ซึ่งแยกไดจากผูปวยในโรงพยาบาลหาดใหญ จังหวัดสงขลา ประเทศไทย ระหวางป พ.ศ. 2544-
2555 จากการศึกษาพบวาเช้ือทั้งหมดด้ือตอยา ampicillin และมีเช้ือจํานวน  7 (รอยละ 15) และ                  
1 (รอยละ 2) ไอโซเลท ด้ือตอยา ciprofloxacin และ norfloxacin ตามลําดับ ที่นาสนใจ คือ เช้ือมากกวา
รอยละ 50 มีความไวในระดับปานกลางตอยา ciprofloxacin และ/หรือ norfloxacin นอกจากน้ียังพบ
การกระจายของยีนที่เกี่ยวของกับระบบ type III secretion systems (T3SS1 และ T3SS2) และระบบ 
type VI secretion systems (T6SS1 และ T6SS2) ในเช้ือทุกซีโรไทป เช้ือทั้งหมดมีความสามารถในการ
สรางสารพิษ thermostable direct hemolysin (TDH) ไดในระดับเดียวกัน  เช้ือจํานวน 21 (รอยละ 46) 
และ 15 (รอยละ 33) ไอโซเลท มีความสามารถในการเคลื่อนที่แบบ swarming และ twitching 
ตามลําดับในระดับสูง นอกจากน้ีเช้ือจํานวน 45 ไอโซเลท สามารถใชฮีโมโกลบินเปนแหลงของธาตุเหล็ก
เพียงอยางเดียวได โดยเช้ือมากกวารอยละ 80 ของทั้งหมดสามารถเจริญในสภาวะที่มีฮีโมโกลบินในระดับ
ความเขมขนตํ่าเพียง 50 ไมโครโมลาร การศึกษาน้ีไมพบความแตกตางของรูปแบบการด้ือยาปฏิชีวนะ และ
ลักษณะที่เกี่ยวกับการกอโรคในเช้ือที่มีซีโรไทปตางกัน 

ปจจุบันมีขอจํากัดของซีรั่มที่ใชในการจําแนก K antigen จึงทําใหไมสามารถบงช้ีแหลงที่มาของ
เช้ือซีโรไทป KUT เพื่อศึกษาทางระบาดวิทยาได เทคนิคอณูชีวโมเลกุลจึงมีความจําเปนในการจําแนกเช้ือ
สายพันธุดังกลาว การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวา เทคนิค arbitrarily primed PCR (AP2-PCR และ                 
AP4-PCR) และเทคนิค enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) เปน
เทคนิคที่มีความละเอียดตํ่าในการจําแนก V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด สวนเทคนิค pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE)  ไมสามารถจําแนกเช้ือซีโรไทป O1:KUT ซึ่งแยกได ในระหวางป พ.ศ. 
2544-2548  ได การศึกษาน้ีจึงไดพัฒนาเทคนิค multiplex multiple-locus variable-number 
tandem repeat (MLVA) เพื่อใชในการจําแนกสายพันธุของเช้ือ โดยตรวจสอบจํานวนซ้ําของลําดับเบส            
บนโครโมโซมที่มีความผันแปร (variable number of tandem repeat; VNTR) จํานวน 4 ตําแหนง พบ
รูปแบบ MLVA ที่แตกตางกัน 38 รูปแบบ มีคา Nei’s genetic diversity indices (DI) ของ VNTR ทั้ง 4
อยูระหวาง 0.83-0.92 การศึกษาความเสถียรพบวา TR2 มีความผันแปรไป เมื่อผานการ subculture และ
สภาวะเครียด เทคนิค MLVA ที่พัฒนาข้ึนสามารถจําแนกความแตกตางของเช้ือซีโรไทป O1:KUT ที่มี
รูปแบบ PFGE เหมือนกันออกจากกันได มีประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือ (D=0.99) สูงกวาเทคนิค PFGE 
(0.52) มีความสามารถสูงกวาเทคนิค PFGE ในการจําแนก V. parahaemolyticus ซีโรไทป O1:KUT 
สายพันธุระบาด และมีความรวดเร็วกวาเทคนิคอื่น ๆ ที่ใชในการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอในครั้งน้ี 

การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นถึงการด้ือตอยาปฏิชีวนะและลักษณะที่เกี่ยวของกับความรุนแรงในการ
กอโรคที่หลากหลายของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด โดยเฉพาะเช้ือซีโรไทป O1:KUT              
ซึ่งมีประโยชนตอการศึกษาทางระบาดวิทยาของเช้ือในอนาคต อีกทั้งเทคนิค multiplex MLVA ที่
พัฒนาข้ึนยังสามารถนํามาใชเฝาระวังและตรวจสอบการระบาดของเช้ือไดตอไป 
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Abstract 

Vibrio parahaemolyticus is one of the important causative agents of 
gastroenteritis, especially O3:K6 serotype which is considered as a pandemic serotype 
disseminated worldwide. Recently, the outbreaks of V. parahaemolyticus infection 
occurred not only by O3:K6 serotype but also its serovariants, O1:K25 and O1:KUT 
(untypeable). It is imperative to explore their characteristics, and evaluate the novel 
method to discriminate the strains. In this study, A total of 46 pandemic                              
V. parahaemolyticus isolates serotypes O1: KUT, O1:K25, and O3:K6 obtained from 
diarrhea patients in Hat Yai hospital, Songkhla during 2001-2012 were examined for their 
antimicrobial resistance profiles and virulence characteristics. Resistant towards ampicillin, 
ciprofloxacin and norfloxacin were found in all (100%), 7 (15%) and 1 (2%) isolates, 
respectively. Interestingly, more than 50% of the isolates were found to be intermediated 
susceptibility to ciprofloxacin and/or norfloxacin. The virulence-associated genes 
encoding type III secretion systems (T3SS1 and T3SS2), and type VI secretion systems 
(T6SS1 and T6SS2) were widely distributed among the isolates in all serotypes. All 
isolates were able to produce the similar level of thermostable direct hemolysin (TDH). 
Of 46 isolates, 21 (46%) and 15 (33%) displayed high level of swarming and twitching 
motilities, respectively. All isolates except one were able to use hemoglobin as the only 
iron source. More than 80% of the isolates were able to grow in iron-depleted medium 
under hemoglobin concentration as low as 50 µM. There was no difference in the 
antimicrobial resistance profiles and virulence characteristics observed among different 
serotypes. 

Due to the limitation of established K antisera, tracking the sources of KUT for 
epidemiological investigation is not available. Therefore, the effective molecular typing is 
required in order to discriminate the strains. This study demonstrated that arbitrarily 
primed PCR (AP2-PCR and AP4-PCR) and enterobacterial repetitive intergenic consensus 
PCR (ERIC-PCR) exhibited low resolution for typing among pandemic V. parahaemolyticus 
isolates. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), a gold standard method, showed low 
ability to discriminate among O1:KUT isolates obtained during 2001-2005. This study 
develops a multiplex multiple-locus variable-number tandem repeat (MLVA) assay for 
strain typing based on the analysis of 4 variable number of tandem repeat (VNTR) loci. 
MLVA analysis of V. parahemolyticus isolates generated 38 distinct profiles. The Nei’s 
genetic diversity indices (DI) of the 4 VNTR loci ranged from 0.83-0.92. For stability study, 
some variations in TR2 were found after multiple subcultures and in stress conditions. In 
this work, MLVA resolved the isolates of O1:KUT obtained in  2001-2005 with identical 
PFGE patterns into unique profiles. The multiplex MLVA developed in this study has 
higher discriminatory power (D=0.99) than PFGE (0.52), and is superior to PFGE for 
distinction pandemic V. parahaemolyticus including O1:KUT isolates. In addition, MLVA is 
more rapid than other typing methods used in this study. 

This study highlight the antimicrobial resistant and multiple virulence 
characteristics among pandemic V. parahaemolyticus isolates which will be useful for 
further epidemiological and clinical investigations of this organism. In addition, the MLVA 
typing technique developed in this study would significantly contribute to surveillance 
and outbreak investigation of pandemic V. parahaemolyticus.  
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บทนํา 
 

V. parahaemolyticus เปนสาเหตุสําคัญของ โรคอาหารเปนพิษ หรือ กระเพาะอาหารและลําไส
อักเสบ การกอโรคของเช้ืออาศัยปจจัยกอโรคที่สําคัญ คือ thermostable direct haemolysin (TDH) และ  
thermostable direct haemolysin-related haemolysin (TRH) ซึ่งถูกควบคุมโดยยีน tdh และ ยีน trh 
ตามลําดับ (Nair et al., 2007)  V. parahaemolyticus เปนสาเหตุสวนใหญของโรคอาหารเปนพิษ                           
ในหลายประเทศแถบทวีปเอเชีย เชน ประเทศญี่ปุน จีน ไตหวัน อินเดีย โดยในประเทศไทยพบวา                    
V. parahaemolyticus เปนสาเหตุอันดับ 1 ของโรคอาหารเปนพิษมาตลอด ในป พ.ศ. 2540-2545             
มีรายงานผูปวยโรคอาหารเปนพิษที่มีสาเหตุมาจาก V. parahaemolyticus คิดเปนรอยละ 56, 56, 58, 
60, 61 และ 78 ของผูปวยทั้งหมดตามลําดับ  (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2550) และจากสรุปรายงาน
การเฝาระวังโรค ของสํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ในปตอ ๆ มา พบวาอัตรา
ปวยดวยโรคอาหารเปนพิษมีจํานวนลดลง แตยังคงพบผูปวยจาก V. parahaemolyticus มากที่สุด 
สวนขอมูลเฝาระวังโรคอาหารเปนพิษลาสุด ชวงเดือน มกราคม – เดือน กรกฎาคม 2558 พบผูปวยโรค
อาหารเปนพิษ จํานวน 70,994 ราย โดยมีสาเหตุหลักจาก V. parahaemolyticus และ Salmonella 
รองลงมาคือ Staphyloccoccus 

ปจจุบันการจัดกลุมเช้ือ V. parahaemolyticus ใชวิธี serotyping โดยอาศัยลักษณะของ 
somatic (O) antigen และ capsular (K) antigen ปจจุบัน V. parahaemolyticus มีจํานวนทั้งหมด 75 
ซีโรไทป (Ishibashi et al., 2000) ซึ่งสายพันธุของ V. parahaemolyticus ที่กอใหเกิดการระบาดครั้งใหญ 
(pandemic) ในหลาย ๆ ประเทศ คือ V. parahaemolyticus O3:K6 โดยพบการระบาดครั้งใหญ                 
ในป พ.ศ. 2539 ณ เมือง Calcutta ประเทศอินเดีย และพบการระบาดอยางตอเน่ืองไปยังหลาย ๆ ประเทศ
แถบทวีปเอเชีย เชน ญี่ปุน จีน ไตหวัน รวมทั้งพบการระบาดขามทวีปไปยังประเทศสหรัฐอเมริกาจึงจัดไดวา 
V. parahaemolyticus O3:K6 น้ีเปนสายพันธุที่กอใหเกิดการระบาด (pandemic strain)  ซึ่งเช้ือสาย
พันธุดังกลาวเปนเช้ือที่มียีน tdh แตไมมียีน trh (tdh+, trh-) และใหผลบวกกับ group specific-PCR  (GS-
PCR) ซึ่งใชยีน toxRS operon เปนยีนเปาหมาย (Matsumoto et al., 2000) อยางไรก็ตาม ตอมามีการ
รายงานถึงเช้ือ V. parahaemolyticus ซีโรไทปอื่นที่ใหผล GS-PCR บวก ไดแก O4:K68, O1:KUT 
(untypeable) และ O1:K25 โดยซีโรไทปเหลาน้ีมีลําดับของ tox RS operon, รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่
ไดจากวิธี arbitrarily primed-PCR (AP-PCR), ribotyping และ pulsed-field gel electrophorsis 
(PFGE) ที่เหมือนกับซีโรไทป O3:K6 (Nair et al., 2007) และยังพบเช้ือ V. parahaemolyticus ซีโรไทป
อื่น ๆ ที่มีลักษณะจีโนไทปเหมือนกับ O3:K6 เพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ ทั้งน้ีอาจเปนไปไดวา เช้ือทั้งหมดมีตนกําเนิดมา
จากแหลงเดียวกัน แตมีการเปลี่ยนแปลงตรงสวนของ antigen เพื่อตอบสนองตอภูมิคุนกันของโฮสต (host) 
(Chowdhury et al., 2004) 

ผูปวยโรคอาหารเปนพิษที่เขารับการรักษา ณ โรงพยาบาลหาดใหญ จ.สงขลา ในชวงป พ.ศ. 
2543-2548 พบวาสวนใหญมีสาเหตุจากการติดเช้ือในซีโรไทป O3:K6, O4:K68, O1:KUT และ O1:K25 
(Wootipoom et al., 2007) ตอมาในชวงป พ.ศ. 2549-2553 กลับไมพบผูปวยที่ติดเช้ือซีโรไทป O4:K68 
และ O1:K25 (Thongjun et al., 2013) แตยังคงพบผูปวยที่ติดเช้ือซีโรไทป O1:KUT อยู ซึ่งอาจเกิดจาก
การที่ประชาชนในพื้นที่มีการสรางภูมิคุมกันตอ antigen ของเช้ือซีโรไทปเดิม (O3:K6, O1:K25 และ 
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O4:K68) การที่ไมสามารถระบุชนิดของ K antigen ไดน้ี อาจเปนเพราะขอจํากัดของ antisera มาตรฐานที่
ขายเปนการคา สงผลใหการติดตามทางระบาดวิทยาทําไดยากเน่ืองจากไมทราบชนิดของ K antigen          
ที่แทจริง ทั้งน้ี K antigen ของเช้ือเหลาน้ัน อาจเปนคนละชนิด หรือชนิดเดียวกันก็ได ดังน้ัน การพัฒนาวิธี
ในการแยกสายพันธุของเช้ือจึงมีความสําคัญอยางย่ิงในการปองกันและเฝาระวังการติดเช้ือ 

ปจจุบันไดมีการพัฒนาวิธีการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus ซึ่งสามารถ
อธิบายความแตกตางของเช้ือแตละสายพันธุได เชน แหลงที่มา, ความสามารถในการกอโรค และการด้ือยา
ปฏิชีวนะ มีรายงานจํานวนมากศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ V. parahaemolyticus ซีโรไทป 
O3: K6 ซึ่งเปนเช้ือที่กอใหเกิดการระบาดทั่วโลกอยางรุนแรง อยางไรก็ตามการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมโดยเฉพาะเจาะจงไปที่เช้ือในซีโรไทป O1:KUT ยังมีนอยมาก โดยความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของ V. parahaemolyticus นิยมศึกษาดวยเทคนิคตาง ๆ เชน AP-PCR, เทคนิค Enterobacterial 
Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) โดยมี เทคนิค PFGE ที่เปน gold standard 
method (Okura et al., 2003, Nair et al., 2007) เทคนิค AP-PCR, ERIC-PCR และ PFGE มีขอดี-
ขอเสียแตกตางกัน โดย AP-PCR และ ERIC-PCR เปนวิธีที่ทําไดงาย แตความสามารถในการทําซ้ําและการ
จําแนกตํ่า สวน PFGE ก็มีคาใชจายและการลงทุนสูง, ใชบุคลากรที่มีความชํานาญ, ใชระยะเวลานานและ
อุปกรณที่ เฉพาะ ซึ่งในบางหองปฏิบัติการไมสามารถทําได นอกจากน้ียังมีรายงานการศึกษาความ
หลากหลายของสายพันธุเช้ือจากบริเวณของดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ํา ๆ  กัน หรือ short sequence repeats 
(SSR) หรือ microsatellite (Jeffreys et al., 1985) หรือ variable number of tandem repeats 
(VNTR) (Nakamura et al., 1987) โดยอาศัยการวิเคราะหความแตกตางของลําดับซ้ําที่เกิดจากการปรับตัว
ของแบคทีเรียตอสภาพแวดลอม โดยพบวายีนใดที่มีหนวย SSR แทรกอยูจะมีอัตราการกลายพันธที่สูงกวา
ยีนที่ไมมี SSR แทรก และอาจทําใหแบคทีเรียมีการปรับเปลี่ยนความสามารถในการกอโรคที่เหมาะสมกับ
ระบบภูมิคุมกันของโฮสต (Peak et al., 1996, van Belkum et al., 1998) ดวยเหตุที่ VNTR มีความผัน
แปรในระดับพันธุกรรมคอนขางสูง แมจะเปนแบคทีเรียสปชีสเดียวกันแตคนละสายพันธุกันก็อาจมีหนวยซ้ํา
ใน VNTR แตกตางกัน ดังน้ันจึงมีการพัฒนาเทคนิค multilocus variable number of tandem repeat 
analysis (MLVA) ข้ึนมาใชในการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย โดยใชวิธี PCR ซึ่งอาศัย primers ที่ครอม
บริเวณ VNTR หลาย ๆ ตําแหนง เมื่อนํามาตรวจสอบขนาด VNTR ดวยวิธี gel electropgoresis จะให
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแบคทีเรียตางสายพันธุ (van Belkum et al., 1998, Vogler et 
al., 2006) วิธี MLVA จัดเปนวิธีที่สะดวก, มีประสิทธิภาพ และประหยัดคาใชจาย ทั้งน้ีมีรายงานการใช 
VNTR ในการแยกสายพันธุของเช้ือแบคทีเรียหลายชนิดในอาหารรวมถึงเช้ือกอโรคติดตอทางนํ้าแลว เชน 
Escherichia coli O157:H7 (Lindstedt et al., 2004b) Psuedomonas aeruginosa (Onteniente et 
al., 2003) และ Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Typhimurium (Lindstedt et al., 
2004a) นอกจากน้ียังมีการนําวิธีน้ีมาวินิจฉัยเช้ือกอโรคในมนุษย เชน Neisseria meningitides (Schouls 
et al., 2006), Listeria monocytogenes (Lindstedt et al., 2008), Mycobacterium tuberculosis 
(Valcheva et al., 2008) และ V. parahaemolyticus (Harth-Chu et al., 2009)  
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การศึกษา V. parahaemolyticus O3: K6 ดวยเทคนิค MLVA  พบวา เทคนิคน้ีมีความละเอียด
และความสามารถในการทําซ้ําสูง (Kimura et al., 2008) นอกจากน้ีมีงานวิจัยกอนหนาน้ีซึ่งทําการศึกษา
ความหลากหลายของ O3:K6, O4:K68 และ O1:K25 รวมกับ O1:KUT จํานวน 3 สายพันธุ โดยเทคนิค 
PFGE และ AP-PCR พบวา เช้ือสายพันธุ O1:KUT จัดอยูในกลุมเดียวกับเช้ือ O3:K6, O4:K68 และ O1:K25 
(Okura et al., 2003) และมีรายงานวา V. parahaemolyticus  O1:KUT มีตนกําเนิดมาจาก V. 
parahaemolyticus O3: K6 ที่เปนสายพันธุระบาด (Nair et al., 2007) แมวาจะมีการศึกษาเช้ือสายพันธุ 
O1:KUT รวมกับสายพันธุอื่น ๆ โดยเทคนิคตาง ๆ แตขอมูลที่ไดก็ยังไมมีความละเอียดเพียงพอตอการศึกษา
การระบาดของ V. parahaemolyticus O1:KUT และยังไมเคยมีการศึกษาความเสถียรของ VNTR 
ตําแหนงตาง ๆ ในเช้ือที่กลาวมา  

งานวิจัยครั้งน้ี จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธี MLVA และนํามาใชในการจําแนกสายพันธุของ               
V. parahaemolyticus ซีโรไทป O1:KUT โดยศึกษารวมกับซีโรไทปอื่น ๆ ที่เปนเช้ือสายพันธุระบาด  
การศึกษารูปแบบ VNTR ตําแหนงตาง ๆ ของเช้ือในครั้งน้ี และการพัฒนาเทคนิค MLVA จะเปนประโยชน
อยางมากสําหรับการศึกษาทางดานระบาดวิทยาของโรคติดเช้ือที่มีสาเหตุจาก V. parahaemolyticus 
ตอไป                                       
 
ระยะเวลาวิจัย  2 ป (ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560) 
 
แหลงทุนสนับสนุน ทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร   

ประเภทงบประมาณแผนดิน  ประจําปงบประมาณ 2558 
สัญญาเลขที่  SCI581208S 
 

วัตถุประสงค   

1. เพื่อพัฒนาเทคนิค MLVA มาใชในการจําแนก pandemic V. parahaemolyticus 
O1:KUT โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการจําแนกสายพันธุกับวิธี AP-PCR, ERIC-PCR 
และใชวิธี PFGE เปนวิธีมาตรฐาน 

2. เพื่ อ ศึกษาป จจั ยต า ง  ๆ  ที่ มีผ ลต อความ เส ถียรของ  VNTR ของ  pandemic                     
V. parahaemolyticus O1:KUT 
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สรุปผลการทดลอง 
 

ตอนท่ี 1 การตรวจสอบลักษณะท่ีเก่ียวของกับการกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 

1. การทดสอบความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะ (CLSI, 2012) 
 การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะดวยวิธี disk diffusion โดยใชยาปฏิชีวนะจํานวน 6 ชนิด คือ  
ampicillin (10 µg), chloramphenicol (30 µg), norfloxacin (10 µg), ciprofloxacin (5 µg), 
cotrimoxazole (25 µg) และ tetracyclin (30 µg) ผลการตรวจสอบความไวตอยาปฏิชีวนะพบวา               
เช้ือทุกสายพันธุด้ือตอยา ampicillin และเช้ือจํานวนรอยละ 60.9 ไวปานกลางตอยา ciprofloxacin             
และที่นาสนใจคือ มีเช้ือจํานวน 1 สายพันธุ ที่ด้ือตอยาปฏิชีวนะมากถึง 3 ชนิด (ampicillin, norfloxacin 
และ ciprofloxacin) อยางไรก็ตามพบวาเช้ือสวนใหญ จํานวน รอยละ 95.7, 76.1 และ 97.8 ยังคงไวตอ 
ยา chloramphenicol, norfloxacin และ cotrimoxazole ตามลําดับ นอกจากน้ียังพบวาเช้ือทุกสายพันธุ
ไวตอยา tetracycline จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา V. parahaemolyticus สวนใหญยังคงไวตอ           
ยา chloramphenicol, norfloxacin และ cotrimoxazole อยางไรก็ตามเช้ือจํานวนมากเริ่มใหผล          
ไวปานกลางตอยา norfloxacin และ ciprofloxacin  ซึ่งใชในการรักษาผูปวยที่ติดเช้ือที่เกี่ยวของกับระบบ
ทางเดินอาหาร จึงควรระมัดระวังการใชยาดังกลาวใหมากข้ึน เน่ืองจากอาจสงผลตอการด้ือยาของเช้ือไดใน
อนาคต (ตารางที่ 3) 
 
ตารางท่ี  1  ไพรเมอรสําหรับการจําแนก V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 
 

Target 
genes 

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

Reference 

toxR 
tox R-F: 5’-GTCTTCTGACGCAATCGTTG-3’  
toxR-R:  5’-ATACGAGTGGTTGCTGTCATG-3’  

368 (Kim et al., 1999) 

GS-PCR 
GS-VP.1:  5’-TAATGAGGTAGAAACA-3’ 
GS-VP.2: 5’-ACGTAACGGGCCTACA-3’ 

651 (Matsumoto et al., 2000) 

tdh 
tdh1 :5’-GGTACTAAATGGCTGACATC-3’  
tdh2 : 5’-CCACTACCACTCTCATATGC-3’ 

251 (Tada et al., 1992) 

trh 
trh-F: 5'- GGCTCAAAATGGTTAAGCG - 3' 
trh-R: 5'- CATTTCCGCTCTCATATGC - 3' 

250 (Tada et al., 1992)  
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ตารางท่ี 2 รายละเอียดของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาดที่ใชในการศึกษาน้ี 

Serotype 
Year of 
isolation 

No. of 
isolates 

strain 
Presence of 

gene 
GS-PCR 
result 

tdh trh 
Pandemic (46)       
O1:KUT 2001 1 PSU291 +  + 
 2002 5 PSU732, PSU736, 

PSU748, PSU751, 
PSU752 

+  + 

 2003 2 PSU938, PSU974 +  + 
 2004 4 PSU1297,PSU1352, 

PSU1601,PSU1918 
+  + 

 2005 3 PSU2030,PSU2453, 
PSU2487 

+  + 

 2006 2 PSU3031,PSU3460 +  + 
 2008 2 PSU3916,PSU3972 +  + 
 2009 7 PSU4792,PSU4793, 

PSU4915,PSU4918, 
PSU4994,PSU4998, 
PSU5009 

+  + 

 2011 5 PSU5126,PSU5139, 
PSU5140,PSU5150, 
PSU5221 

+  + 

 2012 1 PSU5291 +  + 
O1:K25 2003 2 PSU1031,PSU1032 +  + 
 2006 1 PSU2667 +  + 
 2008 5 PSU3866,PSU3880, 

PSU3894,PSU3939, 
PSU3949 

+  + 

O3:K6 2008 6 PSU3868,PSU3872, 
PSU3887,PSU3892, 
PSU3896,PSU3921 

+  + 
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ตารางท่ี 3   แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะของ V. parahaemolyticus 

1R, resistant; I, intermediate; S, susceptible 
2AMP, ampicillin; C, chloramphenicol; NOR, norfloxacin; C, ciprofloxacin; SXT, trimethoprim- 
sulfamethoxazole; TE, tetracycline 

2.  การตรวจหายีนท่ีเก่ียวของกับการกอโรค 
การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคใน V. parahaemolyticus จํานวน 46 สายพันธุ พบวา           

เช้ือจํานวนรอยละ 57 มียีนกอโรคที่เกี่ยวของกับ T3SSs และ T6SSs ทุกยีนที่ตรวจสอบ ไดแก vcrD1, 
vcrD2, vopQ, vopC, vipA1และ vipA2 โดยเช้ือที่เหลือจํานวนรอยละ 47 พบยีนดังกลาวอยางนอย 4 ยีน 
(ตารางที่ 4) แสดงใหเห็นศักยภาพในการกอโรคของ V. parahaemolyticus 

 

ตารางท่ี 4 รูปแบบการมียีนกอโรคของ V. parahaemolyticus จํานวน 46 สายพันธุ 

Detection of virulence genes 
No. of isolates 

(%) T3SS1 T3SS2 T6SS1 T6SS2 
vcrD1 vopQ vcrD2 vopC vipA1 vipA2 

+ + + + + + 26 (57%) 
+ + + + + - 8 (18%) 
+ + - + + + 1 (2%) 
+ + + + - + 2 (4%) 
+ + + - + + 1 (2%) 
+ + + + - - 1 (2%) 
+ + - + + - 1 (2%) 
- + + + + + 3 (7%) 
- + + + + - 1 (2%) 
+ + - + - - 1 (2%) 
+ + - - - + 1 (2%) 

+: พบยีนกอโรค; -: ไมพบยีนกอโรค 

Antimicrobial agent 
Pandemic V. parahaemolyticus (n=46) 

No. (%) of R No. (%) of I No. (%) of S 

Ampicillin (AMP) 46 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Chloramphenicol (CHL) 0 (0.0) 2 (4.3) 44 (95.7) 

Norfloxacin (NOR) 1 (2.2) 10 (21.7) 35 (76.1) 

Ciprofloxacin (CIP) 7 (15.2) 28 (60.9) 11 (23.9) 

Cotrimoxazole (CO) 0 (0.0) 1 (2.2) 45 (97.8) 
Tetracycline (TET) 0 (0.0) 0 (0.0) 46 (100.0) 
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3.   การตรวจสอบความสามารถในการสรางสารพิษ thermostable direct hemolysin (TDH) 
ผลการทดสอบบนอาหาร Wagatsuma agar พบวาเช้ือทุกสายพันธุสามารถสลายเม็ดเลือดแดง        

บนอาหาร Wagatsuma agar ได แสดงใหเห็นความสามารถในการสรางสารพิษ TDH ของเช้ือ โดยโซนใส
รอบโคโลนีของเช้ือบนอาหารที่เวลา 35 ช่ัวโมง มีขนาดเสนผาศูนยกลางอยูระหวาง 8.2 – 14.6  มิลลิเมตร 
(รูปที่ 1)   

 

รูปท่ี 1 การสรางสารพิษ thermostable direct hemolysin ของ V. parahaemolyticus บนอาหาร 
Wagatsuma ที ่35 ช่ัวโมง 

4.  การตรวจหาความสามารถในการเคลื่อนท่ีแบบ swarming  
 V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุมีความสามารถในการเคลื่อนที่แบบ swarming ที่แตกตางกัน 
โดยที่เวลา 8 ช่ัวโมง พบขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีบนอาหารระหวาง 8.0-49.4 มิลลิเมตร  

5. การตรวจหาความสามารถในการเคลื่อนท่ีแบบ twitching  
 V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุมีความสามารถในการเคลื่อนที่แบบ twitching ที่แตกตางกัน
(รูปที่ 2) โดยมีระยะของการเคลื่อนที่อยูระหวาง 4–34 มิลลิเมตร 

 

รูปท่ี 2 การเคลื่อนที่แบบ twitching ของ V. parahaemolyticus ที่ยอมดวยสี crystal violet   
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6. การตรวจสอบความสามารถในการใชเหล็ก  
 การตรวจสอบความสามารถในการใชเหล็ก (ฮีโมโกลบิน) ที่ความเขมขน 155 และ 50 µM  พบวา 
เช้ือมีความสามารถในการใชฮีโมโกลบินแตกตางกัน (รูปที่ 3) โดยเช้ือสวนใหญจํานวนรอยละ 83 สามารถ 
เจริญไดในอาหารที่มีฮีโมโกลบินทั้ง 2 ความเขมขน และมเีช้ือจํานวนรอยละ 11 เจริญไดเฉพาะในอาหารที่มี
ฮีโมโกลบินที่ความเขมขน 155 µM เทาน้ัน อยางไรก็ตามพบวามีเช้ือรอยละ 1 ไมสามารถเจริญไดในอาหาร
ที่มีฮีโมโกลบินทั้ง 2 ความเขมขน  

 

 

รูปท่ี 3  การเจริญของ V. parahaemolyticus บนอาหาร melted rich medium + 2, 2’-dipyridyl               
ที่มีฮีโมโกลบินความเขมขน 155 µM of hemoglobin (A1: 10X; A2: 1X)  และไมมีฮีโมโกลบิน (B1: 10X; 
B2: 1X)  
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ตอนท่ี 2 การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด โดยเทคนิค 
AP-PCR, ERIC และPFGE 

1. การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค AP2-PCR และ AP4-PCR  
 จากผลการทดลองพบวาเทคนิค AP2-PCR และ AP4-PCR ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือสวน
ใหญคลายคลึงกัน โดยใหแถบดีเอ็นจํานวน 4-12 และ 7-11 แถบ ตามลําดับ การจัดกลุมเช้ือโดยอาศัยความ
แตกตางของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ความเหมือนรอยละ 80 พบวาเทคนิค AP2-PCR  มีความสามารถใน
การจําแนกเช้ือสูงกวาเทคนิค AP4-PCR (รูปท่ี 4 และ 5) โดยที่ความเหมือนรอยละ 80 เทคนิค AP2-PCR 
สามารถจัดกลุมเช้ือได 2 กลุม (AP21 และ AP22) สวนเทคนิค AP4-PCR สามารถจัดกลุมเชื้อไดเพียง                    
1 กลุมเทาน้ัน (AP41) คาความสามารถในการจําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือของเทคนิค  
AP2-PCR  (1.00, 0.570.79) มีคาสูงกวา AP4-PCR (1.00, 0.000.24) โดยเทคนิค AP2-PCR และ AP4-
PCR ใชเวลาในการจําแนกเช้ือคอนขางนาน คือ ประมาณ 17 ช่ัวโมง 30 นาที  (ตารางที่ 9) 

 

 

 

 

  

รูปท่ี 4 รูปแบบลายพิมพ ดีเอ็นเอ และ 
dendrogram ของ V. parahaemolyticus 
สายพันธุระบาด และ ATCC17802 ที่ไดจาก 
วิธี AP2-PCR  
 

รูปท่ี 5 รูปแบบลายพิมพ ดี เอ็นเอ และ 
dendrogram ของ V. parahaemolyticus 
สายพันธุระบาด และ ATCC17802 ที่ไดจาก 
วิธี AP4-PCR  
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2. การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค ERIC-PCR ในการจําแนก V. parahaemolyticus  
 เทคนิค ERIC-PCR ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือสวนใหญคลายคลึงกัน โดยใหแถบดีเอ็น
จํานวน 5-11 แถบ การจัดกลุมเช้ือโดยอาศัยความแตกตางของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ความเหมือน           
รอยละ 80 พบวาเทคนิค ERIC-PCR สามารถจัดกลุ มเชื้อไดเพียง 1 กลุมเทาน้ัน (ERIC1) (รูปที่ 6)                    
คาความสามารถในการจําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือของเทคนิค ERIC-PCR เทากับ 1.00 
และ 0.000.30 ตามลําดับ โดยมรีะยะเวลาที่ใชในการศึกษาเทากับ 12 ช่ัวโมง  5 นาท ี(ตารางที่ 9) 

 

รูปท่ี 6 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ และ dendrogram ของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด             
และ ATCC17802 ที่ไดจากวิธี ERIC-PCR 
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3.  การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค PFGE ในการจําแนก V. parahaemolyticus  
 เทคนิค PFGE ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่หลากหลาย โดยใหแถบดีเอ็นจํานวน  10-13 แถบ               
ซึ่งมีขนาดอยูระหวาง <48.5-727.5 kb แตอยางไรก็ตามยังคงมีรูปแบบลายพิมพของเช้ือบางสวน               
ที่เหมือนกัน (รูปที่ 7) การจัดกลุมเช้ือโดยอาศัยความแตกตางของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ความเหมือน
รอยละ 80 พบวาเทคนิค PFGE สามารถจัดกลุมเช้ือได 3 กลุม (PFGE1,  PFGE2 และ PFGE3)                     
คาความสามารถในการจําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือของเทคนิค PFGE เทากับ 1.00 และ 
0.520.93 ตามลําดับ อยางไรก็ตามเทคนิค PFGE มีระยะเวลาที่ใชในการศึกษานานที่สุด คือ 26 ช่ัวโมง  42 
นาท ี(ตารางที่ 9) 

          

 
รูปท่ี 7 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ และ dendrogram ของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด           
ที่ไดจากวิธี PFGE 
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ตอนท่ี 3 การพัฒนาเทคนิค multiplex MLVA เ พ่ือศึกษารูปแบบลายพิมพ ดีเ อ็นเอของ                          
V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 

1.   การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของ VNTR และการออกแบบไพรเมอรสําหรับวิธี MLVA  
 จากการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของ VNTR ในฐานขอมูลพบลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณสมบัติ 
ตรงตามที่ตองการจํานวน 5 รูปแบบคือ TR1, TR2, TR3, TR4 และ TR5 ซึ่งเมื่อทําการ blast กับลําดับ          
นิวคลีโอไทดของ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 ในฐานขอมูลของ NCBI พบวา              
สวนของ TR1 เละ TR3 แทรกอยูในสวนของ non-coding region สวน TR2, TR4 และ TR5  แทรกอยูใน
สวนของ hypothetical protein นอกจากน้ียังพบวา สวนของ VNTR markers ที่นํามาตรวจสอบ               
มีตําแหนงอยูบนทั้งโครโมโซม 1 และ 2 ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633  โดยสวน
ของ TR1, TR2 และ TR4 มีตําแหนงอยูบนโครโมโซม 1 และ สวนของ TR3 และ TR5 มีตําแหนงอยูบน
โครโมโซม 2 (ตารางที่ 5)  
 ผูวิจัยไดออกแบบไพรเมอรจํานวน 5 คู ที่จําเพาะกับ VNTR marker ทั้ง 5 รูปแบบ (ตารางที่ 6)           
และพบวาไพรเมอรทั้งหมด ยกเวนไพรเมอร TR5 สามารถเพิ่มจํานวน VNTR markers ของเช้ือทั้งหมดได
และมีรูปแบบของ MLVA ที่หลากหลาย โดยเช้ือสวนใหญใหผลลบเมื่อทดสอบดวยไพรเมอร TR5 ดังน้ัน           
ในข้ันตอน MLVA จึงใชไพรเมอรจํานวน 4 คูเทาน้ัน คือ TR1, TR2, TR3 และ TR4 

ตารางท่ี 5 รายละเอียดของ VNTR loci  

VNTR 
loci 

Repeat 
motif 

Unit 
length 
(bp) 

Copy 
number 

Function Chromosome 
 

TR1 AGGTTCT 7 11.1 Non-coding region 1 
TR2 GCTCTG 6 21.5 Hypothetical protein 1 
TR3 CAGCTAAA 8 22.8 Non-coding region 2 
TR4 ATAGAG 6 28.2 Hypothetical protein 1 
TR5 TCTGGC 6 21.5 Hypothetical protein 2 

 
ตารางท่ี 6 ไพรเมอรสําหรบัวิธี MLVA  

VNTR 
locus 

F-primer sequence (5'->3') R-primer sequence (5'->3') 
Expected 

amplicon size 
(bp)a 

TR1 GTGACGGCTGGTCAGAAGAT TTCACGCCAACTTCCTCAAC 130 
TR2 AGTTGCGGTGCGTAGTTTTC TCGCTCAGGAGCTATCCTCT 190 
TR3 TTCACGGGTAAAAACACCAT GCTGTGGTCTTTGTGTACGG 233 
TR4 TCAGCCAGACACTCCATACAA GGAAGACATATCCGGTTTGC 214 
TR5 CTCTGCGTATTGCATCTGGA GCAGGCGCTTGATGATTACT 229 
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2.  การพัฒนาวิธี multiplex PCR สําหรับ MLVA  
 จากการทดลองสามารถปรับความเขมขนของสวนประกอบใน PCR reaction และปรับสภาวะในการ
ทํา PCR เพื่อให เหมาะกับการทํางานของ primer ทั้ ง  4 ชุดพรอมกัน (multiplex PCR) ได                           
ดังแสดงใน ตารางที่ 7 และ 8 ตามลําดับ  

ตารางท่ี 7 PCR reaction สําหรับการทํา Multiplex MLVA  

PCR reaction Final Conc. µl /reaction 
10X Buffer 1X 6.0 
2.5mM dNTPs 0.20 mM 2.4 
4µM PrimerTR1-F  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR1-R  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR2-F  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR2-R  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR3-F  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR3-R  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR4-F  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR4-R  0.2µM 1.5 
5U/µl Taq polymerase 0.5 U 0.1 
Template DNA - 2.0 
Water  - 7.5 
Total volume   - 30.0 

ตารางท่ี 8 PCR condition สําหรบัการทํา Multiplex MLVA  

PCR condition Temp. (°C) Time(min) 
Initial denaturation 95 3  
Denaturation 95 1 
Annealing  50  1 
Elongation 68 1 
final elongation 68 5 

 
  

30 cycles 
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3.  การตรวจสอบผล MLVA โดยวิธี capillary electrophoresis และการวิเคราะหรูปแบบ VNTR  
 จากการตรวจสอบรูปแบบ MLVA ใน V. parahaemolyticus จํานวน 46 สายพันธุ โดยใชไพรเมอร
ที่จําเพาะกับ VNTR markers จํานวน 4 รูปแบบ (TR1, TR2, TR3 และ TR4) ดวยวิธี capillary 
electrophoresis พบรูปแบบ MLVA ที่แตกตางกันจํานวน 38 รูปแบบ ซึ่งจํานวนซ้ําของ TR1, TR2, TR3 
และ TR4 มีคาอยูระหวาง 8-17,  7-24, 5-44  และ 7-38 ตามลําดับ  
 การสราง dendrogram โดยอาศัยรูปแบบ MLVA ของเช้ือและจัดกลุมเช้ือโดยอาศัยความแตกตาง
ของจํานวนซ้ําของ VNTR ที่ความเหมือนรอยละ 80 พบวา สามารถแบงเช้ือออกเปน 6 กลุม (MLVA1, 
MLVA2 , MLVA3 , MLVA4 , MLVA5 และ MLVA6) (รูปที่ 8) เทคนิค MLVA มีคาความสามารถในการ
จําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือสูงมาก คือ 1.00 และ 0.99 ตามลําดับ และมีระยะเวลาใน
การจําแนกเช้ือเพียง 4 ช่ัวโมง 40 นาที (ตารางที่ 9) 

 

รูปท่ี 8 Dendrogram สรางจากรูปแบบ MLVA ของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 
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4.  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการจําแนก V. parahaemolyticus ของเทคนิค AP2-PCR, 
AP4-PCR, ERIC-PCR, PFGE และ MLVA  

 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการจําแนก V. parahaemolyticus ของเทคนิค AP2-PCR,             
AP4-PCR,  ERIC-PCR, PFGE และ MLVA พบวา เทคนิค MLVA เปนเทคนิคที่มีคาความสามารถในการ
จําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือสูงสุด (1.00 และ 0.99) รองลงมาคือ เทคนิค AP2-PCR      
(1.00 และ 0.57), PFGE (1.00 และ 0.52), ERIC-PCR (1.00 และ 0.00) และ AP4-PCR (1.00 และ 0.00) 
ตามลําดับ นอกจากน้ีเมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาในการจําแนกเช้ือพบวา เทคนิค MLVA เปนเทคนิคที่มี
ความรวดเร็วที่สุด รองลองมาคือ เทคนิค ERIC-PCR, AP2-PCR, AP4-PCR และ PFGE ตามลําดับ  (ตาราง
ที่ 9) ผลการทดลองน้ีแสดงเห็นวา เทคนิค MLVA เปนเทคนิคที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูง ในการจําแนก 
V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 

ตารางท่ี 9 เปรียบเทียบคุณสมบัติของเทคนิค AP2-PCR, AP4-PCR, ERIC-PCR และ MLVA 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

คุณสมบัติ AP2-PCR AP4-PCR ERIC-PCR PFGE MLVA 

ความสามารถในการจําแนก  
  T=Nt/N                                      

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

 
ประสิทธิภาพในการจําแนก  
D= 1-    1        ∑ nj (nj-1) 
 

0.57 0.00 0.00 0.52 0.99 

ระยะเวลาที่ใช (h) 
t=เวลาของ  DNA extraction + PCR + 
Gel electrophoresis 

17.30 17.30 12.05 26.42 4.40 

  s  

N (N-1)  j=1 
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ตอนท่ี 4 การทดสอบความเสถียรของรูปแบบ VNTR ของเชื้อในสภาวะตาง ๆ 

  การตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ของ V. parahaemolyticus ในสภาวะตาง ๆ ไมพบการ
เปลี่ยนแปลงของจํานวนซ้ํา VNTR markers ทั้ง 4 ตําแหนง (TR1, TR2, TR3 และ TR4) ในเช้ือที่ผานการ
เก็บรักษาในที่เย็นจัด (-80 องศาเซลเซียส) และทําใหละลายเปนจํานวนหลาย ๆ รอบ (repeated freezing 
storage and thawing) อยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงเช้ือหลายครั้ง (multiple subcultures) ทําใหเช้ือ
จํานวน 1 ไอโซเลท จากทั้งหมด 50 ไอโซเลท มีการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน TR2  
 การตรวจสอบความเสถียรของ VNTR เมื่อเลี้ยง V. parahaemolyticus ในสภาวะตึงเครียด 
(อุณหภูมิ, pH, ความเค็ม) พบวาการเลี้ยงเช้ือที่ pH 11 และสภาวะที่มี NaCl สูงถึงรอยละ 8 ไมมีผลตอ
จํานวนซ้ําของ VNTR markers ทั้ง 4 ตําแหนง อยางไรก็ตามพบการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน TR2          
ในเช้ือบางไอโซเลทเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 5 และ 44 องศาเซลเซียส หรือในสภาวะที่มี pH ตํ่า (4.8) หรือ          
มี NaCl ตํ่า (รอยละ 0.5) 
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ผลการวิจัยสวนท่ียังไมไดตีพิมพ แตอยูในวัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
  
วิธีการทดลอง 

1. การเก็บรักษาเชื้อในท่ีเย็นจัดและทําใหละลายตอการเปลี่ยนแปลงของ VNTR  
วิธีทดลองทําโดยเลี้ยง V. parahaemolyticus PSU 3868 บนอาหาร TSA+1% NaCl ที่อุณหภูมิ 

37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง จากน้ันคัดเลือกโคโลนีเด่ียวจํานวน 1 colony มาเลี้ยงในอาหาร TSB+1% NaCl 
บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง แลวเก็บเช้ือใน 15% glycerol ที่อุณหภูมิ -80°C เปนเวลา18 
ช่ั ว โ มง  ทํ าก า ร ละล าย เ ช้ื อที่ อุ ณ ห ภูมิ ห อ งแล ว นํ า กลั บ ไป แช เ ย็ นที่ อุ ณห ภูมิ  -80°C อี ก ค รั้ ง               
(freezing storage and thawing) เปนเวลา18 ช่ัวโมง ทําการแชแข็งและละลายซ้ําเปนจํานวน 9 รอบ 
จากน้ันเข่ียเช้ือมาเลี้ยงบนอาหาร TSA+1% NaCl ที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา 18 ช่ัวโมง แลวคัดเลือกโคโลนี
เด่ียวจํานวน 5 โคโลนี เพื่อนํามาเปนเช้ือเริ่มตน โดยเก็บรักษาเช้ือใน 15% glycerol ที่อุณหภูมิ                
-80°C เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ทําการแชแข็งและละลายซ้ําอีก 10 รอบ จากน้ันเข่ียเช้ือมาเลี้ยงบนอาหาร 
TSA+1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง แลวคัดเลือกเช้ือจํานวน 10 โคโลนี มาสกัด           
ดีเอ็นดวยวิธี phenol-chloroform extraction และตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ดวยวิธี MLVA  

 
2. การเพาะเลี้ยงเชื้อซ้ําหลายครั้งตอการเปลี่ยนแปลงของ VNTR  

วิธีทดลองทําโดยเลี้ยง V. parahaemolyticus PSU 3868 บนอาหาร TSA+1% NaCl ที่อุณหภูมิ 
37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง จากน้ันคัดเลือกโคโลนีเด่ียว จํานวน 5 โคโลนี มาเลี้ยงบนอาหาร TSA+1% NaCl 
ที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมงเพื่อนํามาเปนเช้ือเริ่มตน จากน้ันเลี้ยงเช้ือบนอาหาร TSA+1% NaCl 
ใหมทุก ๆ วัน จนครบจํานวน 10 วัน (multiple subcultures) แลวคัดเลือกโคโลนีตัวแทนจากอาหารเลี้ยง
เช้ือแตละจาน จานละ 10 โคโลนี มาสกัดดีเอ็นดวยวิธี phenol-chloroform extraction แลวจึงทําการ
ตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ดวยวิธี MLVA    
 
3.  การเลี้ยงเชื้อในสภาวะตึงเครียดตอการเปลี่ยนแปลงของ VNTR 

วิธีการทดลองทําโดยเลี้ยง V. parahaemolyticus PSU 3868 บนอาหาร TSA+1% NaCl          
บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง จากน้ันคัดเลือกโคโลนีเด่ียว จํานวน 5 โคโลนี มาเลี้ยงบนอาหาร 
TSA+1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมงเพื่อใชเปนเช้ือเริ่มตน จากน้ันเลี้ยงบนอาหาร 
TSB+1% NaCl ตามสภาวะตาง ๆ ไดแก อุณหภูมิ 5 และ 44 ๐C; pH4.8 และ pH11; NaCl: 0.5 และ 8% 
บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง แลวนําเช้ือที่ข้ึนในแตละสภาวะของการเลี้ยงมา streak บนอาหาร 
TSA+1% NaCl คัดเลือกโคโลนีตัวแทนจากอาหารเลี้ยงเช้ือแตละจาน จานละ 10 โคโลนี มาสกัดดีเอ็นดวย
วิธี phenol-chloroform extraction แลวจึงทําการตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ดวยวิธี MLVA    
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ผลการทดลองและวิจารณ  
 
 การตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ของ V. parahaemolyticus ในสภาวะตาง ๆ ไมพบการ
เปลี่ยนแปลงของจํานวนซ้ํา VNTR markers ทั้ง 4 ตําแหนง (TR1, TR2, TR3 และ TR4) ในเช้ือที่ผานการ
เก็บรักษาในที่เย็นจัด (-80 องศาเซลเซียส) และทําใหละลายเปนจํานวนหลาย ๆ รอบ (repeated freezing 
storage and thawing) อยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงเช้ือหลายครั้ง (multiple subcultures) ทําใหเช้ือ
จํานวน 1 ไอโซเลท จากทั้งหมด 50 ไอโซเลท มีการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน TR2  
 การตรวจสอบความเสถียรของ VNTR เมื่อเลี้ยง V. parahaemolyticus ในสภาวะตึงเครียด 
(อุณหภูมิ, pH, ความเค็ม) พบวาการเลี้ยงเช้ือที่ pH 11 และสภาวะที่มี NaCl สูงถึงรอยละ 8 ไมมีผลตอ
จํานวนซ้ําของ VNTR markers ทั้ง 4 ตําแหนง อยางไรก็ตามพบการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน TR2          
ในเช้ือบางไอโซเลทเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 5 และ 44 องศาเซลเซียส หรือในสภาวะที่มี pH ตํ่า (4.8) หรือ          
มี NaCl ตํ่า (รอยละ 0.5) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในเช้ือ Salmonella Typhimurium, Pseudomonas 
sp. และ E. coli ที่รายงานวา สภาวะตึงเครียดตางๆมีความเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ
เช้ือดังกลาว(Martinez and Baquero, 2000, Van Den Broek et al., 2005, Cooley et al., 2010) 
นอกจากน้ียังมีการศึกษาความเสถียรของ VNTR ใน  E.coli ซึ่งมีการรายงานวา รังสี, อุณหภูมิสูง และ
สภาวะที่มีสารอาหารจํากัดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน VNRT (Cooley et al., 2010) ดังน้ัน
งานวิจัยน้ีจึงช้ีในเห็นวาสภาวะตึงเครียดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของจํานวนซ้ําภายใน VNRT ของ V. 
parahaemolyticus และในกระบวนการศึกษาตรวจหาจํานวนซ้ําของ VNRT ควรจะหลีกเลี่ยงการ
เพาะเลี้ยงเช้ือซ้ําหลายครั้งเพราะอาจจะเกิดการผิดพลาดจากการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําของ VNRT ใน
ระหวางการตรวจสอบได  
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ขอคิดเห็นและขอเสนอแนะสําหรับการวิจัยตอไป 
 ทําการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยเทคนิค MLVA ในเช้ือสายพันธุระบาดที่แยกไดจาก
แหลงอื่น ๆ เพิ่มเติม รวมทั้งที่แยกไดจากประเทศตาง ๆ และเพิ่มการศึกษา In vivo stability ของ VNTR  
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บทความวิจัยท่ีนําเสนอในงานประชุมวิชาการ (proceeding) 
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บทนํา 
 

V. parahaemolyticus เปนสาเหตุสําคัญของ โรคอาหารเปนพิษ หรือ กระเพาะอาหารและลําไส
อักเสบ การกอโรคของเช้ืออาศัยปจจัยกอโรคที่สําคัญ คือ thermostable direct haemolysin (TDH) และ  
thermostable direct haemolysin-related haemolysin (TRH) ซึ่งถูกควบคุมโดยยีน tdh และ ยีน trh 
ตามลําดับ (Nair et al., 2007)  V. parahaemolyticus เปนสาเหตุสวนใหญของโรคอาหารเปนพิษ                           
ในหลายประเทศแถบทวีปเอเชีย เชน ประเทศญี่ปุน จีน ไตหวัน อินเดีย โดยในประเทศไทยพบวา                    
V. parahaemolyticus เปนสาเหตุอันดับ 1 ของโรคอาหารเปนพิษมาตลอด ในป พ.ศ. 2540-2545             
มีรายงานผูปวยโรคอาหารเปนพิษที่มีสาเหตุมาจาก V. parahaemolyticus คิดเปนรอยละ 56, 56, 58, 
60, 61 และ 78 ของผูปวยทั้งหมดตามลําดับ  (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2550) และจากสรุปรายงาน
การเฝาระวังโรค ของสํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ในปตอ ๆ มา พบวาอัตรา
ปวยดวยโรคอาหารเปนพิษมีจํานวนลดลง แตยังคงพบผูปวยจาก V. parahaemolyticus มากที่สุด 
สวนขอมูลเฝาระวังโรคอาหารเปนพิษลาสุด ชวงเดือน มกราคม – เดือน กรกฎาคม 2558 พบผูปวยโรค
อาหารเปนพิษ จํานวน 70,994 ราย โดยมีสาเหตุหลักจาก V. parahaemolyticus และ Salmonella 
รองลงมาคือ Staphyloccoccus 

ปจจุบันการจัดกลุมเช้ือ V. parahaemolyticus ใชวิธี serotyping โดยอาศัยลักษณะของ 
somatic (O) antigen และ capsular (K) antigen ปจจุบัน V. parahaemolyticus มีจํานวนทั้งหมด 75 
ซีโรไทป (Ishibashi et al., 2000) ซึ่งสายพันธุของ V. parahaemolyticus ที่กอใหเกิดการระบาดครั้งใหญ 
(pandemic) ในหลาย ๆ ประเทศ คือ V. parahaemolyticus O3:K6 โดยพบการระบาดครั้งใหญ                 
ในป พ.ศ. 2539 ณ เมือง Calcutta ประเทศอินเดีย และพบการระบาดอยางตอเน่ืองไปยังหลาย ๆ ประเทศ
แถบทวีปเอเชีย เชน ญี่ปุน จีน ไตหวัน รวมทั้งพบการระบาดขามทวีปไปยังประเทศสหรัฐอเมริกาจึงจัดไดวา 
V. parahaemolyticus O3:K6 น้ีเปนสายพันธุที่กอใหเกิดการระบาด (pandemic strain)  ซึ่งเช้ือสาย
พันธุดังกลาวเปนเช้ือที่มียีน tdh แตไมมียีน trh (tdh+, trh-) และใหผลบวกกับ group specific-PCR  (GS-
PCR) ซึ่งใชยีน toxRS operon เปนยีนเปาหมาย (Matsumoto et al., 2000) อยางไรก็ตาม ตอมามีการ
รายงานถึงเช้ือ V. parahaemolyticus ซีโรไทปอื่นที่ใหผล GS-PCR บวก ไดแก O4:K68, O1:KUT 
(untypeable) และ O1:K25 โดยซีโรไทปเหลาน้ีมีลําดับของ tox RS operon, รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่
ไดจากวิธี arbitrarily primed-PCR (AP-PCR), ribotyping และ pulsed-field gel electrophorsis 
(PFGE) ที่เหมือนกับซีโรไทป O3:K6 (Nair et al., 2007) และยังพบเช้ือ V. parahaemolyticus ซีโรไทป
อื่น ๆ ที่มีลักษณะจีโนไทปเหมือนกับ O3:K6 เพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ ทั้งน้ีอาจเปนไปไดวา เช้ือทั้งหมดมีตนกําเนิดมา
จากแหลงเดียวกัน แตมีการเปลี่ยนแปลงตรงสวนของ antigen เพื่อตอบสนองตอภูมิคุนกันของโฮสต (host) 
(Chowdhury et al., 2004) 

ผูปวยโรคอาหารเปนพิษที่เขารับการรักษา ณ โรงพยาบาลหาดใหญ จ.สงขลา ในชวงป พ.ศ. 
2543-2548 พบวาสวนใหญมีสาเหตุจากการติดเช้ือในซีโรไทป O3:K6, O4:K68, O1:KUT และ O1:K25 
(Wootipoom et al., 2007) ตอมาในชวงป พ.ศ. 2549-2553 กลับไมพบผูปวยที่ติดเช้ือซีโรไทป O4:K68 
และ O1:K25 (Thongjun et al., 2013) แตยังคงพบผูปวยที่ติดเช้ือซีโรไทป O1:KUT อยู ซึ่งอาจเกิดจาก
การที่ประชาชนในพื้นที่มีการสรางภูมิคุมกันตอ antigen ของเช้ือซีโรไทปเดิม (O3:K6, O1:K25 และ 
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O4:K68) การที่ไมสามารถระบุชนิดของ K antigen ไดน้ี อาจเปนเพราะขอจํากัดของ antisera มาตรฐานที่
ขายเปนการคา สงผลใหการติดตามทางระบาดวิทยาทําไดยากเน่ืองจากไมทราบชนิดของ K antigen          
ที่แทจริง ทั้งน้ี K antigen ของเช้ือเหลาน้ัน อาจเปนคนละชนิด หรือชนิดเดียวกันก็ได ดังน้ัน การพัฒนาวิธี
ในการแยกสายพันธุของเช้ือจึงมีความสําคัญอยางย่ิงในการปองกันและเฝาระวังการติดเช้ือ 

ปจจุบันไดมีการพัฒนาวิธีการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus ซึ่งสามารถ
อธิบายความแตกตางของเช้ือแตละสายพันธุได เชน แหลงที่มา, ความสามารถในการกอโรค และการด้ือยา
ปฏิชีวนะ มีรายงานจํานวนมากศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ V. parahaemolyticus ซีโรไทป 
O3: K6 ซึ่งเปนเช้ือที่กอใหเกิดการระบาดทั่วโลกอยางรุนแรง อยางไรก็ตามการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมโดยเฉพาะเจาะจงไปที่เช้ือในซีโรไทป O1:KUT ยังมีนอยมาก โดยความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของ V. parahaemolyticus นิยมศึกษาดวยเทคนิคตาง ๆ เชน AP-PCR, เทคนิค Enterobacterial 
Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) โดยมี เทคนิค PFGE ที่เปน gold standard 
method (Okura et al., 2003, Nair et al., 2007) เทคนิค AP-PCR, ERIC-PCR และ PFGE มีขอดี-
ขอเสียแตกตางกัน โดย AP-PCR และ ERIC-PCR เปนวิธีที่ทําไดงาย แตความสามารถในการทําซ้ําและการ
จําแนกตํ่า สวน PFGE ก็มีคาใชจายและการลงทุนสูง, ใชบุคลากรที่มีความชํานาญ, ใชระยะเวลานานและ
อุปกรณที่ เฉพาะ ซึ่งในบางหองปฏิบัติการไมสามารถทําได นอกจากน้ียังมีรายงานการศึกษาความ
หลากหลายของสายพันธุเช้ือจากบริเวณของดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ํา ๆ  กัน หรือ short sequence repeats 
(SSR) หรือ microsatellite (Jeffreys et al., 1985) หรือ variable number of tandem repeats 
(VNTR) (Nakamura et al., 1987) โดยอาศัยการวิเคราะหความแตกตางของลําดับซ้ําที่เกิดจากการปรับตัว
ของแบคทีเรียตอสภาพแวดลอม โดยพบวายีนใดที่มีหนวย SSR แทรกอยูจะมีอัตราการกลายพันธที่สูงกวา
ยีนที่ไมมี SSR แทรก และอาจทําใหแบคทีเรียมีการปรับเปลี่ยนความสามารถในการกอโรคที่เหมาะสมกับ
ระบบภูมิคุมกันของโฮสต (Peak et al., 1996, van Belkum et al., 1998) ดวยเหตุที่ VNTR มีความผัน
แปรในระดับพันธุกรรมคอนขางสูง แมจะเปนแบคทีเรียสปชีสเดียวกันแตคนละสายพันธุกันก็อาจมีหนวยซ้ํา
ใน VNTR แตกตางกัน ดังน้ันจึงมีการพัฒนาเทคนิค multilocus variable number of tandem repeat 
analysis (MLVA) ข้ึนมาใชในการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย โดยใชวิธี PCR ซึ่งอาศัย primers ที่ครอม
บริเวณ VNTR หลาย ๆ ตําแหนง เมื่อนํามาตรวจสอบขนาด VNTR ดวยวิธี gel electropgoresis จะให
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในแบคทีเรียตางสายพันธุ (van Belkum et al., 1998, Vogler et 
al., 2006) วิธี MLVA จัดเปนวิธีที่สะดวก, มีประสิทธิภาพ และประหยัดคาใชจาย ทั้งน้ีมีรายงานการใช 
VNTR ในการแยกสายพันธุของเช้ือแบคทีเรียหลายชนิดในอาหารรวมถึงเช้ือกอโรคติดตอทางนํ้าแลว เชน 
Escherichia coli O157:H7 (Lindstedt et al., 2004b) Psuedomonas aeruginosa (Onteniente et 
al., 2003) และ Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Typhimurium (Lindstedt et al., 
2004a) นอกจากน้ียังมีการนําวิธีน้ีมาวินิจฉัยเช้ือกอโรคในมนุษย เชน Neisseria meningitides (Schouls 
et al., 2006), Listeria monocytogenes (Lindstedt et al., 2008), Mycobacterium tuberculosis 
(Valcheva et al., 2008) และ V. parahaemolyticus (Harth-Chu et al., 2009)  
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การศึกษา V. parahaemolyticus O3: K6 ดวยเทคนิค MLVA  พบวา เทคนิคน้ีมีความละเอียด
และความสามารถในการทําซ้ําสูง (Kimura et al., 2008) นอกจากน้ีมีงานวิจัยกอนหนาน้ีซึ่งทําการศึกษา
ความหลากหลายของ O3:K6, O4:K68 และ O1:K25 รวมกับ O1:KUT จํานวน 3 สายพันธุ โดยเทคนิค 
PFGE และ AP-PCR พบวา เช้ือสายพันธุ O1:KUT จัดอยูในกลุมเดียวกับเช้ือ O3:K6, O4:K68 และ O1:K25 
(Okura et al., 2003) และมีรายงานวา V. parahaemolyticus  O1:KUT มีตนกําเนิดมาจาก V. 
parahaemolyticus O3: K6 ที่เปนสายพันธุระบาด (Nair et al., 2007) แมวาจะมีการศึกษาเช้ือสายพันธุ 
O1:KUT รวมกับสายพันธุอื่น ๆ โดยเทคนิคตาง ๆ แตขอมูลที่ไดก็ยังไมมีความละเอียดเพียงพอตอการศึกษา
การระบาดของ V. parahaemolyticus O1:KUT และยังไมเคยมีการศึกษาความเสถียรของ VNTR 
ตําแหนงตาง ๆ ในเช้ือที่กลาวมา  

งานวิจัยครั้งน้ี จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธี MLVA และนํามาใชในการจําแนกสายพันธุของ               
V. parahaemolyticus ซีโรไทป O1:KUT โดยศึกษารวมกับซีโรไทปอื่น ๆ ที่เปนเช้ือสายพันธุระบาด  
การศึกษารูปแบบ VNTR ตําแหนงตาง ๆ ของเช้ือในครั้งน้ี และการพัฒนาเทคนิค MLVA จะเปนประโยชน
อยางมากสําหรับการศึกษาทางดานระบาดวิทยาของโรคติดเช้ือที่มีสาเหตุจาก V. parahaemolyticus 
ตอไป                                       
 
ระยะเวลาวิจัย  2 ป (ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560) 
 
แหลงทุนสนับสนุน ทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร   

ประเภทงบประมาณแผนดิน  ประจําปงบประมาณ 2558 
สัญญาเลขที่  SCI581208S 
 

วัตถุประสงค   

1. เพื่อพัฒนาเทคนิค MLVA มาใชในการจําแนก pandemic V. parahaemolyticus 
O1:KUT โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการจําแนกสายพันธุกับวิธี AP-PCR, ERIC-PCR 
และใชวิธี PFGE เปนวิธีมาตรฐาน 

2. เพื่ อ ศึกษาป จจั ยต า ง  ๆ  ที่ มีผ ลต อความ เส ถียรของ  VNTR ของ  pandemic                     
V. parahaemolyticus O1:KUT 
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สรุปผลการทดลอง 
 

ตอนท่ี 1 การตรวจสอบลักษณะท่ีเก่ียวของกับการกอโรคของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 

1. การทดสอบความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะ (CLSI, 2012) 
 การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะดวยวิธี disk diffusion โดยใชยาปฏิชีวนะจํานวน 6 ชนิด คือ  
ampicillin (10 µg), chloramphenicol (30 µg), norfloxacin (10 µg), ciprofloxacin (5 µg), 
cotrimoxazole (25 µg) และ tetracyclin (30 µg) ผลการตรวจสอบความไวตอยาปฏิชีวนะพบวา               
เช้ือทุกสายพันธุด้ือตอยา ampicillin และเช้ือจํานวนรอยละ 60.9 ไวปานกลางตอยา ciprofloxacin             
และที่นาสนใจคือ มีเช้ือจํานวน 1 สายพันธุ ที่ด้ือตอยาปฏิชีวนะมากถึง 3 ชนิด (ampicillin, norfloxacin 
และ ciprofloxacin) อยางไรก็ตามพบวาเช้ือสวนใหญ จํานวน รอยละ 95.7, 76.1 และ 97.8 ยังคงไวตอ 
ยา chloramphenicol, norfloxacin และ cotrimoxazole ตามลําดับ นอกจากน้ียังพบวาเช้ือทุกสายพันธุ
ไวตอยา tetracycline จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา V. parahaemolyticus สวนใหญยังคงไวตอ           
ยา chloramphenicol, norfloxacin และ cotrimoxazole อยางไรก็ตามเช้ือจํานวนมากเริ่มใหผล          
ไวปานกลางตอยา norfloxacin และ ciprofloxacin  ซึ่งใชในการรักษาผูปวยที่ติดเช้ือที่เกี่ยวของกับระบบ
ทางเดินอาหาร จึงควรระมัดระวังการใชยาดังกลาวใหมากข้ึน เน่ืองจากอาจสงผลตอการด้ือยาของเช้ือไดใน
อนาคต (ตารางที่ 3) 
 
ตารางท่ี  1  ไพรเมอรสําหรับการจําแนก V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 
 

Target 
genes 

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

Reference 

toxR 
tox R-F: 5’-GTCTTCTGACGCAATCGTTG-3’  
toxR-R:  5’-ATACGAGTGGTTGCTGTCATG-3’  

368 (Kim et al., 1999) 

GS-PCR 
GS-VP.1:  5’-TAATGAGGTAGAAACA-3’ 
GS-VP.2: 5’-ACGTAACGGGCCTACA-3’ 

651 (Matsumoto et al., 2000) 

tdh 
tdh1 :5’-GGTACTAAATGGCTGACATC-3’  
tdh2 : 5’-CCACTACCACTCTCATATGC-3’ 

251 (Tada et al., 1992) 

trh 
trh-F: 5'- GGCTCAAAATGGTTAAGCG - 3' 
trh-R: 5'- CATTTCCGCTCTCATATGC - 3' 

250 (Tada et al., 1992)  
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ตารางท่ี 2 รายละเอียดของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาดที่ใชในการศึกษาน้ี 

Serotype 
Year of 
isolation 

No. of 
isolates 

strain 
Presence of 

gene 
GS-PCR 
result 

tdh trh 
Pandemic (46)       
O1:KUT 2001 1 PSU291 +  + 
 2002 5 PSU732, PSU736, 

PSU748, PSU751, 
PSU752 

+  + 

 2003 2 PSU938, PSU974 +  + 
 2004 4 PSU1297,PSU1352, 

PSU1601,PSU1918 
+  + 

 2005 3 PSU2030,PSU2453, 
PSU2487 

+  + 

 2006 2 PSU3031,PSU3460 +  + 
 2008 2 PSU3916,PSU3972 +  + 
 2009 7 PSU4792,PSU4793, 

PSU4915,PSU4918, 
PSU4994,PSU4998, 
PSU5009 

+  + 

 2011 5 PSU5126,PSU5139, 
PSU5140,PSU5150, 
PSU5221 

+  + 

 2012 1 PSU5291 +  + 
O1:K25 2003 2 PSU1031,PSU1032 +  + 
 2006 1 PSU2667 +  + 
 2008 5 PSU3866,PSU3880, 

PSU3894,PSU3939, 
PSU3949 

+  + 

O3:K6 2008 6 PSU3868,PSU3872, 
PSU3887,PSU3892, 
PSU3896,PSU3921 

+  + 
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ตารางท่ี 3   แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะของ V. parahaemolyticus 

1R, resistant; I, intermediate; S, susceptible 
2AMP, ampicillin; C, chloramphenicol; NOR, norfloxacin; C, ciprofloxacin; SXT, trimethoprim- 
sulfamethoxazole; TE, tetracycline 

2.  การตรวจหายีนท่ีเก่ียวของกับการกอโรค 
การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคใน V. parahaemolyticus จํานวน 46 สายพันธุ พบวา           

เช้ือจํานวนรอยละ 57 มียีนกอโรคที่เกี่ยวของกับ T3SSs และ T6SSs ทุกยีนที่ตรวจสอบ ไดแก vcrD1, 
vcrD2, vopQ, vopC, vipA1และ vipA2 โดยเช้ือที่เหลือจํานวนรอยละ 47 พบยีนดังกลาวอยางนอย 4 ยีน 
(ตารางที่ 4) แสดงใหเห็นศักยภาพในการกอโรคของ V. parahaemolyticus 

 

ตารางท่ี 4 รูปแบบการมียีนกอโรคของ V. parahaemolyticus จํานวน 46 สายพันธุ 

Detection of virulence genes 
No. of isolates 

(%) T3SS1 T3SS2 T6SS1 T6SS2 
vcrD1 vopQ vcrD2 vopC vipA1 vipA2 

+ + + + + + 26 (57%) 
+ + + + + - 8 (18%) 
+ + - + + + 1 (2%) 
+ + + + - + 2 (4%) 
+ + + - + + 1 (2%) 
+ + + + - - 1 (2%) 
+ + - + + - 1 (2%) 
- + + + + + 3 (7%) 
- + + + + - 1 (2%) 
+ + - + - - 1 (2%) 
+ + - - - + 1 (2%) 

+: พบยีนกอโรค; -: ไมพบยีนกอโรค 

Antimicrobial agent 
Pandemic V. parahaemolyticus (n=46) 

No. (%) of R No. (%) of I No. (%) of S 

Ampicillin (AMP) 46 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Chloramphenicol (CHL) 0 (0.0) 2 (4.3) 44 (95.7) 

Norfloxacin (NOR) 1 (2.2) 10 (21.7) 35 (76.1) 

Ciprofloxacin (CIP) 7 (15.2) 28 (60.9) 11 (23.9) 

Cotrimoxazole (CO) 0 (0.0) 1 (2.2) 45 (97.8) 
Tetracycline (TET) 0 (0.0) 0 (0.0) 46 (100.0) 
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3.   การตรวจสอบความสามารถในการสรางสารพิษ thermostable direct hemolysin (TDH) 
ผลการทดสอบบนอาหาร Wagatsuma agar พบวาเช้ือทุกสายพันธุสามารถสลายเม็ดเลือดแดง        

บนอาหาร Wagatsuma agar ได แสดงใหเห็นความสามารถในการสรางสารพิษ TDH ของเช้ือ โดยโซนใส
รอบโคโลนีของเช้ือบนอาหารที่เวลา 35 ช่ัวโมง มีขนาดเสนผาศูนยกลางอยูระหวาง 8.2 – 14.6  มิลลิเมตร 
(รูปที่ 1)   

 

รูปท่ี 1 การสรางสารพิษ thermostable direct hemolysin ของ V. parahaemolyticus บนอาหาร 
Wagatsuma ที ่35 ช่ัวโมง 

4.  การตรวจหาความสามารถในการเคลื่อนท่ีแบบ swarming  
 V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุมีความสามารถในการเคลื่อนที่แบบ swarming ที่แตกตางกัน 
โดยที่เวลา 8 ช่ัวโมง พบขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีบนอาหารระหวาง 8.0-49.4 มิลลิเมตร  

5. การตรวจหาความสามารถในการเคลื่อนท่ีแบบ twitching  
 V. parahaemolyticus ทุกสายพันธุมีความสามารถในการเคลื่อนที่แบบ twitching ที่แตกตางกัน
(รูปที่ 2) โดยมีระยะของการเคลื่อนที่อยูระหวาง 4–34 มิลลิเมตร 

 

รูปท่ี 2 การเคลื่อนที่แบบ twitching ของ V. parahaemolyticus ที่ยอมดวยสี crystal violet   
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6. การตรวจสอบความสามารถในการใชเหล็ก  
 การตรวจสอบความสามารถในการใชเหล็ก (ฮีโมโกลบิน) ที่ความเขมขน 155 และ 50 µM  พบวา 
เช้ือมีความสามารถในการใชฮีโมโกลบินแตกตางกัน (รูปที่ 3) โดยเช้ือสวนใหญจํานวนรอยละ 83 สามารถ 
เจริญไดในอาหารที่มีฮีโมโกลบินทั้ง 2 ความเขมขน และมเีช้ือจํานวนรอยละ 11 เจริญไดเฉพาะในอาหารที่มี
ฮีโมโกลบินที่ความเขมขน 155 µM เทาน้ัน อยางไรก็ตามพบวามีเช้ือรอยละ 1 ไมสามารถเจริญไดในอาหาร
ที่มีฮีโมโกลบินทั้ง 2 ความเขมขน  

 

 

รูปท่ี 3  การเจริญของ V. parahaemolyticus บนอาหาร melted rich medium + 2, 2’-dipyridyl               
ที่มีฮีโมโกลบินความเขมขน 155 µM of hemoglobin (A1: 10X; A2: 1X)  และไมมีฮีโมโกลบิน (B1: 10X; 
B2: 1X)  
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ตอนท่ี 2 การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด โดยเทคนิค 
AP-PCR, ERIC และPFGE 

1. การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค AP2-PCR และ AP4-PCR  
 จากผลการทดลองพบวาเทคนิค AP2-PCR และ AP4-PCR ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือสวน
ใหญคลายคลึงกัน โดยใหแถบดีเอ็นจํานวน 4-12 และ 7-11 แถบ ตามลําดับ การจัดกลุมเช้ือโดยอาศัยความ
แตกตางของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ความเหมือนรอยละ 80 พบวาเทคนิค AP2-PCR  มีความสามารถใน
การจําแนกเช้ือสูงกวาเทคนิค AP4-PCR (รูปท่ี 4 และ 5) โดยที่ความเหมือนรอยละ 80 เทคนิค AP2-PCR 
สามารถจัดกลุมเช้ือได 2 กลุม (AP21 และ AP22) สวนเทคนิค AP4-PCR สามารถจัดกลุมเชื้อไดเพียง                    
1 กลุมเทาน้ัน (AP41) คาความสามารถในการจําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือของเทคนิค  
AP2-PCR  (1.00, 0.570.79) มีคาสูงกวา AP4-PCR (1.00, 0.000.24) โดยเทคนิค AP2-PCR และ AP4-
PCR ใชเวลาในการจําแนกเช้ือคอนขางนาน คือ ประมาณ 17 ช่ัวโมง 30 นาที  (ตารางที่ 9) 

 

 

 

 

  

รูปท่ี 4 รูปแบบลายพิมพ ดีเอ็นเอ และ 
dendrogram ของ V. parahaemolyticus 
สายพันธุระบาด และ ATCC17802 ที่ไดจาก 
วิธี AP2-PCR  
 

รูปท่ี 5 รูปแบบลายพิมพ ดี เอ็นเอ และ 
dendrogram ของ V. parahaemolyticus 
สายพันธุระบาด และ ATCC17802 ที่ไดจาก 
วิธี AP4-PCR  
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2. การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค ERIC-PCR ในการจําแนก V. parahaemolyticus  
 เทคนิค ERIC-PCR ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือสวนใหญคลายคลึงกัน โดยใหแถบดีเอ็น
จํานวน 5-11 แถบ การจัดกลุมเช้ือโดยอาศัยความแตกตางของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ความเหมือน           
รอยละ 80 พบวาเทคนิค ERIC-PCR สามารถจัดกลุ มเชื้อไดเพียง 1 กลุมเทาน้ัน (ERIC1) (รูปที่ 6)                    
คาความสามารถในการจําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือของเทคนิค ERIC-PCR เทากับ 1.00 
และ 0.000.30 ตามลําดับ โดยมรีะยะเวลาที่ใชในการศึกษาเทากับ 12 ช่ัวโมง  5 นาท ี(ตารางที่ 9) 

 

รูปท่ี 6 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ และ dendrogram ของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด             
และ ATCC17802 ที่ไดจากวิธี ERIC-PCR 
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3.  การประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค PFGE ในการจําแนก V. parahaemolyticus  
 เทคนิค PFGE ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่หลากหลาย โดยใหแถบดีเอ็นจํานวน  10-13 แถบ               
ซึ่งมีขนาดอยูระหวาง <48.5-727.5 kb แตอยางไรก็ตามยังคงมีรูปแบบลายพิมพของเช้ือบางสวน               
ที่เหมือนกัน (รูปที่ 7) การจัดกลุมเช้ือโดยอาศัยความแตกตางของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ความเหมือน
รอยละ 80 พบวาเทคนิค PFGE สามารถจัดกลุมเช้ือได 3 กลุม (PFGE1,  PFGE2 และ PFGE3)                     
คาความสามารถในการจําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือของเทคนิค PFGE เทากับ 1.00 และ 
0.520.93 ตามลําดับ อยางไรก็ตามเทคนิค PFGE มีระยะเวลาที่ใชในการศึกษานานที่สุด คือ 26 ช่ัวโมง  42 
นาท ี(ตารางที่ 9) 

          

 
รูปท่ี 7 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ และ dendrogram ของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด           
ที่ไดจากวิธี PFGE 
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ตอนท่ี 3 การพัฒนาเทคนิค multiplex MLVA เ พ่ือศึกษารูปแบบลายพิมพ ดีเ อ็นเอของ                          
V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 

1.   การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของ VNTR และการออกแบบไพรเมอรสําหรับวิธี MLVA  
 จากการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของ VNTR ในฐานขอมูลพบลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณสมบัติ 
ตรงตามที่ตองการจํานวน 5 รูปแบบคือ TR1, TR2, TR3, TR4 และ TR5 ซึ่งเมื่อทําการ blast กับลําดับ          
นิวคลีโอไทดของ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633 ในฐานขอมูลของ NCBI พบวา              
สวนของ TR1 เละ TR3 แทรกอยูในสวนของ non-coding region สวน TR2, TR4 และ TR5  แทรกอยูใน
สวนของ hypothetical protein นอกจากน้ียังพบวา สวนของ VNTR markers ที่นํามาตรวจสอบ               
มีตําแหนงอยูบนทั้งโครโมโซม 1 และ 2 ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ RIMD2210633  โดยสวน
ของ TR1, TR2 และ TR4 มีตําแหนงอยูบนโครโมโซม 1 และ สวนของ TR3 และ TR5 มีตําแหนงอยูบน
โครโมโซม 2 (ตารางที่ 5)  
 ผูวิจัยไดออกแบบไพรเมอรจํานวน 5 คู ที่จําเพาะกับ VNTR marker ทั้ง 5 รูปแบบ (ตารางที่ 6)           
และพบวาไพรเมอรทั้งหมด ยกเวนไพรเมอร TR5 สามารถเพิ่มจํานวน VNTR markers ของเช้ือทั้งหมดได
และมีรูปแบบของ MLVA ที่หลากหลาย โดยเช้ือสวนใหญใหผลลบเมื่อทดสอบดวยไพรเมอร TR5 ดังน้ัน           
ในข้ันตอน MLVA จึงใชไพรเมอรจํานวน 4 คูเทาน้ัน คือ TR1, TR2, TR3 และ TR4 

ตารางท่ี 5 รายละเอียดของ VNTR loci  

VNTR 
loci 

Repeat 
motif 

Unit 
length 
(bp) 

Copy 
number 

Function Chromosome 
 

TR1 AGGTTCT 7 11.1 Non-coding region 1 
TR2 GCTCTG 6 21.5 Hypothetical protein 1 
TR3 CAGCTAAA 8 22.8 Non-coding region 2 
TR4 ATAGAG 6 28.2 Hypothetical protein 1 
TR5 TCTGGC 6 21.5 Hypothetical protein 2 

 
ตารางท่ี 6 ไพรเมอรสําหรบัวิธี MLVA  

VNTR 
locus 

F-primer sequence (5'->3') R-primer sequence (5'->3') 
Expected 

amplicon size 
(bp)a 

TR1 GTGACGGCTGGTCAGAAGAT TTCACGCCAACTTCCTCAAC 130 
TR2 AGTTGCGGTGCGTAGTTTTC TCGCTCAGGAGCTATCCTCT 190 
TR3 TTCACGGGTAAAAACACCAT GCTGTGGTCTTTGTGTACGG 233 
TR4 TCAGCCAGACACTCCATACAA GGAAGACATATCCGGTTTGC 214 
TR5 CTCTGCGTATTGCATCTGGA GCAGGCGCTTGATGATTACT 229 
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2.  การพัฒนาวิธี multiplex PCR สําหรับ MLVA  
 จากการทดลองสามารถปรับความเขมขนของสวนประกอบใน PCR reaction และปรับสภาวะในการ
ทํา PCR เพื่อให เหมาะกับการทํางานของ primer ทั้ ง  4 ชุดพรอมกัน (multiplex PCR) ได                           
ดังแสดงใน ตารางที่ 7 และ 8 ตามลําดับ  

ตารางท่ี 7 PCR reaction สําหรับการทํา Multiplex MLVA  

PCR reaction Final Conc. µl /reaction 
10X Buffer 1X 6.0 
2.5mM dNTPs 0.20 mM 2.4 
4µM PrimerTR1-F  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR1-R  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR2-F  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR2-R  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR3-F  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR3-R  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR4-F  0.2µM 1.5 
4µM PrimerTR4-R  0.2µM 1.5 
5U/µl Taq polymerase 0.5 U 0.1 
Template DNA - 2.0 
Water  - 7.5 
Total volume   - 30.0 

ตารางท่ี 8 PCR condition สําหรบัการทํา Multiplex MLVA  

PCR condition Temp. (°C) Time(min) 
Initial denaturation 95 3  
Denaturation 95 1 
Annealing  50  1 
Elongation 68 1 
final elongation 68 5 

 
  

30 cycles 



14 
 

3.  การตรวจสอบผล MLVA โดยวิธี capillary electrophoresis และการวิเคราะหรูปแบบ VNTR  
 จากการตรวจสอบรูปแบบ MLVA ใน V. parahaemolyticus จํานวน 46 สายพันธุ โดยใชไพรเมอร
ที่จําเพาะกับ VNTR markers จํานวน 4 รูปแบบ (TR1, TR2, TR3 และ TR4) ดวยวิธี capillary 
electrophoresis พบรูปแบบ MLVA ที่แตกตางกันจํานวน 38 รูปแบบ ซึ่งจํานวนซ้ําของ TR1, TR2, TR3 
และ TR4 มีคาอยูระหวาง 8-17,  7-24, 5-44  และ 7-38 ตามลําดับ  
 การสราง dendrogram โดยอาศัยรูปแบบ MLVA ของเช้ือและจัดกลุมเช้ือโดยอาศัยความแตกตาง
ของจํานวนซ้ําของ VNTR ที่ความเหมือนรอยละ 80 พบวา สามารถแบงเช้ือออกเปน 6 กลุม (MLVA1, 
MLVA2 , MLVA3 , MLVA4 , MLVA5 และ MLVA6) (รูปที่ 8) เทคนิค MLVA มีคาความสามารถในการ
จําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือสูงมาก คือ 1.00 และ 0.99 ตามลําดับ และมีระยะเวลาใน
การจําแนกเช้ือเพียง 4 ช่ัวโมง 40 นาที (ตารางที่ 9) 

 

รูปท่ี 8 Dendrogram สรางจากรูปแบบ MLVA ของ V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 
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4.  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการจําแนก V. parahaemolyticus ของเทคนิค AP2-PCR, 
AP4-PCR, ERIC-PCR, PFGE และ MLVA  

 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการจําแนก V. parahaemolyticus ของเทคนิค AP2-PCR,             
AP4-PCR,  ERIC-PCR, PFGE และ MLVA พบวา เทคนิค MLVA เปนเทคนิคที่มีคาความสามารถในการ
จําแนกเช้ือและประสิทธิภาพในการจําแนกเช้ือสูงสุด (1.00 และ 0.99) รองลงมาคือ เทคนิค AP2-PCR      
(1.00 และ 0.57), PFGE (1.00 และ 0.52), ERIC-PCR (1.00 และ 0.00) และ AP4-PCR (1.00 และ 0.00) 
ตามลําดับ นอกจากน้ีเมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาในการจําแนกเช้ือพบวา เทคนิค MLVA เปนเทคนิคที่มี
ความรวดเร็วที่สุด รองลองมาคือ เทคนิค ERIC-PCR, AP2-PCR, AP4-PCR และ PFGE ตามลําดับ  (ตาราง
ที่ 9) ผลการทดลองน้ีแสดงเห็นวา เทคนิค MLVA เปนเทคนิคที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูง ในการจําแนก 
V. parahaemolyticus สายพันธุระบาด 

ตารางท่ี 9 เปรียบเทียบคุณสมบัติของเทคนิค AP2-PCR, AP4-PCR, ERIC-PCR และ MLVA 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

คุณสมบัติ AP2-PCR AP4-PCR ERIC-PCR PFGE MLVA 

ความสามารถในการจําแนก  
  T=Nt/N                                      

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

 
ประสิทธิภาพในการจําแนก  
D= 1-    1        ∑ nj (nj-1) 
 

0.57 0.00 0.00 0.52 0.99 

ระยะเวลาที่ใช (h) 
t=เวลาของ  DNA extraction + PCR + 
Gel electrophoresis 

17.30 17.30 12.05 26.42 4.40 

  s  

N (N-1)  j=1 
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ตอนท่ี 4 การทดสอบความเสถียรของรูปแบบ VNTR ของเชื้อในสภาวะตาง ๆ 

  การตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ของ V. parahaemolyticus ในสภาวะตาง ๆ ไมพบการ
เปลี่ยนแปลงของจํานวนซ้ํา VNTR markers ทั้ง 4 ตําแหนง (TR1, TR2, TR3 และ TR4) ในเช้ือที่ผานการ
เก็บรักษาในที่เย็นจัด (-80 องศาเซลเซียส) และทําใหละลายเปนจํานวนหลาย ๆ รอบ (repeated freezing 
storage and thawing) อยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงเช้ือหลายครั้ง (multiple subcultures) ทําใหเช้ือ
จํานวน 1 ไอโซเลท จากทั้งหมด 50 ไอโซเลท มีการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน TR2  
 การตรวจสอบความเสถียรของ VNTR เมื่อเลี้ยง V. parahaemolyticus ในสภาวะตึงเครียด 
(อุณหภูมิ, pH, ความเค็ม) พบวาการเลี้ยงเช้ือที่ pH 11 และสภาวะที่มี NaCl สูงถึงรอยละ 8 ไมมีผลตอ
จํานวนซ้ําของ VNTR markers ทั้ง 4 ตําแหนง อยางไรก็ตามพบการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน TR2          
ในเช้ือบางไอโซเลทเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 5 และ 44 องศาเซลเซียส หรือในสภาวะที่มี pH ตํ่า (4.8) หรือ          
มี NaCl ตํ่า (รอยละ 0.5) 
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Abstract. Fifty-seven pandemic Vibrio parahaemolyticus isolates (tdh positive, trh 
negative GS-PCR positive) obtained from diarrheal patients at Hat Yai Hospital, 
Songkhla, Thailand during 2001-2016 were examined for their antibiogram profiles 
and virulence characteristics. Resistance to ampicillin, ciprofloxacin and norfloxacin 
was present in 100%, 12% and 2% of the isolates, respectively, with  over half of the 
isolates showing intermediate resistance to the two fluoroquinolones. Virulence-
associated genes encoding type III secretion systems (T3SS1 and T3SS2) and type VI 
secretion systems (T6SS1 and T6SS2) were widely distributed among the isolates. All 
isolates were able to produce similar levels of thermostable direct hemolysin. Eighty-
nine percent and 44% of the isolates exhibited swarming and twitching motility, 
respectively. Sixty-eight percent of the isolates were able to use 50 µM hemoglobin 
as the only iron source and 81% in the presence of 155 µM hemoglobin. This study 
highlights the antimicrobial resistance and multiple virulence characteristics of 
clinical V. parahaemolyticus isolates, information that will be useful in clinical and 
epidemiological investigations of this pathogenic organism.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, antibiogram, iron acquisition, motility, viru-
lence gene, Thailand

INTRODUCTION

Vibrio parahaemolyticus is one of the 
major causes of gastroenteritis in humans. 

Cases are often associated with eating raw 
or undercooked shellfish or even cooked 
foods that contaminated with raw shell-
fish (Yeung and Boor, 2004). Recently, the 
number of V. parahaemolyticus infections 
in Thailand has been gradually increas-
ing and this is a major cause for concern 
(Bureau of Epidemiology, 2015). V. para-
haemolyticus O3:K6 serotype, positive by 
PCR for group-specific toxRS regions and 
thermostable direct hemolysin gene (tdh) 
but not tdh-related hemolysin gene (trh) 
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was shown to be responsible for pandemic 
outbreaks of diarrhea in various parts 
of the world, including Asia, America, 
Africa and Europe (Okuda et al, 1997; 
Daniels et al, 2000, Martinez-Urtaza et al, 
2004; Ansaruzzaman et al, 2005; Bureau 
of Epidemiology, 2015). V. parahaemolyti-
cus serotypes O1:K25, O4:K68, and O1:K 
untypeable (KUT) were also reported 
as pandemic serotypes originating from 
O3:K6 clone ( Chowdhury et al, 2000; Mat-
sumoto et al, 2000; Bhuiyan et al, 2002). In 
Thailand, these serotypes were reported 
to be continually detected in patients since 
2000 ( Wootipoom et al, 2007; Thongjun et 
al, 2013). 

Pathogenicity of V. parahaemolyticus 
depends on multiple factors. TDH and  
type III (T3SSs) and type VI secretion sys-
tems (T6SSs) are recognized as virulence-
associated factors of V. parahaemolyticus 
isolates (Ceccarelli et al, 2013; Zhang 
and Orth, 2013).TDH is responsible for 
V. parahaemolyticus cytotoxicity and he-
molytic activity (Vuddhakul, 2008, Wang 
et al, 2015), while T3SSs and T6SSs are 
responsible for translocation of effector 
proteins [VcrD1(T3SS1), VcrD2 (T3SS2), 
VipA1 (T6SS1), and VipA2 (T6SS2)] by 
needle-like bacterial structures (Calder 
et al, 2014). VopC and VopQ of T3SSs (en-
coded by vopC and vopQ, respectively) are 
responsible for host cell cytotoxicity and 
enterotoxicity (Calder et al, 2014). T6SSs 
play an important role in environment fit-
ness of V. parahaemolyticus (Salomon et al,  
2013; Wang et al, 2013b) and are neces-
sary for adhesion to host cells (Wang  
et al, 2015).

In addition to these factors, V. para-
haemolyticus exhibits swarming and 
twitching forms of motility. Swarming 
motility enables bacteria to survive in the 
environment by enhancing colonization 
(Fraser and Hughes, 1999) and twitching 

motility is involved in attachment, biofilm 
formation and pathogenesis (Ottemann 
and Miller, 1997; McCarter, 2001). Iron 
acquisition was reported to correlate with 
the infection ability of V. parahaemolyticus 
isolates (León-Sicairos et al, 2015). Under 
iron-limited conditions, V. parahaemolyti-
cus produces a siderophore, vibrioferrin, 
considered one of the importance factors 
for pathogenicity of V. parahaemolyticus 
due to its ability to chelate host cell iron 
and association with iron transportation 
(Vuddhakul, 2008; León-Sicairos et al, 
2015). 

In order to extend our understanding 
of pandemic V. parahaemolyticus charac-
teristics in this region, this study deter-
mined antibiogram profiles and virulence 
properties of clinical V. parahaemolyticus 
isolates from Hat Yai Province, southern 
Thailand.

MATERIALS AND METHODS

Collection and identification of pandemic 
V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus isolates were 
obtained from clinical samples at Hat 
Yai Hospital, Songkhla, Hat Yai Province 
during 2001-2016 as part of routine micro-
biological diagnosis. Species classification 
was confirmed by PCR amplification of 
toxR (Kim et al, 1999), and identification 
of pandemic clone-specific characteristics 
(tdh and toxRS positive and trh negative) 
was performed by PCR as described pre-
viously (Tada et al, 1992; Matsumoto et al, 
2000) using primers listed in Table 1. In 
brief, reaction mixture (20 μl ) containing 
2 µl of template DNA for toxR, tdh and 
trh  or 2.5 µl of template DNA for toxRS, 
0.2 mM dNTPs for toxR, tdh and trh or 
0.125 mM dNTPs for toxRS, 0.2 mM of 
each primer or 1 mM of vopQ primers, 
0.5 U Taq DNA polymerase (NEB, Ipswich, 
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MA), and 1X Thermopol buffer (NEB) was 
subjected to thermocycling using a PCR 
T100 thermocycler (BioRad, Hercules, CA) 
as follows: 96oC for 5 minutes; for toxR: 
35 cycles of 94oC for 1 minute, 63oC for 
1.5 minutes and 72oC for 1.5 minutes; for 
toxRS: 25 cycles of 96oC for 1 minute, 45oC 
for 2 minutes and 72oC for 3 minutes;  for 
tdh and trh: 35 cycles of 94oC for 1 minute, 
55oC for 1 minute and 72oC for 1 minute; 
all followed by a final heating at 72oC for 7 
minutes. Amplicons were analyzed by 1% 
agarose gel-electrophoresis and ethidium 
bromide staining.  

O (somatic) and K (capsular) sero-
types were determined by a slide agglu-
tination test using commercial anti-O and 
anti-K antibodies (Denka Seiken, Tokyo, 
Japan). V. parahaemoltyicus isolates were 
stored at -80oC for further analysis.
Antimicrobial susceptibility test

Antimicrobial susceptibility test was 
carried out using standard disk diffusion 
method on Mueller-Hilton agar (Difco, 
Sparks, MD) plate according to guidelines 
of the Clinical Laboratory and Standards 
Institute (CLSI, 2010; CLSI, 2017). Anti-
microbial disks (Oxoid, Hampshire, UK) 
contained ampicillin (10 µg), chloram-
phenicol (30 µg), ciprofloxacin (5 µg), 
cotrimoxazole (25 µg), norfloxacin (10 
µg), and tetracyclin (30 µg). The data were 
interpreted as sensitive (S), intermediate 
(I) or resistant (R) following CLSI (2017) 
criteria.
Detection of V. parahaemolyticus secretion 
genes

Chromosomal DNA of pandemic V. 
parahaemolyticus was extracted by a boil-
ing method (Thaithongnum et al, 2006). 
Detection of T3SSs and T6SSs genes 
(vcrD1, vcrD2, vopC, vopQ, vipA1, and 
vipA2) was performed by a PCR method 
as previously described (Laohaprertthisan 

et al, 2003; Makino et al, 2003; Yu et al, 2003; 
Okada et al, 2009) using primers listed in 
Table 1 and amplification conditions as 
described above.
Detection of V. parahaemolyticus TDH

Pandemic V. parahaemolyticus isolates 
were cultured on tryptic soy agar (TSA) 
(Difco, Detroit, MI) supplemented with 
1% NaCl at 37°C for 18 hours. Then, a 
single colony was spotted onto Wagat-
suma blood agar prepared as previously 
described (Hara-Kudo et al, 2003) and 
incubated at 37°C for 18-35 hours. TDH 
production was detected by presence of 
a clear zone around the colony.
Detection of V. parahaemolyticus swarming 
and twitching motilities

Swarming motility assay was per-
formed on a swarming plate prepared by 
adding 6 g of Bacto agar (Difco) to 1,000 ml 
of Luria Bertani (LB) medium (Difco). In 
short, pandemic V. parahaemolyticus isolate 
was cultured in LB broth (Difco) at 37°C 
for 18 hours, then bacteria concentration 
was adjusted to 0.5 McFarland unit. A 2 
µl aliquot of bacteria culture was added 
onto the swarming plate and diameter of 
swarm zone was measured after incuba-
tion at 37°C for 4 and 8 hours (Inoue et 
al, 2007).

Twitching motility assay was carried 
out on LB agar (Difco) supplemented 
with 1.5% NaCl. In brief, pandemic V. 
parahaemolyticus isolate was cultured on 
TSA (Difco) supplemented with 1% NaCl 
at 37°C for 18 hours. Then a single colony 
was inoculated into an LB agar (Difco) 
supplemented with 1.5% NaCl and in-
cubation at 37°C for 24 hours. The agar 
layer was removed and twitching zones 
were visualized at the agar plate interface 
by staining the zone with 0.1% (w/v) of 
crystal violet.  The diameter of twitch zone 
was measured from the point of inocula-
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tion (Antunes et al, 2011).
Detection of V. parahaemolyticus iron ac-
quisition 

Iron acquisition assay was performed 
as previously described (Wong et al, 1996; 
Almeida et al, 2008) with minor modifica-
tions.  In short, 2 µl aliquots of hemoglo-
bin (50 µM and 155 µM) were spotted on 
melted rich medium (1% peptone, 3% 
NaCl, 0.5% Na2HPO4, 0.5% glucose, and 
1.5% agar) supplemented with 150 µM 
2, 2’-dipyridyl to chelate any exogenous 
iron in the medium. After incubation for 
1 hour, 2 µl aliquot of V. parahaemolyticus 
suspension was placed onto the medium 
and incubated at 37°C overnight. Growth 
of bacteria was determined directly by 
eye and under a light microscope (4x 
magnification).

RESULTS

Clinical pandemic V. parahaemolyticus 
isolates 

During 2001-2016, 57 clinical pan-
demic V. parahaemolyticus isolates were 
collected from diarrheal patients at Hat 
Yai Hospital, Songkhla (Table 2).
Antibiogram profiles

Using a disc diffusion assay, V. para-
haemolyticus isolates showed resistance 
to ampicillin (100%), followed by cip-
rofloxacin (12%) and norfloxacin (2%) 
(Table 3). Intermediate susceptibility to 
chloramphenicol, ciprofloxacin, cotri-
moxazole, and norfloxacin was observed 
in 2 (4%), 38 (67%), 1 (2%) and 10 (18%) 
isolates, respectively. Forty (70%) isolates 
were susceptible to all six antimicrobials 
tested except ampicillin. Interestingly, one 
isolate possessed resistance to ampicillin, 
ciprofloxacin and norfloxacin. 
Presence of secretion genes

Gene of T3SS1 effector (vopQ) and 

structural (vcrD1) protein was identified 
in 100% and 93%, respectively of isolates, 
and that of T3SS2 effector (vopC) and 
structural (vcrD2) protein in 96% and 93%, 
respectively (Table 2). All four T3SS genes 
were present in 84% of the isolates, both 
T3SS1 genes in 93% and both T3SS2 genes 
in 91%.  Two T6SS genes were identified 
in 74% of the isolates.
Virulence-related characteristics

All V. parahaemolyticus isolates were 
positive for the Kanagawa phenomenon, 
ie TDH production and manifested twitch-
ing motility (zone diameter ranging from 
4 to 52 mm), while 89% possessed swarm-
ing motility (diameter of migration zone 
ranging from 5 to 49 mm) (Table 4). Forty-
three (81%) isolates were able to grow 
on iron-depleted medium supplemented 
with 155 µM hemoglobin (Fig 1) and 68% 
in the presence of 50 µM hemoglobin 
(Table 4). Interestingly, 37 V. parahaemo-
lyticus isolates were positive for all tested 
virulence-related characteristics including 
Kanagawa phenomenon, motility pheno-
type and iron-dependent growth. 

DISCUSSION

Diarrheal disease remains one of the 
most important health problems world-
wide. Infections by V. parahaemolyticus 
are commonly reported in several areas, 
especially in Southeast Asia (Ottaviani et 
al, 2010; Bureau of Epidemiology, 2015; Li 
et al, 2015). Treatment with antimicrobial 
can reduce disease severity and symptom 
duration. 

Our results show that all V. parahaemo-
lyticus isolates were resistant to ampicillin, 
consistent with results reported in China, 
India, Indonesia, and Mexico where 100%, 
87%, 98%, and 94% of the isolates from 
clinical samples are resistant ( Pazhani 
et al, 2014; de Jesús Hernández-Díaz  



Characterization of Clinical Vibrio parahaemolyticus Isolates

137Vol  50  No. 1  January  2019

Ta
bl

e 
2 

C
ha

ra
ct

er
is

tic
s 

of
 c

lin
ic

al
 V

ib
rio

 p
ar

ah
ae

m
ol

yt
ic

us
 is

ol
at

es
 fr

om
 H

at
 Y

ai
 H

os
pi

ta
l, 

So
ng

kh
la

, T
ha

ila
nd

 c
ol

le
ct

ed
 d

ur
in

g 
 

20
01

 - 
20

16
.

Ye
ar

 o
f 

co
lle

ct
io

n
Is

ol
at

e
Se

ro
ty

pe
Vi

ru
le

nc
e 

ge
ne

Se
cr

et
io

n 
ge

ne
A

nt
ib

io
tic

 

re
si

st
an

ce

to
xR

S
td

h 
tr

h
T3

SS
1

T3
SS

2
T6

SS
1

T6
SS

2

vc
rD

1
vo

pQ
vc

rD
2

vo
pC

vi
pA

1
vi

pA
2

20
01

PS
U

 1
O

1:
K

U
T

+ 
+

-
+

+
+

+
+

-
A

M
P,

 C
IP

20
02

PS
U

 2
O

1:
K

U
T

+
+

-
-

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 3
O

1:
K

U
T

+
+

-
-

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 4
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 5
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 6
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

20
03

PS
U

 7
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P,

 C
IP

PS
U

 8
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
-

+
+

+
A

M
P

PS
U

 3
3

O
1:

K
25

+
+

-
+

+
-

+
+

-
A

M
P,

 C
IP

PS
U

 3
4

O
1:

K
25

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P,

 C
IP

20
04

PS
U

 9
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 1
0

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 1

1
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
-

-
A

M
P

PS
U

 1
2

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

+
-

A
M

P
20

05
PS

U
 1

3
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 1
4

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

+
-

A
M

P
PS

U
 1

5
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

-
A

M
P

20
06

PS
U

 1
6

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

+
-

A
M

P
PS

U
 1

7
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

-
A

M
P

PS
U

 3
5

O
1:

K
25

+
+

-
+

+
+

+
+

-
A

M
P

20
08

PS
U

 1
8

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

+
-

A
M

P
PS

U
 1

9
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 3
6

O
1:

K
25

+
+

-
+

+
-

+
-

-
A

M
P



Southeast Asian J Trop Med Public Health

138 Vol  50  No. 1  January  2019

Ye
ar

 o
f 

co
lle

ct
io

n
Is

ol
at

e
Se

ro
ty

pe
Vi

ru
le

nc
e 

ge
ne

Se
cr

et
io

n 
ge

ne
A

nt
ib

io
tic

 

re
si

st
an

ce

to
xR

S
td

h 
tr

h
T3

SS
1

T3
SS

2
T6

SS
1

T6
SS

2

vc
rD

1
vo

pQ
vc

rD
2

vo
pC

vi
pA

1
vi

pA
2

PS
U

 3
7

O
1:

K
25

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 3
8

O
1:

K
25

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 3
9

O
1:

K
25

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P,

 C
IP

, 
N

O
R

PS
U

 4
0

O
1:

K
25

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 4
1

O
3:

K
6

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 4
2

O
3:

K
6

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 4
3

O
3:

K
6

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 4
4

O
3:

K
6

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P,

 C
IP

PS
U

 4
5

O
3:

K
6

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 4
6

O
3:

K
6

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P,

 C
IP

20
09

PS
U

 2
0

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

-
+

A
M

P
PS

U
 2

1
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

-
+

+
A

M
P

PS
U

 2
2

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 2

3
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 2
4

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

-
-

-
+

A
M

P
PS

U
 2

5
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 2
6

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

-
+

A
M

P
20

11
PS

U
 2

7
O

1:
K

U
T

+
+

-
-

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 2
8

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 2

9
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

PS
U

 3
0

O
1:

K
U

T
+

+
-

-
+

+
+

+
-

A
M

P
PS

U
 3

1
O

1:
K

U
T

+
+

-
+

+
+

+
+

+
A

M
P

Ta
bl

e 
2 

(C
on

tin
ue

d)



Characterization of Clinical Vibrio parahaemolyticus Isolates

139Vol  50  No. 1  January  2019

Ye
ar

 o
f 

co
lle

ct
io

n
Is

ol
at

e
Se

ro
ty

pe
Vi

ru
le

nc
e 

ge
ne

Se
cr

et
io

n 
ge

ne
A

nt
ib

io
tic

 

re
si

st
an

ce

to
xR

S
td

h 
tr

h
T3

SS
1

T3
SS

2
T6

SS
1

T6
SS

2

vc
rD

1
vo

pQ
vc

rD
2

vo
pC

vi
pA

1
vi

pA
2

20
12

PS
U

 3
2

O
1:

K
U

T
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
20

13
PS

U
 4

7
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
20

14
PS

U
 4

8
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 4

9
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 5

0
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 5

1
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
20

16
PS

U
 5

2
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 5

3
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 5

4
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 5

5
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 5

6
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
PS

U
 5

7
O

3:
K

6
+

+
-

+
+

+
+

+
+

A
M

P
Pr

ev
al

en
ce

 (%
)

 9
3

10
0

93
96

91
79

+,
 p

re
se

nt
; -

, a
bs

en
t. 

A
M

P,
 a

m
pi

ci
lli

n;
 C

IP
, c

ip
ro

flo
xa

ci
n;

 N
O

R,
 n

or
flo

xa
ci

n.

Ta
bl

e 
2 

(C
on

tin
ue

d)
et al, 2015; Chen et al, 
2016). As resistance to 
ampicillin has become 
widespread, fluoro-
quinolones, such as 
ciprofloxacin and nor-
floxacin, have been the 
first-line drug for initial 
treatment of acute diar-
rhea in adult patients 
(Riddle et al, 2016). In 
Thailand, fluoroquino-
lone is the most com-
monly prescribed anti-
biotic for treatment of 
acute diarrhea in adults 
(Supcharassaeng and 
Suankratay, 2011). In 
our study, intermediate 
resistance of clinical V. 
parahaemolyticus iso-
lates to the fluoroqui-
nolones were present 
in over 50% and (of 
concern) complete re-
sistance in 12% of the 
samples. Ciprofloxa-
cin-resistant V. parahae-
molyticus isolates (11%) 
have been reported in 
Indonesia since 2001 
(Tjaniadi et al, 2003). 
Not only in V. parahae-
molyticus but resistance 
to ciprofloxacin and 
other fluoroquinolones 
was present in Cam-
pylobacter spp isolated 
from patients with di-
arrhea in Thailand and 
Indonesia (Kuschner et 
al, 1995; Tjaniadi et al, 
2003). Careful surveil-
lance and appropriate 
use of antimicrobial 
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agents are required to preventing emer-
gence of drug-resistant bacteria. The 
increase in resistance among pathogens 
might be due to overuse of antibiotics.

T3SSs and T6SSs are believed to be 
responsible for pathogenicity of V. para-
haemolyticus (Ceccarelli et al, 2013; Zhang 
and Orth, 2013). All V. parahaemolyticus 
isolates in this study carried at least one 
gene encoding for T3SS. T3SS1 and T3SS2 
genes are detected by microarray hybrid-
ization in all pandemic V. parahaemolyticus 
isolates (Meador et al, 2007). In this study, 
the prevalence of T3SS genes vcrD1, vcrD2, 
vopC, and vopQ were >90%. T6SS genes 
were detected at lower frequency than 
those of T3SS. An earlier study described 
all clinical isolates possess T3SS1, whereas 
84% and 92% of clinical isolates were posi-
tive for T6SS1 and T6SS2, respectively, but 
no information regarding the pandemic 
genetic background (GS-PCR, tdh+, trh-) is 
provided (Kongrueng et al, 2015). Further 
studies are needed to examine the preva-
lence of other genes in the T6SS group.  

Production of TDH (Kanagawa phe-

nomenon-positive) among clinical V. para-
haemolyticus isolates and its relationship 
with V. parahaemolyticus pathogenicity has 
been reported (Ceccarelli et al, 2013). This 
phenomenon was previously shown to be 
strongly associated with tdh+ trh- V. para-
haemolyticus isolates (Suzuki et al, 1997). 
In the current study  all tdh+ trh- V. para-
haemolyticus isolates were TDH producers 
of similar levels. 

V. parahaemolyticus isolates dem-
onstrated variations in swarming and 
twitching motilities, but all isolates pos-
sessed at least a swarming or twitching 
motility. V. parahaemolyticus can be mo-
tile by several ways, depending on the 
environment (McCarter, 1999; Kim and 
McCarter, 2000; Broberg et al, 2011) and 
also on the presence of number of genetic 
regulatory mechanisms, motility proteins, 
and surface sensors (Kim and McCarter, 
2000; Mattick, 2002; Wang et al, 2013a). The 
inability to swarm observed in six isolates 
might be due to defects in cell division 
during the swarm cell cycle, lateral fla-
gella formation or ability to produce auto 

Table 3
Antibiogram profile of clinical Vibrio parahaemolyticus isolates from Hat Yai Hospital, 

Songkhla, Thailand collected during 2001 - 2016.

Antimicrobial agent

V. parahaemolyticus isolates (n = 57)

Resistanta

n (%)
Intermediate 

resistanta

n (%)

Sensitivea

n (%)

Ampicillin 	 57	(100) - -
Chloramphenicol - 	 2	(4) 	 55	(96)
Ciprofloxacin 	 7	(12) 	 38	(67) 	 12	(21)
Cotrimoxazole - 	 2	(4) 	 55	(96)
Norfloxacin 	 1	(2) 	 10	(18) 	 46	(80)
Tetracycline - - 	 57	(100)

aBased on CLSI (2017).
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inducers (McCarter, 1999). 
Iron is essential for almost all bacteria 

including V. parahaemolyticus. During in-
fection, V. parahaemolyticus utilizes sidero-
phores for uptake of iron during growth in 
iron-limited environment (León-Sicairos 
et al, 2015).  Isolates were examined for 
ability to utilize iron from hemoglobin on 
iron-limited agar plate. A minority  of V. 
parahaemolyticus isolates were unable to 
grow when tested with 50 µM hemoglo-
bin in agreement with a previous report 
(Wong et al, 1996) suggesting these isolates 
might possess low virulence in humans 
where “free” iron is limited. In this study, 
65% of isolates were able to grow at low 
iron concentration with swarming and 
twitching motility. These phenotypes 
could help V. parahaemolyticus to survive 
under stress condition, especially during 
infection. 

In summary, the study reveals the 
majority of clinical V. parahaemolyticus 
isolates collected from a hospital in south-
ern Thailand over a 16-year period had 
pandemic properties; all isolates were 
resistant to ampicillin and over 50% par-
tially or completely resistant to the first-
line drugs, fluoroquinolones; all isolates 
possessed virulence characteristics, such 
as  secretion, twitching and/or swarming 
motility and iron acquisition, as well as 
genes required for hemolytic activity. The 
antibiogram profiles identified in these 
clinical isolates are of importance for both 
clinical and epidemiological purposes. 
Moreover, data from these investigations 
should be of assistance in furthering our 
understanding of virulence properties and 
underlying mechanisms of this patho-
genic organism.
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ผลการวิจัยสวนท่ียังไมไดตีพิมพ แตอยูในวัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
  
วิธีการทดลอง 

1. การเก็บรักษาเชื้อในท่ีเย็นจัดและทําใหละลายตอการเปลี่ยนแปลงของ VNTR  
วิธีทดลองทําโดยเลี้ยง V. parahaemolyticus PSU 3868 บนอาหาร TSA+1% NaCl ที่อุณหภูมิ 

37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง จากน้ันคัดเลือกโคโลนีเด่ียวจํานวน 1 colony มาเลี้ยงในอาหาร TSB+1% NaCl 
บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง แลวเก็บเช้ือใน 15% glycerol ที่อุณหภูมิ -80°C เปนเวลา18 
ช่ั ว โ มง  ทํ าก า ร ละล าย เ ช้ื อที่ อุ ณ ห ภูมิ ห อ งแล ว นํ า กลั บ ไป แช เ ย็ นที่ อุ ณห ภูมิ  -80°C อี ก ค รั้ ง               
(freezing storage and thawing) เปนเวลา18 ช่ัวโมง ทําการแชแข็งและละลายซ้ําเปนจํานวน 9 รอบ 
จากน้ันเข่ียเช้ือมาเลี้ยงบนอาหาร TSA+1% NaCl ที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา 18 ช่ัวโมง แลวคัดเลือกโคโลนี
เด่ียวจํานวน 5 โคโลนี เพื่อนํามาเปนเช้ือเริ่มตน โดยเก็บรักษาเช้ือใน 15% glycerol ที่อุณหภูมิ                
-80°C เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ทําการแชแข็งและละลายซ้ําอีก 10 รอบ จากน้ันเข่ียเช้ือมาเลี้ยงบนอาหาร 
TSA+1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง แลวคัดเลือกเช้ือจํานวน 10 โคโลนี มาสกัด           
ดีเอ็นดวยวิธี phenol-chloroform extraction และตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ดวยวิธี MLVA  

 
2. การเพาะเลี้ยงเชื้อซ้ําหลายครั้งตอการเปลี่ยนแปลงของ VNTR  

วิธีทดลองทําโดยเลี้ยง V. parahaemolyticus PSU 3868 บนอาหาร TSA+1% NaCl ที่อุณหภูมิ 
37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง จากน้ันคัดเลือกโคโลนีเด่ียว จํานวน 5 โคโลนี มาเลี้ยงบนอาหาร TSA+1% NaCl 
ที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมงเพื่อนํามาเปนเช้ือเริ่มตน จากน้ันเลี้ยงเช้ือบนอาหาร TSA+1% NaCl 
ใหมทุก ๆ วัน จนครบจํานวน 10 วัน (multiple subcultures) แลวคัดเลือกโคโลนีตัวแทนจากอาหารเลี้ยง
เช้ือแตละจาน จานละ 10 โคโลนี มาสกัดดีเอ็นดวยวิธี phenol-chloroform extraction แลวจึงทําการ
ตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ดวยวิธี MLVA    
 
3.  การเลี้ยงเชื้อในสภาวะตึงเครียดตอการเปลี่ยนแปลงของ VNTR 

วิธีการทดลองทําโดยเลี้ยง V. parahaemolyticus PSU 3868 บนอาหาร TSA+1% NaCl          
บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง จากน้ันคัดเลือกโคโลนีเด่ียว จํานวน 5 โคโลนี มาเลี้ยงบนอาหาร 
TSA+1% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมงเพื่อใชเปนเช้ือเริ่มตน จากน้ันเลี้ยงบนอาหาร 
TSB+1% NaCl ตามสภาวะตาง ๆ ไดแก อุณหภูมิ 5 และ 44 ๐C; pH4.8 และ pH11; NaCl: 0.5 และ 8% 
บมที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา18 ช่ัวโมง แลวนําเช้ือที่ข้ึนในแตละสภาวะของการเลี้ยงมา streak บนอาหาร 
TSA+1% NaCl คัดเลือกโคโลนีตัวแทนจากอาหารเลี้ยงเช้ือแตละจาน จานละ 10 โคโลนี มาสกัดดีเอ็นดวย
วิธี phenol-chloroform extraction แลวจึงทําการตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ดวยวิธี MLVA    
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ผลการทดลองและวิจารณ  
 
 การตรวจสอบความเสถียรของ VNTR ของ V. parahaemolyticus ในสภาวะตาง ๆ ไมพบการ
เปลี่ยนแปลงของจํานวนซ้ํา VNTR markers ทั้ง 4 ตําแหนง (TR1, TR2, TR3 และ TR4) ในเช้ือที่ผานการ
เก็บรักษาในที่เย็นจัด (-80 องศาเซลเซียส) และทําใหละลายเปนจํานวนหลาย ๆ รอบ (repeated freezing 
storage and thawing) อยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงเช้ือหลายครั้ง (multiple subcultures) ทําใหเช้ือ
จํานวน 1 ไอโซเลท จากทั้งหมด 50 ไอโซเลท มีการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน TR2  
 การตรวจสอบความเสถียรของ VNTR เมื่อเลี้ยง V. parahaemolyticus ในสภาวะตึงเครียด 
(อุณหภูมิ, pH, ความเค็ม) พบวาการเลี้ยงเช้ือที่ pH 11 และสภาวะที่มี NaCl สูงถึงรอยละ 8 ไมมีผลตอ
จํานวนซ้ําของ VNTR markers ทั้ง 4 ตําแหนง อยางไรก็ตามพบการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน TR2          
ในเช้ือบางไอโซเลทเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 5 และ 44 องศาเซลเซียส หรือในสภาวะที่มี pH ตํ่า (4.8) หรือ          
มี NaCl ตํ่า (รอยละ 0.5) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในเช้ือ Salmonella Typhimurium, Pseudomonas 
sp. และ E. coli ที่รายงานวา สภาวะตึงเครียดตางๆมีความเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ
เช้ือดังกลาว(Martinez and Baquero, 2000, Van Den Broek et al., 2005, Cooley et al., 2010) 
นอกจากน้ียังมีการศึกษาความเสถียรของ VNTR ใน  E.coli ซึ่งมีการรายงานวา รังสี, อุณหภูมิสูง และ
สภาวะที่มีสารอาหารจํากัดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําภายใน VNRT (Cooley et al., 2010) ดังน้ัน
งานวิจัยน้ีจึงช้ีในเห็นวาสภาวะตึงเครียดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของจํานวนซ้ําภายใน VNRT ของ V. 
parahaemolyticus และในกระบวนการศึกษาตรวจหาจํานวนซ้ําของ VNRT ควรจะหลีกเลี่ยงการ
เพาะเลี้ยงเช้ือซ้ําหลายครั้งเพราะอาจจะเกิดการผิดพลาดจากการเปลี่ยนแปลงจํานวนซ้ําของ VNRT ใน
ระหวางการตรวจสอบได  
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ขอคิดเห็นและขอเสนอแนะสําหรับการวิจัยตอไป 
 ทําการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยเทคนิค MLVA ในเช้ือสายพันธุระบาดที่แยกไดจาก
แหลงอื่น ๆ เพิ่มเติม รวมทั้งที่แยกไดจากประเทศตาง ๆ และเพิ่มการศึกษา In vivo stability ของ VNTR  
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บทความวิจัยท่ีนําเสนอในงานประชุมวิชาการ (proceeding) 

  


















