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บทที่ 4

อภิปรายผลการทดลอง

4.1 อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมตอการเจริญของ Vibrio hollisae
             V. hollisae เปนหนึ่งใน 12 สปชีสของเชื้อจีนัส Vibrio ที่กอโรคในคน โดยมี
ปจจัยในการกอโรคคือ thermostable direct hemolysin (tdh) ซึง่พบไดในเชื้อ V. hollisae
ทุกสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสิ่งแวดลอม แตในปจจุบันมีรายงานการแยกเชื้อดังกลาว
จากผูปวยไมมากนัก ทั้งนี้เนื่องมาจากการที่เชื้อเจริญไดไมดี บนอาหาร TCBS ซึ่งเปน
selective medium ทีใ่ชในการแยกเชื้อ Vibrio species จากสิ่งสงตรวจผูปวย อาหารดัง
กลาวมี thiosulfate และ bile salt ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียประจํ าถิ่น
ในลํ าไส เชน E. coli รวมทั้ง Vibrio บางสปชีส เชน V. hollisae ดังนั้น TCBS จึงไม
เหมาะที่จะใชเปนอาหารในการแยกเชื้อ V. hollisae ในการศึกษานี้ ดังนั้นการพัฒนา
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความสามารถในการคัดแยกเชื้อดังกลาวได จะเปนแนวทางที่ชวยให
สามารถทราบขอมูลการปนเปอนของเชื้อนี้ไดมากขึ้น ในการวิจัยข้ันแรกผูวิจัยไดทํ าการ
ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ โดยปกติเชื้อในกลุม Vibrio เปน
แบคทีเรีย ที่ตองการเกลือในการเจริญเติบโต (halophilic) อาหารเลี้ยงเชื้อโดยทั่วไปจะ
ตองเติมเกลือลงไปอยางนอย 1% เสมอ และคา pH ที่เหมาะสมจะอยูในชวงที่เปนกลาง
จนถึงเปนดางเล็กนอย จากการทดสอบครั้งนี้ พบวาที่ระดับความเขมขนของเกลือ 2%
และที่ระดับ pH 8.2 เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อมากที่สุด นอกจากนี้ได
ทํ าการศึกษา สารยับยั้ง เชน taurocholic acid  potassium tellurite deoxycholic acid
lauryl sulfate (SDS) malachite green และ sodium azide เพื่อตองการพัฒนา selective
medium  ในการแยกเชื้อ V. hollisae โดยสารเหลานี้มีรายงานการนํ ามาใชเปนสารยับยั้ง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อหลายชนิดเชน taurocholic acid พบวามีการนํ ามาใชในอาหาร
Taurocholic-tellurite-gelatin agar (TTGA) แยกเชื้อ V. cholerae จากสิ่งสงตรวจผูปวย
เนื่องจาก taurocholic acid มฤีทธิ์ยับยั้งจุลินทรียประจํ าถิ่นในลํ าไส (O'Brien and Cowell,
1985) potassium tellurite พบวามีการนํ ามาใชเปนสารยับยั้งในอาหาร เพื่อแยกเชื้อ
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V. cholerae E. coli P. vulgaris และเชื้อ Vibrio ทีก่อโรคอื่นๆ (Danikina et al., 1995)
สํ าหรับ deoxycholate ไดถูกนํ ามาใชเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Deoxycholate lactose agar
เปน selective medium ใชแยกเชื้อ แบคทีเรีย coliform จากอาหารและนํ้ า  โดย
deoxycholate จะไปยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก (Lichstein and Synder,
1941) สํ าหรับ lauryl sulfate หรือ sodium dodecyl sulfate ไดถูกนํ ามาใชเติมในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Lauryl sulfate broth เพื่อเปน selective medium ในการตรวจหาแบคทีเรีย
coliform จากนํ้ าดีและนํ้ าเสีย พบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. aureus  และ
M. luteus (American Public Health Association, 1981) ขณะเดียวกันก็สงเสริมการเจริญ
ของเชื้อแบคทีเรียกลุมที่สามารถหมักนํ้ าตาล lactose นอกจากนี้ยังพบวาการใช lauryl
sulfate ใน Lauryl sulphate-aniline blue agar แยกเชื้อ E. coli และ coliform จากนํ้ า
อาหาร และอุจจาระ ใหผลดีกวาการใช bile salts เปนสารยับยั้ง (Wright, 1984) และการ
ใช Lauryl sulfate tryptose (LST) broth เพื่อแยกเชื้อ fecal coliform จากอาหาร จะมีประ
สิทธิภาพดีกวาการใช tryptone water (Cakir et al., 2001) สวน malachite green ถูกนํ ามา
ใชในอาหาร Malachite-green broth และ Lowenstein Jensen medium เพื่อยับยั้งจุลิน
ทรียประจํ าถิ่นในการแยกเชื้อ P. aeruginosa จากนํ้ าและแยกเชื้อ M. tuberculosis จาก
เสมหะ ตามลํ าดับ (Van Schothorst and Renaud, 1985) สุดทาย sodium azide มีฤทธิ์
ยบัยั้งแบคทีเรียแกรมลบ เชน E. coli และ P. aeruginosa จึงถูกนํ ามาใชในอาหาร Azide
blood agar เพื่อแยกเชื้อ entercocci  ในการศึกษาครั้งนี้ พบวาไมสามารถนํ าสารยับยั้งที่
กลาวมาทั้งหมดมาใชในการพัฒนา selective medium เพื่อแยกเชื้อ V. hollisae เนื่องจาก
สารยับยั้งดังกลาวออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. hollisae อยางมีนัยสํ าคัญ (รูปที่
3.3) ดังนั้นการพัฒนาอาหารเพื่อแยกเชื้อ V. hollisae จึงไดใชสวนประกอบที่สํ าคัญของ
อาหาร Sporosarcina halophilla agar และอาหาร Mannitol maltose agar ไดแก peptone
beef extract  yeast extract  NaCl  MgCl2.6H2O  cresol red และ agar โดยใหชื่อวา H
agar โดย peptone จะเปนแหลงของไนโตรเจนเพื่อสรางพลังงาน และนํ าไปสรางสวน
ประกอบของเซลล beef extract เปนแหลงของวิตามินและเกลือแร สวน yeast extract จะ
มีวิตามินบีรวม ที่ทํ าหนาที่เปนโคเอนไซมของเอนไซมตางๆหลายชนิดที่มีความสํ าคัญ
ในกระบวนการเมทาบอลิซึม electron transport การตรึงคารบอนไดออกไซด การ
สังเคราะห purine และ pyrimidine สวน MgCl2.6H2O มีความสํ าคัญสํ าหรับการ
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สังเคราะหโปรตีนโดยทํ าหนาที่เปนโคแฟกเตอรในเอนไซมบางชนิด นอกจากนี้ NaCl
จะเปนตัวรักษาระดับความเขมขนของไอออนภายในเซลลใหเหมาะสม รวมทั้งเปน
แหลงของเกลือแรอีกดวย สวนการใช cresol red หรือ o-cresolsulfonaphthalein ก็เพื่อ
เปน indicator ในการตรวจสอบคาความเปนกรดที่เชื้อสรางขึ้น ถา pH ตํ่ ากวา 7.2  นอก
จากนี้ยังเติม sodium pyruvate เสริมเขาไปใน H agar เนื่องจาก มีรายงานวาสามารถชวย
เหลือเซลลแบคทีเรียที่บาดเจ็บจากการแชแข็ง หรือผานความรอนอุณหภูมิสูงๆ ใหมีการ
ซอมแซมตัว โดยความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดคือ 0.1% (Mizunoe, 1999) นอกจากนี้ได
เติมนํ้ าตาล arabinose เพื่อใชเปน differential medium ในการแยกเชื้อที่สามารถหมักนํ้ า
ตาล arabinose เชน V. hollisae กับพวกที่ไมสามารถหมักนํ้ าตาล arabinose จากนั้นจึงทํ า
การแยกเชื้อ V. hollisae ออกจากเชื้อในกลุมที่หมักนํ้ าตาล arabinose โดยใช Maltose
agar อีกครั้ง เพราะ V. hollisae เปนเชื้อเพียงสปชีสเดียวที่ไมสามารถหมักนํ้ าตาล
maltose ขณะที่เชื้อ Vibrio อีก 10 สปชีส ที่กอโรคในคนสามารถหมักนํ้ าตาล maltose ได
เหตุที่ไมใช maltose เปนนํ้ าตาลเริ่มตนในการแยกเชื้อแทน arabinose เนื่องจากเชื้อเกือบ
ทั้งหมดหมักนํ้ าตาล maltose (ยกเวน V. hollisae) และจะเปลี่ยนสีของ indicator คือ
cresol red เปนสีเหลืองหมด ทํ าใหโอกาสที่จะเห็นเชื้อที่ไมสามารถหมักนํ้ าตาล maltose
เปนไปไดยากมาก

4.2 การใชอาหาร H agar ตรวจหาเชื้อ V. hollisae จากอาหารทะเล
ตัวอยางที่นํ ามาศึกษาเปนอาหารทะเลเชน ปลา หอย กุง และกั้ง โดยตัวอยางสวน

ใหญที่นํ ามาศึกษาเปนหอย เนื่องจากมีรายงานการตรวจพบเชื้อจากผูปวยสวนใหญมักจะ
รับประทานอาหารทะเลจํ าพวกหอย เชน หอยนางรม และ หอยกาบ มากอนที่จะเกิด
อาการ (Morris et al., 1982; Carnahan et al., 1994; Abbot and Janda, 1994; Hlady,
1997; Rouzet et al., 1996) และมีรายงานเพียงไมกี่ฉบับที่ตรวจพบเชื้อ V. hollisae จาก
ปลา (Lowry et al., 1986; Nishibuchi et al., 1988)ในการตรวจหาเชื้อจํ าเปนจะตองเก็บ
ตัวอยางที่มีความสด และใชเวลาในการผานกระบวนการตางๆ ใหนอยที่สุด จากการ
ตรวจหาเชื้อทั้งหมดไมสามารถตรวจพบเชื้อ V. hollisae จากตัวอยางโดยตรง แตพบผล
บวก PCR จากตัวอยางที่ผานการบมเพาะเชื้อใน alkaline peptone water 1 ตัวอยางใน
ปลาหัวออน อยางไรก็ตามไดพยายามทํ าการแยกเชื้อจาก alkaline peptone water จากตัว
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อยางปลาหัวออนที่ยังคงเก็บไว แตไมประสบผลสํ าเร็จ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเวลาผานไป
นานกวา 24 ชั่วโมง ทํ าใหมีเชื้อแบคทีเรียอ่ืนใน alkaline peptone water เจริญทับ
(overgrowth) สวนปลาหัวออนที่เก็บไวในตูเย็น (-20 °C) เชื้อ V. hollisae อาจตายได
เพราะโดยปกติเชื้อในกลุม Vibrio มีผนังเซลลที่เปราะ ถาผานการแชแข็งและละลาย
เซลลจะแตกหมด อีกสาเหตุหนึ่งที่มีความเปนไปไดสูงคือปริมาณเชื้อมีนอยเกินไป จํ า
เปนตองมีการใชเทคนิคที่สามารถเพิ่มปริมาณเชื้อ เชน immunomagnetic technique มี
รายงานการใชวิธีนี้เพิ่มปริมาณเชื้อ E. coli  O157 (Vuddhakul et al., 2000)
V. parahaemolyticus (Varaporn et al., 2000) ในการแยกเชื้อจากอาหารทํ าใหสามารถ
ตรวจพบได ซึ่งยืนยันไดจากการแยกเชื้อ V. parahaemolyticus O3:K6 ซึ่งเปนสายพันธุที่
ก ําลังระบาดทั่วโลก สํ าหรับในประเทศไทยพบวา ในป ค.ศ. 1998 ผูปวยจากโรงพยาบาล
สงขลานครินทรติดเชื้อ V. parahaemolyticus O3:K6  87% เมื่อทํ าการตรวจอาหารทะเล
โดยใชวิธีเพิ่มปริมาณเชื้อ immunomagnetic technique พบเชื้อ V. parahaemolyticus
O3:K6 เพียง  6.9% แสดงวาถาไมมีการใชเทคนิคการเพิ่มปริมาณเชื้อ โอกาสที่จะพบเชื้อ
มีนอยมากถึงแมจะมีเชื้อปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอม ดังนั้นการตรวจไมพบเชื้อ
V. hollisae ไมสามารถยืนยันไดวาไมมีการปนเปอนของเชื้อดังกลาวในสิ่งแวดลอมของ
ประเทศไทย จํ าเปนที่จะตองมีการนํ าเทคนิคที่จํ าเพาะ และสามารถเพิ่มปริมาณตัวเชื้อมา
ทดสอบเพิ่มเติม

4.3 การตรวจหาจีน tdh จนี bacteriophage Vf1 และ Vf2 บนโครโมโซมอลดีเอนเอ
และพลาสมิดของเชื้อ V. hollisae

สามารถตรวจพบจีน tdh บนโครโมโซมอลดีเอนเอของ V. hollisae 11 สายพันธุ แต
ไมพบบนพลาสมิดของเชื้อ V. hollisae ที่นํ ามาทดสอบ 4 สายพันธุ ซึ่งสอดคลองกับงาน
วิจัยของ Nishibuchi และคณะ ที่ไดตรวจหาจีน tdh จากเชื้อ V. hollisae                          
V. parahaemolyticus V. cholerae non-O1 และ V. mimicus โดยการทํ า nucleic acid
hybridization และ PCR สามารถตรวจพบจีน tdh ใน V. hollisae ทุกสายพันธุ แตจะพบ
จีน tdh ใน V. parahaemolyticus V. cholerae non-O1 และ V. mimicus เพียงบางสายพันธุ
เทานั้น (Nishibuchi et al., 1996) ในการศึกษาครั้งนี้ไมไดตรวจจีน tdh บนพลาสมิดทุก
สายพันธุของ V. hollisae เนื่องจากไมเคยมีรายงานวาพบจีน tdh  บนพลาสมิดของ
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V. hollisae เลยดังนั้นจึงเลือกนํ ามาทดสอบเพียง 4 สายพันธุเทานั้น และในการศึกษาครั้ง
นี้ พบสิ่งที่นาสนใจก็คือ เปนการพบครั้งแรกวาตํ าแหนงของจีน tdh บนโครโมโซม
V. hollisae ทุกตัวอยูในตํ าแหนงเดียวกัน ซึ่งแตกตางจาก tdh ของ V. parahaemolyticus
ที่พบอยูในตํ าแหนงที่แตกตางกันบนโครโมโซม (Nishibuchi and Kaper, 1995) ทํ าให
ยืนยันสมมติฐานที่วา ตนกํ าเนิดของจีน tdh นาจะอยูบนโครโมโซมของ  V. hollisae การ
พบจีน tdh  ในบางสายพันธุของ Vibrio species อ่ืน อาจเกิดจากการถายทอดโดย
bacteriophage อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไมสามารถตรวจหาจีนของ
bacteriophage Vf1 และ Vf2 บนโครโมโซมและพลาสมิดของเชื้อ V. hollisae ซึ่งอาจ
เปนไปไดวา phage ที่สามารถถายทอดจีน tdh นั้น เปน phage ตางชนิดกับ Vf phage ซึ่ง
แยกไดจาก V. parahaemolyticus  การแยก phage จาก V. hollisae โดยตรงและตรวจหา
จีนที่จํ าเพาะของ phage นัน้บนโครโมโซมของ V. hollisae อาจจะชวยอธิบายสมมติฐาน
การถายทอดจีน tdh ของ V. hollisae โดยผานทาง bacteriophage ได สุดทายอาจมีความ
เปนไปไดที่กลไกการถายทอดจีน tdh เกิดจากขบวนการอื่น เชน การเกิด transposition
ของ transposon (Tn) ซึ่งเปนชิ้นสวนดีเอนเอขนาดระหวาง 0.7-40 kb ที่ถูกขนาบขางดวย
ดีเอนเอขนาดเล็กเรียกวา insertion sequence (IS)  Tn สามารถโยกยายจากตํ าแหนงหนึ่ง
ไปยังอีกตํ าแหนงหนึ่งบนโครโมโซมเดียวกัน หรือแทรกเขาไปในพลาสมิด โดยไมจํ า
เปนตองมีลํ าดับเบสเหมือนกันกับดีเอนเอตัวรับ ถา Tn แทรกตัวเขาไปในตํ าแหนงที่เปน
จีนในโครโมโซม ก็จะทํ าใหจีนนั้นไมตอเนื่อง และทํ าใหหนาที่ของจีนนั้นเสียไป ขณะ
เดียวกันจีนที่สอดแทรกเขาไปจะเกิดการแสดงออกขึ้น (วัฒนาลัย และ สรวง, 2536) ใน
อนาคต การตรวจหา IS วามีขนาบอยูสองขางจีน tdh ของ V. hollisae หรือไมจะชวยตอบ
คํ าถามนี้ได


