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บทที่ 1

   บทนํ า
1.1 บทนํ าตนเรื่อง

แบคทีเรียในจีนัส Vibrio พบอยูทั่วไปในนํ้ าทะเล ในปจจุบันมีรายงานมากกวา
30 สปชีสที่พบทั่วโลก และในจํ านวนนี้มีอยู 12 สปชีสที่พบวากอใหเกิดโรคในคน ซึ่งมี
ทั้งแบบ ติดเชื้อภายในลํ าไส (intestinal tract) และนอกลํ าไส (extraintestinal tract)
(Blake et al., 1980) Vibrio hollisae ถกูรายงานการพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1982 โดย
Hickman และคณะ เปนเชื้อสปชีสใหมในกลุม Vibrio ที่เพิ่งเปนที่รูจักไมนานมานี้ มีราย
งานวาเปนสาเหตุของอาการทองรวง เนื่องมาจากการรับประทานอาหารทะเลสุกๆดิบๆ
(Hickman et al., 1982) อาการของโรคจะคลายกับผูปวยที่เปนโรคลํ าไสอักเสบจากการ
ติดเชื้อ V. cholerae non-O1 (Haughes et al., 1978; Morris et al., 1982) นอกจากนี้ยังมี
รายงานการติดเชื้อ V. hollisae ในบาดแผล และในกระแสเลือด (Morris and Blake,
1982; Lowry et al., 1986; Rank et al., 1988) เชื้อจะเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 35 °C ประเทศ
ไทยมีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อดังกลาว จึงคาดวาเชื้อนี้นาจะปน
เปอนอยูในสิ่งแวดลอม และเปนสาเหตุหนึ่งของโรคทองรวงที่เกิดจากอาหารทะเลเปน
พิษ อยางไรก็ตามการแยกเชื้อในหองปฏิบัติการทํ าไดยากเนื่องจากเชื้อจะไมคอยเจริญใน
อาหารที่ใชแยก enteric pathogen ทีใ่ชในหองปฏิบัติการโดยทั่วไป เชน Thiosulfate
citrate bile salts sucrose agar (TCBS) และ MacConkey agar ผูปวยบางรายที่มีการติด
เชื้ออยางรุนแรง  เมื่อแยกเชื้อจากสิ่งสงตรวจ จะพบเชื้อโคโลนีเล็กๆ เพียง 1 โคโลนีบน
อาหาร TCBS (Carnahan et al., 1994) เชื้อที่ถูกรายงานสวนใหญจะถูกพบบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Xylose lysine deoxycholate agar ซึง่ใชแยก Shigella และ Blood agar ซึ่งใช
แยกเชื้อในกระแสโลหิต (Abbott and Janda, 1994; Carnahan et al., 1994) นอกจากนี้ยัง
ใหผลการทดสอบทางชีวเคมีที่ไมชัดเจนนัก และอาหารที่ใชทดสอบ ตองเติมเกลือที่
ความเขมขน 1% ดวยเสมอ    อยางไรก็ตามเมื่อเร็วๆนี้ไดมีการพัฒนาการวินิจฉัยเชื้อตัวนี้
โดยวิธี PCR (Vuddhakul et al., 2000) ซึ่งชวยใหการวินิจฉัยเปนไปไดอยางรวดเร็วและ
ถูกตอง สํ าหรับกลไกการกอโรคนั้นยังไมเปนที่ทราบกันอยางแนชัด แตพบวาเชื้อ
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V. hollisae ทุกสายพันธุสามารถผลิต hemolysin ทีม่ีลักษณะคลายคลึงกับ thermostable
direct hemolysin (tdh)  ทีพ่บใน V. parahaemolyticus  และ hemolysin ดังกลาวเปน
ปจจัยหลักที่กอใหเกิดโรคในคน เนื่องจากตรวจพบจีน tdh ไดใน V. parahaemolyticus
เกือบทุกสายพันธุที่แยกจากผูปวย แตตรวจพบไดนอยมากใน V. parahaemolyticus สาย
พันธุที่แยกจากสิ่งแวดลอม(Miyamoto et al., 1969; Sakazaki et al., 1968) นอกจากนี้ยัง
พบจีน tdh ไดบางในบางสายพันธุของ V. mimicus และพบใน V. cholerae non-O1 เพียง
1 สายพันธุ ขณะที่พบวา V. hollisae ทุกสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสิ่งแวดลอม มีจีน
tdh ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่มีการถายทอดจีน tdh ภายในกลุม Vibrio species ดวยกัน
(Nishibuchi and Kaper, 1995) และ V. hollisae อาจเปนแหลงกํ าเนิด จีน tdh ดังกลาว
และถายทอดไปยัง  V. parahaemolyticus และ Vibrio species อ่ืนๆในธรรมชาติ   การ
ถายทอดจีนดังกลาวนี้อาจผานทาง bacteriophage เนื่องจากเมื่อไมนานมานี้มีรายงานการ
พบ filamentous bacteriophage ของ V. cholerae เปนตัวการสํ าคัญในการถายทอด
cholera toxin (Waldor and Mekalanos, 1996) และในเวลาตอมามีการตรวจพบจีน
bacteriophage อยูบนโครโมโซมและพลาสมิดของ V. parahaemolyticus (Taniguchi et
al., 1984)  ดังนั้นการเคลื่อนที่ของ bacteriophage จากแบคทีเรียตัวหนึ่งไปยังอีกตัวหนึ่ง
อาจทํ าใหเกิดการพา จีน tdh ไปใหแบคทีเรียตัวนั้นดวย เพื่อเปนการยืนยันสมมติฐานวา
V. hollisae เปนแหลงของ จีน tdh และถายทอดไปให V. parahaemolyticus หรือ Vibrio
species อ่ืนๆ จึงจํ าเปนตองมีการตรวจหา จีนของ bacteriophage วาปรากฏอยูบน
โครโมโซม หรือ พลาสมิดของ V. hollisae หรือไม ในการศึกษานี้จะทํ าการแยกเชื้อ
V. hollisae และศึกษาหาจีนของ bacteriophage บนโครโมโซมและพลาสมิดของ
V. hollisae
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1.2 บทตรวจเอกสาร
      1.2.1 แฟมิลี่ Vibrionaceae
               1.2.1.1 ลกัษณะทั่วไป

Vibrio เปนแบคทีเรียแกรมลบรูปแทงขนาดกวาง 0.5-0.8 µm ยาว 1.4-2.6 µm
ลักษณะเปนทอนตรงหรือโคงงอเล็กนอย เคลื่อนที่ดวย polar flagellum ไมสรางสปอร
ใชสารอินทรียเปนแหลงของคารบอนและพลังงาน (chemoorganotroph) สามารถเผา
ผลาญอาหาร (metabolism) เพื่อสรางพลังงาน ไดทั้งแบบการหมักและการหายใจ โดย
ทั่วไปจะใหผลออกซิเดสบวก เจริญไดในภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative
anaerobes) พบไดทั้งในนํ้ าจืดและนํ้ าเค็ม ปจจัยที่อาจกอใหเกิดการแพรกระจายของเชื้อ
ในกลุมนี้ คือ อุณหภูมิ ความเค็ม ความลึกจากผิวทะเล และสิ่งมีชีวิตที่เปนแหลงสะสม
ของเชื้อ เชื้อบางสปชีสสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 20-25 °C และบางสปชีสเจริญที่
อุณหภูมิ 35-37 °C และสวนใหญจะเจริญที่ความเขมขนของเกลือ 0.5-0.8% ยกเวนบาง
สปชีสที่ตองการเกลือในระดับความเขมขนที่สูงกวานี้ กอใหเกิดโรคในปลา และคน  ใน
แฟมิลี่นี้จะประกอบดวย 4 จีนัส คือ จีนัส Vibrio จีนัส Photobacterium จีนัส
Plesiomonas และจีนัส Aeromonas เชื้อในจีนัส Vibrio หลายสปชีสมักจะกอใหเกิดการ
ติดเชื้อภายในลํ าไส (intestinal tract) และนอกลํ าไส (extraintestinal tract) มกีารแพร
กระจายอยูในธรรมชาติ และมีความใกลเคียงกับเชื้อแบคทีเรียใน Family
Enterobacteriaceae ทีใ่หผลออกซิเดสลบ เชื้อในจีนัส Vibrio ทีก่อใหเกิดโรคในคนมี 12
สปชีส คือ V. cholerae V. parahaemolyticus V. fluvialis V. vulnificus V. alginolyticus
V. mimicus V. hollisae V. furnissii V. cincinnatiensis V. damsela V. metschnikovii และ
V. carchariae

   1.2.1.2 การกอโรค
การกอโรคในคนแบงไดเปน 2  กลุมใหญๆ คือ กลุม V. cholerae และกลุม

non-V. cholerae ส ําหรับกลุม non-V. cholerae นั้นจํ าแนกออกไดเปน 2 กลุมยอย ตาม
ความตองการเกลือในการเจริญเติบโต คือ กลุมทนเค็ม ไดแก V. parahaemolyticus
V. fluvialis V. vulnificus  V. alginolyticus  V. hollisae  V. furnissii  V. cincinnatiensis
และ V. carchariae และกลุมไมทนเค็ม ไดแก V. cholerae และ V. mimicus การติดเชื้อ
สวนใหญเกิดจากการรับประทานอาหารที่มีการปนเปอนเชื้อ นอกจากนี้การเพิ่มขึ้นของ
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อุณหภูมิและความเค็มของนํ้ าลวนมีผลตอการระบาดของเชื้อ  Vibrio สวนใหญจะกอให
เกิดโรค gastroenteritis ทํ าใหผูติดเชื้อมีอาการคลื่นไส อาเจียน ทองรวง ถายอุจจาระเปน
เลือด มีไข นอกจากนี้ Vibrio ยังกอใหเกิดการติดเชื้อทางบาดแผล และติดเชื้อในกระแส
โลหิต กลไกการกอโรคเกิดจาก เชื้อสามารถสราง toxin ไดหลายชนิด เชน cytotoxin
hemolysin และเอนไซมที่มีบทบาทในการทํ าลายเนื้อเยื่อ  (ดังตารางที่ 1.1)

ตารางที่ 1.1 อาการที่มักเกิดขึ้นกับผูติดเชื้อ Vibrio และชนิดของ toxin ที่เชื้อสรางขึ้น
ชนิดของอาการ เชื้อกลุม non - V. cholerae Cytotoxin/เอนไซม

Gastroenteritis: อาการที่มักเกิดขึ้น
• ทองรวง  ปวดเกร็งชองทอง

คล่ืนไสอาเจียน มีไข ถายเปน
เลือด ปวดศีรษะ ปวดกลามเนื้อ

V. parahaemolyticus
V. cholerae non-O1
V. fluvialis
V. mimicus
V. furnissii
V. hollisae
V. alginolyticus
V. vulnificus

Cytotoxin
Hemolysin

Wound infection: อาการที่มักเกิดขึ้น
• บวมพอง เจ็บปวด หนังรอนแดง
       ตุมพอง เนื้อเยื่อตาย เนื้อเนา

V. alginolyticus
V. vulnificus
V. cholerae non-O1
V. damsela
V. carchariae
V. fluvialis
V. parahaemolyticus
V. mimicus

Protease
Hemolysin

Septicemia: อาการที่มักเกิดขึ้น
• มไีข หัวใจเตนเร็วผิดปกติ ช็อก
        ตุมพอง หายใจขัด อวัยวะทํ างาน
        ผิดปกติ

V. vulnificus
V. fluvialis
V. damsela
V. cholerae Non-O1
V. cincinnatiensis

Protease
Endotoxin
(lipopolysaccharide)

(ที่มา www.emedicine.com/med/topic2375.htm)
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ในสหรัฐอเมริกาการติดเชื้อ Vibrio สวนใหญมักเกิดจากกลุม  non-V.  cholerae
โดยในป ค.ศ.1983 มีรายงานการตรวจพบเชื้อ Vibrio จํ านวน 9 สปชีส ที่กอโรคในคน
ไดแก V. fluvialis V. hollisae V. mimicus และ V. parahaemolyticus กอใหเกิดอาการ
ทองรวง และมีการติดเชื้อนอกลํ าไส เชน ติดเชื้อจากบาดแผล หู กระแสเลือด และถุงนํ้ าดี
V. alginolyticus V. damsela V. metschnikovii  และ V. vulnificus กอใหเกิดการติดเชื้อ
เริ่มตนภายนอกลํ าไส และ V. cholerae O1 และ V. cholerae non-O1 กอใหเกิดทองรวง
และการติดเชื้อนอกลํ าไส (Blake et al., 1983) จากการศึกษาผูปวยที่เขารับการรักษาตัว
ในโรงพยาบาลแถบอาว Chesapeake เปนเวลา 15 ปติดตอกัน พบวามีการติดเชื้อ Vibrio
40 สายพันธุ โดยแยกจากผูปวย 32 ราย และพบทั้งหมด 8 สปชีส คือ
V. parahaemolyticus 16 สายพันธุ V. vulnificus 10 สายพันธุ V. cholerae non-O1 7 สาย
พันธุ V. mimicus 3 สายพันธุ V. hollisae 1 สายพันธุ V. fluvialis 1 สายพันธุ
V. alginolyticus 1 สายพันธุ สวนที่เหลืออีก 1 สายพันธุ เปน Vibrio ทีไ่มสามารถระบุ
สปชีสได เชื้อถูกแยกออกจากสิ่งสงตรวจชนิดตางๆ เชน แผล อุจจาระ เสมหะ หู กระดูก
และถุงนํ้ าดี (Hoge et al., 1989) ในป ค.ศ. 1989 มีความรวมมือกันในการตรวจหาการกอ
โรคเนื่องจากเชื้อ Vibrio ในแถบอาวรัฐตามชายฝง 4 แหง คือ Alabama Florida
Louisiana และ Texas พบผูติดเชื้อ V. parahaemolyticus 34 ราย V. cholerae non-O1 30
ราย V. vulnificus 18 ราย V. hollisae 9 ราย V. alginolyticus 7 ราย และ V. fluvialis 7 ราย
พบผูปวยมีอาการ ติดเชื้อเริ่มตนในกระแสโลหิต 14 ราย มีอาการติดเชื้อในทางเดิน
อาหาร 71 ราย ติดเชื้อในบาดแผล 29 ราย และมีอาการอื่นๆอีก 7 ราย มีผูปวยตองเขารับ
การรักษาตัวในโรงพยาบาลถึง 66 ราย และในจํ านวนนี้มีผูเสียชีวิต 9 ราย ผูปวยทุกรายที่
ตดิเชื้อในกระแสโลหิต และ 17% ของผูปวยที่มีการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร พบ
วามีโรคประจํ าตัวเรื้อรัง พบวา 67% ของผูติดเชื้อในกระแสโลหิต และ 74% ของผูที่ติด
เชื้อในทางเดินอาหาร รับประทานหอยนางรมดิบใน 1 สัปดาห กอนจะเกิดอาการ
(Levine and Griffin, 1993) และระหวางป ค.ศ. 1981-1994 มีรายงานการติดเชื้อ
non-V. cholerae ในรัฐฟลอริดาสูงมาก ซึ่งสวนใหญเกิดจากเชื้อ V. parahaemolyticus
รองลงมาเปน V. vulnificus  V. cholerae non-O1  V. hollisae  V. alginolyticus   
V. fluvialis และ V. mimicus (Hlady, 1997) นอกจากนี้ยังมีการพบเชื้อ Vibrio ในหอย
นางรม ที่สงมาจากชายฝงของบราซิล โดยพบ V. alginolyticus 81%
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V. parahaemolyticus 77%  V. cholerae non-O1 31%  V. fluvialis 27%  V. furnissii 19%
V. mimicus 12% และ V. vulnificus 12% (Blake et al., 1983) ในการศึกษา Vibrio ที่
ประเทศออสเตรเลียมีการตรวจพบเชื้อ Vibrio จากนํ้ า ตะกอน พืช และอุจจาระ แถบ
บริเวณชายฝงแมนํ้ า ทั้งหมด 8 แหงในภาคตะวันออกเฉียงใตของรัฐควีนสแลนด
ประเทศออสเตรเลีย พบวาสวนใหญเปนเชื้อ V. cholerae V. fluvialis  และ Aeromonas
species และเชื้อที่เหลือคาดวาเปน V. parahaemolyticus  V. alginolyticus V. vulnificus
และ V. hollisae (Myatt and Davis, 1989)

ในประเทศไทย จากการศึกษาผูปวย 660 ราย ที่มีอาการทองรวง และเขารับรักษา
ตัวในโรงพยาบาลบํ าราศนราดูร ระหวางป ค.ศ.1980-1981 พบผูปวยติดเชื้อ Shigella
27% V. parahaemolyticus 19% E. coli 5% Salmonella species 3% Campylobacter
jejuni 1% V. cholerae non-O1 3% และพบ Vibrio อ่ืนๆ อีกนอยกวา 1% การระบาดของ
V. parahaemolyticus พบมากในชวงเดือนกันยายน และตุลาคม ซึ่งเปนชวงปลายฤดูฝน
และพบการระบาดของ V. cholerae O1 สูงถึง 25% ในป 1980 แตไมพบในป 1981
(Echeverria et al., 1983) ในป 1985 มีรายงานการแยกเชื้อ V. cholerae non-O1 281 สาย
พันธุจากสิ่งแวดลอม และตรวจพบ cholerae toxin (ctx) ถงึ 5 สายพันธุ (Hanchalay
et al., 1985) ในระหวางเดือน มกราคม ค.ศ. 1983 ถึง เดือนมีนาคม ค.ศ. 1988 จากการ
ตรวจเชื้อในกระแสเลือดของผูปวย ที่เขารับการรักษาตัว ในโรงพยาบาลศิริราช พบผู
ปวย 13 ราย ที่ติดเชื้อ V. cholerae non-O1  3 ราย ที่ติดเชื้อ V. vulnificus และ 10 ราย ที่
ติดเชื้อ Vibrio species จากการศึกษาผูปวย 20 ราย ซึ่งสวนใหญเปนชายพบวา มีประวัติ
เปนโรคตับแข็ง ผูปวยมีอาการไข ปวดเกร็งชองทอง ทองรวง เยื่อบุชองทองอักเสบ ช็อก
และมีบาดแผลที่ผิวหนัง  ผูปวยบางรายไดรับประทานอาหารทะเล และสัมผัสนํ้ าทะเลมา
กอนที่จะเกิดอาการดังกลาว 50% ของผูปวยเสียชีวิตถึงแมจะไดรับยาปฏิชีวนะ
(Thamlikitkul, 1990) ในป ค.ศ. 1999 มีการตรวจพบเชื้อ V. parahaemolyticus สูงถึง
45.9% ในอาหารทะเลสงออก 686 ตัวอยาง ซึ่งมาจากฮองกง อินโดนีเซีย ไทย และเวียด
นาม โดยตัวอยางที่มาจากฮองกงและไทยจะตรวจพบเชื้อ V. parahaemolyticus สูงกวา
ตัวอยางที่มาจากอินโดนีเซียและเวียดนามมาก ซึ่งตัวอยางที่พบสวนใหญจะเปน กุง ปู
หอย และปลา (Wong et al., 1999) และในปเดียวกันมีการตรวจพบ V. parahaemolyticus
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ในหอยทะเลสดจากภาคใตของประเทศไทย และพบวาเปนสายพันธุ O3:K6 ซึ่งเปนสาย
พันธุที่มีการระบาดมาแลวในหลายประเทศ (Vuddhakul et al., 2000)

แมจะมีรายงานการตรวจพบเชื้อ Vibrio ทีก่อโรคในประเทศไทยหลายสปชีส แต
ยังไมเคยมีรายงานการตรวจพบ เชื้อ V. hollisae ในสิ่งสงตรวจจากผูปวยหรือสิ่งแวดลอม
ใดๆเลย ทั้งที่มีรายงานการตรวจพบเชื้อดังกลาวในหลายประเทศ และเชื้อก็มีศักยภาพใน
การกอโรคสูง V. hollisae ถูกรายงานครั้งแรกในป 1982 โดย Hickman และคณะ
สามารถแยกเชื้อ V. hollisae จากผูปวยไดทั้งสิ้น 16 สายพันธุ เปนสายพันธุที่แยกไดจาก
อุจจาระ 15 สายพันธุ อีก 1 สายพันธุแยกไดจากกระแสโลหิต (Hickman et al., 1982)
และในปเดียวกันนั้นเอง Morris ไดทํ าการตรวจสอบเชื้อที่สงมายัง Center for Disease
Control (CDC) ระหวางป ค.ศ. 1971- ค.ศ. 1981 พบเชื้อ V. hollisae ที่แยกจากอุจจาระผู
ปวย 11 ราย แยกจากกระแสโลหิต 1 ราย จากการศึกษาผูปวย 9 รายที่แยกเชื้อไดจาก
อุจจาระ พบผูปวยมีอาการทองรวง ปวดเกร็งชองทอง ระยะฟกตัวของโรคใชเวลาตั้งแต
4 ชั่วโมงถึง 13 วัน ผูปวย 1 ราย ถายอุจจาระมีมูกเลือดปน (bloody diarrhea) ผูปวย 6 ราย
รับประทานอาหารทะเลกอนเกิดอาการ และผูปวย 3 รายนี้ มีโรคประจํ าตัวเรื้อรัง เชน
ความดันโลหิตสูง ตับพิการ โรคพิษสุราเรื้อรัง และโรคติดเชื้อทางเดินปสสาวะเรื้อรัง
พบวาผูปวย 1 ราย ที่ติดเชื้อ V. hollisae ในกระแสโลหิตนั้น เปนโรคตับแข็ง สมอง
อักเสบ และปอดบวมรวมดวย และหลังจากเขารับการรักษาในโรงพยาบาลเพียง 2 วันผู
ปวยก็เสียชีวิตลง (Morris et al., 1982) ตอมามีการตรวจพบเชื้อ V. hollisae จากชายอายุ
65 ป ซึ่งเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลดวยอาการ มีไขสูง หนาวสั่น คลื่นไสอาเจียน
และปวดเกร็งชองทอง พบวาผูปวยไดรับประทานปลา catfish ที่จับได จากแมนํ้ า
Mississippi หางจากอาวเม็กซิโกเพียง 115 ไมล กอนเกิดอาการ และเมื่อตรวจหาเชื้อใน
กระแสเลือดพบวาเปนเชื้อ V. hollisae (Lowry et al., 1986) ในป 1988 มีรายงานการพบ
เชื้อ V. hollisae จากกระแสโลหิตในชายอายุ 36 ป ซึ่งมีประวัติเปนโรคตับอักเสบเรื้อรัง
ชายคนดังกลาวเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาลจากอาการทองรวง ปวดเกร็งชองทอง
คลื่นไส อาเจียน มีไข หนาวสั่น จากการตรวจอุจจาระ ไมพบเชื้อ Salmonella species
Shigella species Campylobacter species และไขพยาธิใดๆ หลังจากใหนํ้ าเกลือ อาการ
ปวดทอง และทองรวงหายไป สามารถกลับบานได หลังจากนั้นอีก 6 วัน ผูปวยไดกลับ
มารักษาตัวในโรงพยาบาลอีก ดวยอาการ ปวดทอง ทองรวง คลื่นไส อาเจียน มีไข หนาว
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สั่น จากการตรวจอุจจาระไมพบเชื้อใดๆเชนเดิม แตกลับพบเชื้อ V. hollisae ในกระแส
เลือด เมื่อซักประวัติผูปวยพบวาไดรับประทานปลาดิบมากอน ซึ่งอาจเปนสาเหตุของ
การติดเชื้อครั้งนี้ (Rank et al., 1988)    ในป ค.ศ.1994 มีรายงานวาพบผูปวยหญิง 1 ราย
มีอาการทองรวงอยางรุนแรง จากแตเดิมที่ผูปวยเคยเปนผูที่มีสุขภาพแข็งแรงสมบูรณดี
อาการดังกลาวเกิดขึ้นภายหลังจากรับประทานหอยนางรมดิบกอนเกิดอาการ 3 วัน ผูปวย
มีอาการถายอุจจาระเหลวเปนนํ้ า มีไข การแยกเชื้อใชเวลาหลายวัน จนรูวาเปนเชื้อ
V. hollisae  ผูปวยไดรับยา ciprofloxacin และ ampicillin จนอาการดีข้ึน และกลับบาน
ไดหลังจากรักษาตัวในโรงพยาบาล 7 วัน (Carnahan et al., 1994) นอกจากนี้มีรายงาน
การติดเชื้อ V. hollisae ในผูปวยอีก 2 ราย ซึ่งมีอาการติดเชื้อในทางเดินอาหาร รายแรก
พบวาไดรับประทานหอยนางรม จากรานอาหารริมหาดแคลิฟอรเนีย ปลายเดือน
พฤศจิกายน จากนั้น 72 ชั่วโมง ผูปวยมีอาการปวดทองเล็กนอย และทองรวงแบบไมรุน
แรง อาการเริ่มดีข้ึนภายใน 24 ชั่วโมง แตเมื่อไดรับประทานปูเปนอาหารเย็น วันรุงขึ้น
กลับมีอาการทองรวงถายเหลวเปนนํ้ า ปวดเกร็งชองทองเปนระยะๆ และเริ่มปวดเกร็ง
มากขึ้นจนตองเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาล ผูปวยมีไขสูง จากการแยกเชื้อพบวา
เปน V. hollisae ผูปวยไดรับยา tetracycline จนอาการดีข้ึนและสามารถออกจากโรง
พยาบาลได รายที่สองเปนหญิงอายุ 25 ป ไดรับประทานหอยนางรมดิบจากภัตตาคารบน
เกาะฮาวาย หลังจากนั้น 2 สัปดาห เธอเริ่มมีอาการปวดเกร็งชองทอง ทองรวง แตไมรุน
แรง และเขารักษาตัวในโรงพยาบาลเพราะคิดวาเปนไสติ่งอักเสบ หลังจากผาตัด พบวา
ลํ าไสสวนปลาย (ileum) อักเสบ เมื่อทํ าการเพาะเชื้อหาสาเหตุพบวาเปนเชื้อ V. hollisae
(Abbot and Janda, 1994) ในชวงป ค.ศ. 1981-1994 ที่รัฐฟลอริดา จากการตรวจผูปวย
333 ราย ที่ติดเชื้อ Vibrio species พบผูปวยติดเชื้อ V. hollisae 38 ราย เปนการติดเชื้อใน
ล ําไส 35 ราย และติดเชื้อในกระแสโลหิต 3 ราย ผูปวยสวนใหญมีอาการทองรวง ปวด
เกร็งบริเวณชองทอง คลื่นไส อาเจียน และมีไขเนื่องจากรับประทานหอยนางรมดิบ
สามารถพบเชื้อนี้ไดตลอดทั้งป ยกเวนในเดือนสิงหาคมและกันยายน (Hlady, 1997) ใน
ประเทศฝรั่งเศส มีรายงานการติดเชื้อ V. hollisae จากหอยกาบโดยพบชายอายุ 76 ป เขา
รับการรักษาตัวในโรงพยาบาล ดวยอาการติดเชื้อในทางเดินอาหาร และในกระแสเลือด
จากการซักประวัติพบวาผูปวยไดรับประทานหอยกาบจากอาวเล็กๆ ในเมือง Brittany ซึ่ง
เปนครั้งแรกของการพบเชื้อตัวนี้ในยุโรป (Rouzet et al., 1996)
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               1.2.1.3 การเพาะแยกเชื้อ
       เชื้อในกลุม Vibrionaceae หลายสปชีส ถูกแยกไดงายเนื่องจากสามารถเจริญเติบโต
ไดดีในอาหาร Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar (TCBS) ในหองปฏิบัติการจุลชีว
วิทยาโดยทั่วไป สิ่งสงตรวจจากผูปวยที่มีอาการทองรวง นิยมใชอาหาร Salmonella 
Shigella agar (SS) MacConkey agar (Mac) และ TCBS เปนอาหารแยกเชื้อแบคทีเรียที่
เปนสาเหตุ แตเชื้อ Vibrio ไมสามารถแยกไดดวย อาหาร SS agar และ Mac agar เนื่อง
จากอาหารทั้งสองมีเกลือไมเพียงพอตอการเจริญของเชื้อ ดังนั้น ผูปวยที่มีอาการทองรวง
เนื่องจากรับประทานอาหารทะเล หองปฏิบัติการจะใช TCBS เปนอาหารแยกเชื้อ ซึ่ง
เปน selective medium ที่คัดเลือกเฉพาะเชื้อกลุมนี้ซึ่งจะทนนํ้ าดี และสามารถใชซิเตรต
เปนแหลงคารบอนในการเจริญ และขณะเดียวกันยังเปน differential medium โดย
สามารถแยกเชื้อนี้เปน 2 กลุม คือกลุมที่สามารถหมักนํ้ าตาล sucrose กับกลุมที่ไม
สามารถหมักนํ้ าตาล sucrose เชื้อที่สามารถหมักนํ้ าตาล sucrose จะใหโคโลนีสีเหลือง มี 
7 สปชีส ไดแก V. choleraeV. metschnikovii  V. cincinnatiensis V. fluvialis V. furnissii
V. fluvialis V. alginolyticus และ V. carchariae และที่ไมสามารถหมักนํ้ าตาล sucrose จะ
ใหโคโลนีสีเขียว ไดแก V. mimicus V. hollisae V. damsela V. parahaemolyticus  และ 
V. vulnificus อยางไรก็ตามพบวา V. hollisae จะเจริญไดนอยมาก หรือไมเจริญเลยบน
อาหารดังกลาว ทํ าใหเปนอุปสรรคในการวินิจฉัยโรคทองรวง ที่เกิดจากเชื้อดังกลาวและ
อาจทํ าใหการแปลผลผิดพลาดเนื่องจาก ไมคิดวาเชื้อเหลานี้เปนสาเหตุของโรคทองรวง 
ดังนั้นการแยกเชื้อ V. hollisae จึงมีความจํ าเปนจะตองพัฒนาอาหารชนิดใหม มีรายงาน
การใชอาหาร Sporosarcina halophila agar ซึ่งใชแยกเชื้อ Halomonas Listonella 
Salinicoccus   Sporosarcina และ Vibrio บางสปชีส เชน V. fluvialis V. furnissii           
V. hollisae V. vulnificus และ V. ordalii และอาหาร Mannitol maltose agar ซึ่งเปน
อาหารที่ใชแยกเชื้อ Vibrio โดยทั่วไป (Atlas, 1997) ถาสามารถนํ าอาหารทั้งสองชนิดมา
พัฒนารวมกัน อาจจะชวยใหไดอาหารที่สามารถแยกเชื้อ V. hollisae ไดดีและมีลักษณะ
เฉพาะที่แยกจากเชื้ออ่ืนไดงาย
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      1.2.2 Vibrio hollisae
Vibrio hollisae จัดอยูในกลุม halophilic bacteria เนื่องจากตองการเกลือในการ

เจริญ สามารถเคลื่อนที่ไดโดยใช polar flagellum ถกูรายงานเปนครั้งแรกโดย Hickman
ในป ค.ศ. 1982 เชื้อนี้จะใหผลบวกตอการทดสอบ oxidase การสราง indole การเปลี่ยน
nitrate เปน nitrite การหมักนํ้ าตาล glucose arabinose galactose และ mannose และให
ผลลบตอการทดสอบ lipase deoxyribonuclease gelatinase Voges-Proskauer ไมสามารถ
ใช citrate acetate malonate และ KCN medium ไมสราง lysine decarboxylase ornithine
decarboxylase arginine dihydrolase และไมสามารถสรางกรดจากนํ้ าตาล adonitol
arabitol cellobiose dulcitol erytritol glycerol (25% จะใหผลชา และจะใหผลบวกในวัน
ที่ 7 ของการทดสอบ) myo-inositol lactose maltose mannitol melibiose glucoside
mucate raffinose rhamnose salicin sorbitol sucrose trehalose และ xylose ไมเคลื่อนที่ใน
อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว ที่บมภายใตอุณหภูมิ 36 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง แตเมื่อบมไว 7 วัน
พบวา 88% สามารถเคลื่อนที่ได นอกจากนี้เชื้อยังใหผลการทดสอบทางชีวเคมีที่ไมชัด
เจนนัก ทํ าใหอานผลการทดสอบผิดพลาดไดงาย และอาหารที่ใชทดสอบตองเติมเกลือที่
ความเขมขน 1% ดวยเสมอ V. hollisae ถกูยับยั้งไดโดย ยา penicillin ampicillin
carbenicillin cephalotin colistin polymyxin-B streptomycin kanamycin gentamycin
tetracycline chloramphenicol และ sulfadiazine (Hickman et al., 1982) การแยกเชื้อ
V. hollisae ในหองปฏิบัติการทํ าไดยาก ผูปวยบางรายที่มีการติดเชื้ออยางรุนแรง  เมื่อ
แยกเชื้อจากสิ่งสงตรวจ จะพบเชื้อโคโลนีเล็กๆ เพียง 1 โคโลนีบนอาหาร TCBS
(Carnahan et al., 1994) เชื้อที่ถูกรายงานสวนใหญจะถูกพบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Xylose
lysine deoxycholate agar ซึง่ใชแยก Shigella และ Blood agar ซึง่ใชแยกเชื้อในกระแส
โลหิต (Abbott and Janda, 1994; Carnahan et al., 1994) แมจะมีรายงานวาเชื้อ
V. hollisae มีแหลงกํ าเนิดอยูในนํ้ าเค็ม แตก็ยังไมเคยมีรายงานการคนพบเชื้อนี้จากสิ่ง
แวดลอมทางทะเลเชน กุง หอย ปู ปลา หรือสิ่งมีชีวิตใดๆจากทะเลเลย จนกระทั่งในป
ค.ศ. 1983 Nishibuchi และคณะไดทํ าการแยกเชื้อ V. hollisae จากปลา 12 ตัว ที่จับใน
ชวงเดือนกันยายน แถบทะเล Shirauhi เมือง Kumamoto ประเทศญี่ปุน ซึ่งเปนปลาใน
จีนัส Kanosiras punctatus  Malio macrocephalus และ Therapon oxyrhyncuc  ตรวจพบ
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V. hollisae 1 สายพันธุ บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Mannital maltose agar ซึ่งเปนอาหารทั่วไปที่
ใชแยกเชื้อในกลุม Vibrio ลกัษณะโคโลนีที่ข้ึนบนอาหารจะมีลักษณะกลม มีสีมวงใส 
ขอบเรียบแบน (Nishibuchi et al., 1988)  สํ าหรับ V. hollisae จะตางจาก marine 
vibrios ทั่วไปตรงที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 °C (marine vibrios สวนใหญเจริญที่ 20-25
°C) ดังนั้นประเทศในเขตรอน โดยเฉพาะประเทศไทยนาจะเปนแหลงที่อยูของเชื้อนี้ แต
ไมเคยมีรายงานเชื้อนี้ในประเทศไทยหรือประเทศใกลเคียง V. hollisae สามารถสราง 
thermostable direct hemolysin (tdh) ซึ่งคาดวาเปนปจจัยสํ าคัญที่กอใหเกิดโรค

      1.2.3 Thermostable direct hemolysin
        Thermostable direct hemolysin (tdh) ถกูรายงานวาพบครั้งแรกในเชื้อ

V. parahaemolyticus โดยคาดวาเปน virulence factor กอใหเกิดอาการทองรวง ปวดเกร็ง
ชองทอง คลื่นใส และอาเจียน เนื่องจากพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุที่แยกจากผู
ปวยมากกวา 90% สามารถสราง tdh ขณะที่สายพันธุที่แยกจากสิ่งแวดลอมพบเพียง
1-2% เทานั้น tdh มีคุณสมบัติยอยสลายเม็ดเลือดแดงอยางสมบูรณ (β-hemolysis) ใน
อาหาร Wagatsuma agar ปรากฏการณดังกลาวเรียกวา Kanagawa phenomenon (KP) tdh
ถูกควบคุมการสรางโดยจีน tdh เชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุที่เปน KP+ จะมีจีน
tdh อยู 2 ชุด สวนสายพันธุที่เปน KP-  จะไมพบจีน tdh  หรืออาจพบจีน tdh  เพียงชุด
เดียว (มีประมาณ 16%) และมีการแสดงออกของจีนตํ่ า (low-level expression) ทํ าใหไมมี
การยอยสลายเม็ดเลือดแดงบน Wagatsuma agar อยางไรก็ตามพบวา
V. parahaemolyticus บางสายพันธุสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดบาง (weakly
hemolysis) เรียกวา intermediate สายพันธุที่มีจีน tdh ทั้ง 2 ชุดพบวาจะมีความรุนแรงใน
การกอโรคสูง   (Nishibuchi et al., 1985)

tdh เปนสารประกอบโปรตีนที่ไมมีฟอสโฟไลปด และคารโบไฮเดรต มีนํ้ าหนัก
โมเลกุล 46 กิโลดาลตัน เปน homodimer protein ประกอบดวยโปรตีน 2 ซับยูนิตที่
เหมือนกัน แตละซับยูนิตมีขนาด 21 กิโลดาลตัน เปปไทดแตละสายจะประกอบดวยกรด
อะมิโน 165 ตัว (Honda and Ida, 1993) tdh จาก V. parahaemolyticus สามารถทนความ
รอนที่อุณหภูมิ 100 °C นานถึง 10 นาที (Sakurai et al., 1976) และจะถูกสรางขึ้นเมื่อมี
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การปนเปอนของเชื้อ 106 cell/g ของอาหาร ภายใตสภาวะ pH ที่เหมาะสม คือ 5.5-6.5
(อรษา, 2541)

tdh  มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายอยาง มีบทบาทเปน enterotoxin ทํ าใหเกิดการสะสม
นํ้ าในลํ าไสสัตวทดลอง เชนกระตาย เมื่อทดลองใชนํ้ าเลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus สาย
พันธุที่เปน KP+ จะทํ าใหเกิดการสะสมนํ้ าในลํ าไสสูงกวาสายพันธุที่เปน KP- แตเมื่อใช
ตะกอนเซลล จะตองใชที่ความเขมขนสูงๆ จึงจะชักนํ าใหเกิด การสะสมนํ้ าในลํ าไสได 
(Sakazaki et al., 1974) กลไกการสะสมนํ้ าในลํ าไสเกิดจากการไปเพิ่ม ปริมาณ Ca2+ ภาย
ในเซลล  เปนผลใหเกิดการหลั่ง Cl- ออกนอกเซลล และทํ าใหทองรวง (Raimondi et al., 
1995) tdh ยังมีบทบาทเปนพิษตอเซลล (cytotoxin) มีผลไปลดจํ านวนไมโครวิลไล ที่ผิว
เซลล FL (human aniotic membrane cell) ท ําใหไซโทพลาซึมเสื่อม และนิวเคลียสแตก
สลาย (Sakurai et al., 1976) ทํ าใหเซลล Int407 (human embryonic cell) เกิด Ca2+

independent cytotoxicity โดยไปทํ าลายสวนของเยื่อหุมพลาสมา ไลโซโซม และทํ าให
เซลลเสื่อม (Tang et al., 1995) ในเซลล IEC-6 (rat crypt small intestinal monolayer) 
พบวาไปเพิ่ม Ca2+ ภายในเซลล  ไปลดอัตราการแบงตัวของเซลลและทํ าใหโครงสราง
ของเซลลเปลี่ยนไป (Fabbri et al., 1999) tdh ออกฤทธิ์ฆาเซลล (cytolytic activity) โดย
tdh จะจับกับที่รับและแทรกเขาไปยังชั้นไขมันของเยื่อหุมเซลล ทํ าใหเซลล Rat-1 (rat 
embryo) เกิดรู มี membrane permeability เพิ่มขึ้น มีการเปลี่ยนแปลงรูปราง รวมทั้ง
นิวเคลียสเริ่มหดเล็กลง โครมาตินหดตัวและทํ าใหเซลลเกิด apoptosis ในที่สุด 
(Nishibuchi et al., 1990; Naim et al., 2001) นอกจากนี้ tdh มผีลทํ าใหเกิด ion influx ใน
เซลลลํ าไส (Raimondi et al, 2000) เซลลหัวใจ (Honda et al., 1976) เซลลเม็ดเลือดแดง
ของหนู (Takeda, 1988) และเซลลเม็ดเลือดแดงของคน (Huntley et al., 1993) ทํ าใหการ
ทํ างานของเซลลผิดปกติหรือแตกสลาย
 นอกจากจะพบจีน tdh ใน V. parahaemolyticus แลวยังตรวจพบจีน tdh ใน
V. hollisae ทุกสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสิ่งแวดลอม พบในบางสายพันธุของ
V. mimicus และ V. cholerae non-O1 (Nishibuchi and Kaper, 1995) จากการศึกษาพบวา 
tdh จาก V. hollisae มีผลใหเซลลรังไขของหนูแฮมสเตอรเกิดการยืดตัวและมีการสะสม
ของเหลวภายในเซลล ภายในชั่วโมงแรกแบคทีเรียจะเขาไปเกาะติดที่ผิวเซลล ใน 2 ชั่ว
โมงตอมา ไมโครวิลไลของเซลลเริ่มยืดยาวและโอบลอมเชื้อ V. hollisae เขาไปภายใน
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เซลลแบคทีเรียจะเริ่มแบงตัวเพิ่มจํ านวน จนไซโทพลาซึมเริ่มลดขนาดลงและทํ าใหเซลล
ตายลงในที่สุด (Miliotis et al., 1995) เมื่อฉีดเชื้อ V. hollisae จํ านวน 2 x 107 CFU เขาใน
หนู จะทํ าใหเกิดการสะสมนํ้ าในลํ าไสหนูทดลอง ภายหลังรับเชื้อ 6 ชั่วโมง เมื่อนํ าดีเอน
เอของ V. hollisae มาทํ า DNA-colony hybridization โดยใช tdh ของ
V. parahaemolyticus เปนตัวตรวจจับ (probe) พบวาใหผลบวก แสดงวา tdh ของ
V. hollisae มีความคลายคลึงกับ tdh ของ V. parahaemolyticus เมื่อศึกษาลํ าดับนิวคลีโอ
ไทดพบวาจีน tdh ของ V. hollisae มี open reading frame (ORF) ขนาด 567 bp เหมือน
กับ V. parahaemolyticus V. cholerae non-O1 และ V. mimicus (Yamasaki et al., 1991) 
แสดงวาจีนดังกลาวมีความสัมพันธใกลชิดกันมาก และ Nishibuchi พบวาลํ าดับนิวคลีโอ
ไทด จีน tdh ของ V. parahaemolyticus คลายคลึงกับ จีน tdh ของ V. hollisae V. mimicus
และ V. chorelae 93.3% 97.0% และ 98.6% ตามลํ าดับ (Nishibuchi et al., 1990; Yoh et 
al., 1986) แสดงใหเห็นวาจีนดังกลาวมีกํ าเนิดมาจากบรรพบุรุษเดียวกัน และอาจเกิดการ
ถายทอดจีน ระหวางเชื้อภายในกลุม Vibrio ดวยกัน อยางไรก็ตามพบวา tdh ของ
V. hollisae ตางจาก tdh ของ V. parahaemolyticus ตรงที่ tdh ของ V. hollisae ไมสามารถ
ทนความรอนที่อุณหภูมิ 70 °C ไดนาน 10 นาที ขณะที่ tdh จาก V. parahaemolyticus
สามารถทนความรอนได (Yoh et al., 1986; Yoh et al., 1989)

      1.2.4 จีน toxR
จีน toxR ถูกพบครั้งแรกในเชื้อแฟมิลี่ Vibrionaceae สันนิษฐานวาเปนจีนที่ควบ

คุมการทํ างานของจีนอื่นๆที่กอใหเกิดความรุนแรงของโรค พบจีนดังกลาวใน
 V. cholerae V. parahaemolyticus V. fluvialis V. vulnificus (Lee et al., 2000; Lin et al.,
1993; Miller et al., 1987; Reich and Schoolnik, 1994) V. alginolyticus V. mimicus
V. hollisae และพบในเชื้อ Photobacterium ทีก่อโรคในปลา เชน Photobacterium
damsela subsp. damsela Photobacterium damsela subsp. piscicida (Osarino and Klose,
2000) จีน toxR ถูกพบครั้งแรกวาเปนจีนที่ควบคุม cholera toxin operon และภายหลังพบ
วาสามารถควบคุมจีนอื่นๆ ของ V. cholerae อีกหลายชนิด (DiRita, 1992; Miller et al.,
1987) ตอมามีการพบ toxS ตรงตํ าแหนง operon ของ toxR จัด toxR และ toxS เปน
integral membrane protein ที่กระตุนการถอดรหัสของจีนที่กอใหเกิดความรุนแรงของ
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โรค ซึ่งทั้งคูจะตองทํ างานรวมกัน (Pfau and Taylor, 1998) พบวา toxR และ toxS ของ
V. parahaemolyticus เปนตัวสงเสริมใหเกิดการแสดงออกของ จีน tdh (Lin et al., 1993)
เชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุที่เปน KP+ จะมีการแสดงออกของจีน tdh สูงกวาสาย
พันธุที่เปน KP-  ซึ่งเกิดจากความแตกตางในตํ าแหนงโปรโมเตอร และขึ้นอยูกับจีน
toxRS ของ V. parahaemolyticus สามารถพบจีน toxRS ใน V. parahaemolyticus ทุกสาย
พันธุ (ทั้งที่มาจากธรรมชาติและจากผูปวย) (Lin et al., 1993) toxR จะมีโครงสรางที่
สํ าคัญ 3 ตํ าแหนงคือ  N-terminal cytoplasmic DNA-binding domain central
transmembrane domain และ C-terminal periplasmic domain และพบวามีตํ าแหนงที่
สํ าคัญอีกตํ าแหนงหนึ่งซึ่งอยูระหวางตํ าแหนง ที่ 1 และตํ าแหนงที่ 3 เรียกตํ าแหนงดัง
กลาววา tether region ซึ่งจะทํ าใหสามารถแยกเชื้อ Vibrio ออกจากเชื้อ Photobacterium
ได (Osarino and Klose, 2000) สํ าหรับ toxRS operon ของ V. parahaemolyticus จะมี
โครงสรางและหนาที่คลายกับ toxRS operon ของ V. cholerae มาก (Reich and
Schoolnik, 1994) โดยพบวาลํ าดับนิวคลีโอไทดของจีน toxR และ toxS ของ
V. parahaemolyticus จะเหมือนกับ จีน toxR และ toxS ของ V. cholerae 52 และ 62%
ตามลํ าดับ (Lin et al., 1993) สวนจีน toxR และ toxS  ของ V. vulnificus จะเหมือนกับจีน
toxR และ toxS  ของ V. cholerae 65.7 และ 71.5% ตามลํ าดับ (Lee et al., 2000) และจีน
toxR ของ V. cholerae จะเหมือนกันกับจีน toxR ของ V. mimicus 71.2% จีน toxR ของ
V. vulnificus  และ V. alginolyticus จะเหมือนกันกับจีน toxR ของ V. parahaemolyticus
63 และ 61.7% ตามลํ าดับ สวนจีน toxR ของ V. parahaemolyticus เหมือนกันกับ จีน
toxR ของ V. hollisae 59% และยังพบวาจีน toxR ของ Photobacterium damsela subsp.
damsela จะเหมือนกันกับ Photobacterium damsela subsp. piscicida ถึง 91% ปจจุบันมี
การใชจีน toxR ในการบงชี้เชื้อ V. hollisae โดยวิธี PCR แทนวิธีการทางชีวเคมีที่ทํ าได
ยากและเสียเวลาในการตรวจสอบ และวิธีการ PCR ยังใหผลแมนยํ ากวา (Vuddhakul
et al., 2000)



15

      1.2.5 bacteriophage
Bacteriophages เรียกอีกชื่อหนึ่งวา phage คือไวรัสที่ใชแบคทีเรียเปนโฮสตใน

การเพิ่มจํ านวน แบคทีเรียทุกสปชีส ติดเชื้อไวรัสได และไวรัสที่ติดเชื้อแบคทีเรียก็แตก
ตางกัน เชน ไวรัสที่ติดเชื้อ Escherichia coli มชีื่อวา coliphages ไวรัสที่ติดเชื้อ Vibrio
species เรียกวา vibriophages โดยทั่วไป phages จะมีโครงสราง 2 สวนคือ สวนหัวและ
สวนหาง สวนหัว (head) จะประกอบไปดวยแคปซิด (capsid) เปนโปรตีนที่ลอมรอบ
genome ไวรัสไวภายใน ซึ่ง genome เปนกรดนิวคลีอิกชนิดดีเอนเอ หรือ อารเอนเอ เพียง
ชนิดเดียว phages บางชนิดอาจมีสวนหัวอยางเดียว โดยไมมีสวนหางและจะใชสวนหัวนี้
ทํ าหนาที่ในการเกาะติดเซลลของโฮสต phages ที่มีสวนหาง (tail) โครงสรางของหางจะ
เปนทอกลวงยาว (hollow tube) มีเปลือกหุม (sheath)  phage บางชนิดมีสวนนี้ยืดและหด
ได  phageใชหางในการเกาะติดกับเซลลของโฮสต  อยางไรก็ตามพบวา มี phages บาง
ชนิดที่ไมมีโครงสรางทั้งสวนหัวและสวนหาง phages เขาสูแบคทีเรียและเพิ่มจํ านวนได
2 วงจรคือ วงจรแบบ lytic และวงจรแบบ lysogenic
                1.2.5.1 วงจรแบบ lytic (lytic cycle) มีขั้นตอนดังตอไปนี้
1. การเกาะติด (attachment) phages จะใชสวนหัวบริเวณแคปซิดหรือหาง (ในกรณีที่มี
หาง) เกาะติดกับที่รับ (receptor) ที่จํ าเพาะบนแบคทีเรีย ซึ่งอาจเปนผนังเซลล pili หรือ
แฟลกเจลา
2. การเขาสูเซลล (penetration) สวนหางของ phages จะปลอยเอนไซมยอยผนังเซลล
ของแบคทีเรีย และเปลือกหุม (sheath) จะหดตัว ฉีดเฉพาะ genome ซึ่งเปนดีเอนเอ หรือ
อารเอนเอเขาไปภายในไซโทพลาซึมของแบคทีเรีย (ดังรูปที่ 1.1 )
3. Biosynthesis       phages จะขัดขวางขบวนการถอดรหัสและแปลรหัสสารพันธุกรรม
(transcription และ translation) เพื่อนํ าไปสรางเซลลแบคทีเรีย แตจะเหนี่ยวนํ าใหมีการ
สราง mRNA และแปลรหัสเปนโปรตีนและเอนไซมตางๆของ phages เพื่อสังเคราะห
genome และโครงสรางตางๆ ของ phage
4. การประกอบเปนอนุภาค phage (Maturation) มีการรวมตัวของ genome เขาไปอยูใน
โครงสรางโปรตีนสวนที่เปนแคปซิด และประกอบติดกับสวนหาง ไดเปนอนุภาค phage
สมบูรณ
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5. การออกจากเซลล (release)  phages จะใชเอนไซมไปยอย cytoplasmic membrane
 และ peptidoglycan ซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลลแบคทีเรีย ทํ าใหเซลลแบคทีเรีย
แตก ปลอย phages ออกมานอกเซลลเพื่อเขาแบคทีเรียหรือเซลลโฮสตตัวใหมตอไป

รูปท่ี 1.1 วงจรชีวิตแบบ lytic ของ bacteriophage
(ที่มา: Tortora et al., 1997)
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    1.2.5.2 วงจรแบบ lysogenic (lysogenic cycle)
ในวงจรแบบนี้เมื่อดีเอนเอของ phage เขาไปในเซลลแบคทีเรียแลว ดีเอนเอของ

phage จะเขาไปรวมกับดีเอนเอของแบคทีเรีย เรียกดีเอนเอของแบคทีเรียและ phages ที่
รวมกันอยูนี้วา prophage และทุกครั้งที่แบคทีเรียแบงตัว prophage ก็จะเพิ่มจํ านวนไป
ดวยพรอมทั้งแฝงอยูกับดีเอนเอของโฮสตไปเรื่อยๆ จนกระทั่งมีปจจัยบางอยางมากระตุน
เชน แสงอัลตราไวโอเลต หรือสารเคมีบางชนิด ทํ าใหดีเอนเอของ phages หลุดออกมา
จากดีเอนเอของแบคทีเรีย และเขาสูวงจรแบบ lytic ทํ าใหเซลลแบคทีเรียแตกแลวเขาสู
เซลลใหมตอไป การที่ genome ของ phage มกีารรวมตัวกับ genome ของแบคทีเรีย มีผล
ทํ าใหแบคทีเรียนั้นไมมีการติดเชื้อ phages ตวัใหม (ดังรูปที่ 1.2) และถา phages นั้นมีจีน
ที่สราง toxin อยูบน genome กส็ามารถทํ าใหแบคทีเรียนั้นสราง toxin ได ในกรณีสุดทาย
การแยกตัวของ phages ออกจาก genome ของแบคทีเรีย อาจทํ าใหจีนสวนหนึ่งของ
แบคทีเรียติดออกมากับ genome ของ phages และเมื่อไปรวมกับ genome ของแบคทีเรีย
ตัวใหมก็จะทํ าใหแบคทีเรียใหมมีคุณสมบัติเปลี่ยนไป ตามจีนที่ติดมาดวย

phages แบงออกได 2 ชนิดตามลักษณะการติดเชื้อในแบคทีเรียคือ
1. Virulent phages หรือ lytic phages เปน phages ที่มีการติดเชื้อแบบวงจร lytic เพียง
แบบเดียว ยกตัวอยางเชน T- phages
2. Temperate phages หรือ lysogenic phages เปน phages ที่มีการติดเชื้อแบบวงจร lytic
 หรือวงจร lysogenic ก็ได ข้ึนอยูกับสภาวะของแบคทีเรีย ยกตัวอยางเชน phage λ
(lambda) และ filamentous phage

1.2.6 Filamentous phage
เปน phages รูปแทง มีดีเอนเอเปนสายเดี่ยวรูปวงกลม แบงออกได 2 classes

(Marvin, 1974; Marvin et al., 1974) คือ class I เปน phages ของแบคทีเรีย Escherichia
coli ไดแก M13 fd f1 If1 และ Ike สวน class II พบในแบคทีเรีย Pseudomonas
aeruginosa ไดแก Pf1 และ Pf3 และพบในแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae ไดแก Xf เมื่อ
เขาสูแบคทีเรียจะเปลี่ยนเปนดีเอนเอสายคูรูปวงกลม (double strand replicative form
DNA) โดยอยูในรูปพลาสมิดนอกโครโมโซม (extra chromosomal plasmid) หรือรวมตัว
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รูปท่ี 1.2 วงจรชีวิตแบบ lysogenic ของ bacteriophage
(ที่มา: Tortora et al., 1997)
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อยูกับโครโมโซมดีเอนเอ (Kar et al., 1996; Waldor et al., 1997) และจะเพิ่มจํ านวนไป
พรอมกับที่แบคทีเรียแบงตัว filamentous phage สามารถออกจากเซลลทางผนังเซลล
(cell wall) ของแบคทีเรียที่ยื่นออกไปโดยไมทํ าใหเซลลแตก จึงมีความเปนไปไดที่จะมี
บทบาทในการถายทอดจีนจากแบคทีเรียตัวหนึ่งไปยังอีกตัวหนึ่ง มีรายงานสนับสนุน
สมมติฐานนี้ โดยการพบ filamentous bacteriophage ของ V. cholerae มีชื่อวา ctx phage
ซึ่งคลายคลึงกับ coliphage M13 พบวา ctx phage นี้เปนตัวถายทอด toxin จาก
V. cholerae ตัวหนึ่งไปยังอีกตัวหนึ่ง (Waldor and Mekalanos, 1996) เนื่องจากพบจีน
สราง cholera toxin (ctx) ซึง่มีขนาด 7-9.7 กิโลเบสอยูบนจีนของ ctx phage โดยจีนนี้มี
โครงสรางแบบ transposon ประกอบดวย central core region ขนาด 4.5 กิโลเบส (ดังรูป
ที่ 1.3)

รูปท่ี 1.3 โครงสรางของจีน ctx phage
(ที่มา: Waldor and Mekalanos, 1996)

มี replicative sequence (RS) ขนาด 2.7 กิโลเบส 1 ชุด หรือมากกวา 1 ชุด อยูปลาย
(Pearson et al., 1993; Waldor and Mekalanos, 1996) สวนของ central core region
ประกอบดวยจีนอยางนอย 6 ชนิดคือ ctxAB (cholera toxin) zot (zonula occludens toxin)
(Fasano et al., 1991)  cep (core-encoded pilin) (Blake et al., 1980) ace (accessory
cholera enterotoxin) และ orfU (ยังไมรูหนาที่) (Trucksis et al., 1993) บริเวณ RS

rstR rstA rstB    rstC cep     orfU    ace    zot   ctxA   ctxB

7 kilobase pair

att RS1 site att RS1 site
RS CORE
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ประกอบดวย open reading frame 4 ตัว (rst A B C R) ซึ่งเปนตัวกํ าหนด การรวมตัวของ
จีน ctx ขาไปในโครโมโซมของ V. cholerae ตรงตํ าแหนงจํ าเพาะคือบริเวณ attRS1
(Pearson et al., 1993) มรีายงานการพบ filamentous bacteriophage อีกหลายชนิด ที่แยก
จาก V. cholerae O139 เชน VSK (Kar et al., 1996) fs1 และ fs2 (Ehara et al., 1997)
และพบวา phage VSK สามารถรวมตัวกับโครโมโซมของโฮสต และมีการเพิ่มจํ านวน
แบบวงจร lytic จึงสรุปไดวา การพบจีน ctxAB อยูบนจีนของ phage ทํ าให phage
สามารถถายทอดจีนจาก V. cholerae สายพันธุกอโรคไปยังสายพันธุที่ไมกอโรคได

ในป ค.ศ. 1984 มีรายงานการพบ filamentous bacteriophage ของ
V. parahaemolyticus (Taniguchi et al., 1984) และใหชื่อวา Vf12 และ Vf33  phage นี้มี
ความกวาง 7 นาโนเมตร ยาว 1,400 นาโนเมตร เปนดีเอนเอสายเดี่ยวรูปวงกลม ขนาด
8.4 กิโลเบส เมื่อเขาสูโฮสตจะเปลี่ยนเปนดีเอนเอสายคูรูปวงกลม (replicative form) จาก
การวิเคราะหลํ าดับนิวคลีโอไทดของ Vf12 และ Vf33 รวมทั้งหมด 7,965  คูเบส พบ
โครงสรางจีน 2 สวนสํ าคัญคือ conserved regions กับ distinctive regions สวนที่เปน
conserved regions มีความคลายคลึงกับ ctx phage ของ V. cholerae และ M13 coliphage
ของ E. coli  (ดังรูปที่1.4) แตสวนที่เปน distinctive regions ซึ่งเปนจีนที่สราง toxin เปน
สวนที่จํ าเพาะของ Vf 12 และ Vf33 แมวาจะตรวจไมพบจีน tdh หรือจีน trh ซึ่งเปนจีน
สราง toxin บน phage enome ทั้งสอง (Chang et al., 1998) แตพบวาเมื่อ phage เขาสู
เซลลโฮสต จีโนมของ
อาจพบอยูนอกโครโมโ
ที่จะถายทอดจีนสราง t
V. parahaemolyticus อ
phage Vf33 ใน V. par
(Chang et al., 2000) 
เกิดการติดเชื้อใน Vibr
Vibrio สปชีสนั้นมาสู 
V. hollisae ที่แยกจากผ
ในการกอโรค (virulen
accomulation) ซึ่งนํ าไ
 g

 phage สามารถแทรกเขาไปรวมอยูกับโครโมโซมของโฮสต และ
ซมของโฮสต ซึ่งทํ าใหเชื่อไดวา Vf12 และ Vf33 มีความสามารถ
oxin ของ V. parahaemolyticus  ตัวหนึ่งไปยัง
ีกตัวหนึ่ง นอกจากนี้ยังตรวจพบ ลํ าดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกับ

ahaemolyticus ซึ่งเปนสายพันธุที่ระบาดในชวงป ค.ศ. 1995-1999
ในทํ านองเดียวกันก็มีความเปนไปไดที่ Vf12 และ Vf33 จะทํ าให
io สปชีสอ่ืน ที่มีจีนสราง toxin และเปนตัวการถายทอดจีนนี้จาก
V. parahaemolyticus มีรายงานการพบจีน tdh ในทุกสายพันธุของ
ูปวยและสิ่งแวดลอม จีน tdh ของ V. hollisae จัดเปนปจจัยสํ าคัญ
ce factor) โดยเปนสาเหตุทํ าใหเกิดการสะสมนํ้ าในลํ าไส (fluid
ปสูอาการทองรวง เนื่องมาจากการรับประทานอาหารทะเล เชน
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เดียวกับ จีน tdh ของ V. parahaemolyticus นอกจากนี้ยังมีความคลายคลึงกับ จีน tdh
ของ V. parahaemolyticus อยู 93.3% (Nishibuchi et al., 1990; Yoh et al., 1986) จึงเปน
ไปไดวามีการถายทอดจีน tdh จาก V. hollisae มาสู V. parahaemolyticus ดังนั้นการ
ตรวจ genetic elements ซึ่งเปน conserve regions หรือ distinctive regions ของ
filamentous bacteriophage Vf33 บนโครโมโซมของ V. hollisae จะชวยยืนยันสมมติ
ฐานนี้ได

                                             Vf1                                           Vf2
transcription

   402          112   81   77                  491             104         380                             IG4                              243            402    Vf12/Vf33
                                                                        IG1      261         122         152                  IG2             (7965 bp)

  transcription
    RstA    RstB        Cep         OrfU     Ace         Zot                CtxAB                                  RstA
  389            123             82          395              96           399                        382                IG1   RstR          389                        CTX
                                                                                                      112    IG2                           (6.9 bp)

transcription
                   VII     IX
II           X     V         VIII          III          VI            I                IV                            II
410    (111)       87          73            424           112         348                   426                            410                                          M13
                                                                                                                  IG                                               (6407 bp)
             33                  32

รูปท่ี1.4 โครงสรางของจีน bacteriophage Vf12 และ Vf33 เปรียบเทียบกับ phage ctx
ของ V. cholerae และ phage M13 ของ E. coli
 (ที่มา: Chang et al., 1998

                                      Conserve region                Distinctive region

V V EcoRV
EcoRV
  EcoR
)

  EcoR
 EcoRV
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      1.2.7 เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร
ชีววิทยาระดับโมเลกุลเปนสาขาวิชาหนึ่งที่มีความเจริญรุดหนาอยางรวดเร็ว และ

มีการประยุกตใชกันอยางแพรหลายในหลายๆสาขาวิชา โดยเฉพาะอยางยิ่งเทคนิคการ
เพิ่มปริมาณดีเอนเอในหลอดทดลอง โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase Chain
Reaction PCR) DNA hybridization สามารถนํ ามาใชในการตรวจหาเชื้อกอโรคทางเดิน
อาหารและสารพิษที่เชื้อสรางขึ้น เพื่อชวยในการวินิจฉัยใหแมนยํ าและรวดเร็วยิ่งขึ้น ผู
วิจัยไดเลือกเอาเทคนิคทั้งสองมาใชในงานวิจัยครั้งนี้ดวย
               1.2.7.1 ทฤษฎีและหลักการของปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส
 ปฏกิิริยาลูกโซโพลี่เมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) เปนเทคนิคการ
เพิ่มปริมาณจีน (gene) หรือชิ้นสวนของดีเอนเอเฉพาะบริเวณที่ตองการทํ าการศึกษาใหมี
จํ านวนมากขึ้นกวาเดิมหลายลานเทา ในหลอดทดลอง วิธีนี้มีประโยชนในการตรวจหาดี
เอนเอของสิ่งมีชีวิตในสิ่งสงตรวจ โดยใชหลักเลียนแบบธรรมชาติที่วาโดยทั่วไปสายดี
เอนเอสายคูสามารถจับเขาคูกันไดเพราะชนิดของเบสคูสม (complementary) แตละสาย
จับเขาคูกัน ดังนั้นการสังเคราะหสายดีเอนเอขึ้นใหมในหลอดทดลองจึงใชหลักเดียวกัน
โดยอาศัยดีเอนเอเดิมเปนตนแบบ (template) และอาศัย primer ซึ่งเปนดีเอนเอสายสั้นๆ
ที่สามารถจับไดกับดีเอนเอตนแบบเปนจุดเริ่มตนและมีเอนไซมดีเอนเอโพลีเมอเรส  
ชวยทํ าใหสายดีเอนเอยาวออกไปโดยเลือกจับนิวคลีโอไทดตัวใดตัวหนึ่งใน 4 ชนิด
(dNTPs) คือ dATP dCTP dTTP dGTP แลวนํ ามาตอใหเปนเบสคูสมกับดีเอนเอสายตน
แบบ ก็จะไดดีเอนเอสายใหมข้ึน ถาทํ าเชนนี้หลายๆรอบ ก็จะเปนการเพิ่มปริมาณดีเอนเอ
ข้ึนได ดังนั้น ในการเพิ่มขยายปริมาณชิ้นสวนดีเอนเอโดยวิธี PCR ตองอาศัยสวน
ประกอบตางๆดังนี้ คือ ดีเอนเอตนแบบ เอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส  dNTPs ทั้งสี่ชนิด
primers สายสั้นๆ 1 คู และบัฟเฟอรที่เหมาะสม ปริมาณดีเอนเอจะเพิ่มมากขึ้นไดตอง
อาศัยปฎิกิริยาตอเนื่องซํ้ ากันหลายๆรอบ ซึ่งแตละรอบจะประกอบดวยข้ันตอน 3 ข้ัน
ตอน  คือ

1) Denaturation เปนขั้นตอนการแยกสายคูของ ดีเอนเอ แมพิมพใหเปนสาย
เดี่ยวโดยใชความรอนชวงอุณหภูมิ 90-95 °C
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2)  Annealing เปนขั้นตอนที่ primer สามารถจับกับดีเอนเอแมพิมพสายเดี่ยวตรง
บริเวณที่มีลํ าดับนิวคลีโอไทดคูสม (complementary) ซึ่งทํ าไดโดยการลดอุณหภูมิลงมา
ที่ 50-55 °C

3) Extension เปนขั้นตอนการสรางดีเอนเอสายใหมตอจาก primer ในทิศทาง
จาก 5′ ไป 3′ โดยการทํ างานของเอนไซม Taq DNA polymerase ที่นํ า dNTPs มาตอกับ
สายดีเอนเอในชวงอุณหภูมิ 70-75 °C

การสังเคราะหจะดํ าเนินตามลํ าดับ 3 ข้ันตอนซํ้ ากันเปนจํ านวน 20-30 รอบ ทํ าให
ไดดีเอนเอ สายใหมจํ านวนมาก
                          1.2.7.1 .1ปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิภาพและความจํ าเพาะของการ
สังเคราะหดีเอนเอโดยวิธี PCR  ไดแก

1) ดีเอนเอตนแบบ
ดีเอนเอตนแบบนั้นจะอยูในรูปสายเดี่ยว (single strand) หรือสายคูก็ได

โดยที่ดีเอนเอมีความยาวตั้งแต 100  ถึง 1,000 bp จะใหประสิทธิภาพในการสังเคราะห
ดีเอ็นเอดีกวาและสามารถตรวจสอบผลที่ไดจากการสังเคราะห (DNA product) งายกวา
ดีเอนเอที่มีความยาวมากกวา 10 kb (Henson and French, 1993) นอกจากความยาวของ
สายดีเอนเอแลว รูปรางและลํ าดับเบสของดีเอนเอแมพิมพก็มีผลตอการสังเคราะหดีเอน
เอดวย กลาวคือดีเอนเอที่อยูในรูปปลายเปด (Linear DNA) หรือมีคา G-C content ตํ่ าๆ
จะใหประสิทธิภาพในการสังเคราะหดีกวา relaxed DNA หรือ circular DNA หรือดีเอน
เอที่มีคา G-C content สูงๆ (Henson and French, 1993) ทั้งนี้เนื่องจากงายตอการทํ าใหดี
เอนเอสายคูใหเปนสายเดี่ยว primer สามารถจับกับดีเอนเอแมพิมพในบริเวณที่มีลํ าดับ
เบสคูสมไดงายและมีผลผลิตที่ไมจํ าเพาะ (non specific product) ลดลง ปริมาณดี
เอนเอตนแบบที่ใชในปฏิกิริยา PCR ข้ึนอยูกับจํ านวนชุด (copy number) ของจีนที่
ตองการเพิ่มจํ านวน โดยจีนที่จํ านวนชุดมาก (high copy number) จะใหประสิทธิภาพใน
การสังเคราะหดีกวาจีนที่มีจํ านวนชุดนอยหรือมีเพียงชุดเดียว (low copy number)
(Henson and French, 1993) ดังนั้นจีนที่มีจํ านวนชุดมากกวายอมใชปริมาณดีเอนเอนอย
กวาจีนที่มีจํ านวนชุดนอย โดยทั่วไปปริมาณดีเอนเอที่เหมาะสมในการทํ า PCR มีคาเทา
กบั 0.001 ng ถึง 10 ng
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2) Oligonucleotide primer
ปจจัยที่มีผลตอความจํ าเพาะของ primer ตอดีเอนเอแมพิมพ ไดแก ความยาวของ

 primer ความเขมขนของ magnesium chloride ลํ าดับเบสของ primer และอุณหภูมิใน
การ annealing ความเขมขนของ primer ทีใ่ชในปฏิกิริยา PCR นั้นจะตองมากพอที่จะทํ า
ใหเกิดการ anneal กับดีเอนเอสายเดี่ยว ของดีเอนเอแมพิมพ โดยทั่วไปความเขมขนที่
เหมาะสมคือ 0.1-0.5 µM

3)  ปริมาณและความเขมขนของ magnesium chloride
magnesium chloride มีสวนชวยในการจับกันระหวางดีเอนเอแมพิมพ และ

primer และทํ าหนาที่เปน co-factor ของเอนไซม Taq DNA polymerase ซึ่งมีผลทํ าให
เกิดการขยายสายดีเอนเอในขบวนการ extension ปริมาณความเขมขนของ magnesium
chloride จะมากหรือนอยนั้นขึ้นอยูกับความเขมขนของ dNTPs กลาวคือถา dNTPs มี
ความเขมขนสูง ก็ตองปรับความเขมขนของ magnesium chloride ใหสูงตามดวย ทั้งนี้
เพราะ magnesium บางสวนจะจับกับ dNTPs ดังนั้นถา magnesium chloride มีปริมาณ
นอยเกินไป จะทํ าใหมี DNA product เกิดขึ้นนอย ถา magnesium chloride มีความเขมขน
มาก จะทํ าใหเกิด DNA product มากขึ้นแตในขณะเดียวกันทํ าใหมี non specific product
และ primer - dimer เกิดขึ้นมากดวย ความเขมขนที่เหมาะสมของ magnesium chloride
ในการทํ า PCR มีคาเทากับ 1.5 mM (Arnheim and Erlich, 1992)

4) Taq DNA polymerase
ในระยะแรกของการศึกษาการเพิ่มจํ านวนดีเอนเอนั้นจะใชเอนไซมโพลีเมอรเลส

จาก Escherichia coli (Klenow fragment) ในปฏิกิริยาของ PCR แตเอนไซมชนิดนี้เปน
เอนไซมที่ทนความรอนไดนอย เมื่อทํ าใหดีเอนเอเสียสภาพโดยใชอุณหภูมิประมาณ
95 °C จะทํ าใหเอนไซมเสียสภาพดวย จึงตองเติมเอนไซมลงไปใหมทุกครั้งในปฏิกิริยา
ทุกๆรอบ ของการสังเคราะห ตอมาไดมีการคนพบเอนไซม Taq DNA Polymerase จาก
แบคทีเรีย Thermus aquatus ซึ่งสามารถทนความรอนที่ 95 °C ได จึงนิยมใชในการทํ า
PCR เพราะประหยัดเวลาและเอนไซม ไมจํ าเปนตองเติมลงไปในรอบใหมทุกๆรอบ
เหมือนดังที่ใช Klenow fragment เปนเอนไซมโพลีเมอรเลส

Taq DNA Polymerase เปนโปรตีนที่มีนํ้ าหนักโมเลกุล 94,000 ดาลตัน มีคุณ
สมบัติในการสังเคราะหดีเอนเอจากปลาย 5′ PO4 ไปยังปลาย 3′ OH โดยมี magnesium
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chloride เปน co-factor อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมคือ 75-80 °C
ความเขมขนที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมคือ 1.0 ถึง 2.5 unit ทั้งนี้ข้ึนอยูกับดี
เอนเอแมพิมพ primer dNTPs และสวนประกอบของบัฟเฟอร การใชเอนไซมในปริมาณ
มากเกินไปมีผลทํ าใหเกิด non specific product แตถาใชปริมาณนอยเกินไปจะทํ าใหได
product นอยลงดวย

    1.2.7.2 DNA  hybridization
เปนเทคนิคพื้นฐานที่ใชสํ าหรับการตรวจหากรดนิวคลีอิกหรือจีนเปาหมายที่สน

ใจ เชนจีนกอโรคในอาหาร หรือ สิ่งสงตรวจอื่นๆ เชน จีนควบคุมการสราง enterotoxin 
ของ Clostridium perfringens Escherichia coli จีนสราง hemolysin ของ Listeria 
monocytogenes  Vibrio vulnificus  V. parahaemolyticus (tdh และ trh) เปนตน

หลักการพื้นฐานของ DNA hybridization
เมื่อดีเอนเอตนแบบ (template) สายคูถูกทํ าใหเสียสภาพ (denature) โดยการใช

ความรอน หรือการใชสารเคมี เชน ดาง หรือ formamide ดีเอนเอสายคูจะแยกออกจาก
กัน (dissociation) เปนสายเดี่ยว ถาใส probe ซึ่งเปน ดีเอนเอสายเดี่ยวที่มีคูสมเดียวกับดี
เอนเอตนแบบ (complementary) แลวทํ าใหดีเอนเอดังกลาวกลับคืนสูสภาพเดิม
(renature) โดยการลดอุณหภูมิหรือขจัดสารเคมีดังกลาวขางตนออกไป ดีเอนเอตนแบบ
จะกลับมาเขาคู (hybridized) กับตัวตรวจจับเปนดีเอนเอสายคู จากหลักการนี้ตัวตรวจจับ
เป นจีนหรือดี เอนเอที่รู หน าที่แน นอนแล วมีการติดฉลากตัวตรวจจับด วยสาร
กัมมันตภาพรังสี สารเรืองแสง (chemiluminescence) หรือเอนไซม จะทํ าใหสามารถ
ตรวจหาตํ าแหนงของจีน หรือดีเอนเอนั้นบนโครโมโซมของสิ่งมีชีวิตที่ตองการศึกษาได

ในการทํ า hybridization สามารถแบงรูปแบบการทํ าออกไดเปน 3 รูปแบบใหญๆ
คือ 1) Liquid phase hybridization

ในการทํ า hybridization แบบนี้ กรดนิวคลีอิกเปาหมายและ probe จะทํ า
ปฏิกิริยาในสารละลาย วิธีการทํ าแบบนี้ไมคอยแพรหลายและการตรวจผลของปฏิกิริยา
ทํ าไดคอนขางยุงยาก จึงไมเปนที่นิยม
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2) Solid phase hybridization
การทํ า hybridization แบบนี้ กรดนิวคลีอิกเปาหมายจะถูกแยกสกัดจาก

ตัวอยางตรวจและนํ ามาตรึงบนแผนคํ้ าจุน ซึ่งอาจเปนพวก แผน nylon หรือ แผน
nitrocellulose  หลังจากนั้นจึงนํ ามา hybridized กับ probes และตรวจปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น
บนแผนคํ้ าจุน ตัวอยางไดแก dot blot hybridization Southern blot hybridization
Northern blot hybridization และ colony hybridization เปนตน วิธี dot blot
hybridization เปนวิธีการที่ทํ าไดงาย และสามารถตรวจจํ านวนตัวอยางตรวจไดมากกวา
วิธี Southern และ Northern blot hybridization Southern blot hybridization จะเปนการ
ตรวจวิเคราะหดีเอนเอที่แยกสกัดจากตัวอยางตรวจแลวนํ าไปตัดดวย restriction
endonuclease ใหดีเอนเอเปนชิ้นขนาดตางๆกอน จากนั้นแยกขนาดของดีเอนเอโดยใช
agarose gel electrophoresis แลวจึงถายดีเอนเอจาก gel ลงบนแผนคํ้ าจุน นํ าไป
hybridized กับ probes สวน Northern blot  hybridization มีข้ันตอนการทํ าคลายคลึงกับ
วิธี Southern blot hybridization แตตัวอยางตรวจเปน อารเอนเอ แมการทํ า Southern blot
hybridization จะยุงยาก แตผลที่ไดทํ าใหสามารถรูขนาดของชิ้นกรดนิวคลีอิกที่เกิด
hybridization กับ probes สํ าหรับ colony hybridization เปนวิธีการตรวจหาดีเอนเอเปา
หมายจากโคโลนีของแบคทีเรีย ขบวนการทํ าเริ่มจากการถายโคโลนีจากจานเพาะเชื้อ
โดยใชแผนคํ้ าจุนขนาดพอดีกับจานเพาะเชื้อปะทับลงไปบนอาหารวุนที่มีเชื้อข้ึนอยู หลัง
จากนั้นนํ าแผนคํ้ าจุนที่มีโคโลนีติดอยูนี้ไปทํ าใหเซลลแตกปลดปลอยดีเอนเอออกมา 
แลวจึงนํ าไปทํ า hybridization กับ probes

3) In situ hybridization (ISH)
การทํ า ISH จะแตกตางจากรูปแบบ hybridization สองแบบแรก โดยสองแบบ

แรก กรดนิวคลีอิกถูกแยกสกัดออกมาจากตัวอยางเพื่อตรวจวิเคราะห แตในกรณี ISH
กรดนิวคลีอิกจะไมถูกแยกสกัดออกมา แตจะอยูในเซลลหรือเนื้อเยื่อ เมื่อนํ ามาปะติด
บนสไลด แลวทํ า hybridization ตัวตรวจจับจะแทรกผานชองวางของเซลลเขาไปจับกับ
ดีเอนเอภายในเซลลหรือเนื้อเยื่อสามารถติดตามผลไดโดยตรวจหาสารกัมมันตภาพรังสี
ที่ติดฉลากกับตัวตรวจจับ
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วัตถุประสงค

1. พัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อใชในการแยกเชื้อ V. hollisae
2. แยกเชื้อ V. hollisae ในอาหารทะเล
3. ตรวจหาจีนของ bacteriophage  บนโครโมโซมและพลาสมิด ของ V. hollisae
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