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บทคัดยอ 
 

อาหารทะเลเปนแหลงหน่ึงของ Vibrio cholerae ในประเทศไทยโดยเฉพาะ อยาง
ย่ิงในพื้นที่ภาคใต การศึกษาครั้งน้ีไดแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่วางจําหนายในตลาดตาง ๆ 
บริเวณเขตอําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา และตรวจสอบลักษณะของเช้ือที่แยกได จากการศึกษาใน
ตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง สามารถแยก V. cholerae ได 55 ตัวอยาง มีจํานวน
ทั้งหมด 100 ไอโซเลท V. cholerae ที่แยกไดสวนใหญเปน V. cholerae ซีโรกรุป non-O1/non-
O139  การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ พบวา V. cholerae ที่แยกไดจํานวนรอยละ 
20 และ 96 มียีน stn/sto และ hlyA El Tor ตามลําดับ และไมพบยีน ctxA, tcp, zot และ ace ใน
ทุกไอโซเลท นอกจากน้ียังพบวามี V. cholerae เพียง 6% ที่มียีน T3SS (vcsV2) สวนยีน T6SS 
(vasH) พบไดในเช้ือสวนใหญ ทั้งน้ีไดสุมเลือกเช้ือตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลทที่มีรูปแบบ                 
ยีนกอโรคตาง ๆ มาศึกษาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง ความไวตอยาปฏิชีวนะ  การสราง          
สารพอลิแซคคาไรด การสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว และความสัมพันธทางพันธุกรรม จากการศึกษา
พบวาเช้ือกลุมที่ไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดเปนกลุมที่ไมมียีน hlyA (ยกเวน 1 ไอโซเลท),       
เช้ือทุกไอโซเลทไวตอยาปฎิชีวนะทั้ง 5 ชนิดที่ ศึกษายกเวนแอมพิซิลลิน และสามารถสราง             
สารพอลิแซคคาไรดได อยางไรก็ตามเช้ือสวนใหญสามารถสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไดแตไมพบ
ความแตกตางของการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวในเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระและแบบเรยีบ 
การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเช้ือดวยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR พบวา วิธี ERIC-PCR 
ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันมากกวารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากวิธี AP-PCR 
นอกจากน้ีวิธี ERIC-PCR ยังสามารถแสดงความสัมพันธของเช้ือสอดคลองกับยีนกอโรคตาง ๆ         
ที่พบในเช้ือ 
 
คําสําคัญ: Vibrio cholerae, stn/sto, hlyA, hemolysin, ไบโอฟลม, T3SS, T6SS 
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ABSTRACT 
 

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

ความสําคัญและท่ีมาของหัวขอวิจัย 

Vibrio cholerae เปนสาเหตุสําคัญของอหิวาตกโรคหรือโรคอุจจาระรวงอยาง
รุนแรงในประเทศตาง ๆ รวมทั้งประเทศไทย โดยในป พ.ศ. 2553 สํานักระบาดวิทยาไดรายงานการ
พบผูปวยดวยอหิวาตกโรคในประเทศไทยจํานวน 1,597 ราย ซึ่งจังหวัดสงขลาเปนจังหวัดที่พบผูปวย
อหิวาตกโรคอยางตอเน่ืองทุก ๆ ป (AESR, 2010) การติดตอของอหิวาตกโรคในประเทศไทยและ
ประเทศอื่น ๆ สวนใหญเกิดจากการรับประทานอาหารทะเลแบบดิบ ๆ หรือมีการปนเปอนของ       
V. cholerae ในระหวางข้ันตอนการเตรียมอาหาร (AESR, 2010; Luo et al., 2013)  V. cholerae 
สายพันธุที่กอใหเกิดการระบาดของอหิวาตกโรคคือ V. cholerae ซีโรกรุป O1 (V. cholerae O1) 
และ V. cholerae ซีโรกรุป O139 (V. cholerae O139) เน่ืองจากเช้ือทั้ง 2 สายพันธุสวนใหญมี      
ยีนกอโรคที่สําคัญ ไดแก ยีน ctx ที่เกี่ยวของกับการสรางสารพิษ cholera toxin ซึ่งเปนสาเหตุของ
การหลั่งของสารนํ้าในลําไส และยีน tcp ที่เกี่ยวของกับการสราง toxin-conregulated pili (Tcp) ซึ่ง

มีบทบาทในการเกาะติดของ bacteriophage (CTX) และการเกาะติดกับเย่ือบุลําไส (Kaper et al., 
1995; Faruque et al., 1998) นอกจาก V. cholerae O1 และ V. cholerae O139 ยังมียีนอื่น ๆ 
ซึ่งมีสวนในการสงเสริมการกอโรค คือ ยีน zot เกี่ยวของกับการสรางสารพิษ zonula occludens 
toxin (Zot) และยีน ace เกี่ยวของกับการสรางสารพิษ accessory cholera enterotoxin (Ace) 
(Kaper et al., 1995) อยางไรก็ตาม V. cholerae ที่พบมากในสิ่งแวดลอม คือ ซีโรกรุป non-
O1/non-O139 ที่ไมมียีน ctx, tcp, zot และ ace (Kaper et al., 1995; Faruque et al., 1998) 
ถึงแมวา V. cholerae non-O1/non-O139 สวนใหญจะไมมียีนกอโรคที่พบไดในสายพันธุระบาดแต
ก็มีการรายงานเกี่ยวกับโรคอุจจาระรวงที่มีสาเหตุมาจาก V. cholerae non-O1/non-O139 ใน
ประเทศตาง ๆ เชน ประเทศจีน, อิตาลี, อินเดีย และ ไทย (Bagchi et al., 1993; Sharma et al., 
1998; Ottaviani et al., 2009; Luo et al., 2013) จากงานวิจัยของ Bagchi และคณะ ในป พ.ศ. 
2536 และงานวิจัยของ Sharma และคณะ ในป พ.ศ. 2541 พบวา ความสามารถในการกอโรคของ 
V. cholerae non-O1/non-O139 เกี่ยวของกับยีน stn/sto และ hlyA  ซึ่งทําหนาที่สรางสารพิษ 
non-O1 heat-stable enterotoxin (NAG-ST) และ El Tor-like hemolysin ตามลําดับ (Bagchi 
et al., 1993; Sharma et al., 1998) NAG-ST เปนสารพิษที่ผลิตโดย V. cholerae non-O1 ซึ่งมี
ความคลายคลึงกับสารพิษที่สรางจาก Escherichia coli และจากรายงานกอนหนาน้ีพบวา                 
V. cholerae non-O1 ที่แยกจากตัวอยางผูปวยในประเทศญี่ปุนและไทยมีความสามารถในการสราง 
NAG-ST (Ogawa et al., 1990; Bagchi et al., 1993) สวน El Tor-like hemolysin เปนสารพิษที่
มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดง และทําลายเซลลตาง ๆ โดยการทําใหยีน hlyA ของ V. cholerae 
ขาดหายไปจะทําใหเช้ือขาดความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงและทําลายเซลล จึงถือไดวายีน 
hlyA เปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการกอโรค (Coelho et al., 2000; Cinar et al., 2010) นอกจาก
ปจจัยที่เกี่ยวของกับการกอโรคดังที่กลาวมา ระบบการขนสงโปรตีนของเช้ือ ไดแก type III secretion 
system (T3SS) และ type VI secretion system (T6SS) ก็เปนอีกหน่ึงปจจัยในการกอโรค โดยทํา
หนาที่เกี่ยวของกับการขนสงโปรตีนของแบคทีเรียไปสูเซลลเจาบาน (Chatterjee et al., 2009; Ma 
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et al., 2009) โดยยีน vcsV2 เปนยีนหน่ึงใน T3SS ซึ่งมีความคลายคลึงกับยีน vcrD2 ของ                  
V. parahaemolyticus ที่เกี่ยวของกับการทําใหเกิดอุจจาระรวงในโมเดลกระตาย (Dziejman et 
al., 2005) และพบวา V. cholerae non-O1 สวนใหญที่แยกจากผูปวยโรคอุจจาระรวงในประเทศ
จีน, ไนจีเรีย, เยอรมนี และ ออสเตรีย มียีนดังกลาว (Schirmeister et al., 2014; Luo et al., 
2013; Marin et al., 2013) สวนยีน vasH ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของ T6SS (Kitaoka et 
al., 2011) โดยสรุป V. cholerae ในสิ่งแวดลอมเปนแหลงของยีนกอโรคตาง ๆ (Rivera et al., 
2001) ซึ่งเกิดจากการถายทอดยีนจาก V. cholerae สายพันธุที่สรางสารพิษที่ทําใหเกิดอหิวาตกโรค
ไปสู V. cholerae non-O1/non-O139 ในสิ่งแวดลอม (Faruque et al., 1998) ดังน้ันการแยกและ
การตรวจหาลักษณะของ V. cholerae ที่แยกจากสิ่งแวดลอม เชน อาหารทะเล จึงมีความสําคัญใน
การประเมินความเสี่ยงของการเกิดโรคอุจจาระรวงจากการรับประทานอาหาร  

ทฤษฎีและหลักการ  

1. ลักษณะท่ัวไป (General Characteristics) 
Vibrio cholerae จัดอยูในวงศ Vibrionaceae แบคทีเรียสกุล Vibrio ที่กอโรคได

บอยและมีความสําคัญทางการแพทย คือ V. cholerae, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus 
(Tarr et al., 2007) โดย V. cholerae เปนสาเหตุของโรคอหิวาตกโรคหรือโรคอุจจาระรวงอยาง
รุนแรง (Siddiqui et al., 2006) V. cholerae เปนแบคทีเรียกรัมลบรูปรางแทงโคง (curved rod, 
comma-shaped rods) มีขนาด 0.5-0.8 x 1.4-2.6 ไมโครเมตร, เคลื่อนที่ไดโดยอาศัยแฟลกเจลลัม
เสนเดียวที่ข้ัว (single polar flagellum), เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative 
anaerobes), ผลิตเอนไซมออกซิเดส (oxidase), หมักนํ้าตาลไดหลายชนิด, เจริญไดในสภาวะที่มี
เกลือ 0-8%, เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 20-37 องศาเซลเซียส และมี mol% G+C ของ DNA เทากับ     
38-51% (Farmer and Janda, 1984)  
 

2. ลักษณะของแอนติเจนและการจําแนกเชื้อทางชีวภาพ (Antigenic Structure and 
Biological Classification) 

แอนติเจนบริเวณแฟลกเจลลา (H-antigen) ของ V. cholerae ทุกสายพันธุเปนชนิด
เดียวกันและเปนสารโปรตีนที่ไมทนความรอน โดยพบวา แอนติบอดีตอ H-antigen ไมสามารถ
ปองกันการเกิดโรคได การจําแนก V. cholerae อาศัยแอนติเจนบริเวณลิโปพอลิแซคคาไรด 
(lipopolysaccharide) (O-antigen) ซึ่งมีคุณสมบัติทนความรอน V. cholerae สามารถแบงตาม  
O-antigen ไดหลากหลายถึง 200 ซีโรกรุป (serogroups) โดยซีโรกรุปที่ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวง
อยางรุนแรง หรือ อหิวาตกโรค (cholera) ไดแก O1 และ O139 ซึ่งสามารถสรางสารพิษ cholera 
toxin ได โดย V. cholerae non-O1/non-O139 หรือ non-cholera vibrios (NCV) หรือ         
non-agglutionable vibrios (NAG) สวนใหญไมสราง cholera toxin แตสามารถกอโรคอุจจาระรวง
ที่มีความรุนแรงนอยกวาอหิวาตกโรคได (Van Dellen and Watnick, 2006; Mueller et al., 2007; 
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Faruque and Mekalanos, 2008) สวนการสรางสารพอลิแซคคาไรดคลายแคปซูล (capsule) พบ
เฉพาะใน V. cholerae O139 และ V. cholerae non-O1 เทาน้ัน 

O-antigen ที่สําคัญของ V. cholerae O1 มี 3 ชนิด คือ A, B และ C โดย A เปน 
group-specific antigen ที่มีใน V. cholerae ทุกชนิด สวน B และ C เปน type-specific antigen 
จึงแบง V. cholerae O1 ออกเปน 3 ซีโรไทป (serotypes) ไดแก Ogawa (A, B), Inaba (A, C) และ 
Hikojima (A, B, C) V. cholerae O1 ยังแบงตามคุณสมบัติทางชีวภาพไดเปน 2 ไบโอไทป 
(biotypes) คือ Classical และ El Tor ซึ่งทั้ง 2 ไบโอไทปน้ีมีลักษณะแตกตางกัน และมักใชคุณสมบัติ
ดังกลาวมาจําแนกเช้ือทางระบาดวิทยา (ตารางที่ 1)  

ตารางท่ี 1  การทดสอบเพื่อจําแนกไบโอไทปของ V. cholerae O1 (Kaper et al., 1995) 
การทดสอบ Classical 

biotype 
El Tor 
biotype 

1. การทําใหเม็ดเลือดแดงไกเกาะกลุม - + 

2. การสลายเม็ดเลอืดแดงแกะ - + 

3. ผลการทดสอบ Voges Proskauer - + 

4. ความไวตอ Polymyxin B (50 Unit) ไว ด้ือ 

5. ความไวตอ phage IV ไว ด้ือ 

 

3.  แหลงท่ีอยู (Natural Habitats) 
 V. cholerae เปนแบคทีเรียอิสระอยูไดทั้งในนํ้าจืดและนํ้าที่มีโซเดียมอิออน        
จึงพบเช้ือตามเขตนํ้ากรอย บริเวณปากแมนํ้า, สิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูในนํ้า เชน ผิวไรนํ้า, ลําไสของ      
แพลงกตอนพืช แพลงกตอนสัตว, สาหราย และสัตวทะเล จําพวก กุง หอย ปู เปนตน (Van Dellen 
and Watnick, 2006; Mueller et al., 2007) V. cholerae สามารถสรางไบโอฟลมยึดเกาะบริเวณ
พื้นผิวและอยูรวมกันภายในไบโอฟลมน้ัน เชน การเกาะติดของเช้ือบริเวณไข และบริเวณปากของ
แพลงกตอนสัตว (copepod) หรือ บริเวณผิวหนังของสัตวทะเล ทําใหเกิดการถายทอดไปสูสัตวทะเล
อื่น ๆ ไดงายผานหวงโซอาหาร (Liston, 1957; Aiso et al., 1968; Simidu et al., 1971; Kaneko 
and Colwell, 1975; Gomez-Gil et al., 1998; Oxley et al., 2002) V. cholerae อาศัยสัตว
ทะเลเปนแหลงกําบังจากการถูกจับกินดวยโปรโตซัว (Sherr and Sherr, 1984; Nishiguchi and 
Nair, 2003) โดยสามารถจับกับไคตินของเปลือกสัตวนํ้าทําใหมีโอกาสที่เช้ือจะปนเปอนมาสูคนและกอ
โรคได (Doyle and Beuchat, 2007) ปกติจะพบ V. cholerae non-O1/non-O139 จาก
สิ่งแวดลอมมากกวา V. cholerae O1 และ V. cholerae O139 แตในพื้นที่ที่มีการระบาดของโรค
อหิวาตกโรคอาจตรวจพบ V. cholerae O1 และ V. cholerae O139 ได เพราะอุจจาระของผูปวย
อาจมีการปนเปอนลงสูแหลงนํ้าธรรมชาติ 
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4. ระบาดวิทยา (Epidemiology) 
  V. cholerae มีการระบาดใหญทั้งหมด 7 ครั้ง โดยการระบาด 6 ครั้งแรก เกิดในป 
พ.ศ. 2414 - พ.ศ. 2466 และมีการระบาดไปทั่วโลก (pandemic) สวนใหญเกิดจาก V. cholerae 
O1, ไบโอไทป classical และมักมีจุดเริ่มตนที่ประเทศอินเดียบริเวณปากแมนํ้าคงคา สวนการระบาด
ครั้งที่ 7 เกิดในป พ.ศ. 2504 จาก V. cholerae O1, ไบโอไทป El Tor มีจุดเริ่มตนที่เกาะซูลาเวซี 
(Sulawesi Islands) ประเทศอินโดนีเซีย และระบาดไปสูประเทศอื่น ๆ ในทวีปเอเชีย,                 
ทวีปแอฟริกา และทวีปอเมริกา สวนการระบาดครั้งลาสุดในป พ.ศ. 2535 - พ.ศ. 2536 เกิดจาก                        
V. cholerae O139 มีจุดเริ่มตนที่ประเทศอินเดียและบังคลาเทศ และตอมาป พ.ศ. 2537 ไดระบาด
ไปสูประเทศอื่น ๆ ในทวีปเอเชีย (Faruque et al., 1998) 

จากรายงานของสํานักงานระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค ประเทศไทย พบผูปวยที่ติด
เช้ือ V. cholerae ไดตลอดทั้งป โดยพบสูงสุดในชวงฤดูฝน เน่ืองจากมีสภาพแวดลอมที่เฉอะแฉะทํา
ใหยากตอการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหาร จากผลการสอบสวนการระบาดของอหิวาตกโรค              
ในป พ.ศ. 2550 ของสํานักงานระบาดวิทยา ไดมีการจัดกลุมจังหวัดที่เปนพื้นที่การระบาด 3 กลุม 
ตามปจจัยเสี่ยงตอการแพรกระจายของเช้ือ ไดแก 

1. จังหวัดที่ติดชายแดนสหภาพพมาที่ไมติดทะเล และไมมีแหลงนํ้ากรอยซึ่งเปน
แหลงโรคในธรรมชาติ เชน จังหวัดตาก พบวาปจจัยเสี่ยงหลักมาจากกลุมชาวพมาซึ่งสวนหน่ึงอาศัยอยู
ในคายอพยพ อีกสวนหน่ึงเปนแรงงานรับจางในไรและในชุมชน ซึ่งมีสุขอนามัยสวนบุคคล และ
สิ่งแวดลอม  ไมดี ไมมีสวมที่ไดมาตรฐาน มีการเคลื่อนยายของแรงงานตลอดเวลาและควบคุมไดยาก 

2. จังหวัดชายทะเลทางภาคใตและภาคกลางตอนลาง เชน ระนอง นครศรีธรรมราช 
สมุทรสาคร มีนํ้าทะเล และมีแหลงนํ้ากรอยซึ่งเปนแหลงโรคในธรรมชาติ รวมถึงปญหาเรื่องสุขาภิบาล 
และสุขอนามัยในกลุมแรงงานพมา และกลุมชาวประมง  

3. จังหวัดที่ไมมีพื้นที่ติดตอทะเล และไมมีแรงงานตางชาติ พบวามีความสัมพันธกับ
อาหารทะเลที่สงมาจากนอกพื้นที่ โดยเฉพาะหอยแครง ซึ่งมีผลการศึกษาระบาดวิทยาเชิงวิเคราะห
ปจจัยเสี่ยงรวมของการระบาดในพื้นที่หลายจังหวัดของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และบางจังหวัดของ   
ภาคกลางยืนยันความสัมพันธดังกลาว 

จังหวัดสงขลาเปนจังหวัดที่มีทั้งพื้นที่ที่มีนํ้าทะเลและนํ้ากรอยซึ่งเปนแหลงโรคใน
ธรรมชาติ นอกจากน้ีจังหวัดสงขลายังเปนหน่ึงในเมืองเศรษฐกิจของภาคใต ดังน้ันจึงมีแรงงานจาก
ประเทศเพื่อนบานมาทํางานในจังหวัดมาก โดยแรงงานจะเขามารับจางในชุมชน ซึ่งกลุมแรงงานจะมา
อาศัยอยูกันเปนกลุม มีสุขอนามัยสวนบุคคล และสิ่งแวดลอมไมดี จากรายงานการเฝาระวังโรคของ
สํานักงานระบาดวิทยาพบวาในป พ.ศ. 2549 และ พ.ศ. 2552 จังหวัดสงขลามีผูติดเช้ือ V. cholerae 
ติดอันดับหน่ึงในสิบของประเทศ  
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5. การติดตอ (Routes of Transmission) 
การติดเช้ือ V. cholerae พบมากในพื้นที่ที่มีประชากรอาศัยอยูหนาแนนและ

สุขาภิบาลไมดี โดยเช้ือจะปนเปอนในนํ้าด่ืมและอาหารที่มีการปรุงไมถูกสุขลักษณะ V. cholerae 
สามารถอยูรอดในสภาวะที่มีอุณหภูมิตํ่า ความช้ืนสูง การปรุงอาหารใหสุกจะชวยทําลายเช้ือได 
(Doyle and Beuchat, 2007) การปนเปอนของอุจจาระที่มี V. cholerae ลงสูแหลงนํ้าธรรมชาติ 
ทําใหเกิดการปนเปอนในสัตวนํ้า เมื่อรับประทานอาหารที่ปรุงจากสัตวนํ้าดังกลาว จึงทําใหเกิดการ
ระบาดของเช้ือในเวลาตอมา ดังเชนการระบาดของ V. cholerae O1, ไบโอไทป EI Tor ในแถบ
อเมริกาใต ที่มีผูปวยจํานวน 70,000 ราย และมีผูเสียชีวิต 65,000 ราย (Reidl and Klose, 2002) 
ในประเทศไทยพบวาการติดเช้ือ V. cholerae สวนใหญมาจากการรับประทานอาหารดิบๆ สุกๆ 
โดยเฉพาะอาหารทะเล, อาหารประเภทยํา ลาบ กอย หรือสมตํา ซึ่งจะมีการปนเปอนของเช้ือจาก
วัตถุดิบที่ซื้อในตลาดซึ่งนํ้าที่ใชอาจไมไดเติมคลอรีน หรือ มีการรั่วของทอนํ้าทิ้งจากหองสุขาในตลาด 
 

6. พยาธิกําเนิดและพยาธิสภาพ (Pathogenesis and Pathology) 
V. cholerae ติดตอผานทางการรับประทานอาหารและนํ้าด่ืมที่ปนเปอนเช้ือ 

เน่ืองจากเช้ือไวตอการถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร ดังน้ันปริมาณเช้ือที่ปนเปอนในนํ้าด่ืมที่
สามารถกอใหเกิดโรคไดจะสูงถึง 1010 เซลล แตหากติดตอผานทางอาหารจะอาศัยปริมาณเช้ือเพียง 
102 - 104 เซลล พบวาผูที่ไดรับยาหรือในกระเพาะอาหารมีความเปนกรดตํ่าจะไวตอการติดเช้ือ        
V. cholerae ไมพบวาเช้ือแพรกระจายเขากระแสเลือดหรือบุกรุกเซลล (non-invasive) เช้ือที่รอด
จากการถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร จะผานไปยังลําไสเล็กซึ่งมีสภาพเปนดาง เช้ือสายพันธุ
กอโรคจะสามารถเกาะติดกับไมโครวิลไล (microvilli) ของเซลลบุผิวภายในลําไสเล็ก (intestinal 
epithelial cells) จากน้ันจะเพิ่มจํานวนและสรางสารพิษ cholera toxin ออกมา cholera toxin มี 
2 หนวยยอย (subunit) คือ A และ B โดยหนวยยอย B ทําหนาที่จับกับ GM1 ganglioside ซึ่งเปน
หนวยรับจําเพาะ (receptor) บนเซลลบุผิวภายในลําไสเล็ก จากน้ันหนวยยอย A จะถูกนําเขาสู      
ไซโทพลาสซึมของเซลลและออกฤทธ์ิกระตุนการทํางานของเอนไซม adenylyl cyclase (หรือ 
adenylate cyclase) สงผลใหระดับ cyclic adenosine monophosphate (cAMP) ภายในเซลล
เพิ่มข้ึน จึงเกิดการหลั่งนํ้าและแรธาตุออกจากเซลลเขาสูทางเดินอาหารปริมาณมาก (Faruque and 
Mekalanos, 2008) 

ระยะฟกตัวของเช้ือ (incubation period) ประมาณ 1-4 วัน ข้ึนกับปริมาณเช้ือที่
ไดรับ เริ่มแรกผูปวยจะมีอาการคลื่นไส (nausea), อาเจียน (vomiting), ปวดเกร็งชองทอง 
(abdominal cramps) และอุจจาระรวง (diarrhea) โดยไมมีมูกและเลือดปนแตมีลักษณะเหลวคลาย
นํ้าซาวขาว (rice water stool) เน่ืองจากประกอบดวยเย่ือเมือก, เซลลเย่ือบุผิว และเช้ือจํานวนมาก 
ผูปวยจะสูญเสียนํ้าอยางรวดเร็ว (มากกวา1 ลิตรตอช่ัวโมง หรือ 20-30 ลิตรตอวัน) ทําใหเกิดอาการ
ออนเพลีย (lethargy), ตาโหล (sunken eyes), ไมถายปสสาวะ (anuria), เลือดเปนกรด (acidosis), 
การไหลเวียนโลหิตลมเหลว (circulartoy collapse), ช็อคจากปริมาตรของเลือดลดลง 
(hypovolemic shock) และเสียชีวิตในเวลาตอมา (Reidl and Klose, 2002)  
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7.  ปจจัยท่ีเก่ียวของกับการกอโรค (Virulence factors) 
7.1  การสรางสารพิษ (Toxin) 

7.1.1  Cholera toxin (Ct) 
Ct เปนสารพิษที่ไมทนความรอน (heat-labile enterotoxin)      

สรางโดยยีน ctx ขนาด 7.0 กิโลเบส ซึ่งถายทอดมาจาก lysogenic filamentous phage (CTX) 
เฉพาะ V. cholerae สายพันธุที่มียีน ctx เทาน้ัน (toxigenic V. cholerae) ที่สามารถทําใหเกิด
อหิวาตกโรคได Ct มีโครงสรางและกลไกการออกฤทธ์ิเหมือนกับ heat-labile enterotoxin ที่สราง
โดย enterotoxigenic E. coli (ETEC) แตอาการที่เกิดจาก V. cholerae รุนแรงกวามาก          

การเกาะติดของ CTX เพื่อถายทอดยีน ctx อาศัยกลุมของยีนที่ควบคุมการสราง toxin 
coregulated pili (Tcp) ซึ่งพบอยูบน pathogenicity island (PAI) และกลุมยีนดังกลาวยังมีสวน
ชวยการเกาะติดกับเย่ือบุผิวลําไสดวย (Waldor and Mekalanos, 1996; Davis and Waldor, 
2003)  
  7.1.2   Zonula occludens toxin (Zot) 
   Zot เปนสารพิษที่ ไมทนความรอน สรางโดยยีน zot ขนาด 1.3      
กิโลเบส ยีน  zot  พบไดทั้ง V. cholerae O1 และ V. cholerae non-O1 โดย V. cholerae ที่มียีน 
ctx มักจะพบยีน zot ดวยเสมอ การสราง Zot ใน V. cholerae จะมีผลตอโครงสรางของ 
intercellular tight junction หรือ zonula occludens ทําใหการรั่วไหลของนํ้าและแรธาตุในลําไส
เล็กเพิ่มข้ึน (Kaper et al., 1995; Faruque et al., 1998)  

 7.1.3   Accessory cholera enterotoxin (Ace) 
   Ace สรางโดยยีน ace ซึ่งอยูบริเวณ upstream ของยีน zot โดยสวน

ปลาย 5’ มีลําดับเบสที่ทับซอนกัน จากการศึกษาในกระตายพบวา Ace มีบทบาทในการเพิ่มการ
สะสมของเหลวในลําไส ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน Ace ใน V. cholerae ยังมีความคลายคลึงกับ
โปรตีน SpvB ใน Salmonella dublin ซึ่งเกี่ยวของกับความรุนแรงในการกอโรคในหนู (Kaper et 
al., 1995; Faruque et al., 1998)  

 7.1.4   El Tor Hemolysin (HlyA) 
   HlyA สรางโดยยีน hlyA พบใน V. cholerae O1, ไบโอไทป El Tor 

และ V. cholerae non-O1/non-O139 บางสายพันธุ โดยมีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดง และ
ทําลายเซลลตาง ๆ  มีการทดลองฉีด hemolysin ใหหนูพบวาสามารถทําใหหนูตายได จึงถือวา 
hemolysin เปนปจจัยหน่ึงในการกอโรคของ V. cholerae (Menzl et al., 1996; Saka et al., 
2008)   
 7.1.5   Heat-stable enterotoxin 

   Heat-stable enterotoxin เปนสารพิษที่ทนความรอน มีความ
คลายคลึงกับสารพิษที่สรางโดย E. coli และแบคทีเรียที่กอโรคในระบบทางเดินอาหารอื่น ๆ  การสราง 
heat-stable enterotoxin ถูกควบคุมโดยยีน stn/sto พบไดทั้ง V. cholerae O1 และ              
V. cholerae non-O1 มีบทบาทในการกระตุนใหเกิดการหลั่งของนํ้า และโซเดียมออกจากลําไส 
(Bagchi et al., 1993; Rivera et al., 2001) 
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 7.1.6   Toxin-conregulated pili (Tcp) 
  Tcp สรางโดยยีน tcp การแสดงออกของยีนน้ีถูกควบคุมโดยโปรตีน 

ToxR, ToxT และการกระตุนของสิ่งแวดลอมภายนอก เชน pH และอุณหภูมิ Tcp มีบทบาทในการ

เกาะติดของ bacteriophage (CTX), การเกาะติดกับเย่ือบุลําไส และการสรางไบโอฟลมของ        
V. cholerae (Manning, 1997; Jang et al., 2011)  

7.2  การสรางไบโอฟลม (Biofilm) 
ไบโอฟลม คือ กลุมของจุลินทรียที่อาศัยอยูรวมกันในเมทริกซที่เช้ือสรางข้ึนและ

มีการเกาะติดกับพื้นผิว การสรางไบโอฟลมเปนลักษณะการดํารงชีวิตของจุลินทรียสวนใหญใน
สิ่งแวดลอม (Van Houdt et al., 2004) การสรางไบโอฟลมของ V. cholerae ข้ึนอยูกับปจจัยทาง
สิ่งแวดลอมหลายประการ เชน อุณหภูมิ, pH, ความเค็ม และสารอาหาร โดยสารอาหารมีสวนทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงการผลิต Vibrio polysaccharide (VPS) ซึ่งเปนองคประกอบหลัก             
ของไบโอฟลม โดยสามารถสังเกตไดจากลักษณะโคโลนี ในสภาวะที่มีสารอาหารนอยเช้ือจะมีการ
เปลี่ยนแปลงโคโลนีแบบเรียบ (smooth colony) ไปเปนโคโลนีแบบขรุขระ (rugose colony) และ
หากมีสารอาหารอุดมสมบูรณเช้ืออาจสามารถเปลี่ยนกลับไปเปนโคโลนีแบบเรียบได (Ali et al., 
2002) ไบโอฟลมชวยใหเช้ือสามารถทนตอสภาวะที่ไมเหมาะสมในสิ่งแวดลอม, ทนกรดในกระเพาะ
อาหาร และชวยปองกันเช้ือจากสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ที่กินจุลินทรียเปนอาหาร เชน โปรโตซัว เปนตน อีกทั้ง
ยังทําใหเช้ือด้ือตอสารตานจุลินทรียมากกวาเซลลที่อยูอยางอิสระ (Yildiz and Schoolnik, 1999; 
Watnick and Kolter, 2002; Zhu and Mekalanos, 2003; Matz et al., 2005; Mueller et al., 
2007; Annous et al., 2009) V. cholerae เปนเช้ือประจําถ่ินในแหลงนํ้า และสามารถแยกไดจาก
ผิวของสิ่งมีชีวิตในนํ้า การสรางไบโอฟลมในสัตวนํ้าจึงมีความสัมพันธกับการเพิ่มจํานวนในสิ่งแวดลอม 
และการระบาดของโรคในคน (Van Dellen and Watnick, 2006)  

7.3  ระบบการขนสงโปรตีน (Secretion Systems) 
7.3.1   Type III secretion system (T3SS) 

 T3SS เปนระบบที่พบไดในแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรค ไดแก Yersinia 
spp., Salmonella spp., Shigella spp. และ Vibrio spp. เปนตน T3SS มีหนาที่ในการสงผาน
โปรตีนจากแบคทีเรียไปสูไซโตพลาสซึมของเซลลเจาบานโดยอาศัยโครงสรางที่เรียกวา needle 
complex ของแบคทีเรีย การสรางโครงสรางของ T3SS ของ V. cholerae ควบคุมโดยยีน vcsV2   
ซึ่งมีความคลายคลึงกับยีน vcrD2 ใน V. parahaemolyticus ซึ่งเกี่ยวของกับการเกิดโรคในระบบ
ทางเดินอาหารเมื่อทดสอบกับกระตาย (Dziejman et al., 2005; Alam et al., 2011) 

7.3.2   Type VI secretion system (T6SS) 
 T6SS เปนระบบที่พบไดในแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรค ไดแก           

V. cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Y. pestis, E. coli, S. enterica,  Agrobacterium 
tumefaciens, Rhizobium leguminosarum, Francisella tularensis และ Burkholderia 
mallei  (Pukatzki et al., 2007) T6SS ทําหนาที่ในการสงผานโปรตีนจากแบคทีเรียไปสูเซลล     
เจาบานโดยอาศัยโครงสราง phage-tail-spike-like injectisome ซึ่ง T6SS มีการทํางานที่เหมือนกับ 
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T3SS โดยยีนที่ทําหนาที่ในการควบคุมการแสดงออกของ T6SS คือยีน vasH ซึ่งมีความคลายคลึงกับ 
ยีน rtcR ของ E. coli (Pukatzki et al., 2006; Tseng et al., 2009; Miyata et al., 2011) 

 

8. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae (DNA fingerprinting analysis) 
การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae เปนการแสดงความแตกตาง

ของลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือแตละสายพันธุ ซึ่งมีประโยชนในการศึกษาทางระบาดวิทยา ปจจุบันมี
หลายวิธี ไดแก วิธีทีอ่าศัยการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ทําใหทราบ
ความแตกตางหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่ ถูกตัด เชน วิธี Restriction Fragment 
Length Polymorphisms (RFLPs) และวิธี Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) ซึ่งวิธี 
PFGE มีความไวสูงและมีประสิทธิภาพในการศึกษาดีเอ็นเอที่มาจากแหลงที่แตกตางกันไดดี แตวิธีทั้ง
สองน้ีเปนวิธีที่มีหลายข้ันตอน จึงมีการพัฒนาวิธีที่อาศัยหลักการของ Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ไดแก วิธี Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) หรือ Random Amplified Polymorphic 
DNA (RAPD) ซึ่งอาศัยการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอแบบสุมดวยไพรเมอรสายสั้น ๆ เพียงเสนเดียว ทําได
งาย รวดเร็ว และไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตที่ตองการนํามาศึกษา แต
ขอเสียคือมีความไวตํ่า วิธีที่ใชแยกความแตกตางของ V. cholerae สายพันธุกอโรคและไมกอโรค อาจ
ใชวิธี Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) ซึ่งใชไพรเมอรที่
จําเพาะกับตําแหนงที่มีลําดับเบสซ้ํา ๆ กันบนโครโมโซมของแบคทีเรียบริเวณที่เรียกวา ERIC 
sequences ซึ่งพบเฉพาะใน enteric bacteria และ vibrios ซึ่งบริเวณดังกลาวมีความผันแปรไปใน
แบคทีเรียแตละสายพันธุ วิธี ERIC-PCR เปนวิธีที่งายและมีประสิทธิภาพสูงในการนํามาใชเพื่อติดตาม
วิวัฒนาการของเช้ือและเฝาระวังการระบาดของโรคที่เกิดจาก V. cholerae (Rivera et al., 1995) 

 

9. การวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ (Laboratory diagnosis) 
สิ่งสงตรวจที่ใชสําหรับเพาะเลี้ยงเช้ือ ไดแก อุจจาระ (stools) ควรเก็บตัวอยาง

อุจจาระของผูปวยโดยวิธี rectal swab กอนทําการรักษาดวยยาปฏิชีวนะและสงไปยังหองปฏิบัติการ 
โดยเพิ่มจํานวนเช้ือ (enrichment) ในอาหาร APW (pH 8.4-9.2) เปนเวลา 6-8 ช่ัวโมง จากน้ัน
เพาะเลี้ยงเช้ือในอาหาร Thisulfate Citrate Bile salts Sucrose (TCBS) agar โดยบมที่อุณหภูมิ 
35-37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง โคโลนีของเช้ือจะมีลักษณะกลม สีเหลือง คอนขาง
แบน ขอบเรียบ และนําไปทดสอบทางชีวเคมี โดยใช ชุดทดสอบมาตรฐานของเ ช้ือในวงศ 
Enterobacteriaceae และเพิ่มชุดทดสอบการทนเกลือ การทดสอบทางภูมิคุมกันวิทยา โดยทดสอบ
การเกาะกลุมของเช้ือกับแอนติซีรัมจําเพาะบนแผนสไลด (slide agglutination) เพื่อแยกวาเปน      
V. cholerae O1, O139 หรือ non-O1/non-O139 ถาเปน V. cholerae O1 จะตองแยกซีโรไทป
โดยใชแอนติซีรัมจําเพาะดวยวาเปน Ogawa, Inaba หรือ Hikojima และแยกไบโอไทปวาเปน 
Classical หรือ El Tor  
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10. การรักษา (Treatment) 
การรักษาอันดับแรกคือการใหสารนํ้าและแรธาตุเขาไปบรรเทาอาการเพื่อแกไขภาวะ

เลือดเปนกรด ผานทางนํ้าเกลือหรือสารละลายนํ้าตาลเกลือแร (oral rehydration salts; ORS) สวน
การเลือกใชยาปฏิชีวนะเพื่อลดอาการของโรค และลดการแพรเช้ือ ควรพิจารณาจากขอมูลเฝาระวัง
การ ด้ือยาของเ ช้ือประกอบการพิจารณา กลุมยาหลักที่ เ ลือกใช  ไดแก  นอรฟล็อกซาซิน       
(norfloxacin)  และเตตราไซคลิน (tetracycline) แตจากรายงานป พ.ศ. 2556 ของศูนยเฝาระวัง 
เช้ือด้ือยา กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย พบ V. cholerae 
nonO1/nonO139 ที่ด้ือตอยานอรฟล็อกซาซิน (norfloxacin)  และ ยาแอมพิซิลลิน (ampicilin)     
ในเปอรเซ็นตที่สูง และ บางพื้นที่ที่มี V. cholerae ที่มีเช้ือระบาดประจําถ่ิน (endemic areas) พบวา 
เช้ือด้ือตอยาปฏิชีวนะเตตราไซคลิน เน่ืองจากมีการถายทอดยีนด้ือยาที่อยูบนพลาสมิด (plasmid) 

11. การปองกันและควบคุม (Prevention and Control) 
เน่ืองจาก V. cholerae พบไดทั่วไปในแหลงนํ้าการปองกันและควบคุมที่ไดผลคือ 

การใหความรูกับประชาชน และควบคุมเรื่องสุขลักษณะที่ดีของอาหารและนํ้าด่ืม สําหรับผูติดเช้ือควร
แยกออกจากคนปกติ และมีมาตรการทําลายเช้ือในอุจจาระและอาเจียนของผูปวยดวย สําหรับวัคซีน
ปองกันการติดเช้ือน้ันนิยมใหเฉพาะกลุมนักทองเที่ยวหรือเด็กเล็กที่มีการเดินทางไปยังพื้นที่ที่มีการ
ระบาดของโรคเทาน้ัน 
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วัตถุประสงค 

1. เพื่อแยก V. cholerae จากอาหารทะเล ที่วางจําหนายในเขต อ.หาดใหญ จ.สงขลา 
2. เพื่อตรวจหายีนทีเ่กี่ยวของกบัการกอโรค (ctxA, tcpA, zot, ace, stn/sto, hlyA, vcsV2 และ 

vasH ) ใน V. cholerae ที่แยกได 
3. เพื่อทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของ V. cholerae ที่แยกได 
4. เพื่อทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงและการสรางไบโอฟลมของ V. cholerae ที่แยกได 
5. เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae ที่แยกได 
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ผลการทดลอง 

1. การแยกและจําแนก V. cholerae จากอาหารทะเล 
การแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่วางจําหนายในตลาดสดเขต อ.หาดใหญ   

จ .สงขลา ไดแก  ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ , ตลาดคลองเรียน , ตลาดเกษตรคณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, ตลาดหาดใหญใน และตลาดเกาะหมี จํานวน           
125 ตัวอยาง ประกอบดวย กุง 94 ตัวอยาง, หมึก 19 ตัวอยาง, หอย 8 ตัวอยาง, ปลา 2 ตัวอยาง 
และปู 2 ตัวอยาง เบื้องตนไดแยกเช้ือที่คาดวาจะเปน V. cholerae บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS agar 
ไดจํานวน 254 ไอโซเลท เมื่อยืนยันโดยวิธี PCR ซึ่งใชยีน ompW เปนยีนเปาหมายพบวาเปน         
V. cholerae จํานวน 100 ไอโซเลท (ตารางที่ 2) ซึ่งมาจากอาหารทะเล 55 ตัวอยาง 
  
ตารางท่ี 2  จํานวน V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลประเภทตาง ๆ 

ชนิดอาหารทะเล 
และแหลงทีม่า 

จํานวน
ตัวอยาง 

จํานวนไอโซเลท 
ที่คาดวาจะเปน  

V. cholerae (TCBS) 

V. cholerae  
(ompW ) 

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

 
26 
35 
7 
24 
2 

 
57 
78 
11 
42 
6 

 
30 
49 
1 
16 
0 

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

 
6 
5 
2 
4 
2 

 
8 
9 
4 
7 
2 

 
1 
0 
0 
1 
0 

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

 
5 
1 
2 

 
11 
4 
4 

 
0 
0 
0 

4. ปลา (n=2) 
-ตลาดเกาะหม ี

 
2 

 
7 

 
0 

5. ปู (n=2) 
-ตลาดเกาะหม ี

 
2 

 
4 

 
2 

รวม 125 254 100 
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เมื่อจําแนกซีโรกรุปของ V. cholerae ที่แยกไดโดยวิธี agglutination พบวา เปน  
V. cholerae non-O1/non-O139 จํานวน 94 ไอโซเลท และเปน V. cholerae O1 จํานวน         
1 ไอโซเลท นอกจากน้ีมี V. cholerae จํานวน 5 ไอโซเลทที่ไมสามารถจําแนกซีโรกรุปไดดวยวิธี 
agglutination เน่ืองจากมีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระจึงจําเปนตองจําแนกซีโรกรุปของเช้ือดวยวิธี 
PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน rfb ซึ่งพบวาเช้ือทั้ง 5 ไอโซเลทเปน V. cholerae           
non-O1/non-O139 

 

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

vcsV2 และ vasH)  
จากการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ ไดแก ยีน ctxA, tcpA, zot, ace, 

stn/sto, hlyA, vcsV2 และ vasH ใน V. cholerae ทั้ง 100 ไอโซเลท ดวยวิธี PCR พบวา เช้ือที่แยก
ไดทุกไอโซเลทไมมียีน ctxA, tcpA, zot และ ace แตมียีน stn/sto, hlyA El Tor (ET), vcsV2 และ 
vasH จํานวนรอยละ 20, 94, 6 และ 96 ตามลําดับ โดยในการทดลองใช V. cholerae สายพันธุ
มาตรฐานที่แยกไดจากผูปวยเปนเช้ือควบคุม ไดแก V. cholerae O1 และ O139 ซึ่งมียีน ctxA, 
tcpA, zot, ace, hlyA El Tor (ET) และ vasH สวน V. cholerae non-O1/non-O139 มีเฉพาะยีน 
hlyA ET, vcsV2 และ vasH (รูปที่ 1) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

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

 a PCR product ที่ไดจากยีน hlyA ET (738 bp) และ vcsV2 (742 bp) เมื่อนํามา run    
  พรอมกันทําใหแยกไมชัดเจน 
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เน่ืองจากมีเช้ือจํานวน 6 ไอโซเลท คือ ไอโซเลทหมายเลข 7, 8, 30, 33, 34, และ 
35 ที่ใหผลลบกับการตรวจหายีน hlyA ET โดยวิธี PCR ดังน้ันจึงทําการยืนยันโดยวิธี colony 
hybridization เน่ืองจาการทดลองถัดไปตองมีการทดสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
ของเช้ือ ซึ่งยีน hlyA ET มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดง และเมื่อนํา V. cholerae ทั้ง                 
6  ไอโซเลทมาตรวจหายีน hlyA ET อีกครั้งโดยวิธี colony hybridization พบวามี 2 ไอโซเลท         
(ไอโซเลทหมายเลข 7 และ 30) ใหผลบวก (รูปที่ 2) 
 

 

 
 
รูปท่ี 2  ผลการทํา colony hybridization ของ Vibrio cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเล เมื่อใช
ยีน hlyA El Tor เปนตัวตรวจจับ (hlyA ET probe) 

1: V. cholerae O1, El Tor DMST16261 (hlyA ET+); positive control 
2: V.  parahaemolyticus PSU3881 (hlyA-); negative control 
3: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 7 
4: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 8 
5: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 30 
6: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 33 
7: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 34 
8: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 35 
 

จากผลการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ ขางตน สามารถจัดกลุม     
V. cholerae ที่แยกไดตามรูปแบบของการมียีนกอโรคได 8 กลุม (A ถึง H) โดยเช้ือสวนใหญ (72%) 
จัดอยูในกลุม F ซึ่งเปนเช้ือที่มียีน hlyA ET และ vasH และมีเพียง 2 ไอโซเลท ที่ไมมียีนกอโรคทุก
ชนิดที่ตรวจสอบ (ตารางที่ 3) ผูวิจัยไดสุมเลือกเช้ือตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลทจากแตละกลุม            
(ตารางที่ 4) เพื่อทําการทดลองถัดไป  
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2.2 การทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงและการสรางเอนไซมเลซิติเนส (lacithinase) 
การตรวจหาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงใน V. cholerae ตัวแทนที่สุม

มาจากแตละกลุมจํานวน 35 ไอโซเลท พบวาเช้ือทุกไอโซเลทที่มียีน hlyA ทั้งจากการตรวจหาโดยวิธี 
PCR และจากการตรวจหาโดยวิธี colony hybridization (ไอโซเลทหมายเลข 7 และ 30) (รูปที่ 2) มี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง สวนเช้ือที่ผานการยืนยันโดยวิธี colony hybridization แลว
วาไมมียีน hlyA จํานวน 4 ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 8, 33, 34, และ 35) (รูปที่ 2) มี 1 ไอโซเลท 
ที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได (ไอโซเลทหมายเลข 33) (ตารางที่ 4) 

เน่ืองจากมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 33) ไมมียีน hlyA แตมี
ความสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดจึงทําการตรวจสอบการสรางเอนไซมที่อาจจะมีบทบาทในการ
สลายเม็ดเลือดเชน เอนไซมเลซิติเนส แตจากผลการทดสอบการสรางเอนไซมเลซิติเนสของเช้ือ        
V. cholerae ไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA ทั้งไอโซเลทที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได(ไอโซเลทหมายเลข 
33) และไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได (ไอโซเลทหมายเลข 8, 34, และ 35) พบวา เช้ือทุกไอโซเลท
มีความสามารถในการสรางเอนไซมเลซิติเนสไดเหมือนกัน ด้ังน้ันเอนไซมน้ีจึงไมใชปจจัยที่สงเสริมให
เช้ือไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA มีความสามารถสลายเม็ดเลือดแดง 
 
ตารางท่ี 3  กลุมของ V. cholerae ตามรูปแบบการมยีีนทีเ่กี่ยวของกับการกอโรค  

V. cholerae 
(ไอโซเลท) 

ผลการตรวจหายีนa 
กลุม 

stn/sto hlyA ETb vcsV2 vasH 

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

a V. cholerae ทุกไอโซเลทตรวจไมพบยีน ctxA, tcpA, zot และ ace 
b ET, El Tor 
+: ตรวจพบ; -: ตรวจไมพบ 
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ตารางท่ี 4  ลักษณะของ V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละกลุม (A-H) จํานวน 35 ไอโซเลท 

กลุม 
(จํานวน) 

ยีนกอโรคที่ตรวจพบ 
หมายเลข 
ไอโซเลท 

ซีโรกรุป 
Hemolytic 

activity 

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

  6 non-O1/non-O139d
 + 

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

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

25, 26, 27, 28, 29, 
30c, 31, 32 

non-O1/non-O139 + 

G (1) vasH 33c non-O1/non-O139 + 
H (2) -b 34, 35 non-O1/non-O139 - 

a ET, El Tor 
b ไมพบยีนกอโรคทุกชนิดที่ตรวจสอบ 
c เช้ือที่ผานการตรวจหายีน hlyA โดยวิธี colony hybridization และใหผล hemolytic activity    
 เปนบวก  
d มีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 16 
 

2.3 ความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะ 
การตรวจสอบความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae ตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลท

พบวา เช้ือทุกไอโซเลทไวตอยาคลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol), ไซโปรฟลอกซาซิน 
(ciprofloxacin), โคไตรม็อกซาโซล (cotrimoxazole), นอรฟล็อกซาซิน (norfloxacin) และ       
เตตราไซคลิน (tetracycline) อยางไรก็ตามพบวา มีเช้ือ 5 ไอโซเลท (รอยละ14.3) ด้ือตอ            
ยาแอมพิซิลลิน (ampicilin) และ 8 ไอโซเลท (รอยละ22.9) ไวปานกลางตอยาแอมพิซิลลิน         
(ตารางที่ 5) 

 
ตารางท่ี  5  แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae จํานวน 35 ไอโซเลท 

 

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

2.4 การสรางสารพอลิแซคคาไรด, ไบโอฟลมยึดเกาะพ้ืนผิวและปกคลุมพ้ืนผิวของเหลว 
การตรวจสอบการสรางสารพอลิแซคคาไรดใน V. cholerae ดวยอาหาร congo red 

agar พบวา เช้ือทั้ง 35 ไอโซเลท สามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดได โดยสามารถสรางไดดีที่อุณหภูมิ 
30°C สังเกตจากความเขมของสีโคโลนี (รูปที่ 3)  

 

 

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

หมายเลขไอโซเลท 
แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะ1 

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

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

S S S S S S 

(A.) (B.) 
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การทดสอบการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว พบวา มีเช้ือจํานวน 32 ไอโซเลทที่
สามารถสรางไบโอฟลมได โดยมีคาการดูดกลืนแสงที่ OD570 อยูในชวง 0.18-4.03 และเช้ือที่มี
ลักษณะโคโลนีแบบขรุขระสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไมแตกตางจากเช้ือที่มีโคโลนีแบบเรียบ 
(p=0.314, Mann-Whitney test) (รูปที่ 4) 

การทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลว พบวา เช้ือที่มีโคโลนีแแบบ
ขรขุระสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่มีโคโลนีแบบเรียบ (รูปที่ 5) 

 

 
รูปท่ี 4  ปริมาณการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว ของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนีแบบ
เรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose) โดยแตละจุดแสดงคาเฉลี่ยของ OD570 ที่ไดจาก        
การทดลอง 3 ครั้ง สวนเสนแนวขวางแสดงคามัธยฐานของ OD570 ในเช้ือแตละกลุม 
 

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

1: V. cholerae O1, El Tor DMST16261  (smooth colony) 
2: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 6   (rugose colony) 
3: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 14 (rugose colony) 
4: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 15 (rugose colony) 
5: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 16 (rugose colony) 
6: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 17 (rugose colony) 
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3. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae โดยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR 
การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอใน V. cholerae ตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลท 

โดยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR พบวา วิธี AP-PCR ซึ่งใชไพรเมอร 2 ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ
เช้ือตัวแทนแตกตางกันเกือบทั้งหมด โดยมีเช้ือ 2 ไอโซเลทที่มีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเหมือนกัน 
(lane 23, ไอโซเลทหมายเลข 23 และ lane 31, ไอโซเลทหมายเลข 31) (รูปที่ 6) การจัดกลุมของ
เช้ือโดยอาศัยรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอจากวิธี AP-PCR พบวาไมสามารถแสดงความสัมพันธของเช้ือใน
แตละกลุมไดอยางชัดเจน (รูปที่ 6) สวนวิธี ERIC-PCR ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทน
แตกตางกันทั้งหมด (รูปที่ 7) และวิธี ERIC-PCR แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของเช้ือสอดคลองกับ
การมียีนกอโรคมากกวาวิธี AP-PCR โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือที่มีรูปแบบของยีนกอโรคในกลุม B, E และ 
F (รูปที่ 7)  
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รูปท่ี 6  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี AP-PCR 
เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 

หมายเลข 1 ถึง 35: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 1 ถึง 35 ตามลําดับ 
หมายเลข 36: V. cholerae O1 DMST16261 
A-H: กลุมของ V. cholerae แบงตามการมียีนกอโรคตางๆ (ตารางที่ 4) 
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รูปท่ี 7  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี ERIC-PCR 
เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 

หมายเลข 1 ถึง 35: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 1 ถึง 35 ตามลําดับ 
หมายเลข 36: V. cholerae O1 DMST16261  
A-H: กลุมของ V. cholerae แบงตามการมียีนกอโรคตางๆ (ตารางที4่) 
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การวิเคราะหผลการทดลอง 

 
อาหารทะเลเปนตัวกลางสําคัญที่ทําใหเกิดการติดตอของ V. cholerae ไปสูมนุษย 

และทําใหเกิดการระบาดของอหิวาตกโรคในประเทศตาง ๆ เชน อิตาลี, อินเดีย และไตหวัน            
(Ko et al., 1998; Saravanan et al., 2007; Ottaviani et al., 2009) ในประเทศไทยสาเหตุสวน
ใหญที่กอใหเกิดการระบาดของอหิวาตกโรคก็มีความเกี่ยวของกับการรับประทานอาหารทะเล   
(Suzita et al., 2009) การศึกษาน้ีไดแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่จําหนายในเขต            
อ.หาดใหญ จ.สงขลา จากการศึกษาพบ V. cholerae ในอาหารทะเลจํานวน 55 ตัวอยาง จาก
ตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง (รอยละ 44) ซึ่งมากกวาการศึกษาในประเทศอิตาลีที่
สามารถแยก V. cholerae ในอาหารทะเลไดเพียงรอยละ 4.7 จากตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด 
230 ตัวอยาง (Ottaviani et al., 2009)  การจําแนกซีโรกรุปของ V. cholerae ที่แยกไดจํานวน 
100 ไอโซเลทพบวา เปน V. cholerae non-O1/non-O139 จํานวน 99 ไอโซเลท และเปน    
V. cholerae O1 จํานวน 1 ไอโซเลท การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตางๆ พบวา          
V. cholerae ทุกไอโซเลทไมมียีน ctxA, tcpA, zot และ ace  แตเช้ือจํานวนรอยละ 96 มียีน     
hlyA ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดียที่ศึกษา  V. cholerae non-O1/non-O139          
(Singh et al., 2001) นอกจากน้ียังพบวายีน hlyA ของเช้ือจํานวน 2 ไอโซเลทไมสามารถตรวจพบได
ดวยวิธี PCR แตตรวจพบไดดวยวิธี colony hybridization ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากมีการเปลี่ยนแปลง
ลําดับนิวคลีโอไทดตรงบริเวณที่ไพรเมอรเกาะ ยีน hlyA เปนยีนที่มีบทบาทในการสราง El Tor-like 
hemolysin  ซึ่งมีผลในการทําลายเม็ดเลือดแดง และมีสวนในการทําใหเกิดโรคในระบบทางเดิน
อาหารและโรคอุจจาระรวง (Menzl et al., 1996; Saka et al., 2008) จากการทดสอบการสลาย
เม็ดเลือดแดงของแกะในการทดลองน้ีพบวา V. cholerae ที่มียีน hlyA ทุกไอโซเลทมีความสามารถ
ในการสลายเม็ดเลือดแดง และที่นาสนใจคือมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลทซึ่งไมมียีน hlyA แตมี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง ทั้งน้ีอาจเปนไปไดวาเช้ือไอโซเลทดังกลาวมียีนอื่นที่มีบทบาท
ในการสลายเม็ดเลือดแดง โดยสารพิษอื่น ๆ ที่มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดงที่มีรายงานมากอน
หนา ไดแก hlx-coding hemolysin, hemolysin (II), lecithinase LEC, V. cholerae                
δ-thermostable hemolysin (Vc-δTH) และ  NAG-rTDH เปนตน แตจากการทดลองน้ีพบวาเช้ือที่
ไมมียีน hlyA ทั้งที่สามารถสลายเม็ดเลือแดงไดและไมสามารถสลายเม็ดเลือแดงได มีความในการสราง
เอนไซมเลติซิเนสไดไมแตกตางกัน อยางไรก็ตามสารพิษเหลาน้ีไมไดมีสวนในการสงเสริมความสามารถ
ในการกอโรคของ V. cholerae  (Richardson et al., 1986; Yoh et al., 1986; Nagamune et 
al., 1995; Fiore et al., 1997; Fallarino et al., 2002)  

นอกจากการตรวจพบยีน hlyA แลว การศึกษาน้ียังพบวา V. cholerae ที่แยกได
จํานวนรอยละ 20 และ 6 มียีน stn/sto และ vcsV2 (T3SS) ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับงานวิจัยของ 
Rivera และคณะ ในป พ.ศ. 2544 ซึ่งตรวจพบยีน stn/sto ใน V. cholerae non-O1/non-O139 
ที่แยกจากสิ่งแวดลอมในประเทศบราซิล จํานวนรอยละ 28.2 และมีรายงานจาก Rahman และคณะ 
ในป พ.ศ. 2551 ซึ่งตรวจพบยีนที่เกี่ยวของกับระบบ T3SS(vcsV2) ใน V. cholerae non-O1/non-
O139 ที่แยกจากสิ่งแวดลอมในประเทศบังคลาเทศจํานวนรอยละ 11.9 อยางไรก็ตามการตรวจหายีน
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ที่เกี่ยวของกับระบบ T3SS ใน V. cholerae ที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจผูปวยในประเทศอินเดีย พบวา 
มีเช้ือจํานวนมากถึงรอยละ 31.5 มียีนดังกลาว (Chatterjee et al., 2009) จึงเปนไปไดวา T3SS      
จะเกี่ยวของกับการกอโรคของ V. cholerae นอกจากน้ี V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลใน
การทดลองน้ีสวนใหญมียีน vasH (T6SS) (รอยละ 96) ซึ่งการศึกษา V. cholerae non-O1/non-
O139 ที่แยกไดจากผูปวยในประเทศไนจีเรียพบวาสวนใหญก็มียีน vasH (Marin et al., 2013) ดังน้ัน
บทบาทของยีน vasH ในการกอโรคจึงควรมีการศึกษาตอไปในอนาคต ที่นาสนใจคือเช้ือ                
V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจากผูปวยที่ใชในการทดลองน้ี มียีน 
hlyA,  vcsV2 และ vasH ซึ่งพบรูปแบบการปรากฏของยีนทั้ง 3 ในเช้ือจํานวน 5 ไอโซเลท (กลุม E)
ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดียที่ศึกษา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกจาก
ผูปวยโรคอุจจาระรวง (Chatterjee et al., 2009) ดังน้ันเช้ือกลุมน้ีอาจมีบทบาทสําคัญในการทําให
เกิดโรคอุจจาระรวงได 

 การศึกษาครั้งน้ีพบวา V. cholerae O1 ซึ่งแยกไดจากอาหารทะเลไมมียีนที่
เกี่ยวของกับการสรางสารพิษตาง ๆ ที่พบใน V. cholerae O1 สายพันธุระบาด ซึ่งช้ีใหเห็นวา      
V. cholerae O1 ไอโซเลทน้ี อาจจะมีตนกําเนิดมาจาก V. cholerae non-O1 ที่ไมสรางสารพิษ 
แตไดรับการถายทอดยีนที่ควบคุมการสราง O1 antigen ผานทางกระบวนการ horizontal transfer 
(Karaolis et al., 1995) เน่ืองจากขอมูลที่ไดจากการศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือในการ
ทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา V. cholerae O1 ไอโซเลทน้ีจัดอยูในกลุมเดียวกับ V. cholerae       
non-O1/non-O139 

การตรวจสอบลักษณะตาง ๆ ของ V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละกลุม
จํานวน 35 ไอโซเลท ไดแก การตรวจสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ พบวา เช้ือเกือบทั้งหมดไวตอ       
ยาปฏิชีวนะทุกชนิด ยกเวนเช้ือ 5 ไอโซเลทที่ด้ือตอยาแอมพิซิลลิน จากผลการทดลองแสดงใหเห็น
ความสามารถในการด้ือตอยาปฏิชีวนะของ V. cholerae ในสิ่งแวดลอม ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยใน
ประเทศอินเดีย (Garg et al., 2000) และงานวิจัยที่ศึกษา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยก
ไดจากนํ้าในทะเลสาบในประเทศสเปน ที่รายงานวา V. cholerae ที่แยกไดด้ือตอยาแอมพิซิลลินใน
เปอรเซ็นตที่สูง ความสามารถในการด้ือยาปฏิชีวนะที่เพิ่มข้ึนเกี่ยวของกับการมี R plasmids    
(Amaro et al., 1988) นอกจากน้ียังมีการรายงานเกี่ยวกับการด้ือยาปฏิชีวนะใน V. cholerae       
ในสิ่ งแวดลอมวาเกี่ยวของกับการถายทอดยีนผานทางกระบวนการ horizontal transfer           
(Zhang et al., 2009)  

ไบโอฟลมเปนปจจัยที่มีความสําคัญในการทําให V. cholerae สามารถทนทานตอ
สิ่งแวดลอมตาง ๆ ไดดีและมีสวนในการเพิ่มความสามารถในการเกาะติดกับลําไสของหนู  (Zhu and 
Mekalanos, 2003) การศึกษาน้ีไดทําการทดสอบการสรางไบโอฟลม โดยเบื้องตนไดทดสอบการสราง
สารพอลิแซคคาไรด และพบวาเช้ือทุกไอโซเลทสามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดได อยางไรก็ตามเมื่อ
ทดสอบการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว พบวา เช้ือแตละไอโซเลทมีความสามารถในการสราง      
ไบโอฟลมแตกตางกัน และบางไอโซเลทไมสามารถยึดเกาะพื้นผิวไดซึ่งอาจจะเปนผลมาจากปจจัย   
ตาง ๆ เชน พื้นที่ หรือ เซลลเจาบาน (Mueller et al., 2007) นอกจากน้ีพบวาเช้ือที่มีลักษณะโคโลนี
แบบขรุขระสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไมแตกตางจากเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบเรียบ ทั้งน้ีอาจจะ
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เปนเพราะเทคนิคที่ใชในการศึกษาเปนเทคนิคที่ใชในการศึกษาการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผวิแตผล
ของการทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวในงานวิจัยน้ีซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยกอน
หนาน้ีที่แสดงใหเห็นวาเช้ือที่สรางโคโลนีแบบขรุขระสวนใหญจะสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิว
ของเหลวไดมากกวาเช้ือที่สรางโคโลนีแบบเรียบ (Yildiz et al., 2004) 

วิธี AP-PCR และ ERIC-PCR เปนวิธีที่งาย และรวดเร็ว ในการศึกษาความสัมพันธ
ของ V. cholerae โดยอาศัยรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ ซึ่งวิธี AP-PCR จะอาศัยไพรเมอรสายสั้น ๆ 
เพียงเสนเดียวในการเขาจับกับดีเอ็นเอแมแบบเพื่อเพิ่มดีเอ็นเอแบบสุม สวนวิธี ERIC-PCR จะใช    
ไพรเมอรที่จําเพาะกับสวน ERIC sequence ที่พบไดเพียงในเช้ือกลุม enteric bacteria และ vibrios 
(Penner et al., 1993; Rivera et al., 1995) Rivera และคณะ ไดรายงานวาวิธี ERIC-PCR สามารถ
แยกความแตกตางของ V. cholerae ซึ่งสรางสารพิษ (ctx+, zot+) และ V. cholerae ที่ไมสราง
สารพิษ (ctx-, zot-) ได (Rivera et al., 1995) การศึกษาครั้งน้ีพบวา วิธี AP-PCR ใหรูปแบบดีเอ็นเอ
ของเช้ือตัวแทนที่เหมือนกันจํานวน 2 ไอโซเลท แตวิธี ERIC-PCR ใหรูปแบบดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทน
ทั้งหมดแตกตางกัน และที่นาสนใจจากการศึกษาครั้งน้ี คือ วิธี ERIC-PCR สามารถแสดงความสัมพันธ
ของ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษไดสอดคลองกับการมียีนกอโรคตาง ๆ ซึ่งแสดงใหเห็นวาเช้ือที่มี
ยีนกอโรคใกลเคียงกันอาจจะมีตนกําเนิดมาจากแหลงเดียวกัน โดยการวิวัฒนาการของเช้ือทําใหมีการ
ไดรับยีนกอโรค หรือ สูญเสียยีนกอโรคได ดังน้ันวิธี ERIC-PCR จึงเปนวิธีที่สามารถนําไปใชในศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษได เพื่อใชเปนขอมูลในการศึกษาทาง
ระบาดวิทยา และประเมินความเสี่ยงในการเกิดโรคอุจจาระรวงที่เกี่ยวของกับรับประทานอาหาร 

จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปวา V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลสวนใหญ
เปน V. cholerae non-O1/non-O139 ซึ่งเปนเช้ือที่มียีนกอโรคและรูปแบบลายพิมพของดีเอ็นเอที่
แตกตางกัน แมวากลไกในการกอโรคของ V. cholerae non-O1/non-O139 น้ันยังไมเปนที่แนชัดวา
มีกลไกอยางไร แตการตรวจพบ V. cholerae ที่มียีนกอโรคหลากหลายในอาหารทะเลก็เปนการบงช้ี
ถึงความเสี่ยงในการเกิดโรคอุจจาระรวงที่มีสาเหตุมาจากการรับประทานอาหาร 
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. การแยก V. cholerae จากอาหารทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง ไดเช้ือซึ่งผานการยืนยันโดยวิธี 
PCR ที่ใชยีน ompW เปนยีนเปาหมาย จํานวน 100 ไอโซเลท จากอาหารทะเล 55 ตัวอยาง โดย
เช้ือสวนใหญเปน V. cholerae non-O1/non-O139 มีเพียง 1 ไอโซเลทเปน V. cholerae O1  

2. การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรค พบวา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกได
สวนใหญมียีน hlyA (รอยละ 95) และ vasH (T6SS) (รอยละ 95) รองลงมาลงมาคือยีน stn/sto 
(รอยละ 20) และ vcsV2 (T3SS) (รอยละ 6) ตามลําดับ โดยมี เ ช้ือ 5 ไอโซเลทที่มี            
รูปแบบยีนเหมือนกับที่พบในเช้ือ V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุมาตรฐานที่ใชเปน
เช้ือควบคุมในการทดลอง สวน V. cholerae O1 ที่แยกไดไมมียีนที่เกี่ยวของกับการสราง
สารพิษตาง ๆ ซึ่งมักพบใน V. cholerae O1 สายพันธุระบาดที่แยกจากผูปวย  

3. V. cholerae ตัวแทน (n=35) แยกไดจากอาหารทะเลสวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะที่
ทดสอบ ยกเวนเช้ือ 5 ไอโซเลทที่ด้ือตอยาแอมพิซิลลิน 

4. V. cholerae ตัวแทน (n=35) ทุกไอโซเลทที่มียีน hlyA มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือด
แดง แสดงใหเห็นบทบาทของยีน hlyA กับความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ 
อยางไรก็ตามมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA แตมีความสามารถในการสลาย                
เม็ดเลือดแดง ทั้งน้ีอาจมีปจจัยอื่นที่ชวยในการสลายเม็ดเลือดแดง นอกจากน้ีเช้ือทุกไอโซเลทสา
มารถสรางสารพอลิแซคคาไรดไดแตอยางไรก็ตามมีเช้ือ 3 ไอโซเลทที่ไมสามารถสรางไบโอฟลม
เกาะติดพื้นผิว และเช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบขรุขระและแบบเรียบสรางไบโอฟลมยึดเกาะพืน้ผวิ
ไมแตกตางกันแตจากการศึกษาการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวพบวาเช้ือที่ใหลักษณะ
โคโลนีแบบขรุขระสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบ
เรียบ 

5. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae โดยวิธี ERIC-PCR พบแบบแผนลายพิมพ  

ดีเอ็นเอที่แตกตางกัน บงช้ีวาเช้ือดังกลาวเปนคนละสายพันธุ และยังพบความสัมพันธของเช้ือที่มี

รูปแบบยีนกอโรคเหมือนกัน บงช้ีวาเช้ือกลุมดังกลาวมีวิวัฒนาการรวมกัน 
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วิธีการทดลองเพิ่มเติม 
 

1. การตรวจหายีน rfb โดยวิธ ีMultiplex PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Hoshino et al., 1998)  
 
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 3 
2.5mM dNTPs  0.21 mM 2.52 
30.0 µM O1F2-1 Primer 0.5 µM 0.5 
30.0 µM O2R2-2Primer 0.5 µM 0.5 
27.0 µM O139R2 Primer 0.27 µM 0.3 
27.0 µM O139F2 Primer 0.27 µM 0.3 
5 U/µl Taq polymerase 0.05 U/µl 0.3 
Template DNA - 3.0 
Water  - 19.58 
Total volume   - 30.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(°C) เวลา (min) จํานวนรอบ 

Hot start 94 5 1 
Denature 94 1  
Annealing 55 1 35 
Extension 72 1  
Final Extension 72 7 1 
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2.  การตรวจหา ยีน ctxA, tcpA, zot และ ace โดยวิธี Multiplex PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Fields et al., 1992; Shi et al., 1998; Rivera et al., 2001; Singh et al., 2002) 
 
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 5.0  
2.5mM dNTPs 1 mM 5.0 
16µM Ctx2 Primer 0.16 µM 0.5 
16µM Ctx3 Primer 0.16 µM 0.5 
30µM 72F Primer 0.3 µM 0.5 

30µM 477R Primer  
30µM 647R Primer  

0.3 µM 
0.3 µM 

0.5 
0.5 

30µM 225F Primer 0.3 µM 0.5 
30µM 1129R Primer 0.3 µM 0.5 
30µM ACE-1 Primer 0.3 µM 0.5 
30µM ACE-2 Primer 0.3 µM 0.5 
5U/µl Taq polymerase 0.05 U/µl 0.5 
Template DNA - 2.5 
Water  - 32.5 
Total volume   - 50.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 94 2 1 
Denature 94 1  
Annealing 62 1 20 
Extension 72 1  
Denature 94 1  
Annealing 54 1 10 
Extension 72 1  
Final Extension 72 10 1 
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3.  การตรวจหา stn/sto ยีน โดยวิธ ีPCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Rivera et al., 2001) 
 
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.5 
2.5mM dNTPs  0.2 mM 2.0 
20.0 µM 67F Primer 0.8 µM 1.0 
20.0 µM 194R Primer  0.8 µM  1.0 
5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.125 
Template DNA - 1.0 
Water  - 17.375 
Total volume   - 25.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 94 2 1 
Denature 94 2  
Anneaing 55 1 30 
Extension 72 1  
Final Extension 72 10 1 
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4.  การตรวจหายีน hlyA โดยวิธ ีPCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Rivera et al., 2001) 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 
สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 

10X Buffer 1X 2.5 
2.5mM dNTPs  0.2 mM 2.0 
20.0 µM 489F Primer 0.8 µM 1.0 
20.0 µM 744F primer 0.8 µM 1.0 
20.0 µM 1184R Primer  0.8 µM  1.0 
5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.125 
Template DNA - 1.0 
Water  - 16.375 
Total volume   - 25.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 94 2 1 
Denature 94 2  
Annealing 60 1 30 
Extension 72 1  
Final Extension 72 10 1 
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5.  การตรวจหายีน vcsV2 โดยวิธ ีPCR (ดัดแปลงจากวิธขีอง Chatterjee et al., 2009) 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 
สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 

10X Buffer 1X 2.0 
2.5mM dNTPs 0.25 mM 2.0 
10µM vcsV2F Primer  1µM 2.0 
10µM vcsV2R Primer  1µM 2.0 
5U/µl Taq polymerase 0.05 U/µl 0.2 
Template DNA - 2.0 
Water  - 9.8 
Total volume   - 20.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(°C) เวลา  จํานวนรอบ 

Hot start 95 3 min 1 
Denature 95 30 s 10 

(annealing 
-1°c/cycle) 

Annealing 70 45 s 
Extension 72 1 min 
Denature 95 30 s  
Annealing 60 45 s 20 
Extension 72 1 min  
Final Extension 72 5 min 1 
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6. การตรวจหายีน vasH โดยวิธ ีPCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Marin et al., 2013) 
 
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.0 
2.5mM dNTPs 0.25 mM 2.0 
10µM VasH-F Primer  1µM 2.0 
10µM VasH-R Primer  1µM 2.0 
5U/µl Taq polymerase 0.05 U/µl 0.2 
Template DNA - 2.0 
Water  - 9.8 
Total volume   - 20.0 

 
สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา  จํานวนรอบ 
Hot start 94 6 min 1 
Denature 94 30 s  
Annealing 60 30 s 30 
Extension 72 30 s  
Final Extension 72 5 min 1 
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7. การตรวจหายีน hly-A โดยวิธี colony - blot hybridization 
7.1 เตรียม hybridization probes 
ดีเอ็นเอแมแบบใชผลผลิตพีซีอารที่ไดจากยีน hlyA (El Tor hemolysin) ของเช้ือ             

V. cholerae O1, El Tor biotype สกัด PCR product ที่ไดจาก agarose gel ดวย Gel/PCR 
fragments extraction kit (Geneaid, Taiwan) จากน้ัน ติดฉลากดีเอ็นเอแมแบบที่ไดตามวิธีที่ระบุ
ไวใน DIG High Prime DNA labeling and detectionstarter kits I (Roche, Germany) โดยเติมดี
เอ็นเอแมแบบ 1 ไมโครกรัมลงในหลอดพีซีอาร และเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือใหไดปริมาตรสุดทาย
เทากับ 16 ไมโครลิตรแลวจึงใหความรอนเปนเวลา 10 นาทีเพื่อแยกดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเด่ียว 
และทําใหเย็นอยางรวดเร็วในนํ้าแข็งจากน้ันผสมดีเอ็นเอสายเด่ียวกับสารละลาย DIG-High prime 
หมุนเหว่ียงอยางรวดเร็ว และบมที่อุณหภูมิ    37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18ช่ัวโมง แลวหยุด
ปฏิกิริยาโดยใหความรอนที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาทีและวัดประสิทธิภาพการติดฉลากโพ
รบ 

7.2 ตรวจหายีน hlyA family ดวยวิธี Colony blot hybridization  
 จุดโคโลนีของเช้ือ V. cholerae ที่ทําการตรวจหายีน hlyA ดวยวิธี PCR ไมพบลง

บนแผน nilon membrane ที่วางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
16-18 ช่ัวโมง เพื่อใหเช้ือเจรญิจากน้ันทําใหเซลลแตกบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนโดยวางแผนไนโตร
เซลลูโลสที่มเีช้ือเจริญลงบนกระดาษกรอง 3M ที่ชุมดวยสารละลาย lysis solution (0.5 N NaOH) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง จากน้ันคีบแผน nilon 
membrane วางลงบนกระดาษกรอง 3M ที่ชุมดวยสารละลาย neutralization solution (1M Tris  
pH 5.4)  ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาทีแลวทําใหแผน nilon 
membrane แหงและตรึงดีเอ็นเอของเช้ือบนแผนกรองโดยวิธี UV-cross linking จากน้ันตรวจหา
การกระจายของยีนกลุม HlyA family ตามวิธีที่ระบุไวใน DIG High Prime DNA labeling และ 
detection starter kits I (Roche Applied Science, Germany) 
 
8. การทดสอบการสรางเอนไซม lecithinase (Fiore et al., 1997) 

 จุดโคโลนีของเช้ือ V. cholerae ที่ตองการทดสอบลงบนอาหาร TSA + 1%NaCl +          
1% Egg Yolk บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันสังเกตลักษณะโคโลนีของเช้ือ หาก
เช้ือสามารถสรางเอนไซม lecithinase ไดจะเกิดตะกอนและเกิดโซนใสรอบโคโลนี 

 
9. การทดสอบการสรางสารพอลิแซคคาไรด (Freeman et al., 1989) 

 เลี้ยง V. cholerae บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Congo Red Agar (CRA) ซึ่งประกอบดวย 
Brain heart infusion broth 37 กรัม/ลิตร, sucrose 50 กรัม/ลิตร, agar 10 กรัม/ลิตร, และสี 
congo red 0.8 กรัม/ลิตร บมที่อุณหภูมิ 30oC และ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันสังเกต
ลักษณะโคโลนีของเช้ือ หากเช้ือสามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดไดจะใหโคโลนีสีดํา สวนเช้ือที่ไม
สามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดไดจะใหโคโลนีสีชมพูหรือแดง  
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10. การทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพ้ืนผิวของเหลว (Yildiz and Schoolnik, 1999) 
 เลี้ยง V. cholerae ในอาหารเลี้ยง LB broth บมที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง จากน้ันสังเกตการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลว 
 
9. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธี AP-PCR (ดัดแปลงจากวิธีของ Williams et al., 
1990) 

สกัดดีเอ็นเอของ V. cholerae ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอ Genomic DNA extraction kit 
(Geneaid, Taiwan) แลวใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํา AP-PCR โดยใชไพรเมอร  2                    
(5’-GTTTCGCTCC-3’) และตรวจสอบ AP-PCR product ดวยวิธี gel electrophoresis โดยใช 1.5% 
agarose โดยใชกระแสไฟฟา 2 ระดับ คือ 100 โวลต นาน 5-7 นาที จากน้ันปรับเปน 15 mA 
ประมาณ 12-15 ช่ัวโมง จากน้ันจึงสราง dendrogram จากแถบดีเอ็นเอที่ไดโดยโปรแกรม 
Bioprofile image analysis system (Viber Lourmat, France) 
.  
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วิธีการวิเคราะหรูปแบบดีเอ็นเอดวยโปรแกรม Bioprofile image analysis system 
 
1. คลิก  icon           เพื่อเขาสูโปรแกรม 

 
 

2. คลิกปุม File แลวคลิก Open image เพื่อเลือกรปูที่ตองการวิเคราะห

 
 

3. เลือกรปูที่ตองการวิเคราะหจากไฟล 
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4. คลิก Analyse > M.W.- R.F./O.D. > M.W.- R.F./O.D. เพื่อกําหนด lane ที่ตองการวิเคราะห 

 
 

5. กําหนดจํานวน lane ที่ตองการวิเคราะหในชอง Total และระยะหางระหวาง lane ในชอง Gap 

หาก lane เอียงสามารถปรับชองใหเอียงตาม lane ไดโดยคลิกปุม Modify Lane แลวจึงปรับ

กรอบของ lane น้ัน ๆ 
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6. หลังจากปรับกรอบใหเทากับ lane เรียบรอยแลวคลิกปุม                  เพื่อทําการตรวจหาแถบ      

ดีเอ็นเอ หากตองการใหเครื่องตรวจหาแบบอัตโนมัติกดปุม                 หรือหากตองการตรวจหา

แถบดีเอ็นเอดวยผูทดลองเองสามารถกดในรูปภาพได 

 
 
7.  คลิก Ok เพื่อวิเคราะหผล โดยโปรแกรมจะวิเคราะหตําแหนงของแถบดีเอ็นเอซึง่คาที่ไดจะเปน

คาที่เปรียบเทียบกับ Marker  

 
 
 

 
 



 47 
 

8.  คลิก icon              เพื่อแสดงผลในรูป dendrogram 

 
 

9. การบันทึกผล คลิกปุม File > Save result 
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