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บทคัดยอ 
 

 ไดแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางอาหารทะเล นํ้าทะเล และดินตะกอนทะเล 
ในจังหวัดสงขลา และสุราษฎรธานี ตั้งแตสิงหาคม 2552 ถึงกันยายน 2553 จํานวน 288 ตัวอยาง 
โดยเพิ่มปริมาณเชื้อใน APW pH 8.6 และคัดเลือกเชื้อลักษณะโคโลนี สีฟา-เขียว บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อเฉพาะ CHROMagar™ Vibrio ยืนยันเชื้อ V. vulnificus ดวยวิธี PCR โดยใชยีน 
vvhA เปนยีนเปาหมาย พบ V. vulnificus จํานวน 141 ตัวอยาง (48.9%) มีความชุกของ 
V. vulnificus สูงสุดในเดือนมีนาคม (7.2 %) และต่ําสุดในเดือนเมษายน (2.0%) สวนใหญพบเชื้อ
ในหอยนางรม (26.2%) รองลงมา คือ กุง (21.9%) และดินตะกอนทะเล (20.5%) ตามลําดับ 
ตรวจสอบ biotype ของ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย 10 สายพันธุ และจากสิ่งแวดลอม 244 
สายพันธุ พบ biotype 1 (99.2 %) และ biotype 2 (0.8 %) และผลการทดสอบความไวตอยา
ตานจุลชีพ 12 ชนิด ดวยวิธี disc diffusion พบวา V. vulnificus ทุกสายพันธุยังคงไวตอยาหลักที่
ใชในการรักษา คือ doxycycline, ceftazidime, cefotaxime และบางสวนดื้อตอ carbenicillin (17.6 %), 
ampicillin (9.8 %), gentamicin (2.8 %) และ erythomycin (0.8 %) ตรวจสอบคุณลักษณะทาง
อณูชีววิทยาของ V. vulnificus โดยใช vcg และ viuB gene พบวาทั้ง 254 สายพันธุ (100%) มี 
vcg-C และ 231 สายพันธุ (95%) มี viuB gene เม่ือตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรม V. vulnificus 
ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม จํานวน 49 สายพันธุ ดวย AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-
PSE420 ไพรเมอร 2 และไพรเมอร 4 พบวาใหรูปแบบลายพิมพดีเอนเอแตกตางกันทุกสายพันธุ 
โดยสรุป ลายพิมพดีเอนเอที่เกิดขึ้นจากการศึกษาเชื้อ V. vulnificus สายพันธุตางๆ ในครั้งน้ีจึง
ไมสามารถใชในการบงชี้ความแตกตางระหวางสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสายพันธุจาก
สิ่งแวดลอมได 
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Abstract 
 
  V. vulnificus was isolated from 288 seafood, sea water and marine 
sediment samples in Songkhla and Surat Thani provinces from August 2009 to 
September 2010. Samples were enriched in APW pH 8.6 and subsequencely cultured 
in selective media, CHROMagar™ Vibrio. Blue-green suspected colonies were isolated 
and confirmed by PCR using a vvhA marker gene. V. vulnificus was detected in 141 
samples (48.9 %). The highest prevalence of V. vulnificus occurred in March (7.2 %) 
and lowest prevalence occurred in April (2.0 %). V. vulnificus was found mostly in 
oysters (26.2 %), shrimp (21.9 %) and marine sediment (20.5 %) respectively. Ten 
strains isolated from patients and 244 strains isolated from environment were identified 
as biotype 1 (99.2 %) and biotype 2 (0.8 %). The antibiotic susceptibility test on 12 
different antibiotics by disc diffusion demonstrated that all V. vulnificus strains were 
sensitive to doxycycline, ceftazidime, cefotaxime. However certain strains resisted to 
carbenicillin (17.6 %), ampicillin (9.8 %), gentamicin (2.8 %) and erythomycin (0.8 %). 
The molecular characteristics of V. vulnificus using vcg and viuB marker gene 
demonstrated that all 254 strains (100 %) were identified as the vcg-C (C-type) and 
231 strains (95 %) contained viuB gene. AP-PCR analysis of 49 V. vulnificus from 
clinical and environmental strains  by using primers R-PSE420, primer 2 and primer 4 
revealed highly DNA polymorphism among the V. vulnificus population. In conclusion, 
the fingerprinting patterns of all different V. vulnificus strains in this study cannot be 
used to identify the differences between E-strains and C-strains.  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 
บทนําตนเรือ่ง 
 
 V. vulnificus เปนเชื้อแบคทีเรียในจีนัส Vibrio รูปแทงโคง ไมมีสปอร ติดสีแกรมลบ 
เคลื่อนที่ได โดยการใช polar flagellum ในอาหารเหลว เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน 
(facultative anaerobe) ใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนและจัดอยูในกลุม halophile เจริญ
ไดที่ดีในน้ําที่มีอุณหภูมิ15 ถึง 25 ºC และมีชีวิตอยูไดที่ 10 ºC แตไมสามารถแบงตัว
เจริญเติบโต (viable but non culturable: VBNC) (Thompson et al., 2004) สามารถแยกเชื้อ 
V. vulnificus ไดจากสิ่งแวดลอม อาทิ เชน นํ้าทะเล ตะกอนใตทะเล และแพลงตอนสัตว สัตวนํ้า
หลายชนิด กุง ปู ปลา และโดยเฉพาะหอย ซ่ึงพบวาหอยนางรมเปนแหลงกักเก็บเชื้อ (Jaksic et 
al., 2002) 
 V. vulnificus ถูกแบงออกเปน 3 ชนิด (biotype) คือ biotype 1, 2 และ 3 โดย
อาศัยความแตกตางทาง phenotype, genotype, serology และ host range โดยทั่วไปเชื้อ 
biotype 1 กอโรคในคน (Linkous and Oliver, 1999) biotype 2 กอโรคในสัตวนํ้า โดยเฉพาะ
ปลาไหล ปจจุบัน พบวา เชื้อ biotype 2 สามารถกอโรคในคนได (Amaro and Biosca, 1996) 
และ biotype 3 กอโรค ในคนและสัตวนํ้า โดยพบเชื้อ biotype 3 ในประเทศอิสราเอล (Paz et al., 
2007; Bisharat et al., 1999) 
 V. vulnificus เปนเชื้อที่มีความรุนแรงสูง สามารถเขาสูรางกายได 2 วิธี วิธีแรก
คือ การรับประทานอาหาร หรือนํ้าที่ปนเปอนเชื้อ สวนวิธีที่ 2 คือ เชื้อเขาสูรางกายทางบาดแผล 
หากเชื้อเขาสูรางกายโดยการรับประทานอาหาร อาจกอโรคได 2 แบบ แบบแรก คือ กอโรคโลหิต
เปนพิษ (septicemia) ซ่ึงพบประมาณ 45 % ของการติดเชื้อมีอัตราการตายสูงถึง 60 % ภายใน 
24 ชั่วโมง หลังจากไดรับเชื้อ (Linkous et al., 1999) และแบบที่ 2 คือ กอใหเกิดโรคกระเพาะ
อาหารและลําไสอักเสบ (gastroenteritis) ซ่ึงทําใหเกิดอาการอาเจียน และทองเสียเปนระยะๆ ซ่ึง
พบประมาณ 12 % และมีอัตราการตายต่ํา (Strom and Paranjpye, 2000) หากเชื้อเขาสูรางกาย
ทางบาดแผล (wound infection) อันเกิดจากการสัมผัสบาดแผลกับเชื้อซ่ึงปนเปอนอยูในอาหาร
ทะเล หรือนํ้าทะเล จะกอใหเกิดภาวะโลหิตเปนพิษ พบประมาณ 25 % ของการติดเชื้อ และอัตรา
การตายสูงถึง 65-70 % (Linkous et al., 1999) 
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 ขอมูลในประเทศไทย จากการเฝาระวังทางหองปฏิบัติการ ของสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรสาธารณสุข ระหวางป 2544-2549 พบผูปวยจากการติดเชื้อ แบบ septicemia ถึง 
56 คน พบผูปวยมากในชวงอายุ 46-55 ป แตเน่ืองจากเชื้อเม่ือกอโรคในระบบทางเดินอาหาร 
(gastroenteritis) จะมีอัตราการตายต่ําและสามารถหายเองได ดังนั้น จึงเปนไปไดวาจํานวน
ผูปวยที่เกิดการติดเชื้อ V. vulnificus มีมากกวารายงาน การติดเชื้อ V. vulnificus พบไดตลอด
ทั้งป แตพบมากในเดือนมิถุนายน และธันวาคม (ศรีวรรณา และคณะ, 2549) ทั้งน้ีไมมีรายงาน 
biotype ของเชื้อและไมมีการศึกษาสมบัติของเชื้อในชวงเวลาดังกลาว นอกจากนั้นไมมีการศึกษา
ความชุกของเชื้อ V. vulnificus ในอาหารทะเลและสิ่งแวดลอมดวย จึงไมสามารถสรุป สาเหตุ
การระบาดและทราบความรุนแรงของเชื้อ ดังน้ัน โครงการวิจัยน้ีจึงทําการศึกษาความชุกของเชื้อ 
V. vulnificus ในสิ่งแวดลอม ศึกษาสมบัติของ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม 
และตรวจสอบอัตราการดื้อยาปฏิชีวนะ ขอมูลที่ไดจะนําไปใชในการวิเคราะหการระบาดของเชื้อ 
V. vulnificus ในประเทศไทยอยางถูกตอง และสามารถใชเปนแหลงอางอิงในการเปรียบเทียบ
กับการระบาดของเชื้อน้ีในอนาคต เพ่ือการปองกันและควบคุมเชื้อ V. vulnificus ทั้งยังสราง
ความเชื่อม่ันในความปลอดภัยใหแกผูบริโภคและผูผลิตอาหารทะเล  
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การตรวจเอกสาร 
 
1.1 จีนัส Vibrio 
 1.1.1 ลักษณะทั่วไป 
  จีนัส Vibrio จัดอยูในวงศ Vibrionaceae ประกอบดวย 1 จีนัส คือ Vibrio 
เชื้อในจีนัส Vibrio มีมากกวา 72 สปชีส ซ่ึงสปชีสที่มีความสําคัญดานการแพทยและกอใหเกิด
โรคในคน ไดแก V. cholerae, V. mimicus, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, 
V. vulnificus, V. cincinnatiensis, V. fernissii, V. metschnikovii และ V. carchariae โดยมี 3 สปชีส 
ที่เปนสาเหตุใหญซ่ึงทําใหเกิดโรคในคน คือ V. cholerae, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus 
(Hsueh et al., 2004) จีนัส Vibrio มีรูปรางเปนแทง ลักษณะเปนทอนตรง หรือโคง หัวทายมน 
แบบ comma-shaped มีขนาด ยาว 1.4 ถึง 2.6 µm กวาง 0.5 ถึง 0.8 µm ติดสีแกรมลบ ไมมี
สปอรเคลื่อนที่ได โดยการใช polar flagellum ในอาหารเหลว เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมี
ออกซิเจน (facultative anaerobe) ใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ใชเกลือแอมโมเนียม
เปนแหลงไนโตรเจนได สามารถสรางเอนไซมหลั่งออกมาภายนอกเซลล (exoenzyme) ไดหลายชนิด 
เชน gelatinase, amylase, chitinase และ DNase ใหผลบวกกับการทดสอบ oxidase ยกเวน 
V. metschnikovii (Miyasaka et al., 2006; Tarr et al., 2006) สปชีสที่เปนสาเหตุใหญที่ทําใหเกิด 
โรคในคนใหผลบวกกับการทดสอบ lysine decarboxylase และ ornithine decarboxylase แต
ใหผลลบกับการทดสอบ arginine dihydrolase คุณสมบัติที่สําคัญอีกประการหนึ่งของ Vibrio คือ 
จะไวตอการทดสอบ O/129 (2,4-diamino-6,7-di-isopropylpteridine) (Tarr et al., 2006) Vibrio 
สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสใหกรด แตไมใหแกส โดยทั่วไปสามารถสราง indole และบางครั้ง
ตองใชการยืนยันในระดับโมเลกุล เน่ืองจากการแปลผลทางชีวเคมีอาจคลาดเคลื่อน จากการศึกษา
ทางชีวโมเลกุลพบวา Vibrio ที่ทําใหเกิดโรคในคนมีปริมาณ guanine รวมกับ cytosine (G+C 
Content) ของ DNA เทากับ 39 ถึง 51% mole เชื้อในกลุม Vibrio จะถูกทําลายเมื่อตมที่อุณหภูมิ 
56 oC นาน 30 นาที เจริญไดที่อุณหภูมิ 25 ถึง 40 oC และสามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีเกลือ 
ซึ่งสปชีสที่ทําให เกิดโรคในคน  มีความตองการเกลือที่ความเขมขน 1 ถึง 3 % อยางไรก็
ตาม V. cholerae สามารถทนไดในความเขมขนเกลือ 0 % เชื้อจะเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกลาง
และดางถึง pH 9 และไมทนตอสภาวะกรด (Tarr et al., 2006)  
  เชื้อ Vibrio สามารถพบไดในแหลงนํ้ากรอย ชายฝงทะเล และในน้ําทะเล
ทั่วไป สัตวทะเล เชน กุง หอย ปู จะพบเชื้อน้ีมากบริเวณที่มีการยอยสลายของสารอินทรีย เชื้อ 
Vibrio เปน normal microbiota ในสัตวนํ้า สามารถมีชีวิตอยูในน้ําทะเลหรือนํ้าที่มีสภาพเปนดาง
ไดนาน 1-2 สัปดาห สาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดการกระจายตัวของเชื้อในสิ่งแวดลอม คือ อุณหภูมิ
ของน้ํา ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด โดยพบวาเชื้อจะมีความไวตอสภาวะแวดลอมตางกัน 
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แตการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิผิวน้ําเปนปจจัยที่สําคัญที่สุด (Kelly, 1982) เชื้อ Vibrio ยังสามารถ
เกาะกับสารไคตินบนแพลงตอนสัตว และสัตวที่มีเปลือกแข็งหุมลําตัว โดยจะทําใหเชื้อสามารถ
อยูรอดไดดีกวาการอยูเปนเซลลอิสระในน้ําทะเล สามารถพบไดในเนื้อเยื่อของสัตวที่มีเปลือกแข็งหุม 
เชน หอยกาบ หอยนางรม และหอยแมลงภู เน่ืองจากสัตวเหลานี้รับสารอาหารโดยวิธี filter-feeding 
จึงทําใหเจอเชื้อมากกวาในน้ําที่อาศัยอยูถึง 100 เทา (Oonaka et al., 2002; Thompson et al., 
2004) จึงเปนสาเหตุที่สําคัญซ่ึงทําใหสัตวทะเลเหลานี้เปนรังเก็บสะสมโรค (reservoir host) และ
ทําใหเกิดโรคในคนหลังบริโภคอาหารทะเลเหลานี้  
 
 1.1.2 การกอโรคและการระบาด 
  Vibrio กอใหเกิดอาการทางคลินิกที่แตกตางกัน (ตารางที่ 1.1) Vibrio 
บางสายพันธุกอใหเกิดการติดเชื้อภายในลําไส โดยมีสาเหตุมาจากการรับประทานอาหารทะเลที่
ปนเปอนเชื้อ ทําใหเกิดโรคลําไสอักเสบ ผูปวยมีอาการปวดทอง ทองเสีย คลื่นไส อาเจียน มีไข 
อุจจาระอาจมีมูกเลือดปน การติดเชื้อภายในลําไสที่รูจักกันดี คือ การติดเชื้อ V. cholerae 
เน่ืองจากมีความรุนแรงสูงทําใหผูติดเชื้อถายเหลวเปนนํ้าซาวขาว (rice water stool) การกอโรค
ของ Vibrio สายพันธุอ่ืนๆนั้น มีรายงาน ทั้งในประเทศที่พัฒนาและกําลังพัฒนา เชน ทวีปเอเชีย 
ออสเตรเลีย ทวีปยุโรป และตะวันออกกลาง ไดแก การทําใหเกิดลําไสอักเสบ การติดเชื้อทาง
บาดแผลและติดเชื้อในกระแสเลือด ซ่ึงอาการลําไสอักเสบและติดเชื้อในกระแสเลือด เกิดจากการ
รับประทานอาหาร ทะเลที่ปนเปอนเชื้อหรือปรุงแบบกึ่งสุกกึ่งดิบ และอาการลําไสอักเสบ ผูปวย
จะมีอาการปวดทอง ทองเสีย คลื่นไส อาเจียน สามารถแยกไดจากอุจจาระเทานั้น ในรายที่ติด
เชื้อไมรุนแรงสามารถหายเองได แตในรายที่ติดเชื้อรุนแรงผูปวยจะมีไข หนาวสั่น อุจจาระมีมูก
หรือเลือดปน ในกรณีน้ีผูปวยจะตองไดรับยาปฏิชีวนะหรือนํ้าเขาไปทดแทน หากมีอาการลําไส
อักเสบจะมีอัตราการตายต่ํา พบวา V. parahaemolyticus เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดโรคลําไส
อักเสบหลังจากการกินอาหารทะเลที่ปนเปอน แตสามารถหายเองได นอกจากนี้ยังมีรายงานวา 
V. mimicus และ V. vulnificus ทําใหเกิดอาการทองเสียได ปจจัยกอโรคของเชื้อ Vibrio มีหลาย
ชนิด ไดแก การสราง elastase, collagenase, lipase, haemagglutinin, protease, siderophore, 
adhesion factor, enterotoxin, cytotoxin, protease, และ hemolysin โดย hemolysin จะเปนปจจัย
สําคัญในการกอ โรคของ Vibrio หลายสปชีส ไดแก V. cholerae, V. mimicus, V. parahaemolytcus 
และ V. vulnificus (Barton and Ratard, 2006) นอกจากนี้บางสปชีสยังกอใหเกิดการติดเชื้อใน
กระแสเลือด ตัวอยาง เชน V. vulnificus, V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. cincinnatiensis, 
V. metschnikovii, V. alginolyticus และ V. mimicus โดยเชื้อจะเขาสูกระแสโลหิตผานทางเสนเลือด
ดําใหญจากทางเดินอาหารไปยังตับ หรือผานทางระบบทอนํ้าเหลืองของลําไส ผูปวยจะมีอาการไข 
ความดันต่ํา ออนแรง หนาวสั่น มักจะมีอาการปวดทอง คลื่นไส ทองเสีย และอาเจียนรวมดวย
เสมอ ผูปวยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดมากกวา 70 % จะมีตุมนํ้าพองใสที่ผิวหนังบริเวณปลายแขนขา 
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เน่ืองจากมีนํ้าและโปรตีนออกมาจากเลือด เชื้อที่พบไดบอยที่สุด คือ V. vulnificus เน่ืองจากเชื้อ
สามารถสรางสารพิษไดหลายชนิด มีโพลีแซคคาไรดแคปซูล และสามารถใชเหล็กในรูป 
transferrin ได (Barton and Ratard, 2006)  
 จากการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ Vibrio พบวาคนที่รางกายแข็งแรงเม่ือ 
ไดรับเชื้อมีโอกาสนอยมากที่จะติดเชื้อในกระแสเลือด การติดเชื้อในกระแสเลือดมักเกิดจาก V. vulnificus 
โดยเกิดในกลุมที่มีความเสี่ยง คือ ผูปวยโรคตับ ไต เบาหวาน มะเร็ง โดยจะมีอัตราการตายสูง 
45 ถึง 60 % (Hlady and Klontz, 1996) อาการของโรค คือ แผลจะบวมแดง มีอาการอักเสบของ
เน้ือเยื่อใตผิวหนังและมีตุมนํ้า หลังจากนั้นจะมีการตายของเนื้อเยื่อตามมาดวยการติดเชื้อในกระแส
เลือด สวนการติดเชื้อในกระแสโลหิตอันเกิดจากเชื้อ V. cholerae non-O1, V. parahaemolyticus และ 
V. alginolyticus อาการจะรุนแรงนอยกวา  
 
ตารางที่ 1.1 อาการทางคลินิกที่เกิดจากการติดเชื้อในจีนัส Vibrio  

 
 +++ = มีการรายงานบอยครั้ง, ++ = มีการรายงานนอย (6-100 ครั้ง), + = มีการรายงานนอยมาก 
(1-5 ครั้ง) และ (+) = มีอาการทางคลินิกไมชัดเจน 
(แหลงที่มา: ดัดแปลงจาก Dalsgaard, 1998 และ Daniels, 2000) 
 

สปชีส 
อาการทางคลินิก 

ลําไส 
อักเสบ 

ติดเชื้อทาง 
บาดแผล 

ติดเชื้อใน 
กระแสเลือด 

ติดเชื้อ 
ในหู 

V. alginolyticus (+) ++ + ++ 
V. carchariae  +   
V. cholerae O1 +++ +   
V. cholerae non-O1 +++ ++ + + 
V. cincinnatiensis   +  
V. fluvialis ++    
V. furnissii (+)    
V. metschnikovii (+)  (+)  
V. mimicus ++  +  
V. paraheamolyticus +++ + + + 
V. vulnificus + ++ ++  
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 1.1.3 การเพาะแยกเชื้อ 
  การเพาะแยกเชื้อโดยทั่วไป ทําโดยการนําตัวอยางไปเลี้ยงในอาหารเหลว
เพ่ือเพ่ิมจํานวนเชื้อ (pre-enrichment) แลวนําไปเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มีสารยับยั้งเชื้อ (selective 
media) จากนั้นนําไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (biochemical tests) ดังระบุในตารางที่ 1.2 
และปฏิกิริยาทางน้ําเหลืองวิทยา (serological characterization) เชื้อในจีนัส Vibrio สวนใหญ
สามารถเจริญบน nutrient agar ที่มีเกลือ 0.5 % ถึง 1 % บมที่อุณหภูมิ 37 oC ภายในเวลา 18 
ถึง 24 ชั่วโมง โคโลนีมีลักษณะกลมนูน ขอบเรียบ สีครีม ขนาดเสนผานศูนยกลางโดยเฉลี่ย
ประมาณ 2 ถึง 5 mm. แตบางสปชีส เชน V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus โคโลนีมี
ลักษณะแผ (swam) Vibrio สวนใหญสามารถใชนํ้าตาลซูโครส แมนโนส หรือคารโบไฮเดรตตางๆ 
ซึ่งชวยในการบงชี้เชื้อ นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติทนตอเกลือนํ้าดีและ pH สูง มีความสามารถใน
การใช tellurite thiosulphate และ citrate จึงมีการนําสารเหลานี้มาเติมในอาหาร Thiosulfate 
citrate bile-salt sucrose agar (TCBS) เพ่ือเตรียมเปนอาหารสําหรับคัดเลือกเชื้อ Vibrio ซ่ึง
สามารถแยกเชื้อตามคุณสมบัติการหมักน้ําตาลซูโครสไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่สามารถหมักน้ําตาล
ซูโครสไดจะมีโคโลนีสีเหลือง ไดแก V. cincinnatiensis, V. cholerae, V. alginolyticus, V. fluvialis, 
V. furnissii, V. metschnikovii และ V. carchariae สวนกลุมที่ไมสามารถหมักน้ําตาลซูโครสจะมี
โคโลนีสีเขียว ไดแก V. parahaemolyticus, V. vulnificus และ V. mimicus จากนั้นนําโคโลนีที่
สงสัยไปเลี้ยงบนอาหาร Triple sugar iron agar (TSI) และทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ไดแก 
oxidase, gelatinase, motility, arginine dihydrolase, lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, 
ortho-nitrophenil-galacto-pyranoside (ONPG), ลักษณะความชอบเกลือ (halophilic characteristics) 
และทดสอบการหมักน้ําตาลกลูโคส ซูโครส แมนโนส เซลโลไบโอส เปนตน ตาม Bergey’s Manual 
of Systemic Bacteriology (Baumann and Schubert, 1984)..  
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ตารางที่ 1.2 ลักษณะทางชีวเคมีของ Vibrio spp. Adapted from Elliot et al., 1995 (คัดลอกจาก BAM, 2004) 

 

Biochemical test V. alginolyticus V. cholerae  V. fluvialis  V. furnissii  V. hollisae  V. metschnikovii  V. mimicus  V. parahaemolyticus  V. vulnificus  A. hydrophilia  P. shigelloides  

TCBS agar  Y Y Y Y NG Y G G G Y G 
mCPC agar  NG P NG NG NG NG NG NG Y NG NG 
CC agar  NG P NG NG NG NG NG NG Y NG NG 
AGS  KA Ka KK KK Ka KK KA KA KA KK nd 
Oxidase  + + + + + - + + + + + 
Arginine dihydrolase  - - + + - + - - - + + 
Ornithine decarboxylase  + + - - - - + + + - + 
Lysine decarboxylase  + + - - - + + + + V + 

Growth in 0 % NaCl - + - - - - + - - + + 
3 % NaCl + + + + + + + + + + + 
6 % NaCl - + - - - - + - - - + 
8 % NaCl + - v - - v - + - - - 
10 % NaCl + - - - - - - - - - - 

Abbreviations: TCBS= thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose, mCPC= modified cellobiose-polymyxin B-colistin, CC agar= cellobiose-colistin agar, AGS= arginine-glucose slant, Y = yellow, NG = 
no or poor growth,  nd = not done G = green,  V = variable, P = purple, KK = slant alkaline / butt alkaline. KA = slant alkaline /butt acidic,  Ka = slant alkaline/ Butt slightly acidic 
 

7 
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1.2  Vibrio vulnificus 
 
 1.2.1 ลักษณะทั่วไป 
  V. vulnificus เปนเชื้อแบคทีเรียหน่ึงในจีนัส Vibrio ที่กอโรค มีลักษณะ
เชนเดียวกับสมาชิกอ่ืนๆ ในจีนัสนี้ คือ เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทงโคง ไมมีสปอร เคลื่อนที่ได 
โดยการใช polar flagellum ในอาหารเหลว เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative 
anaerobe) ใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนและจัดอยูในกลุม halophile  
 
 1.2.2 ระบาดวิทยา 
  เชื้อ V. vulnificus สามารถแยกไดจากสิ่งแวดลอม อาทิ นํ้าทะเล ตะกอน
ใตทะเล และสัตวทะเลหลายชนิด โดยเฉพาะหอย ซ่ึงหอยนางรม ไดชื่อวาเปนแหลงเก็บกักเชื้อ 
(Hlady and Klontz, 1996; Chan et al., 1989; Panicker et al., 2004a; Muench, 1989; Johnston 
et al., 1985) ในผูปวยสามารถตรวจพบ V. vulnificus ไดจากตัวอยางเลือดมากที่สุด รองลงมา
คือ จากบาดแผล และอุจจาระ (CDC, 2009)  
  V. vulnificus สามารถเจริญไดดีในเขตอากาศอบอุน ถึงรอน ในประเทศ
สหรัฐอเมริกา มีการตรวจพบเชื้อ และผูปวยบริเวณรัฐที่ติดกับอาวเม็กซิโก (Kaysner et al., 1987) 
จากการสํารวจขอมูลโดย COVIS (The Cholera and Other Vibrio Illness Surveillance System) 
ในป 1997-2006 สหรัฐอเมริกา มีผูปวยจากเชื้อ Vibrio 4,755 ราย 76 % เกิดจากการบริโภคอาหาร
ทะเล และติดเชื้อ V. parahaemolyticus  มากที่สุด และรองลงมา คือ V. vulnificus พบจํานวนผูปวย
สูงสุดในเดือนสิงหาคม และ 80.5 % ของผูปวยที่ติดเชื้อ V. vulnificus เกิดจากการรับประทาน
หอยนางรม (Iwamoto et al., 2010) ซ่ึงในป 1997 Oliver และ Kaper รายงานการพบเชื้อ V. 
vulnificus ในหอยนางรม โดยเฉลี่ย 6 x 104 CFU/กรัม (Oliver, 1997) โดยพบวาปริมาณเชื้อเพียง 
100 เซลล ก็สามารถทําใหเกิดโรคไดในผูที่มีภาวะธาตุเหล็กในเลือดสูงหรือ ภาวะภูมิคุมกัน
บกพรอง อยางไรก็ตาม ยังไมทราบปริมาณที่ทําใหเกิดโรคในผูที่มีสุขภาพแข็งแรง ปริมาณการพบ 
V. vulnificus ในสิ่งแวดลอม มีความสัมพันธอุณหภูมิและความเค็มของน้ํา (Kelly, 1982) ในทวีป
ยุโรป ประเทศเดนมารค ป 1994 พบผูปวยจาก V. vulnificus ถึง 11 ราย ในหนารอน แมวาใน
นํ้าทะเลและดินตะกอนมีความหนาแนนของเชื้อ V. vulnificus เพียง 0.8 ถึง 19 CFU/liter และ 
0.04 ถึง > 11 CFU/g (Hoi et al., 1998) สาธารณรัฐเยอรมัน พบเชื้อ V. vulnificus ใน blue 
mussels 3.5 % (Lhafi and Kühne, 2007) ประเทศเนเธอรแลนด พบเชื้อทั้งในสิ่งแวดลอมและ
ผูปวยในเดือนสิงหาคม (Veenstra et al., 1994) ในตะวันออกกลาง มีรายงานการพบเชื้อใน
ประเทศอิสราเอล (Bisharat et al., 1999b; Paz et al., 2007; Bisharat and Raz, 1996) ทวีปเอเชีย 
มีการพบเชื้อ V. vulnificus ในประเทศญี่ปุน (Miyasaka et al., 2006; Venkateswaran et al., 
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1989; Mahmud et al., 2008) ในประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน (Yano et al., 2004) มีการตรวจ 
พบเชื้อ V. vulnificus ที่ทะเลบริเวณเกาะฮองกง (Chan et al., 1986) และในไตหวัน (Hsueh et al., 
2004) ขอมูลในประเทศไทยจากการเฝาระวังทางหองปฏิบัติการ ของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย ระหวางป 2544-2549 พบผูปวยจากการติดเชื้อแบบ 
septicemia ถึง 56 คน พบผูปวยมากในชวงอายุ 46-55 ป พบผูปวยติดเชื้อ V. vulnificus ได
ตลอดทั้งป พบมากในเดือนมิถุนายน และธันวาคม (ศรีวรรณา และคณะ, 2549) 
  การศึกษากอนหนานี้พบวา เชื้อ V. vulnificus สามารถแบงไดเปน 3 biotype 
(biogroup) คอื biotype 1, 2 และ 3 ตาม host range และลักษณะทาง phenotype, genotype 
และ serotype (ตารางที่ 1.3) เชื้อที่กอโรคในคนและพบไดในสิ่งแวดลอมทั่วไป มักพบวาเกดิ
จาก biotype 1 (Linkous et al., 1999) สวน biotype 2 น้ัน กอใหเกิดโรคในสัตวนํ้า โดยเฉพาะ
ปลาไหล แตมีรายงานวาเชือ้ชนิด biotype 2 สามารถกอใหเกิดโรคในคนไดดวยเชนกัน (Amaro 
et al., 1996) ซ่ึง Amaro และคณะ พบวาทั้ง biotype 1 และ 2 มีความสามารถในการเกาะตดิ 
และมีความเปนพิษตอ cell line ของมนุษยและปลา โดยมี LD50 เทากับ 105 ถึง 108 (Amaro et al., 
1996) สวนเชือ้ biotype 3 พบการระบาดนี้ในประเทศอิสราเอล โดยระบาดในบอเลี้ยงปลา และ
คนงานที่ทํางานในการเพาะเลี้ยงปลา โดยการติดเชื้อจากบาดแผลและมีภาวะโลหิตเปนพิษ (Paz 
et al., 2007; Bisharat et al., 1999b) เน่ืองจากพบเชื้อไดทั่วไปในน้ําทะเล และสัตวทะเล แตมี
รายงานการติดเชื้อ V. vulnificus ต่ํา เม่ือเทียบกับเชื้อในกลุมเดียวกัน ทําใหมีการศึกษาปจจัยที่มี 
ผลตอ ความสามารถในการกอโรคของเชือ้ เชื้อสามารถแบงตามแหลงที่แยกมา (isolation source) 
เปน environmental strains และ clinical strains จากการศึกษาความสามารถในการกอโรค 
(pathogenicity) พบวา clinical strains มีความสามารถในการกอสูงกวา environmental strains 
(Kim et al., 2003; Chatzidaki-Livanis et al., 2006) ทั้งๆ ที่เชื้อทั้งสองกลุมมี virulent factors 
เหมือนกัน และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง phenotype (Wong et al., 2005; 
Bisharat et al., 1999) แสดงใหเห็นวา ลักษณะจําเพาะทางอณูชีววทิยา (gene marker) ของ
เชื้อที่เปน virulent factor ที่สําคัญยังไมถูกคนพบการศึกษาเปรียบเทียบระหวาง environmental 
strains และ clinical strains โดยเทคนิคทางอณูชีววทิยา ไดแก ribotyping (Hoi et al., 1997) 
และ random amplified polymorphic DNA PCR (RAPD-PCR) (Warner and Oliver, 1998) 
แสดงใหเห็นวาสามารถใชทัง้ 2 วิธีน้ี ในการแยกความแตกตางระหวาง environmental และ clinical 
strains ได 80-90 % (Shin et al., 2007; Warner and Oliver, 2008) กลาวคอื ใน clinical 
strains จะพบ amplicon ขนาด ประมาณ 200 bp ถึง 100 % แตจะพบ amplicon น้ี เพียง 8 % 
ใน environmental strains (Warner and Oliver, 1999) จากการศึกษา DNA ของ amplicon น้ี 
และบริเวณใกลเคียง โดยวธิี cloning และ sequencing ไมพบวา บริเวณนี้เกี่ยวพันกับการสราง
โปรตีนชนิดใดเลย (Rosche et al., 2005) อยางไรก็ตาม โดยอาศัยผลการทดลองจากวิธี RAPD, 
มีการคิดคน primers เพ่ือที่จะใชจําแนก V. vulnificus ออกเปน 2 สายพันธุ คือ สายพันธุที่อาจ 
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จะกอโรคได (clinical: C-strains) และสายพันธุที่ไมกอโรค (environmental: E-strains) (Rosche 
et al., 2005) นอกจากนั้นยังใชวิธีการตรวจหารูปแบบของ plasmid (plasmid profile) ใน V. vulnificus 
มาใชเปนตวับอกความเปน C และ E-strains ของเชื้อ (Depaola  et al., 2003; Biosca et al., 1997) 
โดยอาศัยหลักการที่วา plasmid มีความเกี่ยวพันกบัความสามารถในการกอโรคของแบคทีเรยี 
อยางไรก็ตาม ยังไมพบ gene marker ที่ใชในการจําแนกระหวาง environmental strains และ 
clinical strains ได 100 % และยังไมพบ virulence factor ที่ทําใหเชื้อ C-strains มีความสามารถ
ในการกอโรคมากกวา E-strains  

 

ตารางที่ 1.3 ความแตกตางของ Vibrio vulnificus biogroupsa 

 

a The first three tests are important for differentiating biotype 2 from biotypes 1 and 3. 
 The remaining tests are important for differentiating biotype 3 from biotypes 1 and 2. 
 Adapted from Bisharat et al., 1999 
b Symbols: +, most (90% or greater) strains positive; (+), many strains (75 to 89.9%) 
 positive; -, most strains negative (10% or less are positive). Numbers give the actual 
 percentage of strains that are positive. 
c ONPG, o-nitrophenyl-ß-D-galactopyranoside. 

 
 
 

Test 
Result for biotypeb: 

1 2 3 
Ornithine decarboxylase 55 - + 
Production of Indole  + - + 
D-Mannitol fermentation 45 - - 
D-Sorbitol fermentation - + - 
Citrate (Simmons)/ (+) + - 
Salicin fermentation + + - 
Cellobiose  fermentation + + - 
Lactose  fermentation (+) + - 
ONPGc test (+) + - 
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 1.2.3 พยาธิสภาพ 
  Vibrio vulnificus เปนเชื้อที่กอใหเกิด foodborne disease และ wound 
infection แมวาจะมีการอัตราการติดเชื้อน้ีต่ํา เม่ือเทียบกับเชื้ออ่ืนใน Genus Vibrio แตเชื้อน้ีเปน
เชื้อกอใหเกิดอัตราการตายสูงที่สุดใน foodborne disease ของสหรัฐอเมริกา (Todd, 1989) 
เชื้อสามารถกอโรคได 3 แบบ ขึ้นกบัลักษณะการตดิเชื้อ ในการติดเชื้อโดยการกินนํ้า หรือ
อาหารที่ปนเปอนเชื้อ เชือ้สามารถ บกุรุกเขาสู กระแสโลหิต กอใหเกิดอาการโลหติเปนพิษ 
(septicemia) ซ่ึงผูปวยจะมีอาการไข หนาวสั่น ออนเพลีย ความดันต่ํา อาเจียน และเสียชีวติใน
ที่สุด ซ่ึงพบประมาณ 45 % ของการติดเชื้อ อัตราการตายจะสูงถึง 60% ภายใน 24 ชั่วโมง 
(Linkous et al., 1999) เชื้อสามารถกอใหเกิดโรค กระเพาะอาหารและลาํไสอักเสบ (gastroenteritis) 
ซ่ึงพบประมาณ 12 % ของการติดเชื้อ พบอัตราการตายต่ํา และสามารถหายเองได (Strom et 
al., 2000) เชื้อสามารถกอใหเกิด การติดเชื้อที่บาดแผล (wound infection) เกิดจากบาดแผลมี
การสัมผสัเชื้อที่มีการปนเปอนในอาหารทะเล หรือนํ้าทะเล เชื้อสามารถลุกลามอยางรวดเรว็ จนทําให
เกิดเนื้อเยื่ออักเสบ ผิวหนังมีอาการบวม รอนแดง เจ็บปวด อาจกลายเปนตุม จนเกิดอาการเนื้อเนา
ตายของเนื้อเยือ่ออน ใตผิวหนัง พบวามีประมาณ 25 % ของการตดิเชือ้ และอัตราการตายสูงถึง 45 
% (Linkous et al., 1999) การติดเชื้อทีบ่าดแผลอาจนําไปสูภาวะโลหิตเปนพิษได หากเชื้อบุกรุก
เขาสูกระแสเลอืด ซ่ึงจะทําใหมีอัตราการตายสูงขึ้น  
 
 1.2.4 ปจจัยกอความรุนแรง 
  ความรุนแรงของโรคขึ้นอยูกับ 2 ปจจัย ปจจัยแรก คือ host ผูที่มีปริมาณ
ธาตุเหล็กในเลือดสูง จะมีอาการรุนแรง บุคคลเหลานี้ ไดแก ผูปวยที่มีอาการตับอักเสบเรื้อรัง ตับแข็ง 
ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ นอกจากนี้ผูปวยที่มีระดับภูมิคุมกันต่ําก็จะมีอาการรุนแรงเชนกัน ไดแก 
ผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรอง ไตวาย เบาหวาน หรือผูทานยากดภูมิคุมกัน (Strom et al., 2000; 
Linkous et al., 1999) ปจจัยที่สอง คือ สมบัติของเชื้อ สมบัติสําคัญที่กอความรุนแรง (virulence 
factors) ไดแก pili, capsule, endotoxin (lipopolysaccharide (LPS)), exoenzyme, toxin, และ
ความสามารถในการใชเหล็กในการเจริญ (Strom et al., 2000; Linkous et al., 1999)  
  เม่ือเชื้อเขาสูรางกาย จะใช pili ในการยึดเกาะ (attachment) และเพิ่มจํานวน 
(colonization) บนผิวของ host โดยเฉพาะ epithelial cells (Paranjpye and Strom, 2005) เชื้อ
จะมียีน pilD (originally designated vvpD) ซ่ึงเปนยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสราง pili ใชใน
การเขายึดเกาะกับเซลลโฮสต กลุมยีน pil ประกอบดวย pilABCD โดย pilD gene encode IV 
prepilin peptidase-N-methyltransferase เชื้อ V. vulnificus ที่ขาดหรือเกิดขอบกพรองของ pilD 
จะไมสามารถสราง pili บนผิวเซลลได และทําใหการติดเชื้อในหนูลดลง (Paranjpye et al., 
2005) นอกจากนั้นยังพบวาเชื้ออาศัย outer membrane proteins (OMP) จับกับ fibronectin 
ของเซลล เพ่ือยึดเกาะกับเซลล OMP ถูกสรางจาก ompU gene พบวาหากมีความผิดปกติของ 
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ompU gene เชื้อจะสูญเสียความสามารถในการเขาทําลายเซลล (Goo et al., 2006) นอกจากนั้น
ยังพบวา หากมีความผิดปกติที่ flgE ซ่ึงเปนยีนที่ทําหนาที่สราง flagellar hook protein จะทําให
เชื้อไมสามารถเคลื่อนที่ได (Lee et al., 2004) 
  capsule มีองคประกอบเปนสารพวกโพลีแซคคารไรดและมีความสําคัญ
เกี่ยวกับการกอโรคของเชื้อ เปนสวนที่ชวยใหเชื้อสามารถหลบหลีก phagocytic cells ในระบบ
ภูมิคุมกันได (Amaro et al., 1994) โคโลนีของเชื้อที่มี capsule จะมีลักษณะขุน (opaque) สวน
ที่ไมมี capsule จะใส (translucent) (Rosche et al., 2006), capsule จะปองกันไมใหเม็ดเลือด
ขาวมาจับกิน (antiphagocytosis) เชื้อที่มีความรุนแรงในการกอโรคมี capsule ในขณะที่เชื้อที่
ไมมีความรุนแรงจะไมมี capsule(Amaro et al., 1994)  
  endotoxin หรือ Lipopolysaccharide (LPS) เปนสวนที่กอใหเกิด ภาวะ 
septic shock (Amaro et al., 1997) ซ่ึงพบไดในเชื้อกลุม Gram negative bacteria โดย LPS 
จะกระตุนการสราง tumor mecrosis factor พบวาหากฉีด LPS ในหนู หนูจะเกิดภาวะความดัน
ต่ํา และตายภายใน 1 ชั่วโมง (Amaro et al., 1997) 
  เชื้อจะสราง exoenzyme เพ่ือใชในการบุกรุก host cell (invasiveness) 
exoenzyme ที่สําคัญ คือ extracellular metalloprotease ซ่ึงถูกสรางจาก vvp gene โดยที่การแสดง 
ออกของ  vvp gene จะขึ้นอยูกับปริมาณธาตุเหล็กในเซลล (Kim et al., 2007) สามารถพบ vvp 
gene ไดใน V. vulnificus ทั้ง clinical strain  และ environmental strain (Shin et al., 2005) 
พบวาเชื้อในกลุม V. vulnificus จะสรางเอนไซมชนิด zinc metalloprotease เอนไซมในกลุมน้ี 
ไดแก elastase, phospholipase, protease, collagenase ซ่ึงจะทําใหเชื้อสามารถบุกรุกผานเขา
ไปในเนื้อเยื่อได จะทําใหเน้ือเยื่อหรือเซลลตาย และกอใหเกิด septicemia ในที่สุด  
  extracelluar toxin สําคัญที่เชื้อสราง คือ cytolysin ซ่ึงเปนโปรตีนขนาด 
56 kDa สรางจากยีน vvhA มีความเปนพิษสูง มีสมบัติในการทําใหเม็ดเลือดแดงแตก (Gray 
and Kreger, 1987) นอกจากนั้นยังสามารถทําลาย CHO cell (Gray and Kreger, 1985) ทําใหเกิด 
การเปลี่ยนแปลงของ vascular permeability ในหนูตะเภา (Gray et al., 1985) และทําใหหนูขาว 
(mice) เสียชีวิตจากการเกิด edema และทําลาย capillary endothelial cells (Gray et al., 1987; 
Kook et al., 1996) โดย cytolysin ไปกระตุน guanylate cyclase ทําให cyclic GMP เพ่ิมขึ้น
สงผลใหเกิด vasodilation (Kook et al., 1999)  
  เชื้อสามารถผลิต siderophore เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการใชธาตุเหล็ก 
ในกระแสโลหิต ซ่ึงความสามารถในการสราง siderophore (Biosca et al., 1996) ถูกจัดเปน virulence 
factor ที่สําคัญ การทดลองฉีดเชื้อ V. vulnificus เขาสูหนูที่มีปริมาณธาตุเหล็กในกระแสโลหิตสูง 
พบวา กอใหอัตราการตายสูงถึง 100% อัตราการตายลดลง เม่ือปริมาณเหล็กในกระแสโลหิต
ต่ําลง (Biosca et al., 1996; Bogard and Oliver, 2007) เชื้อสามารถสรางไดทั้ง hydroxymate และ 
phenolate siderophore (Simpson and Oliver, 1983; Litwin et al., 1996) ซ่ึงสรางจาก venB gene 
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(Litwin et al., 1996) และ  vuuA gene เปนยีนในกลุม vulnibactin-associated genes (vuuA, venB, 
vvsA และ vvsB) พบวาการทําลาย siderophores ทําใหความรุนแรงของเชื้อลดลง (Biosca et 
al., 1996; Litwin et al., 1996; Bogard et al., 2007; Miyoshi et al., 1997) นอกจากนั้นเชื้อยัง
มี fur gene ทําหนาที่เกี่ยวของกับกระบวนการ ferric uptake regulator ซ่ึงมีความสําคัญในการ
นําธาตุเหล็กเขาสูเซลล (Goo et al., 2007) อยางไรก็ตามรายละเอียดกลไกที่ทําใหธาตุเหล็กมี
ผลตอการเจริญ และบุกรุกของเชื้อ ยังคงตองทําการศึกษาตอไป 
 
 1.2.5 การตรวจทางหองปฏิบัติการ 
  1.2.5.1 การตรวจเพาะเชื้อ 
   เชื้อ Vibrio เปนเชื้อที่เจรญิงาย สามารถเลี้ยงไดทั้งในอาหารแข็ง
และอาหารเหลว บางสปชสีสามารถเจริญได แมความเขมขนของเกลอืต่ํา อยางเชน V. cholerae, 
และ V. mimicus แตบางสปชีส เชน V.fluvialis, V. metschnikovii และ marine bacterium 
ตองการความเขมขนของ Na+ อยูในชวง 70 ถึง 300 mM ดังน้ัน การตรวจหาเชือ้ Vibrios ใน
ตวัอยางอาหาร สิ่งแวดลอม และสิ่งสงตรวจจากผูปวย นิยมเพ่ิมจํานวนเชื้อในอาหารเหลว Alkaline 
Peptone Water (APW) ซ่ึงมีเกลืออยู 0.5-2 % กอนแลวจึงใชเทคนคิ most probable number 
(MPN) เพ่ือหาปริมาณการปนเปอนเชื้อในตวัอยาง (Kaysner and DePaola, 2004; http:// 
www.cfsan.fda.gov) เชือ้ Vibrio สามารถเจริญไดบนอาหารหลายชนิดในหองปฏิบัติการ 
อยางเชน MacConkey agar ที่ใชเพาะเชือ้แบคทเีรียแกรมลบ เชื้อใหลักษณะโคโลนไีมมีสี สามารถ
เจริญไดดีบนอาหารที่ผสมเลือด (Blood agar) และอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไป คือ Nutrient agar ให
โคโลนีมีลักษณะกลม นูน ขอบเรียบ สีครีม แตบางสปชีส เชน V. parahaemolyticus และ  
V. alginolyticus โคโลนีมีลักษณะแผ (swam) แตลักษณะการเจรญิในอาหารเหลานี้ไมสามารถ
แยกความแตกตางในแตละสปชีส อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อ Vibrio ที่นิยมใชแพรหลาย 
คือ Thiosulphate Citrate Bile-salt Sucrose (TCBS) มีเกลือนํ้าดี ทําใหอาหารมีสภาวะที่เปน
ดาง pH สูง ชวยในการยบัยั้งแบคทเีรยีแกรมบวก และแบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae 
จึงเปน selective medium ของเชื้อ Vibrio spp. สามารถดูลักษณะโคโลนี บน TCBS ได 2 
อยาง คือ เชื้อที่สามารถหมักยอยน้ําตาลซูโครสได อยางเชน V. cholerae จะมีสีเหลือง แตเชื้อ
ไมสามารถหมักยอยนํ้าตาลซูโครสได เชน V. parahaemolyticus  V. vulnificus และ V. mimicus 
จะใหโคโลนีสเีขียว นอกจากนี้เชื้อในจีนัส Vibrio อาจแยกไดโดยใชอาหารเลี้ยงเช้ืออ่ืน เชน 
Cellobios Polymyxin B Colistin (CPC) ใชในการแยกเชื้อ V. cholerae และ V. vulnificus โดย
โคโลนีของ V. cholerae จะมีสีมวง เน่ืองจากไมสามารถหมักน้ําตาลเซลโลไบโอส เม่ือเทียบกบั
โคโลนีของ V. vulnificus ซ่ึงมีสีเหลืองจากการหมักน้ําตาลเซลโลไบโอส (Donovan and van 
Netten, 1995) อาหารอีกชนิดที่นิยม คอื CHROMagar™ Vibrio ซ่ึงเปนอาหารที่มี substrate 
สําหรับเอนไซม β-galactosidase ทําใหสามารถคัดแยกเชื้อ Vibrio โดย V. parahaemolyticus 
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จะใหโคโลนีสมีวง สวน V. vulnificus จะใหโคโลนีสเีขียวอมฟา ซ่ึงเปนสีที่ใกลเคียงกับโคโลนี  
V. cholerae บนอาหาร CHROMagar™ Vibrio (Harwood et al., 2004) ดังน้ัน การยืนยันเชื้อ 
ตองนําไปทดสอบทางชีวเคมี (biochemical tests) ดังที่ระบุในตารางที่ 1.2 หรือนําไปทดสอบ
ทางอณูชีววิทยาจึงสามารถวินิจฉัยชนิดของเชื้อได  
  1.2.5.2 การตรวจทางอณูชีววิทยา 
   เน่ืองจากวิธีทางชีวเคมี ใชเวลานาน ผลที่ไดยังมีความใกลเคียง
กันระหวางเชื้อ V. vulnificus, V. parahaemolyticus และ V. cholerae ดังน้ัน จึงมีการยืนยัน 
โดยใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา อันไดแก PCR, DNA hybridization เปนตน โดยใชสวนของยีนที่
จําเพาะตอเชื้อ V. vulnificus เปน marker ไดแก cytolysin gene (vvhA), rpoS gene, gyrB 
gene และ toxR gene  
   cytolysin gene (vvhA) เปนยีนอนุรักษ (conserved sequence) 
จึงพบใน V. vulnificus ทุกสายพันธุ โดยมีความไวของการทดสอบ 10 พิโคกรัม โดยไมพบผลบวก 
ปลอม (Panicker et al., 2004b; Harwood et al., 2004; Coleman et al., 1996) การใช rpoS 
gene โดยวิธี loop-mediated isothermal amplification (LAMP) และ lateral flow dipstick 
(LFD) assay ควบคูกัน มีความไวในการทดสอบ 2.8 CFU/ reaction เม่ือทดสอบในหอย 
(Surasilp et al., 2011) และ gyrB gene (encoding gyrase B or topoisomerase II) ซ่ึงเม่ือ
เปรียบเทียบ gyrB gene กับ vvhA gene พบวามีความไวและความจําเพาะของการทดสอบ
เทากัน และไมพบผลบวกปลอมกับ Vibiro และ non-Vibrio species อ่ืนๆ (Parvathi et al., 
2005) toxR gene ซ่ึงเปนยีนอนุรักษของ Vibrionaceae ทําหนาที่เปน transmembrane 
regulatory protein ที่อาศัยปจจัยจากสิ่งแวดลอมเปนตัวควบคุมกิจกรรม ยีน toxR พบครั้งแรก
ใน V. cholerae โดยทําหนาที่ควบคุมการทํางานของ cholera toxin และตอมาพบวาสามารถ
ควบคุมการทํางานของยีนอ่ืนๆ อีกหลายชนิด เชน tcpA (toxin-regulated pilus), ompT และ 
ompU (outer membrane proteins) (Miller and Mekalanos, 1988) โดยยีน toxR ทําหนาที่
กระตุนการถอดรหัสของยีนกอความรุนแรงของโรคโดยสรางโปรตีน toxR ไปจับกับลําดับนิวคลี
โอไทดของสายดีเอ็นเอที่ตําแหนง upstream ของโปรโมเตอรของยีนกอความรุนแรงของโรค 
(Lin et al., 1993) จากการศึกษาพบวา toxR เปน integral membrane protein ที่มีขนาด 32 
kDa ประกอบดวย 3 domain คือ N-terminal cytoplasmic DNA-binding domain, central 
transmembrane domain และ C-terminal periplasmic domain การบงชี้ V. vulnificus โดยใช 
toxR gene โดยวิธี real time–PCR ทดสอบกับเชื้อบริสุทธิ์ V. vulnificus (pure culture) มีความไว 
5 x 103 copies/µl แตหากตรวจสอบเชื้อจากตัวอยางน้ําหรือเน้ือหอยโดยตรง จะใหความไว 10 
cells/ml (Takahashi et al., 2005) 
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  1.2.5.3 วิธีการทางภูมิคุมกันวิทยา 
   การใชวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยา (serology test) ในการตรวจสอบ 
เชื้อในกลุมของ V. vulnificus ทําไดยาก เน่ืองจากเชื้อ biotype 1 และ 3 มีความหลากหลายของ 
antigen บนผิว cell มาก ในขณะที่ biotype 2 (serogroup E) ไมมีความหลากหลาย 
(Nishibuchi and Seidler, 1985) อยางไรก็ตามสามารถแยกเชื้อ biotype 1 ออกจาก biotype 2 
โดยที่อาศัยสมบัติในการสราง indole และผลิต ornithine decarboxylase ซ่ึงเชื้อ biotype 1 
สรางแต biotype 2 ไมสราง (Harwood et al., 2004) 

 

 



ตารางที่  1.4  ตารางแสดงอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการคัดแยกเชื้อ Vibrio vulnificus คัดลอกจาก (Harwood et al., 2004) 

Medium abbreviation pH Incubation (๐C) Carbohydrate Colony color Reference 
Thiosulphate citrate bile salt agar (TCBS)   8.6 37 Sucrose Green Kobayashi et al., 1963 
Vibrio vulnificus agar (VV) 8.6 37 Salicin Grey, dark center Brayton et al., 1983 
SDS polymyxin sucrose agar (SPS) 7.6 37 Sucrose Blue with halo Kitaura et al., 1983 
Cellobiose polymyxin B colistin agar (CPC) 7.6 40 Cellobiose Yellow Massad and Oliver, 1987 
Modified cellobiose polymyxin B colistin 
agar (mCPC) 

7.6 40 Cellobiose Yellow Tamplin et al., 1991 

Vibrio vulnificus enumeration agar (VVE) 8.5 37 Cellobiose, 
lactose, X-Gal 

Blue green Miceli et al., 1993 

Cellobiose colistin agar (CC) 8.5 40 Cellobiose Yellow Hoi et al., 1998 
Vibrio vulnificus medium (VVM) 8.5 37 Cellobiose Yellow Cerda-Cuellar et al., 2000 
Vibrio vulnificus medium+colistin (VVMc) 8.5 37 Cellobiose Yellow Cerda-Cuellar et al., 2001 

16 
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 1.2.6 การรักษา 
  V. vulnificus มีอัตราการติดเชื้อต่ําแต มีความรุนแรงและมีอัตราการตาย
สูงหากไมไดรับการรักษาภายใน 24 ชั่วโมง หรือถาเปนการติดเชื้อในบาดแผลอาจลุกลามจนตอง
ตัดอวัยวะสวนนั้นทิ้ง ดังน้ัน การวินิจฉัยที่ถูกตองดวยการสงสิ่งสงตรวจทางหองปฏิบัติการ และ
การรักษาที่ถูกตองและยาตานจุลชีพที่มีประสิทธิภาพในการรักษา จึงมีความจําเปนมาก ผลการศึกษา
ในหนู พบวาควรใหยารวมกัน 2 กลุม ทําใหการรักษาการติดเชื้อ V. vulnificus ไดผลดี คือ ให
ยากลุม คือ cefotaxime รวมกับ minocycline จะใหผลดีกวาการใหยาขนานเดียว (Chuang et al., 
1997) ดังน้ัน ยาตานจุลชีพที่ CDC แนะนําใหใชในการรักษาการติดเชื้อ V. vulnificus โดยประมวล 
ขอมูลจากการรักษากอนหนานี้และจากสัตวทดลอง คือ doxycycline รวมกับ third-generation 
ของ cephalosporin เชน ceftazidime หรือใชยาในกลุม fluoroquinolone เชน ciprofloxacin 
รวมกับ doxycycline หรือ cephalosporin แตในเด็กหามใช doxycycline และ fluoroquinolone 
สามารถใช trimethoprim-sulfamethoxazole รวมกับ aminoglycoside ได (CDC, 2009) 
 
 1.2.7 ความไวตอยาตานจุลชีพ    
  ความไวตอยาตานจุลชีพเปนปจจัยหน่ีง ที่สําคัญในการรักษาโรคใหไดผลดี 
หากเชื้อด้ือตอยาจะทําใหการรักษาไมไดผล หรือใชเวลานาน แตจากขอมูลของการทดสอบความไว
ตอยาตานจุลชีพ ปรากฏมีเชื้อด้ือยา ตั้งแตป 1912 แตสําหรับ เชื้อ V. vulnificus พบวามีการดื้อยาไม
มากนัก ในป 1986 Tison และ Kelly ทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus 30 สายพันธุ ที่แยก
จากสิ่งแวดลอม พบวา V. vulnificus ไวตอยา amikacin, ampicillin, carbenicillin, cephalothin, 
gentamicin, chloramphenicol, erythromycin, trimethoprim-sulfamethoxazole และ tetracycline 
แตด้ือตอ colistin ซ่ึงผลการศึกษานี้ พบวาผลการทดสอบความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะไม
แตกตางจากเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย 33 สายพันธุ ซ่ึงศึกษาโดย Hoillis และคณะ 
ป 1976 (Tison and Kelly, 1986; Hollis et al., 1976) และ V. vulnificus ที่แยกได ในป 1995-
1998 ด้ือตอยา clindamycin (MICs > 256 µg/mL) และไวตอ ampicillin, carbenicillin, cephalothin, 
cefamandole, cefotaxime, ceftriaxone, cefoperazone, aztreonam, imipenem, gentamicin, 
amikacin, tetracycline, minocycline, chloramphenicol, fluoroquinolones, ofloxacin, lomefloxacin, 
ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin, gatifloxacin (Radu et al., 1998; Chuang et al., 
1998; Morris and Tenney, 1985; Chiang and Chuang, 2003) เชนเดียวกับในป 2005-2006 
เชื้อ V. vulnificus 151 สายพันธุ และ V. parahaemolyticus 168 สายพันธุ และยังคงไวตอยาหลัก
ที่ใชรักษาอยาง tetracycline, ciprofloxacin และ cefotaxime (Han et al., 2007) เชื้อ V. vulnificus 
ที่แยกจากดินและน้ําในประเทศฮองกง ไวตอ tetracycline แตด้ือตอ ampicillin และ erytromycin 
ในประเทศไทย การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของ Vibrio spp. ที่แยกจากหอยนางรม 
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บริเวณอางศิลา จังหวัดชลบุรี พบวาเชื้อ V. vulnificus 7 isolates พบเช้ือไวตอ tetracycline 
oxytetracycline และ imipenem 100 % (สุดสายชล และ ธดาภรณ, 2549) ตอมา ป 2549 ถึง 
2550 รุงอรุณ และคณะ แยกเชื้อ V. vulnificus จากหอยนางรมหรือหอยตะโกรมขาว จังหวัด 
สุราษฎรธานี โดยเก็บตัวอยาง 5 จุด ในบริเวณอาวบานดอน จํานวน 360 ตัวอยาง พบเชื้อ  
V. vulnificus 27.5 % นําเชื้อ V. vulnificus 297 isolates มาทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ 
พบวาทุก isolates ไวตอ doxycycline, norfloxacin, ciprofloxacin และไวตอ cefotaxime 84.5 % 
แสดงใหเห็นวาเชื้อ V. vulnificus ยังด้ือยาตานจุลชีพนอย (Khantho, 2008) 
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วัตถุประสงค  
 
 1. แยกเชื้อ V. vulnificus จากสิ่งแวดลอม ไดแก อาหารทะเล นํ้าทะเล ดินตะกอน
ทะเล 
 2. เปรียบเทียบลักษณะ และสมบัติ ของ V. vulnificus จากผูปวยและที่แยกได
จากสิ่งแวดลอม โดยใชเทคนิคทางอณูชีววิทยา  
 3. ศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อ V. vulnificus จากผูปวยและที่แยกไดจาก
สิ่งแวดลอม 
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บทที่ 2 
 

วัสดุอุปกรณ และวิธีการ 
 
 
ข้ันตอนการวิจัย 

 คุณลักษณะของเชื้อ Vibrio vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 ข้ันตอนการวิจยั 

เก็บตวัอยาง 
-  อาหารทะเล ดิน และน้าํทะเล 
-  สิ่งสงตรวจผูปวย 

แยกเชื้อ V. vulnificus โดยวิธีเพาะเชื้อ และ
ยืนยันเชื้อ โดยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 

ศึกษา  Virulence-correlated gene (vcg) ของ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย 
และสิ่งแวดลอม 

ศึกษา viuB gene (Siderophore endcoding gene) ใน V. vulnificus ที่แยกไดจาก 
ผูปวยและสิง่แวดลอม 

ตรวจสอบ biotype ของ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย และสิง่แวดลอม 

ศึกษาความจําเพาะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจาก ผูปวยและ
สิ่งแวดลอมโดยวิธี Arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-PCR) 

ศึกษาอัตราการดื้อยาปฏิชีวนะ ของ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม 
ดวยวิธี disc diffusion 

20 
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2.1  วัสดุ 
 
 2.1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ   
Agar Difco 
CHROMagar™ vibrio CHROM agar  
Luria Bertani (LB) broth Novagen 
Luria Bertani (LB) agar Novagen 
Mueller Hinton agar (MHA) Difco 
Mueller Hinton Broth (MHB) Difco 
Tryptone Difco 
Tryptic soy broth (TSB) Difco 
Thiosulfate citrate bile salt sucrose (TCBS) agar Difco 
 
 2.1.2 แผนยาตานจุลชีพ  
Ampicillin (10 µg) Oxoid 
Carbenicillin (100 µg) Oxoid 
Cefotaxime (30 µg) Oxoid
Ceftazidime (30 µg) Oxoid 
Chloramphenicol (30 µg) Oxoid 
Ciprofloxacin (5µg) Oxoid 
Doxycycline (30 µg)   Oxoid 
Erythomycin (15 µg)                                        Oxoid 
Gentamicin (10 µg)   Oxoid 
Imipenem (10 µg Oxoid 
Sulphamethoxazone/Trimethoprim (25 µg) Oxoid 
Tetracycline (30 µg)                            Oxoid 
 
 2.1.3 สารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade) 
Absolute ethanol Merck 
Boric acid Merck 
Chloroform Merck 
Ethidium bromide Sigma 
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Ethylenediaminetetraacetate (EDTA) Merck 
Glacial acetic acid Merck 
Glycerol Sigma 
Isoamyl alcohol Merck 
Phenol Sigma 
Sodium acetate Merck 
Sodium chloride Merck 
Sodium citrate dehydrate Sigma 
Sodium dodecyl sulfate Sigma 
Sodium hydroxide Sigma 
  
 
 2.1.4 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade) 
Agarose Bioline 
10X Ex Taq buffer Takara 
Ex Taq DNA polymerase Takara 
dNTPs Amresco 
λHindIII ladder New England Biolabs 
100 kb DNA ladder Amresco 
Magnesium chloride invitrogen 
Primers Invitrogen 
Taq DNA polymerase invitrogen 
Pfu DNA polymerase ภาควิชาชวีเคมี 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
RNase Merck 
Tris base Promega 
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ตารางที่ 2.1 ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในการทดลองนี้ 
 
Target 
genes 

Primer Sequence(5’->3’) PCR 
Product 

(bp) 

Reference 

vvh F-vvh TTCCAACTTCAAACCGAACTATGA 205 (Panicker  
et al., 2004a) R-vvh ATTCCAGTCGATGCGAATACGTTG 

viuB F-viuB GGTTGGGCACTAAAGGCAGATATA 504 (Panicker  
et al., 2004a) R-viuB CGGCAGTGGACTAATACGCAGC 

vcg-C P1 AGCTGCCGATAGCGATCT 278  
(Rosche   
et al., 2005) 

P3 CGCTTAGGATGATCGGTG 
vcg-E P2 CTCAATTGACAATGATCT 278 

P3 CGCTTAGGATGATCGGTG 

AP-
PCR 

R-PSE420 TATCAGGCTGAAAATCTT - (Vickery et al., 
1998) 

Primer 2 GTTTCGCTCC - (Okuda et al., 
1997) Primer 4 AAG AGC CCG T - 

 
2.2.  อุปกรณและเครื่องมือ 
 
 - เครื่องแกวและอุปกรณสําหรับงานวิเคราะหทางจุลชีววทิยา 
 - หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml 
 - หลอด PCR ขนาด 0.2 ml 
 - Automatic pipette ขนาด 1-20, 20-200 และ 100-1000 µl (Socorex, Switzerland)  
 - ชุด Electrophoresis รุน 200/2.0 (Bio-Rad, USA) 
 - เครื่องกําเนิดไฟฟา (power supply) รุน PowerPac Basic (Bio-Rad, USA) 
 - เครื่องวัด McFarland standard (Densimat) (bioMerieux) 
 - เครื่องชั่ง (Denver Instrument, USA) 
 - เครื่องหมุนเหวี่ยง (Eppendorf 5415 C, Brickman Instrument Inc. Germany)  
 - เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (MIKRO 22R, Germany) 
 - เครื่อง vortex mixer (Scientific Industries, USA) 
 - ตูเย็นแชแข็ง -20 °C (Sanyo, Japan) 
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 - ตูเย็นแชแข็ง -80 °C (Sanyo, Japan) 
 - ตูเย็น 4 °C (Sanyo, Japan) 
 - ตูอบลมรอน (Hot air oven) (Venticell) 
 - ตูบมเชื้อ (Incubator) (Heraeus, Germany) 
 - ตูบมเชื้อแบบเขยา (Shaking incubator) (Labline Instrument Inc. USA) 
 - ตูปลอดเชื้อ (Laminar airflow cabinet) รุน ABS 1200A (ASTEC microflow, UK) 
 - เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lambda 25 UV/VIS 
spectrophotometer (Perkin Elmer, UK) 
 - เครื่องวัด pH (pH meter) (Satorus AG, Germany) 
 - เครื่องสังเคราะหดีเอ็นเอ (Perkin Elmer, UK และ ASTEC, Japan) 
 - เครื่อง UV light transilluminator (UVP) (San Gabriel Inc. USA) 
 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ รุน 1235 (Shel-Lab, USA) 
 - เครื่อง Hot plate & Stirrer (Fisher Scientific, USA) 
 - หมอน่ึงฆาเชื้อความดันไอน้ํา (Autoclave) (Tomy, Japan) 
 
2.3  แบคทีเรียที่ใชศึกษา 
 
 2.3.1 เชื้อสายพันธุมาตรฐาน V. vulnificus ATCC 27562  
 2.3.2 เชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจผูปวย ไดรับความอนุเคราะห
จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย จํานวน 6 สายพันธุ ไดแก V. vulnificus DMST 31751, 
V. vulnificus DMST 31752, V. vulnificus DMST 31753, V. vulnificus DMST 32989,  
V. vulnificus DMST 32990, V. vulnificus DMST 32991  และไดรับการอนุเคราะห เก็บเชื้อ  
V. vulnificus จากสิ่งสงตรวจของผูปวย จากโรงพยาบาลหาดใหญ จํานวนตัวอยางทั้งหมด 4 สายพันธุ 
V. vulnificus PSU258, V. vulnificus PSU251, V. vulnificus PSU252, V. vulnificus PSU253  
  
2.4  วิธีการทดลอง 
 
 2.4.1 การเก็บตัวอยาง 
   ทําการเก็บตัวอยาง กุง ปู ปลา หอยนางรม ดิน และนํ้าทะเล ประเภทละ 
4 ตัวอยางตอเดือน โดยเก็บตัวอยาง กุง ปู และ ปลา จากตลาดสดคลองเรียน ตลาดสดพลาซา 
ตลาดสดกิมหยง อ.หาดใหญ จ.สงขลา และเก็บตัวอยางหอยนางรม ดิน และนํ้าทะเล จากฟารม
หอยนางรม อ.กาญจนดิษฐ จ.สุราษฎรธานี ตรวจวัดอุณหภูมิและความเค็มของน้ําทะเลในการเก็บ
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ทุกครั้ง ทําการเก็บตัวอยางเปนระยะเวลาเก็บตัวอยาง 12 เดือน (กันยายน 2552 ถึง สิงหาคม 
2553) รวมจํานวนตัวอยางทั้งหมด 288 ตัวอยาง  
 
 2.4.2 การแยกเชื้อ V. vulnificus   
  2.4.2.1 การแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยาง อาหารทะเล ดินตะกอน
ทะเล และน้ําทะเล 
   นําตัวอยางมาโดยไมตองผานการลางน้ํา ทําการเตรียมตัวอยาง
ดังนี้ ตัวอยางปลาจะใชเหงือกและเนื้อบริเวณทอง ตัวอยางกุงใชบริเวณหัว ตัวอยางหอยใชสวนเนือ้ 
ตัวอยางปูใชสวนที่ใชหายใจ (นมปู) ชั่งตวัอยางที่เตรยีมไวปริมาณ 25 กรัม ผสมกับ APW+1  
% NaCl (pH 8.6) 225 มิลลลิิตร ซ่ึงจะไดระดับความเจือจาง 1:10 บมที่ 37 °C เปนเวลา 6 ชั่วโมง 
นํามา streak ลงบน CHROMagar™Vibrio ทํา 2 ซํ้า จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 
18-24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการแยกเชือ้ V. vulnificus โดยเลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีฟา-เขียว
จาก CHROMagar Vibrio ตัวอยางละ 2 โคโลนี เก็บไวเปน stock culture เพ่ือยืนยันเชื้อ  
V. vulnificus ดวยวธิี PCR ตอไป  
  2.4.2.2 การยืนยันเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางผูปวย 
   เชื้อ V. vulnificus ที่ไดจากตัวอยางสงตรวจของผูปวย ซ่ึงไดรับ
การวินิจฉัยเบื้องตน ดวยวิธีตรวจเพาะเชื้อทางชีวเคมีมาแลว นํามา streak ลงบน CHROMagar™ 
Vibrio บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการแยกเชื้อ V. vulnificus 
โดยเลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีฟา-เขียวจาก CHROMagar™ Vibrio ตัวอยางละ 2 โคโลนี เก็บไว
เปน stock culture เพ่ือยืนยันเชื้อ V. vulnificus ดวยวิธี PCR ตอไป  
 2.4.3 การยืนยันเชื้อ V. vulnificus โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  นําเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากตัวอยางสิ่งแวดลอม (อาหารทะเล นํ้า 
และดินตะกอนทะเล) และตัวอยางจากผูปวย มาทําการยืนยันวาเปนเชื้อ V. vulnificus โดยวิธี 
PCR โดยใช vvh gene เปนยีนเปาหมาย  
  การเตรียมดีเอนเอตนแบบ (DNA template) สําหรับทดสอบ vvh gene 
ร่ิมตนโดยทําการเลี้ยงเชื้อ V. vulnificus ในอาหาร LB broth+1% NaCl 1 มิลลิลิตร บมที่ 37 ๐C 
เขยา 150 รอบ/นาที เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง จากนั้นนํามาหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ดวยความเร็ว 
8000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที เทสวนใสทิ้ง จากนั้นเติม 0.85% normal saline ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร แลวจึงนําไปตมที่ 100 ๐C เปนเวลา 10 นาที นําออกมาทําใหเย็นทันทีในกลอง
นํ้าแข็ง (ice-bath) หมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที ดีเอนเอตนแบบ
ไดจากการนําสวนใสที่ไดหลังจากการหมุนเหวี่ยง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้ากลั่นปลอด
เชื้อ 90 ไมโครลิตร (ซ่ึงจะไดระดับความเจือจาง 1:10)  
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  นําดีเอนเอตนแบบ มาตรวจหา vvh gene โดยใช primers F-vvh และ 
R-vvh (ตารางที่ 2.1) (Panicker et al., 2004a) ใชเชื้อ V. vulnificus ATCC 27562 เปน 
positive control ใชนํ้ากลั่นปลอดเชื้อเปน negative control สวนผสมของปฏิกิริยา PCR ดังน้ี  
 
สวนผสม ปริมาตร (µl) 
DW 8.9 
10X buffer 2.0 
25 mM MgCl2 1.0 
2.5 mM dNTPs 1.0 
1 µM vvh primers  (forward และ reverse) 6.0 
Taq DNA polymerase 0.1 
DNA template 1.0 
Total 20.0 
 
สภาวะการทํา PCR คือ 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
1.  Hot start 94 5 1 
2.  Denature 94 1  

30 3.  Annealing 57 1 
4.  Extension 72 1 
5.  Final extension 72 7 1 
 
  ตรวจสอบหา ผลผลิต PCR ของ vvh gene ขนาด 205 bp ดวยวิธี 
electrophoresis ใน 1 % agarose gel และ TBE buffer ใชไฟฟากระแสตรง 100 โวลต เปน
ระยะเวลา 30 นาที ในการแยก DNA นําแผนเจลที่ไดไปยอมดวย ethidium bromide 3 นาที แลวลาง 
ethidium bromide สวนเกินออกดวยน้ํากลั่นเปนเวลา 5-10 นาที จากนั้นนําแผน agarose gel 
ไปตรวจหา ผลผลิต PCR ภายใตแสงยูวี โดยเปรียบเทียบกับผลผลิต PCR ของ vvh gene ที่ได
จากเชื้อควบคุม และแถบ DNA มาตรฐาน  
 
 2.4.4 การทดสอบ Biotype  
  นํา V. vulnificus ไดรับการยืนยันดวยวิธี PCR แลว มาทดสอบชนิด biotype 
โดยตรวจสอบการผลิตสาร Indole (Indole test) 



 27

  เลี้ยงเช้ือ V. vulnificus ในอาหาร 1% tryptone + 1 % NaCl บมที่
อุณหภูมิ 37 °C เปนระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง หยด Kovac’s reagent สังเกตวงแหวนที่ดานบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ โดยผลบวกจะเห็นวงแหวนสีแดงดานบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และผลลบจะไมเห็นวง
แหวนสีแดง เชื้อ V. vulnificus biotype 1 ใหผลบวกและ biotype 2 ใหผลลบ (Angelo and 
Kaysner, 2009) 
 
 2.4.5 การศึกษาการดื้อยาปฏิชีวนะ  
  ทดสอบความไวของ V. vulnificus ตอยาปฏิชีวนะ โดยวิธี disc diffusion 
โดยคัดเลือกยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด ตามแนวทางของ Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI, 2009) ซ่ึงเปนยาที่แนะนําใหใชกับเชื้อแบคทีเรีย Enterobacteriaceae และ Vibrionaceae 
ดังน้ี ampicillin (10 µg), eefotaxime (30 µg), gentamicin (10 µg), ceftazidime (30 µg), 
imipenem (10 µg), ciprofloxacin (5 µg), doxycycline (30 µg), chloramphenicol (30 µg), 
carbenicillin (100 µg), erythomycin (15 µg), sulphamethoxazone/trimethoprim (25 µg), 
Tetracycline (30 µg) 
  2.4.5.1 การเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ 
   เพาะเลี้ยงเชื้อ V. vulnificus  254 สายพันธุ แบงเปน 10 สายพันธุ 
จากผูปวย และ 244 สายพันธุ จากสิ่งแวดลอม ในอาหาร Mueller Hinton Broth ปริมาตร 2 ml 
บมที่อุณหภูมิ 35 ๐C เปนระยะเวลา 3-5 ชั่วโมง จนกระทั่งเชื้อมีความขุนเทากับ 0.5 McFarland 
จะไดเชื้อที่มีความเขมขน ประมาณ 1.5 x 108 CFU/ml 
  2.4.5.2 วิธีการทดสอบ 
   ถายเชื้อที่เตรียมไวในขอ 2.4.5.1 โดยใชไมพันสําลีเกลี่ยเชื้อบน
อาหาร Mueller Hinton Agar (MHA) ทิ้งเพ่ือใหผิวหนาแหงเปนระยะเวลา 3-5 นาที วางแผน
ยาปฎิชีวนะ ที่ตองการศึกษาบนผิวหนาอาหาร กดเบาๆ ใหแผนยาติดกับวุน แตละแผนวางหาง
กัน 15-20 mm และหางจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ประมาณ 15 mm นําจานไปบมที่อุณหภูมิ 
35 ๐C เปนระยะเวลา 16-18 ชั่วโมง 
  2.4.5.3 การอานผล  
   สังเกตวงใสรอบแผนยา (clear zone) และวัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของวงใสดวย vernier caliper นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับตารางมาตรฐานใน 
CLSI 2009 ซึ่งแสดงผล 3 ลักษณะ คือ susceptibility (S) เมื่อเชื้อมีความไวตอยาตานจุลชีพ 
intermediate (I) เม่ือยามีความไวปานกลาง และ resistant (R) เม่ือเชื้อด้ือตอยาที่ใชทดสอบ 
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 2.4.6 ศึกษา Virulence-correlated gene (vcg)  
  นําเชื้อที่ผานการยืนยันดวยวิธี PCR โดยอาศัย vvh gene เปนยีนเปาหมาย 
มาทําการศึกษาหา virulence-correlated gene (vcg) โดยใช primer vcg-C และ vcg-E 
(Rosche et al., 2005) 
  ทําการสกัด DNA ดวยวิธี phenol-chloroform extraction (ดัดแปลงจาก
วิธีของ Sambrook et al., 1989) โดยนําเชื้อที่ตองการทดสอบเลี้ยงในอาหาร LB broth + 1 % NaCl 
ปริมาตร 1.5 ml เขยา 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 °C เปนระยะเวลา 6-8 ชม. นําเชื้อไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 9,600 rpm เปนระยะเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้งแลวเติม PBS pH 8.0 นําไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,600 rpm นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง เติม PBS-EDTA (ภาคผนวก ข 
2.3) ปริมาตร 300 µl ผสมใหเขากัน จากนั้นจึงเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข 2.4) ปริมาตร 
150 µl ผสมใหเขากันอีกครั้งโดยการกลับหลอดไปมา (inverted technique) แลววางไวที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที เม่ือครบเวลาเติมสารละลาย phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
(25:24:1; ปริมาตร: ปริมาตร: ปริมาตร) (ภาคผนวก ข 2.5) 450 µl ผสมใหเขากันดวยเครื่อง 
vortex mixer แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 10 นาที ดูดสารละลายสวนใส
ดานบนใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม จากนั้นเติมสารละลาย phenol-chloroform-isoamyl 
alcohol ปริมาตร 450 µl และทําซ้ําในขั้นตอนนี้อีกครั้ง ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge 
หลอดใหม จากนั้นเติม 3 M NaOAc (ภาคผนวก ข 2.6) ปริมาตร 40 µl และ absolute ethanol 
ที่เย็นจัด 1 ml ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมา จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm 
นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70 % ethanol ที่เย็นจัดปริมาตร 1 ml นําไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm นาน 5 นาที เทสวนใสทิ้ง จากนั้นทําใหดีเอ็นเอแหงโดยวาง
หลอดไวที่อุณหภูมิหอง แลวละลายดีเอ็นเอดวยน้ํากลั่น 300 µl ใหเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นจึงเติม 
RNase (ความเขมขน 1 mg/ml) ปริมาตร 3 µl นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 30 นาที เม่ือ
ครบกําหนดเวลา ทําการสกัดดีเอ็นเอซ้ําอีกครั้งดวย phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
ปริมาตร 300 µl ดูดสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม ทําซ้ําขั้นตอนเดิม
จนสิ้นสุดขั้นตอนการลางตะกอนดีเอ็นเอ แลววางทิ้งไวใหดีเอ็นเอแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายดีเอ็นเอ
ดวยสารละลายบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 µl (Tris-HCL EDTA) (ภาคผนวก ข 2.7) ผสมใหเขา
กันดี จากนั้นนํา ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm และ 280 nm เพ่ือหา
ปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ การคํานวณหาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดี
เอ็นเอ สามารถคํานวณปริมาณของดีเอ็นเอโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดีเอ็นเอที่
ความยาวคลื่น 260 nm (Abs260 nm) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน ซ่ึงมีคา Abs260 nm เทากับ 1 
จะมีปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 50 µg/ml และคุณภาพของดีเอ็นเอสามารถตรวจสอบได
โดยการหาอัตราสวนของ Abs260 nm /Abs280 nm ถาไดคาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอ
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บริสุทธิ์ แตถาหากไดคามากกวา 1.85 แสดงวาในระหวางการเตรียมดีเอ็นเอมีการปนเปอนของ
อารเอ็นเอ ถานอยกวา 1.65 แสดงวามีโปรตีนหรือฟนอลปะปนอยู   
  นํา DNA template ที่เตรียมไดในขางตนมาทํา PCR เพ่ือหา vcg ใชไพรเมอร
ตามที่ระบุในตารางที่ 2.1 โดยเตรียมสวนผสมในการทํา PCR ดังน้ี 
 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 
DW 9.75 
10X buffer 2.0 
2.5 mM dNTPs  1.0 
2 µM vcg-C หรือ vcg-E primers  
(forward และ reverse)  

6.0 

Pfu DNA polymerase 0.25 
DNA  1.0 

Total 20.0 
 

สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับ vcg gene ดังน้ี   
ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 

1. Hot start 94 5 1 
2. Denature 94 30 วินาท ี  

30 3. Annealing 50 30 วินาท ี
4. Extension 72 30 วินาท ี
5. Final extension 72 7 1 
  

  เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา PCR ตรวจหาผลผลิต PCR โดยการทํา electrophoresis 
เชนเดียวกับขอ 2.4.3 
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 2.4.7 การศึกษา viuB gene (Siderophore endcoding gene) 
  เพ่ือที่จะการศึกษาหายีนที่เกี่ยวของกับการกอความรุนแรงของโรค คือ 
viuB gene (Panicker et al., 2004b) นําดีเอนเอที่ไดจากการเตรียมในขอ 2.4.6 มาใชเปน DNA 
template โดยใชไพรเมอร ตามที่ระบุใน ตารางที่ 2.1 เตรียมสวนผสมในการทํา PCR และ
สภาวะในการทํา PCR ดังน้ี 
 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 
DW 9.75 
10X buffer 2.0 
2.5 mM dNTPs  1.0 
2 µM viuB primers  (forward และ reverse) 6.0 
Pfu DNA polymerase 0.25 
DNA  1.0 

Total 20.0 
 

สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับ viuB gene 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
1.  Hot start 94 5 1 
2.  Denature 94 30 วินาท ี  

30 3.  Annealing 50 30 วินาท ี
4.  Extension 72 30 วินาท ี
5.  Final extension 72 7 1 
  เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา PCR ตรวจหาผลผลิต PCR โดยการทํา electrophoresis 
เชน เดียวกับขอ 2.4.3 
 
 2.4.8 การศึกษาความจําเพาะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ที่แยก
ไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอมโดยวิธี Arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-
PCR) (ดัดแปลงจากวิธีของ William et al., 1990)   
  นําเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยกไดจากผูปวยและหอยนางรม และเชื้อ 
V. vulnificus biotype 2 ซ่ึงผานการตรวจสอบ vcg และ viuB genes แลว (ตารางที่ 2.2 ตารางที่ 2.3 
และตารางที่ 2.4) มาตรวจสอบความจําเพาะทางอณูชีววิทยา โดยวิธี AP-PCR   
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ตารางที ่2.2 เชื้อ Vibrio vulnificus Biotype 1 จากสิ่งแวดลอมซ่ึงนํามาทดสอบ AP-PCR 
Isolate รหัส  แหลงที่มา จังหวัด 

1 V. vulnificus PSUOO1 หอยนางรม 1 สุราษฎรธาน ี
2 V. vulnificus PSUOO3 หอยนางรม 2 สุราษฎรธาน ี
3 V. vulnificus PSUO33 หอยนางรม 5 สุราษฎรธาน ี
4 V. vulnificus PSUO34 หอยนางรม 6 สุราษฎรธาน ี
5 V. vulnificus PSUO35 หอยนางรม 7 สุราษฎรธาน ี
6 V. vulnificus PSUO38 หอยนางรม 8 สุราษฎรธาน ี
7 V. vulnificus PSUO41 หอยนางรม 9 สุราษฎรธาน ี
8 V. vulnificus PSUO43 หอยนางรม 11 สุราษฎรธาน ี
9 V. vulnificus PSUO46 หอยนางรม 12 สุราษฎรธาน ี
10 V. vulnificus PSUO70 หอยนางรม 13 สุราษฎรธาน ี
11 V. vulnificus PSUO72 หอยนางรม 14 สุราษฎรธาน ี
12 V. vulnificus PSUO77 หอยนางรม 17 สุราษฎรธาน ี
13 V. vulnificus PSUO80 หอยนางรม18 สุราษฎรธาน ี
14 V. vulnificus PSUO81 หอยนางรม 19 สุราษฎรธาน ี
15 V. vulnificus PSUO82 หอยนางรม 20 สุราษฎรธาน ี
16 V. vulnificus PSU104 หอยนางรม 21 สุราษฎรธาน ี
17 V. vulnificus PSU106 หอยนางรม 22 สุราษฎรธาน ี
18 V. vulnificus PSU109 หอยนางรม 23 สุราษฎรธาน ี
18 V. vulnificus PSU111 หอยนางรม 24 สุราษฎรธาน ี
20 V. vulnificus PSU125 หอยนางรม 25 สุราษฎรธาน ี
21 V. vulnificus PSU128 หอยนางรม 26 สุราษฎรธาน ี
22 V. vulnificus PSU129 หอยนางรม 27 สุราษฎรธาน ี
23 V. vulnificus PSU131 หอยนางรม 28 สุราษฎรธาน ี
24 V. vulnificus PSU156 หอยนางรม 30 สุราษฎรธาน ี
25 V. vulnificus PSU158 หอยนางรม 31 สุราษฎรธาน ี
26 V. vulnificus PSU165 หอยนางรม 33 สุราษฎรธาน ี
27 V. vulnificus PSU166 หอยนางรม 34 สุราษฎรธาน ี
28 V. vulnificus PSU182 หอยนางรม 37 สุราษฎรธาน ี
29 V. vulnificus PSU184 หอยนางรม 39 สุราษฎรธาน ี
30 V. vulnificus PSU208 หอยนางรม 41 สุราษฎรธาน ี
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ตารางที ่ 2.2  (ตอ) 
 

Isolate รหัส แหลงที่มา จังหวัด 
31 V. vulnificus PSU209 หอยนางรม 42 สุราษฎรธาน ี
32 V. vulnificus PSU211 หอยนางรม 43 สุราษฎรธาน ี
33 V. vulnificus PSU213 หอยนางรม44 สุราษฎรธาน ี
34 V. vulnificus PSU235 หอยนางรม 46 สุราษฎรธาน ี
35 V. vulnificus PSU237 หอยนางรม 47 สุราษฎรธาน ี

 
ตารางที่ 2.3 เชื้อ Vibrio vulnificus Biotype 1 จากผูปวยซึ่งนํามาทดสอบ AP-PCR 
 

ลําดับ รหัส แหลงที่มา หนวยงาน 
1 DMST 31751 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
2 DMST 31752 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
3 DMST 31753 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
4 DMST 32989 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
5 DMST 32990 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
6 DMST 32991 เลือด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
7 V. vulnificus PSU251 เลือด โรงพยาบาลหาดใหญ 
8 V. vulnificus PSU252 เลือด โรงพยาบาลหาดใหญ 
9 V. vulnificus PSU253 เลือด โรงพยาบาลหาดใหญ 
10 V. vulnificus PSU258 อุจจาระ โรงพยาบาลหาดใหญ 

 
ตารางที่ 2.4  เชื้อ Vibrio vulnificus biotype 2 จากสิ่งแวดลอมซ่ึงนํามาทดสอบ AP-PCR 

Isolate รหัส แหลงที่มา จังหวัด 
1 V. vulnificus PSU025 หอยนางรม 42 สุราษฎรธาน ี
2 V. vulnificus PSU039 ดิน 5 สุราษฎรธาน ี

 
 เตรียมเชื้อ V. vulnificus และสกัด DNA ดวยวิธี phenol-chloroform ดังกลาว 
มาแลวขางตน (2.4.6) หาปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ โดยวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 260 nm และ 280 nm เจือจาง DNA ดวยน้ํากลั่นใหไดความเขมขน 10 ng/µl 
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เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทํา AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-PSE420 ไพรเมอร 2 และ
ไพรเมอร 4 (ตารางที่ 2.1) มีสวนผสมของปฏิกิริยา PCR สําหรับ AP-PCR มีดังน้ี 
 

สวนผสม ปริมาตร (µl) 
 นํ้ากลั่นที่ปลอดนิวคลีเอส 15.0 
 10x Ex Taq buffer 3.0 
 2.5 mM dNTPs 4.0 
 5 mM primer R-PSE420 หรือ   
  primer 2 หรือ primer 4 

5.0 

 Ex Taq DNA polymerase 0.5 
 DNA 2.5 

Total 30.0 
 
สภาวะการทําปฏิกิริยา PCR สําหรับ AP-PCR คือ 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
1. Hot start 95 4 1 
2. Denature 95 1  

45 3. Annealing 36 1 
4. Extension 72 1 
5. Final extension 72 7 1 
หมายเหตุ : ในแตละขั้นตอนของปฏิกิริยาจะมี slope time 5 นาที 
  
 เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา PCR ตรวจหาผลผลิต PCR ดวยวิธี electrophoresis 
ใน 1.5 % agarose gel และ 1x TBE โดยผสมผลผลิต PCR 15 µl กับ loading dye 2 µl หยอด
ใสแผนเจล แลวจึงเปดเครื่องกําเนิดไฟฟาโดยใชกระแสไฟฟา 2 ระดับ คือ 100 โวลต นาน 5-7 นาที 
จากนั้นปรับเปน 15 mA ประมาณ 12-15 ชม. เม่ือสิ้นสุดการทํา electrophoresis นําเจลไปยอม
ดวย ethidium bromide แลวดูลักษณะการเกิดแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
 

3.1  ผลการแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางผูปวยและสิ่งแวดลอม 
 
 3.1.1 ผลการแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางผูปวย 
  เชื้อ V. vulnificus แยกไดจากผูปวย โดยโรงพยาบาลหาดใหญ 4 ไอโซเลท 
และไดรับความอนุเคราะห จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 6 ไอโซเลท รวม 10 ไอโซเลท 
นํามาทดสอบอีกครั้งบนอาหาร CHROMagar™ Vibrio เลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีฟา-เขียว มา
ยืนยันวาเปน V. vulnificus ดวยการทํา PCR เพ่ือหา vvh gene พบวาเชื้อทั้ง 10 ไอโซเลท มี 
vvh gene ดังน้ันจึงยืนยันวาทั้ง 10 ไอโซเลท เปน V. vulnificus 
 
 3.1.2 ผลการแยกเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางสิ่งแวดลอม 
    เก็บตัวอยาง  กุง ปู ปลา จากตลาดสดคลองเรียน ตลาดสดพลาซา 
ตลาดสดกิมหยง ตัวอยางหอยนางรม ดิน และน้ําทะเล จากฟารมหอยนางรม อ.กาญจนดิษฐ     
จ.สุราษฎรธานี รวมทั้งหมด 288 ตัวอยาง นํามาตรวจหา V. vulnificus โดยวิธีเพาะเช้ือ และ
คัดเลือก V. vulnificus บนอาหาร CHROMagar™ Vibrio (รูปที่ 3.1) และยืนยันวาเปน V. vulnificus 
ดวยวิธี PCR โดยใช vvh gene เปนยีนเปาหมาย ซ่ึงจะไดผลผลิต PCR ขนาด 205 bp (รูปที่ 3.2)   

 

 

รูปที่ 3.1 ลักษณะโคโลนีของ V. vulnificus บนอาหาร CHROMagar™ Vibrio มีโคโลนี
 ลักษณะ สีฟา-เขียว 
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รูปที่ 3.2 ผลผลติ PCR vvh gene ของเชื้อ V. vulnificus  
  ชองที่ 1      100 bp DNA ladder 
  ชองที่ 2–6   เชื้อที่แยกไดจากตัวอยางอาหารทะเล 
  ชองที่ 7       V. vulnificus ATCC 27562 
  ชองที่ 8      นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ 

 
 ผลการตรวจแยกเชื้อพบเชื้อ V. vulnificus จากสิ่งแวดลอม ทั้งหมด 141 
ตัวอยาง (48.9 %) (ตารางที่ 3.2) โดยในตัวอยางกุงพบเชื้อ 64.6 % (31/48) ปู 31.3 % (15/48) 
ปลา 29.2 % (14/48) หอยนางรม 77.1 % (37/48) นํ้าทะเล 31.3 % (15/48) และดินตะกอนทะเล 
60.4 % (29/48)  
 
ตารางที่ 3.1 แสดงจํานวนตัวอยางทีต่รวจพบเชื้อ Vibrio vulnificus แยกตามชนิดตัวอยาง   
 

ชนิดตวัอยาง จํานวนตวัอยาง จํานวนตวัอยางที่พบ     
V. vulnificus 

จํานวน  
isolates 

กุง 48 31  53 
ปู 48 15 25 
ปลา 48 14 25 

หอยนางรม 48 37 64 
นํ้าทะเล 48 15 26 

ดินตะกอนทะเล 48 29 51 
รวม 288 141 (48.9%) 244 
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 เม่ือพิจารณาจากจํานวนตัวอยางที่มีการปนเปอนดวยเชื้อ V. vulnificus 
ทั้งหมด 141 ตัวอยาง พบวามีการปนเปอนเชื้อ V. vulnificus ในหอยนางรมมากที่สุด 26.2 % (37/144) 
รองลงมา คือ กุง 21.9 % (31/141) ดินตะกอน 20.5 % (29/141) นํ้าทะเล 10.6 % (15/141) ปู 
10.6 % (14/141) และพบการปนเปอนของเชื้อ V. vulnificus ในปลานอยที่สุด คือ 9.9 % 
(14/141) (รูปที่ 3.3)  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  จากการวิเคราะหการปนเปอนของเชื้อ V. vulnificus ในตัวอยาง 
อาหารทะเล ดินตะกอนทะเล และน้ําทะเล ในแตละเดือน เปนระยะเวลา 1 ป ตั้งแต กันยายน 
2552 จนถึงสิงหาคม 2553 แสดงใหเห็นวาสามารถพบการปนเปอนของ V. vulnificus ในตัวอยาง
อาหารทะเล ดินตะกอนทะเล และน้ําทะเลไดทั้งป (ตารางที่ 3.4) โดยพบการปนเปอนของเชื้อ  
V. vulnificus ในตัวอยางมากที่สุดในเดือนมีนาคม 87.5 % (21/24) รองลงมาเปนกุมภาพันธ 66.7 % 
(16/24) ตามลําดับ พบการปนเปอนของเชื้อนอยที่สุด ในเดือนเมษายน 25 % (6/24) โดยทั้งใน
เดือนมีนาคมและกุมภาพันธ พบการปนเปอนในหอยมากที่สุด 16.7 % (4/24) และในเดือนเมษายน 
พบการปนเปอนในหอย 8.3 % (2/24)  
 
 
 

รูปที่ 3.3 แผนภูมิแสดงสัดสวนการพบเชื้อ V. vulnificus ตามชนิดของตัวอยาง   
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ตารางที่ 3.2 จํานวนตัวอยางที่ปนเปอนดวยเชื้อ Vibrio vulnificus ในแตละเดือน ตั้งแตเดือน
 กันยายน 2552 ถึงเดือนสิงหาคม 2553  

 
 จากการวิเคราะหปจจัยความเค็มของน้ํา และอุณหภูมิของน้ําทะเล ตอการปนเปอน
ของเชื้อ V. vulnificus ในหอยนางรม ดินตะกอนทะเล และน้ําทะเล ในเดือนมีนาคม ซ่ึงมีการปนเปอน
ในตัวอยางมากที่สุด อุณหภูมิของน้ําทะเลในฟารมหอย เทากับ 26 ๐C และนํ้าทะเลมีความเค็ม 
31 ppt (รูปที่ 3.4) พบการปนเปอนของเชื้อต่ําสุดในเดือนเมษายน โดยที่ในเดือนน้ีนํ้าทะเลใน
ฟารมมีอุณหภูมิ 37 ๐C และความเค็ม 30 ppt ตามลําดับ (รูปที่ 3.4) 

 
 
 
 
 
 
 

จํานวนตัวอยาง 
ท่ีพบ V. vulnificus 

กุง 
(n=4) 

ปู 
(n=4) 

ปลา 
(n=4) 

หอย 
(n=4) 

นํ้าทะเล 
(n=4) 

ดิน
ตะกอน 
(n=4) 

รวม 
(n=24) 

ก.ย – 52 3 3 0 4 0 3 13 
ต.ค – 52 3 0 1 4 1 3 12 
พ.ย – 52 2 3 1 3 0 1 10 
ธ.ค – 52 1 2 0 2 0 2 7 
ม.ค – 53 4 0 0 4 0 2 10 
ก.พ – 53 4 0 4 4 0 4 16 
มี.ค – 53 4 3 3 4 4 3 21 
เม.ย – 53 2 1 0 2 0 1 6 
พ.ค – 53 3 0 0 2 0 4 9 
มิ.ย – 53 2 0 2 2 4 3 13 
ก.ค – 53 1 1 1 4 4 2 13 
ส.ค – 53 2 2 2 2 2 1 11 

รวม 
(%) 

31/48 
(64.6) 

15/48 
(31.3) 

14/48 
(29.2) 

37/48 
(77.3) 

15/48 
(31.3) 

29/48 
(60.4) 

141/ 288 
(49.0) 
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รูปที่ 3.4 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางอุณหภูมิ ความเค็มของน้ําทะเลและการพบเชื้อ  
 V. vulnificus ในตัวอยางหอย นํ้าทะเล และดินตะกอน จากฟารมหอยนางรม จังหวัด 
 สุราษฎรธานี ตั้งแตเดือนกันยายน 2552 ถึงเดือนสิงหาคม 2553  
 
3.2  ผลการทดสอบไบโอไทป (biotype) 
 
 นําเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย 10 ไอโซเลท และจากสิ่งแวดลอม 244 
ไอโซเลท รวมทั้งหมด จํานวน 254 ไอโซเลท มาทดสอบไบโอไทป ดวยวิธีทางชีวเคมี โดยใช
การพิจารณาจากความสามารถในการผลิตสาร Indole ของเชื้อหลังจากเลี้ยงเชื้อ ใน 1 % tryptone 
+ 1 % NaCl บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง เชื้อ V. vulnificus biotype 1 จะให
ผลบวกสวน biotype 2 ใหผลลบ (Angelo et al., 2009) และใช V. vulnificus ATCC 27562 เปน
สายพันธุควบคุมผลบวก พบวาเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวยทั้ง 10 ไอโซเลท เปน V. vulnificus 
biotype 1 และ V. vulnificus จากสิ่งแวดลอม 244 ไอโซเลท มี 242 ไอโซเลท (99.2 %) เปน 
biotype 1 และ มี 2 ไอโซเลท (0.8 %) ที่แยกไดจากหอย และดินจากฟารมหอยนางรม จังหวัดสุราษฎร
ธานี ในเดือนตุลาคมและพฤศจิกายน 2553 เปน biotype 2 (ตารางที่ 3.3) 
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ตารางที่  3.3  แสดงไบโอไทปของเชื้อ Vibrio vulnificus ที่แยกจากผูปวย และสิ่งแวดลอม 
 

แหลงที่มาของ V. vulnificus 
Biotype 

1 2 
1. V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย (n=10) 10 0 
  โรงพยาบาลหาดใหญ 4 0 
  กรมวิทยาศาสตรการแพทย 6 0 
2. V. vulnificus ที่แยกจากสิ่งแวดลอม (n=244) 242 2 

กุง 53 0 
ปู 25 0 
ปลา 25 0 
หอย 63 1 

นํ้าทะเล 26 0 
ดินตะกอนทะเล 50 1 

 

3.3 ผลการตรวจสอบ vcg และ viuB gene ของ V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม
 และจากผูปวย  
 

 พบวา V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยทั้ง 10 ไอโซเลท มี viuB gene สวน  
V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 244 ไอโซเลท มี viuB gene 231 ไอโซเลท (95 %) (รูปที่ 3.5) 
และสามารถพบ viuB gene ในเชื้อ biotype 2 ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมทั้ง 2 ไอโซเลท (ตารางที่ 3.4) 

 
 

รูปที่ 3.5 ผลผลิต PCR viuB gene ของเชื้อ V. vulnificus  
 ชองที่ 1 DNA ladder (100 bp)  
 ชองที่ 2 –10 เชื้อจากตัวอยางสิ่งแวดลอม ใหผลบวก viuB gene  
 ชองที่ 11  V. vulnificus ATCC 27562 ผลบวก viuB gene. 
 ชองที่ 12 นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ  
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 ในการวิเคราะหชนิดของ vcg ในเชื้อ V. vulnificus โดยวิธี PCR จะอาศัย primer 
2 ชุด ชุดแรกตรวจหา vcg–C gene clinical type (C-type) ซ่ึงจะใหผลผลติ PCR ที่มีขนาด 278 bp 
(รูปที่ 3.6) และ primer ชุดที่ 2 ตรวจหา vcg–E gene environmental type (E-type) ซ่ึงจะให
ผลผลติ PCR ที่มีขนาด 278 bp (รูปที่ 3.7) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา V. vulnificus ที่แยก
ไดจากผูปวยทั้ง 10 ไอโซเลท และที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 244 ไอโซเลท (100 %) เปน C-type 
(ตารางที่ 3.4)  

 
รูปที่ 3.6 ผลผลิต PCR vcg-C ของเชื้อ V. vulnificus ขนาด 278 bp  
 ชองที่ 1 DNA ladder (100 bp)  
 ชองที่ 2–12 เชื้อจากตัวอยางสิ่งแวดลอม ใหผลบวก vcg-C  
 ชองที่ 13 V. vulnificus DMST 31751 ผลบวก vcg-C  
 ชองที่ 14 นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ  

 
รูปที่ 3.7 ผลผลิต PCR vcg-E ของเชื้อ V. vulnificus ขนาด 278 bp  
 ชองที่ 1 DNA ladder  (100 bp)  
 ชองที่ 2–3 เชื้อจากตัวอยางสิ่งแวดลอม ใหผลลบ vcg-E  
 ชองที่ 4  V. vulnificus ATCC 27562 ใหผลบวก vcg-E  
 ชองที่ 5 นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ  
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ตารางที่ 3.4 ผลการศึกษาลักษณะจําเพาะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ Vibrio vulnificus ที่ไดจาก
 ผูปวยและจากสิ่งแวดลอม   
 

ชนิดของ 
V. vulnificus ที่แยกได 
จากผูปวย (isolates) 

V. vulnificus ที่แยกได 
จากสิ่งแวดลอม (isolates) 

vcg-C vcg-E  viuB+ vcg-C vcg-E  viuB+ 
Biotype 1 10 0 10 242 0 229  
Biotype 2  0 0  0    2 0    2 

Total 
10  

(100 %) 
0 10 

(100 %) 
244 

(100 %) 
0 231 

(95 %) 
 
3.4  ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus ตอยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด 
 
 ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus จํานวน 244 สายพันธุ ที่แยกไดจาก
สิ่งแวดลอมในระหวางป 2552-2553 ทุกสายพันธุใหผลไวตอยาหลักที่ใชในการรักษาการติดเชื้อ 
คือ doxycycline, cefotaxime, ceftazidime, imipenem, ciprofloxacin, sulphamethoxazone/ 
trimethoprim และ tetracycline V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมใหผลด้ือตอ carbenicillin 
สูงที่สุด และด้ือตอยา ampicillin, gentamicin และerythomycin ลดลงมาตามลําดับ วิเคราะหความไว
ของเชื้อตอยาปฏิชีวนะที่ไดกลาวไปในเบื้องตน พบวามีรูปแบบของการดื้อยาในเชื้อ V. vulnificus 
ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม ทั้งหมด 6 รูปแบบ คือ แบบที่ 1 ไวตอยาที่ทดสอบทุกชนิด (0.8 %) 
แบบที่ 2 ด้ือตอ carbenicillin (17.6 %) แบบที่ 3 ด้ือตอ ampicillin (9.8 %) แบบที่ 4 ด้ือตอ 
erythomycin (0.8 %) แบบที่ 5 gentamicin (2.9 %) แบบที่ 6 ด้ือตอ carbenicillin และ ampicillin 
(4.5 %) และแบบที่ 7 ด้ือตอ carbenicillin ampicillin และ gentamicin (0.8%) (ตารางที่ 3.5) 
 ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย จํานวน 10 สายพันธุ
ตอยาตานจุลชีพ 12 ชนิด พบวาทุกสายพันธุใหผลไวตอยาตานจุลชีพทั้ง 12 ชนิด แตมีบางสายพันธุ
ใหผลไวปานกลางตอ carbenicillin (50 %) และ erythomycin (30 %)  
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ตารางที่ 3.5 แสดงแบบแผนการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ Vibrio vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 
 

 

3.5 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม
 โดยใชวิธี Arbitrarily-primed-polymerase chain reaction (AP-PCR) (ดัดแปลงจาก
 วิธีของ (Welsh and Mcclelland, 1990)  

 
 การศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus ทําในเชื้อ V. vulnificus 2 กลุม 
คือ กลุมที่ 1 เชื้อ V. vulnificus 11 ไอโซเลท ซ่ึงแยกไดจากผูปวย จํานวน 10 ไอโซเลท และ V. vulnificus 
ATCC 27562 1 ไอโซเลท และกลุมที่ 2 เชื้อ V. vulnificus 37 ไอโซเลท ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม
ซ่ึง ในแตละเดือนรวมทั้งสิ้น 12 เดือน การศึกษาลายพิมพดีเอนเอทําโดยเทคนิค AP-PCR ใช
ไพรเมอร R-PSE420, ไพรเมอร 2 และไพรเมอร 4 
 
 3.5.1 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย 
  ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus กลุมที่ 1 คือ เชื้อ 
V. vulnificus ซ่ึงแยกไดจากผูปวย จํานวน 10 ไอโซเลท และ V. vulnificus ATCC 27562 1 ไอโซเลท 
รวมทั้งสิ้น 11 ไอโซเลท ดวยไพรเมอร R-PSE420 ซ่ึงมีขนาด 18 เบส แสดงใหเห็นวา ทั้ง 11 ไอโซเลท 
ใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 3-6 ชิ้น ชิ้นดีเอนเอที่ไดมีขนาด 100-1500 คูเบส และในทั้ง 11 ไอโซเลท
จะพบชิ้นดีเอนเอขนาด 400 และ 900 คูเบส (รูปที่ 3.8 -ก) เม่ือใชไพรเมอร 2 ซ่ึงมีขนาด 10 เบส 
มาศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อทั้ง 11 ไอโซเลท พบวาแตละไอโซเลทใหแบบแผนลายพิมพ 
ดีเอนเอที่แตกตางกัน โดยใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 2–8 ชิ้น ขนาด 300–9,000 คูเบส และพบ 
ดีเอนเอขนาด 800 คูเบส ในเชื้อ V. vulnificus จํานวน 10 ไอโซเลท (91%) (รูปที่ 3.8-ข) จากการใช 

รูปแบบ แบบแผนการดื้อยาตานจุลชีพ จํานวน (%) 
1 susceptibility to all antibiotics  2 (0.8) 
2 carbenicillin  43 (17.6) 
3 ampicillin   24 (9.8) 
4 erythomycin   2 (0.8) 
5 gentamicin   7 (2.9) 
6 carbenicillin, ampicillin   11 (4.5) 
7 gentamicin, carbenicillin, ampicillin   2 (0.8) 
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primer 2 ในการศึกษาลายพิมพดีเอนเอ พบวาไมมีไอโซเลทใด ที่ใหลายพิมพดีเอนเอเหมือนกัน 
แสดงใหเห็นถึงความหลากหลายของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3.5.2 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากสิ่งแวดลอม 
 

Lane M : MW marker (λ HindIII +100 bp DNA  ladder) 
Lane 1  : V. vulnificus DMST 31751 Lane V. vulnificus PSU258 
Lane 2  : V. vulnificus DMST 31752 Lane V. vulnificus PSU251 
Lane 3  : V. vulnificus DMST 31753 Lane V. vulnificus PSU252 
Lane 4  : V.  vulnificus DMST 32989 Lane V. vulnificus PSU253 
Lane 5  : V. vulnificus DMST 32990 Lane V. vulnificus  ATCC 27562 
Lane 6  : V. vulnificus DMST 32991   

รูปที่ 3.8 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus แยกไดจากผูปวย
 โดยใช ไพรเมอร R-PSE420 (ก) และไพรเมอร 2 (ข) 

ก ข 
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 3.5.2   ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจาก
สิ่งแวดลอม 
  3.5.2.1 ผลการศกึษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 1 
ที่แยกไดจากหอยนางรม  
   การศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยก 
ไดจากหอยนางรม จํานวน 35 ไอโซเลท และดวยเทคนิค AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-PSE420 
พบชิ้นดีเอนเอขนาด 900 คูเบส ใน 34 ไอโซเลท (97 %) และพบชิ้นดีเอนเอขนาด 400 คูเบส 
ใน 32 ไอโซเลท (91 %) มีเพียง 1 ไอโซเลท คือ V. vulnificus PSU209 (รูปที่ 3.9 lane 31) ที่
ไมพบชิ้นดีเอนเอทั้งขนาด 400 และ 900 คูเบส จากผลลายพิมพดีเอนเอ แสดงใหเห็นวา มี
รูปแบบลายพิมพดีเอนเอ จํานวน 32 รูปแบบ โดยแตละรูปแบบใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 3–8 ชิ้น 
ที่มีขนาด 100–9000 คูเบส โดยพบวามี 5 ไอโซเลท ที่มีลายพิมพดีเอนเอคลายคลึงกัน และ
สามารถจัดรูปแบบไดเปน 2 กลุมยอย รูปแบบยอยที่ 1 ประกอบดวย V. vulnificus PSU080, 
PSU081, PSU082 (รูปที่ 3.9 lane 13, 14, 15) และรูปแบบยอยที่ 2 ประกอบดวย V. vulnificus  
PSU235, PSU237 (รูปที่ 3.9 lane 34 และ 35) 
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Lane M: MW  marker (λ HindIII + 100 bp DNA  ladder) 
Lane 1: V. vulnificus PSU001 Lane 14: V. vulnificus PSU081 Lane 27: V. vulnificus PSU166 
Lane 2: V. vulnificus PSU003 Lane 15: V. vulnificus PSU082 Lane 28: V. vulnificus PSU182 
Lane 3: V. vulnificus PSU033 Lane 16: V. vulnificus PSU104 Lane 29: V. vulnificus PSU184 
Lane 4: V. vulnificus PSU034 Lane 17: V. vulnificus PSU106 Lane 30: V. vulnificus PSU208 
Lane 5: V. vulnificus PSU035 Lane 18: V. vulnificus PSU109 Lane 31: V. vulnificus PSU209 
Lane 6 : V. vulnificus PSU038 Lane 19: V. vulnificus PSU111 Lane 32: V. vulnificus PSU210 
Lane 7: V. vulnificus PSU041 Lane 20: V. vulnificus PSU125 Lane 33: V. vulnificus PSU213 
Lane 8: V. vulnificus PSU043 Lane 21: V. vulnificus PSU128 Lane 34: V. vulnificus PSU235 
Lane 9: V. vulnificus PSU046 Lane 22: V. vulnificus PSU129 Lane 35: V. vulnificus PSU237 
Lane 10: V. vulnificus PSU070 Lane 23: V. vulnificus PSU131   
Lane 11: V. vulnificus PSU072 Lane 24: V. vulnificus PSU156   
Lane 12: V. vulnificus PSU077 Lane 25: V. vulnificus PSU158   
Lane 13: V. vulnificus PSU080 Lane 26: V. vulnificus PSU165   
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รูปที่ 3.9 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus Biotype 1 ที่แยกจากหอยนางรม
 ในจังหวัดสุราษฎรธานี โดยใช ไพรเมอร R-PSE420  
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   เพ่ือตรวจสอบวาเชื้อ V. vulnificus  ที่ใหรูปแบบยอยที่ 1 เปนเชื้อ 
สายพันธุเดียวกัน จึงตรวจสอบลายพิมพดีเอนเอของเช้ือในรูปแบบยอยที่ 1 (V. vulnificus PSU080, 
V. vulnificus PSU081 และ V. vulnificus PSU082) โดย ไพรเมอร 2 ดวยวิธี AP PCR (รูปที่ 
3.10-ก lane 1, 2 และ 3) พบวาสายพันธุ PSU082 มีลายพิมพดีเอนเอที่แตกตางไป สวนสายพันธุ 
PSU080 และ PSU081 มีลายพิมพดีเอนเอที่คลายคลึงกัน ดังน้ันจึงใชไพรเมอร 4 มาทดสอบหา
ลายพิมพดีเอนเอของสายพันธุ PSU080 และ PSU081 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา สายพันธุ 
PSU080 และ PSU081 เปนคนละสายพันธุกัน เน่ืองจากใหรูปแบบดีเอนเอที่แตกตางกัน (รูปที่
3.10-ข lanes 1 และ 2)  
   เพ่ือตรวจสอบวาเชื้อ V. vulnificus ที่ใหรูปแบบยอยที่ 2 เปนเชื้อ 
สายพันธุเดียวกัน จึงตรวจสอบลายพิมพดีเอนเอของเชื้อในรูปแบบยอยที่ 2 (V. vulnificus PSU235 
และ V. vulnificus PSU237) โดย primer 2 ดวยวิธี AP PCR พบวาสายพันธุ PSU235 มีลายพิมพ 
ดีเอนเอที่แตกตางจาก สายพันธุ PSU237 แสดงใหเห็นวา สายพันธุ PSU235 และ PSU237 
เปนคนละสายพันธุกัน เน่ืองจากใหรูปแบบดีเอนเอที่แตกตางกัน (รูปที่ 3.11-ก lanes 4 และ 5)  
 
  3.5.2.2 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 2 
ที่แยกไดจาก หอยนางรม และดินตะกอน    
   การศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 2 ที่
แยกไดจากหอยนางรม จํานวน 2 ไอโซเลท (V. vulnificus PSU025 และ V. vulnificus PSU039) 
ดวยเทคนิค AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-PSE420 พบวาทั้ง 2 สายพันธุ ใหรูปแบบลายพิมพดีเอนเอ
ที่แตกตางกัน แสดงวาสายพันธุ PSU025 และ PSU039 เปนคนละสายพันธุ ทั้งสองสายพันธุให
ชิ้นดีเอนเอ จํานวน 2 – 3 ชิ้น มี ขนาด 200 – 900 คูเบส (รูปที่ 3.12-ก) และเม่ือตรวจสอบลายพิมพ
ดีเอนเอของทั้งสองสายพันธุดวยไพรเมอร 2 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา PSU025 และ PSU039 
เปนคนละสายพันธุ เน่ืองจากรูปแบบลายพิมพดีเอนเอของทั้งสองสายพันธุแตกตางกัน โดยแต
ละสายพันธุใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 7–18 ชิ้น ที่มีขนาด 100–6500 คูเบส (รูปที่ 3.12-ข) 
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Lane M:    MW  marker (λ HindIII +100 bp DNA ladder) 
Lane 1 : V. vulnificus PSU080 Lane 4 : V. vulnificus PSU235 
Lane 2 : V. vulnificus PSU081 Lane 5 : V. vulnificus PSU237 
Lane 3 : V. vulnificus PSU082   

Lane M : MW marker (λ HindIII +100 bp DNA  ladder) 
Lane 1  : V. vulnificus PSU080 Lane 2 : V. vulnificus PSU081 

รูปที่ 3.10-ข  AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus Biotype 1          
   ที่แยกจากหอยนางรม ในจังหวัดสุราษฎรธานี โดยใชไพรเมอร 4 

รูปที่ 3.10-ก  AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus Biotype 1ที่แยก
 จากหอยนางรม ในจังหวัดสุราษฎรธานี โดยใชไพรเมอร 2 
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  3.5.2.2 ผลการศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 2 
ที่แยกไดจากหอยนางรม และดินตะกอน  
   การศึกษาลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus  biotype 2 ที่
แยกไดจากหอยนางรม จํานวน 2 ไอโซเลท (V. vulnificus PSU025 และ V. vulnificus PSU039) 
ดวยเทคนิค AP-PCR โดยใชไพรเมอร R-PSE420 พบวาทั้ง 2 สายพันธุใหรูปแบบลายพิมพดีเอนเอ
ที่แตกตางกัน แสดงวาสายพันธุ PSU025 และ PSU039 เปนคนละสายพันธุ ทั้งสองสายพันธุให
ชิ้นดีเอนเอ จํานวน 2 – 3 ชิ้น มีขนาด 200 – 900 คูเบส (รูปที่ 3.11-ก) และเม่ือตรวจสอบลาย
พิมพดีเอนเอของทั้งสองสายพันธุดวยไพรเมอร 2 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา PSU025 และ 
PSU039 เปนคนละสายพันธุ เน่ืองจากรูปแบบลายพิมพดีเอนเอของทั้งสองสายพันธุแตกตางกัน 
โดยแตละสายพันธุใหชิ้นดีเอนเอ จํานวน 7–18 ชิ้น ที่มีขนาด 100–6500 คูเบส (รูปที่ 3.11-ข) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 Lane M : MW  marker (λ HindIII +100 bp DNA ladder) 
Lane 1  : V. vulnificus PSU025 Lane 2 : V. vulnificus PSU039 

ก ข 
รูปที่ 3.11 AP-PCR แสดงลายพิมพดีเอนเอของเชื้อ V. vulnificus biotype 2 ที่แยกจาก
 หอยนางรมและดินตะกอนทะเล ในจังหวัดสุราษฎรธานีดวย ไพรเมอร R-PSE420 
 (รูปที่ 3.11-ก) และ ไพรเมอร 2 รูปที่ (3.11-ข) 
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บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
 

 Vibrio vulnificus เปนเชื้อที่กอใหเกิด foodborne disease ที่มีอัตราการตายสูง
ที่สุด ในกลุม foodborne disease ของสหรัฐอเมริกา (Todd, 1989) เน่ืองจากผูติดเชื้อบางรายมี
โรคประจําตัวที่สําคัญ อยางโรคตับ โรคเบาหวาน ทําใหมีภูมิตานทานต่ํา เม่ือติดเชื้อมักมีอาการ
รุนแรง และเสียชีวิตจากภาวะโลหิตเปนพิษ (septicemia) V. vulnificus เปนแบคทีเรียในกลุม 
halophile สามารถแยกเชื้อ V. vulnificus ไดจากสิ่งแวดลอม อาทิ เชน นํ้าทะเล ตะกอนใตทะเล 
และแพลงตอนสัตว สัตวนํ้าหลายชนิด กุง ปู ปลา และ โดยเฉพาะหอย ซ่ึงพบวาหอยนางรมเปน
แหลงกักเก็บเชื้อ (Hlady, W. G. et al., 1996; Chan et al., 1989; Panicker et al., 2004a; Muench, 
1989; Johnston et al., 1985) การศึกษาครั้งนี้ตรวจหาการปนเปอนของเชื้อ V. vulnificus  
ในตัวอยางอาหารทะเล กุง ปู และปลา ที่จําหนายในตลาดสด จังหวัดสงขลา และสิ่งแวดลอมทางทะเล 
ไดแก นํ้าทะเล ดินตะกอนทะเล และหอยนางรม ซ่ึงเก็บจากฟารมเลี้ยงหอยนางรม ในอําเภอกาญจนดิษฐ 
จังหวัดสุราษฎรธานี ตั้งแตสิงหาคม 2552 ถึงกันยายน 2553 จํานวน 288 ตัวอยาง นํามาตรวจสอบ
โดยวิธีการเพาะแยกและคัดเลือกเชื้อในขั้นตอนแรกดวย CHROMagar™ Vibrio ซ่ึง V. vulnificus 
จะใหโคโลนีลักษณะ สีฟา-เขียว จากนั้นจึงยืนยันเชื้อโดยวิธี PCR โดยใชสวนของ hemolysin 
gene (vvh) เปน ยีนเปาหมาย (marker gene) (Panicker et al., 2004b; Harwood et al., 2004; 
Coleman et al., 1996) ซ่ึงวิธีน้ีมีความไวและความจําเพาะสูงกวาการใชวิธีทางชีวเคมี ผล
การศึกษาพบเชื้อ V. vulnificus ในสิ่งแวดลอมในรอบป ทั้งหมด 141 ตัวอยาง (48.9%) โดยพบ 
V. vulnificus ปนเปอนในหอยนางรมมากที่สุด 26.2% รองลงมา คือ กุง ดินตะกอน นํ้าทะเล ปู 
และ ปลา (22.0%, 20.5%, 10.6%, 10.6% และ 9.9% ตามลําดับ) ซ่ึงผลการศึกษาสอดคลอง
กับการศึกษาความชุกของ V. vulnificus ในป 1989-1990 จากตัวอยางอาหารทะเลและน้ํา
บริเวณ Great Bay ประเทศสหรัฐอเมริกา ดวยวิธี MPN และยืนยันเชื้อ V. vulnificus ดวย API 
20E system พบ V. vulnificus 31.7 % และพบในหอยมากที่สุด 37.8% (O'neill et al., 1990; 
O'neill, K. R. et al., 1992) และ USFDA พบวา 38% ของหอยนางรมดิบจากรัฐ Louisiana ใน
ป 2007 ปนเปอน V. vulnificus มากกวา 10,000 MPN/g (Depaola et al., 2009) ในประเทศ
โครเอเชีย ป 2000 สํารวจหอย กุง และปลา จํานวน 117 ตัวอยางใน พบเชื้อ V. vulnificus ใน
หอยมากที่สุด ถึง 42.8% รองลงมา คือ กุง 30% และพบในปลานอยที่สุดเชนกัน คือ 2 % 
(Jaksic et al., 2002) ซ่ึงการพบเชื้อมากที่สุดในหอย เน่ืองจากหอยกินอาหารโดยการกรองน้ํา
เขาออก (filter feeding) ทําใหเชื้อ V. vulnificus ที่อยูในแพลงตอนสัตวและน้ําทะเล เขาไปสะสมใน
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ตัวหอยไดมาก และการที่หอยมีเปลือกแข็งหุมลําตัว จะทําใหเชื้อสามารถอยูรอดไดดีกวาการอยู
เปนเซลลอิสระในน้ําทะเลซึ่งอุณหภูมิและความเค็มอาจเปลี่ยนแปลงไดตลอดเวลา จากการศึกษา
ครั้งน้ี ซ่ึงตรวจสอบสภาวะแวดลอมที่เชื้อ V. vulnificus ปนเปอนในสิ่งแวดลอม พบวา โอกาสการ
พบการปนเปอนของเชื้อ V. vulnificus เริ่มสูงขึ้น ตั้งแตเดือนกุมภาพันธ และสูงที่สุดในเดือน
มีนาคม (14.9%) แตกลับลดลงต่ําสุดในเดือนเมษายน (4.3%) ซ่ึงผลการศึกษาครั้งนี้แตกตาง
จากการศึกษาในประเทศแถบอเมริกา ยุโรป ที่พบเชื้อสูงในชวงเดือนสิงหาคม ถึงตุลาคม (Han 
et al., 2009) ปจจัยที่สําคัญตอความชุกของ V. vulnificus ในหอยนางรม คือ อุณหภูมิและความเค็ม
ของนํ้าทะเล จากการศึกษาที่ผานมาพบวาอุณหภูมิ ที่พบปริมาณเชื้อสูงสุด คือ 18-26 ๐C และมี
ความเค็ม 15-25 ppt. จากนั้น ปริมาณเชื้อจะลดลง เม่ืออุณหภูมิและความเค็มของน้ําทะเลสูงกวา 
26 ๐C และ 25 ppt. (O'neill, K. et al., 1992; Motes et al., 1998) จากผลการทดลองในเดือน
มีนาคม ซ่ึงพบเชื้อมากที่สุด นํ้าทะเลมีอุณหภูมิ 26 ๐C และมีความเค็ม 31 ppt ซ่ึงเปนสภาวะที่
เหมาะกับการเจริญของเชื้อทําใหพบเชื้อมากที่สุด แตในเดือนเมษายนซึ่งนํ้าทะเลมีอุณหภูมิ 37 ๐C 
และมีความเค็ม 30 ppt ซ่ึงไมเหมาะแกการเจริญ จึงพบเชื้อนอยที่สุด อยางไรก็ตาม เน่ืองจาก
อุณหภูมิและความเค็มของน้ําทะเลอาวไทยคอนขางสูงตลอดป โดยบริเวณฟารมหอยนางรม 
สุราษฏรธานี มีอุณหภูมินํ้าผิวดินในชวงที่ศึกษา 24-37 oC และมีความเค็มสูง 15-31 ppt. มี
รายงานความเค็มโดยเฉลี่ยของทะเลอาวไทยที่ 35 ppt (ศูนยวิจัยทรัพยากรทางทะเลและชายฝง
อาวไทยตอนกลาง, 2554) ซ่ึงอาจทําใหเชื้อเกิดจากการปรับตัวใหสามารถเจริญไดดีในแหลงนํ้า
ที่มีความเค็มสูงอยางทะเลอาวไทย  
 เชื้อ V. vulnificus สามารถแบงเปน 3 biotypes คือ biotype 1, 2 และ 3 ตาม 
host range และลักษณะทาง phenotype, genotype และ serotype โดยมักพบเชื้อ biotype 1 
กอโรคในคนและปนเปอนในสิ่งแวดลอม (Linkous et al., 1999) สวน biotype 2 น้ัน พบไดนอย
กวา และกอใหเกิดโรคในสัตวนํ้า โดยเฉพาะปลาไหล แตมีรายงานวาเชื้อชนิด biotype 2 สามารถ
กอใหเกิดโรคในคนได (Amaro et al., 1996) ซ่ึงเชื้อ biotype 2 คุณสมบัติทางชีวเคมีที่แตกตาง
จาก biotype 1 คือ ไมสราง indole และ ornithine decarboxylase (Tison et al.,1982) สวนเชื้อ 
biotype 3 พบการระบาดในคนงานที่ทํางานในฟารมเพาะเลี้ยงปลาของประเทศอิสราเอล โดย
พบการติดเชื้อจากบาดแผลที่สัมผัสกับสัตวนํ้าไมพบจากติดเชื้อจากการกิน (Paz et al., 2007; 
Bisharat et al., 1999b) การศึกษาครั้งน้ี พบวาเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากดินตะกอนทะเล 
นํ้าทะเล และอาหารทะเล ประเภท กุง หอย ปู และ ปลา จํานวน 242 ไอโซเลท เปน biotype 1 
(99.2 %) เน่ืองจากใหผลลบในการทดสอบการสราง Indole และพบเชื้อ V. vulnificus biotype 2 
เพียง 2 ไอโซเลท (0.8%) ซ่ึงแยกไดจากตัวอยางดินตะกอนทะเล จากฟารมหอยนางรม จังหวัด 
สุราษฎรธานี การศึกษาครั้งนี้ใหผลสอดคลองกับขอมูลที่ผานมาในประเทศเดนมารก ที่พบวา
เชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากหอยนางรมและน้ําทะเล 99.6% เปน biotype 1 และพบ 0.4% เปน 
biotype 2 โดยแยกไดจากตัวอยางน้ําทะเล (Hoi et al., 1998) ทําใหสามารถยืนยันไดวาเชื้อ 
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biotype 2 ไมไดพบเฉพาะในปลาไหลเทานั้น หากปะปนอยูในสิ่งแวดลอม เชน นํ้าทะเล และดิน
ตะกอนทะเล สวนการศึกษาตัวอยางจากผูปวยมีเชื้อ V. vulnificus เพียง 10 สายพันธุเทานั้น และ
ทั้งหมด เปน biotype 1 ซ่ึงสอดคลองการพบเชื้อที่เก็บจากผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกา, ญ่ีปุน 
และประเทศในทวีปยุโรปหลายประเทศ (Oliver, 2005) 
 เชื้อ V. vulnificus ทั้ง environmental strain และ clinical strain มี virulent 
factors เหมือนกัน และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง phenotype (Wong et al., 2005; 
Bisharat et al., 1999b) การศึกษาทางดาน genotype จึงมีความสําคัญในการจําแนก V. vulnificus 
ออกเปน 2 สายพันธุ คือ สายพันธุที่อาจจะกอโรคได (clinical: C-strain) และสายพันธุที่ไมกอโรค 
(environmental: E-strain) โดยอาศัยผลการทดลองจากวิธี RAPD ของ Warner และ Oliver 
ตอมา Rosche และคณะ ไดออกแบบ virulent correlated gene primers  (vcg primer) ซ่ึง
ประกอบดวย vcg-C และ vcg-E จากนั้นนํามาตรวจสอบคุณลักษณะของ V. vulnificus จํานวน 
55 สายพันธุ พบวาเชื้อที่แยกจากผูปวย มี vcg-C ถึง 90% และเชื้อจากสิ่งแวดลอม 93 % พบ 
vcg-E จึงนาจะสามารถนํามาแยก V. vulnificus เปน C-type และ E-type ได การทดลองครั้งน้ี
ไดทดสอบความสอดคลองกันของเช้ือ C-type และ viuB gene เน่ืองจาก เปนยีนในกลุม 
vulnibactin-associated genes ซ่ึงสําคัญในการสราง siderophore เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการนํา
ธาตุเหล็กจากโฮสตเขาสูเซลล ผลการศึกษา พบวา viuB gene มีความสัมพันธ กับเชื้อ C-type 
(Rosche,  et al., 2005) ดังน้ันในการศึกษาลักษณะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ครั้งนี้จึง
เลือกใช  virulence-correlated gene (vcg) และ viuB gene มาศึกษา ซ่ึงพบวา เชื้อ V. vulnificus 
จํานวน 254 ไอโซเลท แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม ในจังหวัดสงขลา และสุราษฎรธานี ทุก
สายไอโซเลท เปน C-type และพบ viuB gene ถึง 95 % แตกตางจากการศึกษาประเทศ
อเมริกา ที่เชื้อในสิ่งแวดลอมจะพบ E-type มากกวา จากการศึกษาที่ผานมาโดย Han และคณะ 
พบวาเชื้อที่เปน C-type จะมี viuB gene ถึง 75.5% แตใน E-type ไมพบ viuB gene ถึง 83% 
ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความสอดคลองกันระหวาง C-type และ viuB gene (Han et al., 2009) แต
อยางไรก็ตามผลการศึกษาครั้งน้ีสอดคลองกับการศึกษาในประเทศจีน ซึ่งตรวจการปนเปอนของ
เชื้อ V. vulnificus ในกุงจาก 10 เมือง ของประเทศจีน ผลการศึกษา พบวา V. vulnificus สวนใหญ
เปน C-type และ พบ E-type เพียง 6.25% ทั้งน้ีแสดงวา ลักษณะทางอณูชีววิทยาของ V. vulnificus 
ที่ใชแยกเปน C-type และ E-type เปนลักษณะเฉพาะในแตละพ้ืนที่ (Ji et al., 2011) และอีก
เหตุผลหนึ่งอาจมาจากความสามารถในการนําเชื้อเขาสูรางกายของสัตวนํ้า ซ่ึงจากการศึกษา
ความสามารถของหอยนางรมในการนํา (uptake) เชื้อสายพันธ C-type และ E-type เขาสูตัวหอย
นางรม พบวาหอยสามารถนําเชื้อ C-type เขาสูรางกายไดสูงกวา E-type (Froelich et al., 2009)
ดังน้ันในระยะหลังจะพบวาผลการศึกษาการปนเปอนของ V. vulnificus ในหอยนางรม เชื้อสวนใหญ
เปน C-type มากกวา E-type (Baker-Austin et al., 2009)  
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 การติดเชื้อ V. vulnificus มีอาการรุนแรงและมีอัตราการตายสูงหากไมไดรับการรักษา 
ภายใน 24 ชั่วโมง การรักษาที่ถูกตอง เชน การตัดเนื้อตายทิ้งในกรณีเกิดการติดเชื้อที่บาดแผล 
และการใหยาตานจุลชีพที่มีประสิทธิภาพจําเปนมาก ซ่ึง US-CDC ไดใหคําแนะนําในการใหยา
เพื่อรักษา โดยประมวลขอมูลจากการรักษากอนหนานี้และจากสัตวทดลอง คือ doxycycline รวมกับ 
third-generation ของ cephalosporin เชน ceftazidime หรือใช ยาในกลุม fluoroquinolone 
เชน ciprofloxacin รวมกับ doxycycline หรือ cephalosporin แตในเด็กหามใช doxycycline 
และ fluoroquinolone สามารถใช trimethoprim-sulfamethoxazole รวมกับ aminoglycoside 
ได (CDC, 2009) ในการศึกษาครั้งน้ี ทดสอบความไวของ V. vulnificus ตอยาปฏิชีวนะ โดยวิธี 
disc diffusion โดยคัดเลือกยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด ตามแนวทางของ Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI, 2009) ซ่ึงยาที่นํามาทดสอบสอดคลองกับยาที่ใชตามคําแนะนําของ 
US-CDC ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus จํานวน 244 สายพันธุ ที่แยกไดจาก
สิ่งแวดลอมในระหวางป 2552-2553 ทุกสายพันธุ ใหผลไวตอยาหลักที่ใชในการรักษาอาการติด
เชื้อ คือ doxycycline, cefotaxime, ceftazidime, Imipenem, ciprofloxacin, sulphamethoxazone/ 
trimethoprim และ tetracycline การดื้อยาของ V. vulnificus ที่แยกจากสิ่งแวดลอมในภาคใต
ของประเทศไทย มีรูปแบบการดื้อยาที่สอดคลองกับการศึกษาในที่ผานมา ป 2000 Radu และ
คณะ ไดตรวจสอบการดื้อยาของ V. vulnificus ที่แยกจากน้ําทะเลบริเวณอาว Pulau Kapas, 
Terengganu ประเทศมาเลเซีย จํานวน 57 สายพันธุ ดวยวิธี disc diffusion พบวาเชื้อทุก 
สายพันธุไวตอ chloramphenicol และ tetracycline (Radu et al., 2000) และการศึกษาเชื้อ  
V. vulnificus ที่แยกจาก กุง ปู และปลา จํานวน 60 ตัวอยาง ในป 2007 – 2008 โดยใช API 20E 
ในประเทศไนจีเรีย เม่ือนําเชื้อ V. vulnificus 10 สายพันธุ นําไปทดสอบ antibiotics 10 ชนิด ผล
ปรากฏวาทุกสายพันธุไวตอ tetracycline และ ceftriazone (Adeleye et al., 2010) เชื้อ V. vulnificus ที่
แยกจากน้ําทะเลในอาว ประเทศซาอุดิอาระเบียจํานวน 10 ไอโซเลท ป 2010 ไวตอ tetracycline 
100 % แตด้ือตอ ampicillin 100 % และ gentamicin 90% (Elhadi, 2012) ในประเทศไทย การทดสอบ
ความไวตอยาปฏิชีวนะของ Vibrio spp. ที่แยกจากหอยนางรม บริเวณอางศิลา จังหวัดชลบุรี พบวา
เชื้อ V. vulnificus 7 ไอโซเลท ไวตอ tetracycline, oxytetracycline และ imipenem 100 % ตอมาป 
2549 ถึง 2550 รุงอรุณ และคณะ แยกเชื้อ V. vulnificus จากหอยนางรมหรือหอยตะโกรมขาวจาก
จังหวัดสุราษฎรธานี โดยเก็บตัวอยาง 5 จุด ในบริเวณอาวบานดอน จํานวน 360 ตัวอยาง พบเชื้อ 
V. vulnificus 27.5 % นําเชื้อ V. vulnificus 297 ไอโซเลท มาทดสอบความไวตอยาตานจุลชีพ 
พบวา เชื้อไวตอ doxycycline, norfloxacin, ciprofloxacin 100% และไวตอ cefotaxime 84.5 % 
แสดงใหเห็นวาเชื้อ V. vulnificus ยังด้ือยาตานจุลชีพนอย (Khantho, 2008) และในการศึกษาครั้งน้ี 
ผลการทดสอบความไวของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยโดยไดรับความอนุเคราะหเชื้อ
จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย และโรงพยาบาลหาดใหญ จํานวน 10 สายพันธุ ตอยาตานจุลชีพ 
12 ชนิด พบวาทุกสายพันธุใหผลไวตอยา doxycycline, cefotaxime, ceftazidime, imipenem, 
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ciprofloxacin, sulphamethoxazone/ trimethoprim, tetracycline, ampicillin, gentamicin, 
chloramphenicol แตมีบางสายพันธุ (50%) ใหผลไวปานกลางตอ carbenicillin และ erythomycin 
(30 %) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานผลการตรวจสอบเชื้อที่แยกจากผูปวย ป 2005-2006 เชื้อ V. vulnificus 
151 สายพันธุ และ Vibrio parahaemolyticus 168 สายพันธุ ยังคงไวตอยาหลักที่ใชรักษาอยาง 
tetracycline, ciprofloxacin และ cefotaxime (Han et al., 2007) ในประเทศไทยมีรายงานผลการ
ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยที่จังหวัดอํานาจเจริญ เมื่อ
มกราคม 2553 พบวาเชื้อ V. vulnificus ยังคงไวตอยาปฏิชีวนะ ที่นํามาทดสอบทั้ง 10 ชนิด ซ่ึง
รวมถึง cefazidime, ciprofloxacin, gentamicin, ampicilin trimethoprim/ sulfamethoxazone 
และ doxycycline (อภิชัย  สะดีวงค, 2553) แมผลการศึกษาจะบงชี้วายังสามารถใชยาปจจุบัน
รักษาการติดเชื้อจาก V. vulnificus ในผูปวยได แตผลการตรวจสอบเชื้อ V. vulnificus ใน
สิ่งแวดลอมแสดงใหเห็นวาเชื้อ V. vulnificus มีการพัฒนาการดื้อยามากขึ้นเปนลําดับ ซ่ึงผล
การศึกษาแบบแผนการดื้อยาของ V. vulnificus ในสิ่งแวดลอมจะสามารถใชเพ่ือการเฝาระวัง
การดื้อยาของเชื้อ โดยที่เชื้อด้ือยาในสิ่งแวดลอมอาจถายโอนยีนด้ือยา ใหกับเชื้อตัวอ่ืนผาน
ทางพลาสมิด แบคทีริโอฟาจ หรือtransposon ซ่ึงเปนกลไกที่สําคัญในการถายโอนยีนเพ่ือการ
อยูรอด ทําใหเกิดการแพรกระจายการดื้อยา จากพ้ืนที่หน่ึงไปสูอีกพื้นที่หน่ึงไดรวดเร็ว ซ่ึงมีผล
ทําใหเกิดปญหาการเพิ่มขึ้นของเชื้อด้ือยา ผลการศึกษาเชื้อ V. vulnificus จํานวน 36 สายพันธุที่แยก
ไดจากหอยในประเทศมาเลเซีย พบ V. vulnificus มีการดื้อตอยา tetracycline สูงถึง 50% และ 
58.3 % ของเชื้อที่มีการดื้อตอยา tetracycline มีพลาสมิด ขนาด 1.4 to 9.7 MDa. ดังน้ันจึงควร
เฝาระวังการดื้อยาของเชื้อน้ีตอไป (Radu et al., 1998; Radu et al., 2006)  
 การศึกษาทางดานระบาดวิทยาของเชื้อ V. vulnificus เพ่ือบงชี้สายพันธุกอโรค
(clinical type) และสายพันธุไมกอโรค (environmental-type) ระดับโมเลกุล ถูกพัฒนาขึ้นหลาย
วิธี เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการจําแนกสายพันธุที่แยกจากพื้นที่ระบาดตางๆ เพ่ือหาความสัมพันธ 
ความหลากหลายของเชื้อ เชน ribotyping (RT) restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) amplified fragment length polymorphism 
(AFLP) arbitrarily primed (AP-PCR) หรือ randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
แตละวิธีมีขั้นตอน รวมทั้งมีประสิทธิภาพในการจัดจําแนกที่แตกตางกัน ในการศึกษารูปแบบลาย
พิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอมในครั้งน้ีใชวิธี arbitrarily 
primed (AP-PCR) ซ่ึงวิธีน้ีจะใช primer แบบสุม เพ่ือสุมจับกับสายดีเอนเอของเชื้อในตําแหนงที่
จําเพาะ และเพ่ิมชิ้นสวนดีเอนเอดวยวิธี PCR และในการศึกษาครั้งนี้เลือกใชไพรเมอร R-
PSE420  ไพรเมอร 2 และไพรเมอร 4 ซ่ึงจากการศึกษาที่ผานมาไพรเมอรน้ีสามารถแสดงใหเห็น
ความแตกตางของ Vibrio  spp. แตละสายพันธุ (Okuda et al., 1997; Vickery et al., 1998;)ผล
การศึกษาพบวารูปแบบลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยกไดจากผูปวย 
จํานวน 11 ไอโซเลท มีรูปแบบดีเอนเอที่คลายคลึงกันเม่ือใช primer R-PSE420 และจะเห็นความ
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แตกตางระหวางสายพันธุไดชัดเจนขึ้นเม่ือใช primer 2 ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากขนาดของ primer ซ่ึง 
primer R-PSE420 มีขนาด 17 เบส แต primer 2 มีเพียง 10 เบส ทําใหมีความจําเพาะตอ
ตําแหนงที่จับแบบสุมไดหลายตําแหนงกวา primer R-PSE420 ทําใหเห็นรูปแบบดีเอนเอที่
หลากหลายและมีชิ้นสวนดีเอนเอหลายขนาด ดังน้ัน จึงพบวาเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยก
ไดจากผูปวย มีรูปแบบดีเอนเอที่แตกตางกันทั้งหมด แสดงถึงความหลากหลายของเชื้อ V. vulnificus 
ผลการศึกษา พบวารูปแบบลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus biotype 1 ที่แยกไดจาก
หอยนางรม ซ่ึงเก็บจากจังหวัดสุราษฎรธานี จํานวน 35 ไอโซเลท โดยใช primer R-PSE420 ให
รูปแบบดีเอนเอที่แตกตางกันถึง 32 รูปแบบ โดยมี 3 ไอโซเลท คือ V. vulnificus PSU080,      
V. vulnificus PSU081 และ V. vulnificus PSU082 ใหรูปแบบดีเอนเอที่เหมือนกัน และอีก  2 ไอโซ
เลท V. vulnificus PSU235 และ V. vulnificus PSU237 ใหรูปแบบดีเอนเอที่เหมือนกันอีกกลุม 
แตทั้ง 5 ไอโซเลท เม่ือนํามาทดสอบดวย primer 2 พบความแตกตางเพ่ิมขึ้น และทดสอบอีก
ครั้งดวย primer 4 จึงเห็นวาทุกไอโซเลทใหรูปแบบลายพิมพดีเอนเอที่แตกตางกัน ซ่ึงผลที่เกิดขึ้นอาจ
เน่ืองจากเชื้อ V. vulnificus PSU080, V. vulnificus PSU081 และ V. vulnificus PSU082 เปนเชื้อ
ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกันมาก เน่ืองจากเปนเชื้อที่แยกไดจากหอยนางรมที่เก็บจาก
แหลงเดียวกันและเก็บในเดือนเดียวกัน ความแตกตางอาจเกิดจากการปรับตัวแลวมีการ
เปลี่ยนแปลงลําดับเบสบนโครโมโซมเพียงเล็กนอย สําหรับการตรวจสอบ รูปแบบลายพิมพดีเอนเอ
ของเชื้อV. vulnificus biotype 2 ที่แยกไดจาก หอยนางรม และดินตะกอนทะเล พบวา มีความแตกตาง
กันอยางชัดเจนเม่ือใช primer R-PSE420 และ primer 2 แสดงใหเห็นวาเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลทไมไดมา
จากตนกําเนิด (clone) เดียวกัน และเม่ือเปรียบเทียบกับ V. vulnificus biotype 1 ทั้ง 35 ไอโซเลท 
พบวามีรูปแบบลายพิมพดีเอนเอที่แตกตางกัน และ biotype 2 ใหจํานวนชิ้นดีเอนเอที่มีขนาดเล็ก
และจํานวนชิ้นนอยกวา biotype 1 แตจากการศึกษาของ Hoi และคณะ พบวาการใชวิธี RAPD 
ดวย primer ขนาด 10 เบส ไดรูปแบบลายพิมพดีเอนเอที่เหมือนกับ V. vulnificus biotype 1 ใน
บางสายพันธุ (Hoi et al., 1997) 
 เม่ือพิจารณาถึงรูปแบบลายพิมพดีเอนเอ ของเชื้อ V. vulnificus ทั้ง 47 สายพันธุ ที่
แยกไดจากผูปวยและสิ่งแวดลอม จะเห็นไดวาในการศึกษาครั้งน้ีเชื้อที่พบในผูปวยและสิ่งแวดลอม
มีรูปแบบลายพิมพดีเอนเอที่ตางกัน แสดงใหเห็นวาเชื้อทั้งสองแหลงไมไดมาจากตนกําเนิด (clone) 
เดียวกัน จากการศึกษาความหลากหลายของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกจากน้ํา และหอยนางรมในอาว 
Galveston ดวยวิธี RAPD ทําใหทราบวาความหลากหลายระหวางสายพันธุของเชื้อ V. vulnificus 
ไมสัมพันธกับแหลงที่มาและชนิดของตัวอยาง (Lin et al., 2003) แมการศึกษารูปแบบลายพิมพ
ดีเอนเอ โดยวิธี arbitrarily primed PCR (AP-PCR) ครั้งนี้สามารถบอกไดวาแตละไอโซเลทที่
พบในพบในผูปวยและสิ่งแวดลอมเปนเชื้อ V. vulnificus ที่ตางสายพันธุ แตไมสามารถบงชี้
ลักษณะจําเพาะที่แตกตางกันทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ทั้ง 47 สายพันธุ ที่แยกได
จากผูปวยและสิ่งแวดลอมได ซ่ึงผลสอดคลองกับที่เคยมีการศึกษาหลายวิธี ไดแก ribotyping 
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(RT) (Hoi et al., 1997) restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Bisharat et al., 
1999) pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Tamplin et al., 1996) amplified fragment 
length polymorphism (AFLP)(Arias et al., 1997) arbitrarily primed PCR (AP-PCR) หรือ 
randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Vickery et al., 1998; Radu et al., 1998; 
Warner et al., 1998) มีเพียงการศึกษาดวยวิธี RAPD ในประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาสามารถ
แยกความแตกตางระหวางสายพันธุที่แยกจากผูปวยและสิ่งแวดลอมได 80-90 % เน่ืองจากพบ
ชิ้นดีเอนเอขนาด 200 คูเบส ถึง 100 % ในเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยแตพบเพียง 8 % 
ในเชื้อที่แยกจากสิ่งแวดลอม (Warner and Oliver, 1999) การที่วิธีการเหลานี้ไมสามารถบอก
ลักษณะจําเพาะทางอณูชีววิทยาของเชื้อสายพันธุกอโรค (Clinical type) และไมกอโรค 
(Environmental type) ได อาจเน่ืองจาก มีขอจํากัดคือ วิธีน้ีใชการตรวจดูชิ้นสวนดีเอนเอบน
เจลอะกาโรส ซ่ึงอาจมีความไมชัดเจน มีความไมแนนอนในการทําซ้ําซึ่งตองใชบุคคลเดียวกัน
และทุกครั้งตองใชสภาวะในการทดสอบที่ใกลเคียงกันใหมากที่สุด (Urwin and Maiden, 2003) 
ดังน้ัน การศึกษาระบาดวิทยาของ V. vulnificus ควรใชวิธีการศึกษาแบบอื่นรวมดวย เชน 
Multilocus Sequence typing (MLST) ซ่ึงเปนวิธีการตรวจสอบลําดับเบสของ housekeeping 
genes หลายๆ ยีนรวมกัน เน่ืองจากวิธีน้ีใชลําดับเบสเปนตัวตรวจสอบ จึงมีขอดี คือ มีความชัดเจน 
และถูกตอง มากกวาการตรวจดูชิ้นสวนดีเอนเอบนเจลอะกาโรส และสามารถทําซ้ําได การทดสอบ
แตละครั้ง สามารถทําไดไมจํากัดจํานวนตัวอยาง และสามารถนําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูลใน http://www.mlst.net หรือ http://pubmlst.org ซ่ึงปจจุบันการศึกษาทางระบาด
วิทยาของ V. vulnificus ดวยวิธี MLST ใชการตรวจสอบลําดับเบสของ housekeeping genes 
จํานวน 10 ยีน ดังน้ี glp (Glucose-6-phosphate isomerase), gyrB (DNA gyrase, subunit B), 
mdh (Malate-lactate dehydrogenase), metG (Methionyl-tRNA synthetase), purM 
(Phosphoribosylaminoimidazole synthetase), dtdS (Threonine dehyrogenase), lysA 
(Diaminopimelate decarboxylase), pntA (Transhydrogenase alpha subunit), pyrC 
(Dihydroorotase), tnaA (Tryptophanase) (Bisharat) วิธีการนี้ Sanjuan และคณะ ไดนํามา
ศึกษาสายวิวัฒนาการของ V. vulnificus biotype 2 โดยใชการตรวจสอบลําดับเบสของ ยีนที่
เกี่ยวของกับปจจัยกอโรค 3 ยีน (vvhA, wzz, and pilF) และ housekeeping gene 4 ยีน (glp, 
mdh, pyrC, and pntA) พบวา เม่ือนํายีน  pilF มาทํา Maximum likelihood phylogenetic trees  
สามารถแยก V. vulnificus ไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่แยกไดจากผูปวยและแยกจากสิ่งแวดลอม 
ดังน้ันยีน pilF จึงนาจะนํามาเปน genetic marker สําหรับตรวจสอบเชื้อสายพันธุกอโรคไดใน
อนาคต (Sanjuan et al.) แมวิธีน้ีจะมีประสิทธิภาพและมีขอดีดังที่กลาวมาแลวขางตน แตเปนวิธี
ที่มีคาใชจายคอนขางสูงและขอมูลที่เก็บในฐานขอมูลยังมีไมมากนัก แตในอนาคตอาจเปนวิธีที่
เหมาะสมกับการนํามาใชหาความแตกตางกันทางอณูชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกไดจาก
ผูปวยและสิ่งแวดลอมไดหากมีคาใชจายถูกลงและมีขอมูลในฐานขอมูลเพียงพอตอการจําแนก 
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 จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวา มีการปนเปอนของ เชื้อ V. vulnificus ใน
สิ่งแวดลอม ทั้งอาหารทะเล นํ้าทะเล และดินตะกอนทะเล โดยมีอัตราการพบเชื้อคอนขางสูง 
อยางไรก็ตามเชื้อที่พบมีอัตราการดื้อยาต่ํา และยังคงไวตอยาหลักที่ใชในการรักษา และผลจาก
วิธี AP-PCR พบวาเชื้อมีความหลากหลายมาก แตไมสามารถบงชี้ลักษณะจําเพาะทางอณู
ชีววิทยาของเชื้อ V. vulnificus ได เน่ืองจากเชื้อจากสิ่งแวดลอมและเชื้อจากผูปวย ทั้งหมดเปน 
C-type นอกจากนั้นยังพบ viuB gene ถึง 95 % จึงเปนไปไดวาเชื้อที่พบทุกสายพันธุอาจสามารถ
กอโรคได ทําใหประชาชนที่สัมผัสหรือบริโภคอาหารทะเลมีความเสี่ยงในการติดเชื้อ ดังน้ันควรมี
มาตรการเฝาระวังการติดเชื้อ V. vulnificus ตอไปเพ่ือสุขอนามัยของประชาชนโดยรวม 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 
 1. ตรวจพบเชื้อ V. vulnificus จากตัวอยางสิ่งแวดลอม ไดแก กุง ปู ปลา ดินตะกอน
ทะเล นํ้าทะเล และหอยนางรม ทั้งหมด 141 ตัวอยาง (48.9 %) โดยมีสัดสวนการพบ V. vulnificus 
ปนเปอนในหอยนางรมมากที่สุด รองลงมา คือ กุง ดินตะกอน นํ้าทะเล ปู และปลา ตามลําดับ 
โดยพบสูงสุดในเดือนมีนาคม และต่ําสุดในเดือนเมษายน แสดงวาผูที่สัมผัสหรือบริโภคอาหาร
ทะเลมีความเสี่ยงตอการติดเชื้อ V. vulnificus และเสี่ยงมากขึ้นในเดือนกุมภาพันธ และมีนาคม 
 2. V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอมในจังหวัดสงขลา และสุราษฎรธานี 
ทุกสายพันธุ ตรวจพบ vcg-C และ 95 % ตรวจพบ viuB gene ดวย แสดงวา V. vulnificus ที่แยกได
ทั้งหมดเปน C-type และมีความสามารถในการกอโรค 
 3. V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยเปนเชื้อที่ไดรับความอนุเคราะหจาก 
โรงพยาบาลหาดใหญ และกรมวิทยาศาสตรการแพทย ตรวจพบ vcg-C และ viuB gene ทุกสาย
พันธุ แสดงวา V. vulnificus ที่แยกไดจากผูปวยทั้งหมดเปน C-type และมีปจจัยในการกอโรค 
 3. V. vulnificus ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม 99.2 % เปน Biotype 1 มีเพียง 0.8 % 
เปน Biotype 2 สวนเชื้อที่แยกไดจากผูปวยเปน Biotype 1 ทุกสายพันธุ แสดงวาเชื้อ Biotype 1 
แพรกระจายในสิ่งแวดลอมมากกวา Biotype 2 และสัมพันธกับการกอโรคในคน  
 4. V. vulnificus ที่ศึกษาทุกสายพันธุไวตอยาหลักที่ใชในการรักษาอาการติดเชื้อ 
คือ doxycycline, cefotaxime, ceftazidime, ciprofloxacin และ tetracycline แสดงวายังสามารถ
ใชยาเหลานี้รักษาการติดเชื้อ V. vulnificus ได 
 5. รูปแบบลายพิมพดีเอนเอของ V. vulnificus ที่แยกจากผูปวย 10 สายพันธุ 
และแยกจากหอยนางรม จํานวน 37 สายพันธุ โดยวิธี AP-PCR ใหรูปแบบที่แตกตางกัน แสดง
ใหเห็นวา V. vulnificus มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1.  Luria Bertani (LB) agar   
 
 สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Yeast extract 10 g 
 Tryptone 10 g 
 Sodium chloride 5 g 
 Agar 15 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
 ชั่ง LB agar 35 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 15 นาที วางใหเย็นลงประมาณ 
50 °C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
หมายเหตุ : เติม NaCl เพ่ิม 5 g (1% NaCl) ในการเลีย้งเชื้อ Vibrio spp. 
 
2.  Luria Bertani (LB) broth  
 
สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Yeast extract 10 g 
 Tryptone 10 g 
 Sodium chloride 5 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
 ชั่ง LB broth 20 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมดวยไฟออนๆ จนสวนผสม
ละลายเขากัน แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 15 นาที 
 
หมายเหตุ : เติม NaCl เพ่ิม 5 g (1% NaCl) ในการเลีย้งเชื้อ Vibrio spp. 
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4.  Thiosulfate citrate bile sucrose (TCBS) agar 
 
สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Yeast extract 5 g 
 Proteose peptone no.3 10 g 
 Sodium citrate 10 g 
Sodium thiosulfate 10 g 
 Oxgall 8 g 
 Sucrose 20 g 
 Sodium chloride 10 g 
 Ferric citrate 1 g 
 Brom thymol blue 0.04 g 
 Bacto agar 15 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
  ชั่ง TCBS 89 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
วางใหเย็นลงประมาณ 50 °C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
6.  Tryptic soy broth (TSB)  
 
สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Pancreatic digest of casein 15 g 
 Papaic digest of soybean 5 g 
 Sodium chloride 5 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
  ชั่ง TSB 30 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
แลวนําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เวลา 15 นาที 
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7.  CHROMagar vibrio (CV) 
 
สวนประกอบตอ 1 ลิตร   
 Peptone & yeast extract  8 g 
 Chromogenic mix 0.3 g 
 Sodium chloride 51.4 g 
 Agar 15 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
  ชั่ง CV 74.7 g ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร นําไปตมจนสวนผสมละลายเขากัน 
วางใหเย็นลงประมาณ 50 °C แลวเทใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ (ทุกขั้นตอนการเตรียมตอง
ไมใหโดนแสง) 
 
8.  Mueller Hinton Agar (Difco) 
 
สวนประกอบตอลิตร 
Acid Digest of Casein   17.5 g 
Beef extract powder 2.0 g 
Starch 1.5 g 
Agar 17.0 L 
 
 การเตรียม ชั่ง Mueller Hinton Agar 38 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด
จนวุนละลาย แบงใสหลอดฝาเกลียวขนาด 25 x 150 มิลลิลิตร ในปริมาตร 25 มิลลิลิตร นําเขา
หมอน่ึงฆาเชื้อดวยความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 45-50 °C เทอาหารใสจานอาหารที่ปราศจากเชื้อ 
 
9. Mueller Hinton Broth 
 
สวนประกอบตอลิตร 
Beef extract powder  2.0 g 
Acid Digest of Casein   17.5 g 
Soluble Starch        1.5  g 
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 การเตรียม  
 ชั่ง Mueller Hinton broth 21 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมดวยไฟ ออนๆ 
แบงใสหลอดขนาด 13 x 100 มิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปเขาหมอน่ึงฆาเชื้อดวยความดัน
ไอนํ้าที่อุณหภูมิ 121 ๐C ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 

 
1.  การเตรียมสารเคมีสําหรับ agarose gel electrophoresis 
 1.1 Loadind dye 
  ชั่ง Bromphenol blue 0.25 g และ Sucrose 4 g ละลายในน้ํากลั่น 100 ml 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 °C 
 
 1.2 10x Tris borate EDTA (TBE) buffer 
  ชั่ง Tris base 108 g และ Boric acid 55 g ละลายดวยน้ํากลั่น 800 ml 
นําไปตมพอละลาย อยาใหเดือด แลวเติม 0.5 M EDTA pH 8.0 จํานวน 40 ml ปรับปริมาตรให
ได 1 ml ดวยน้ํากลั่น เม่ือนําไปใชใหเจือจางในระดับความเขมขน 1:10 (1x TBE) 
 
 1.3 Ethidium bromine (10 mg/ml)  
  ชั่ง Ethidium bromide 1 g ละลายในน้ํากลั่น 100 ml กวนโดยใชแทงแมเหล็ก
จนกวาจะละลาย (ใชเวลาหลายชั่วโมง) เก็บใสขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง (ตองสวมถุงมือทุกครั้งที่
เตรียมและระวังอยาหายใจเอาผง Ethidium bromide เขาไประหวางการชั่ง) 
 
2.  การเตรียมสารเคมีสําหรับสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี phenol-chloroform 
 
 2.1 Phosphate buffer solution (PBS) pH 8.0 
 Na2HPO4 1.44 g 
 KH2PO4 0.2 g 
 KCl 0.2 g 
 Sodium chloride 8 g 
 นํ้ากลั่น 1 L 
 
  ชั่งสวนประกอบทั้งหมด ละลายในน้ํากลั่น 800 ml แลวปรับ pH ใหได 8.0 
จากนั้นเติมนํ้ากลั่นจนครบปริมาตร 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C 
เวลา 15 นาที 
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 2.2 1 M EDTA 
  ชั่ง EDTA 372.2 g ในนํ้ากลั่น 800 ml กวนอยางแรงโดยใชแทงแมเหล็ก
แลวปรับ pH ใหได 8.0 ดวย NaOH ชนิดเกล็ด ซ่ึง EDTA สามารถละลายไดหมดพอดี จากนั้น
เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 
15 นาที 
 
 2.3 PBS-EDTA 
  ผสม PBS pH 8.0 ปริมาตร 240 µl และ 0.5 M EDTA ปริมาตร 60 µl จะ
ได PBS-EDTA ปริมาตร 300 µl 
 
 2.4 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
  ชั่ง SDS 10 g ละลายในน้ํากลั่น 90 ml อุนเล็กนอยเพ่ือใหละลายดีขึ้น 
จากนั้นเติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C 
เวลา 15 นาที 
 
 2.5 Phenol: Chloroform: isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
  ผสม Chloroform และ Isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 ใหเขากัน 
จากนั้นเติม melted phenol ในอัตราสวน 25 ผสมใหเขากันดี แลวเติม 0.1 M Tris-HCl pH 8.0 
เพ่ือปดผิวสารละลาย เขยาแรงๆ ใหผสมกัน แลวตั้งทิ้งไว 1 วัน ปลอยใหแยกชั้น เก็บในขวดสีชา
ที่อุณหภูมิ 4 °C 
 
 2.6 3M Sodium acetate (NaOAc) 
  ละลาย Sodium acetate trihydrate 408.1 g ดวยน้ํากลั่น 800 ml ปรับ 
pH ใหได 5.2 ดวย Glacial acetic เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวย  
การ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 15 นาที 

 
 2.7 Tris EDTA (TE) buffer 
  ผสมสารละลาย 10 mM Tris-HCl และสารละลาย 1 mM EDTA โดย
ละลาย Tris-HCl 1.211 g ในน้ํากลั่น แลวเติมสารละลาย 0.5 M EDTA 1 ml ปรับ pH ใหได 8.0 
จากนั้นปรับปริมาตรจนครบ 1000 ml นําไปฆาเชื้อดวยการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C เวลา 
15 นาที 
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