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บทคัดยอ 

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะของยีน hlyA ของ Vibrio cholerae  ที่ตรวจพบ        
ใน     V. harveyi (เรียกวา ยีน hhl) และศึกษาผลของความเค็ม และ pH ที่ใชในการเลี้ยงเช้ือ      
ตอการเจริญและการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi และ hhl- V. harveyi นอกจากน้ียัง
ไดศึกษาความชุกและการสลายเม็ดเลือดแดงของ hlyA+ non-cholerae Vibrio ที่แยกจากอาหาร
ทะเล ผลการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ ยีน hhl ที่พบใน V. harveyi พบความสัมพันธ          
ทางวิวัฒนาการใกลชิดกับยีน hlyA ของ V. cholerae การศึกษาการเจริญของเช้ือที่สภาวะตาง ๆ 
พบวา V. harveyi ทุกสายพันธุมีอัตราการเจริญสูงสุดในสภาวะที่มี 3% NaCl, pH 8.6 อยางไรก็ตาม
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi เพิ่มข้ึนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความ
เค็ม และ pH ที่แตกตางไปจากสภาวะดังกลาว โดยพบวาที่ pH 7.3 เช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 0.5% 
และ 1.5% NaCl มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงสูงกวาที่เช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 3% 
NaCl และเช้ือที่เจริญที่ pH 5 และ pH 8.6 มีความสามารถสลายเม็ดเลือดแดงสูงที่สุดในทุกความเค็ม
ที่ทดสอบ สวนผลการศึกษา non-cholerae Vibrio จํานวน 231 ไอโซเลท ที่แยกไดจากอาหารทะเล 
พบเช้ือเพียง 2 ไอโซเลท (V. parahaemolyticus VP40 และ V. alginolyticus VA55) ที่ใหผลบวก
กับการตรวจหายีน hlyA ดวยเทคนิค colony blot hybridization แตมีเพียง V. alginolyticus 
VA55 ที่ใหผลการสลายเม็ดเลือดสูงกวาเช้ือสปชีสเดียวกันที่นํามาทดสอบ จากผลการศึกษาสรุป      
ไดวา ยีน hhl ของ V. harveyi และยีน hlyA ของ V. cholerae มีความสัมพันธทางวิวัฒนาการ      
ที่ใกลชิดกันมาก ซึ่ง V. harveyi อาจไดรับการถายทอดยีนมาจาก V. cholerae และการไดรับยีน   
ทําใหเช้ือสายพันธุที่มียีน hhl มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดเเดงสูงกวาเชือสายพันธุที่ไมมียีน
ดังกลาวอยางมีนัยสําคัญ ทั้งน้ีความเค็ม และ pH สงผลตอความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
ของ hhl+ V. harveyi แตไมพบวามีผลตอความสามารถในการกอโรคของเช้ือในตัวออนของหนอน
ผีเสื้อ (Galleria mellonella) สวนการแยกเช้ือจากอาหารทะเลพบความชุกของ hlyA+ non-
cholerae Vibrio เพียง 0.01% และตองทําการยืนยันการปรากฏของยีน hlyA ที่ตรวจพบกอน     
จึงจะสามารถบอกความสัมพันธของการปรากฏของยีนดังกลาวตอความสามารถในการสลายเมด็เลอืด
แดงของเช้ือได อยางไรก็ตามการถายโอนยีน hlyA จาก V. cholerae ไปยัง non-cholerae Vibrio 
อาจสง เสริมให เ ช้ือสายพัน ธุที่ ไดรับยีนสามารถปรับตัวในสิ่ งแวดลอมที่หลากหลาย และ              
เพิ่มความสามารถในการกอโรคของเช้ือในบางสภาวะได การเขาใจปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความรุนแรง
ของเช้ือเหลาน้ีจะชวยในการพัฒนามาตรการในการควบคุมเช้ือกอโรคดังกลาว 

คําสําคัญ: ความรุนแรงในการกอโรค; ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดเเดง; ฮีโมไลซิน;             
Galleria mellonella; hhl; hlyA; Vibrio cholerae; Vibrio harveyi; Vibrio spp. 
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ABSTRACT 

 The aims of this study were to characterize Vibrio cholerae hlyA-like 
hemolysin gene in V. harveyi (designated as hhl) and investigate the effects of 
cultivation broth salinity and pH on their growth and hemolytic activity. In addition, 
the prevalence and hemolytic activity of hlyA+ non-cholerae Vibrio isolates from 
seafood were also determined. The phylogenetic tree of hhl gene showed that hhl 
gene sequence of V. harveyi was clustered with the hlyA gene sequence of                      
V. cholerae. The most rapid growth rates of all V. harveyi were achieved at salinities 
of 3%, pH 8.6, whereas the hemolytic activities of hhl+ strains were enhanced by 
environmental parameters of salinity and pH different from those known to be 
stimulate their growth. At pH 7.3, the hemolytic activity of hhl+ V. harveyi was higher 
for bacteria grown at 0.5 and 1.5% NaCl than for those grown at 3% NaCl and the 
highest level of hemolytic activity was observed for hhl+ strains grown at pH 5 and 
pH 8.6 in all salinity. For the prevalence of hlyA+ non-cholerae Vibrio from seafood, 
only 2 (V. parahaemolyticus VP40 and V. alginolyticus VA55) out of the 231 non-
cholerae Vibrio produced hlyA positive signals by colony blot hybridization. However, 
increase in level of hemolytic activity was only observed in V. alginolyticus VA55. 
This study demonstrated that hhl gene of V. harveyi closely belong to hlyA gene of 
V. cholerae. V. harveyi strains harboring hhl gene appeared to significantly express 
elevated levels of hemolytic compounds than hhl-strains in all culture conditions 
tested. In addition, salinity and pH had a significant effect on the hemolytic activity of 
all hhl+ strains. However these factors had no significantly effect on their virulence 
against Galleria mellonella larvae. The hlyA gene was rarely detected (0.01%) in 
seafood isolates of non-cholerae Vibrio and their presents require further 
clarification. However, transfer of V. cholerae hlyA virulence gene to non-cholerae 
Vibrio may potentially changes their fitness in the environment and may play an 
important role in modulating the virulence of those bacteria under specific 
conditions. Understanding these factors may help to develop disease control 
measures against this pathogen. 
  
Keywords: Galleria mellonella; hemolytic activity; hemolysin; hhl; hlyA;                     
Vibrio cholerae; Vibrio harveyi; Vibrio spp.; virulence 
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% = Percentage 
ºC = Degree Celsius 
CFU = Colony forming unit 
ml = Milliliter 
ppt = part per thousand 
PCR = Polymerase chain reaction 
bp = Base pair 
NCBI = The National Center for 

Biotechnology Information  
NaCl = Sodium chloride 
DMST = Department of medical sciences 
DIG = Digoxigenin 
dUTP = Deoxyuridine Triphosphates 
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mM = millimolar 
µM = micromolar 
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บทนํา 
 
 

ความสําคัญและท่ีมาของหัวขอวิจัย 

 
Hemolysin หรือ สารทําลายเม็ดเลือดแดง เปนสารพิษนอกเซลลซึ่งมีหลายชนิด     

มีรายงานวา hemolysin เปนปจจัยกอโรคที่สําคัญของเช้ือในกลุม Vibrio spp. และยีนควบคุม    
การสราง hemolysin มีเฉพาะในเช้ือสายพันธุกอโรคเทาน้ัน (Kim et al., 1997; Zhang and 
Austin, 2005; Mahoney et al., 2010) hemolysin ของเช้ือสกุล Vibrio ที่ออกฤทธ์ิรุนแรง และ
พบมากที่สุด คือ hemolysin ของ Vibrio cholerae (El Tor hemolysin หรือ HlyA) ควบคุม   
การสรางโดยยีน hlyA ซึ่งพบในเช้ือเกือบทุกสายพันธุไมข้ึนกับ biotypes และ serogroups 
(Kurazono et al., 1995) HlyA มีบทบาทสําคัญในการกอโรคในระบบทางเดินอาหาร             
ของ V. cholerae (Ichinose et al., 1987) การปรากฏของยีน hlyA ใน V. cholerae              
ไดมีการศึกษากันอยางแพรหลาย อีกทั้งยังมีรายงานการตรวจพบยีนน้ีในแบคทีเรียกลุม non-
cholerae Vibrio อื่น ๆ และพบวามีสวนเกี่ยวของกับการกอโรค กอนหนาน้ีไดมีการตรวจพบ       
ยีนสราง hemolysin ซึ่งมีความคลายคลึงกับยีน hlyA ของ V. cholerae (เรียกวา ยีน hhl)          
ใน V. harveyi บางสายพันธุ แตไมพบความสัมพันธของการปรากฏของยีน hhl กับการกอโรค      
ในกุง (Rattanama et al., 2009) อยางไรก็ตามปกติมักไมพบการปรากฏของยีน hhl                 
ใน V. harveyi ดังน้ันบทบาทของยีน hhl กับการกอโรคของเช้ือ  จึงยังเปนที่นาสงสัย ซึ่งอาจมีปจจัย
อื่น ๆ ที่ควบคุมการสลายเม็ดเลือดแดง และความรุนแรงในการกอโรคของเช้ือสายพันธุที่มียีนดังกลาว 
นอกจากน้ีการถายโอนยีน hlyA จาก V. cholerae ไปยัง Vibrio ตาง ๆ ในสิ่งแวดลอมอาจสงผลให
เช้ือที่ไดรับยีนมีความสามารถในการปรับตัวเพื่ออยูรอดในสิ่งแวดลอมที่หลากหลายข้ึน หรือ        
อาจเพิ่มความสามารถในการกอโรคในโฮสต 

 ดังน้ันวัตถุประสงคในการศึกษาน้ีจึงตองการศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ
ของยีน hhl ของ V. harveyi กับยีน hlyA ของ V. cholerae รวมทั้งศึกษาปจจัยตาง ๆ (ความเค็ม                 
และ pH) ตอการเจริญและการสลายเม็ดเลือดแดงของ V. harveyi สายพันธุที่มียีน hhl  เปรียบเทียบ
กับ เ ช้ื อสายพัน ธุ ที่ ไ ม มี ยี น ดั งกล าว  นอกจ าก น้ี ยั ง ศึกษาความ ชุก  และความส ามาร ถ                      
ในการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือกลุม non-cholerae Vibrio ที่ตรวจพบยีน hlyA ซึ่งแยกจาก
อาหารทะเล  
 ประโยชนที่ไดจากการศึกษาน้ีจะทําใหทราบบทบาทของยีน hhl ใน V. harveyi  
และสามารถ นํา ไปประ ยุกต ใช ในการควบ คุมสภาวะตา ง  ๆ  ในการ เพาะ เลี้ ย งสั ตว นํ้ า                    
ไมใหเปนการสงเสริมความรุนแรงในการกอโรคของ V. harveyi และการศึกษาเช้ือจากอาหารทะเล  
ยังทําใหไดขอมูลเบื้องตนในการเฝาระวังโรคติดเช้ือจากการบริโภคอาหารทะเลที่มีการปนเปอนเช้ือ
กลุมดังกลาว 
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ทฤษฎีและหลักการ 

 
1. ลักษณะท่ัวไปของแบคทีเรียสกุล Vibrio 

แบคที เรียในวงศ  Vibrionaceae ประกอบดวย 8 สกุล คือ Aliivibrio, 
Catenococcus, Enterovibrio, Grimontia, Listonella, Photobacterium, Salinivibrio และ 
Vibrio โดยเช้ือสกุล Vibrio มีมากกวา 30 สปชีส (Sawabe et al., 2013) Vibrio เปนแบคทีเรีย  

กรัมลบ รูปรางแทงตรง หรือ แทงโคง ขนาดประมาณ 0.5-0.8  1.4-2.4 ไมโครเมตร (µm) เคลื่อนที่
ดวยแฟลกเจลลาหน่ึงเสน  หรือมากกวา   ที่ ข้ัวเซลล  สามารถผลิตเอนไซมออกซิ เดสได              
เจริญไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose agar (TCBS) สามารถเจริญได
ทั้งสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) โซเดียมไอออนสามารถกระตุนการเจริญ
ของ Vibrio ไดทุก สป ชีส  (Zhang and Austin, 2005) โดยเจริญได ดีในสภาวะ                         
ที่มี เกลือโซเดียมคลอไรด เขมขน 1-3% สามารถหมัก นํ้าตาลกลูโคสใหกรดแตไมใหแกส          
สามารถยอยไนเตรทเปนไนไตรท โดยทั่วไปสามารถสรางเอนไซม protease, amylase, lipase, 
lectinase, DNAase และ chitinase ได เมื่อแยก Vibrio จากสิ่งแวดลอมที่แตกตางกันจะพบ     
ความหลากหลายของสายพันธุ (Nyholm and Nishiguchi, 2008) เน่ืองจากปจจัยทางสิ่งแวดลอม 
ไดแก แสง, ความเค็ม, pH, อุณหภูมิ, สารอาหาร, ความดัน และการตกตะกอน เปนปจจัย           
ในการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถปรับตัวเพื่อความอยูรอดได  (Rozen and Belkin, 2001; 
Nyholm and Nishiguchi, 2008) แบคทีเรียในสกุล Vibrio มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียในวงศ 
Enterobacteriaceae  (Lee, 1990) 
 
2. ถ่ินท่ีอยูและความสําคัญของแบคทีเรียสกุล Vibrio 

Vibrio มีแหลงที่อยูตามธรรมชาติทั้งในนํ้าทะเล นํ้ากรอย นํ้าจืด พบเช้ือได     
ต้ังแตบรเิวณผิวนํ้าจนถึงใตทะเลลึก มกัแยกไดจากบรเิวณเขตรอน (อุณหภูมเิฉลี่ยสูงกวา 18ºC) 
(Thompson et al., 2006) มีทั้งทีอ่าศัยอยูอยางอสิระในนํ้า ในตะกอนดิน และสัตวทะเล          
โดยพบเปนเช้ือประจําถ่ินบริเวณผิวนอกและลําไสของสัตวทะเล (Fouz et al., 1990)  Vibrio 
จํานวน 40% เปนจุลินทรียประจําถ่ินบริเวณชายฝง โดยตรวจพบประมาณ 102-105 CFU/ml (Chan 
et al., 1986) อยางไรก็ตามความหนาแนนและอัตราสวนที่พบเช้ือข้ึนอยูกับวิธีการเกบ็ตัวอยาง 
ลักษณะภูมิศาสตร และฤดูกาล โดยพบวาชนิดของ Vibrio spp. บรเิวณทะเลและบริเวณชายฝง      
มีความคลายคลึงกัน (Urakawa et al., 1999) แตความแตกตางของสปชีสในทะเลข้ึนกับความลึก
ของระดับนํ้าทะเล (Ruby et al., 1980) V. cholerae, V. vulnificus, V. mimicus,                      
V. cincinnatiensis และ V. fluvialis  เจรญิไดดีในนํ้ากรอย และพบบอยบริเวณปากแมนํ้า (Farmer 
III and Hickman-Brenner, 2006) สวน V. fischeri, V. harveyi, V. splendidus                 
และ Photobacterium spp. สามารถพบไดบรเิวณใตทะเลลึกมากกวา 1,000 เมตร (Ruby et al., 
1980; Urakawa et al., 1999) Vibrio เปนแบคทีเรียที่มปีฏิสัมพันธกับสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศทางนํ้า 
ไดแก การหมุนเวียนสารอาหาร, ปฏิสัมพันธกบัปะการัง, โปรโตซัว, แพลงกตอนสัตว, แพลงกตอนพืช, 
หอย, หมึกและ ปลา (Thompson et al., 2006)  พบวา V. alginolyticus เปนโปรไบโอติกในกุง
เพาะเลี้ยง (Vandenberghe et al., 2003) อีกทั้งยังมบีทบาทในการหมุนเวียนสารอาหาร            
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ในสิ่งแวดลอมทางนํ้าโดยใชสารอินทรียทีล่ะลายในนํ้า ซึ่งสิง่มีชีวิตขนาดใหญไมสามารถใชได (Sherr 
and Sherr, 2000) Vibrio สามารถผลิตกรดไขมันจําเปนชนิดไมอิ่มตัวใหแกหวงโซอาหารในทะเล       
ซึ่งสิง่มีชีวิตในทะเลหลายชนิดไมสามารถผลิตได (Cottrell and Kirchman, 2000) และ        
สามารถยอยสลายไคตินซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของเปลอืกสัตวทะเล (ไคตินเปนสารพวก 
homopolymer ของ N-acetyl-D-glucosamine ซึ่งเปนกรดอะมโินที่มมีากทีสุ่ดในมหาสมทุร) ทํา
ใหเกิดการหมุนเวียนคารบอนและไนโตรเจนในทะเล (Cottrell and Kirchman, 2000; Riemann 
and Azam, 2002) 

 
3. การกอโรคในสัตวของแบคทีเรียสกุล Vibrio 

แบคทีเรียสกลุ Vibrio มากกวา 20 สปชีส สามารถกอโรคในสัตวได (Thompson 
et al., 2004) โดยพบกอโรคไดทั้งในสัตวมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง V. harveyi,                 
V. alginolyticus, V. cholerae, V. anguillarum, V. carchariae, P. damsela, V. ordalii และ 
V. vulnificus เปนกลุมที่ทําใหเกิดโรคไดบอยในปลาและกุง (Austin and Allen, 1982; Lightner, 
1993)  มีรายงานวา V. parahaemolyticus สามารถทําใหเกิดโรคตอระบบทางเดินอาหารของสัตว
นํ้าได (Tran, 2013; Kongrueng et al., 2014)  V. harveyi, V. fisheri V. splendidus      
สามารถสรางเอนไซมลซูิเฟอเรส (luciferase) กระตุนปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ aldehyde และ 
flavin mononucleotide (FMNH2) ปลดปลอยพลงังานทําใหเกิดการเรืองแสงสเีขียวแกมเหลือง 
(Ziegler and Baldwin, 1981) แบคทีเรียเรืองแสงบางชนิดไดแก V. harveyi, V. splendidus    
เปนสาเหตุของการเกิดโรคเรืองแสงหรอืโรคเพชรพลอย (luminous หรือ diamond disease) ในกุง  
โดยกุงที่มกีารติดเช้ือเรอืงแสง จะมกีารเคลื่อนที่ชาลง กลามเน้ือบริเวณชองทองจะมสีีขาวขุน ออนแอ 
กินอาหารนอยลง จมลงสูกนบอ และตายภายใน 1-2 วัน ภายหลังจากพบอาการ อัตราการตาย     
จะเพิม่สงูข้ึนจาก 20-100% และมีแสงคลายหิง่หอยลอยตัวข้ึนลงตามการเคลื่อนไหวของกุง 
(Ruangpan and Kitao, 1991) V. alginolyticus, V. ordalii, P. damsela และ V. salmonicida 
พบกอโรคสวนใหญในปลานํ้าเค็ม โดยปลาจะมีอาการคลายกับการติดเช้ือ Aeromonas hydrophila 
ซึ่งอาการเดนชัดที่พบ ไดแก การติดเช้ือในกระแสโลหิตซึง่กอใหเกิดจุดหรือปนเลือดออก               
ที่อวัยวะตางๆ โดยเฉพาะครีบ หาง และอาจพบแผลหลมุที่ผิวหนัง มามขยายใหญและมสีีแดงสด 
อาการทางพยาธิวิทยาพบจุดเน้ือตายที่ตับ ไต มาม และบางครั้งอาจพบทีเ่ย่ือเมือกของทางเดินอาหาร
ดวย  
www.micro.vet.chula.ac.th/index.php/doc/doc_download/57 (วันที่สืบคน 7 พฤษภาคม 
2557) 
 
4. สารยอยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolysin) ของแบคทีเรียสกุล Vibrio 

การกอโรคของแบคทีเรียกลุม Vibrio จําเปนตองอาศัยปจจัยกอโรคหลายชนิด
พบวา hemolysin เปนปจจัยกอโรคสําคัญที่ทําใหเช้ือมีความสามารถในการทําลายเม็ดเลือด 
(hemolytic activity) hemolysin จัดเปนสารพิษที่แบคทีเรียหลั่งออกมาภายนอกเซลล        
สามารถ ทําลายเย่ือหุมเซลลของเม็ดเลือดแดงและทําใหเกิดการรั่วไหลของโปรตีนที่มีธาตุเหล็ก     
เปนองคประกอบ เชน ฮีโมโกลบิน, ทรานสเฟอริน และแลคโตเฟอริน สงผลใหแบคทีเรีย         
ส าม า ร ถ นํ า ธ า ตุ เ ห ล็ ก เ ห ล า น้ั น ไป ใ ช ไ ด  เ ป า ห ม ายข อ ง  hemolysin ไ ม ไ ด จํ า กั ด                           
อยูเพียงแคเซลลเม็ดเลือดแดงเทาน้ัน  แตยังรวมถึงเซลลอื่น ๆ ในระบบภูมิคุมกันดวย ในบางครั้ง     



4 

 

จึงมีการเรียก hemolysin วา cytolysin การทําลายเซลลดังกลาวเปนการเพิ่มความรุนแรง           
ในการกอโรคของเช้ือ (Zhang and Austin, 2005) การแสดงออกของ hemolysin ของ Vibrio     
จะถูกควบคุมโดยปริมาณเหล็กของโฮสต (Stoebner and Payne, 1988; Zhang and Austin, 
2005) สามารถแบงชนิดของ hemolysin หลัก ๆ ที่ผลิตโดย Vibrio ออกเปน 4 กลุม ไดแก 

4.1 Thermostable direct hemolysin (TDH) 

TDH พบใน V. parahaemolyticus (Vp-TDH) มีคุณสมบติัทนความรอน (heat-

stable) สามารถทนอุณหภูมิ 100ºC ไดนาน 10 นาที (Takeda, 1982; Iida and Honda, 1997) 

ควบคุมการสรางโดยยีน tdh ซึ่งอยูบนโครโมโซมของเช้ือ (Nishibuchi et al., 1990) Vp-TDH 

สามารถทําลายเย่ือหุมเซลลเม็ดเลอืดแดงทําใหเกิดรูที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 นาโน-

เมตร กระตุนการผานเขาออกของ cation และ กระตุน K+ channel (Lang et al., 2004) มีรายงาน

การตรวจพบยีนทีม่ลีําดับเบสคลายคลึงกับ ยีน tdh ของ V. parahaemolyticus ใน V. cholerae 

non-O1, V. mimicus และ V. hollisae (Nishibuchi et al., 1990; Baba et al., 1991; 

Yamasaki et al., 1991; Shinoda et al., 2004) 

4.2 EI Tor hemolysin (HlyA) 

HlyA หรือ V. cholerae cytolysin (Olson and Gouaux, 2003) ควบคุม   

การสรางโดยยีน hlyA พบใน V. cholerae EI Tor O1 และ non-O1 (Ichinose et al., 1987) 

สามารถสลายเม็ดเลือดแดง และเซลลอื่น ๆ ของสัตว เลี้ยงลูกดวยนม มีรายงานวา Vibrio               

ที่กอโรค  ในคน ไดแก V. fluvialis, V. mimicus และ V. vulnificus สามารถผลิต hemolysin   

ชนิด HlyA ได โดยถูกควบคุมการสรางโดยยีน vfh, vmh และ vvh ตามลําดับ (Yamamoto et al., 

1990; Kim et al., 1997; Choi et al., 2002; Han et al., 2002; Shinoda et al., 2004) 

นอกจากน้ียังมีรายงานการตรวจพบยีนที่มีลําดับเบสคลายคลึงกับ ยีน hlyA ของ V. cholerae       

ใน Vibrio ที่กอโรคในสัตวทะเล เชน V. anguillarum, V. tubiashii, V. harveyi, V. campbellii 

และ V. coralliilyticus (de O Sentos et al., 2011; Hasegawa et al., 2008; Hirono et al., 

1996; Rattanama et al., 2009; Ruwandeepika et al., 2010)  มีรายงานการใชเทคนิค 

Southern blot hybridization ในการตรวจสอบการกระจายของยีน  hlyA ใน Vibrio               

ที่แยกไดจากสิ่งแวดลอม จํานวน  57 ไอโซเลท พบวามีเพียง 2 ไอโซเลทที่ตรวจพบยีน hlyA   

ในขณะตรวจพบยีน thermolabile hemolysin (tlh) ในเช้ือ 49 ไอโซเลท (Wong et al., 2007)    

จึงแสดงใหเห็นวายีน hlyA ไมมีการพบทั่วไปใน Vibrio ที่ไมกอโรค 

4.3 Thermostable direct hemolysin-related hemolysin (TRH) 

TRH ควบคุมการสรางโดยยีน trh (trh1 และ trh2) มีคุณสมบัติไมทนความรอน   

ที่ 60ºC นาน 10 นาท ี ทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงของสัตวบางชนิดแตก และทําใหสัตวทดลองตาย 

พบวาการปรากฏของยีน trh มีความสัมพันธกับการสรางเอนไซม urease การศึกษาลําดับ      

กรดอะมโินของ TRH พบวามีความคลายคลึงกบั TDH ถึง 67% (Zhang and Austin, 2005)  
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   4.4 Thermolabile hemolysin (TLH) 

TLH ควบคุมการสรางโดยยีน tlh มีคุณสมบัติไมทนความรอนที่ 60ºC นาน       

10 นาที มีคุณสมบัติเปน phospholipase A2/lysophospholipase แตบทบาทในการกอโรค      

ยังไมทราบแนชัด (Shinoda et al., 1991; Zhang and Austin, 2005) tlh gene                   

พบใน V. parahaemolyticus ทุกไอโซเลท และใน Vibrio อีกหลายสปชีส (Zhang and Austin, 

2005) ยีนควบคุมการสราง TLH hemolysin ของ V. harveyi (vhh) พบไดทัง้ในเช้ือสายพันธุกอโรค

และไมกอโรค (Zhang and Austin, 2000; Conejero and Hedreyda, 2004; Rattanama et al., 

2009) และการปรากฏของยีนดังกลาวไมสัมพันธกับการกอโรคในกุง (Rattanama et al., 2009) 

 
5. การวินิจฉัยแบคทีเรียสกุล Vibrio 

การเพาะแยกเช้ือแบคทีเรียสกลุ Vibrio โดยทั่วไป ทําโดยการนําตัวอยาง         
ไปเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อเพิ่มจํานวนเช้ือ (pre-enrichment) ใน alkaline peptone water (APW)         
ที่มีเกลือ 1-2% กอนเปนเวลา 6-8 ช่ัวโมง แลวจึงนําไปเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มสีารยับย้ังเช้ืออื่น 
(selective media) เชน Thiosulfate Citrate Bile salts Sucrose (TCBS) agar ซึ่งอาศัยคุณสมบัติ
ความทนตอเกลือนํ้าดี และ เจริญไดใน pH สูงของ อาจใชอาหารเลี้ยงเช้ือ CHROMagar Vibrio (CV)  
ซึ่งเปน chromogenic agar ที่มีสวนประกอบของ substrate สําหรับเอนไซม β-galactosidase  
ทําใหสามารถแยกความแตกตางของสปชีสจากสีโคโลนีไดดีกวาการใชอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS agar 
(Hara-Kudo et al., 2001) เมื่อแยกเช้ือบนอาหารแข็งแลวจึงนําเช้ือไปทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคม ี
(biochemical test) และปฏิกิริยาทางนํ้าเหลืองวิทยา (serological test) ตอไป เช้ือในสกลุ    
Vibrio สวนใหญสามารถเจริญบน nutrient agar ที่มีเกลอื 0.5-1% ที่อุณหภูมิ 37ºC ภายในเวลา 
18-24 ช่ัวโมง โคโลนีมลีักษณะกลมนูน ขอบเรียบ สีครีม ขนาดเสนผานศูนยกลางโดยเฉลีย่     
ประมาณ 2-5 มิลลเิมตร แต V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus โคโลนีมลีักษณะแผ 

 
6.  Vibrio harveyi และการกอโรคของ Vibrio harveyi 
 V. harveyi มีช่ือเดิมวา Achromobacter harveyi (Johnson and Shunk, 

1936) ตอมาเปลี่ยนเปน Lucibacterium harveyi, Beneckea harveyi และ V. harveyi (Farmer 

et al., 2005) นอกจากน้ีจากการศึกษาลักษณะและความสัมพันธทางพันธุกรรมของ V. harveyi 

และ V. carchariae ซึ่งเปนสาเหตุของการตายในปลาฉลาม พบวาเปนแบคทีเรียชนิดเดียวกัน      

(Gauger and Gomez-Chiarri, 2002) การเจริญของ V. harveyi ในทะเลถูกกระตุนโดยความเค็ม 

10-60 ppt อุณหภูมิ 25-32 ºC และ pH 5-9 (Kiriratnikom et al., 2000) สามารถกอโรคได       

ทั้งในสัตวมีกระดูกสันหลังและสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Pavia et al., 1989) V. harveyi                  

เปนหน่ึงในเช้ือกอโรครุนแรงที่พบในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าทั่วโลก โดยเฉพาะอยางย่ิงการกอโรคในกุง

เพาะเลี้ยง (Prayitno and Latchford, 1995; Zhou et al., 2012) เช้ือน้ีเปนสาเหตุสําคัญของโรค

เรืองแสง (luminous vibriosis) ในกุงระยะวัยรุนที่เพาะเลี้ยงในประเทศไทยและประเทศอื่นๆ        

ในแถบภูมิภาคเอเชีย เชน อินเดีย อินโดนีเซีย และ ฟลิปปนส (Lavilla-Pitogo et al., 1998; Teo 
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et al., 2000; Chari and Dubey, 2006) V. harveyi มีบทบาทสําคัญในการกอโรคในสัตวทะเล      

โดยมีผลตอการตายของปลาเกาเพาะเลี้ยง (Saeed, 1995; Yingxue et al., 2006) ทําใหเกิดโรคตา

ในปลานวลจันทรทะ เล  (Chanos chanos)  ( Austin and Zhang, 2006 )                              

และสามารถกอใหเกิด แผลเรื้อรังในปลาฉลาม (Bertone et al., 1996) ในปลาลิ้นเสือ 

(Paralichthys dentatus)  พบการ ติด เ ช้ือบริ เ วณลํา ไส และลั กษณะสี แดงรอบทวาร                  

ทองเต็มไปดวยของเหลวสีขาวขุน ลําไสเกิดการอักเสบและมีเน้ือตาย (Soffientino et al., 1999; 

Lee et al., 2002) ในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง  V. harveyi มักทําใหเกิดโรคในตัวออนของกุง

เพาะเลี้ยง ทั้งในแถบอเมริกาใตและทวีปเอเชีย (Prayitno and Latchford, 1995) นอกจาก        

ทําให เกิดโรคเรืองแสง ยังทํ าให เกิดโรค Bolitas negricans หรือ เกิด ตุมตามเ น้ือเ ย่ือ               

ระบบทางเดินอาหาร (Robertson and Austin, 1998) V. harveyi ยังเปนสาเหตุของการตาย      

ในหอยเปาฮื้อ เพาะเลี้ ยง  ลักษณะของโรค    พบจุดสีขาวบริ เวณเทาทํ า ใหหอยเป าฮื้ อ                  

ไมสามารถเกาะติดบริเวณพื้นผิวได และตายจมสูกนบอ (Nishimori et al., 1998; Austin and 

Zhang, 2006)  

กลไกการกอโรคของ V. harveyi ยังไมเปนทีท่ราบแนชัด เคยมีรายงานวา 

extracellular products (ECP) เปนปจจัยกอโรคทีส่ําคัญของ V. harveyi (Saeed, 1995)      

สามารถกอใหเกิดความรุนแรงซึง่เปนสาเหตุของการตายทัง้ในกุงกลุาดําและหนูทดลอง (Montero 

and Austin, 1999) ECP ของ V. harveyi เปนพิษตอปลาเกา การศึกษากลไกความรุนแรงของ ECP 

ของเช้ือสายพันธุกอโรคและสายพันธุที่ไมกอโรคพบวา protease, phospholipase, hemolysins 

และสารพิษนอกเซลลอื่น ๆ อาจจะมีบทบาทเกี่ยวของกบัการกอโรคของ V. harveyi ในกุงกุลาดํา 

(Liuxy et al., 1996) การศึกษาในอารทีเมีย (Artemia franciscana nauplii) พบความสมัพันธ

ระหวางการตายของอารทเีมียกบัการผลิต protease, phospholipase หรือ siderophores                   

แตไมพบวาเกี่ยวของกบัการผลิต lipase, gelatinase หรือ hemolytic activity  (Soto-Rodriguez 

et al., 2003) V. harveyi ที่แยกไดจากกุงเปนโรคสามารถผลิต extracellular cysteine protease 

ซึ่งอาจเปนปจจัยกอโรคอยางหน่ึงของเช้ือ (Fukasawa et al., 1988; Liu et al., 1997)  
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วัตถุประสงค 

1. เพื่อศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน hhl ของ V. harveyi กับยีน hlyA                

ของ V. cholerae  

2. เพื่อศึกษาผลของความเค็ม และ pH ตอการเจริญ, การสลายเม็ดเลือดแดง และความรุนแรง   

ในการกอโรคของ V. harveyi สายพันธุที่มียีน hhl  เปรียบเทียบกับเช้ือสายพันธุที่ไมมียีน

ดังกลาว 

3.     เพื่อศึกษาความชุกของเช้ือกลุม non-cholerae Vibrio ที่มียีน hlyA ในอาหารทะเล และ   

ศึกษาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง  และความสามารถในการกอโรคของ           

non-cholerae Vibrio ที่มียีน hlyA 
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ผลการทดลอง 
 

1. ลําดับนิวคลีโอไทด และ การวิเคราะหขอมูลทางพันธุกรรมของยีน hhl  
การเพิ่มปริมาณยีน hhl ของ V. harveyi โดยวิธี PCR ได ช้ินสวนยีน                

ที่มีขนาด 1,090 bp เมื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดและนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด      
ที่มีความคลายคลึงกันในฐานขอมูล National center for biotechnology information (NCBI) 
โดยใชโปรแกรม BLAST (blastn) พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hhl ของ V. harveyi              
มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hhl ของ V. campbelli HY01 มากกวานิวคลีโอไทด
ของยีน hlyA ของ V. cholerae และ V. harveyi STD3-0949 และ STD3-0953 นอกจากน้ี    
ลําดับนิวคลีโอไทด ของยีน hhl มีความคลายคลึงกับยีน vmh ของ V. mimicus, vfh                
ของ V. fluvialis และ vah1 ของ V. anguillarum คอนขางนอย (ตารางท่ี 1) การศึกษา
ความสัมพันธ   ทางวิวัฒนาการพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hhl ของ V. harveyi และ            
V. campbellii HY01 จัดอยูในกลุมเดียวกับยีน hlyA ของ V. cholerae (รูปท่ี 1) 

 

ตารางท่ี 1 เปอรเซ็นตความเหมือน (identity) ของยีน hhl ของ V. harveyi PSU3282, PSU3283 
และ PSU3288 กับยีน hlyA homologues ของแบคทีเรีย Vibrio spp. และ non-Vibrio 

Bacterial species 
Hemolysin 

gene 
Accession 
number 

% identity (E value) to 

PSU3282 PSU3283 PSU3288 

V. harveyi      

PSU3282 hhl  100 (0.0) 98 (0.0) 96 (0.0) 

PSU3283 hhl  98 (0.0) 100 (0.0) 99 (0.0) 

PSU3288 hhl  96 (0.0) 99 (0.0) 100 (0.0) 

STD30949 hlyA GU230681 85 (0.0) 85 (0.0) 84 (0.0) 

STD30953 hlyA GU230682 84 (0.0) 85 (0.0) 84 (0.0) 

V. campbellii HY01 hhl  98 (0.0) 100 (0.0) 99 (0.0) 

V. cholerae N16961 hlyA AE003853 84 (0.0) 85 (0.0) 84 (0.0) 

V. mimicus vmh GU137289 75 (4e-92) 74  (6e-133) 73 (1e-122) 
V. fluvialis vfh AF348455 70 (2e-89) 71 (1e-93) 70 (3e-83) 

V. anguillarum vah1 LK021129 68 (3e-57) 63 (4e-10) 63 (4e-10) 

Aeromonas 
hydrophila 

hlyA U81555 65 (1e-04) 63 (3e-05) 63 (3e-05) 
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รูปท่ี 1 การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของยีน hhl ของ V. harveyi ลําดับนิวคลีโอไทดได
จากฐานขอมูล NCBI แผนภาพแสดงความสัมพันธสรางโดยวิธี neighbor-joining จากโปรแกรม 
MEGA ตัวเลขแสดงบนกิ่ง (% bootstrap) มาจากการคํานวณ 1,000 ซ้ํา 

 
2. ปจจัยในการเพาะเลี้ยงตอการเจริญของ V. harveyi 

การศึกษาอัตราการเจริญของแบคทีเรียภายใตสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ความเค็ม 
และ pH ตางๆ พบวา V. harveyi ทุกสายพันธุเจริญเติบโตไดดีในสภาวะที่มี 3% NaCl, pH 8.6 
และอัตราการเจริญจะลดลงเมื่อลดความเขมขนของ NaCl และ pH (รูปท่ี 2) 

 

3.  ปจจัยในการเพาะเลี้ยงตอการสลายเม็ดเลือดแดงของ V. harveyi 
hhl+ V. harveyi และ V. campbellii HY01 ที่เจริญที่ pH 7.3 สภาวะ           

ที่มี 3% NaCl สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดนอยกวาเช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 0.5 และ 1.5% NaCl 
(p<0.05) อย าง ไรก็ ตามความเข มข นของ NaCl ที่ทดสอบไม มีผลตอความสามารถ                      
ในการสลายเม็ดเลือดแดงของ V. cholerae เมื่อศึกษาผลของ pH พบวา hhl+ V. harveyi           
ที่เจริญที่ pH 5 และ pH 8.6 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดสูงที่สุด ตรงขามกับ V. cholerae     
พบวาเช้ือที่เจริญที่ pH 7.3 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดสูงกวาเช้ือที่เจริญที่ pH 5 และ pH 8.6 
(p<0.05) ทั้งน้ี hhl+ V. harveyi มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงสูงกวา hhl- V. harveyi 
(p<0.05) และพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง   
ของ hhl+ V. harveyi กับ V. campbellii HY01 ในเช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 0.5% NaCl (รูปท่ี 2) 
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รูปท่ี 2  ผลของความเค็ม และ pH ตอการเจริญ และความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของ 

Vibrio รูป  แสดงคาเฉลี่ยของอัตราการเจริญ และแทงแสดง % hemolysis ของ V. harveyi 

PSU3282 (   ), PSU3283 (    ), PSU3288 (   ); V. campbellii HY01 (   ) มียีน hhl;               

V. cholerae (    ); V. harveyi PSU3303 (    ), PSU3280 (     ) ไมมียีน hhl เช้ือทดสอบ    

เจริญที่อุณหภูมิ 30C เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ในสภาวะตาง ๆ ไดแก (a) TSB0.5% NaCl ที่ pH 5, 

7.3 และ 8.6 (b) TSB1.5% NaCl ที่ pH 5, 7.3 และ 8.6 (c) TSB3% NaCl ที่ pH 5, 7.3 และ 

8.6 ทดสอบทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS โดยวิธี One way ANOVA 
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4.  ผลของสภาวะการเพาะเลี้ยงตอความสามารถในการกอโรคของเชื้อในสัตวทดลอง 
   การศึกษาความสามารถในการกอโรคในกุงของ V. campbellii HY01 (hhl+)      

ซึ่งเปนสายพันธุกอโรคและ V. harveyi PSU3283 (hhl+) และ  V. harveyi PSU3280 (hhl-)        
ที่มีความสามารถในการกอโรคตํ่า โดยใชหนอนผีเสื้อ (Galleria mellonella) เปนโมเดล          
พบวาที่ความเขมขนของเ ช้ือสูง (3x107 CFU/larval) สามารถสังเกตเห็นการสรางเม็ดสี 
(melanization) ของหนอนผีเสื้อทั้งหมดที่ทําการทดสอบ แตอยางไรก็ตามมีหนอนผีเสื้อบางตัว       
มีการสรางเม็ดสีและยังคงรอดชีวิตอยู (รูปท่ี 3a) โดยพบอัตราการตายของหนอนผีเสื้อที่ติดเช้ือ       
V. campbellii HY01 (hhl+) สูงกวาหนอนผีเสื้อที่ติดเช้ือ V. harveyi PSU3283 (hhl+) และ        
V. harveyi PSU3280 (hhl-) อยางมีนัยสําคัญสวนชุดควบคุม (PBS) ไมพบการตายของหนอนผีเสื้อ 
(รูปท่ี 3b) และจากการประเมินผลของสภาวะในการเลี้ยงเช้ือ (TSB+3% NaCl, pH 5)               
ตอความสามารถในการกอโรคในสัตวทดลอง พบวา  V. campbellii HY01 (hhl+)                       
ที่เลี้ยงใน TSB+3% NaCl, pH 5 หรือ TSB+1.5% NaCl, pH 7.3  ทําใหเกิดการตายของหนอนผีเสื้อ 
50% (LD50) แตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ แตอยางไรก็ตามหนอนผีเสื้อที่ฉีดดวย V. harveyi 
PSU3283 (hhl+) และ V. harveyi PSU3280 (hhl-) ไมมีมีความแตกตางของการรอดชีวิต           
ใน 48 ช่ัวโมง 

 
 

รูปท่ี 3 (a) การสรางเม็ดสีของตัวออนหนอนผเีสื้อ Galleria mellonella ทั้งที่มีชีวิตรอดและไมมีชีวิต
รอด ภายใน 48 ช่ัวโมงหลังจากการฉีดเช้ือ Vibrio campbellii HY01 ความเขมขน 3x107 CFU     
ซึ่งเลี้ยงในอาหาร TSB+1.5% NaCl, pH 7.3 (b)  กราฟ Kaplan-Meier แสดงการรอดชีวิต      
ภายใน 48 ช่ัวโมงหลังจากการฉีดเช้ือ V. campbellii HY01 ความเขมขน 3x107 , 3x106 , 3x105 
CFU และ V. harveyi PSU3283 (O) หรอื  PSU3280 (□); PBS () เปนชุดควบคุม 
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5.  การแยกและจําแนก non-cholerae Vibrio จากตัวอยางอาหารทะเล 
จํานวนอาหารทะเลที่ใชในการแยกเช้ือโดยใชอาหารแข็ง TCBS รวมทั้งหมด      

75 ตัวอยาง ไดจากตลาดสดในจังหวัดสงขลา แบงเปน กุง 45 ตัวอยาง, หมึก 18 ตัวอยาง,          
หอย 8 ตัวอยาง, ปู 2 ตัวอยาง และปลา 2 ตัวอยาง  

ก า ร เ ลื อ ก โ ค โ ล นี ที่ แ ต ก ต า ง กั นที่ ค า ด ว า น า จ ะ เ ป น เ ช้ื อ ก ลุ ม  Vibrio                     

คือเช้ือที่ใหผล oxidase เปนบวก ทั้งกลุมที่สามารถหมักนํ้าตาลซูโครสได (โคโลนีสีเหลือง)          

และไมหมักนํ้าตาลซูโครส (โคโลนีสีเขียว) เบื้องตนสามารถคัดเลือกเช้ือไดจํานวน 335 ไอโซเลท

แบงเปน ไอโซเลทที่แยกไดจากกุง 219 ไอโซเลท, หมึก 64 ไอโซเลท, หอย 36 ไอโซเลท,              

ปู 9 ไอโซเลท และปลา 7 ไอโซเลท (ตารางท่ี 2) 

เน่ืองจากมีรายงานวาแบคทีเรีย non-Vibrio บางชนิดสามารถเจริญได            
บน     TCBS agar เชน Aeromonas spp. และ Photobacterium spp. เปนตน จึงไดยืนยัน              
เช้ือทั้ง 335 ไอโซเลท วาเปนเช้ือกลุม Vibrio โดยวิธี PCR ซึ่งใชยีน 16S rRNA ที่จําเพาะ             
กับแบคทีเรีย Vibrio เปนยีนเปาหมาย โดยพบวามี 268 ไอโซเลทที่ใหผลบวก (ตารางท่ี 2)         
ทั้งน้ี ไอโซเลทที่ใหผลลบอาจเปนไปไดวาไมใช Vibrio หรืออาจเปน Vibrio ที่มีความผันแปร         
ของลําดับเบสของยีน 16S rRNA บริเวณที่ primers เกาะ และเน่ืองจากการศึกษาน้ีตองการ     
ตรวจหายีน hlyA ของ V. cholerae ใน non-cholerae Vibrio จึงทําการคัดเลือกเฉพาะ non-
cholerae Vibrio ไปศึกษาตอ ซึ่งหมายถึงไอโซเลทที่ใหโคโลนีสีเขียวทั้งหมด และไอโซเลทที่ใหโคโลนี
สีเหลืองแตใหผลลบกับการตรวจยีน ompW ซึ่งเปนยีนจําเพาะของ V. cholerae จากผลการจําแนก
เช้ือพบแบคทีเรียกลุม non-cholerae Vibrio ทั้งหมด 231 ไอโซเลท (ตารางท่ี 2) 
 
ตารางท่ี 2 จํานวน non-cholerae Vibrio ที่แยกไดจากอาหารทะเลประเภทตาง ๆ 

ชนิดอาหาร
ทะเล จํานวนตัวอยาง 

จํานวนไอโซ
เลทที่แยกจาก 
TCBS 

Vibrio spp.  
(16S rDNA PCR) 

non-cholerae Vibrio 
Sucrose 
fermenter 
(ompW -) 

Non- 
sucrose 
fermenter 

กุง 45 219 188 121 34 
หมึก 18 64 43 34 7 
หอย 8 36 26 23 3 
ปู 2 9 9 4 3 
ปลา 2 7 2 2 0 

รวม 75 335 268 184 47 
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6.  การศึกษาความจําเพาะของ hlyA hybridization probe และการตรวจหายีน hlyA      
    ใน non-cholerae Vibrio โดยวิธี colony blot hybridization 

การศึกษาความจําเพาะ (specificity) ของ hlyA probe ที่เตรียมได            
ผูวิจัยไดทดสอบความจําเพาะของ hlyA probe โดยวิธี colony blot hybridization กับแบคทีเรีย
จํานวน 6 สายพันธุ ไดแก V. cholerae O1 DMST 16261 (hlyA+) จํานวน 1 สายพันธุ,              
V. cholerae nonO1/nonO139 (hlyA-) จํานวน 1 สายพันธุ , V. parahaemolyticus                
ที่มีเฉพาะยีน tlh (tdh-trh-), V. parahaemolyticus ที่มีเฉพาะยีน tdh (tdh+trh-) และ                         
V. parahaemolyticus ที่มีเฉพาะยีน trh (tdh-trh+) จํานวนอยางละ 1 สายพันธุ จากผลการศึกษา
พบวา hlyA probe ที่เตรียมมีความจําเพาะสูง โดยมีเพียง V. cholerae O1 DMST 16261 (hlyA+) 
เทาน้ันที่ใหผลบวก (รูปท่ี 4) 

 

 
 

รูปท่ี 4 ความจําเพาะของ hlyA probe 
   1: hlyA+ Vibrio cholerae O1 El Tor 
  2: hlyA- V. cholerae nonO1/nonO139 
  3: tdh-trh- V. parahaemolyticus 
  4: tdh+trh-  V. parahaemolyticus 
  5: tdh-trh+ V. parahaemolyticus 

 

การตรวจหายีน  hlyA ในแบคที เ รี ยกลุ ม  non-cholerae Vibrio                        
ที่คัดแยกไดจากอาหารทะเล จํานวน 231 ไอโซเลท ดวยเทคนิค colony blot hybridization โดย
ใช probe ที่เตรียมขางตน พบวา non-cholerae Vibrio จํานวน 2 ไอโซเลทใหผลบวก เมื่อนําไป
จําแนกชนิดของเช้ือโดยวิธีเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rRNA และยืนยัน โดยวิธี PCR ซึ่งใช 
species-specific primers พบวา คือ V. parahaemolyticus (VP40) และ V. alginolyticus 
(VA55) (รูปท่ี 5) 

 

 
 

รูปท่ี 5  Colony blot hybridization เพื่อตรวจหายีน hlyA ใน non-cholerae Vibrio 
 1: hlyA+ Vibrio cholerae O1 El Tor  

 2: hlyA- V. cholerae nonO1/nonO139 

 3: V. parahaemolyticus VP40 

 4: V. alginolyticus VA55 
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7.  การสลายเม็ดเลือดแดงของ V. parahaemolyticus VP40 และ V. alginolyticus VA55 
V. parahaemolyticus VP40 และ tdh-trh- V. parahaemolyticus                        

มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงไมแตกตางกัน คือ 12 และ 11.9% ตามลําดับ             
ส วน tdh+trh- V. parahaemolyticus และ tdh-trh+ V. parahaemolyticus                  
สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได 74.8 และ 100% ตามลําดับ (รูปท่ี 5) 

V. alginolyticus VA55 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได 22.7% ซึ่งแตกตาง    
อยางชัดเจน กับ V. alginolyticus Val.36 (แยกจากปลาเปนโรค) และ V. alginolyticus W6.2 
(แยกจากสิ่งแวดลอม) ที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดเพียง 2.4 และ 3.7% ตามลําดับ (รูปท่ี 5) 

 

   
 

รูปท่ี 6 ความสามารถในการสลายเม็ดเลอืดแดง (% hemolysis) ของ non-cholerae Vibrio ที่

ตรวจพบยีน hlyA ซึ่งแยกจากอาหารทะเล V. parahaemolyticus VP40 (  ), tdh-trh-                   

V. parahaemolyticus (  ), tdh+trh- V. parahaemolyticus (  ); tdh-trh+                              

V. parahaemolyticus (  ); V. alginolyticus VA55 (  ), V. alginolyticus Val.36 (  ),                

V. alginolyticus W6.2  (  ) เจริญที่อุณหภูมิ 37C เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ทดสอบความแตกตางทาง

สถิติโดยใชโปรแกรม SPSS โดยวิธี One way ANOVA 
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การวิเคราะหผลการทดลอง 
   

Hemolysin เ ป น ส า ร พิ ษที่ เ กี่ ย วข อ ง กั บ ก า ร ส ล าย เ ม็ ด เ ลื อ ดแด ง แล ะ               
เปนหน่ึงในปจจัยกอโรคสําคัญของเช้ือในสกุล Vibrio ซึ่งเช้ือแตละสปชีสก็จะมียีนที่เกี่ยวของ   
แตกตางกัน เชน ยีน tdh และ trh ของ V. parahaemolyticus, ยีน hlyA ของ V. cholerae และ 
ยีน vhh ของ V. harveyi เปนตน (Zhang and Austin, 2005; Rattanama et al., 2009) 
การศึกษากอนหนาไดตรวจพบยีนใน V. campbellii HY01 (เดิมคือ V. harveyi HY01)             
ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับยีน hlyA ของ V. cholerae มากถึง 86% และไดต้ังช่ือยีนน้ัน  
วายีน hhl การศึกษาในครั้งน้ันไดมีการตรวจหายีน hhl ใน V. harveyi สายพันธุอื่น ๆ                
ที่แยกจากสัตวทะเล (Rattanama et al., 2009) และพบวา V. harveyi จํานวน 3 สายพันธุ 
(PSU3282, PSU3283, PSU3288) มี ยีน hhl การ ศึกษาครั้ ง น้ีจึงได ศึกษาความสัมพันธ              
ทางวิวัฒนาการของยีน hhl ของ V. harveyi กับยีน hlyA ของ V. cholerae และ                   
พบความเหมือนกันมากกวา  84% ดังแสดงให เห็นในรูปสายสัมพันธทาง วิ วัฒนาการ                   
ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hhl และ ยีนที่เกี่ยวของกับการสลายเม็ดเลือดแดงอื่นๆ ในกลุม     
hlyA homologues ของเช้ือในสกุล Vibrio  ซึ่งแสดงใหเห็นวายีน hhl ที่ตรวจพบใน V. harveyi น้ี
อาจจะไดรับการถายทอดมาจาก V. cholerae โดยตรง แบคทีเรียสกุล Vibrio อาศัยอยูทั่วไปในนํ้า
ทะเล และนํ้ากรอยทั่วโลก ดังน้ันการแลกเปลี่ยนยีนระหวาง V. cholerae และ non-        
cholerae Vibrio จึงเปนไปไดงาย ดังที่มีรายงานการปรากฏของยีนที่คลายคลึงกับยีน hlyA        
ของ V. cholerae ใน non-cholerae Vibrio หลายสปชีส ไดแก V. anguillarum (vah1),              
V. tubiashii (vthA และ vthB), V. campbellii, V. coralliilyticus และ V. harveyi (hhl) 
(Hirono et al., 1996; Hasegawa et al., 2008; Rattanama et al., 2009; Ruwandeepika et 
al., 2010; De O Santos et al., 2011) นอกจากน้ียังมีรายงานวา Vibrio สปชีสที่กอโรคในมนุษย 
ไดแก V. fluvialis, V. mimicus และ V. vulnificus สามารถผลิตฮีโมไลซินที่คลายคลึงกับ hlyA   
ของ V. cholerae ได (Yamamoto et al., 1990; Kim et al., 1997; Kothary et al., 2003)     
ซึ่งลําดับกรดอะมิโนของ  V. fluvialis hemolysin (VFH) และ V. mimicus hemolysin (VMH)     
มีความคลายคลึงกับ HlyA hemolysin ของ V. cholerae ถึง 71% และ 81.6% ตามลําดับ 
(Yamamoto et al., 1990; Han et al., 2002)  

  การศึกษาครั้งน้ีพบวา hhl+ V. harveyi มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
สูงกวา hhl- V. harveyi มีรายงานแสดงความสัมพันธระหวางการปรากฏของยีน hlyA ใน non-
cholerae Vibrio กับคุณสมบัติในการกอโรคของเช้ือ เชน V. fluvialis VFH สามารถ              
ยอยสลายเม็ดเลือดแดงของแกะ, หนู, หมู, กระตาย, ลูกวัว, แพะ, มา และ หาน ได และ มีความเปน
พิษตอรังไขของหนูแฮมสเตอร (Kothary et al., 2003) V. anguillarum Vah1 เปนสาเหตุหลักที่ 
ทําใหเกิดโลหิตเปนพิษในปลา (Austin and Austin, 2007) และพบวาเมื่อทําใหยีน vah1             
เกิดการกลายพันธุจะทําใหความรุนแรงในการกอโรคตอปลาแซลมอนลดลง (Rock and Nelson, 
2006) อยางไรก็ตามการศึกษากอนหนาน้ีพบวา หลังจากฉีดเช้ือ 24 ช่ัวโมง แมวา hhl+ V. harveyi 
PSU3288 จะทําใหกุงตาย 100% แต hhl+ V. harveyi PSU3282 และ PSU3283 กลับทําใหกุงตาย
เพียง 29% สวน hhl- V. harveyi PSU3280 ทําใหกุงตายถึง 58% ที่นาสนใจคือ hhl- V. harveyi 
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PSU3303 กลับทําใหกุงตาย 100% ภายใน 12 ช่ัวโมง (Rattanama et al., 2009)                   
ดังน้ันอาจมีปจจัยอื่นๆที่ควบคุมความสามารถในการกอโรคของเช้ือกลุมดังกลาว งานวิจัยกอนหนาน้ี
แสดงใหเห็นวาการเลี้ยง V. harveyi ที่ความเค็มตํ่า ๆ (1-1.5% NaCl) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง                    
กอนการทดสอบความรุนแรงในกุงจะเพิ่มความสามารถในการกอโรคของเช้ือ อยางไรก็ตาม รายงาน
ดังกลาวไดระบุวาการเลี้ยงเช้ือที่ pH 5 จะลดความสามารถในการกอโรคของเช้ือ (Prayitno and 
Latchford, 1995) การศึกษาผลของปจจัยทางสิ่งแวดลอมตอการกอโรคของ V. alginolyticus และ 
V. anguillarum พบวาอุณหภูมิและความเค็มมผีลตอการเกาะติดและ เพิ่มความสามารถในการกอ
โรคในปลาของเช้ือทั้งสอง (Bordas et al., 1996; Ben-Haim et al., 2003; Krishnan et al., 
2004) 

 การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาปจจัยทางสิ่งแวดลอม ไดแก ความเค็ม และ pH            
มีผลตอการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi โดยพบวาเช้ือที่ เจริญที่ pH 7.3              
สภาวะที่มี 3% NaCl สลายเม็ดเลือดแดงไดนอยกวาเช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 0.5 และ 1.5% NaCl 
และเช้ือที่เจริญ ที่ pH 5 และ pH 8.6 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดสูงที่สุด มีรายงานวาปจจัย     
ทางสิ่งแวดลอมสงผลตอการเจริญของเช้ือและความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงในเช้ือกอโรค
หลายชนิด ไดแก  Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 
(Geoffroy et al., 1987; Forti and Menestrina, 1989; Schmidt et al., 1996)                 
อยางไรก็ตามไมคอยพบรายงานในเช้ือกลุม Vibrio นอกจาก V. cholerae ที่พบวา pH 7.1-7.4 
เหมาะสมตอการสลายเม็ดเลือดแดงของเ ช้ือ  (Feeley and Pittman, 1963)                          
จากการศึกษาผลของ pH (pH5-8) ตอการทําใหเม็ดเลือดแดงเปนรู ของ enterohemorrhagic       
E. coli (EHEC) HlyA hemolysin พบวาที่ pH 5 เช้ือทําใหเกิดรูที่เม็ดเลือดแดงไดตํ่าสุด แตที่ pH 8 
เช้ือทําใหเกิดรูที่เม็ดเลือดแดงไดสูงสุดและ เกลือสามารถเหน่ียวนําใหเช้ือทําใหเม็ดเลือดแดงเปนรู    
ที่ pH เปนกลางได โดยพบวา cation เหน่ียวนําไดดีกวา  anion  (Schmidt et al., 1996)         
ซึ่งแตกตางจาก L. monocytogenes listeriolysin O (sulfhydryl-activated toxins) ที่ทํางานไดดี
ที่สภาวะแวดลอมที่เปนกรด กลาวคือ สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดดีที่ pH 5.5  แตที่ pH 7        
จะไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได ซึ่งแตกตางจาก sulfhydryl-activated toxins อื่น ๆ (Geoffroy 
et al., 1987; Schuerch et al., 2005; Bavdek et al., 2012) การศึกษาผลของความเค็ม และpH  
ตอการสลายเม็ดเลือดแดงและการสราง cytolysin ของ A. hydrophila ที่แยกไดจากหอยนางรม 
พบวาเช้ือที่เจริญในสภาวะที่มี 1-5% NaCl, pH 7.2 สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดดีกวาเช้ือ          
ที่เจริญ pH อื่น ๆ (Tsai et al., 1997; Baratela et al., 2001) ดังน้ันปจจัยทางสิ่งแวดลอม       
ดานความเค็ม และ pH อาจมีบทบาทและ เพิ่มความรุนแรงตอการยอยสลายเม็ดเลือดแดง         
ของ hhl+ V. harveyi การแสดงของยีน hhl ทําใหเช้ือสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดมากข้ึน         
ในสภาวะที่แตกตางออกไปจากสภาวะปกติ ดังน้ันเช้ือกลุมน้ีอาจกลายเปนเช้ือกอโรคในสัตวทะเลได
หากสิ่งแวดลอมมีการเปลี่ยนแปลงไปในสภาวะดังกลาว  

 ผลของสภาวะการเพาะเลี้ยงตอความสามารถในการกอโรคของเช้ือในสัตวทดลอง 
ซึ่งกอนหนาน้ีมีรายงานวาหนอนผีเสื้อ (G. mellonella) เปนโมเดลที่เหมาะสมในการศึกษา        
การกอโรคของเช้ือ V. anguillarum ในการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า (McMillan et al., 2015)  ดังน้ัน     
ในการทดลองน้ีจึงใชหนอนผีเสื้อในการศึกษาการกอโรคของเช้ือ V. campbellii HY01 (hhl+),      
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V. harveyi PSU3283 (hhl+) และ  V. harveyi PSU3280 (hhl-) ที่เลี้ยงในสภาวะ TSB+3% NaCl, 
pH 5 หรือ TSB+1.5% NaCl, pH 7.3 อยางไรก็ตามไมพบความสัมพันธระหวางการปรากฏของยีน 
hhl กับความสามารถในการกอโรคของเช้ือในตัวออนของหนอนผีเสื้อและ ยังไมพบความแตกตาง 
ของการทําใหเกิดโรคใน V. harveyi ที่มียีน hhl และไมมียีน hhl ซึ่งอาจเปนผลมาจากเช้ือใชปจจัย      
กอโรคอื่นในการทําใหเกิดโรค หรือ อาจมีปจจัยทางสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ภายในตัวออนของสัตวทดลอง  
ที่ใชศึกษาสงผลตอความสามารถในการกอโรคของเช้ือ 
 การศึกษาน้ีไดคัดแยก non-cholerae Vibrio ไดจํานวน 231 ไอโซเลท                  
จากตัวอยางอาหารทะเลจํานวน 75 ตัวอยาง และใชเทคนิค colony blot hybridization           
ในการตรวจหาความชุกของเช้ือที่มียีน hlyA โดยเตรียม probe จากการเพิ่มจํานวนยีน hlyA                     
ของ V. cholerae O1 DMST 16261 ดวยวิธี PCR แลวนํามาติดฉลากโดยวิธี random-primed 
DNA labeling ดวย DIG-dUTP จากน้ันนําไปทดสอบความจําเพาะและหาสภาวะที่เหมาะสม       
ของปฏิกิริยา hybridization เพื่อยืนยันวา probe ไมสามารถจับกับยีนสราง hemolysin              
ในกลุมอื่นๆ นอกเหนือจาก hlyA ได โดยยีนสราง hemolysin ที่สําคัญอื่น ๆ ที่มีรายงานในปจจุบัน 
ไดแก tlh, tdh และ trh ซึ่งควบคุมการสราง TLH, TDH และ TRH ตามลําดับ ผลการศึกษา            
พบวามีเช้ือเพียง 2 ไอโซเลทที่ใหผลบวก (V. parahaemolyticus VP40 และ V. alginolyticus 
VA55) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเช้ือ non-cholerae Vibrio กลุมที่พบมากในอาหารทะเลเปน           
V. alginolyticus และ V. parahaemolyticus  (Chan et al., 1986) จึงอาจไมมีความหลากหลาย
ทางสปชีสของเช้ือที่แยกไดจากอาหารทะเลในครั้งน้ี อีกทั้งเช้ือทั้งสองสป ชีสก็ยังไมเคยมีรายงาน    
การตรวจพบ ยีน hlyA homologues มากอน การทดสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
ของ V. parahaemolyticus VP40 พบวาเช้ือมีความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแกะได
นอยมากไมแตกตางกับ tdh-trh-  V. parahaemolyticus ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเช้ืออาจไดรับยีน      
ที่มีการกลายพันธุหรือการแสดงออกตรงบริเวณ promoter อยางไรก็ตามพบวา V. alginolyticus 
VA55 กลับสลายเม็ดเลือดแดงไดดีกวา V. alginolyticus สายพันธุอื่น ๆ จากผลขางตนยังไมสามารถ
ระบุไดถึงความสัมพันธของการปรากฏของยีน hlyA ในเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท กับความสามารถ          
ในการสลายเม็ดเลือดแดง เน่ืองจากเมื่อทําการยืนยันการปรากฏของยีนดวยวิธี PCR โดยใช            
V. cholerae hlyA primers แลวพบวาใหผลลบ ซึ่งอาจเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลง            
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่ primers เกาะ ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาที่พบวาไมสามารถ
ตรวจหายีน hlyA ของ V. cholerae non-O1/non-O139 จํานวน 2 ไอโซเลทไดดวยวิธี PCR       
แตสามารถตรวจพบไดดวยวิธี colony blot hybridization (Grim et al., 2009)  ในทางกลับกัน
เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท อาจไมมียีน hlyA homologues แตเทคนิค colony blot hybridization แสดง
ผลบวกปลอมเน่ืองจากเทคนิคน้ีมีความจําเพาะนอยกวาวิธี PCR (Noordhoek et al., 1994; Grim 
et al., 2009)  
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สรุปผลการทดลอง 

 
1.  ยีน hhl ของ V. harveyi PSU3282, PSU3283 และ PSU3288 มีความสัมพันธทางวิวัฒนาการ

ใกลชิดมากกับยีน hlyA ของ V. cholerae โดยลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกัน         

มากกวา 84% บงช้ีวา V. harveyi อาจจะไดรับการถายทอดยีนน้ีมาจาก V. cholerae 

2. ความเค็ม และ pH สงผลตอการเจริญและการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi                    

โดย V. harveyi ทุกสายพันธุมีอัตราการเจริญสูงสุดในสภาวะที่มี 3% NaCl, pH 8.6              

แตความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของ hhl+ V. harveyi เพิ่มข้ึนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง

ความเค็ม และ pH ที่แตกตางไปจากสภาวะดังกลาว โดยพบวาที่ pH 7.3 เช้ือที่เจริญในสภาวะ   

ที่มี 0.5% และ 1.5% NaCl มีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงสูงกวาที่ เ ช้ือ               

ที่เจริญในสภาวะที่มี 3% NaCl และเช้ือที่เจริญที่ pH 5 และ pH 8.6 มีความสามารถ              

สลายเม็ดเลือดแดงสูงที่สุดในทุกความเค็มที่ทดสอบ และ hhl+ V. harveyi มีความสามารถ           

ในการสลายเม็ดเลือดแดงสูงกวา hhl- V. harveyi ทั้งน่ีไมพบความสัมพันธของการปรากฏ     

ของยีน hhl กับความสามารถในการทําใหเกิดโรคในตัวออนของหนอนผีเสื้อ (G. mellonella) 

อยางไรก็ตามการถายโอนยีน hlyA จาก V. cholerae ไปยัง V. harveyi อาจสงเสริมใหเช้ือ   

สายพันธุที่ไดรับยีนสามารถปรับตัวในสิ่งแวดลอมที่หลากหลาย และเพิ่มความสามารถ          

ในการกอโรคของเช้ือในบางสภาวะได 

3.  ในอาหารทะเลมีความชุกของเช้ือกลุม non-cholerae Vibrio ที่มียีน hlyA นอยมาก (0.01%) 

และการยืนยันการปรากฏของยีน hlyA ที่ตรวจพบในเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท โดยใชวิธี PCR        

ไดผลลบและไมพบความสัมพันธของการปรากฏของยีนดังกลาวตอความสามารถ                      

ในการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ V. parahaemolyticus แตพบใน V. alginolyticus  
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วิธีการทดลองเพิ่มเติม 
 

1. การตรวจหายีน hhl ดวยวิธี PCR (Rattanama et al., 2009) 
 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี  

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.0 
2.5 mM dNTPs 0.2 mM 1.6 
2 µM hhl-F Primer  0.2 µM 1.0 
2 µM hhl-R Primer  0.2 µM 1.0 
5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.1 
Template DNA - 1.5 
Water  - 12.8 
Total volume   - 20.0 

 

สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา จํานวนรอบ 
Hot start 94 5 min 1 
Denature 94 45 s  
Annealing 50 1 min 30 
Extention 72 1 min  
Final Extention 72 10 min 1 
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2. การตรวจหายีน 16s rRNA ดวยวิธี PCR (Thompson et al., 2004) 
 
 สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี  

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.0 
2.5 mM dNTPs 0.2 mM 1.6 
2 µM 567F Primer  0.2 µM 2.0 
2 µM 680R Primer  0.2 µM 2.0 
5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.1 
Template DNA - 2.0 
Water  - 10.3 
Total volume   - 20.0 

 

สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 95 8 1 
Denature 95 1  
Annealing 58 1 35 
Extention 68 1  
Final Extention 68 5 1 
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3. การตรวจหายีน ompW ดวยวิธี PCR (Nandi et al., 2000) 
 

สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี  

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

 

สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา จํานวนรอบ 
Hot start 95 5 min 1 
Denature 95 30 s  
Annealing 64 30 s 30 
Extention 68 30 s  
Final Extention 68 5 min 1 
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4. การตรวจหายีน hlyA ดวยวิธี PCR ดัดแปลงจากวิธีของ (Rivera et al., 2001) 
  
สวนผสมของปฏิกิริยามีดังน้ี  
 

สวนผสม ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (µl) 
10X Buffer 1X 2.5 
2.5 mM dNTPs 0.2 mM 2.0 
20 µM hlyA-F/class Primer  0.8 µM 1.0 
20 µM hhl-F/El Primer  
20 µM hhl-R Primer 

0.8 µM 
0.8 µM 

1.0 
1.0 

5 U/µl Taq polymerase 0.025 U/µl 0.125 
Template DNA - 2.0 
Water  - 16.375 
Total volume   - 25.0 

 

สภาวะสาํหรับปฏิกิริยา PCR 

ข้ันตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา (min) จํานวนรอบ 
Hot start 94 2  1 
Denature 94 2  
Annealing 60 1  30 
Extention 72 1   
Final Extention 72 10 1 
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5. การแยก non-cholerae Vibrio จากอาหารทะเล ดัดแปลงวิธีจาก (DePaola et al., 1987) 
 5.1  เตรียมตัวอยางโดย กุงใชทั้งตัว, หอยแกะเอาเปลือกออก, ปูจะใชสวนของนมปู และหมึก    

ใชบริเวณหนวด ปนตัวอยางอาหารทะเลประมาณ 1 นาที จากน้ันแบงตัวอยางมา 25 กรัมแลวเติม 
alkaline peptone water (APW) pH 8.6 จํานวน 225 มิลลิลิตร กรองเอาสวนนํ้าไปบม         
ที่อุณหภูมิ 30ºC เปนเวลา 6-8 ช่ัวโมง นํามาแยกเช้ือโดยใชอาหาร TCBS agar โดยบมที่อุณหภูมิ 
30ºC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเก็บโคโลนีเด่ียว ประมาณ 5 โคโลนี ที่แตกตางกันทั้งโคโลนี        
สีเหลืองและสีเขียวและคาดวาไมใช V. cholerae 

 5.2  นําโคโลนีที่ไดจาก TCBS agar มาเลี้ยงใน TSA+1% NaCl นําไปบมที่อุณหภูมิ 30ºC   
 เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง แลวทดสอบ oxidase test โดยโคโลนีที่ใหผล oxidase test เปนบวก 
 จะนําไปสกัด DNA เพื่อจําแนกเช้ือโดยวิธี PCR ตอไป 

  
6. การสกัด DNA จากเซลลแบคทีเรียโดยวิธีตมเดือด (boiling) (Thaithongnum et al., 
2006) 

6.1 ถายโคโลนีเด่ียวจาก TSA+1% NaCl ลงในหลอดพีซอีารทีม่นํ้ีากลั่นปราศจากเช้ือ 
ปริมาตร 100 µl และถายเช้ือโคโลนีเดียวกัน spot ลงบน TSA+1% NaCl เพื่อเกบ็ 
6.2  ทําการสกัดดีเอน็เอโดยการ boiling ที่อุณหภูมิ 95ºC เปนเวลา 10 นาที  
6.3 เก็บไวที่อุณหภูมิ -20ºC หรือ ใชเปน template DNA ไดทันที 

  
7. การจําแนก non-cholerae Vibrio โดยวิธ ีPCR ซึ่งใชยีน Vibrio 16S rRNA และ ompW  

เปนยีนเปาหมาย 
ใช primers 2 คู คือ 567F และ 680R เปน genus-specific primers         

สวน ompW-F และ ompW-R เปน species-specific primers สําหรบั V. cholerae แบคทีเรีย  
ในกลุม non-cholerae Vibrio จะใหผลบวกกับยีน 16s rRNA และใหผลลบกับยีน ompW สภาวะ
ตาง ๆ ที่ใชในปฏิกิริยาระบุไวในขอ 2 และ 3 

 
Target 
genes 

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

Reference 

Vibrio 
16S rRNA 

567F: GGCGTAAAGCGCATGCAGGT 
680R: GAAATTCTACCCCCCTCTACAG 

110 
(Thompson 
et al., 2004) 

ompW 
OmpW-F: CACCAAGAAGGTGACTTTATTGTG 
OmpW-R: GAACTTATAACCACCCGCG 

588 
(Nandi et al., 
2000) 
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8. การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบสําหรับสังเคราะห hlyA hybridization probe  
 ดีเอ็นเอแมแบบใชผลผลิต PCR ที่ไดจากยีน hlyA ของ V. cholerae O1, El Tor 
DMST16961 โดยใช hlyA primers สภาวะตาง ๆ ที่ใชในปฏิกิริยาระบุไวในขอ 4 จากน้ันสกัด   
PCR product ที่ไดจาก agarose gel ดวย Gel/PCR fragments extraction kit (Geneaid, 
Taiwan) และเก็บไวที่ -20ºC เพื่อนําไปติดฉลาก 
 

Target 
genes 

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

Reference 

hlyA 

hlyA-F/el tor: 
GGCAAACAGCGAAACAAATACC 
hlyA-F/class: GAGCCGGCATTCATCTGAAT 
hlyA-R: CTCAGCGGGCTAATACGGTTTA 

481/738  
 

Rivera et 
al., 2001 

 
9. การติดฉลาก  hlyA hybridization probe 

9.1 ติดฉลากดีเอ็นเอแมแบบที่ไดตามวิธีที่ระบุไวใน DIG High Prime DNA labeling and 
detection starter kits I (Roche, Germany) โดยเติมดีเอ็นเอแมแบบ 1 µg ลงในหลอดพีซีอาร
และเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 16 µl 
9.2 แยกดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเด่ียวโดยการใหความรอนเปนเวลา 10 นาที และทําใหเย็น  
อยางรวดเร็วในถังนํ้าแข็ง 
9.3  ผสมดีเอ็นเอสายเด่ียวกับสารละลาย DIG-High prime หมุนเหว่ียงอยางรวดเร็วและ 
บมที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 20 ช่ัวโมง 
9.4  หยุดปฏิกิริยาโดยใหความรอนที่ 65ºC เปนเวลา 10 นาที 
9.5  วัดประสิทธิภาพการติดฉลาก probe เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอควบคุม ตามวิธีที่ระบุไว 
ใน DIG High Prime DNA labeling and detection starter kits I (Roche, Germany) 

 
10. การตรวจหาการกระจายของยีนกลุม hlyA family โดยวิธ ี colony blot hybridization   

ดัดแปลงวิธีจาก (Litwin et al., 1992)  
10.1 เลี้ยงแบคทเีรียบนอาหารแข็ง TSA+1% NaCl ที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 10.2 เตรียมตัวอยางลงสูแผนไนโตรเซลลูโลส โดยถายโคโลนีของแบคทีเรียลงบนแผน            ไน
โตรเซลลูโลสจากน้ันวางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar แลวบมที่ 37ºC เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
เพื่อใหเช้ือเจริญ 
10.3 ทําใหเซลลแตกบนแผนไนโตรเซลลโูลสโดยวางแผนไนโตรเซลลูโลสที่มเีช้ือเจรญิแลว  
ลงบนกระดาษกรอง 3M ที่ชุมดวยสารละลาย lysis solution (0.5 N NaOH) ปริมาตร             
1 มิลลลิิตร บมทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที สารละลายจะแพรผานแผนกรองไปยอยเซลล 
ทําซ้ํา 2 ครั้ง ระวังอยาใหสารละลายสมัผสัผิวหนาที่มเีช้ือเจริญ 
10.4 คีบแผนไนโตรเซลลูโลสวางลงบนกระดาษกรอง 3M ที่ชุมดวยสารละลาย neutralization 
solution (1M Tris, pH 5.4) ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 
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 10.5 เมื่อแผนไนโตรเซลลูโลสแหง ตรงึดีเอ็นเอของเช้ือบนแผนกรองโดย UV-cross linking 
10.6 ตรวจหาการกระจายของยีนกลุม hlyA family ตามวิธีที่ระบุไวใน DIG High Prime DNA 
labeling และ detection starter kits I (Roche Applied Science, Germany) 

  
11. การจําแนก non-cholerae Vibrio ท่ีมียีนกลุม hlyA โดยวิธีการหาลาํดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน 16S rRNA 
 11.1  สกัดดีเอ็นเอของ non-cholerae Vibrio ที่ใหผล hlyA colony blot hybridization  

เปนบวก ดวย Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit เพื่อเพิม่จํานวนช้ินสวนยีน 16S rRNA ดวยวิธี 
PCR โดยใช 27F และ 1492R primers แลวสกัด PCR product ที่ไดจาก agarose  gel ดวย 
Gel/PCR fragments extraction kit (Geneaid, Taiwan) จากน้ันนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 

 
Target 
genes 

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

Reference 

Bacterial 
16S rRNA 

27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  
1492R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

1,500 
(Thompson et 

al., 2004) 
* M = A or C 
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12. การสราง Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MEGA6 
12.1 นําสาย sequence ที่ตัดไดไป blast ในฐานขอมูล ncbi 
12.2 Copy sequence ที่จะใชศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ใสใน notepad และคลกิ file 

> save as เปนนามสกลุ .fas ดังรูป 
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12.3  เปดโปรแกรม MEGA6 
 

 
 

 
 
 



40 

 

12.4 คลิก File > open A file/session > เลือก file sequence ทั้งหมดนามสกลุ .fas > open 
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12.5 คลิกเลือก align > ปรากฏหนาจอเตรียม alignment  
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12.6 คลิกช่ือ sequence ใหเปนสีดําทั้งหมด > คลิก alignment > aligh by clastal W > OK 
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12.7 ปรากฏ sequence ทั้งหมดทีผ่านการ alignment  
 

 
 
 
12.8 คลิก data > export alignment > MEGA format > พิมพช่ือไฟล > save 
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12. 9 ใสช่ือ Title > กด OK 
 

 
 

 
12.10  โปรแกรมถามวา ตองการ Protein-coding nucleotide sequence data หรอืไม > กด No 
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12.11 ปดหนาตาง alignment > คลิก Phylogeny > เลือกประเภท tree ที่ตองการวิเคราะห > 
เลือก file.meg > open 

 

 
 

 
 

12.12 ชอง Test of Phylogeny > เลือก Bootstrap method > compute 
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12.13 เมื่อโปรแกรมวิเคราะหเสรจ็ จะปรากฏ tree ข้ึนดังรปู 
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