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บทคัดยอ 

อาหารทะเลเปนแหลงสําคัญของ Vibrio cholerae ในประเทศไทยโดยเฉพาะอยางย่ิงในพื้นที่
ภาคใต การศึกษาครั้งน้ีไดแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่วางจําหนายในตลาดตาง ๆ บริเวณเขต
อําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา และตรวจสอบลักษณะของเช้ือที่แยกได จากการศึกษาในตัวอยางอาหาร
ทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง สามารถแยก V. cholerae ไดจํานวน 100 ไอโซเลท จากอาหารทะเล 55 
ตัวอยาง โดย V. cholerae ที่แยกไดสวนใหญเปน V. cholerae ซีโรกรุป non-O1/non-O139  การ
ตรวจหายีนกอโรคตาง ๆ พบวา V. cholerae ที่แยกไดจํานวน 20% และ 96% มียีน stn/sto และ hlyA 
El Tor ตามลําดับ และไมพบยีน ctxA, tcp, zot และ ace ในทุกไอโซเลท นอกจากน้ี V. cholerae เพียง 
6% มยีีน T3SS (vcsV2) สวนยีน T6SS (vasH) พบไดในเช้ือสวนใหญ  เมื่อสุมเลือกเช้ือตัวแทนจํานวน 35 
ไอโซเลทที่มีรูปแบบยีนกอโรคตาง ๆ มาศึกษาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง, ความไวตอยา
ปฏิชีวนะ, การสรางสารพอลิแซคคาไรด , การสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว และความสัมพันธทาง
พันธุกรรม พบวาเช้ือกลุมที่ไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดเปนกลุมที่ไมมียีน hlyA (ยกเวน 1 ไอโซเลท), 
เช้ือทุกไอโซเลทไวตอยาปฎิชีวนะทั้ง 5 ชนิดที่ ศึกษา ยกเวนแอมพิซิลลิน และสามารถสรางสาร                     
พอลิแซคคาไรดได อยางไรก็ตามเช้ือสวนใหญสามารถสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไดแตไมพบ                   
ความแตกตางของการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวในเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระและแบบเรียบ 
การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของเช้ือดวยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR พบวา วิธี ERIC-PCR                 
ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันมากกวารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากวิธี AP-PCR นอกจากน้ี
วิธี ERIC-PCR ยังสามารถแสดงความสัมพันธของเช้ือสอดคลองกับการมียีนกอโรคตาง ๆ 
 

Abstract 

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

บทนํา 
Vibrio cholerae เปนสาเหตุสําคัญของอหิวาตกโรคหรือโรคอุจจาระรวงอยางรุนแรงในประเทศ

ตาง ๆ รวมทั้งประเทศไทย โดยในป พ.ศ. 2553 สํานักระบาดวิทยาไดรายงานการพบผูปวยดวยอหิวาตกโรค

ในประเทศไทยจํานวน 1,597 ราย ซึ่งจังหวัดสงขลาเปนจังหวัดที่พบผูปวยอหิวาตกโรคอยางตอเน่ืองทุก ๆ  ป 

(AESR, 2010) การติดตอของอหิวาตกโรคในประเทศไทยและประเทศอื่น ๆ สวนใหญเกิดจากการ

รับประทานอาหารทะเลแบบดิบ ๆ หรือมีการปนเปอนของ V. cholerae ในระหวางข้ันตอนการ                

เตรียมอาหาร (AESR, 2010; Luo et al., 2013)  V. cholerae สายพันธุที่กอใหเกิดการระบาดของ

อหิวาตกโรคคือ V. cholerae ซีโรกรุป O1 (V. cholerae O1) และ V. cholerae ซีโรกรุป O139                

(V. cholerae O139) เน่ืองจากเช้ือทั้ง 2 สายพันธุสวนใหญมียีนกอโรคที่สําคัญ ไดแก ยีน ctx ที่เกี่ยวของ

กับการสรางสารพิษ cholera toxin ซึ่งเปนสาเหตุของการหลั่งของสารนํ้าในลําไส และยีน tcp ที่เกี่ยวของ

กับการสราง toxin-conregulated pili (Tcp) ซึ่งมีบทบาทในการเกาะติดของ bacteriophage (CTX) 

และการเกาะติดกับเย่ือบุลําไส (Kaper et al., 1995; Faruque et al., 1998) นอกจาก V. cholerae O1 

และ V. cholerae O139 ยังมียีนอื่น ๆ ซึ่งมีสวนในการสงเสริมการกอโรค คือ ยีน zot เกี่ยวของกับการ

สรางสารพิษ zonula occludens toxin (Zot) และยีน ace เกี่ยวของกับการสรางสารพิษ accessory 

cholera enterotoxin (Ace) (Kaper et al., 1995) อยางไรก็ตาม V. cholerae ที่พบมากในสิ่งแวดลอม 

คือ ซีโรกรุป non-O1/non-O139 ที่ไมมียีน ctx, tcp, zot และ ace (Kaper et al., 1995; Faruque et 

al., 1998) ถึงแมวา V. cholerae non-O1/non-O139 สวนใหญจะไมมียีนกอโรคที่พบไดในสายพันธุ

ระบาดแตก็มีการรายงานเกี่ยวกับโรคอุจจาระรวงที่มีสาเหตุมาจาก V. cholerae non-O1/non-O139            

ในประเทศตาง ๆ เชน ประเทศจีน, อิตาลี, อินเดีย และ ไทย (Bagchi et al., 1993; Sharma et al., 

1998; Ottaviani et al., 2009; Luo et al., 2013) จากงานวิจัยของ Bagchi และคณะ ในป พ.ศ. 2536 

และงานวิจัยของ Sharma และคณะ ในป พ.ศ. 2541 พบวา ความสามารถในการกอโรคของ V. cholerae 

non-O1/non-O139 เกี่ยวของกับยีน stn/sto และ hlyA  ซึ่งทําหนาที่สรางสารพิษ non-O1 heat-stable 

enterotoxin (NAG-ST) และ El Tor-like hemolysin ตามลําดับ (Bagchi et al., 1993; Sharma et al., 

1998) NAG-ST เปนสารพิษที่ผลิตโดย V. cholerae non-O1 ซึ่งมีความคลายคลึงกับสารพิษที่สรางจาก 

Escherichia coli และจากรายงานกอนหนาน้ีพบวา V. cholerae non-O1 ที่แยกจากตัวอยางผูปวย              

ในประเทศญี่ปุนและไทยมีความสามารถในการสราง NAG-ST (Ogawa et al., 1990; Bagchi et al., 

1993) สวน El Tor-like hemolysin เปนสารพิษที่มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดง และทําลายเซลล 

โดยการทําใหยีน hlyA ของ V. cholerae ขาดหายไปจะทําใหเช้ือขาดความสามารถในการสลายเม็ดเลือด

แดงและทําลายเซลล จึงถือไดวายีน hlyA เปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการกอโรค (Coelho et al., 2000; 

Cinar et al., 2010) นอกจากปจจัยที่เกี่ยวของกับการกอโรคดังที่กลาวมา ระบบการขนสงโปรตีนของเช้ือ 

ไดแก type III secretion system (T3SS) และ type VI secretion system (T6SS) ก็เปนอีกหน่ึงปจจัย
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ในการกอโรค โดยทําหนาที่เกี่ยวของกับการขนสงโปรตีนของแบคทีเรียไปสูเซลลเจาบาน (Chatterjee et 

al., 2009; Ma et al., 2009) โดยยีน vcsV2 เปนยีนหน่ึงใน T3SS ซึ่งมีความคลายคลึงกับยีน vcrD2 ของ                  

V. parahaemolyticus ที่เกี่ยวของกับการทําใหเกิดอุจจาระรวงในโมเดลกระตาย (Dziejman et al., 

2005) และพบวา V. cholerae non-O1 สวนใหญที่แยกจากผูปวยโรคอุจจาระรวงในประเทศจีน, ไนจีเรีย, 

เยอรมนี และ ออสเตรีย มียีนดังกลาว (Schirmeister et al., 2014; Luo et al., 2013; Marin et al., 

2013) สวนยีน vasH ทําหนาที่ควบคุมการแสดงออกของ T6SS (Kitaoka et al., 2011) โดยสรุป V. 

cholerae ในสิ่งแวดลอมเปนแหลงของยีนกอโรคตาง ๆ (Rivera et al., 2001) ซึ่งเกิดจากการถายทอดยีน

จาก V. cholerae สายพันธุที่สรางสารพิษที่ทําใหเกิดอหิวาตกโรคไปสู V. cholerae non-O1/non-O139 

ในสิ่งแวดลอม (Faruque et al., 1998) การระบาดของเช้ือ V. cholerae ประจําถ่ินมักข้ึนอยูกับ 

ความสามารถของเช้ือในการปรับตัวและอยูรอดในสิ่งแวดลอม V. cholerae สายพันธุกอโรคมีวิวัฒนาการ

มาจากสายพันธุทั่วไปที่อาศัยอยูในสิ่งแวดลอมโดยไดรับการถายทอดยีนที่เกี่ยวของกับการกอโรค นอกจากมี

ยีนกอโรคแลวความสามารถในการกอโรคของ V .cholerae ยังเกี่ยวของกับการสรางไบโอฟลม (biofilm) 

ซึ่งทําใหเช้ือเพิ่มจํานวนไดดีในสิ่งแวดลอม โดยเช้ือที่สามารถสรางไบโอฟลมไดจะเกาะติดกับไคตินของสัตว

ทะเลหรือพื้นผิวของสิ่งไมสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ และสรางไบโอฟลมข้ึนเพื่อชวยในการอยูรอดในสภาพแวดลอมที่ไม

เหมาะสม และเปนสาเหตุสําคัญของการกอโรคในคน ซึ่งพบวาเช้ือกลุมที่สรางไบโอฟลมไดจะทนทานตอการ

ทําลายของระบบภูมิคุมกันและด้ือตอการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ การแยกและการตรวจหาลักษณะของ                  

V. cholerae ที่แยกจากสิ่งแวดลอม เชน อาหารทะเล จึงมีความสําคัญในการประเมินความเสี่ยงของการ

เกิดโรคอุจจาระรวงจากการรับประทานอาหาร งานวิจัยน้ีจึงตรวจหายีนกอโรคที่สําคัญและลักษณะที่

เกี่ยวของกับการกอโรค เชน ความไวตอยาปฏิชีวนะ และการสรางไบโอฟลมของเช้ือ V. cholerae ที่แยกได

จากอาหารทะเลสดใน จ. สงขลา ผลที่ไดจากงานวิจัยน้ีจะทําใหทราบขอมูลวิวัฒนาการของเช้ือที่จะ

เปลี่ยนไปเปนสายพันธุกอโรคจากการไดรับการถายทอดยีน และขอมูลที่ไดยังใชเปนแนวทางในการเฝาระวัง

การติดเช้ือ V. cholerae จากการบริโภคอาหารทะเลตอไป 

 
ระยะเวลาวิจัย  2 ป  (พฤษภาคม 2556 – พฤษภาคม 2558) 
 
แหลงทุนสนับสนุน ทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร   

ประเภทงบประมาณเงินรายได  ประจําปงบประมาณ 2556 
สัญญาเลขที่  SCI560370S 

วัตถุประสงค   
 1.  เพื่อคัดแยกและจําแนกเช้ือ V. cholerae จากอาหารทะเลสดใน จ.สงขลา 
 2. เพื่อตรวจหายีนกอโรคในเช้ือ V. cholerae ที่แยกได 
 3. เพื่อศึกษาลกัษณะที่เกี่ยวของกับการกอโรคของเช้ือ V. cholerae ที่แยกได เชน   
  ความไวตอยาปฏิชีวนะ และความสามารถในการสรางไบโอฟลม  
 4. เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือ V. cholerae ที่แยกได 
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

1. การแยกและจําแนก V. cholerae จากอาหารทะเล 
การแยก V. cholerae จากอาหารทะเลที่วางจําหนายในตลาดสดเขต อ.หาดใหญ   จ.สงขลา ไดแก 

ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ , ตลาดคลอง เรี ยน , ตลาด เกษตรคณะทรัพยากรธรรมชา ติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร, ตลาดหาดใหญใน และตลาดเกาะหมี จํานวน 125 ตัวอยาง ประกอบดวย กุง 
94 ตัวอยาง, หมึก 19 ตัวอยาง, หอย 8 ตัวอยาง, ปลา 2 ตัวอยาง และปู 2 ตัวอยาง เบื้องตนไดแยกเช้ือที่
คาดวาจะเปน V. cholerae บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS agar ไดจํานวน 254 ไอโซเลท เมื่อยืนยันโดยวิธี 
PCR ซึ่งใชยีน ompW เปนยีนเปาหมายพบวาเปน V. cholerae จํานวน 100 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) ซึ่งมา
จากอาหารทะเล 55 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 44)  ซึ่งมากกวาการศึกษาในประเทศอิตาลี ที่สามารถแยก   
V. cholerae ในอาหารทะเลไดเพียงรอยละ 4.7 จากตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด 230 ตัวอยาง 
(Ottaviani et al., 2009)  การจําแนกซีโรกรุปของ V. cholerae ที่แยกไดจํานวน 100 ไอโซเลทพบวา 
เปน V. cholerae non-O1/non-O139 จํานวน 99 ไอโซเลท และเปน V. cholerae O1 จํานวน                
1 ไอโซเลท  

เมื่อจําแนกซีโรกรุปของ V. cholerae ที่แยกไดโดยวิธี agglutination พบวาเปน V. cholerae 
non-O1/non-O139 จํานวน 94 ไอโซเลท และเปน V. cholerae O1 จํานวน 1 ไอโซเลท นอกจากน้ีมี                   
V. cholerae จํานวน 5 ไอโซเลทที่ไมสามารถจําแนกซีโรกรุปไดดวยวิธี agglutination เน่ืองจากมีลักษณะ
โคโลนีแบบขรุขระจึงจําเปนตองจําแนกซีโรกรุปของเช้ือดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน rfb                        
ซึ่งพบวาเช้ือทั้ง 5 ไอโซเลทเปน V. cholerae non-O1/non-O139 

 

2. การตรวจหาลักษณะของ V. cholerae ท่ีแยกไดจากอาหารทะเล 
2.1 การตรวจหายีนท่ีเก่ียวของกับการกอโรค (ctxA, tcpA, zot, ace, stn/sto, hlyA, vcsV2 

และ vasH)  

จากการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ ไดแก ยีน ctxA, tcpA, zot, ace, stn/sto, 

hlyA, vcsV2 และ vasH ใน V. cholerae ทั้ง 100 ไอโซเลท ดวยวิธี PCR พบวา เช้ือที่แยกไดทุกไอโซเลท

ไมมียีน ctxA, tcpA, zot และ ace แตมียีน stn/sto, hlyA El Tor (ET), vcsV2 และ vasH จํานวนรอยละ 

20, 94, 6 และ 96 ตามลําดับ โดยในการทดลองใช V. cholerae สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจากผูปวยเปน

เช้ือควบคุม ไดแก V. cholerae O1 และ O139 ซึ่งมียีน ctxA, tcpA, zot, ace, hlyA El Tor (ET) และ 

vasH สวน V. cholerae non-O1/non-O139 มเีฉพาะยีน hlyA ET, vcsV2 และ vasH (รูปที่ 1) 
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ตารางท่ี 1  จํานวน V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเลประเภทตาง ๆ 

 

  

  

 
 
 

 
 
 
 

ชนิดอาหารทะเล และแหลงทีม่า 
จํานวน
ตัวอยาง 

จํานวนไอโซเลท 
ที่คาดวาจะเปน  

V. cholerae (TCBS) 

V. cholerae  
(ompW ) 

1. กุง (n=94) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดคลองเรียน 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี
-ตลาดเกษตรคณะทรัพยากรธรรมชาติ 

 
26 
35 
7 
24 
2 

 
57 
78 
11 
42 
6 

 
30 
49 
1 
16 
0 

2. หมึก (n=19) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดคลองเรียน 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี
-ตลาดเกษตรคณะทรัพยากรธรรมชาติ 

 
6 
5 
2 
4 
2 

 
8 
9 
4 
7 
2 

 
1 
0 
0 
1 
0 

3. หอย (n=8) 
-ตลาดสดเทศบาลนครหาดใหญ 
-ตลาดหาดใหญใน 
-ตลาดเกาะหม ี

 
5 
1 
2 

 
11 
4 
4 

 
0 
0 
0 

4. ปลา (n=2) 
-ตลาดเกาะหม ี

 
2 

 
7 

 
0 

5. ปู (n=2) 
-ตลาดเกาะหม ี

 
2 

 
4 

 
2 

รวม 125 254 100 
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รูปท่ี 1  การปรากฏของยีนกอโรคใน Vibrio cholerae สายพันธุมาตรฐานที่แยกไดจากผูปวย 
 Lane M: 100 bp DNA Ladder (GeneDireX, Taiwan)  
 Lane 1: V. cholerae O1, El Tor สายพันธุ DMST16261 
 Lane 2: V. cholerae O139 สายพันธุ DMST9701 
 Lane 3: V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุ DMST2873 
 Lane 4: reagent control 

 aPCR product ที่ไดจากยีน hlyA ET (738 bp) และ vcsV2 (742 bp) เมื่อนํามา run พรอมกัน

ทําใหแยกไมชัดเจน 
 

เน่ืองจากมีเช้ือจํานวน 6 ไอโซเลท คือ ไอโซเลทหมายเลข 7, 8, 30, 33, 34, และ 35 ที่ใหผลลบกับ

การตรวจหายีน hlyA ET โดยวิธี PCR ดังน้ันจึงทําการยืนยันโดยวิธี colony hybridization เน่ืองจากการ

ทดลองถัดไปตองมีการทดสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือ ซึ่งยีน hlyA ET มีบทบาทใน

การสลายเม็ดเลือดแดง และเมื่อนํา V. cholerae ทั้ง 6  ไอโซเลทมาตรวจหายีน hlyA ET อีกครั้งโดยวิธี 

colony hybridization พบวามี 2 ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 7 และ 30) ใหผลบวก (รูปที่ 2) 

 

 

 

รูปท่ี 2  ผลการทํา colony hybridization ของ Vibrio cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเล เมื่อใชยีน 

hlyA El Tor เปนตัวตรวจจับ (hlyA ET probe) 

1: V. cholerae O1, El Tor DMST16261 (hlyA ET+); positive control 

2: V.  parahaemolyticus PSU3881 (hlyA-); negative control 

3-8: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 7, 8, 30, 33, 34 และ 35 ตามลําดับ 
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จากผลการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตาง ๆ ขางตน สามารถจัดกลุม V. cholerae                

ที่แยกไดตามรูปแบบของการมียีนกอโรคได 8 กลุม (A ถึง H) โดยเช้ือสวนใหญ (72%) จัดอยูในกลุม F               

ซึ่งเปนเช้ือที่มียีน hlyA ET และ vasH และมีเพียง 2 ไอโซเลท ที่ไมมียีนกอโรคทุกชนิดที่ตรวจสอบ              

(ตารางที่ 2) จึงสุมเลือกเช้ือตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลทจากแตละกลุม (ตารางที่ 3) เพื่อทําการทดลองถัดไป  

 

2.2 การทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงและการสรางเอนไซมเลซิติเนส (lacithinase) 

การตรวจหาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงใน V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละ

กลุมจํานวน 35 ไอโซเลท พบวาเช้ือทุกไอโซเลทที่มียีน hlyA ทั้งจากการตรวจหาโดยวิธี PCR และจากการ

ตรวจหาโดยวิธี colony hybridization (ไอโซเลทหมายเลข 7 และ 30) (รูปที่ 2) มีความสามารถในการ

สลายเม็ดเลือดแดง สวนเช้ือที่ผานการยืนยันโดยวิธี colony hybridization แลววาไมมียีน hlyA จํานวน 4 

ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 8, 33, 34, และ 35) (รูปที่ 2) มี 1 ไอโซเลทที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได 

(ไอโซเลทหมายเลข 33) (ตารางที่ 3) 

เน่ืองจากมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทหมายเลข 33) ไมมียีน hlyA แตมีความสามารถสลาย
เม็ดเลือดแดงไดจึงทําการตรวจสอบการสรางเอนไซมที่อาจจะมีบทบาทในการสลายเม็ดเลือด เชน 
เอนไซมเลซิติเนส แตจากผลการทดสอบการสรางเอนไซมเลซิติเนสของ V. cholerae ไอโซเลทที่ไมมียีน 
hlyA ทั้งไอโซเลทที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได (ไอโซเลทหมายเลข 33) และไมสามารถสลาย                
เม็ดเลือดแดงได (ไอโซเลทหมายเลข 8, 34, และ 35) พบวาเช้ือทุกไอโซเลทมีความสามารถในการ                
สรางเอนไซมเลซิติเนสไดเหมือนกัน ดังน้ันเอนไซมน้ีจึงไมใชปจจัยที่สงเสริมใหเช้ือไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA            
มีความสามารถสลายเม็ดเลือดแดง 
 
ตารางท่ี 2  กลุมของ V. cholerae ตามรูปแบบการมยีีนทีเ่กี่ยวของกับการกอโรค  

V. cholerae 

(ไอโซเลท) 

ผลการตรวจหายีนa กลุม 
stn/sto hlyA ETb vcsV2 vasH 

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

aV. cholerae ทุกไอโซเลทตรวจไมพบยีน ctxA, tcpA, zot และ ace 
bET, El Tor 

+: ตรวจพบ; -: ตรวจไมพบ 
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ตารางท่ี 3  ลักษณะของ V. cholerae ตัวแทนที่สุมมาจากแตละกลุม (A-H) จํานวน 35 ไอโซเลท 

กลุม 

(จํานวน) 
ยีนกอโรคที่ตรวจพบ 

หมายเลข 

ไอโซเลท 
ซีโรกรุป 

Hemolytic 

activity 

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

  6 non-O1/non-O139d
 + 

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

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

25, 26, 27, 28, 29, 

30c, 31, 32 

non-O1/non-O139 + 

G (1) vasH 33c non-O1/non-O139 + 
H (2) -b 34, 35 non-O1/non-O139 - 
a ET, El Tor 
bไมพบยีนกอโรคทุกชนิดที่ตรวจสอบ 
cเช้ือที่ผานการตรวจหายีน hlyA โดยวิธี colony hybridization และใหผล hemolytic activity    
 เปนบวก  
dมีลกัษณะโคโลนีแบบขรุขระ 
 

จากการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคตางๆ พบวา V. cholerae ทุกไอโซเลทไมมียีน ctxA, 
tcpA, zot และ ace  แตเช้ือจํานวนรอยละ 96 มียีน hlyA ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดีย               
ที่ศึกษา V. cholerae non-O1/non-O139 (Singh et al., 2001) นอกจากน้ียังพบวายีน hlyA ของเช้ือ
จํานวน 2 ไอโซเลทไมสามารถตรวจพบไดดวยวิธี PCR แตตรวจพบไดดวยวิธี colony hybridization ทั้งน้ี
อาจเน่ืองมาจากมีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดตรงบริเวณที่ไพรเมอรเกาะ ยีน hlyA เปนยีนที่มี
บทบาทในการสราง El Tor-like hemolysin  ซึ่งมีผลในการทําลายเม็ดเลือดแดง และมีสวนในการทําให
เกิดโรคในระบบทางเดินอาหารและโรคอุจจาระรวง (Menzl et al., 1996; Saka et al., 2008) จากการ
ทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงของแกะในการทดลองน้ีพบวา V. cholerae ที่มียีน hlyA ทุกไอโซเลทมี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง และที่นาสนใจคือ มีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลทซึ่งไมมียีน hlyA แตมี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง ทั้งน้ีอาจเปนไปไดวาเช้ือไอโซเลทดังกลาวมียีนอื่นที่มีบทบาทในการ
สลายเม็ดเลือดแดง โดยสารพิษอื่น ๆ ที่มีบทบาทในการสลายเม็ดเลือดแดงที่มีรายงานมากอนหนา ไดแก 
hlx-coding hemolysin, hemolysin (II), lecithinase LEC, V. cholerae δ-thermostable 
hemolysin (Vc-δTH) และNAG-rTDH เปนตน แตจากการทดลองน้ีพบวา เ ช้ือที่ ไมมียีน hlyA                    
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ทั้งที่สามารถสลายเม็ดเลือดแดงไดและไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได   มีความสามารถในการสราง
เอนไซมเลติซิเนสไดไมแตกตางกัน อยางไรก็ตามสารพิษเหลาน้ีไมไดมีสวนในการสงเสริมความสามารถใน
การกอโรคของ V. cholerae (Richardson et al., 1986; Yoh et al., 1986; Nagamune et al., 1995; 
Fiore et al., 1997; Fallarino et al., 2002)  

นอกจากการตรวจพบยีน hlyA แลว การศึกษาน้ียังพบวา V. cholerae ที่แยกไดจํานวนรอยละ 20 

และ 6 มียีน stn/sto และ vcsV2 (T3SS) ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับงานวิจัยของ Rivera และคณะ                

ในป พ.ศ. 2544 ซึ่งตรวจพบยีน stn/sto ใน V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกจากสิ่งแวดลอมใน

ประเทศบราซิล จํานวนรอยละ 28.2 และมีรายงานจาก Rahman และคณะในป พ.ศ. 2551 ซึ่งตรวจพบยีน

ที่เกี่ยวของกับระบบ T3SS(vcsV2) ใน V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกจากสิ่งแวดลอมใน

ประเทศบังคลาเทศจํานวนรอยละ 11.9 อยางไรก็ตามการตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับระบบ T3SS ใน                  

V. cholerae ที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจผูปวยในประเทศอินเดีย พบวา มีเช้ือจํานวนมากถึงรอยละ 31.5                  

มียีนดังกลาว (Chatterjee et al., 2009) จึงเปนไปไดวา T3SS จะเกี่ยวของกับการกอโรคของ                      

V. cholerae นอกจากน้ี V. cholerae ที่แยกไดจากอาหารทะเล ในการทดลองน้ีสวนใหญมียีน vasH 

(T6SS) (รอยละ 96) ซึ่งการศึกษา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกไดจากผูปวยในประเทศ

ไนจีเรียพบวาสวนใหญก็มียีน vasH (Marin et al., 2013) ดังน้ันบทบาทของยีน vasH ในการกอโรค                

จึงควรมีการศึกษาตอไปในอนาคต ที่นาสนใจคือ เช้ือ V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุ

มาตรฐาน ที่แยกไดจากผูปวยที่ใชในการทดลองน้ี  มียีน hlyA,  vcsV2 และ vasH ซึ่งพบรูปแบบการ

ปรากฏของยีนทั้ง 3 ในเช้ือจํานวน 5 ไอโซเลท (กลุม E) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดียที่ศึกษา 

V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกจากผูปวยโรคอุจจาระรวง (Chatterjee et al., 2009) ดังน้ันเช้ือ

กลุมน้ีอาจมีบทบาทสําคัญในการทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงได 

 การศึกษาครั้งน้ีพบวา V. cholerae O1 ซึ่งแยกไดจากอาหารทะเลไมมียีนที่เกี่ยวของกับการสราง

สารพิษตาง ๆ ที่พบใน V. cholerae O1 สายพันธุระบาด ซึ่งช้ีใหเห็นวา V. cholerae O1 ไอโซเลทน้ี 

อาจจะมีตนกําเนิดมาจาก V. cholerae non-O1 ที่ไมสรางสารพิษ แตไดรับการถายทอดยีนที่ควบคุมการ

สราง O1 antigen ผานทางกระบวนการ horizontal transfer (Karaolis et al., 1995) เน่ืองจากขอมูลที่

ไดจากการศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือในการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา V. cholerae O1               

ไอโซเลทน้ีจัดอยูในกลุมเดียวกับ V. cholerae  non-O1/non-O139 

 

2.3 ความไวของเชื้อตอยาปฏิชีวนะ 

การตรวจสอบความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae ตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลท พบวา                 
เช้ือทุกไอโซเลทไวตอยาคลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol), ไซโปรฟลอกซาซิน (ciprofloxacin),                  
โคไตรม็อกซาโซล (cotrimoxazole), นอรฟล็อกซาซิน (norfloxacin) และ เตตราไซคลิน (tetracycline) 
อยางไรก็ตามพบวา มีเช้ือ 5 ไอโซเลท (รอยละ14.3) ด้ือตอยาแอมพิซิลลิน (ampicilin) และ 8 ไอโซเลท 
(รอยละ22.9) ไวปานกลางตอยาแอมพิซิลลิน (ตารางที่ 4) 
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ตารางท่ี  4  แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะใน V. cholerae จํานวน 35 ไอโซเลท 

1R, ด้ือตอยาปฏิชีวนะ; I, ไวปานกลางตอยาปฏิชีวนะ; S, ไวตอยาปฏิชีวนะ 
2AMP, แอมพิซิลลิน; C, คลอแรมเฟนิคอล; NOR, นอรฟล็อกซาซิน; C, ไซโปรฟลอกซาซิน;  

 SXT, โคไตรม็อกซาโซล; TE, เตตราไซคลิน 

 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นความสามารถในการด้ือตอยาปฏิชีวนะของ V. cholerae 
ในสิ่งแวดลอม ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในประเทศอินเดีย (Garg et al., 2000) และงานวิจัยที่ศึกษา                 
V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกไดจากนํ้าในทะเลสาบในประเทศสเปน ที่รายงานวา                       
V. cholerae ที่แยกไดด้ือตอยาแอมพิซิลลินในเปอรเซ็นตที่สูง ความสามารถในการด้ือยาปฏิชีวนะที่เพิ่มข้ึน
เกี่ยวของกับการมี R plasmids (Amaro et al., 1988) นอกจากน้ียังมีการรายงานเกี่ยวกับการด้ือยา
ปฏิชีวนะใน V. cholerae ในสิ่งแวดลอมวาเกี่ยวของกับการถายทอดยีนผานทางกระบวนการ                
horizontal transfer (Zhang et al., 2009)  
 

2.4 การสรางสารพอลิแซคคาไรด, ไบโอฟลมยึดเกาะพ้ืนผิวและปกคลุมพ้ืนผิวของเหลว 
การตรวจสอบการสรางสารพอลิแซคคาไรดใน V. cholerae ดวยอาหาร congo red agar พบวา 

เช้ือทั้ง 35 ไอโซเลท สามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดได โดยสามารถสรางไดดีที่อุณหภูมิ 30°C สังเกตจาก
ความเขมของสีโคโลนี (รูปที่ 3)  

 

รูปท่ี 3  การสรางสารพอลิแซคคาไรดของ Vibrio cholerae บนอาหาร congo red agar (CRA)                         

ที่อุณหภูมิ 37°C (A) และ 30°C (B) 

หมายเลขไอโซเลท 
แบบแผนความไวตอยาปฏิชีวนะ1 

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

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

S S S S S S 

(A) (B) 
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การทดสอบการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว พบวา มีเช้ือจํานวน 32 ไอโซเลทที่สามารถ
สรางไบโอฟลมได โดยมีคาการดูดกลืนแสงที่ OD570 อยูในชวง 0.18-4.03 และเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบ
ขรุขระสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไมแตกตางจากเช้ือที่มีโคโลนีแบบเรียบ (p=0.314, Mann-Whitney 
test) (รูปที่ 4) 

การทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลว พบวา เช้ือที่มีโคโลนีแแบบขรุขระ
สรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่มีโคโลนีแบบเรียบ (รูปที่ 5) 

 

 
รูปท่ี 4  ปริมาณการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิว ของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนีแบบเรียบ 
(smooth) และแบบขรุขระ (rugose) โดยแตละจุดแสดงคาเฉลี่ยของ OD570 ที่ไดจากการทดลอง 3 ครั้ง 
สวนเสนแนวขวางแสดงคามัธยฐานของ OD570 ในเช้ือแตละกลุม 
 

 

รูปท่ี 5 การสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวของ Vibrio cholerae ที่มีลักษณะโคโลนี 
แบบเรียบ (smooth) และแบบขรุขระ (rugose)  

1: V. cholerae O1, El Tor DMST16261  (smooth colony) 
2: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 6   (rugose colony) 
3: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 14 (rugose colony) 
4: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 15 (rugose colony) 
5: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 16 (rugose colony) 
6: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 17 (rugose colony) 
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ไบโอฟลมเปนปจจัยที่มีความสําคัญในการทําให V. cholerae สามารถทนทานตอสิ่งแวดลอมตาง 
ๆ ไดดีและมีสวนในการเพิ่มความสามารถในการเกาะติดกับลําไสของหนู  (Zhu and Mekalanos, 2003) 
การศึกษาน้ีพบวาเช้ือทุกไอโซเลทสามารถสรางสารพอลิแซคคาไรดได อยางไรก็ตาม เมื่อทดสอบการสรางไบ
โอฟลมยึดเกาะพื้นผิว พบวาเช้ือแตละไอโซเลทมีความสามารถในการสราง ไบโอฟลมแตกตางกัน และบางไอ
โซเลทไมสามารถยึดเกาะพื้นผิวไดซึ่งอาจจะเปนผลมาจาก  ปจจัยตาง ๆ เชน พื้นที่ หรือ เซลลเจาบาน 
(Mueller et al., 2007) นอกจากน้ีพบวาเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบขรุขระสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไม
แตกตางจากเช้ือที่มีลักษณะโคโลนีแบบเรียบ ทั้งน้ีอาจจะเปนเพราะเทคนิคที่ใชในการศึกษาเปนเทคนิคที่ใช
ในการศึกษาการสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวแตผลของการทดสอบการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิว
ของเหลวในงานวิจัยน้ีซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาน้ีที่แสดงใหเห็นวาเช้ือที่สรางโคโลนีแบบขรุขระสวน
ใหญจะสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่สรางโคโลนีแบบเรียบ (Yildiz et al., 2004) 

 

3. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae โดยวิธี AP-PCR และ ERIC-PCR 
การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอใน V. cholerae ตัวแทนจํานวน 35 ไอโซเลท โดยวิธี AP-PCR 

และ ERIC-PCR พบวา วิธี AP-PCR ซึ่งใชไพรเมอร 2 ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทนแตกตางกัน
เกือบทั้งหมด โดยมีเช้ือ 2 ไอโซเลทที่มีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเหมือนกัน (lane 23, ไอโซเลทหมายเลข 23 
และ lane 31, ไอโซเลทหมายเลข 31) (รูปที่ 6) การจัดกลุมของเช้ือโดยอาศัยรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอจาก
วิธี AP-PCR พบวาไมสามารถแสดงความสัมพันธของเช้ือในแตละกลุมไดอยางชัดเจน (รูปที่ 6) สวนวิธี ERIC-
PCR ใหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทนแตกตางกันทั้งหมด (รูปที่ 7) และวิธี ERIC-PCR แสดงให
เห็นถึงความสัมพันธของเช้ือสอดคลองกับการมียีนกอโรคมากกวาวิธี AP-PCR โดยเฉพาะอยางย่ิงเช้ือที่มี
รูปแบบของยีนกอโรคในกลุม B, E และ F (รูปที่ 7) 

วิธี AP-PCR และ ERIC-PCR เปนวิธีที่งาย และรวดเร็ว ในการศึกษาความสัมพันธของ               

V. cholerae โดยอาศัยรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ ซึ่งวิธี AP-PCR จะอาศัยไพรเมอรสายสั้น ๆ เพียงเสนเดียว

ในการเขาจับกับดีเอ็นเอแมแบบเพื่อเพิ่มดีเอ็นเอแบบสุม สวนวิธี ERIC-PCR จะใชไพรเมอรที่จําเพาะกับสวน 

ERIC sequence ที่พบไดเพียงในเช้ือกลุม enteric bacteria และ vibrios (Penner et al., 1993; Rivera 

et al., 1995) Rivera และคณะ ไดรายงานวาวิธี ERIC-PCR   สามารถแยกความแตกตางของ V. cholerae 

ซึ่งสรางสารพิษ (ctx+, zot+) และ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษ (ctx-, zot-) ได (Rivera et al., 1995) 

การศึกษาครั้งน้ีพบวา วิธี AP-PCR ใหรูปแบบดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทนที่เหมือนกันจํานวน 2 ไอโซเลท แตวิธี 

ERIC-PCR ใหรูปแบบดีเอ็นเอของเช้ือตัวแทนทั้งหมดแตกตางกัน และที่นาสนใจจากการศึกษาครั้งน้ี คือ วิธี 

ERIC-PCR สามารถแสดงความสัมพันธของ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษไดสอดคลองกับการมียีนกอโรค

ตาง ๆ ซึ่ งแสดงใหเห็นวาเ ช้ือที่มี ยีนกอโรคใกล เคียงกันอาจจะมีตนกําเนิดมาจากแหลงเ ดียวกัน                      

โดยการวิวัฒนาการของเช้ือทําใหมีการไดรับยีนกอโรคหรือสูญเสียยีนกอโรคได ดังน้ันวิธี ERIC-PCR จึงเปน

วิธีที่สามารถนําไปใชในการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของ V. cholerae ที่ไมสรางสารพิษไดเพื่อใช

เปนขอมูลในการศึกษาทางระบาดวิทยา และประเมินความเสี่ยงในการเกิดโรคอุจจาระรวงที่เกี่ยวของกับ

รับประทานอาหาร  
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รูปท่ี 6  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี AP-PCR 
เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 

หมายเลข 1 ถึง 35: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 1 ถึง 35 ตามลําดับ 
หมายเลข 36: V. cholerae O1 DMST16261 
A-H: กลุมของ V. cholerae แบงตามการมียีนกอโรคตาง ๆ (ตารางที่ 3) 
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รูปท่ี 7  รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและ dendrogram ของ Vibrio cholerae ที่ไดจากวิธี ERIC-PCR 
เปรียบเทียบกับการจําแนกกลุม V. cholerae ตามยีนที่ตรวจพบ 

หมายเลข 1 ถึง 35: V. cholerae ไอโซเลทหมายเลข 1 ถึง 35 ตามลําดับ 
หมายเลข 36: V. cholerae O1 DMST16261  
A-H: กลุมของ V. cholerae แบงตามการมียีนกอโรคตางๆ (ตารางที ่3) 
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สรุปผลการทดลอง 

1. การแยก V. cholerae จากอาหารทะเลทั้งหมด 125 ตัวอยาง ไดเช้ือซึ่งผานการยืนยันโดยวิธี PCR ที่ใช
ยีน ompW เปนยีนเปาหมาย จํานวน 100 ไอโซเลท จากอาหารทะเล 55 ตัวอยาง โดยเช้ือสวนใหญ
เปน V. cholerae non-O1/non-O139 มเีพียง 1 ไอโซเลท เปน V. cholerae O1  

2. การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับการกอโรค พบวา V. cholerae non-O1/non-O139 ที่แยกไดสวนใหญ
มียีน hlyA (รอยละ 95) และ vasH (T6SS) (รอยละ 95) รองลงมาคือ ยีน stn/sto (รอยละ 20) และ 
vcsV2 (T3SS) (รอยละ 6) ตามลําดับ โดยมีเช้ือ 5 ไอโซเลท ที่มีรูปแบบยีนเหมือนกับที่พบในเช้ือ                
V. cholerae non-O1/non-O139 สายพันธุมาตรฐานที่ใชเปนเช้ือควบคุมในการทดลอง                         
สวน V. cholerae O1 ที่แยกไดไมมียีนที่ เกี่ยวของกับการสรางสารพิษตาง ๆ ซึ่งมักพบใน                         
V. cholerae O1 สายพันธุระบาดที่แยกจากผูปวย  

3. V. cholerae ตัวแทน (n=35) แยกไดจากอาหารทะเลสวนใหญมีความไวตอยาปฏิชีวนะที่ทดสอบ 
ยกเวนเช้ือ 5 ไอโซเลทที่ด้ือตอยาแอมพิซิลลิน และเช้ือที่มียีน hlyA มีความสามารถในการสลาย                 
เม็ดเลือดแดง แสดงใหเห็นบทบาทของยีน hlyA กับความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง           
ของเช้ือ อยางไรก็ตามมีเช้ือจํานวน 1 ไอโซเลทที่ไมมียีน hlyA แตมีความสามารถในการสลาย                
เม็ดเลือดแดง ทั้งน้ีอาจมีปจจัยอื่นที่ชวยในการสลายเมด็เลือดแดง นอกจากน้ีเช้ือทุกไอโซเลท สามารถ
สรางสารพอลิแซคคาไรดไดแตอยางไรก็ตามมีเช้ือ 3 ไอโซเลทที่ไมสามารถสรางไบโอฟลมเกาะติดพื้นผิว 
และเช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบขรุขระและแบบเรียบสรางไบโอฟลมยึดเกาะพื้นผิวไมแตกตางกันแต
จากการศึกษาการสรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวพบวา เช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบขรุขระ
สรางไบโอฟลมปกคลุมพื้นผิวของเหลวไดมากกวาเช้ือที่ใหลักษณะโคโลนีแบบเรียบ 

4. การศึกษารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของ V. cholerae โดยวิธี ERIC-PCR พบแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอ

ที่แตกตางกัน บงช้ีวาเช้ือดังกลาวเปนคนละสายพันธุ และยังพบความสัมพันธของเช้ือที่มีรูปแบบยีนกอ

โรคเหมือนกัน บงช้ีวาเช้ือกลุมดังกลาวมีวิวัฒนาการรวมกัน 
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ภาคผนวก 
  
สําเนาบทความท่ีไดรับการตีพิมพแลว 
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ขอเสนอแนะสําหรับการวิจัยตอไป 
1. ศึกษาปจจัยที่สงผลใหเกิดการสลายเม็ดเลือดแดงของเช้ือที่ไมมียีน hlyA และปจจัยที่มผีลทําใหเช้ือ

ไมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได 
2. ศึกษาบทบาทของยีน vasH ในการกอโรคของเช้ือ 
3. ศึกษาปจจัยที่ทําใหเกิดความแตกตางระหวางการสรางไบโอฟลมบนพื้นผิว และบนพื้นผิวของเหลว

ของเช้ือที่มลีักษณะโคโลนีแบบเรียบและแบบขรุขระ 
4. ศึกษาการจําแนกลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือโดยเทคนิคอื่น ๆ ทางอณูชีววิทยา 
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