
บทที� 2 

เอกสารและงานวจิัยที�เกี�ยวข้อง 

 

Vibrio parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อนตรงหรือโคง้งอ (gram-negative 

curve rod)  เคลื)อนที)โดยใชแ้ฟลกเจลลาที)ขั2ว 1 เส้น (single polar flagella)  สามารถอาศยัอยูใ่นเกลือ

ที)มีความเคม็ 1-8 % (halophilic bacteria) ที) pH 6-9 อุณหภูมิ 10-44 องศาเซลเซียส และพบวา่

จาํนวนของเชื2อจะเพิ)มขึ2นเมื)ออุณหภูมิของนํ2าทะเลสูงขึ2น V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุสาํคญั

ของโรคอาหารทะเลเป็นพิษ (seafood poisoning) หรือโรคลาํไส้อกัเสบ (gastroenteritis) โดยแยก

เชื2อครั2 งแรกจากประเทศญี)ปุ่นในผูป่้วยที)รับประทานปลาซาร์ดีน สาเหตุการเกิดโรคเกิดจากการ

รับประทานอาหารทะเลที)ปรุงไม่สุก (undercooked seafood) เนื)องจากสามารถแยกเชื2อนี2ไดจ้าก

อาหารทะเล ไดแ้ก่ กุง้ หอยนางรม ปู ปลา เช่น ปลาคอด ปลาซาร์ดีน ปลาทู เป็นตน้ ระยะฟักตวัของ

เชื2ออยูร่ะหวา่ง 4-96 ชั)วโมง ผูป่้วยที)ไดรั้บเชื2อจะมีอาการอุจจาระร่วง ปวดศีรษะ คลื)นไส้ อาเจียน 

และมีไขต้ ํ)าๆ ถึงแมว้า่อาการส่วนใหญ่จะไม่รุนแรงและอาจหายเองได ้ แต่ในกรณีของผูป่้วยที)มีความ

ผดิปกติของระบบภูมิคุม้กนั เช่น เป็นโรคมะเร็งเมด็เลือดขาว (leukemia) โรคตบัแขง็ (cirrhosis) จะ

ทาํใหเ้ชื2อเขา้สู่กระแสโลหิต (septicemia) ซึ) งเป็นอนัตรายต่อผูป่้วยได ้V. parahaemolyticus สายพนัธ์ุ

ก่อโรค (pathogenic strain) ส่วนใหญ่ที)แยกไดจ้ากผูป่้วยจะผลิตสารพิษชนิดทนร้อนที)เรียกวา่ 

thermostable direct hemolysin (TDH) และ/หรือ TDH-related hemolysin (TRH) ซึ) งจดัเป็น 

virulence factors ที)สาํคญัของเชื2อ นอกจากนี2  V. parahaemolyticus ยงัสามารถสร้าง virulence 

factors ชนิดอื)นไดอี้ก เช่น heat-labile protein (serine protease) ซึ) งแยกไดจ้ากสายพนัธ์ุที)ไม่สร้างทั2ง 

TDH และ TRH (Lee, Cheng, Yu and Pan. 2002 : 31-37)  และ capsular polysaccharide (CPS) ซึ) ง

มีความสาํคญัต่อการเกาะติดของเชื2อกบั epithelia cells ของผูป่้วย (Hsieh et al. 2003 : 3329-3336) 

เป็นตน้  

ปัจจุบนัมีรายงานโรคอาหารเป็นพิษที)มีสาเหตุจาก V. parahaemolyticus ในหลายประเทศ

ทั)วโลกทั2งในแถบทวปีเอเชีย อเมริกาเหนือ อเมริกาใต ้ ยโุรป (Bag et al. 1999 : 2354-2357 ; 

DePaola et al. 2000 : 4649-4654 ; Fuenzalida et al. 2007 : 270-275 ; Okuda et al. 1997 : 3150-

3155 ; Su and Liu. 2007 : 549-558) โดยมีรายงานการพบ V. parahaemolyticus  สูงถึงร้อยละ 68.4 
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ของผูป่้วยโรคอาหารเป็นพิษทั2งหมด ในระหวา่งปี ค.ศ. 1981-2004 ที)ประเทศไตห้วนั (Anon. 2005) 

และร้อยละ 31.1 ในระหวา่งปี ค.ศ. 1992-2001 ที)ประเทศจีน (Liu, Chen, Wang and Ji.  2004 : 725-

727) สาํหรับสถานการณ์การระบาดในประเทศไทย จากขอ้มูลของสาํนกัระบาดวทิยา กรมควบคุม

โรค กระทรวงสาธารณสุข ในปี พ.ศ. 2539-2549 พบวา่ V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุอนัดบั

หนึ)งที)ทาํใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษ โดยพบสูงถึงร้อยละ 73.3 ของผูป่้วยโรคอาหารเป็นพิษทั2งหมด

ในปี พ.ศ. 2549 (สุชาดา จนัทสิริยากร. 2550 : 271-274)  และจากขอ้มูลของศูนยเ์ฝ้าระวงัเชื2อดื2อยา

ตา้นจุลชีพแห่งชาติ (National Antimicrobial Resistance Surveillance Center Thailand; NARST) ที)

ไดรั้บรายงานจากโรงพยาบาลเครือข่าย 34 แห่งทั2งในกรุงเทพมหานครและต่างจงัหวดั พบ V. 

parahaemolyticus เป็นสาเหตุอนัดบัหนึ)งคิดเป็นร้อยละ 27 ในปี พ.ศ. 2550 และพบเป็นอนัดบัสอง

รองจาก Salmonella spp. โดยพบเชื2อร้อยละ 20 ของผูป่้วยโรคอาหารเป็นพิษทั2งหมดในปี พ.ศ. 

2551 (คณะกรรมการโครงการเฝ้าระวงัเชื2อดื2อยาตา้นจุลชีพ.  2552) 

V. parahaemolyticus จดัแบ่งตามคุณสมบติัของแอนติเจนที)ผนงัเซลล ์ (somatic [O] 

antigens) และแอนติเจนที)แคปซูล (capsular [K] antigens) ไดม้ากกวา่ 75 สายพนัธ์ุ (serotypes) ใน

ปี ค.ศ. 1996 เกิดการระบาดใหญ่ (pandemics) ของสายพนัธ์ุใหม่ O3:K6 (pandemic strain) ที)

ประเทศอินเดีย (Okuda et al. 1997 : 3150-3155) และเกิดการระบาดอยา่งต่อเนื)องในหลายประเทศ

แถบภูมิภาคเอเชีย รวมทั2งในอเมริกา (Matsumoto et al. 2000 : 578-585)  นอกจากนี2ในปัจจุบนัพบ

การระบาดของ pandemic strains อื)นๆ ซึ) งเป็นสายพนัธ์ุที)มีการพฒันาพนัธุกรรมมาจากสายพนัธ์ุ 

O3:K6 (clonal derivatives) เช่น O4:K68, O1:K25, O1:K untypable (O1:KUT), O1:K26, O6:K18, 

O1:K41, O4:K12, O1:K65, O3:K75, O4:K8, O4:KUT และ O5:KUT ไดท้ั)วโลก (Chowdhury, 

Stine, Morris and Nair. 2004 : 1280-1282 ; Matsumoto et al. 2000 : 578-585 ; Nair et al.  2007 : 

39-48) จากรายงานการระบาดของ V. parahaemolyticus ทางภาคใตข้องประเทศไทย ในปี พ.ศ. 

2542 พบการระบาดของ pandemic strains ร้อยละ 76 โดยสายพนัธ์ุที)พบ ไดแ้ก่ O3:K6, O1:K25, 

O1:K41 และ O4:K12 (Laohaprertthisan et al. 2003 : 395-406) และในช่วงปี พ.ศ. 2543-2546  พบ

การระบาดร้อยละ 64.1, 67.5, 69.7 และ 67.7 ตามลาํดบั และพบการระบาดลดลงเป็นร้อยละ 56.5 

และ 55.5 ในปี พ.ศ. 2547 และ 2548 ตามลาํดบั โดย pandemic strains ที)พบเป็นส่วนใหญ่คือสายพนัธ์ุ 

O3:K6, O1:K25 และ O4:K68 (Wootipoom et al. 2007 : 1630-1638)  
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โรคอาหารเป็นพิษจากการติดเชื2อ V. parahaemolyticus ในปัจจุบนัยงัคงเป็นปัญหาที)สาํคญั

ทางการแพทยแ์ละสาธารณสุขโลก (Kam. 2008: 2766-2773) วธีิการศึกษาการจาํแนกสายพนัธ์ุของ

เชื2อดงักล่าวเป็นสิ)งจาํเป็น เพื)อประโยชน์ทางดา้นการศึกษาระบาดวทิยาของเชื2อ คน้หาแหล่ง

แพร่กระจาย รวมถึงการควบคุม เฝ้าระวงัและป้องกนัการติดเชื2อ  

การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อมี 2 หลกัการใหญ่คือ การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อโดยอาศยั

คุณสมบติัทางฟีโนทยัป์ (phenotypic characterization) และการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อโดยอาศยั

คุณสมบติัทางจีโนทยัป์ (genotypic characterization)  

 

การจําแนกสายพนัธ์ุของเชื อโดยอาศัยคุณสมบัติทางฟีโนทัยป์  

 1. การศึกษาแบบแผนการดื อยา (antibiotyping) 
  การจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus โดยศึกษาแบบแผนการดื2อยา 
(antibiotyping) เป็นวธีิที)ใชไ้ดใ้นหอ้งปฏิบติัการทั)วไป เนื)องจากเป็นวธีิที)ง่าย สะดวก ไม่ตอ้งการ
อุปกรณ์ราคาแพง จึงสามารถทาํไดง่้ายในงานประจาํ (routine) โดยการทดสอบความไวของเชื2อต่อ
ยาตา้นจุลชีพชนิดต่างๆ ดว้ยวธีิ disc diffusion ตามมาตรฐานของ CLSI จากการศึกษาที)ผา่นมา
พบวา่ยาปฏิชีวนะหลายชนิดสามารถนาํมาใชจ้าํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus ได ้ เช่น 
ampicillin, cephalothin, chloramphenicol, ciprofloxacin, cotrimoxazole, gentamicin, tetracycline 
เป็นตน้ (Han, Walker, Janes, Prinyawiwatkul and Ge. 2007 : 7096-7098 ; Marlina et al. 2007 : 
349-354 ; Okuda et al. 1997 : 3150-3155 ; Quintoil, Porteen and Pramanik. 2007 ;   Tanil et al. 
2005 : 940-945 ; Tjaniadi et al. 2003 : 666–667)  และหากตอ้งการเพิ)มประสิทธิภาพของการ
จาํแนกสายพนัธ์ุ ควรจะทาํการเพิ)มชนิดของยาปฏิชีวนะให้มากขึ2น 

2. การทดสอบทางซีโรทยัป์ (serotyping) 

            V. parahaemolyticus สามารถแบ่งตามซีโรทยัป์ (serotyping) โดยใชคุ้ณสมบติัของ

แอนติเจนที)ผนงัเซลล ์ (somatic [O] antigens) และแอนติเจนที)แคปซูล (capsular [K] antigens) ซึ) ง

ประกอบไปดว้ย O-antigens 13 ชนิด และ K-antigens 71 ชนิด (Iguchi, Kondo and Hisatsune. 1995 

: 287-292)  ดงันั2นการจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus โดยการทดสอบทางซีโรทยัป์ 

(serotyping) จาํเป็นตอ้งใชชุ้ดทดสอบ antibody หลายชุดที)จาํเพาะต่อทั2ง O-antigens และ K-

antigens และจากการศึกษาพบวา่การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อดว้ยวธีิ serotyping เป็นวธีิที)มี

ความสามารถในการจาํแนก (discriminatory power) ตํ)า ไม่เหมาะสาํหรับนาํมาใชเ้ป็นเครื)องมือใน
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การศึกษาทางระบาดวทิยา นอกจากนี2ยงัพบวา่วธีินี2ไม่สามารถจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อบางสายพนัธ์ุ

ได ้(untypable)  (Wong. 2003 : 100-107 ; Wong. 2007 : 280-287) 

3. การทดสอบความไวของเชื อต่อ bacteriophage (bacteriophage typing)  
            การจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus ดว้ยวธีิ bacteriophage typing จะทาํ

โดยการทดสอบความไวของเชื2อต่อ bacteriophage สายพนัธ์ุมาตรฐานหลายชนิด อยา่งไรก็ตามวธีินี2

ยงัไม่เป็นที)นิยมแพร่หลาย เนื)องจาก bacteriophage สายพนัธ์ุต่างๆ ที)ใชใ้นการศึกษามีความจาํเพาะ 

(specificity) ตํ)า (Baross, Liston and Morita. 1978 : 500-505 ; Libinzon, Us, Galtseva, Degtiareva 

and Golkovskii. 1995 : 15-18 ; Smolikova et al. 2001 : 3-7) 

 

การจําแนกสายพนัธ์ุของเชื อโดยอาศัยคุณสมบัติทางจีโนทัยป์ 

 1. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

  การจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus โดยวธีิ pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) ทาํโดยการตดั genomic DNA ของเชื2อดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SfiI และ/

หรือ NotI จากนั2นนาํมาแยกชิ2น DNA ที)ไดโ้ดยการทาํ pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ซึ) งมี

หลกัการทาํใหส้นามไฟฟ้าที)ผา่นเจลมีขนาดและทิศทางไม่คงที) การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อวธีินี2 มี

ประสิทธิภาพในการแยกสายพนัธ์ุแต่ละสายพนัธ์ุออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน มี discriminatory 

power สูง อยา่งไรก็ตาม PFGE เป็นวธีิที)ค่อนขา้งยุง่ยาก ใชเ้วลานาน และมีค่าใชจ่้ายในการ

ตรวจสอบสูง จาํเป็นตอ้งใชผู้เ้ชี)ยวชาญพิเศษในการอ่านผล นอกจากนี2ขั2นตอนการเตรียม genomic 

DNA ของเชื2อตอ้งระมดัระวงัไม่ใหเ้กิดการทาํลาย (degradation) ของ DNA ซึ) งจะมีผลต่อการแปล

ผล (Kam et al. 2008 : 2766-2773 ; Lu et al. 2000 : 29-33 ; Wang et al. 2008 : 251-255 ; Wong. 

2003 : 100-107 ; Wong et al. 2007 : 280-287) 

 2. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

  เป็นเทคนิคที)ใชเ้อนไซมต์ดัจาํเพาะ (restriction endonuclease) มาตดัสาย DNA 

ออกเป็นชิ2น เพื)อตรวจสอบความแตกต่างของชิ2น DNA ที)ถูกตดั ณ ตาํแหน่งที)จาํเพาะต่อเอนไซม์

นั2นๆ และใชเ้ทคนิค nucleic acid probe-hybridization เป็นตวัติดตาม (probe) ที)จาํเพาะต่อยนีที)

สนใจศึกษา มีผูส้นใจทาํการศึกษาการจาํแนกสายพนัธ์ุโดยวธีิ RFLP ของยนี rRNA (ribotyping) 
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พบวา่วธีินี2 มี discriminatory power สูงเทียบเท่าการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อโดยวธีิ PFGE (Wong, 

Kuo, Wang, Lee and Shih.,  1999 : 631-636) อยา่งไรก็ตาม ribotyping มีขอ้เสียคือ เป็นวธีิที)

ค่อนขา้งยุง่ยากและใชเ้วลานาน เนื)องจากมีขั2นตอนการทาํ Southern hybridization นอกจากนี2ยงัมี

ผูส้นใจศึกษาการจาํแนกสายพนัธ์ุโดยวธีิ RFLP ของยนีอื)นๆ เช่น virulent genes (tdh/trh genes) 

และ polar flagellum locus (Fla locus RFLP analysis) แต่พบวา่วธีิดงักล่าวมี discriminatory power 

ตํ)า เนื)องจากยนีที)ศึกษาไม่มีความหลากหลายทางพนัธุกรรม  (Orasa et al. 1996 : 1293-1295 ; 

Marshall et al. 1999 : 2473-2478)  

3. Arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-PCR) 

 Arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-PCR) หรือ Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เป็นเทคนิคที)ใชศึ้กษาความหลายหลายทางพนัธุกรรมของ

สิ)งมีชีวติ (DNA fingerprints) โดยไม่จาํเป็นตอ้งทราบขอ้มูลทางพนัธุกรรมของสิ)งมีชีวิตนั2นๆ มาก่อน 

อาศยัการเพิ)มจาํนวนชิ2น DNA ดว้ยวิธี PCR โดยใช ้primer เส้นเดียว ขนาด 8-10 เบส จบัแบบสุ่ม

ไดห้ลายตาํแหน่งไปบนเส้น DNA โดยไม่คาํนึงถึงทิศทางของ primer ที)จบักบั DNA ตน้แบบ 

(DNA template) ทาํใหไ้ด ้ PCR product ที)มีขนาดหลากหลาย สามารถนาํมาใชใ้นการแยกความ

แตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุได ้ ปัจจุบนัมีนกัวิจยัหลายกลุ่มไดใ้ชเ้ทคนิคนี2 ในการจาํแนกสายพนัธ์ุของ

V. parahaemolyticus เพื)อศึกษาดา้นระบาดวทิยา (epidemiology) และแหล่งพบเชื2อ (ecology) 

(Bhowmick, Khushiramani, Raghunath and Karunasagar. 2008 : 198-204 ; Chao et al. 2009 : 907-

912 ; Mahmud et al. 2006 : 25-37 ; Maluping et al. 2005 : 383-391 ; Marlina et al. 2007 : 349-354 

; Sudheesh, Jie and Xu. 2002 : 11-17 ; Wong et al. 1999 : 1809-1812 ; Wootipoom et al. 2007 : 

1630-1638) แมว้า่วธีิ AP-PCR จะมีความสามารถในการจาํแนกสายพนัธ์ุ (discriminatory power) 

ตํ)ากวา่เมื)อเปรียบเทียบกบัวธีิ PFGE และ ribotyping แต่วิธีนี2 มีขอ้ดีคือ เป็นวธีิที)ทาํไดง่้าย ไม่ยุง่ยาก 

ใชแ้รงงานนอ้ย ไดผ้ลรวดเร็ว  

 4. Enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence-PCR (ERIC-PCR) 

  Enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence (ERIC) เป็น intergenic 

repetitive unit มีความยาว 127 bp พบการกระจายตวับน genome ของเชื2อหลาย copies โดยจาํนวน 

copies ในแต่ละสายพนัธ์ุของเชื2อมีความแตกต่างกนั พบไดใ้นเชื2อ Escherichia coli, Salmonella 
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typhimurium และเชื2อในวงศ ์Enterobacteriaceae รวมทั2ง Vibrio spp. (Sharples and Lloyd. 1990 : 

6503-6508 ; Hulton, Higgins and Sharp. 1991 : 825-834) จากคุณสมบติัดงักล่าวของ ERIC 

sequence ทาํให้สามารถนาํเอาลกัษณะจาํนวน copies ของ ERIC sequence นี2มาใชใ้นการจาํแนก

สายพนัธ์ุของเชื2อโดยการเพิ)มจาํนวนดว้ยเทคนิค PCR ได ้ปัจจุบนัเทคนิค ERIC-PCR ถูกนาํมาใชใ้น

การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อ (genotyping) หลายชนิด ทั2งแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบ (Chaieb 

et al. 2005 : 309-314 ; De. 1992 : 2180-2187 ; Ye, Wu, Zhou, Dong and Zhang. 2008 : 392-397) ใน

ปี ค.ศ. 1999 มีผูส้นใจศึกษาเปรียบเทียบวิธีการจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus โดยวิธี 

ERIC-PCR, ribotyping, PFGE และ Fla locus RFLP analysis พบวา่วิธี ERIC-PCR และ ribotyping 

มีสามารถจาํแนกความแตกต่างของสายพนัธ์ุแต่ละสายพนัธ์ุออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจนใกลเ้คียงกบั

วิธี PFGE ขณะที) Fla locus RFLP analysis เป็นวิธีที)มี discriminatory power ตํ)าที)สุด (Marshall et 

al. 1999 : 2473-2478) ซึ) งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Wong และคณะ ในปีค.ศ.  2001 ที)พบว่า 

ERIC-PCR  เป็นวิธีที)ใช้หลกัการ PCR ในการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อที)มีความสามารถในการ

จาํแนกความแตกต่างของสายพนัธ์ุเทียบเคียงกบัวิธี PFGE และ ribotyping (Wong and Lin. 2001 : 

4233-4240) และในปัจจุบันได้มีการใช้เทคนิค ERIC-PCR ในการจาํแนกสายพนัธ์ุของ                  

V. parahaemolyticus  กนัอยา่งแพร่หลาย (Khan, McCarthy, Wang and Cerniglia. 2002 : 209-214 ; 

Maluping et al. 2005 : 383-391 ; Bhowmick et al. 2008 : 198-204) 

การจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus ทาํไดห้ลายวธีิดงัที)กล่าวมาแลว้ขา้งตน้ ซึ) ง

แต่ละวธีิมีขอ้ดีขอ้เสียแตกต่างกนั การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อโดยอาศยัคุณสมบติัทางฟีโนทยัป์ 

เช่น antibiotyping และ serotyping เป็นวธีิที)ใชเ้ป็นงานประจาํในห้องปฏิบติัการเวชศาสตร์ชนัสูตร

ของโรงพยาบาลทั)วไป สาํหรับการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื2อโดยอาศยัคุณสมบติัทางจีโนทยัป์ เช่น 

PFGE, ribotyping, RFLP, AP-PCR, ERIC-PCR เป็นวธีิที)มีความประสิทธิภาพสูง และบางวธีิ

เหมาะที)จะใชส้าํหรับงานวิจยัเท่านั2น อยา่งไรก็ตามวธีิที)ใชห้ลกัการการเพิ)มจาํนวน DNA โดย

เทคนิค PCR เป็นวธีิที)มีศกัยภาพสูงที)จะนาํมาพฒันาเพื)อประยกุตใ์ชใ้นหอ้งห้องปฏิบติัการทั)วไปได ้

เนื)องจากเป็นวธีิที)สะดวก รวดเร็ว ใชเ้ทคนิคที)ไม่ยุง่ยาก ซบัซอ้นมากนกั  

 

 

 
 
 
 

 
 


