
บทที� 5 

สรุป อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 

Vibrio parahaemolyticus เป็นสาเหตุของโรคอาหารทะเลเป็นพิษ (seafood poisoning) 

หรือลาํไส้อกัเสบ (gastroenteritis) ซึ. งในปัจจุบนัพบวา่ยงัคงเป็นปัญหาสําคญัทางดา้นสาธารณสุข

ของประเทศ การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อจึงเป็นสิ.งจาํเป็นเพื.อประโยชน์ทางดา้นการศึกษาระบาด

วทิยาของเชื<อ คน้หาแหล่งแพร่กระจาย รวมถึงการควบคุม เฝ้าระวงัและป้องกนัการติดเชื<อ การวิจยั

ครั< งนี< เป็นการศึกษาวิธีการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อโดยอาศยัคุณสมบติัทางฟีโนทยัป์ (phenotypic 

characterization) คือ การศึกษาแบบแผนการดื<อยา (antibiotyping) และการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อ

โดยอาศยัคุณสมบติัทางจีโนทยัป์ (genotypic characterization) ได้แก่ วิธี arbitrarily-primed 

polymerase chain reaction (AP-PCR) และ enterobacterial repetitive intergenic consensus 

sequence-polymerase chain reaction (ERIC-PCR)  โดยทาํการจาํแนก V. parahaemolyticus ที.แยก

ไดจ้ากผูป่้วยโรคอุจจาระร่วงที.เขา้รับการรักษาที.โรงพยาบาลนครปฐม จงัหวดันครปฐม ระหว่าง

เดือนมิถุนายน 2551 ถึงเดือนพฤศจิกายน 2552 จาํนวนทั<งสิ<น 70 ไอโซเลท จากการจาํแนกเชื<อดว้ย

วิธีการศึกษาแบบแผนการดื<อยาพบวา่จาํแนกเชื<อไดเ้พียง 1 แบบแผน จดัเป็น 1 สายพนัธ์ุ (Ant-1) 

โดยเชื<อที.ศึกษาทั<งหมดดื<อ (resistant) ต่อยา ampicillin และไว (susceptible) ต่อยา ceftriaxone, 

cephalothin, chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, nitrofurantoin, norfloxacin, oxytetracycline, 

sulfisoxazole, tetracycline และ trimethoprim/sulfamethoxazole  ซึ. งแบบแผนการดื<อยาดงักล่าวมี

ความคลา้ยคลึงกบัผลการศึกษาของ Serichantalergs และคณะที.รายงานวา่ V. parahaemolyticus ที.

แยกไดจ้ากผูป่้วยในเขตกรุงเทพมหานคร ระหวา่งปี พ.ศ. 2544 ถึง พ.ศ. 2545 ทุกไอโซเลทไวต่อยา 

chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, tetracycline และ trimethoprim/sulfamethoxazole 

และดื<อต่อยา ampicillin ร้อยละ 52 (Serichantalergs et al. 2007 : 608-613) อยา่งไรก็ตามพบวา่มี

ความแตกต่างจากรายงานของ Wootipoom  และคณะที.พบว่า V. parahaemolyticus ที.แยกไดจ้าก

ผูป่้วยในโรงพยาบาลหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา ระหวา่งปี พ.ศ. 2543 ถึง พ.ศ. 2548 ทุกไอโซเลทไวต่อ

ยา chloramphenicol, norfloxacin และ tetracycline และดื<อต่อยา ampicillin, ciprofloxacin และ  

trimethoprim/sulfamethoxazole  คิดเป็นร้อยละ 98.9, 58.3 และ 11.8 ตามลาํดบั (Wootipoom et al. 
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2007 : 1630-1638) นอกจากนี< จากขอ้มูลของศูนยเ์ฝ้าระวงัเชื<อดื<อยาตา้นจุลชีพแห่งชาติ (National 

Antimicrobial Resistance Surveillance Center Thailand; NARST) ที.ไดรั้บรายงานจากโรงพยาบาล

เครือข่าย 34 แห่งทั<งในกรุงเทพมหานครและต่างจงัหวดั ในปี พ.ศ. 2551 พบวา่ V. parahaemolyticus 

ที.แยกไดจ้ากผูป่้วยในโรงพยาบาลต่างๆ ดงักล่าว ดื<อต่อยา gentamicin, norfloxacin, tetracycline และ 

trimethoprim/sulfamethoxazole คิดเป็นร้อยละ 14.3, 0.4, 1.1 และ 0.4 ตามลาํดบั (คณะกรรมการโครงการ

เฝ้าระวงัเชื<อดื<อยาตา้นจุลชีพ. 2552)  หากเปรียบเทียบแบบแผนการดื<อยาของ V. parahaemolyticus 

ที.พบในประเทศแถบทวปีเอเชียตะวนัตกเฉียงใต ้เช่น อินโดนีเซียและมาเลเซีย พบวา่มีแบบแผนการ

ดื<อยาที.แตกต่างกบัที.พบในประเทศไทย โดยเชื<อสายพนัธ์ุที.มีการแพร่ระบาดในประเทศอินโดนีเซีย

ส่วนใหญ่ไวต่อยา norfloxacin และ trimethoprim/sulfamethoxazole ดื<อต่อยา ampicillin, ceftriaxone, 

cephalothin, chloramphenicol, ciprofloxacin และ tetracycline คิดเป็นร้อยละ 100, 14, 94, 15, 11 

และ 9 ตามลาํดบั (Tjaniadi et al. 2003 : 666–667) ขณะที.เชื<อที.พบในประเทศมาเลเซียไวต่อยา 

norfloxacin และ chloramphenicol ดื<อต่อยา ampicillin, cephalothin, gentamicin และ tetracycline 

คิดเป็นร้อยละ 95.2, 28.6, 9.5 และ 14.3 ตามลาํดบั (Tani et al. 2005 : 940-945) ทั<งนี< อาจเนื.องมาก

จากความแตกต่างกนัทางดา้นภูมิศาสตร์ (geographical areas) และรูปแบบการเลือกใชย้าตา้นจุลชีพ

ที.แตกต่างกนั ดงันั<นแต่ละพื<นที.จึงควรมีมาตรการในการควบคุมและป้องกนัไม่ให้มีการแพร่ระบาดของ

เชื<อดื<อต่อยาตา้นจุลชีพหลายชนิด (multiple drug resistant strain) เพิ.มมากขึ<น อยา่งไรก็ตามจากการวิจยั

ครั< งนี<พบวา่ยา ceftriaxone, cephalothin, chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, nitrofurantoin, 

norfloxacin, oxytetracycline, sulfisoxazole, tetracycline และ trimethoprim/sulfamethoxazole ยงัคง

เป็นยาที.มีประสิทธิภาพในการรักษาผูป่้วยโรคติดเชื<อ V. parahaemolyticus ที.เขา้รับการรักษาที.

โรงพยาบาลนครปฐม จงัหวดันครปฐม  

 จากการจาํแนกสายพนัธ์ุของ  V. parahaemolyticus ทั<ง 70 ไอโซเลทโดยอาศยัคุณสมบติั

ทางจีโนทยัป์ พบวา่วิธี arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-PCR) สามารถจาํแนก V. 

parahaemolyticus  เป็นสายพนัธ์ุต่างๆ ทั<งสิ<น 16 สายพนัธ์ุ (AP-A ถึง AP-P) โดยสายพนัธ์ุที.พบ

ส่วนใหญ่คือ AP-O, AP-L, AP-D และ AP-F พบจาํนวน 12, 11, 10 และ 10 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 

17.14 (12/70), 15.71 (11/70), 14.29 (10/70) และ 14.29 (10/70) ตามลาํดบั ขณะที.วิธี enterobacterial 

repetitive intergenic consensus sequence-polymerase chain reaction (ERIC-PCR) สามารถจาํแนก 
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V. parahaemolyticus  เป็นสายพนัธ์ุต่างๆ ทั<งสิ<น 24 สายพนัธ์ุ (ERIC-1 ถึง ERIC-24) โดยสายพนัธ์ุ

ที.มีอุบติัการณ์มากที.สุดคือ ERIC-3 พบจาํนวน 13 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 18.57 (13/70)  และเมื.อ

พิจารณาการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อโดยการแปลผลร่วมกนัระหวา่ง AP-PCR pattern และ ERIC-

PCR pattern ของเชื<อแต่ละไอโซเลท พบวา่สามารถจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อไดห้ลากหลายมากขึ<น 

โดยสามารถจาํแนกเชื<อไดท้ั<งสิ<น 48 สายพนัธ์ุ  AP/ERIC-PCR patterns ส่วนใหญ่ที.พบ ไดแ้ก่ L/E3, 

D/E3, D/E4, D/E10, O/E8, B/E4, E/E11, F/E10, L/E4, M/E18, O/E1, O/E3, O/E5 และ O/E7 พบ

จาํนวน 5, 4, 3, 3, 3, 2, 2, 2, 2, 2, 2, 2, 2 และ 2 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 7.14, 5.71, 4.29, 4.29, 

4.29, 2.86, 2.86, 2.86, 2.86, 2.86, 2.86, 2.86, 2.86 และ 2.86 ตามลาํดบั จากการศึกษาครั< งนี< จะเห็น

ได้ว่าการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อดว้ยวิธีทางจีโนทยัป์นั<นสามารถจาํแนก V. parahaemolyticus  

เป็นสายพนัธ์ุต่างๆ ไดห้ลากหลายกว่าวิธีทางฟีโนทยัป์ โดยการศึกษาแบบแผนการดื<อยาของเชื<อ 

(antibiotyping) เนื.องจากเชื<อที.นาํมาศึกษาทุกไอโซเลทมีแบบแผนการดื<อยาที.เหมือนกนัทาํให้ไม่

สามารถจาํแนกความแตกต่างระหว่างสายพนัธ์ุได ้การวิจยัครั< งนี< ไดป้ระเมินความสามารถในการ

จาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อ (discriminatory power) แต่ละวิธีโดยการคาํนวณหาค่าดชันีของความ

หลากหลายตามวิธีของ Hunter and Gaston (Hunter and Gaston. 1988 : 1903-1905 ; Hunter. 1990 : 

2465-2466) พบวา่การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อดว้ยวิธี antibiotyping, AP-PCR, ERIC-PCR และวิธี 

AP-PCR ร่วมกบั ERIC-PCR  มีค่า discriminatory index เท่ากบั 0.000, 0.901, 0.932 และ 0.986 

ตามลาํดบั ซึ. งโดยทั.วไปค่า discriminatory index จะอยูร่ะหวา่ง 0 ถึง 1 และค่าที.สูงมกัจะอยูร่ะหวา่ง 

0.6 ถึง 1 ดงันั<นการที.วิธี antibiotyping มีค่า discriminatory index เท่ากบั 0 แสดงให้เห็นว่าวิธี

ดงักล่าวไม่เหมาะสมที.จะนาํมาใชใ้นการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อ โดยเฉพาะในกลุ่มประชากรของ

เชื<อที.นาํมาศึกษาในครั< งนี<  อยา่งไรก็ตามการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อโดยการศึกษาแบบแผนการดื<อยา 

เป็นวิธีที.ง่าย สะดวก ไม่ตอ้งการอุปกรณ์ราคาแพง สามารถทาํได้ง่ายในงานประจาํ (routine) ใน

หอ้งปฏิบติัการจุลชีววทิยาทั.วไป จึงยงัคงเป็นวิธีที.มีประโยชน์ในการเฝ้าระวงัการระบาดของเชื<อดื<อยา 

และสามารถนาํมาใช้เป็นแนวทางในการรักษาผูป่้วยได ้  ดงันั<นหากตอ้งการนาํมาประยุกต์ใช้ใน

การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<ออาจจาํเป็นตอ้งแปลผลร่วมกบัดว้ยวิธีอื.นๆ เช่น การทาํ genotyping และ

การศึกษากลไกการดื<อยาในระดบัโมเลกุลควบคู่กนัไป เป็นตน้ เมื.อพิจารณาความสามารถในการ

จาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อโดยวิธีทางจีโนทยัป์ (genotyping) ที.ศึกษาในงานวิจยัครั< งนี<   พบว่าวิธี    
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AP-PCR มีความสามารถในการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อ (discriminatory power) ตํ.ากวา่วิธี ERIC-PCR 

เล็กน้อย (มีค่า discriminatory index เท่ากบั 0.901 และ 0.932 ตามลาํดบั) ซึ. งให้ผลสอดคลอ้งกบั

งานวิจยัของ Wong และ Lin ที.พบวา่วิธี ERIC-PCR เป็นวิธีมีความสามารถในการจาํแนกสายพนัธุ์

ของเชื<อ V. parahaemolyticus สูงกวา่วิธี Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) หรือ  

AP-PCR (Wong and Lin. 2001 : 4233-42) อยา่งไรก็ตามวิธี AP-PCR ยงัคงมีขอ้ดีคือ PCR product 

ที.ไดมี้จาํนวน 1 ถึง 4 แถบ (bands) โดยแต่ละแถบมีขนาดที.แตกต่างกนัอยา่งชดัเจน ในทางปฏิบติัทาํให้

ง่ายต่อการแปลผล ขณะที. PCR product ที.ไดจ้ากการเพิ.มจาํนวนดว้ยวิธี ERIC-PCR มีจาํนวน 1 ถึง 

10 แถบ และบางแถบมีขนาดที.ไม่แตกต่างกนัมากนกั ซึ. งทาํให้ยุ ่งยากในการแปลผล แมว้่าวิธี 

AP-PCR จะมีขอ้จาํกดับา้งในการนาํมาใชเ้นื.องจากเป็นวิธีที.มีการเพิ.มจาํนวน DNA แบบสุ่ม ดั<งนั<น 

AP-PCR pattern ที.ไดจึ้งขึ<นอยูก่บัสภาวะที.ใชใ้นการทาํปฏิกิริยา PCR โดยเฉพาะสภาวะที.เปลี.ยนแปลง

ไปของแต่ละห้องปฏิบติัการ ทาํให้วิธีนี< มี reproducibility ตํ.าเมื.อเปรียบเทียบกบัการทาํ genotyping 

วิธีอื.นๆ ดังนั< นหากนํามาประยุกต์ใช้ จะต้องควบคุมสภาวะที.ใช้ในการทดสอบแต่ละครั< งให้

ใกล้เคียงกันมากที.สุด และในขั<นตอนแต่ละขั<นตอนของการทดสอบควรทาํโดยบุคคลเดียวกัน 

อยา่งไรก็ตามปัจจุบนัวิธี AP-PCR เป็นที.นิยมใชก้นัในสากลสําหรับการศึกษาทางระบาดวิทยาของ

เชื<อ V. parahaemolyticus     ใชใ้นการจาํแนกเชื<อสายพนัธ์ุ pandemic strain ออกจาก nonpandemic 

strain (Matsumoto et al. 2000 : 578-585 ; Vuddhakul et al. 2000 : 2685-2689 ; Okura et al. 2003 : 

4676-4682 ; Gil et al. 2007 : 324-328 ; Wootipoom et al. 2007 : 1630-1638 ; Chao et al. 2009 : 

907-912)   

จากการศึกษาวิจยัในครั< งนี< พบวา่วิธี ERIC-PCR เป็นวิธีที.มีความสามารถในการจาํแนก

สายพนัธ์ุของเชื<อ (discriminatory power) สูง โดยมีค่า discriminatory index เท่ากบั 0.932 ใกลเ้คียง

กบัวิธี PFGE ซึ. งมีค่า discriminatory index เท่ากบั 0.960 (Wong and Lin. 2001 : 4233-4240) แมว้า่

วิธี PFGE จดัวา่เป็นวิธีที.มี reproducibility และ discriminatory power สูง เมื.อเปรียบเทียบกบัการ

จาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อวิธีทางอณูชีววิทยา (molecular methods) อื.นๆ อยา่งไรก็ตาม PFGE เป็นวิธี

ที.ยุง่ยาก ใชเ้วลานาน (4-6 วนั) และมีค่าใชจ่้ายในการตรวจสอบสูง จาํเป็นตอ้งใชผู้เ้ชี.ยวชาญพิเศษ

ในการอ่านผล (Wang et al. 2008 : 251-255) นอกจากนี<ยงัคงประสบปัญหาที.ไม่สามารถจาํแนกเชื<อ

บางสายพนัธ์ุได ้(untypeable) เนื.องจากเกิดการทาํลาย (degradation) ของ genomic DNA ของเชื<อ
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ในขั<นตอนการเตรียมและขั<นตอนการตดัดว้ย restriction enzyme (endonuclease digestion) ซึ. งมี

รายงานการวิจยัของ Marshall และคณะพบว่า V. parahaemolyticus ที.นาํมาศึกษาร้อยละ 23 ของ

ทั<งหมดไม่สามารถจาํแนกสายพนัธ์ุไดโ้ดยวิธี PFGE แต่สามารถถูกจาํแนกไดโ้ดยวิธี ERIC-PCR  

(Marshall et al. 1999 : 2473-2478)   สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Tanil และคณะที.พบวา่วิธี ERIC-

PCR นาํมาใชจ้าํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus ที.ไม่สามารถจาํแนกไดโ้ดยวิธี PFGE ได ้ 

(Tanil et al. 2005 : 940-945)  และจากขอ้มูลการวิจยัครั< งนี<พบวา่ การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อโดย

การแปลผลร่วมกนัระหว่าง AP-PCR pattern และ ERIC-PCR pattern ทาํให้ประสิทธิภาพการ

จาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อสูงขึ<น โดยมีค่า discriminatory index เท่ากบั 0.986   

 

สรุป 

การจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อเป็นเครื.องมือสําคญัชนิดหนึ.งในการศึกษาดา้นระบาดวิทยา 

เพื.อคน้หาแหล่งแพร่กระจายของเชื<อ ควบคุม และป้องกนัการติดเชื<อ ในการศึกษาครั< งนี<คณะผูว้ิจยั

ไดศึ้กษาความสามารถในการจาํแนกสายพนัธ์ุของ V. parahaemolyticus ที.แยกไดจ้ากผูป่้วย โดยวิธี

ศึกษาแบบแผนการดื<อยา (antibiotyping), AP-PCR และ ERIC-PCR ผลการวิจยัสรุปได้ว่าการ

จาํแนกสายพนัธ์ุโดยการศึกษาแบบแผนการดื<อยาของเชื<อไม่สามารถจาํแนกความแตกต่างระหวา่ง

สายพนัธ์ุได ้ขณะที.การจาํแนกสายพนัธ์ุโดยใชเ้ทคนิค PCR พื<นฐาน เช่น AP-PCR และ ERIC-PCR 

เป็นวธีิที.มีศกัยภาพสูงที.จะนาํมาพฒันาเพื.อประยกุตใ์ชใ้นหอ้งหอ้งปฏิบติัการทั.วไปได ้เนื.องจากเป็น

วิธีมีความสามารถในการจาํแนกสายพนัธ์ุของเชื<อ (discriminatory power) สูง โดยเฉพาะเมื.อมีการ

แปลผลร่วมกนัระหวา่ง AP-PCR pattern และ ERIC-PCR pattern ทาํให้ประสิทธิภาพการจาํแนก

สายพนัธ์ุของเชื<อสูงขึ<น  นอกจากนี< วิธี AP-PCR และ ERIC-PCR ยงัเป็นวิธีที.สะดวก รวดเร็วในการ

ทดสอบเชื<อคราวละมากๆ ราคาไม่แพง ใช้เทคนิคที.ไม่ยุ่งยากซับซ้อนมากนกั ซึ. งเหมาะสําหรับ

นาํมาใชป้ระโยชน์ในงานทางดา้นระบาดวทิยาไดดี้ 

 

 
 
 
 

 
 


