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บทคัดย่อ  

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรค
ทางเดินอาหารอักเสบและอาหารเป็นพิษ จ านวน 30 ไอโซเลต (Isolates) ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย โดย
เปรียบเทียบระหว่างวิธี Arbitrarily-primed PCR (AP-PCR) กับการวิเคราะห์ Variable Number of Tandem 
Repeat (VNTR) ผลการศึกษาพบว่า วิธี AP-PCR โดยใช้ AP-primer 2 สามารถจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อได้เป็น 10 
รูปแบบ ในขณะที่การวิเคราะห์ VNTR ทั้งสองต าแหน่งสามารถจ าแนกเชื้อได้เพียง 1 รูปแบบ นอกจากนี้ค่า 
Discriminatory Index ของวิธี AP-PCR และการวิเคราะห์ VNTR ทั้งสองต าแหน่ง มีค่าเท่ากับ 0.87, 0 และ 0.07 
ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าในการศึกษานี้วิธี AP-PCR นั้นมีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์สูงกว่าการวิเคราะห์ 
VNTR ผลที่ได้นี้สามารถน าไปพัฒนาหาวิธีจ าแนกสายพันธุ์เชื้อ V. parahaemolyticus ได้ต่อไป 

ค าส าคัญ : Vibrio parahaemolyticus, Arbitrarily-primed PCR (AP-PCR), Variable Number of Tandem 
Repeat (VNTR)   

Abstract 

Vibrio parahaemolyticus is a bacterium that causes gastroenteritis and food poisoning. The 
objective of this study is to type 30 isolates of V. parahaemolyticus isolated from patient 
specimens by comparing between arbitrarily-primed PCR (AP-PCR) method and variable number of 
tandem repeat (VNTR) analysis. The results demonstrated that AP-PCR method using AP-primer 2 
could discriminate to 10 types whereas, VNTR analysis of both loci could discriminate only one 
type. In addition, the discriminatory index of AP-PCR and two VNTR loci were 0.87, 0 and 0.07, 
respectively. This suggested that AP-PCR method had more discriminatory ability than VNTR 
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analysis. These results could be used to develop methods for V. parahaemolyticus typing in the 
future.  

Keywords : Vibrio parahaemolyticus, Arbitrarily-primed PCR (AP-PCR), Variable Number of Tandem 
Repeat (VNTR) 

บทน า (Introduction) 

          Vibrio parahaemolyticus เป็นสาเหตุของโรคที่เกิดจากอาหาร (food borne disease) (Letchumanan 
et al., 2014) V. parahaemolyticus โดยแต่ละสายพันธุ์มีปัจจัยที่ก่อให้เกิดความรุนแรงของโรค (virulence 
factors) ที่แตกต่างกัน ประกอบด้วย adhesin, thermostable direct hemolysin (TDH), TDH related 
hemolysis (TRH) และ type III secretion systems (T3SS1, T3SS2) จากการศึกษาพบว่าเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วย
ส่วนใหญ่ผลิต TDH และ TRH ในขณะที่เชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมและในอาหารพบเพียงส่วนน้อยที่สร้างสารชนิดนี้ 
(Xie et al., 2017) เชื้อ V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุของโรคกระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบ 
(gastroenteritis) ที่พบได้ทั่วโลก เกิดจากการรับประทานอาหารทะเลดิบหรือปรุงไม่สุกโดยเฉพาะสัตว์จ าพวกหอย 
(Mala et al., 2016) ส าหรับประเทศไทยซึ่งเป็นหนึ่งในผู้ส่งออกอาหารทะเลที่ส าคัญ อาหารทะเลที่ปนเปื้อน เช่น กุ้ง 
และ หอยแครง เป็นแหล่งส าคัญของเชื้อก่อโรคที่มากับอาหาร เช่น V. parahaemolyticus โดยอาหารทะเลเหล่านี้
จะถูกขนส่งจากแหล่งผลิตไปยังส่วนต่างๆ ของประเทศ (Mala et al., 2016) จากรายงานการเฝ้าระวังโรค ของส านัก
ระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ตั้งแต่ มกราคม ถึง พฤษภาคม 2560 พบว่ามีแนวโน้มการระบาด
ของเชื้อ V. parahaemolyticus ที่เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษเพิ่มมากขึ้น โดยพบสูงเป็นอันดับหนึ่ง รองลงมา
คือเชื้อ Staphylococcus spp. และ Salmonella spp. ตามล าดับ (ส านักระบาดวิทยา, 2560) ในการศึกษาด้าน
ระบาดวิทยา การจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อเป็นเครื่องมือหนึ่งที่มีความส าคัญในการใช้สืบค้นสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรค 
การควบคุม การเฝ้าระวัง และการป้องกันการติดเชื้อ  
 เชื้อ V. parahaemolyticus แบ่งออกเป็น 13 O serotypes และ 71 K serotypes โดยขึ้นกับความ
แตกต่างของ somatic หรือ O antigen และ capsular หรือ K antigen (Mala et al., 2016) โดยในปี 1996 
serotype O3:K6 ถูกพบครั้งแรกในเมือง Calcutta ประเทศอินเดีย ตั้งแต่นั้นมา serotype O3:K6 และ 
serovariants (O4:K68, O1:K25, O1:KUT) พบเป็นสาเหตุของการระบาดใหญ่ทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย การ
จ าแนกสายพันธุ์โดยใช้ความแตกต่างของ O และ K antigen นี้เป็นหนึ่งในวิธีการทางฟีโนไทป์ (phenotype) ซึ่งเป็น
วิธีที่สะดวก ราคาถูก และนิยมใช้มากในห้องปฏิบัติการทั่วไป อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์
ต่ า ใช้ระยะเวลานาน และบ่อยครั้งที่พบว่าผลการทดสอบไม่ตรงกับความเป็นจริง ท าให้มีการพัฒนาการจ าแนกสาย
พันธุ์แบบจีโนไทป์ (genotype) ขึ้นมาโดยใช้เครื่องมือทางอณูชีววิทยาเพื่อหาความแตกต่างของเชื้อในระดับดีเอ็นเอ 
โดยวิธีการนี้มีความถูกต้อง แม่นย า ประหยัดเวลา และมีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
วิธีการทางอณูชีววิทยาที่ถูกน ามาใช้เพื่อจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ ได้แก่ ribotyping, pulse-filed gel 
electrophoresis (PFGE), group-specific PCR (GS-PCR), multilocus sequence typing (MLST), arbitrarily-
primed PCR (AP-PCR) และ variable number of tandem repeat (VNTR) analysis (Kimura et al., 2008) 
วิธีมาตรฐาน (gold standard) ที่ใช้ในการจ าแนกเชื้อคือวิธี PFGE จัดเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสุด แต่จ าเป็นต้องใช้
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อุปกรณ์จ าเพาะและผู้เชี่ยวชาญในการอ่านผล ส าหรับวิธี RFLP โดยใช้ยีน ribosomal RNA (rRNA) เป็นอีกวิธีหนึ่งที่
ใช้จ าแนกสายพันธุ์ได้ดีแต่มีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง ทั้งสองวิธีจึงไม่นิยมน ามาใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป (พรทิพย์ พึ่งม่วง 
และคณะ, 2557) 
 การศึกษาครั้ งนี้ มี วั ตถุประสงค์ เพื่ อศึ กษาความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ ของ เชื้ อ  V. 
parahaemolyticus ที่แยกได้จากผู้ป่วยด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา โดยศึกษาเปรียบเทียบวิธี AP-PCR กับการ
วิเคราะห์หา VNTR ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถน าไปปรับใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปเพื่อศึกษาทางด้านการระบาดของเชื้อชนิด
นี้ได้ 

ระเบียบวิธีวิจัย (Method) 

1. ขั้นตอนการวิจัย 

1.1 ตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย 
เชื้อ  V. parahaemolyticus ที่แยกได้จากผู้ป่วยในเขตกรุงเทพมหานคร ในช่วงเดือนมิถุนายน ถึง 

กันยายน 2560 จ านวน  30 ไอโซเลต 
1.2 การทดสอบเพื่อยืนยันเชื้อ  V.  parahaemolyticus 

น าเชื้อที่แยกได้มาตรวจยืนยันด้วยวิธีทางชีวเคมีโดยน าเชื้อมา เพาะบน plate TCBS agar  
incubate ที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่เป็น non- sucrose fermenting มา
ทดสอบทางชีวเคมี คือ ทดสอบ oxidase, TSI, MIL, Urea, Citrate, OD-AD, MR-VP และ nutrient broth ที่มี 
NaCl อยู่ร้อยละ 0-10 

1.3 การจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus 
 สกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ V. parahaemolyticus ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป GF-1 Bacterial DNA 
Extraction Kit (Vivantis, Poland) โดยท าตามขั้นตอนที่ระบุไว้ ประกอบด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อ การท าให้เซลล์
แบคทีเรียแตก การย่อยโปรตีนและ RNA การตกตะกอนดีเอ็นเอ การ load ดีเอ็นเอลง column การล้างและการ 
elute ดีเอ็นเอ เมื่อได้ดีเอ็นเอที่ต้องการแล้วจ าแนกสายพันธุ์ด้วยวิธีดังต่อไปนี้ 

 1.3.1 เทคนิค arbitrarily–primed polymerase chain reaction (AP-PCR) 
  น าดีเอ็นเอที่สกัดได้ของเชื้อแต่ละไอโซเลตมาเพิ่มจ านวนโดยวิธี AP-PCR ด้วย random 
primer 2 (Bhoopong et al., 2007) (5’-GTT TCG CTC C-3’) ที่ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1X 
PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 100 pmole AP-primer 2, 0.5 units Taq DNA polymerase 
และ 25-100 ng ของ template DNA และใช้สภาวะในการท าปฏิกิริยาประกอบด้วย initial denaturation ที่ 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย 45 รอบของ denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, 
annealing ที่ 36 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และ 
final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
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 1.3.2. การวิเคราะห์ variable-number tandem-repeat (VNTR)  
  ค้นหา  Whole  genome  sequence  ของเชื้อ  V.  parahaemolyticus  จากฐานข้อมูลของ 
The National Center for Biotechnology Information  (www.ncbi.nlm.nih.gov)  แล้ววิเคราะห์หา tandem 
repeat โดยใช้โปรแกรม tandem repeat Finder (http://tandem.bu.edu/trf/trf. 
submit.options.html) คัดเลือก  tandem  repeat  ต าแหน่งที่เหมาะสมส าหรับการท า PCR โดยพิจารณาจาก  
copy  number,  consensus  size  และ  percent  matches  ที่ เมื่อได้ต าแหน่งของ  tandem  repeat  ที่
ต้องการแล้วน าส่วน  5’  และ  3’  flanking  regions  ของ  tandem  repeat  มาใช้ออกแบบ  primer  ด้วย
โปรแกรม  primer3  version  0.4.0 (www.frodo.wi.mit.edu)  น า  primer  ที่ได้มาเพิ่มจ านวน tandem 
repeat ที่ต้องการด้วยวิธี PCR ประกอบด้วย 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 0.5 units Taq 
DNA polymerase, 50 pmole ของ primer แต่ละเส้น และ 25-100 ng ของ template DNA และเติมน้ ากลั่นให้มี
ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 ไมโครลิตร โดยสภาวะที่ใช้ในการเพิ่มจ านวน tandem repeat ทั้งสองต าแหน่งคือ initial 
denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย 30 รอบของ denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที annealing ที่ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 45 วินาที และ final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

2. การวิเคราะห์และแปลผลข้อมูล 

2.1 การจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus 
ตรวจวิเคราะห์ขนาดของดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้ โดยวิธี agarose gel electrophoresis โดยน า  

PCR product ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  ผสมกับ  6X  loading  dye  ปริมาณ 2 ไมโครลิตร  มาแยกขนาดของสายดี
เอ็นเอบน  2%  agarose gel  ใน 1X Tris–Acetate–EDTA (TAE)  buffer  ภายใต้กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์คงที่ 
100 โวลต์  นาน 1-2  ชั่วโมง  เปรียบเทียบขนาดของสายดีเอ็นเอกับ  DNA marker  จากนั้นน า  2%  agarose gel 
ไปย้อมสี  ethidium  bromide  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ  และบันทึกภาพภายใต้เครื่อง  UV-transilluminator 

ท าการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus เป็นสายพันธุ์ต่างๆ โดยวิเคราะห์ผลของขนาด
และจ านวนของแถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ที่เพิ่มจ านวนได้ด้วยเทคนิค AP-PCR และวิธีการวิเคราะห์
หา VNTR และเปรียบเทียบความสามารถในการจ าแนกความหลากหลายของสายพันธุ์ ของทั้ง 2 วิธี 

2.2 การประเมินความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ (discriminatory power) ของแต่ละวิธี 
 การประเมินความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ (discriminatory power; D) ท าโดย
ค านวณหาค่าดัชนีของความหลากหลาย (diversity index) ตามวิธีของ Hunter and Gaston (Hunter and 
Gaston, 1988; Hunter, 1990) ซึ่งค านวณค่า Simpson’s index of diversity ตามสูตร ดังนี้ 
 
 

เมื่อ  D =  index of discriminatory power 
N = จ านวนเชื้อทั้งหมดที่ใช้ทดสอบ 
S =  จ านวนสายพนัธุ์ (types) ที่จ าแนกได้ทั้งหมด 
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xj = จ านวนไอโซเลตที่พบในสายพันธุ์ (types) นั้นๆ (jth type) 
 ในงานวิจัยนี้ค านวณค่า discriminatory power (D) ใช้เครื่องมือค านวณ discriminatory power 

calculator จากเว็บไซต์: http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory_power/?show= forura 

ผลการศึกษา (Result) 

1. การทดสอบยืนยันเชื้อ V. parahaemolyticus 
ผลการทดสอบด้วยชุดชีวเคมีพบว่าตัวอย่างเชื้ อที่แยกได้จากผู้ป่วยให้ผลการทดสอบเป็นเชื้อ V. 

parahaemolyticus ทั้ง 30 ไอโซเลต เชื้อทั้ง 30 ไอโซเลตนี้ให้ชื่อ Vp1 ถึง Vp30 
2. การจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus โดยวิธี AP-PCR  

ผลการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus ด้วยเทคนิค AP-PCR โดยใช้ random primer 
2 ในสภาวะที่เหมาะสม พบว่าขนาดของ PCR product ที่ได้มีความหลากหลายระหว่าง 450 base pair ถึง 1,300 
base pair และจ านวนของ PCR product ก็มีความหลากหลายตั้งแต่ 1 ถึง 5 product (ตารางที่ 1) ท าให้สามารถ
แยกเชื้อจ านวน 30 ไอโซเลตได้เป็น 10 สายพันธุ์ ได้แก่ AP-1, AP-2, AP-3, AP-4, AP-5, AP-6, AP-7, AP-8, AP-9 
และ AP-10 (รูปที่ 1) สายพันธุ์ที่พบมากที่สุดคือ AP-2 พบทั้งสิ้น 7 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 23.3 (7/30) ในขณะที่
สายพันธุ์ AP-3, AP-5, AP-8, AP-9 และ AP-10 พบเพียงสายพันธุ์ละ 1 ไอโซเลต นอกจากนี้ยังพบเชื้อที่ไม่สามารถ
แยก      สายพันธุ์ได้ (untypable) เนื่องจากไม่พบ PCR product จ านวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ Vp11, Vp26, Vp28 
และ Vp30 คิดเป็นร้อยละ 13.3 (4/30) 
 
ตารางที ่1  ผลการจ าแนกสายพันธ์ุของเชื้อ V. parahaemolyticus จ านวน 30 ไอโซเลตด้วยวิธี AP- PCR 
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รูปที่ 1  Agarose gel electrophoresis แสดงผลของ AP-PCR ที่ใช้ random AP primer 2 จ านวน 10 patterns (AP-1 
ถึง AP-10) และใช้ genomic DNA ของ V. parahaemolyticus เป็น DNA template UT แทนเช้ือท่ีไม่สามารถจ าแนกสาย
พันธุไ์ด้ (untypable) M แทน VC DNA ladder mix และ N แทน negative control 

3. การจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus โดยการวิเคราะห์ VNTR analysis 
Tandem repeat 2 ต าแหน่ง (loci) ที่ได้จากการวิเคราะห์โดยดูจากขนาด (consensus size) จ านวน

ซ้ า (copy number) และ percent match ถูกเลือกน ามาศึกษา ต าแหน่งแรกอยู่บนโครโมโซมที่ 1 ณ ต าแหน่ง 
(loci) 234842-234878 มี consensus size เท่ากับ 7 copy number เท่ากับ 5.36 และ percent match เท่ากับ 
95 เมื่อน ามาท าการคัดเลือก primer ที่จ าเพาะ ได้เป็น primer Vp1L1-F (5’-AGC GAT GCG TGA ACG TAC-3’) 
และ Vp1L1-R (5’-CGG GAC CTG TGA TTG AAC-3’) ที่มี PCR product ขนาด 794 base pair ส่วน tandem 
repeat ต าแหน่งที่สอง อยู่บนโครโมโซมที่ 1 ณ ต าแหน่ง (loci) 2919153-2919178 มี consensus size เท่ากับ 7 
copy number เท่ากับ 3.7 และ percent match เท่ากับ 100 เมื่อน ามาท าการคัดเลือก primer ที่จ าเพาะ ได้เป็น 
primer Vp1L2-F (5’-AAT GGA GAG TTC ACC GAT GG-3’) และ Vp1L2-R (5’-GCG ATT GTG CTA GTG AGT 
CG-3’) ที่มี PCR product ขนาด 693 base pair  

เมื่อน า primer ที่จ าเพาะไปเพิ่มจ านวน tandem repeat ต าแหน่งที่ 1 พบ PCR product เพียงขนาดเดียว คือ 
794 base pair (รูปที่ 2a) ท าให้แยกเชื้อจ านวน 30 ไอโซเลต ได้เพียง 1 รูปแบบ (type) เรียกว่า type VN-1 โดย
เชื้อที่ให้ PCR product มีเพียง 9 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 30 (9/30) และมีเชื้อที่ไม่สามารถจ าแนกรูปแบบได้ 
(untypable) เนื่องจากไม่ให้ PCR product ถึง 21 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 70 (21/30) เช่นเดียวกับต าแหน่งแรก 
primer ที่จ าเพาะกับ tandem repeat ต าแหน่งที่สอง พบ PCR product เพียงขนาดเดียวคือประมาณ 693 base 
pair (รูปที่ 2b) ท าให้สามารถแยกเชื้อได้เพียง 1 รูปแบบ คือ type VN-2 โดยมีเชื้อ 1 ไอโซเลตที่ไม่สามารถจ าแนก
สายพันธุ์ได้ (untypable) คิดเป็น   ร้อยละ 10 (1/30) 
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รูปที่ 2  Agarose gel electrophoresis แสดง PCR product ที่ได้จากเทคนิค VNTR ใช้ primer Vp1L1-F และ Vp1L1-R 
(a) และ Vp1L2-F และ Vb1L2-R (b) และใช้ genomic DNA ของ V. parahaemolyticus เป็น DNA template สามารถ
จ าแนกเช้ือได้เพียง 1 รูปแบบ เนื่องจากให้ PCR product เพียงขนาดเดียว (lane 1, 2) เช้ือที่ไม่สามารถจ าแนกสายพันธุ์ได้ 
(UT) คือเช้ือท่ีไม่มี PCR product  M แทน VC DNA ladder mix และ N แทน negative control 

4. การประเมินความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ 
เมื่อท าการประเมินความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ของ V. parahaemolyticus ทั้งวิธี AP-PCR 

และ VNTR พบว่า การจ าแนกสายพันธุ์ด้วยวิธี AP-PCR มีความสามารถในการจ าแนก     สายพันธุ์ (discriminatory 
power) สูงกว่าวิธี VNTR โดย discriminatory index ของ AP-PCR, VNTR ต าแหน่งที่ 1 และ VNTR ต าแหน่งที่ 2 
มีค่าเท่ากับ 0.87, 0 และ 0.07 ตามล าดับ      

สรุปและวิจารณ์ผล (Conclusion and discussion) 

          V. parahaemolyticus เป็นเชื้อก่อโรคในอาหารที่ส าคัญ นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อที่แยกได้ทั้งในอาหารทะเล
และผู้ป่วยมีอุบัติการณ์การดื้อยาปฏิชีวนะ เช่น streptomycin เพิ่มขึ้น (Xie et al., 2017) ในประเทศแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ เชื้อชนิดนี้สามารถแยกได้จากอาหารทะเล เช่น กุ้งที่ขายตามท้องตลาด (Letchumanan et al., 
2014) ส าหรับประเทศไทยซึ่ ง เป็นหนึ่ ง ในผู้ ผลิตและส่งออกกุ้ งรายใหญ่ขอ งโลก พบว่าสามารถแยก V. 
parahaemolyticus ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะได้จากกุ้งที่เพาะเลี้ยงไว้ในบ่อ (Yano et al., 2014) นอกจากนี้ยังพบ
แนวโน้มการระบาดของเชื้อในผู้ป่วยโรคอาหารเป็นพิษเพิ่มสูงขึ้น ทั้งนี้อาจเป็นเพราะพฤติกรรมของผู้บริโภคบางกลุ่มที่
นิยมรับประทานอาหารทะเลที่ปรุงไม่สุกและไม่สะอาด การศึกษาทางระบาดวิทยาจึงเป็นเครื่องมือหนึ่งในการควบคุม 
ป้องกัน และเฝ้าระวังการติดเชื้อได้ โดยในการค้นหาสายพันธุ์ของเชื้อที่เป็นสาเหตุของการระบาด จ าเป็นต้องอาศัย
วิธีการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อที่ให้ผลถูกต้อง แม่นย า และมีประสิทธิภาพ การใช้วิธีการทางน้ าเหลืองวิทยา เช่น 
antiserum-based approach นั้นใช้เวลานาน และเสี่ยงต่อการเกิด cross-reaction (Letchumanan et al., 
2014) ในขณะที่วิธีทางอณูชีววิทยามีการใช้กันอย่างแพร่หลายเนื่องจากรวดเร็ว และแม่นย ากว่าเพราะแยกความ
แตกต่างถึงระดับดีเอ็นเอ การศึกษาครั้งนี้ได้เปรียบเทียบความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. 
parahaemolyticus จ านวน 30 ไอโซเลต ด้วยวิธี AP-PCR และเทคนิคการวิเคราะห์หา VNTR พบว่าวิธี AP-PCR 
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สามารถจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อได้ 10 รูปแบบ โดยรูปแบบ  ส่วนใหญ่ที่พบคือ AP-2 (ร้อยละ 22.3) และ AP-4 (ร้อย
ละ 20) ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่ามี PCR product ขนาด 450 bp และ 600 bp เกือบทุกรูปแบบ แสดงให้เห็น
ว่าเชื้อที่ใช้ในการศึกษานี้อาจเป็นสายพันธุ์ที่ใกล้ชิดกัน ในส่วนของวิธีวิเคราะห์ VNTR ซึ่งหาความแตกต่างของ 
tandem repeat จ านวน 2 ต าแหน่งบนโครโมโซมที่ 1 สามารถแยกจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อได้เพียงต าแหน่งละ 1 
รูปแบบ จึงสรุปได้ว่าในการศึกษานี้  วิธี  AP-PCR มีความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. 
parahaemolyticus ได้ดีกว่าการวิเคราะห์หา VNTR ซึ่งสอดคล้องกับค่าความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ 
(discriminatory index) ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.87, 0 และ 0.07 ตามล าดับ 
 ฐากร เลียงครุฑ และคณะ (2553) ได้ท าการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus ที่แยกได้จาก
สิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยในโรงพยาบาลนครปฐม โดยเปรียบเทียบระหว่างเทคนิค AP-PCR โดยใช้ random AP primer 
4 กับเทคนิคการวิเคราะห์หา VNTR พบว่าเทคนิค AP-PCR สามารถจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อจ านวน 30 ไอโซเลตได้
ทั้งสิ้น 13 รูปแบบ แต่การวิเคราะห์หา VNTR สามารถจ าแนกได้เพียง 1 รูปแบบ และในปี ค.ศ. 2007 Bhoopong 
และคณะ ได้ศึกษาการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus ที่แยกได้จากโรงพยาบาลหาดใหญ่จ านวน 
629 ไอโซเลต ด้วยวิธี AP-PCR เปรียบเทียบกันระหว่าง random AP primer 2 และ AP primer 4 พบว่า AP 
primer 2 สามารถจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อได้ดีกว่า โดยที่ AP primer 4 ไม่สามารถจ าแนกเชื้อออกเป็นสายพันธุ์ต่าง 
ๆ ได้ (Bhoopong et al., 2007) 
 การจ าแนกสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์หา VNTR พบว่า tandem repeat ต าแหน่งที่ 1 ที่เลือกมาสามารถ
จ าแนกเชื้อได้เพียง 1 รูปแบบและมีเชื้อที่ไม่สามารถจ าแนกสายพันธุ์ได้ (ไม่พบ PCR product) ถึง 21 ไอโซเลต เมื่อ
น า tandem repeat ที่ต าแหน่งนี้ไปศึกษาพบว่าบริเวณที่เลือกเป็นส่วนหนึ่งของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ 
lipopolysaccharide O antigen regulator ซึ่งอาจพบในเชื้อบางสายพันธุ์เท่านั้น แสดงให้เห็นว่าต าแหน่ง tandem 
repeat ที่เลือกยังไม่เหมาะสมส าหรับน ามาใช้จ าแนกสายพันธุ์ เพราะไม่คลอบคลุมเชื้อ V. parahaemolyticus ทุก
สายพันธุ์ ในขณะเดียวกัน tandem repeat ต าแหน่งที่ 2 ที่เลือกมา เมื่อน ามาศึกษาต่อพบว่าต าแหน่งนั้นเป็นส่วน
หนึ่งของยีนที่แสดงออกเป็นโปรตีน glutathione peroxidase ซึ่งอาจเป็นบริเวณอนุรักษ์ (conserve) ของยีน ท าให้
มีล าดับเบสเหมือนกันในเชื้อทุกสายพันธุ์ นอกจากนี้ consensus size ของ tandem repeat ที่เลือกอาจสั้นเกินไป
ท าให้ไม่สามารถแยกความแตกต่างของเชื้อสายพันธุ์ที่มี copy number ห่างกันเพียงเล็กน้อยได้ ดังนั้นในการศึกษา
คร้ังต่อไป ควรเลือก tandem repeat ที่มี consensus size ที่มีความยาวเพียงพอที่จะสามารถแยกความแตกต่างได้ 
และควรใช้ tandem repeat มากกว่า 1 ต าแหน่ง เพื่อเพิ่มโอกาสในการจ าแนกสายพันธุ์ ในปี ค.ศ. 2009 Harth-
Chu และคณะ ได้ศึกษาวิธีการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus ที่ระบาดในประเทศชิลีในช่วงปี ค.ศ. 
1998 จ านวน 81 ไอโซเลต ด้วยการวิเคราะห์ VNTR โดยศึกษา VNTR 8 ต าแหน่งที่อ้างอิงจากงานของ Kimura และ
คณะในปี ค.ศ. 2008 และท าการวิเคราะห์ VNTR เพิ่มอีก 2 ต าแหน่ง พบว่าสามารถแยก VNTR pattern ที่แตกต่าง
กันทั้งสิ้น 59 รูปแบบ (Kimura et al., 2008; Harth-Chu et al., 2009) 
 จากการศึกษาคร้ังนี้แม้ว่าวิธี AP-PCR จะสามารถจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus ได้ดีกว่า
การวิเคราะห์หา VNTR อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยังมีข้อด้อยคือให้ผล reproducibility ต่ า เพราะใช้ random primer 
นอกจากนี้ขั้นตอนในการแปลผลค่อนข้างยาก เนื่องจาก PCR product มีความหลากหลายทั้งจ านวน และขนาด 
ในขณะที่การวิเคราะห์หา VNTR แม้จะมีความสามารถในการจ าแนกต่ า แต่มีความจ าเพาะสูง เพราะใช้ specific 
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primer ที่จ าเพาะกับเชื้อ ทั้งยังสามารถอ่านผลและแปลผลได้ง่ายกว่า และหากเราสามารถออกแบบ primer ได้
มากกว่า 1 ต าแหน่งและน ามาใช้ร่วมกันแบบ multi locus อาจท าให้ความสามารถในการจ าแนกสายพันธุ์ดีกว่าการ
ใช้เพียงต าแหน่งเดียว อย่างไรก็ตามทั้งวิธี AP-PCR และ VNTR analysis ใช้เทคนิคที่ไม่ยุ่งยากและซับซ้อนมากนัก จึง
เหมาะจะน ามาพัฒนาใช้ในงานด้านระบาดวิทยาได้ 
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