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บทคัดย่อ
Vibrio parahaemolyticus เป็นสาเหตุสำ�คัญของโรคอาหารทะเลเป็นพิษ การจำ�แนกสายพันธุ์

ของเชื้อจึงเป็นส่ิงจำ�เป็นเพื่อประโยชน์ทางด้านการศึกษาระบาดวิทยา รวมถึงการควบคุมและป้องกันการ

แพร่กระจายของเช้ือ การวิจัยครั้งนี้ศึกษาการจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อโดยวิธีการศึกษาแบบแผนการดื้อยา 

(antibiotyping), arbitrarily-primed polymerase chain reaction (AP-PCR) และ enterobacterial 

repetitive intergenic consensus sequence-polymerase chain reaction (ERIC-PCR) พบว่าเชื้อที่แยก

ได้จากผู้ป่วยจำ�นวนทั้งสิ้น 70 ไอโซเลท จำ�แนกโดยวิธี antibiotyping, AP-PCR และ ERIC-PCR ได้เป็น 

1, 16 และ 24 สายพันธุ์ ตามลำ�ดับ จากการประเมินความสามารถในการจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อพบว่า  

antibiotyping มีความสามารถในการจำ�แนกต่ำ�ท่ีสุด (discriminatory index เท่ากับ 0) ซึ่งไม่สามารถ

จำ�แนกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ของเชื้อได้ ขณะท่ี ERIC-PCR เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูง 

เมื่อเปรียบเทียบกับ AP-PCR โดยมีค่า discriminatory index เท่ากับ 0.932 และ 0.901 ตามลำ�ดับ 

อย่างไรก็ตามวิธี AP-PCR มีข้อดีคือ PCR product ที่ได้มีจำ�นวนแถบน้อยกว่า ในทางปฏิบัติทำ�ให้ง่ายต่อ

การแปลผล และหากจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อโดยการแปลผลร่วมกันระหว่าง AP-PCR และ ERIC-PCR  

พบว่าประสิทธิภาพการจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อสูงขึ้น (discriminatory index เท่ากับ 0.986)  

โดยสามารถจำ�แนกเชื้อได้ทั้งสิ้น 48 สายพันธ์ุ การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการจำ�แนกสายพันธ์ุโดยใช้

เทคนิค PCR พื้นฐาน เช่น AP-PCR, ERIC-PCR และการใช้ AP-PCR ร่วมกับ ERIC-PCR เป็นวิธีที่

มีศักยภาพสูง เหมาะสำ�หรับนำ�มาใช้ประโยชน์ในงานทางด้านระบาดวิทยาได้ดี

 

คำ�สำ�คัญ: 	Vibrio parahaemolyticus โรคอาหารทะเลเป็นพิษ ระบาดวิทยา แบบแผนการดื้อยา AP-PCR,  

	 ERIC-PCR 
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Abstract
Vibrio parahaemolyticus is most commonly associated with seafood-borne gastroenteritis. 

Several typing methods have been developed for epidemiologic investigations or controlling the 

spread of this pathogen. In this study, a total of 70 clinical isolates of V. parahaemolyticus  

were typed by antibiotyping and the PCR-based typing methods: an arbitrarily-primed  

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

sequence-polymerase chain reaction (ERIC-PCR). The seventy isolates were classified into 1, 

16 and 24 types, with discriminatory indexes of 0.000, 0.901 and 0.932, by antibiotyping, 

AP-PCR and ERIC-PCR, respectively. The discriminatory power of antibiotyping was lowest  

and all clinical isolates tested were indistinguishable by this method. ERIC-PCR was preferable 

to AP-PCR because of the higher discriminatory power. However, AP-PCR might be a 

practical method because it generated fewer amplification bands and patterns than ERIC-PCR.  

The combination of AP-PCR and ERIC-PCR analysis allowed us to classify the isolates into  

48 types with the highest discriminatory index of 0.986. These data demonstrate that AP-PCR 

and ERIC-PCR are useful for strain typing of V. parahaemolyticus and the combination of these 

two techniques is recommended for epidemiologic investigations.

Keywords:	 Vibrio parahaemolyticus, seafood poisoning, epidemiology, antibiotyping, AP-PCR,  

	 ERIC-PCR

บทนำ�
Vibrio parahaemolyticus เป็นเช้ือแบคทีเรีย

แกรมลบ รูปร่างเป็นท่อนตรงหรือโค้งงอ พบทั่วไป

ในธรรมชาติ เช่น ชายฝั่งทะเล ตะกอนโคลนตม

ในทะเล สามารถแยกเช้ือได้จากอาหารทะเลหลาย

ชนิด เช่น กุ้ง หอยนางรม หอยแครง ปู เป็นต้น 

V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุสำ�คัญของโรค

ลำ�ไส้อักเสบ (gastroenteritis) ในหลายประเทศ 

ทั้งในเอเชีย อเมริกาเหนือ อเมริกาใต้ ยุโรป [1-4]  

การติดเชื้อเกิดจากรับประทานอาหารทะเลที่ปรุง

ไม่สุก หรืออาหารที่ปนเปื้อนเชื้อภายหลังจาก 

การปรุง ระยะฟักตัวของเชื้ออยู่ระหว่าง 4-96 

ชั่ วโมง ผู้ ป่วยจะมีอาการท้องเ สีย อาเ จียน  

ปวดศีรษะ มีไข้ อาการป่วยมีตั้งแต่เล็กน้อยไปจนถึง 

ต้องเข้ารับการรักษาตัวในโรงพยาบาล สำ�หรับ

ประเทศไทยพบว่าเชื้อนี้เป็นสาเหตุของโรคอาหาร

เป็นพิษ (food poisoning) ถึงร้อยละ 60  

ในช่วงปี พ.ศ. 2535-2543 [5] และมีแนว

โน้มสูงขึ้น โดยในปี พ.ศ. 2548 และ 2549  

พบสูงถึงร้อยละ 64.5 และ 73.3 ตามลำ�ดับ 

[6] นอกจากนี้ยังมีรายงานการระบาดของเชื้อสาย

พันธ์ุหรือซีโรวาร์ (serovar) เกิดขึ้นในส่วนต่างๆ  

ของโลก เช่น การระบาดใหญ่ (pandemics)  

ของสายพันธ์ุใหม่ O3:K6 ในประเทศอินเดีย  

และเกิดการระบาดอย่างต่อเนื่องในหลายประเทศ 

แถบภูมิภาคเอเชีย รวมทั้งในอเมริกา [7] ปรากฏการณ์

ดังกล่าวนี้อาจกลายเป็นปัญหาทางสาธารณสุข 

ที่สำ�คัญสำ�หรับหลายประเทศในอนาคตก็เป็นได้  

และการระบาดที่ประเทศแคนาดาเมื่อปี ค.ศ. 1997 

และอเมริกาเมื่อปี ค.ศ. 1997-1998 ทำ�ให้มีการ 

พัฒนาใช้วิธีในระดับโมเลกุล (molecular technique)  

เ ข้ า ม า ช่ ว ย ใ น ก า ร จำ�  แ น ก ส า ย พั น ธุ์ ข อ ง  

V. parahaemolyticus เพื่อเป็นข้อมูลด้านความ

สัมพันธ์ของพันธุกรรมและระบาดวิทยาระหว่าง

สายพันธุ์ของเชื้อ [2, 7] 
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ในการศึกษาความหลากหลายหรือการจำ�แนก

สายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus ทำ�ได้

หลายวิธี เช่น การศึกษาคุณสมบัติทางฟีโนไทป์ 

(phenotypic characteristics) โดยศึกษาแบบแผน

การดื้อยา (antibiotyping) การทดสอบทาง 

ซีโรไทป์ (serotyping) และการศึกษาคุณสมบัติ

ทางจีโนไทป์ (genotypic characteristic) โดยวิธี  

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), 

restriction fragment length polymorphism 

(RFLP), arbitrarily-primed polymerase chain 

reaction (AP-PCR), enterobacterial repetitive 

intergenic consensus sequence-polymerase 

cha i n r eac t i on (ER IC-PCR) เป็นต้น  

ซึ่งแต่ละวิธีก็มีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกันไป [8-9]  

โดยที่ ก า รศึ กษาทางฟี โนไทป์ เป็ นวิ ธี ที่ ง่ า ย 

สะดวก สามารถทำ�ได้ในงานประจำ� (routine) 

แต่ความสามารถในการจำ�แนกต่ำ�เม่ือเทียบกับ 

การศึกษาทางจีโนไทป์ เพราะปัจจัยหลายอย่าง 

เช่น สภาวะแวดล้อมที่ใช้เลี้ยงเชื้อส่งผลต่อการ

แสดงออกของยีน เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบ

ว่าการจำ� แนกสายพันธุ์ โดยการทดสอบทาง 

ซีโรไทป์ไม่สามารถจำ�แนกเชื้อบางสายพันธุ์ได้ 

(untypable) อย่างไรก็ตามการศึกษาทางจีโนไทป์

บางวิธีก็ยุ่งยาก เช่น PFGE ต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญ

ในการตรวจสอบผล สำ�หรับวิธี RFLP ของยีน 

rRNA เป็นวิธีหนึ่งที่สามารถจำ�แนกสายพันธุ์

ของเชื้อได้ดีแต่ก็เป็นวิธีที่มีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง 

เนื่องจากต้องใช้ restriction enzyme และใช้

เทคนิคทาง hybridizat ion ร่วมด้วย ดังนั้น 

การจำ�แนกเชื้อโดยใช้ DNA marker ชนิดต่างๆ  

ซึ่งอาศัยพื้นฐานเทคนิค PCR เช่น AP-PCR, 

ERIC-PCR น่าจะเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง ท่ีใช้ 

ในการจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อได้ [10-13]  

ซึ่ งการจำ� แนกสายพันธุ์ ของ เ ช้ือ เป็น เค ร่ืองมือ

สำ�คัญชนิดหนึ่งในการศึกษาด้านระบาดวิทยา 

วิธีการการจำ�แนกสายพันธุ์ที่ถูกต้อง รวดเร็ว  

และมีความสามารถในการจำ�แนกสูง เป็นสิ่งจำ�เป็น 

เพื่อประโยชน์ในการค้นหาแหล่งแพร่กระจาย 

ของเชื้อ โดยเฉพาะสายพันธ์ุ ด้ือยา รวมถึง 

การควบคุม เฝ้าระวังและป้องกันการติดเชื้อ

วัตถุประสงค์ของการวิจัย
เพื่ อศึกษาความสามารถในการจำ� แนก 

สายพันธุ์เชื้อ V. parahaemolyticus ที่แยกได้จาก

ผู้ป่วย โดยเปรียบเทียบ 3 วิธี คือ ศึกษาแบบแผน

การดื้อยา (antibiotyping), AP-PCR และ ERIC- 

PCR ซึ่ ง เป็นวิธีที่ สามารถนำ�มาพัฒนาเพื่ อ

ประยุกต์ใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปได้ เนื่องจาก 

ใช้หลักการ PCR พื้นฐาน เพื่อเป็นแนวทาง 

ในการนำ�วิธีการจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อเหล่านี้ 

มาใช้ในการศึกษาด้านระบาดวิทยาของเชื้อต่อไป

วิธีดำ�เนินการวิจัย
1.	ตัวอย่างเชื้อ

เชื้อ V. parahaemolyticus ที่แยกได้จากผู้ป่วย

โรคอุจจาระร่วงที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาล 

นครปฐม จังหวัดนครปฐม ระหว่างเดือนมิถุนายน  

2 5 5 1  ถึ ง เ ดื อ น พ ฤ ศ จิ ก า ย น  2 5 5 2  

จำ�นวนทั้งสิ้น 70 ไอโซเลท ทดสอบยืนยันเชื้อโดยทำ� 

การย้อมสีแกรม ทดสอบ oxidase และพิสูจน์

เชื้อโดยชุดทดสอบชีวเคมี TSI, MIL+1%NaCl, 

Simmon’s Citrate agar, Urea agar, MR-VP 

broth+1%NaCl, OD+1%NaCl, AD+1%NaCl, 

LD+1%NaCl, Nutrient broth+0%NaCl, Nutrient 

broth+1%NaCl, Nutrient broth+8%NaCl, 

Nutrient broth+10%NaCl

2.	ก า ร จำ�  แ น ก ส า ย พั น ธุ์ ข อ ง เ ชื้ อ  

V. parahaemolyticus ทางฟีโนไทป์ โดยการ

ศึกษาแบบแผนการด้ือยาของเช้ือ (antibiotyping) 

ด้วยวิธี disc diffusion [14]

เพาะเชื้อ V. parahaemolyticus บน Tryptic 

soy agar+2%NaCl บ่ม ท่ีอุณหภูมิ 35+2  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง นำ�มาปรับ 

ความขุ่นใน 0.85% normal saline ให้มีความ
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ขุ่นเทียบเท่ากับ 0.5 McFarland standard  

(เชื้อประมาณ 1.5 X 108 CFU/ml) ใช้ sterile 

swab จุ่มเชื้อแล้วนำ�ไปป้ายให้ทั่วผิวหน้าอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton agar (MHA)+2%NaCl 

จากนั้นวางแผ่นยาทดสอบ 12 ชนิด ได้แก่ 

ampicillin (10 µg), ceftriaxone (30 µg), 

cephalothin (30 µg), chloramphenicol (30 µg),  

ciprofloxacin (5 µg), gentamicin (10 µg), 

nitrofurantoin (300 µg), norfoxacin (10 µg), 

oxytetracycline (30 µg), sulfisoxazole (250 µg),  

tetracycline (30 µg) และ trimethoprim/

sulfamethoxazole (1.25/23.75 µg) บน

เชื้อ ท่ี เตรียมไว้ นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 35+2  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง อ่านผล 

โดยวั ดขนาด เส้ นผ่ า ศู นย์ ก ล า งของโซนใส 

(inhibition zone) เปรียบเทียบกับเส้นผ่าศูนย์กลาง

ของโซนใสตามตารางมาตรฐานของ CLSI (CLSI. 

2009) รายงานผลเป็นไวต่อยา (susceptible) 

ไวต่อยาปานกลาง (intermediate) หรือด้ือต่อยา 

(resistant) และทำ�การจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อ

ตามแบบแผนการดื้อยาทั้ง 12 ชนิด

3.	ก า ร จำ�  แ น ก ส า ย พั น ธ์ุ ข อ ง  

V. parahaemolyticus ทางจีโนไทป์ โดยวิธี 

arbitrarily-primed polymerase chain reaction 

(AP-PCR) และ enterobacterial repetitive 

intergenic consensus sequence-polymerase 

chain reaction (ERIC-PCR)

	 3.1	ก า ร ส กั ด ดี เ อ็ น เ อ จ า ก  

V. parahaemolyticus

	 เพาะ เ ช้ื อ  V .  pa r ahaemo l y t i c u s  

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy broth+2%NaCl 

ปริ มาตร 5 มิลลิ ลิ ต ร ที่ อุณหภู มิ  35+2  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้น 

ปั่นตกตะกอนเพื่อนำ�ไปสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด

ดีเอ็นเอ (GF-1 Bacterial DNA extraction 

kit, Vivantis) ตามวิธีของบริษัทผู้ผลิต ละลาย

ตะกอนดีเอ็นเอด้วย Tris-EDTA (TE) buffer 

pH 8.0 ปริมาตร 50 µl วัดปริมาณความเข้มข้น 

และคุณภาพดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง spectrophotometer 

ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร  

เจือจางดีเอ็นเอที่ได้ให้มีความเข้มข้น 25 ng/µl  

เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำ�มา

ทดสอบ

	 3.2	การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ

ด้วยวิธี arbitrarily-primed polymerase chain 

reaction (AP-PCR) และ enterobacterial 

repetitive intergenic consensus sequence-

polymerase chain reaction (ERIC-PCR)

นำ�ดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มจำ�นวนโดยวิธี  

AP-PCR และ ERIC-PCR ด้วย pr imer  

และสภาวะที่ใช้แสดงดังตารางที่ 1 โดยทำ�ปฏิกิริยา 

ท่ีปริมาตรรวม 20 µl ประกอบด้วย 1XPCR 

buffer, 1.5 mM MgCl
2, 
200 µM dNTPs (dATP, 

dTTP, dGTP, dCTP), 1 µM ของ primer  

แต่ละชนิด, 0.5 units Taq DNA polymerase 

และ 25 ng template DNA 
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ตารางที่ 1 	แสดง primer และสภาวะที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อด้วยวิธี AP-PCR  

		  และ ERIC-PCR

      วิธี Primer สภาวะ

1. AP-PCR Random primer 2 [12]:  

5’-GTTTCGCTCC-3’

Denaturation: 	 94 	องศาเซลเซียส 1 นาที

Annealing :    36 	องศาเซลเซียส 1 นาที

Extension:     72 	องศาเซลเซียส 2 นาที

- ทำ�ทั้งหมด 45 รอบ โดยรอบแรกทำ�การ 

denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 

4 นาที รอบสุดท้าย extension ที่อุณหภูมิ 

72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที

2. ERIC-PCR ERIC 1R primer [10]: 

5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’

ERIC 2 primer [10]:

5’- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’

Denaturation: 	 94 	องศาเซลเซียส 1 นาที

Annealing:     55 	องศาเซลเซียส 45 วินาที

Extension:     72 	องศาเซลเซียส  2 นาที 

- ทำ�ทั้งหมด 30 รอบ โดยรอบแรกทำ�การ 

denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 

4 นาที รอบสุดท้าย extension ที่อุณหภูมิ  

72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที

	  
	 4. การตรวจวิเคราะห์ขนาดสายดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้โดยวิธี agarose gel electrophoresis

	 นำ� PCR product ปริมาตร 10 µl ผสมกับ 6xloading dye ปริมาตร 2 µl มาแยกขนาดของ

สายดีเอ็นเอบน 1.5% agarose gel ใน 1XTris-Acetate-EDTA (TAE) buffer ภายใต้กระแสไฟฟ้า 

ความต่างศักย์คงที่ 100 โวลต์ นาน 45-60 นาที เปรียบเทียบขนาดของสายดีเอ็นเอกับ 100-3,000 

base pair ladder DNA marker ย้อมสีด้วย ethidium bromide ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ และบันทึกภาพ 

ด้วยเครื่อง UV-transilluminator

	 5. การประเมินความสามารถในการจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อแต่ละวิธี

	 คำ�นวณหาค่าดัชนีของความหลากหลาย (discriminatory index) ตามวิธีของ Hunter and Gaston 

[15-16] ตามสูตรดังนี้

   เมื่อ 	 D = 	Discriminatory index 

			   N = 	จำ�นวนเชื้อทั้งหมดที่ใช้ทดสอบ

			   S = 	จำ�นวนสายพันธุ์ (types) ที่จำ�แนกได้ทั้งหมด

			   x
j
 = 	จำ�นวนไอโซเลทที่พบในสายพันธุ์ (types) นั้นๆ (jth type)

	 ในงานวิจัยนี้ discriminatory index ที่ได้ ใช้ในการวิเคราะห์ผลการวิจัยทุกวิธีที่ใช้ทดสอบ
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ผลการวิจัย
1.	การทดสอบยืนยันเชื้อ V. parahae 

molyticus

เ มื่ อ นำ�  เ ชื้ อ  V .  p a r a h a emo l y t i c u s  

ที่แยกได้จากผู้ป่วยโรคอุจจาระร่วงที่เข้ารับการ 

รักษาท่ีโรงพยาบาลนครปฐม จังหวัดนครปฐม 

ระหว่างเดือนมิถุนายน 2551 ถึงเดือนพฤศจิกายน  

2552 จำ�นวนทั้งสิ้น 70 ไอโซเลท มาทดสอบยืนยัน 

จีนัสและสปีชีส์ด้วยการทดสอบทางชีวเคมี พบว่าเป็น 

เชื้อ V. parahaemolyticus ทุกไอโซเลท

2.	การจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahae 

molyticus ทางฟีโนไทป์ โดยการศึกษาแบบแผน

การดื้อยาของเชื้อ (antibiotyping) ด้วยวิธี disc 

diffusion 

จากการศึกษาแบบแผนการดื้อยาของเชื้อ V.  

parahaemolyticus ทดสอบโดยใช้ยาต้านจุลชีพ 

12 ชนิด พบว่าเชื้อ V. parahaemolyticus  

ทั้ง 70 ไอโซเลท ดื้อต่อยา ampicillin และไวต่อ

ยา ceftriaxone, cephalothin, chloramphenicol, 

ciprofloxacin, gentamicin, nitrofurantoin, 

norfloxacin, oxytetracycline, sulfisoxazole, 

tetracycline และ trimethoprim/sulfamethoxazole 

ซึ่งเป็นแบบแผนเดียวที่พบจึงทำ�ให้สามารถจำ�แนก

สายพันธุ์ของเชื้อได้เพียง 1 สายพันธุ์เท่านั้น

3.	การจำ� แนกสายพันธุ์ ของ เชื้ อ  V . 

parahaemolyt icus ทางจี โนไทป์ ด้วยวิธี 

arbitrarily-primed polymerase chain reaction 

(AP-PCR)

จ ากกา รจำ�  แนกสายพั น ธุ์ ข อ ง เ ชื้ อ  V . 

parahaemolyticus ทั้ง 70 ไอโซเลท โดยวิธี  

arbitrarily-primed polymerase chain reaction 

(AP-PCR) ได้ PCR product ที่มีความแตกต่าง 

หลากหลายจำ�นวน 1 ถึง 4 แถบ มีขนาดระหว่าง 

450+20 base pair ถึง 2,700+20 base pair  

ทำ�ให้สามารถจำ�แนกเชื้อเป็นสายพันธ์ุต่างๆ  

ได้ทั้งสิ้น 16 สายพันธุ์ ได้แก่ AP-A ถึง AP-P  

ซึ่งแต่ละสายพันธุ์มี AP-PCR pattern ที่แตกต่างกัน 

แสดงดังตารางที่ 2 และภาพที่ 1 โดย AP-PCR 

pattern ที่พบส่วนใหญ่ คือ AP-O, AP-L, AP-D 

และ AP-F พบจำ�นวน 12, 11, 10 และ 10  

ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 17.14, 15.71, 14.29 

และ 14.29 ตามลำ�ดับ 

ตารางที่ 2 AP-PCR patterns ของ V. parahaemolyticus 

AP-PCR patterns ขนาดของ PCR product (bp) จำ�นวนไอโซเลท (ร้อยละ)

AP-A 2,100, 1,350, 600 2 (2.86)
AP-B 2,100, 950, 600 3 (4.29)
AP-C 2,100, 950, 650, 550 1 (1.43)
AP-D 2,100, 1,800, 950, 650 10 (14.29)
AP-E 2,100, 650 4 (5.71)
AP-F 2,100, 1,350, 650 10 (14.29)
AP-G 2,700, 2,100, 650 2 (2.86)
AP-H 2,100, 1,100, 650, 450 1 (1.43)
AP-I 1,350, 950, 650 1 (1.43)
AP-J 1,350, 650 6 (8.57)
AP-K 650 2 (2.86)
AP-L 950, 650 11 (15.71)
AP-M 1,100, 650 2 (2.86)
AP-N 2,700, 1,100, 750, 650 2 (2.86)
AP-O 2,100, 1,350, 1,100, 600 12 (17.14)
AP-P 1,800, 1,100, 600 1 (1.43)
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	 ภาพที่ 1 Agarose gel electrophoresis แสดง AP-PCR patterns ของ V. parahaemolyticus

	 (a) 	Lanes: 	1, pattern AP-A; 2, pattern AP-B; 3, pattern AP-C 

	 (b) 	Lanes: 	1, pattern AP-D; 2, pattern AP-E; 3, pattern AP-F; 4, pattern AP-G; 

			   5, pattern AP-H

	 (c) 	Lanes: 	1, pattern AP-I; 2, pattern AP-J; 3, pattern AP-K

	 (d) 	Lanes: 	1, pattern AP-L; 2, pattern AP-M; 3, pattern AP-N

	 (e) 	Lanes: 	1, pattern AP-O; 2, pattern AP-P

      	Lane M, 100-3,000 base pair ladder DNA marker
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4.	การจำ� แนกสายพัน ธ์ุของ เชื้ อ  V . 

parahaemolyt icus ทางจี โนไทป์ ด้วยวิธี 

enterobacterial repetitive intergenic consensus 

sequence-polymerase chain reaction (ERIC-

PCR)

ก า ร จำ�  แ น ก ส า ย พั น ธ์ุ ข อ ง เ ชื้ อ  V . 

parahaemolyticus ทั้ง 70 ไอโซเลท ด้วยวิธี 

enterobacterial repetitive intergenic consensus 

sequence-polymerase chain reaction (ERIC-

PCR) ได้ PCR product ที่มีความแตกต่างหลาก

หลายจำ�นวน 1 ถึง 10 แถบ มีขนาดระหว่าง 

410+20 base pair ถึง 2,800+20 base pair 

ทำ�ให้สามารถจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อได้ทั้งสิ้น 24 

สายพันธุ์ ได้แก่ ERIC-1 ถึง ERIC-24 แต่ละสาย

พันธุ์มี ERIC-PCR pattern ที่แตกต่างกันแสดง

ดังตารางท่ี 3 และภาพท่ี 2 โดยสายพันธ์ุท่ีพบ

ส่วนใหญ่ ได้แก่ ERIC-3, ERIC-10, ERIC-4  

และ ERIC-5 จำ�นวน 13, 8, 7 และ 5 ไอโซ 

เลท คิดเป็นร้อยละ 18.57, 11.43, 10.00  

และ 7.14 ตามลำ�ดับ

ตารางที่ 3 ERIC-PCR patterns ของ V. parahaemolyticus 

ERIC-PCR 

patterns
ขนาดของ PCR product (bp)

จำ�นวนไอโซเลท 

(ร้อยละ)

ERIC-1 1,500, 925, 875, 675, 525, 425 	 4	 (5.71)
ERIC-2 2,800, 1,500, 1,400, 1,300, 925, 675, 525, 410 	 3 	 (4.29)
ERIC-3 1,500, 1,150, 925, 875, 800, 725, 675, 525, 425 	 13	(18.57)
ERIC-4 1,500, 875, 675, 525, 425 	 7 	(10.00)
ERIC-5 2,800, 1,600, 1,400, 1,300, 1,100, 925, 800, 675, 525, 410 	 5 	 (7.14)
ERIC-6 2,800, 1,400, 1,100, 925, 800, 675, 525, 410 	 1 	 (1.43)
ERIC-7 1,400, 925, 675, 525, 410 	 3 	 (4.29)
ERIC-8 1,500, 1,300, 875, 675, 525, 425 	 4 	 (5.71)
ERIC-9 2,800, 1,400, 925, 675, 525, 410 	 3 	 (4.29)
ERIC-10 1,500, 1,150, 925, 675, 525, 425 	 8 	(11.43)
ERIC-11 1,500, 1,150, 1,000, 800, 675, 525, 410 	 2 	 (2.86)
ERIC-12 1,500, 1,150, 1,000, 925, 800, 675, 525, 410 	 1 	 (1.43)
ERIC-13 1,500, 525, 425 	 2 	 (2.86)
ERIC-14 1,000, 925, 875, 800, 675, 525, 410 	 1 	 (1.43)
ERIC-15 1,500, 1,150, 1,000, 800, 675, 525, 425 	 1 	 (1.43)
ERIC-16 1,500, 875, 675, 525, 410 	 1 	 (1.43)
ERIC-17 1,500 	 1 	 (1.43)
ERIC-18 1,500, 925, 525, 410 	 2 	 (2.86)
ERIC-19 1,500, 625, 525, 425 	 1 	 (1.43)
ERIC-20 2,800, 1,500, 1,400, 1,150, 800, 675, 575, 525, 410 	 1 	 (1.43)
ERIC-21 2,800, 1,500, 1,400, 1,150, 1,000, 925, 800, 675, 525, 425 	 1 	 (1.43)
ERIC-22 2,800, 1,500, 1,400, 1,300, 1,150, 800, 675, 525, 410 	 1 	 (1.43)
ERIC-23 1,500, 1,150, 675, 525, 410 	 3 	 (4.29)
ERIC-24 1,500, 1,150, 800, 675, 575, 525, 410 	 1 	(1.43)
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ภาพที่ 2 Agarose gel electrophoresis แสดง ERIC-PCR patterns ของ V. parahaemolyticus

	 (a)	Lanes:	1, pattern ERIC-1; 2, pattern ERIC-2; 3, pattern ERIC-3; 4, pattern ERIC-4;

                	 5, pattern ERIC-5

	 (b) 	Lane: 	1, pattern ERIC-6

	 (c) 	Lanes:	1, pattern ERIC-7; 2, pattern ERIC-8

	 (d) 	Lanes:	1, pattern ERIC-9; 2, pattern ERIC-10

	 Lane:  N, Negative control (Sterile UltraPure water)      	

	 Lane:  M, 100-3,000 base pair ladder DNA marker
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ภาพที่ 3 Agarose gel electrophoresis แสดง ERIC-PCR patterns ของ V. parahaemolyticus (ต่อ)

(a)	 Lanes:	 1, pattern ERIC-11; 2, pattern ERIC-12; 3, pattern ERIC-13; 

			   4, pattern ERIC-14; 5, pattern ERIC-15

(b) 	Lane: 	 1, pattern ERIC-20

(c) 	Lanes:	 1, pattern ERIC-16; 2, pattern ERIC-17; 3, pattern ERIC-18; 

			   4, pattern ERIC-19 

(d) 	Lanes: 	1, pattern ERIC-21; 2, pattern ERIC-22; 3, pattern ERIC-23; 

			   4, pattern ERIC-24	

Lane:  N, Negative control (Sterile UltraPure water)    	

Lane:  M, 100-3,000 base pair ladder DNA marker
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 	 อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาการจำ�แนก

สายพันธุ์ของเชื้อทางจีโนไทป์โดยวิธี AP-PCR  

และ ERIC-PCR พบว่าการแปลผลร่วมกันระหว่าง 

AP-PCR pattern และ ERIC-PCR pattern  

ของเชื้อแต่ละไอโซเลททำ�ให้สามารถจำ�แนกสายพันธุ์

ของเชื้อได้หลากหลายมากยิ่งขึ้น โดยสามารถ

จำ�แนกเชื้อได้ทั้งสิ้น 48 สายพันธุ์ แต่ละสายพันธุ์

มี AP-PCR pattern และ ERIC-PCR pattern  

ที่แตกต่างกันแสดงดังตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 การจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อโดยการแปลผลร่วมกันระหว่าง AP-PCR และ ERIC-PCR

สายพันธุ์ที่ AP/ERIC-PCR pattern

จำ�นวนไอโซเลทที่พบ

ในแต่ละสายพันธุ์

(ร้อยละ)

1 L/E3 5 (7.14)
2 D/E3 4 (5.71)

3-5 D/E4, D/E10, O/E8 3 (4.29)
6-14 B/E4, E/E11, F/E10, L/E4, M/E18, O/E1, O/E3, O/E5, O/E7 2 (2.86)
15-48 A/E5, A/E10, B/E1/, C/E3, E/E12, E/E23, F/E2, E/E3, 

E/E5, F/E6, F/E7, F/E9, F/E16, F/E22, G/E12, G/E23, 

H/E13, I/E9, J/E2, J/E5, J/E8, J/E9, J/E10, J/E14, K/

E13, K/E5, L/E1, L/E10, L/E17, L/E20, N/E19, N/E24, 

O/E2, P/E23

1 (1.43)

จากผลการทดลองพบว่าการจำ�แนกสายพันธุ์

ของเชื้อ V. parahaemolyticus โดยวิธีศึกษา

แบบแผนการดื้อยาของเชื้อสามารถจำ�แนกสาย

พันธุ์ของเชื้อได้ 1 สายพันธุ์ ขณะที่วิธี AP-PCR, 

ERIC-PCR และวิธี AP-PCR ร่วมกับ ERIC-

PCR พบว่าจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อได้ 16, 24 

และ 48 สายพันธุ์ ตามลำ�ดับ และเมื่อทำ�การ

เปรียบเทียบความสามารถในการจำ�แนกสายพันธุ์

ของเชื้อในแต่ละวิธีพบว่าการจำ�แนกสายพันธุ์ 

ของเชื้อด้วยวิธีการศึกษาแบบแผนการดื้อยา

เป็นวิธีที่มีความสามารถในการจำ�แนกสายพันธุ์ 

ต่ำ�  ท่ีสุด ขณะท่ีวิ ธี AP-PCR, ERIC-PCR  

และวิธี AP-PCR ร่วมกับ ERIC-PCR เป็นวิธีที่มีความ

สามารถในการจำ�แนกสูง โดยมีค่า discriminatory 

index เ ท่ากับ 0.000, 0.901, 0.932  

และ 0.986 ตามลำ�ดับ แสดงดังตารางที่ 5
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ตารางที่ 5	 เปรียบเทียบความสามารถในจำ�แนกสายพันธ์ุของ V. parahaemolyticus โดยวิธี 

		  antibiotyping, AP-PCR, ERIC-PCR และวิธี AP-PCR ร่วมกับ ERIC-PCR

วิธีการจำ�แนก

สายพันธุ์ 

จำ�นวนสายพันธุ์ 

(patterns) ที่จำ�แนกได้

ร้อยละของสายพันธุ์ 

(patterns) ที่พบได้

มากที่สุด

Discriminatory index a

Antibiotyping 	 1 	 100.00 0.000
AP-PCR 	 16 	 17.14 0.901
ERIC-PCR 	 24 	 18.57 0.932
AP-PCR + ERIC-PCR 	 48 	 7.14 0.986

 aDiscriminatory index คำ�นวณโดยใช้วิธีของ Hunter and Gaston [15-16]

สรุปและอภิปรายผล
V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุของโรค

อาหารทะเลเป็นพิษ (seafood poisoning)  

หรือลำ�ไส้อักเสบ (gastroenteritis) ซึ่งยังคงเป็นปัญหา 

สาธารณสุขของประเทศ การจำ�แนกสายพันธุ์ 

ของเชื้อจึงเป็นสิ่งจำ�เป็นเพื่อประโยชน์ด้านการ

ศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ ค้นหาแหล่งแพร่

กระจาย การควบคมุ เฝา้ระวงัและปอ้งกนัการตดิเชือ้  

ในการศึกษานี้ได้ศึกษาวิธีการจำ�แนกสายพันธุ์

ของเชื้อโดยศึกษาทางฟีโนไทป์ คือการศึกษา

แบบแผนการด้ือยา (antibiotyping) และการ

ศึกษาทางจีโนไทป์ ได้แก่ วิธี arbitrarily-primed 

polymerase chain react ion (AP-PCR)  

และ enterobacterial repetitive intergenic consensus 

sequence-polymerase chain reaction (ERIC-

PCR) พบว่าการศึกษาแบบแผนการดื้อยาสามารถ

จำ�แนกเชื้อได้เพียง 1 สายพันธ์ุเท่านั้น โดยเชื้อ 

ทั้ งหมดดื้ อต่อยา amip ic i l l in และไวต่อยา 

ceftriaxone, cephalothin, chloramphenicol, 

ciprofloxacin, gentamicin, nitrofurantoin, 

norfloxacin, oxytetracycline, sufisoxazole, 

tetracycline และ trimethoprim/sulfamethoxazole 

ซึ่งคล้ายกับผลการทดลองของ Serchantalergs 

และคณะ [17] ได้ศึกษาเชื้อ V. parahaemolyticus 

ที่แยกจากผู้ป่วยในเขตกรุงเทพมหานคร ระหว่าง

ปี พ.ศ. 2544-2545 พบว่าทุกไอโซเลทไวต่อยา  

chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin,  

tetracycline และ trimethoprim/sulfamethoxazole  

และดื้อต่อยา ampicillin ร้อยละ 52 อย่างไรก็ตาม  

Wootipoon  และคณะ [18] พบว่าเชื้อ V. parahae 

molyticus ที่แยกได้จากผู้ป่วยในโรงพยาบาล 

หาดใหญ่ จังหวัดสงขลาระหว่างปี พ.ศ. 2543-2548  

ทุกไอโซเลทไวต่อยา chloramphenicol, norfloxacin  

และ tetracycline ดื้อต่อยา ampicillin, ciprofloxacin  

แล ะ  t r ime t h o p r im/ s u l f ame t h o x a z o l e  

ข้อมูลจากศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ  

(National antimicrobial Resistance Surveillance 

Center Thailand; NARST) ท่ีได้รับรายงาน

จากโรงพยาบาลเครือข่าย 34 แห่ง ทั้ งใน

กรุงเทพมหานครและต่างจังหวัด ในปี พ.ศ. 2551 

พบว่าเชื้อ V. parahaemolyticus ที่แยกได้จาก 

ผู้ป่วยในโรงพยาบาลต่างๆ ดื้อต่อยา gentamicin, 

norfloxacin, tetracycline และ trimethoprim/

sul famethoxazole [19] หากเปรียบเทียบ

แบบแผนการดื้อยาของเชื้อ V. parahaemolyticus 

ในประเทศแถบทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น  

อินโดนีเซียและมาเลเซีย พบว่ามีความแตกต่าง

จากประเทศไทยโดยสายพันธุ์ที่พบการระบาด 

ในประเทศอินโดนีเซียส่วนใหญ่ไวต่อยา norfloxacin  

และ trimethoprim/sulfamethoxazole ดื้อต่อยา  

amp i c i l l i n ,  ce f t r i a xone ,  cepha l o t h i n , 

chloramphenicol, ciprofloxacin และ tetracycline 
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[20 ] ขณะที่ เ ชื้ อที่ พบในประ เทศมา เล เซี ย 

ไวต่อยา norfloxacin และ chloramphenicol  

ดื้อต่อยา ampicillin, cephalothin, gentamicin 

และ tetracycl ine [21] ทั้งนี้อาจเนื่องจาก 

ความแตกต่างกันด้านภูมิศาสตร์ (geographical 

areas) และรูปแบบการเลือกใช้ยาต้านจุลชีพ 

ที่แตกต่างกัน ดังนั้นแต่ละพื้นที่จึงควรมีมาตรการ

ในการควบคุมและป้องกันไม่ให้มีการแพร่ระบาด

ของเชื้อดื้อต่อยาต้านจุลชีพหลายชนิด (multidrug 

resistant strain) เพิ่มมากขึ้น อย่างไรก็ตาม

จากงานวิจัยพบว่ายา ceftriaxone, cephalothin, 

chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, 

nitrofurantoin, norfloxacin, oxytetracycline, 

sulfisoxazole, tetracycline และ trimethoprim/

sulfamethoxazole ยังคงเป็นยาที่มีประสิทธิภาพ

ในการรักษาผู้ป่วยที่ติดเชื้อ V. parahaemolyticus 

ที่เข้ารักษาตัวที่โรงพยาบาลนครปฐม จังหวัด

นครปฐม

จากการจำ�แนกเชื้อโดยวิธี  AP-PCR จำ�แนก

เชื้อได้ทั้งสิ้น 16 สายพันธุ์ (AP-A ถึง AP-P) 

โดยสายพันธุ์ที่พบส่วนใหญ่ คือ AP-O, AP-L, 

AP-D และ AP-F พบจำ�นวน 12, 11, 10  

และ 10 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 17.14, 15.74, 

14.29 และ 14.29 ตามลำ�ดับ ขณะที่วิธี ERIC-

PCR จำ�แนกเชื้อได้ 24 สายพันธุ์ (ERIC-1  

ถึง ERIC-24) โดยสายพันธุ์ที่พบมากที่สุด

คือ ERIC-3 จำ�นวน 13 ไอโซเลท คิดเป็น 

ร้ อ ย ล ะ  18 . 57  แล ะ เ มื่ อ ทำ�  ก า ร แปลผล 

ร่วมกันระหว่าง AP-PCR pattern และ ERIC-

PCR pattern ของเชื้อแต่ละไอโซเลท พบว่า

สามารถจำ�แนกสายพันธุ์ได้หลากหลายมากยิ่งขึ้น  

คือจำ�แนกสายพันธุ์ได้ 48 สายพันธุ์ ซึ่งจาก

ผลการทดลองที่ได้พบว่าการจำ�แนกสายพันธุ์

ของเชื้อด้วยวิธีทางจีโนไทป์สามารถจำ�แนกเชื้อ  

V. parahaemolyticus ได้หลากหลายมากกว่า

วิธีทางฟีโนไทป์ เนื่องจากเชื้อที่นำ�มาศึกษา 

ทุกไอโซเลทมีแบบแผนการด้ือยาที่เหมือนกันทำ�ให้ 

ไม่ ส ามา รถจำ�  แนกความแตกต่ า ง ร ะหว่ า ง 

สายพันธุ์ได้ ในการวิจัยนี้ได้ประเมินความสามารถ 

ในการจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อ (discriminatory  

power) แต่ละวิธีโดยการคำ�นวณหาค่าดัชนีของ

ความหลากหลาย [15] พบว่าการจำ�แนกสายพันธุ์

ของเชื้อด้วยวิธี antibiotyping, AP-PCR, ERIC-

PCR และวิธี AP-PCR ร่วมกับ ERIC-PCR  

มีค่า discriminatory index เท่ากับ 0.000, 

0.901, 0.932 และ 0.986 ตามลำ�ดับ ซึ่งโดย

ทั่วไปค่านี้จะอยู่ระหว่าง 0 ถึง 1 และค่าที่สูงมักจะ

อยู่ระหว่าง 0.6 ถึง 1 ดังนั้นวิธี antibiotyping จึงไม่

เหมาะสมท่ีจะนำ�มาใช้ในการจำ�แนกสายพันธุ์ของ

เช้ือในกลุ่มประชากรของเช้ือท่ีนำ�มาศึกษาในคร้ังนี้ 

อย่างไรก็ตามวิธีศึกษาแบบแผนการดื้อยาเป็นวิธี 

ที่ง่าย สะดวก ไม่ต้องการอุปกรณ์ราคาแพง 

สามารถทำ�ได้ในงานประจำ� (routine) ในห้อง

ปฏิบัติการจุลชีววิทยาทั่วไป จึงยังคงเป็นวิธีที่มี

ประโยชน์ในการเฝ้าระวังการระบาดของเชื้อด้ือยา 

และสามารถนำ�มาใช้เป็นแนวทางในการรักษา 

ผู้ป่วยได้ ดังนั้นหากต้องการนำ�มาประยุกต์ใช้ 

ในการจำ�แนกสายพันธ์ุของเชื้ออาจจำ�เป็นต้อง 

แปลผลร่วมกับวิธีอื่นๆ เช่น การทำ� genotyping 

และการศึกษากลไกการดื้อยาในระดับโมเลกุล

ควบคู่กันไป

ในการจำ�แนกสายพันธุ์โดยวิธีทางจีโนไทป์ 

พบว่า AP-PCR มีค่า discriminatory index  

ต่ำ� กว่าวิ ธี ERIC-PCR เล็กน้อย (0.901  

และ 0.932) ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wong  

และ Lin [22] พบว่าวิธี ERIC-PCR เป็นวิธีที่สามารถ

จำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อ V. parahaemolyticus  

สูงกว่าวิธี Random Amplified Polymorphic DNA 

(RAPD) หรือ AP-PCR อย่างไรก็ตามจากผล

การทดลองที่ได้ วิธี AP-PCR ได้ PCR product 

จำ�นวน 1 ถึง 4 แถบ ซึ่งแต่ละแถบมีขนาดท่ี 

แตกต่างกันอย่างชัดเจนทำ�ให้ง่ายต่อการแปลผล 

ขณะท่ี PCR product ท่ีได้จากการเพิ่มจำ�นวน

ด้วยวิธี ERIC-PCR มีจำ�นวน 1 ถึง 10 แถบ 

และบางแถบมีขนาดที่ไม่ต่างกันมากนักทำ�ให้ยาก 

ในการแปลผล ถึงแม้ว่าวิธี AP-PCR จะมีข้อจำ�กัด
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ในการนำ�มาใช้เนื่องจากเป็นวิธีที่มีการเพิ่มจำ�นวน 
DNA แบบสุ่ม ดังนั้น AP-PCR pattern ที่ได้จึงขึ้น
กับสภาวะที่ใช้ในการทำ�ปฏิกิริยา PCR ทำ�ให้วิธีนี้
มี reproducibility ต่ำ�เมื่อเทียบกับการทำ�จีโนไทป์
วิธีอื่นๆ ดังนั้นหากจะนำ�มาประยุกต์ใช้จะต้อง
ควบคุมสภาวะที่ใช้ในการทดสอบแต่ละครั้งให้ใกล้
เคียงกันมากที่สุด โดยเฉพาะคุณภาพและปริมาณ
ดีเอ็นเอของเชื้อที่ใช้ทดสอบ ตลอดจนสภาวะ 
ที่ใช้ในการเพิ่มจำ�นวนดีเอ็นเอ เช่น อุณหภูมิ  
และเวลา เป็นต้น และในขั้นตอนแต่ละขั้นตอน 
ของการทดสอบควรทำ�โดยบุคคลเดียวกัน ในปัจจุบัน
วิธี AP-PCR เป็นวิธีที่นิยมใช้สากลสำ�หรับการ
ศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ V. parahaemolyticus  
ในการจำ�แนกสายพันธุ์ pandemic strain ออกจาก 
nonpandemic strain [7, 11,18, 23-25]

จากผลการทดลองพบว่ า ERIC-PCR  
เป็นวิธีที่มีความสามารถในการจำ�แนกสายพันธุ์ 
ของเชื้อสูง โดยมีค่า discriminatory index เท่ากับ  
0.932 ใกล้ เคียงกับวิธี  Pu lse f ie ld ge l 
electrophoresis (PFGE) ซึ่งมีค่า discriminatory 
index เท่ากับ 0.960 [22] ถึงแม้ว่าวิธี PFGE 
จะเป็นวิธีที่มี reproducibility และ discriminatory 
power สูง เมื่อเปรียบเทียบกับการจำ�แนกสาย
พันธุ์ของเชื้อทางอณูชีววิทยาวิธีอื่นๆ แต่วิธี PFGE  
ก็เป็นวิธีที่ยุ่งยาก ใช้เวลานาน และมีค่าใช้จ่าย 
ในการตรวจสอบสูง จำ�เป็นต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญ 
ในการอ่านผล [26] นอกจากนี้ยังคงประสบปัญหา
ที่ไม่สามารถจำ�แนกเชื้อบางสายพันธุ์ได้เนื่องจาก
เกิดการทำ�ลาย (degradation) ของ genomic DNA 
ในขั้นตอนการเตรียมและการตัดด้วย restriction 
enzyme ซึ่ง Marshall และคณะ [27] พบว่า 
เชื้อ V. parahaemolyt icus ที่นำ�มาศึกษา 
ร้อยละ 23 ของทั้งหมดไม่สามารถจำ�แนกสาย
พันธุ์ได้โดยวิธี PFGE แต่ถูกจำ�แนกได้โดยวิธี 
ERIC-PCR สอดคล้องกับงานวิจัยของ Tanil  
และคณะ [21] พบว่าวิธี ERIC-PCR นำ�มาใช้จำ�แนก
สายพันธุ์ของ V. parahaemolyticus ที่ไม่สามารถ
จำ�แนกได้โดยวิธี PFGE ได้ และจากข้อมูลการ
วิจัยนี้พบว่าการจำ�แนกสายพันธ์ุของเชื้อโดยการ 

แปลผลร่วมกันระหว่าง AP-PCR pat tern  
และ ERIC-PCR pattern ทำ�ให้ประสิทธิภาพการจำ�แนก 
สายพันธุ์ของเชื้อสูงขึ้น โดยมีค่า discriminatory 
index เท่ากับ 0.986 สอดคล้องกับงานวิจัย 
ของ Chen และคณะ [28] ซึ่งพบว่าการจำ�แนกเชื้อ 
โดยการแปลผลร่วมกัน 2 วิ ธี ระหว่างวิ ธี  
ERIC-PCR (discriminatory index = 0.942)  
และวิธีการหาลำ�ดับเบสของยีน gyrB (discriminatory 
index = 0.702) ทำ�ให้ประสิทธิภาพการจำ�แนก
สายพันธุ์ของเชื้อสูงขึ้น (discriminatory index = 
0.966)

การจำ�แนกสายพันธุ์ของเชื้อเป็นเครื่องมือ
สำ�คัญในการศึกษาด้านระบาดวิทยาเพื่อค้นหา
แหล่งแพร่กระจายของเชื้อ เป็นการควบคุม 
และป้องกันการติดเชื้อ ในการศึกษาครั้งนี้คณะผู้วิจัยได้
ศึกษาความสามารถในการจำ�แนกสายพันธ์ุของเชื้อ 
V. parahaemolyticus ที่แยกได้จากผู้ป่วยโดยวิธี
ศึกษาแบบแผนการดื้อยา AP-PCR และ ERIC-
PCR ผลการวิจัยสรุปว่า การจำ�แนกสายพันธุ์ 
โดยการศึกษาแบบแผนการดื้อยา (antibiotyping) 
ไม่สามารถจำ�แนกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ได้  
ขณะท่ีการจำ�แนกสายพันธ์ุโดยใช้เทคนิค PCR 
พื้นฐาน เช่น AP-PCR และ ERIC-PCR  
เป็นวิธีที่ มีศักยภาพสูงที่ จะนำ� มาพัฒนาเพื่ อ
ประยุกต์ใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปได้ เนื่องจาก
เป็นวิธีที่มีความสามารถในการจำ�แนกสายพันธุ์
ของเชื้อสูง โดยเฉพาะเมื่อมีการแปลผลร่วมกัน 
ระหว่าง AP-PCR pattern และ ERIC-PCR 
pattern ทำ�ให้ประสิทธิภาพการจำ�แนกสายพันธ์ุ 
ข อ ง เ ชื้ อ สู ง ขึ้ น  น อก จ ากนี้ วิ ธี  A P-PCR  
และ ERIC-PCR ยังเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็วในการ 
ทดสอบเชื้อคราวละมากๆ ราคาไม่แพง ใช้เทคนิค
ที่ไม่ยุ่งยากซับซ้อนมากนัก เหมาะสำ�หรับนำ�มาใช้
ประโยชน์ในงานด้านระบาดวิทยาได้ดี

กิตติกรรมประกาศ
งานวิจัยนี้ได้ รับทุนสนับสนุนการวิจัยจาก

มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 
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