
Vibrio parahaemolyticus 
I. บทน ำ 

      เช้ือ Vibrio parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง ก่อโรคอาหารเป็นพิษหรือ กระเพาะและ
ล าไส้อกัเสบ พบระบาดคร้ังแรกในประเทศญ่ีปุ่น (ค.ศ. 1950 หรือ พ.ศ. 2493) Fujino และคณะ แยกเช้ือจาก
อุจจาระผูป่้วยท่ีเมืองโอซากา สาเหตุอาหารเป็นพิษจากการรับประทาน “ชิราสุ (shirasu)” เดิมเรียกเช้ือน้ีวา่ 
Pasteurella parahaemolyticus  ประเทศญ่ีปุ่น จีน ไตห้วนั อินเดีย และหลายๆ ประเทศทางเอเชียรวมทั้ง
อเมริกามีรายงานวา่ มากกวา่ 50% ของอาหารเป็นพิษมีสาเหตุจากเช้ือ V. parahaemolyticus  ส าหรับประเทศ
ไทยเช้ือน้ีเป็นสาเหตุอนัดบั 1 ท่ีท  าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษเช่นกนัคิดเป็นร้อยละ 56, 56, 58, 60, 61 และ 78 
ของผูป่้วยโรคอาหารเป็นพิษทั้งหมดในปี พ.ศ. 2540-2545 ตามล าดบั  ท่ี Calcutta ประเทศอินเดียในปี      
พ.ศ. 2539 เกิดการระบาดใหญ่ (pandemic) ของสายพนัธ์ุ (serotype) O3:K6 และเกิดการระบาดอยา่งต่อเน่ือง
ในหลายๆ ประเทศทางทวปีเอเชียเช่น ญ่ีปุ่น จีน ไตห้วนั รวมทั้งประเทศอเมริกา จดัไดว้า่ O3:K6 น้ีเป็น 
pandemic strain และเป็นสายพนัธ์ุท่ีมาจากตน้ตอเดียวกนั (same clone) แต่เป็น new clone เม่ือเปรียบเทียบ
กบั O3:K6 ท่ีพบก่อนปี พ.ศ.2539 และก่อโรคประปราย 

ควำมทนทำนของเช้ือ 

1. ถูกท าลายท่ีอุณหภูมิ 60 °C ในเวลา 15 นาที  
2. ถูกท าลายโดยกรด มีผูศึ้กษาพบวา่เช้ือน้ีถูกท าลายดว้ยกรดมะนาว (Citric acid) pH 4.4 ในเวลาเพียง 

30 นาที  
3. ในฤดูหนาวเช้ือสามารถอาศยัในตะกอนใตพ้ื้นน ้า  
4. สามารถมีชีวิตอยูใ่นอาหารหรือน ้ าท่ีมี NaCl ตั้งแต่ 1-8% ถา้มากกวา่ 10% เช้ือจะตาย สามารถอยูไ่ด้

ท่ีอุณหภูมิต ่า เช่นในเน้ือปู (1-15 °ซ) นาน 30 วนั กุง้ปอกเปลือก (3 - 18 °ซ) นาน 6 วนั, หอยนางรม
แช่แขง็นาน 40 - 130 วนั  

กำรเจริญเติบโต 
      เจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 9.5-45 °C, ช่วง pH 5 -11 และสามารถเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเกลือ NaCI  
0.5 - 8% 

กำรท ำให้เกดิโรค 
      เกิดจากการกินอาหารท่ีมีเช้ือปนเป้ือนเขา้ไปโดยเฉพาะอาหารทะเลพวก กุง้ ปู ปลา หอย จ านวนเช้ือตอ้ง
มีมากพอท่ีตั้งแต่ 106-109 ตวัต่อกรัม จึงสามารถท าให้เกิดอาหารเป็นพิษได ้ อาการมกัปรากฏหลงัจากกินเช้ือ
เขา้ไป 10 ถึง 12 ชัว่โมง บางรายแสดงอาการภายใน 4 ถึง 96 ชัว่โมง ข้ึนอยูก่บัความเป็นกรดหรือด่าง ภายใน
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ระบบทางเดินอาหาร เช้ือน้ีจะเพิ่มจ านวนเป็นเท่าตวัทุกๆ 10 ถึง 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เม่ือเขา้สู่ร่างกาย
เช้ือจะทวีจ  านวนข้ึนในล าไส้ มีอาการปวดทอ้ง อาจปวดเกร็ง ทอ้งเดิน อุจจาระเป็นน ้ามีกล่ินเหมน็เหมือนกุง้
เน่า บางรายคลา้ยเป็นบิด อุจจาระมีมูกเลือด มีไขต้  ่า ปวดศีรษะ คล่ืนไส้ อาเจียน อาการท่ีเป็นอาจหายเอง
ภายใน 2 ถึง 5 วนั อตัราตายต ่า โรคน้ีมกัพบในฤดูร้อน ไม่ค่อยพบในฤดูหนาว 

กำรป้องกนั 
      รับประทานอาหารทะเลท่ีท าใหสุ้กใหม่ๆ แยกอาหารสุกและดิบออกจากกนั ไม่วางปะปนกนั รวมทั้งแยก
อุปกรณ์ในการประกอบอาหารหรือท าความสะอาดอุปกรณ์ส าหรับอาหารทะเลก่อนน าไปใชก้บัอาหารชนิด
อ่ืน 

ปัจจัยก่อควำมรุนแรงของเช้ือ 

1. Thermostable direct hemolysin (TDH) ทนความร้อนท่ี 100°C นาน 10 นาที สามารถยอ่ยสลายเมด็
เลือดแดงโดยไม่ตอ้งใช ้lecithin เป็นpore-forming toxin ท าใหเ้กิดรูบนผนงัเซลลเ์มด็เลือดแดงท าให้
เซลลแ์ตก  

2. TDH- related hemolysin  
3. Adherence factors  
4. Urease  
5. Hemolysin อ่ืนๆ เช่น lecithin-dependent hemolysin (LDH) ไม่ทนร้อน, phosphate regulated 

hemolysin ทนร้อน  
6. Antigens เช่น O-antigen, K-antigen  

กำรวนิิจฉัย  

1. มีประวติักินอาหารทะเล ตรวจพบเช้ือจากอุจจาระหรือ อาเจียน 
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II. กำรตรวจวนิิจฉัยทำงห้องปฏิบัติกำร 

 1. วธีิกำรตรวจวนิิจฉัย 

 1.1  การเพาะแยกเช้ือและทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี 

 1.2  Hemolysis test โดยทดสอบบนอาหาร Wagatsuma agar + 5% red blood cell ถ้าเช้ือน้ีสร้าง 
Hemolysin จะเกิด - hemolysis เรียกลกัษณะเช่นน้ีวา่ Kanagawa phenomenon 

 1.3  Reversed passive latex agglutination (RPLA) วิธีการตรวจหาแอนติเจน (thermostable direct 
hemolysin) โดยตรวจจากเช้ือ V. parahaemolyticus หลกัการคือเคลือบแอนติบอดีต่อแอนติเจนน้ีบน latex ถา้
เช้ือ V. parahaemolyticus ท่ีทดสอบมีแอนติเจนน้ีจะเกิดการเกาะกลุ่มกระจายท่ีก้นหลุม (microtiter plate 
ชนิด V-type) 

 1.4  DNA hybridization เป็นการตรวจหา DNA จ าเพาะ โดยใช้หลักการจับกันของเบสคู่สม 
(complementary base) ระหวา่ง DNA เส้นเด่ียวของตรวจสอบ (DNA prob) จบักบั DNA ท่ีมาจากตวัอยา่ง 

 1.5  Polymerase chain reaction เป็นการตรวจหา DNA จ าเพาะ เช่น DNA ท่ีก าหนดการสร้าง TDH 
ใชห้ลกัการเพิ่มปริมาณช้ินส่วน DNA ท่ีมีเพียงเล็กนอ้ยนั้นในหลอดทดลอง 

2. วธีิกำรตรวจวนิิจฉัยมำตรฐำน 

 เพาะแยกเช้ือและทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี 
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แผนภูมิที ่1 การเพาะเช้ือและตรวจวนิิจฉยัเช้ือ V.parahaemolyticus  เบ้ืองตน้จากตวัอยา่งผูป่้วย 
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3. วธีิกำรตรวจ 

 3.1 หลกัการ เป็นการตรวจเช้ือจากตวัอยา่ง โดยเพาะเช้ือใหเ้จริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม แยกเช้ือ
บริสุทธ์ิท่ีสงสัย น ามาทดสอบคุณสมบติั 

 3.2  วธีิท า 

  3.2.1 การเพาะเช้ือ V. parahaemolyticus  

   เพาะเช้ือจาก อุจจาระหรือ Rectal swab (แผนภูมิท่ี 1)  เพาะเช้ือจากอาหาร (แผนภูมิท่ี 2) 

 

อ่านผลตามตารางท่ี 1 

แผนภูมทิี่  2 การเพาะเช้ือและตรวจวนิิจฉยัเช้ือ V.parahaemolyticus  เบ้ืองตน้จากตวัอยา่งอาหารทะเล 
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 3.2.2 การตรวจวินิจฉยัเบ้ืองตน้ (ตารางท่ี 1) 

 3.2.3 การตรวจยนืยนัเช้ือท่ีห้องปฏิบติัการอา้งอิง 

  - ทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี 

  - การตรวจยนีท่ีก าหนดการสร้างสารพิษ 

  -  จ าแนกสายพนัธ์ุ serotyping (O และ K- antigen) 

      ส่งเช้ือตรวจยนืยนัโดยเฉพาะเช้ือลงใน nutrient agar + 1 % NaCl ในหลอดหรือขวด บ่มท่ี 37°ซ 1 คืน
บรรจุหลอดเช้ือในภาชนะท่ีกนัแตก ส่งทางไปรษณีย ์ 

 3.3 การควบคุมคุณภาพ 

     การควบคุมคุณภาพในห้องปฏิบติัการเพื่อให้ผลการวินิจฉยัมีความถูกตอ้งแม่นย  าและเช่ือถือไดใ้ช้
เช้ือมาตรฐาน V.  parahaemolyticus  DMST 15285 ท าการทดสอบควบคู่ไปดว้ย 

ตำรำงที ่1 ผลการตรวจวนิิจฉยัเบ้ืองตน้ 

สีโคโลนี 
บน TCBS 

 TSI LIM 
เช้ือท่ีสงสัย 

Oxidase Slant Butt H2S Gas Lys Ind Mot 

สีเขียว + K A - - + + + V. parahaemolyticus 

  + K A - - + + + V. vulnificus 
  + K A - - + + + V. mimicus 
 

 

รูปที่ 1 โคโลนีสีเขียวของเช้ือ V. parahaemolyticus  บนอาหาร Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar 
(TCBS) 
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รูปที ่2 Hemolysis test บน Wagatsuma agar 

 
 

รูปที ่3 Reversed passive latex agglutination 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 9 

กำรวเิครำะห์แยกชนิดของ Vibrio parahaemolyticus โดยยนี toxR ด้วยเทคนิค PCR 
 
   Vibrio parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียท่ีมีแหล่งอาศยัอยูใ่นทะเลและในบางสายพนัธ์ุเป็นสาเหตุ
ของโรคกระเพาะอาหารและล าไส้อกัเสบ (gastroenteritis) ในมนุษยอ์นัเน่ืองมาจากการบริโภคอาหารทะเลท่ี
มีการปนเป้ือนเช้ือดงักล่าวเขา้ไปซ่ึงมีความสัมพนัธ์โดยตรงกบัยนีฮีโมไลซีน (hemolysin gene) ชนิด tdh 
หรือ trh ท่ีผลิต thermostable direct haemolysin (TDH) หรือ TDH-related haemolysin (TRH) โดยจดัวา่
เอนไซมท์ั้งสองชนิดเป็นปัจจยัส่งเสริมความรุนแรงในการก่อโรค (virulence factor) ของเช้ือชนิดน้ี   
 ยนี toxR เป็นยนีท่ีอยูใ่นชุดควบคุม (regulatory gene) การสร้างสารพิษคลอเรลลา (cholera toxin 
operon) และยนีอ่ืนๆ ใน Vibrio cholerae นอกจากน้ียงัพบยนีดงักล่าวใน V. parahaemolyticus, V. fisheri 
และ Vibrio spp. ซ่ึงอาจบอกไดว้า่ยนี toxR มีและตรวจพบไดใ้นสกุล Vibrio โดยพบวา่ยนีดงักล่าวของ        
V. parahaemolyticus มีความเหมือนกบัยนีท่ีพบใน V. cholerae 52% ซ่ึงนอ้ยกวา่ยนีท่ีพบใน rRNA (92%) 
ดงันั้นหากมีการเลือกใชชุ้ด primer และเลือกใชส้ภาวะของ PCR ท่ีเหมาะสม ก็จะสามารถแยกชนิดของ      
V. parahaemolyticus ออกจาก V. cholerae ได ้
 
วสัดุอุปกรณ์ 
 1. แบคทีเรีย : V. parahaemolyticus 
 2. อาหารเล้ียงเช้ือ : Thiosulphate-citrate-bile salts-sucrose (TCBS) 
                                                Luria-Bertani (LB) 
 3.  วสัดุสารเคมี 
       3.1  ส าหรับท า PCR 

      - Taq polymerase 
      - 10X buffer 

      - primers ส าหรับยนี toxR : 5’-GTCTTCTGACGCAATCGTTG-3’ (forward) 
                                                                       5’-ATACGAGTGGTTGCTGTCATG-3’ (reverse) 
     -dNTPs : dATP, dGTP, dTTP, dCTP 
     - น ้ากลัน่ 
     3.2  ส าหรับท า agarose gel electrophoresis 
  - ผง agarose gel 
  - 10X Tris borate EDTA buffer (TBE) [108 g Tris base, 55 g boric acid, 40 ml ของ 0.5 M 
EDTA] 
  - tracking dye 
   - lambda phage X174  DNA ตดัดว้ย HaeIII 
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 4.  อุปกรณ์ 
    - microcentrifuge tube ขนาด 1.5-2 มิลลิลิตร และ ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 

 -  micropipette ขนาด 20-200 และ 0.1-0.5 ไมโครลิตร พร้อม tips ท่ีมีแผน่กรอง (filtered tip) 
 - hot plate 
 - centrifuge แบบตั้งโตะ๊ 
 - shaker incubator 
 - microwave 
 - เคร่ืองชัง่ 
 - เคร่ือง agarose gel electrophoresis 
 - เคร่ืองท า PCR 
 วธีิการทดลอง 

1. เล้ียงเช้ือ V. parahaemolyticus ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB ท่ีมีเกลือ 1% ใน shaker incubator ท่ีความเร็ว
รอบ 160 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 

2. ดูดเช้ือในขอ้ 1 มาปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที 
3. น าไปป่ันเหวีย่งในเคร่ือง centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
จากนั้นน ามาท าเจือจาง 1:10 ดว้ยน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ 

4. สภาวะของการท า PCR 
 ส่วนผสม มีดงัน้ี 

  ดีเอ็นเอแม่พิมพ ์(template)  ปริมาตร  3  ไมโครลิตร  (สารละลายจากขอ้ 3)  
  10X buffer ท่ีมี 20 mM MgCl2  ปริมาตร 5  ไมโครลิตร 
  Taq polymerase (5U/ไมโครลิตร)  ปริมาตร  0.25  ไมโครลิตร 
  2.5 mM dNTPs  ชนิดละ  4  ไมโครลิตร 
  primers (10 pmol/ไมโครลิตร)  ชนิดละ  2  ไมโครลิตร 
  น ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ  ปริมาตร   33.75 ไมโครลิตร 

 สภาวะท่ีใชท้  า PCR จ านวน 20 รอบ ประกอบดว้ย 
  Denaturation  (94 องศาเซลเซียส)   เป็นเวลา 1      นาที 
  Annealing  (63 องศาเซลเซียส)    เป็นเวลา 1.5   นาที 
  Extension  (72 องศาเซลเซียส)    เป็นเวลา 1.5   นาที 
  เม่ือครบ 20 รอบ ใหต้ั้งค่าต่อเน่ือง ท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และตั้งต่อเน่ืองไวท่ี้   

4 องศาเซลเซียส 
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 การตรวจสอบ amplicon (PCR product) 
 การเตรียม 1.2 % agarose gel 

  ชัง่ผงวุน้ agarose gel น ้าหนกั 1.2 กรัม ลงใน 0.5X TBE buffer น าไปเขา้เคร่ือง 
microwave เพื่อละลายผงวุน้ จากนั้นตั้งทิ้งไวใ้ห้อุ่นแลว้เทใส่แม่พิมพท่ี์วาง comb ไวแ้ลว้   
ปล่อยทิ้งใหแ้ขง็ตวั 

 ดึง comb ออก แลว้หยบิแม่พิมพท่ี์มีวุน้อยูด่า้นบนวางลงในถงัแช่ TBE buffer  โดยเท buffer ใหท้่วมแผน่ 
agarose gel 

 โหลดตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการท า PCR ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกบั tracking dye ปริมาตร 1-2 
ไมโครลิตร (ผสมลงบน petrifilm) ลงในหลุมบนแผน่ agarose gel 

 เปิดกระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ปล่อยใหดี้เอ็นเอเคล่ือนท่ีภายในแผน่ agarose gel ประมาณ 30-45 นาที 
 น าแผน่ agarose gel มายอ้มใน ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปลา้งดว้ยน ้าสะอาดเป็น

เวลา 10-20 นาที จากนั้นน าไปส่องดูแถบดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง UV transilluminator ซ่ึงยนี toxR มีขนาด 
ประมาณ 368 คู่เบสโดยเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน lambda phage X174  DNA ตดัดว้ย HaeIII ดงัรูป 
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