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บทคัดย่อ 
 

การวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อนของแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ใน
หอยแครงจากอ่าวปัตตานี โดยประยุกต์ใช้เทคนิคทางภูมิคุ้มกันซึ่งใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 
Vibrio spp. ชนิดต่างๆ และทดสอบด้วยวิธี dot blotting ตั้งแต่เดือนมกราคม-พฤษภาคม 2560 พบการ
ปนเปื้อนของแบคทีเรียสกุล Vibrio จ านวน 3 ชนิด ได้แก่ V. alginolyticus, V. parahaemolyticus 
และ V. fluvialis โดย V. parahaemolyticus ที่พบในหอยแครง เป็นเชื้อก่อโรคอาหารเป็นพิษ ซึ่งท าให้
เกิดกระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบ โดยมีปริมาณเชื้อ 7.48 x 104, 3.5 x 103 และ  6 x 103  CFU/ml 
ใ น เ ดื อ น ม ก ร า ค ม  เ ม ษ า ย น  แ ล ะ พ ฤ ษ ภ า ค ม  ต า ม ล า ดั บ  ซึ่ ง เ กิ น เ ก ณ ฑ์ ม า ต ร ฐ า น ข อ ง
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จากข้อมูลนี้จะเป็นประโยชน์ในการป้องกันการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษ
ต่อไป 

 
ค าส าคัญ: สกุลวิบริโอ, หอยแครง, อ่าวปัตตานี, โมโนโคนอลแอนติบอดี   
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Abstract 
 

This research aimed to investigate the contamination of pathogenic bacteria genus 
Vibrio in bloody cockle (Anadara granosa) at Pattani Bay by monoclonal antibody (MAbs) 
specific to Vibrio spp. were used and detected by dot blotting immunoassay during 
January to May, 2017. In samples of bloody cockle were contaminated with three species 
of genus Vibrio including V. alginolyticus, V. parahaemolyticus and V. fluvialis. Pathogenic 
bacteria V. parahaemolyticus cause food poisoning in human was yielded 7.48 x 104, 3.5 
x 103 and 6 x 103 CFU/ml. in January, April and May, respectively.  It exceeded the 
standard of the department of Medical Sciences Thailand. This data attempts to useful 
on the carefulness on epidemic of food poisoning. 

 
Keyword: genus Vibrio, blood clam, Pattani Bay, monoclonal antibodies 
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บทน า  
แบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio หรือ Vibrio spp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบที่เป็นสาเหตุหลักที่

ก่อให้เกิดโรคทางเดินอาหารของคน เช่น โรคล าไส้อักเสบ (gastroenteritis) อหิวาตกโรค (cholera) และ
เกิดการติดเชื้อในกระแสเลือด (septicemia) ซึ่งอาจมีอันตรายถึงแก่ชีวิตได้ (Angela et al. 2005) 
ส าหรับแบคทีเรีย Vibrio ที่เป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิดโรคทางเดินอาหาร ได้แก่ V. cholera เป็นสาเหตุ
ของอหิวาตกโรคหรือโรคอุจจาระร่วงอย่างแรง V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุหลักท าให้เกิดโรคล าไส้
อักเสบหรือโรคอาหารเป็นพิษ ซึ่งเกิดจากการบริโภคอาหารทะเล และ V. vulnificus ท าให้เกิดการติดเชื้อ
บริเวณบาดแผลซึ่งเกิดจากการสัมผัสกับเชื้อในอาหารทะเล หรือก่อให้เกิดโรคล าไส้อักเสบในคนที่กิน
อาหารทะเลที่ปนเปื้อนเชื้อนี้  ในคนที่มีภูมิต้านทานต่ าโดยเฉพาะป่วยเป็นโรคตับ มักจะมีการติดเชื้อใน
กระแสเลือดร่วมด้วย ท าให้มีอาการรุนแรงและอาจถึงกับเสียชีวิต เป็นต้น (วีรานุช หลาง. 2552, Ang et 
al. 2010 Daniels et al. 2000, Michael et al. 2007) โดยเป็นเชื้อสามารถพบการปนเปื้อนในอาหาร
ทะเลชนิดต่างๆ เช่น ในหอยแครง หอยนางรม หอยแมลงภู่ และกุ้งทะเล เป็นต้น ในประเทศไทยมีรายงาน
การระบาดของอหิวาตกโรค ในช่วงวันที่ 16 พฤศจิกายน ถึง 10 ตุลาคม พ.ศ.2550 พบผู้ป่วยในพ้ืนที่
ระบาดใหม่ 29 จังหวัด โดยเชื้อที่พบเป็น V. cholerae El Tor Ogawa ทั้งหมด ยกเว้นจังหวัดล าปางพบ
การระบาดของเชื้อ V. cholere El Tor Inaba โดยการระบาดดังกล่าวเกิดขึ้นในพ้ืนที่ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ 12 จังหวัด ซึ่งมีพ้ืนที่ติดต่อกัน และเริ่มต้นการระบาดในเวลาใกล้เคียงกัน เมื่อศึกษา
หาแหล่งโรค พบว่าการรับประทานหอยแครงเป็นปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
นอกจากนี้ยังมีรายงานจากองค์การอนามัยโลกประจ าประเทศลาว ว่ามีผู้ป่วยอหิวาตกโรคในช่วงเวลา
ดังกล่าว ซึ่งการสอบสวนโรคพบว่าอาหารที่สงสัยที่ท าให้เกิดโรคเป็นหอยแครงลวกซึ่งเป็นหอยแครงที่
น าเข้ามาจากประเทศไทย (วราลักษณ ์ตังคณะกุล. 2008)  

ดังนั้นการตรวจสอบความปลอดภัยจากแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานี
จึงมีความส าคัญมาก เนื่องจากหอยแครงเป็นอาหารทะเลที่ได้รับความนิยมในการบริโภคเช่นเดียวกับ
อาหารทะเลชนิดอ่ืนๆ รวมทั้งหอยแครงเป็นสัตว์น้ าที่กรองกินอาหาร ท าให้มีโอกาสที่จะมีการสะสมของ 
Vibrio spp. ที่มีการแพร่กระจายอยู่ทั่วไปในน้ ากร่อยและน้ าทะเล ซึ่งน้ าในอ่าวปัตตานีมีลักษณะเป็นน้ า
กร่อย และแม่น ้าปัตตานีและแม่น ้ายะหริ่งพัดพาตะกอนมาทับถมภายในอ่าว ท าให้มีลักษณะเป็นหาดเลนที่
มีความอุดมสมบูรณ์ของธาตุอาหาร (ฮัสสัน ดูมาลี. 2555 และ กันทิมา เหาะเจริญ และคณะ. 2540) ท าให้
มีแนวโน้มสูงที่จะพบการปนเปื้อนของ Vibrio spp. ในหอยแครง ในการศึกษานี้จะท าให้ทราบผลจากการ
ตรวจสอบการปนเปื้อนแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีโดยการประยุกต์ใช้
เทคนิคทางภูมิคุ้มกันโดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Vibrio spp. ชนิดต่างๆ นี้จะเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานทางด้านสุขอนามัย รวมทั้งเป็นแนวทางป้องกันและเฝ้าระวังการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร
ส าหรับผู้ที่นิยมรับประทานอาหารทะเลต่อไป 

 
วัตถุประสงค์การวิจัย  

1. เพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อนของแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานี  
2. เพ่ือประยุกต์ใช้เทคนิคทางภูมิคุ้มกันในการตรวจหาแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในหอยแครง

จากอ่าวปัตตานี โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ Vibrio spp. ชนิดต่างๆ 
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เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
 ลักษณะท่ัวไปของแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio 
  แบคทีเรียสกุล Vibrio เป็นแบคทีเรียแกรมลบ จัดอยู่ในวงศ์ Vibrionaceae มีรูปร่างเป็นท่อน
โค้ง ไม่สร้างสปอร ์เคลื่อนที่ได้โดยใช้ polar flagellum เป็นแบคทีเรียชนิด facultative anaerobe พบได้
ทั้งในน้ าจืดและน้ าเค็ม (Oliver & Japer. 1997, Elliot et al. 1998) ซึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้คัดเลือก
แบคทีเรียสกุล Vibrio คือ thiosulphate citrate bile-salt sucrose (TCBS) agar ซึ่งสามารถแยกเชื้อ
ตามคุณสมบัติการหมักน้ าตาลซูโครสได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่สามารถหมักน้ าตาลซูโครส โคโลนีจะมีสี
เหลือง ได้แก่ V. cincinnatiensis, V. cholera, V. alginolyticus, V. fluvialis, V. furnissii, V. 
metschnikovii และ V. carchariae ส่วนกลุ่มที่ไม่สามารถหมักน้ าตาลซูโครส โคโลนีจะมีสีเขียว ได้แก่ V. 
paraheamolyticus, V. mimicus, V. damsela  และ V. vulnificus (ควรศิริ ศีลภิญโญ และคณะ. 
2548) ส าหรับเชื้อที่มีความส าคัญทางการแพทย์โดยเป็นสาเหตุหลักที่ก่อให้เกิดโรคในทางเดินอาหารของ
คน คือ V. cholera, V. parahaemolyticus, V. vulnificus เป็นต้น (นงลักษณ์ และปรีชา สุวรรณพินิจ. 
2547) โดยก่อให้เกิดโรคล าไส้อักเสบ (gastroenteritis) อหิวาตกโรค (cholera) และเกิดการติดเชื้อใน
กระแสเลือด (septicemia) ซึ่งอาจมีอันตรายถึงแกช่ีวิตได้ (Angela et al. 2005)  
 การศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในอาหารทะเล 
  จากรายงานการระบาดของอหิวาตกโรคและโรคอาหารเป็นพิษในประเทศไทยทุกปี  ท าให้มี
ศึกษาเก่ียวกับแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio เป็นจ านวนมาก เช่น การศึกษาความชุกของ V. cholera และ 
V. parahaemolyticus ในตัวอย่างหอยแครงที่ส่งออกสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว และที่
จ าหน่ายในจังหวัดหนองคาย อุดรธานี และขอนแก่น ซึ่งตรวจวิเคราะห์หาเชื้อด้วยวิธี  duplex PCR 
เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อมาตรฐาน พบ V. parahaemolyticus ในทุกตัวอย่าง โดยมีความชุกของ V. 
parahaemolyticus สูงกว่า V. cholerae คิดเป็นร้อยละ 86.3 เมื่อตรวจโดยวิธี duplex PCR และร้อย
ละ 65.2 เมื่อตรวจโดยวิธีเพาะเชื้อ (วราลักษณ์ ตังคณะกุล และคณะ. 2553) แต่ในตัวอย่างกุ้งขาวสด 
(Litopenaeus vannamei) จากตลาดในเขตธนบุรี ได้แก่ ตลาดพรานนก ตลาดบางแค และตลาดวงเวียน
ใหญ่ เมื่อตรวจสอบการปนเปื้อนของ V. cholerae และ V. parahaemolyticus ด้วยวิธีเพาะเลี้ยงบน
อาหารคัดเลือกและทดสอบสมบัติทางชีวเคมี และเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานด้านจุลชีววิทยาของกุ้งสด
ปรากฏว่าไม่พบการปนเปื้อนของ V. cholerae และ V. parahaemolyticus ในตัวอย่างจากตลาดทั้ง 3 
แห่ง (อรุณ ชาญชัยเชาว์วิวัฒน์ และจิณห์วิภา แก้วท่าไม้. 2555) นอกจากนี้ได้มีการประเมินการปนเปื้อน
ของ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเลสด ได้แก่ กุ้ง (Penaeus merguiensis) ปลา (Lates 
calcarifer) ปลาหมึก (Loligo formosana) หอยนางรม (Saccostrea cucullata) และหอยแมลงภู่ 
(Perna viridis) ทีจ่ าหน่ายในตลาดในกรุงเทพ โดยอาศัยวิธี Most Probable Number พบว่าปริมาณเชื้อ
อยู่ในช่วง 24 ถึงมากกว่า 11,000 MPN ต่อกรัม โดยพบการปนเปื้อนในปลา หอยนางรม และหอยแมลงภู่
มากที่สุด คือ พบชนิดละ 9 ตัวอย่างจากตัวอย่างทั้งหมด 10 ตัวอย่าง (ร้อยละ 90) รองลงมาคือปลาหมึก
พบ 8 ตัวอย่างจากตัวอย่างทั้งหมด 10 ตัวอย่าง (ร้อยละ 80) และกุ้งพบน้อยที่สุดคือ 5 ตัวอย่างจาก
ตัวอย่างทั้งหมด 10 ตัวอย่าง (ร้อยละ 50) (สุรีย์ นานาสมบัติ และคณะ. 2556)  

กาประยุกต์ใช้เทคนิคทางภูมิคุ้มกันในการตรวจหาแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในหอยแครง
จากอ่าวปัตตานี โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Vibrio spp. ชนิดต่างๆ 
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 เทคนิคทางภูมิคุ้มกันเป็นอีกเทคนิคหนึ่งที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์และ
วินิจฉัยโรคติดเชื้อจากแบคทีเรีย ได้ (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548) โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
(monoclonal antibodies; MAb) ซึ่งโมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีที่สร้างมาจากกลุ่มเซลล์
พลาสมา ซึ่งมีต้นก าเนิดมาจากบี-เซลล์เพียงเซลล์เดียว จึงท าให้ทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหล่านี้มี
คุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ทั้งในด้านความจ าเพาะต่ออิพิโทปของแอนติเจน และในด้านชนิดของสาย
สั้น (light chain) และสายยาว (heavy chain) ของอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) ซึ่งเป็น
ตัวก าหนดคุณสมบัติทางชีวภาพของแอนติบอดีชนิดนั้น ดังนั้นการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สร้างจาก 1 
โคลนของบี-เซลล์ที่มีความจ าเพาะต่ออิพิโทปเดียว (ไพศาล สิทธิกรกุล. 2548) ตัวอย่างการประยุกต์ใช้โม
โนโคลนอลแอนติบอดใีนการตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียสกุล Vibrio เช่น การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จ าเพาะต่อ V. parahaemolyticus สามารถน ามาใช้จ าแนกเชื้อ V. parahaemolyticus จากอาหาร
ทะเลสดที่ประกอบด้วย กุ้ง หอยแมลงภู่ หอยแครง และหอยนางรมได้ เมื่อทดสอบด้วยวิธี dot blotting 
และมีความไวในการตรวจเชื้อ V. parahaemolyticus บริสุทธิ์อยู่ในช่วง 108-107 CFU ต่อมิลลิลิตร 
(Prompamorn et al. 2013) การใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ V. cholerae ในการจ าแนกซี
โรกรุ๊ปของเชื้อโดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ Vibrio spp. อ่ืนๆ เมื่อทดสอบด้วยวิธี dot blotting และโมโน
โคลนอลแอนติบอดีสามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบอาหารและในสัตว์ติดเชื้อได้  โดยไม่ต้องทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมี (Pengsuk et al. 2011) 
 
วิธีด าเนินการวิจัย  
  เก็บตัวอย่างหอยแครงจากอ่าวปัตตานี อ าเภอเมือง จังหวัดปัตตานี ตั้งแต่เดือน มกราคม - 
พฤษภาคม 2560 จากนั้นท าการตรวจสอบการปนเปื้อนแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ด้วยวิธี dot 
blotting โดยวิธีการดัดแปลงจาก Prompamorn et al. (2013) ดังนี้ น าตัวอย่างหอยแครงบด 25 กรัม 
ท าการเจือจางแบบ tenfold serial dilution ในอาหารเลี้ยงเชื้อ alkaline peptone water (APW) ที่
เติมเกลือ Nacl ความเข้มข้น 2 เปอเซ็นต์ จากนั้นเลี้ยงบนอาหารคัดเลือก Thiosulfate citrate bile salt 
sucrose agar (TCBS) แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการนับโคโลนีที่
เจริญบนอาหารคัดเลือก TCBS และคัดเลือกโคโลนีสีเหลืองและสีเขียว จ านวน 10 - 15 โคโลนี จากนั้นน า
แต่ละโคโลนีมาเจือจางในสารละลาย 0.15 M phosphate buffered saline (PBS) แล้วต้มในน้ าอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วหยดลงบนแผ่นกระดาษไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 1 ไมโครลิตร
ต่อจุด อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าไปแช่ในสารละลาย 5% blotto (นมพร่อง
มันเนย 5% ที่ละลายในสารละลาย PBS) เป็นเวลา 30 นาที น าแผ่นกระดาษไนโตรเซลลูโลสไปบ่มกับ
แอนติบอดีตัวที่หนึ่ง คือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อแบคทีเรียแต่ละชนิด (ตารางที่ 1) 
เป็นเวลา 5 ชั่วโมง ล้างด้วยสารละลาย PBS จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาท ีน าไปบ่มต่อในแอนติบอดีตัวที่สอง 
คือ goat anti-mouse IgG heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate (GAM-HRP) ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และล้างด้วยสารละลาย PBS จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที น า
แผ่นกระดาษไนโตรเซลลู โลสไปท าปฏิกิ ริ ยา ในสารละลายซับสเตรตที่ประกอบด้วย  0.03% 
Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), 0.006% hydrogen peroxide (H2O2) และ 0.05% cobalt 
chloride (CoCl2) ในสารละลาย PBS ซึ่งจะปรากฏจุดสีด า (immunoreactivity) บนแผ่นกระดาษไนโตร
เซลลูโลส แล้วน ามาเปรียบเทียบเพื่อวิเคราะห์ผล 
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ตารางที่ 1 ความจ าเพาะและความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Vibrio ชนิดต่างๆ ซึ่ง

ทดสอบด้วยวิธี dot blotting 

ล าดับท่ี ชนิดของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอด ีทดสอบ

ด้วยวิธี dot blotting 
(CFU ml-1) 

ความจ าเพาะต่อชนิดของแบคทีเรีย 

  1 VA-165  106  V. alginolyticus  
V. vulnificus 

2 VC-63 107 V. cholerae 
3 VH-29-6D 107 V. harveyi 
4 VF-7A11 107 V. fluvialis 
5 VV20D1 107 V. vulnificus 
6 VP-618 107 V. parahaemolyticus 

7 VVB-100 107 Vibrio spp. 
 

ผลการวิจัย  
 ผลจากการตรวจสอบการปนเปื้อนแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีโดย
ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ Vibrio ชนิดต่างๆ และน ามาทดสอบด้วยวิธี dot blotting 
ตั้งแต่เดือนมกราคม-พฤษภาคม 2560 พบว่าในเดือนมกราคม จากจ านวน 15 โคโลนี ที่ท าการคัดเลือก
จากอาหารคัดเลือก TCBS มีการเกิด immunoreactivity กับ V. alginolyticus จ านวน 2 โคโลนี (มี
ปริมาณเชื้อ 1.36 x 104 CFU/ml) และ V. parahaemolyticus จ านวน 11 โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 7.48 
x 104 CFU/ml) ซึ่งเกิดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี VA-165 และ VP-168 สามารถจับกับ V. 
alginolyticus และ V. parahaemolyticus ตามล าดับ ได้อย่างชัดเจน (ภาพที่ 1A และ F และตารางที่ 
2)  
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ภาพที่ 1 ผลจากการตรวจสอบการปนเปื้อนของ Vibrio spp. ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีในเดือน

มกราคม 2560 โดยท าการทดสอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Vibrio spp. ชนิด
ต่างๆ ดังนี้ (A) VA-165 (B) VC-63 (C) VH-29-6D (D) VF-7A11 (E) VV-20D1 (F) VP-618 
และ (VVB-100) ซึ่งช่องที่ 1–15 คือ 15 โคโลนีของ Vibrio spp. บนอาหารคัดเลือก TCBS ที่
ผ่านการต้มด้วยความร้อน ส่วนช่องที่ 16–21 คือ vibrio ที่ทราบชนิดแล้ว ได้แก่ VA = V. 
alginolyticus, VC = V. cholera, VH = V. harveyi, VF = V. fluvialis, VV = V. vulnificus, 
VP = V. parahaemolyticus และช่องที ่22–25 คือ negative control 

 
 ในเดือนกุมภาพันธ์ จากจ านวน 15 โคโลนี ที่ท าการคัดเลือกจากอาหารคัดเลือก TCBS มีการเกิด 
immunoreactivity กับ V. alginolyticus จ านวน 12 โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 2.4 x 104 CFU/ml) และ 
Vibrio spp.จ านวน 3 โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 6 x 103 CFU/ml) ซึ่งเกิดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี VA-
165 และ VVB-100 สามารถจับกับ V. alginolyticus และ Vibrio spp ตามล าดับ ได้อย่างชัดเจน (ภาพที่ 
2A และ G และตารางที ่2) 



                                                                                                                                               
1857 

 

การประชมุวิชาการระดับชาติครั้งที่ 6  

“สร้างสรรค์งานวิจัยเพื่อขบัเคลื่อนประเทศสู่ความมั่นคงมั่งคั่ง และยัง่ยืน ในยุค Thailand 4.0” 

 
 
ภาพที่ 2 ผลจากการตรวจสอบการปนเปื้อนของ Vibrio spp. ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีในเดือน

กุมภาพันธ์ 2560 โดยท าการทดสอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Vibrio spp. 
ชนิดต่างๆ ดังนี้ (A) VA-165 (B) VC-63 (C) VH-29-6D (D) VF-7A11 (E) VV-20D1 (F) VP-618 
และ (VVB-100) ซึ่งช่องที่ 1–15 คือ 15 โคโลนีของ Vibrio spp. บนอาหารคัดเลือก TCBS ที่
ผ่านการต้มด้วยความร้อน ส่วนช่องที่ 16–23 คือ vibrio ที่ทราบชนิดแล้ว ได้แก่ VA = V. 
alginolyticus, VC = V. cholera, VH = V. harveyi, VF = V. fluvialis, VV = V. vulnificus, 
VP = V. parahaemolyticus ช่องที ่24–25 คือ negative control และ * คือ Vibrio spp. 

 
 ในเดือนมีนาคม จากจ านวน 10 โคโลนี ที่ท าการคัดเลือกจากอาหารคัดเลือก TCBS มีการเกิด 
immunoreactivity กับ Vibrio spp.ทั้งหมด (มีปริมาณเชื้อ 3.5 x 104 CFU/ml) ซึ่งเกิดจากโมโน
โคลนอลแอนติบอดี VVB-100 สามารถจับกับ Vibrio spp ได้อย่างชัดเจน (ภาพที่ 3G และตารางที่ 2) 
ส่วนในเดือนเมษายน จากจ านวน 10 โคโลนี ที่ท าการคัดเลือกจากอาหารคัดเลือก TCBS มีการเกิด 
immunoreactivity กับ V. alginolyticus จ านวน 4 โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 1.4 x 104 CFU/ml) V. 
parahaemolyticus จ านวน 1 โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 3.5 x 103 CFU/ml) และ Vibrio spp. จ านวน 2 
โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 7 x 103 CFU/ml) ซึ่งเกิดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี VA-165, VP-168 และ 
VVB-100 สามารถจับกับ V. alginolyticus, V. parahaemolyticus และ Vibrio spp ตามล าดับ ได้
อย่างชัดเจน (ภาพที ่4A, F และ G และตารางที ่2) 
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ภาพที ่3 ผลจากการตรวจสอบการปนเปื้อนของ Vibrio spp. ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีในเดือนมีนาคม 

2560 โดยท าการทดสอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Vibrio spp. ชนิดต่างๆ ดังนี้ 
(A) VA-165 (B) VC-63 (C) VH-29-6D (D) VF-7A11 (E) VV-20D1 (F) VP-618 และ (VVB-
100) ซึ่งช่องที่ 1–10 คือ 10 โคโลนีของ Vibrio spp. บนอาหารคัดเลือก TCBS ที่ผ่านการต้ม
ด้วยความร้อน ส่วนช่องที่ 16–21 คือ vibrio ที่ทราบชนิดแล้ว ได้แก่ VA = V. alginolyticus, 
VC = V. cholera, VH = V. harveyi, VF = V. fluvialis, VV = V. vulnificus, VP = V. 
parahaemolyticus ช่องที ่22–25 คือ negative control และ * คือ Vibrio spp. 

 
ส่วนในเดือนพฤษภาคม จากจ านวน 15 โคโลนี ที่ท าการคัดเลือกจากอาหารคัดเลือก TCBS มีการ

เกิด immunoreactivity กับ V. alginolyticus จ านวน 1 โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 2 x 103 CFU/ml) V. 
fluvialis จ านวน 1 โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 2 x 103 CFU/ml) V. parahaemolyticus จ านวน 3 โคโลนี 
(มีปริมาณเชื้อ 6 x 103 CFU/ml) และ Vibrio spp. จ านวน 10 โคโลนี (มีปริมาณเชื้อ 2 x 104 CFU/ml) 
ซ่ึงเกิดจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี VA-165, VF-7A11, VP-168 และ VVB-100 สามารถจับกับ V. 
alginolyticus, V. fluvialis, V. parahaemolyticus และ Vibrio spp ตามล าดับ ไดอ้ย่างชัดเจน (ภาพที่ 
5A, D, F และ G และตารางที่ 2) 
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ภาพที่ 4 ผลจากการตรวจสอบการปนเปื้อนของ Vibrio spp. ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีในเดือน

เมษายน 2560 โดยท าการทดสอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Vibrio spp. ชนิด
ต่างๆ ดังนี้ (A) VA-165 (B) VC-63 (C) VH-29-6D (D) VF-7A11 (E) VV-20D1 (F) VP-618 
และ (VVB-100) ซึ่งช่องที่ 1–10 คือ 10 โคโลนีของ Vibrio spp. บนอาหารคัดเลือก TCBS ที่
ผ่านการต้มด้วยความร้อน ส่วนช่องที่ 16–21 คือ vibrio ที่ทราบชนิดแล้ว ได้แก่ VA = V. 
alginolyticus, VC = V. cholera, VH = V. harveyi, VF = V. fluvialis, VV = V. vulnificus, 
VP = V. parahaemolyticus และช่องที่ 22–25 คือ negative control และ * คือ Vibrio 
spp. 
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ภาพที่ 5 ผลจากการตรวจสอบการปนเปื้อนของ Vibrio spp. ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีในเดือน

พฤษภาคม 2560 โดยท าการทดสอบด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Vibrio spp. 
ชนิดต่างๆ ดังนี้ (A) VA-165 (B) VC-63 (C) VH-29-6D (D) VF-7A11 (E) VV-20D1 (F) VP-618 
และ (VVB-100) ซึ่งช่องที่ 1–15 คือ 15 โคโลนีของ Vibrio spp. บนอาหารคัดเลือก TCBS ที่
ผ่านการต้มด้วยความร้อน ส่วนช่องที่ 16–21 คือ vibrio ที่ทราบชนิดแล้ว ได้แก่ VA = V. 
alginolyticus, VC = V. cholera, VH = V. harveyi, VF = V. fluvialis, VV = V. vulnificus, 
VP = V. parahaemolyticus และช่องที่ 22–25 คือ negative control และ * คือ Vibrio 
spp. 

 
ตารางที่ 2 การตรวจสอบการปนเปื้อนแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีด้วยวิธี 

dot blotting ตั้งแต่เดือนมกราคม-พฤษภาคม 2560 

เดือน ชนิดของ Vibrio 
ปรมิาณเชื้อท่ีพบ 
(CFU/ml) 

             มกราคม V. alginolyticus  
V. parahaemolyticus  

1.36 x 104   
7.48 x 104  

กุมภาพันธ์ V. alginolyticus  
Vibrio spp. 

2.4 x 104   
6 x 103   

มีนาคม Vibrio spp. 3.5 x 104   
เมษายน V. alginolyticus  

V. parahaemolyticus 
1.4 x 104   
3.5 x 103   
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เดือน ชนิดของ Vibrio 
ปรมิาณเชื้อท่ีพบ 
(CFU/ml) 

Vibrio spp. 7 x 103   
พฤษภาคม V. alginolyticus  

V. fluvialis  
V. parahaemolyticus  
Vibrio spp. 

2 x 103   
2 x 103   
6 x 103   
2 x 104   

 
อภิปรายผลการวิจัย  

จากการตรวจสอบการปนเปื้อนของแบคทีเรียก่อโรคสกุล Vibrio ในหอยแครงจากอ่าวปัตตานีโดย
ใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ Vibrio ชนิดต่างๆ และน ามาทดสอบด้วยวิธี dot blotting 
พบการปนเปื้อนของ V. alginolyticus ซึ่งรายงานในประเทศไทย V. alginolyticus ท าให้กุ้งขาวแวนนา
ไมมีอาการของโรคขี้ขาวโดยก่อโรคร่วมกับ V. fluvialis, V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. 
mimicus และ V. cholera (nonO1) ในพ้ืนที่จังหวัดเพชรบุรี โดยพบเซลล์ตับฝ่อและเกิดการอักเสบในตับ
ของกุ้ง พบการสะสมของเม็ดเลือดล้อมรอบบริเวณเซลล์ที่มีการติดเชื้อแบคทีเรีย (แก้วตา ลิ้มเฮง. 2558) 
และมีรายงานการปนเปื้อนของ V. alginolyticus ในหอยนางรมเช่นกัน (สุดสายชล หอมทอง และธดา
ภรณ วงศพุฒ. 2549) 

นอกจากนี้พบการปนเปื้อนของ V. parahaemolyticus ในหอยแครง โดยมีปริมาณเชื้อ 7.48 x 
104, 3.5 x 103 และ  6 x 103  ตามล าดับ ซึ่ง V. parahaemolyticus เป็นสาเหตุที่ก่อให้เกิดโรคอาหาร
เป็นพิษ ซึ่งท าให้เกิดกระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบ โดยมีอาการท้องร่วง ปวดศีรษะ อาเจียน ปวดมวน
ท้อง และมีไข้ต่ า เกิดจากการบริโภคอาหารทะเลแบบสุกๆ ดิบๆ ที่มีการปนเปื้อนเชื้อชนิดนี้ สามารถแยกได้
จากอาหารทะเลหลายชนิด เช่น หอยนางรม หอยแมลงภู่ และปลาต่างๆ เป็นต้น (Twedt. 1989, 
Vuddhakul et al., 2000, Su & Liu. 2000, Baffone et al., 2006) ตามมาตรฐานของ
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุขของประเทศไทย (2553) ได้ก าหนดเกณฑ์คุณภาพทางจุล
ชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ฉบับที่ 2 ดังนี้ 1) อาหารดิบ ประเภทอาหารพร้อมปรุงและ
ประเภทอาหารแช่เย็นและแช่แข็ง 2) อาหารพร้อมบริโภคประเภทอาหารทะเลและประเภทอาหารปรุงสุก
ทั่วไป ต้องไม่พบ V. parahaemolyticus ในตัวอย่างอาหาร 25 กรัม ดังนั้นหอยแครงสดจากอ่าวปัตตานีมี
การปนเปื้อน V. parahaemolyticus เกินค่าก าหนด จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าหอยแครงเป็น
แหล่งสะสมเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในสกุล Vibrio ควรระมัดระวังในการบริโภคหอยแครงเพ่ือความปลอดภัย
และป้องกันการเกิดโรคอาหารเป็นพิษต่อไป 

ในการศึกษานี้ได้ประยุกต์ใช้เทคนิคทางภูมิคุ้มกันโดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ 
Vibrio spp. ชนิดต่างๆ เนื่องจากเป็นวิธีการที่ง่าย สะดวก ค่าใช้จ่ายน้อย และสามารถระบุชนิดของเชื้อได้
ชัดเจน ท าให้เป็นวิธีการหนึ่งที่เหมาะสมที่จะใช้ในการตรวจหาการปนเปื้อน Vibrio spp. ในหอยแครง เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนๆ เช่น การเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นอาหารคัดเลือก TCBS จากนั้นทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมี (biochemical method) เป็นวิธีการแบบดั้งเดิม ต้องอาศัยระยะเวลานานในการ
ทราบผล และต้องใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นจ านวนมากในการทดสอบ และวิธีการทางชีวโมเลกุล เช่น วิธี 
polymerase chain reaction (PCR) โดยการตรวจหายีนที่เป็นปัจจัยก่อความรุนแรงของ Vibrio spp. 
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เป็นต้น (Bilung et al., 2005, Kanjanasopa et al., 2011) วิธีการนี้เป็นวิธีที่รวดเร็วแต่ต้องอาศัย
เครื่องมือที่มีราคาแพงและผู้เชี่ยวชาญเฉพาะด้าน  

 
กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนการวิจัยจากทุนอุดหนุนวิจัยจากงบประมาณแผ่นดิน ประจ าปี
งบประมาณ 2560 จากมหาวิทยาลัยราชภัฏยะลา และได้รับการอนุเคราะห์โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จ าเพาะต่อ Vibrio spp. ชนิดต่างๆ จากรองศาสตราจารย์ ดร.ศิวาพร  ลงยันต์ สาขาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร กรุงเทพฯ 
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