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บทคัดยอ
วิบริโอ พาราฮีโมไลติคัสหรือ Vibrio parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียก่อโรคที่พบในอาหารทะเล สามารถก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ

(food poisoning) ในมนุษย์ และเนื่องจากอาหารทะเลเป็นอาหารที่ได้รับความนิยม แต่มีการบริโภคที่ไม่ถูกสุขลักษณะท�าให้มี

รายงานอุบัติการณ์ของโรคอาหารเป็นพิษทุกปี ดังนั้นในงานวิจัยนี้ท�าการตรวจสอบการปนเปื้อน V. parahaemolyticus ในหอย

แครง (Anadaragranosa) ในอ่าวปัตตานี ตั้งแต่เดือนพฤษภาคมถึงสิงหาคม 2559 โดยใช้โมโนโคลนอลแอนตีบอดีท่ีมีความ

จ�าเพาะต่อ V. parahaemolyticus และโมโนโคลนอลแอนตีบอดีที่มีความจ�าเพาะต่อ Vibrio spp. ชนิดต่างๆ และทดสอบด้วยวิธี 

dot blotting พบการปนเป้ือน V. parahaemolyticus ในหอยแครง มปีรมิาณเชือ้ 4x103CFU ml-1 ซึง่เกนิเกณฑ์มาตรฐานของกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ นอกจากนี้พบการปนเปื้อน V. vulnificus  ซึ่งเป็นเชื้อก่อให้เกิดการติดเชื้อในกระแสเลือด หรือพบการ

ติดเชื้อที่บาดแผลจากข้อมูลนี้เป็นการเฝ้าระวังการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษได้

คําสําคัญ : วิบริโอ พาราฮีโมไลติคัส โรคอาหารเป็นพิษ หอยแครง โมโนโคลนอลแอนติบอดี

Abstract
Vibrio parahaemolyticus is a seafood-borne pathogenic bacteria that can cause food poisoning in humans. There is a 

huge number of current reports concerning an epidemic of food poisoning from seafood consumption. This study aimed 

to investigate the contamination of V. parahaemolyticus in cockle (Anadaragranosa) at Pattani Bay during May to 

August, 2016. A monoclonal antibody (MAbs) specific to V. parahaemolyticus and MAbs specific to Vibrio spp. were 

used and detected by dot blotting. The dot blotting indicated that V. parahaemolyticus was found in cockle. It had a 

yield of 4x103 CFU ml-1 and it exceeded the standard of the Department of Medical Sciences, Thailand. Moreover, the 

result revealed contamination by pathogenic V. vulificus which causes septicemia and wound infection. Finally, this 

study attempts to highlight the need for carefulness and attention to the epidemic of food poisoning.

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, food poisoning, cockle, monoclonal antibody

บทนํา
แบคทีเรียก่อโรค วบิรโิอพาราฮโีมไลตคิสั (Vibrioparahaemolyticus) 

เป็นแบคทีเรียแกรมลบในสกุล Vibrio มีรูปร่างท่อน สามารถ

พบการกระจายในทะเล มโีพลาร์แฟลกเจลล่าส�าหรับใช้ในการ

เคลื่อนที่ ซึ่ง V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียก่อโรคใน

มนษุย์ สามารถก่อให้เกดิโรคอาหารเป็นพษิ (food poisoning) 

ซึง่ท�าให้เกดิกระเพาะอาหารและล�าไส้อกัเสบ (gastroenteritis) 

เป็นโรคที่เกิดจากการรับประทานอาหารทะเล โดยมีรายงาน

การระบาดในอเมริกา ยุโรป เอเซีย และแอฟริกา เกิดจากการ

บรโิภคอาหารทะเล เช่น ปลาคอดปลาซาร์ดีน ปลาแมคเคอเรล 

หอย ปลาหมึกยักษ์ กุ้ง ปู กุ้งลอบสเตอร์ และหอยนางรม 

เป็นต้น โดยเฉพาะการบรโิภคหอยสกุๆ ดบิๆ ทีมี่การปนเป้ือน 
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V. parahaemolyticus ก่อให้เกิดกระเพาะอาหารและล�าไส้

อกัเสบแบบเฉียบพลัน โดยมีอาการท้องร่วง ปวดศรีษะ อาเจยีน  

ปวดมวนท้อง และมีไข้ต�่า1-5 ท้ังน้ีในประเทศไทยการบริโภค

อาหารทะเลเป็นทีน่ยิมอย่างมาก ท�าให้มรีายงานการอบัุตกิารณ์ 

ของโรคอาหารเป็นพษิอย่างต่อเนือ่ง ในปี 2558 มรีายงานการ

ระบาดของโรคอาหารเป็นพษิในเดอืนมกราคมและกมุภาพนัธ์ 

รวมทั้งสิ้น 19,612 ราย จากทุกจังหวัดทั่วประเทศ อัตราป่วย 

30.4 ต่อประชากรแสนคน โดยอาหารท่ีเสี่ยงท�าให้เกิดโรค 

ได้แก่ ย�ากุ้งเต้น ข้าวผัดโรยเนื้อปู ย�าหอยแครง เป็นต้น6

 ในการตรวจวิเคราะห์หา V. parahaemolyticus 

สามารถตรวจสอบได้หลายวิธีการ เช่น วิธีการดั้งเดิมโดยการ

เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเชื้อที่เป็นอาหารคัดเลือก Thiosul-

fate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBS) จากนัน้ทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี (biochemical method) แต่ต้องอาศัย

ระยะเวลานานในการทราบผล และต้องใช้อาหารเลีย้งเช้ือเป็น

จ�านวนมากในการทดสอบ ดังนั้นมีการพัฒนาวิธีการทางชีว

โมเลกุล เช่น วิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยการ

ตรวจหายีน tox R, tdh หรือ trh ซึ่งยีนดังกล่าวเป็นปัจจัยก่อ

ความรุนแรงของ V. parahaemolyticus เป็นต้น7-8  วิธีการนี้

เป็นวิธีที่รวดเร็วแต่ต้องอาศัยเครื่องมือท่ีมีราคาแพงและ 

ผู้เชี่ยวชาญเฉพาะด้านนอกจากนี้มีการตรวจวิเคราะห์โดย

อาศัยวิธีการทางภูมิคุ้มกัน ซ่ึงใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี

(monoclonal antibody) ทีม่คีวามจ�าเพาะต่อ V. parahaemo-

lyticus วิธีการนี้ให้ผลได้จ�าเพาะ แม่นย�าและใช้เวลาน้อยกว่า

วธีิการดัง้เดมิ ตวัอย่างเช่น การแยก V. cholerae ทีเ่ป็นสาเหตุ

ก่อให้เกิดโรคท้องร่วงอย่างรุนแรงหรืออหิวาตกโรคจากตัวอย่างกุ้ง  

และสามารถระบุซีโรไทป์ (serotypes) ของเช้ือV. cholerae 

ชนิด O1, O139, O141 และ non-O1, non-O139, non-O141 

จากอาหารและสตัว์ทีต่ดิเชือ้ได้ โดยการใช้โมโนโคลนอลแอนตบิอดี 

ที่มีความจ�าเพาะต่อ V. cholerae และอาศัยวิธี dot blotting 

ซึ่งไม่ต้องอาศัยการยืนยันจากการทดสอบคุณสมบัติทาง

ชีวเคมี9-10 นอกจากนีโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจ�าเพาะ

ต่อ V. parahaemolyticus สามารถแยก V. parahaemolyticus 

จาก Vibrio spp. ในตัวอย่างอาหารทะเลสดท่ีมีจ�าหน่ายใน

ตลาดสด เช่น กุ้ง หอยแมลงภู่ หอยแครง และหอยนางรม ได้ 

โดยอาศยัวธิ ีdot blotting11 ดงันัน้ในงานวจิยันีใ้ช้โมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่มีความจ�าเพาะต่อ V. parahaemolyticus ในการ

ตรวจหาการปนเป้ือน V. parahaemolyticus ในหอยแครงจาก

อ่าวปัตตานี อ�าเภอเมือง จังหวัดปัตตานี ซ่ึงเป็นแหล่งที่มี

ประชากรหอยแครงตามธรรมชาติโดยอาศัยวิธี dot blotting

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการศึกษา
 เก็บตัวอย่างหอยแครงจากแหล่งธรรมชาติในอ่าว

ปัตตาน ีบริเวณอ�าเภอเมอืง จงัหวดัปัตตานี ท�าการเกบ็ตัวอย่าง 

ทุกเดือน ต้ังแต่เดือนพฤษภาคม-สิงหาคม 2559 จากนั้น

ท�าการตรวจสอบการปนเปื้อน V. parahaemolyticus ด้วยวิธี 

dot blotting โดยวิธีการดัดแปลงจาก Prompamornet al. 

(2013)11 ดังนี้ บดตัวอย่างหอยแครงสด 25 กรัม จากนั้นน�า

ตัวอย่างหอยแครงบด 1 กรัม เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อ alkaline 

peptone water (APW) ที่เติม Nacl ความเข้มข้น 2 เปอเซ็นต์ 

ปริมาตร 9 มลิลิลติร ท�าการเจอืจางแบบ tenfold serial dilution 

จากนัน้เล้ียงบนอาหารคดัเลอืก TCBS แล้วน�าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

Table 1  specificity of monoclonal antibodies

Monoclonal 

antibodies

Sensitivity:dot 

blotting 

(CFU ml-1)

Bacterial 

immunoreactivity

VP-516a 107 V. parahaemolyticus

V. alginolyticus

VP-618a 10 7 V. parahaemolyticus

VA-165b 10 6 V. alginolyticus

V. vulnificus

VH-9B11c 10 7 V. harveyi

VC-63d 10 7 V. cholerae

VV20D1e 10 7 V. vulnificus

VC-201d 10 7 Vibrio spp.
aFromPrompamorn  et al. (2013)11

bFromSithigorngulet al. (2006)12

cFromThongkaoet al. (2009)13

dFromPengsuket al. (2011)10

e FromSurasilp (2012)14

 ท�าการนับโคโลนีที่เจริญบนอาหารคัดเลือก TCBS 

และคัดเลือกโคโลนีสีเขียว จ�านวน 25 โคโลนีจากนั้นน�าแต่ละ

โคโลนีมาเจือจางในสารละลาย 0.15 M phosphate buffered 

saline (PBS) แล้วต้มในน�้าอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชัว่โมงจากนัน้หยดลงบนแผ่นกระดาษไนโตรเซลลโูลส 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อจุด อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 10 นาท ีน�าไปแช่ในสารละลาย 5% blotto (นมพร่อง

มันเนย 5% ที่ละลายในสารละลาย PBS) เป็นเวลา 30 นาที 

น�าแผ่นกระดาษไนโตรเซลลโูลสไปบ่มกบัโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี

ที่มีความจ�าเพาะต่อแบคทีเรียแต่ละชนิด (Table 1) เป็นเวลา 
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5 ชั่วโมง ล้างด้วยสารละลาย PBS จ�านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 

น�าไปบ่มต่อใน GAM-HRP (goat anti-mouse IgG heavy and 

light chain horseradish peroxidase conjugate) เจือจาง 

1:1,500 ในสารละลาย 5% blottoที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 

ชั่วโมง และล้างด้วยสารละลาย PBS จ�านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 

นาที น�าแผ่นกระดาษไนโตรเซลลูโลสไปท�าปฏิกิริยาในสารละ

ลายซับสเตรตที่ประกอบด้วย 0.03% Diaminobenzidinetet-

rahydrochloride, 0.006% H
2
O

2 
และ 0.05% CoCl

2  

ในสารละลาย PBS ซึ่งจะปรากฏจุดสีด�า (immunoreactivity) 

บนแผ่นกระดาษไนโตรเซลลูโลส แล้วน�ามาเปรียบเทียบเพื่อ

วิเคราะห์ผล

ผลการศึกษา
 ผลจากการตรวจสอบการปนเปื้อน V. parahaemo-

lyticus ในหอยแครงจากแหล่งธรรมชาติในอ่าวปัตตานีโดยใช้

โมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจ�าเพาะต่อ V. parahaemo-

lyticus และโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีมีความจ�าเพาะต่อ

แบคทีเรีย Vibrio spp. แต่ละชนิด และน�ามาทดสอบด้วยวิธี  

dot blotting ตั้งแต่เดือนพฤษภาคม-สิงหาคม 2559 พบการ

ปนเปื้อน V. parahaemolyticus ซึ่งเกิดจากโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีมีความจ�าเพาะต่อ V. parahaemolyticus (VP-

516 และ VP-618) สามารถจับและเกิด immunoreactivity ได้

ชัดเจน (Figure 1a, b) และมีปริมาณเชื้อ 4x103 CFU ml-1 

(Table 2) แต่พบการปนเปื้อนเพียงเดือนมิถุนายน

 นอกจากนีโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดทีีม่คีวามจ�าเพาะ

ต่อ V. vulnificus (VA-165 และ VV-20D1) สามารถจับกับ V. 

vulnificus ได้อย่างจ�าเพาะโดยเกิด immunoreactivity ได้

ชัดเจน (Figure 1c, e) ซึ่งพบการปนเปื้อน V. vulnificus ใน

หอยแครงทุกเดือนที่ท�าการศึกษาโดยมีปริมาณเชื้อ 2x103, 

2x103,  3x102 และ 2x103 CFU ml-1 ตามล�าดับ (Table2) ส่วน

โมโนโคลนอลแอนติบอดี VC-201 ที่มีความจ�าเพาะต่อ

แบคทเีรีย Vibrio spp. สามารถจับกบั Vibrio ทีม่โีคโลนสีเีขยีว

อืน่ๆ ได้นอกเหนอื Vibrio ทีใ่ช้ทดสอบ (V. parahaemolyticus, 

V. alginolyticus, V. vulnificus, V. harveyi) (Figure 1g)

Figure 1  Detection of contamination of V. parahaemolyticus in cockle by dot blotting from Pattani bay in June 2016. 

The25 bacteria colonies were samples and 1 µl was spotted onto each square of nitrocellulose membrane 

and probed with monoclonal antibodies: a) VP-618, b) VP-516, c) VA-165, d) VC-63, e) VV-20D1, f) VH-

9B11 and g) VC-201. The No.26-30 indicatepositive control VP =V. parahaemolyticus, VA = V. algino-

lyticus, VC =V. cholera, VV = V. vulnificus,VH =V. harveyiand * indicate Vibrio spp.
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Table 2 Contamination of Vibrio spp.in cockle from  

Pattani bay between May-August 2016

Month Bacteria Number of CFU ml-1

May V. parahaemolyticus

V. vulnificus

-

2x103

June V. parahaemolyticus

V. vulnificus

4x103

2x103

July V. parahaemolyticus

V. vulnificus

-

3x102

August V. parahaemolyticus

V. vulnificus

-

2x103

วิจารณ์และสรุปผล
การใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจ�าเพาะต่อ V. para-

haemolyticus (VP-516 และ VP-618) สามารถระบุว่าหอย

แครงจากแหล่งธรรมชาตบิรเิวณอ่าวปัตตานมีกีารปนเป้ือน V. 

parahaemolyticus โดยพบการปนเปื้อนเพียงเดือนมิถุนายน

คาดว่าเกิดจาก V. parahaemolyticus อยู่ในระยะ viable but 

non-culturable (VBNC) หรือระยะพกั (resting state) เป็นการ

ตอบสนองของเชื้อเพ่ือให้อยู่รอดได้ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม 

เช่น อุณหภูมิไม่เหมาะสมต่อการเพิ่มจ�านวนหรือการเจริญ 

เป็นต้น15และช่วงเดือนพฤษภาคม-สิงหาคม เป็นฤดูฝนของ

ภาคใต้ ปรมิาณน�า้ฝนอาจท�าให้อณุหภมูแิละความเคม็ของน�า้

ทะเลลดต�่าลง ส่งผลต่อการเจริญของ V. parahaemolyticus 

ซึ่งสอดคล้องกับคุณภาพน�้าทางกายภาพที่มีผลต่อการเจริญ

ของ V. parahaemolyticus เช่น ความเค็ม อุณหภูมิ และ

ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน�้าทะเล เป็นต้น16 โดยเฉพาะ

ความเค็มและอุณหภูมิของน�้าทะเลเป็นปัจจัยที่ส�าคัญในการ

แพร่กระจายของ V. parahaemolyticus ท�าให้เชื้อสามารถ

เจริญได้ดีในฤดูร้อนและอาศัยในตะกอนดินในน�้าเมื่อเข้า 

ฤดูหนาว17-19 นอกจากนี้การพบการปนเปื้อน V. parahaemo-

lyticus บริเวณอ่าวปัตตานีมีความสอดคล้องกับการศึกษาใน

ปี 2005 พบว่าหอยแครงเป็นแหล่งสะสม V. parahaemolytic

usซ่ึงเป็นหอยแครงที่รวบรวมจากชายฝั่งทะเลในประเทศ 

มาเลเซียโดยทดสอบด้วยวิธี polymerase chain reaction 

(PCR)7

 ส่วนผลจากการนับจ�านวนโคโลนีที่เจริญบนอาหาร

เลีย้งเชือ้ TCBS พบว่ามีปรมิาณ V. parahaemolyticus เท่ากบั 

4x103 CFUml-1 ซึ่งตามมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การ

แพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ (2553) ได้ก�าหนดเกณฑ์คณุภาพ

ทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ฉบับที่ 2 

ดังนี้ 1) อาหารดิบ ประเภทอาหารพร้อมปรุงและประเภท

อาหารแช่เย็นและแช่แข็ง 2) อาหารพร้อมบริโภคประเภท

อาหารทะเลและประเภทอาหารปรุงสุกทั่วไป ต้องไม่พบ V. 

parahaemolyticus ใน ตัวอย่างอาหาร 25 กรัม20 ดังนั้นหอย

แครงสดจากอ่าวปัตตานมีีการปนเป้ือน V. parahaemolyticus 

เกนิค่าก�าหนด นอกจากนีย้งัพบการปนเป้ือน V. vulnificus ใน

หอยแครงซึง่ V. vulnificus เป็นแบคทเีรยีก่อโรคในมนษุย์เช่น

เดยีวกบั V. parahaemolyticus เมือ่ V. vulnificus เข้าสูร่่างกาย

ก่อให้เกดิการตดิเชือ้ในกระแสเลอืด (septicemia) หรอืพบการ

ตดิเชือ้ท่ีบาดแผล (wound infection) ซึง่อาจพบอาการรุนแรง

และมีอัตราการเสียชีวิตสูงในผู้ป่วยท่ีมีปัญหาระบบภูมิคุ้มกัน

บกพร่องหรือโรคตับอักเสบเรื้อรัง21 จากข้อมูลนี้แสดงให้เห็น

ว่าหอยแครงเป็นแหล่งสะสมเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในสกุล  

Vibrio ดงันัน้ควรระมดัระวงัในการบรโิภคหอยแครงเพือ่ความ

ปลอดภยัของผูบ้รโิภคและช่วยป้องกนัการเกดิโรคอาหารเป็น
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