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บทคัดยอ 

 

Vibrio parahaemolyticus หรือ วิบริโอ พาราฮีโมไลติคัส เปนแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

สามารถกอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ (food poisoning) และสามารถพบไดในอาหารทะเล การ

ตรวจสอบการปนเปอน V. parahaemolyticus  ในหอยแครง (Anadara granosa) ในอาวปตตานี 

จํานวน 160 ตัว ระหวางเดือนพฤษภาคมถึงสิงหาคม 2559 โดยใชโมโนโคลนอลแอนตีบอดีที่มี

ความจําเพาะตอ V. parahaemolyticus และโมโนโคลนอลแอนตีบอดีที่มีความจําเพาะตอ Vibrio 

spp. ชนิดตางๆ และทําการทดสอบดวยวิธี dot blotting พบการปนเปอน V. parahaemolyticus 

ในหอยแครงในเดือนมิถุนายน มีปริมาณเชื้อประมาณ 4x103 CFU ml-1 ซึ่งเกินเกณฑมาตรฐานของ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย นอกจากนี้ตรวจพบการปนเปอน V. vulnificus  ซึ่งเปนเชื้อกอใหเกิดการ

ติดเชื้อในกระแสเลือด หรือพบการติดเชื้อที่บาดแผลในมนุษย และ V. harveyi ท่ีเปนเชื้อกอโรค 

ในสัตวน้ํา จากการตรวจพบการปนเปอนของ V. parahaemolyticus ในหอยแครงจากอาวปตตานี

สามารถนําไปใชประโยชนในการเฝาระวังการระบาดของโรคอาหารเปนพิษได 
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ABSTRACT 

 

Vibrio parahaemolyticus, the bacterium is a seafood-borne pathogen that 

causes food poison in human. The investigation of V. parahaemolyticus 

contamination of in cockle (Anadara granosa) at Pattani Bay, Pattani province during 

May to August, 2016 was determined.  Using monoclonal antibody (MAbs) specific to 

V. parahaemolyticus and MAbs specific to Vibrio spp. were used and detected by 

dot blotting. In June, V. parahaemolyticus was found in cockle and it was yielded 

4x103 CFU ml-1 and it exceeded the standard of the department of Medical Sciences 

Thailand. Moreover, the result revealed that contamination of pathogenic V. vulificus, 

a cause of septicemia and wound infection and V. harveyi, a cause of vibriosis in 

aquatic animal, was also found. Eventually, this study attempts to highlights on the 

carefulness and paying attention on epidemic of food poisoning.  
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บทท่ี 1 
บทนํา 

ความสําคัญและที่มาของปญหา  
 ในปจจุบันคนไทยนิยมรับประทานอาหารทะเล โดยเฉพาะหอยแครง เนื่องจากมีรสชาติดี 
และมีคุณคาทางโภชนาการสูง ซึ่งอุดมไปดวยโปรตีน ธาตุเหล็กและฟอสฟอรัส สามารถรับประทานได
หลายรูปแบบ เชน ลวก ยํา เปนตน แตอยางไรก็ตามการรับประทานหอยแครง นิยมบริโภคแบบสุกๆ 
ดิบๆ ทําใหเกิดภาวะอาหารเปนพิษ ซึ่งเกิดจากเชื้อโรคที่ปนเปอนในหอยแครงที่รับประทานเขาไป 
จากขอมูลของกระทรวงสาธารณสุขพบวา การบริโภคหอยที่ปรุงไมสุก หรือผานกระบวนการปรุงที่ไม
สะอาด มีความเสี่ยงกอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษสูงและเกิดไดตลอดทัง้ป ซึ่งเชื้อที่พบในหอยแครงสวน
ใหญ เปนแบคทีเรียในสกุล Vibrio ซึ่งเปนสาเหตุหลักที่กอใหเกิดโรคในทางเดินอาหารของมนุษย เชน 
โรคลําไสอักเสบ (gastroenteritis) โรคอหิวาต (cholera) และเกิดการติดเชื้อในกระแสโลหิต 
(septicemia) ซึ่งอาจมีอันตรายถึงแกชีวิตได  (Angela et al., 2005) โดยเฉพาะแบคทีเรีย Vibrio 
parahaemolyticus เปนแบคทีเรียหลักที่กอโรคลําไสอักเสบแบบเฉียบพลัน (gastroenteritis) ใน
คน ซึ่งสวนใหญเกิดจากการบริโภคอาหารทะเล และสามารถแยกไดจากอาหารทะเล โดยเฉพาะหอย 
(Cheng and Chengchu, 2007; Twedt, 1989) 
  สําหรับแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  จัดอยูในวงศ Vibrionaceae เปนแบคทีเรียแก
รมลบ รูปแทง สามารถเจริญไดในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) 
เปนแบคทีเรียที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 15-42 องศาเซลเซียส สามารถอาศัยใน pH ในชวง 4.4-11 
แพรกระจายอยูบริเวณปากแมน้ําและชายฝงทะเล พบบอยในมหาสมุทร แถบชายฝงทะเล อาหาร
ทะเลและสิ่งแวดลอมในทะเล เม่ือนําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate Citrate Bile Salts 
Sucrose Agar (TCBS agar) จะใหโคโลนีสีเขียวอมน้ําเงินเนื่องจากไมสามารถหมักน้ําตาลซูโครสได 
และใหผลออกซิเดสเปนบวก โดยในชวงป ค.ศ. 1965-1974 มีรายงานการระบาดของโรคอาหารเปน
พิษ มีสาเหตุมาจากเชื้อนี้ คิดเปนรอยละ 24 ของการระบาดทั้งหมดที่เกิดจากแบคทีเรีย และจาก
รายงานการระบาดในป ค.ศ. 1971 ในประเทศญี่ปุน มีสาเหตุมาจากการบริโภคปลาซารดีนที่ตมและ
ตากแดดเพียงเล็กนอย มีผูปวย 272 คน ตาย 20 คน สวนการระบาดในสหรัฐฯ ที่เกิดข้ึนในป ค.ศ. 
1971 มีสาเหตุมาจากปูนึ่งและสลัดปู มีผูปวย 425 คน จากผูเก่ียวของประมาณ 745 คน สวนการ
ระบาดในประเทศไทยที่สําคัญคือการระบาดของเชื้อในอาหารเรียกน้ํายอยที่มีเนื้อปูเปนสวนประกอบ 
ซึ่งบริการบนเครื่องบินจากกรุงเทพฯไปลอนดอน เปนเหตุใหผูโดยสารและลูกเรือ 9 คนตองเขารับการ
รักษาในโรงพยาบาล เปนตน (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2550) 
  สําหรับการศึกษาครั้งนี้เปนการสํารวจการปนเปอนของ V. parahaemolyticus  ใน
หอยแครงบริเวณอาวปตตานี เนื่องจากอาวปตตานีเปนอาวที่มีการเลี้ยงหอยแครงเปนจํานวนมาก 
รวมทั้ งสภาพพื้นที่ของอาวปตตานีที่ เปนหาดโคลนและมีน้ํ ากรอยเหมาะแกการเจริญของ              
V. parahaemolyticus  ทําใหมีแนวโนมสูงที่จะพบการปนเปอนของ V. parahaemolyticus  ใน
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หอยแครงได ดังนั้นจะทําการแยกเชื้อเพ่ือจําแนกการปนเปอนของ V. parahaemolyticus  ใน
หอยแครงโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ ดวยวิธี dot blotting 
ซึ่งผลจากการสํารวจการปนเปอนของ V. parahaemolyticus  ในครั้งนี้จะเปนขอมูลพ้ืนฐาน
ทางดานสุขอนามัย รวมทั้งเปนแนวทางปองกันและเฝาระวังการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร
สําหรับผูที่บริโภครับประทานหอยแครงตอไป 
 

วัตถุประสงคการวิจัย   
1.  เพ่ือศึกษาการปนเปอนของ V. parahaemolyticus  ในหอยแครงบริเวณอาวปตตานี  
2.  เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  ในหอยแครงโดยใชโมโน

โคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
การตรวจแยกการปนเปอนของ V. parahaemolyticus ในหอยแครงบริเวณอาวปตตานี โดยมี

ขอบเขตการวิจัย ดังนี้ 
  1. เก็บรวบรวมตัวอยางหอยแครงในแหลงเลี้ยงธรรมชาติบริเวณอาวปตตานี 
  2. ตรวจสอบ V. parahaemolyticus ในหอยแครงในแหลงเลี้ยงธรรมชาติบริเวณอาว
ปตตานี ซึ่งทดสอบโดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ ดวยวิธี dot 
blotting  
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
  1. ทําใหทราบถึงปริมาณของ V. parahaemolyticus ที่ปนเปอนในหอยแครงบริเวณแหลง
เลี้ยงธรรมชาติในอาวปตตานี 
  2. สามารถนํามาใชเปนขอมูลพื้นฐานแกประชาชนเพ่ือทําใหเกิดความตระหนักในการบริโภค
อาหารทะเลอยางปลอดภัยและถูกสุขลักษณะ 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

ลักษณะทั่วไปของหอยแครง 

หอยแครง (Anadara granosa) เปนอาหารทะเลที่นิยมบริโภคกันอยางแพรหลาย อีกทั้ง
เปนสัตวนํ้าที่มีคุณคาสูงทั้งทางเศรษฐกิจและโภชนาการ การเลี้ยงหอยแครงจะเปนการรวบรวมพันธุ
หอยจากแหลงลูกหอยในธรรมชาติเพ่ือหวานลงเลี้ยงในบริเวณที่เหมาะสม มีการก้ันคอกแสดงอาณา
เขตที่เลี้ยงไว สําหรับในประเทศไทย พบวามีเลี้ยงครั้งแรกที่ ต.บางตะพูน อ.บานแหลม จ.เพชรบุรี ใน
เนื้อที่ 5-10 ไร ใชเวลาเลี้ยง 1-2 ป จึงเก็บเก่ียวไปขายไดและตอมาขยายการเลี้ยงไปในพ้ืนทื่ใกลเคียง
และจังหวัดตางๆ ทําใหปจจุบันมีการขยายพื้นที่เลี้ยงไปยังชายฝงที่มีสภาพที่เหมาะสมท้ังฝงอันดามัน
และอาวไทย (นิพนธ ศิริพันธ, 2543) 

หอยแครงเปนหอย 2 ฝา มีขนาดและลักษณะเหมือนกันท้ัง 2 ฝา ไมมีแผงฟน (radula) ใน
ชองปาก เหงือกมีขนาดใหญไวสําหรับหายใจและกรองอาหาร เปนแบบ lamellibranch มีแมนเติล
คลุมตัว ขอบของแมนเติลซายและขวาไมเชื่อมติดกัน หรืออาจเชื่อมเฉพาะจุด เปลือกมี 2 ฝา ฝาทั้ง
สองยึดติดกันดวยบานพับ มีเพศผูและเพศเมีย การผสมพันธุเปนแบบภายนอกตัว และระยะที่เปนตัว
ออนเปนแพลงกตอน จัดอยูในอนุกรมวิธานดังนี้ (Vaught, 1989) 

 

Phylum Mollusca 
   Class Bivalvia  
    Subclass Pteriomorphia 
     Order Arcoida 

 Family Arcidae 
 Genus: Anadara 
  Species: Anadara granosa 

 
หอยแครงมีเปลือกคอนขางหนา กลม มีสัน และรองในแนวตั้งเห็นชัดเจน ทําใหตามขอบ

เปลือกเปนรอยหยักไปดวย (ภาพที่ 2.1) เปนหอยที่มักฝงตัวอยูตามหาดเลนหรือโคลนละเอียดใน
บริเวณชายฝง ทะเลจนถึงแนวที่อยูหางจากฝงออกไปประมาณ 2 กิโลเมตร หอยแครงชอบฝงตัวอยู
ตามผิวดินโคลนลึกตั้งแต 1-12 นิ้ว โดยจะสังเกตเห็นเปนรูจํานวน 2 รูที่ผิวดินซึ่งเปนชองสําหรับทาง
น้ําเขา-ออก และสามารถเห็นรอยการเคลื่อนที่ของหอยเปนรองๆ สําหรับการเคลื่อนที่จะอาศัยการพัด
พาของน้ําทะเล และกลามเนื้อเทาในการเคลื่อนที่เพื่อหาอาหาร ขุดดินฝงตัวเพ่ือหลบหลีกศัตรูและ
เพ่ือหาสภาวะแวดลอมที่เหมาะสม หอยแครงจะขึ้นมาที่ผิวดินเมื่อน้ําขึ้นเพ่ือหาอาหาร และจะฝงตัวใต
ผิวดินเมื่อน้ําลงเพ่ือปองกันน้ําออกภายนอกตัวหอย แตจะเปดฝาทั้งสองเล็กนอย โดยจะยังมีสภาวะ
การไหลเวียนของน้ําและการหายใจเกิดขึ้นเป นปกติภายในเปลือก ในเลือดมีสารฮีโมโกลบิล 
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(haemoglobin) ซึ่งเมื่อรวมกับอากาศจะเปนสีแดง จึงไดชื่อวา blood clam (นิพนธ ศิริพันธ, 2543;
วงแข ยุติธรรม, 2547) 

 

 
 

ภาพที่ 2.1 ลักษณะหอยแครง (Anadara granosa) (Linnaeus, 1758)  
ที่มา (http://www.seashellhub.com/Arcidae.html) 

 
สภาพพ้ืนที่ที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของหอยแครง เปนพ้ืนดินบริเวณหาดเลน

ละเอียดบริเวณปากแมน้ํา หรือปาชายเลน ซึ่งบริเวณดังกลาวควรเปนอาวที่กําบังคลื่นลมไดดี ควรมี
แมน้ําลําคลองไหลลงสูอาว เพื่อพัดพาธาตุอาหารที่เปนอาหารของหอยแครงไปกองรวมกัน โดยหาด
ตองเปนหาดเลนหรือโคลนละเอียดไมมีเม็ดทรายเจือปน ชั้นของเลนบริเวณหาดไมควรต่ํากวา 0.5-1.0 
เมตร และชั้นของเลนไมควรมีกลิ่นเหม็น และควรมีระยะเวลาน้ําลงไมนานเกินกวา 6 ชั่วโมง (วงแข 
ยุติธรรม, 2547) 

ระบบการเลี้ยงหอยแครงในประเทศไทยอาจแบงออกไดเปน 2 ระบบคือ ระบบการเลี้ยงแบบ
ดั้งเดิม และการเลี้ยงแบบพัฒนา ซึ่งการเลี้ยงแบบดั้งเดิมเปนการทําฟารมขนาดเล็กในครอบครัว เนื้อ
ที่ 5-30 ไรตอครอบครัว โดยใชไมไผก้ันคอกลอมแปลงเลี้ยง การเลี้ยงแบบดั้งเดิมนิยมเลี้ยงแถบอาว
ไทยตอนในโดยเฉพาะแถบชายฝ ง จังหวัดเพชรบุรีและสมุทรสงคราม เปนตน  สวนการเลี้ยงแบบ
พัฒนาเปนการเลี้ยงหอยแครงแบบธุรกิจขนาดใหญ เนื้อที่ 200-1,000 ไร/ราย มีการปกเขตเชน
เดียวกับแบบดั้งเดิม การเลี้ยงระบบนี้นิยมในจังหวัดชายฝงทะเลภาคใตทั้งฝงอาวไทยและอันดามัน 
(นิพนธ ศิริพันธ, 2543) 
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สภาพพื้นที่ของอาวปตตานี 
อาวปตตานีตั้งอยูทางชายฝงอาวไทย ครอบคลุมพ้ืนที่ 3 อําเภอ ไดแก อําเภอหนองจิก 

อําเภอเมืองปตตานี และอําเภอยะหริ่ง (ครองชัย หัตถา. 2541) (ภาพที่ 2.2) โดยมีเนื้อท่ีรวมประมาณ 

74 ตารางกิโลเมตร สามารถแบงออกเปนสองสวน คืออาวปตตานีตอนใน พ้ืนท่ีประมาณ 54 ตาราง

กิโลเมตร อยูในเขตพ้ืนที่อําเภอยะหริ่งและอําเภอเมืองปตตานี สวนอาวปตตานีตอนนอก มีพ้ืนท่ี

ประมาณ 20 ตารางกิโลเมตร อยูในเขตพ้ืนที่อําเภอเมืองและอําเภอหนองจิก น้ําในอาวปตตานีมี

ลักษณะเปนน้ํากรอย เนื่องจากแมนํ้าปตตานีและแมนํ้ายะหริ่งพัดพาตะกอนมาทับถมภายในอาว ทํา

ใหอาวคอนขางตื้นเขินและบริเวณปากแมนํ้ามีนํ้าคอนขางขุน ทําใหมีลักษณะเปนหาดโคลนกวางใหญ

และบริเวณปากแมนํ้ายะหริ่งเปนปาชายเลนที่อุดมสมบูรณ และตะกอนจากปากแมนํ้าที่ทับถมบริเวณ

ชายฝงทําใหเกิดระบบนิเวศหาดโคลน และระบบนิเวศชายเลนกระจายตลอดแนวชายฝงปตตานี 

สงผลใหพื้นที่รอบอาวปตตานีมีความอุดมสมบูรณเปนที่อยูอาศัยของสัตวน้ําที่มีความสําคัญทาง

เศรษฐกิจเชน กุง หอย ปลา และสาหรายชนิดตางๆ ทําใหบริเวณโดยรอบอาวปตตานีมีการเพาะเลี้ยง

สัตวน้ําซึ่งสวนใหญเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจ เชน กุง ปลากะพงหรือปลากะรัง หอยแครง และหอยแมลงภู 

(ฮสัสัน ดูมาลี, 2555; กันทิมา เหาะเจริญ และคณะ, 2540)  

 

 
 

ภาพที่ 2.2 สภาพพ้ืนที่ของอาวปตตานี 

ที่มา  (http://share.psu.ac.th/blog/sttoutreach/20441) 
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ชีววิทยาของ Vibrio parahaemolyticus  

ลักษณะท่ัวไป 
V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่จัดอยูในวงศ Vibrionaceae เปนแบคทีเรียแกรม

ลบ รูปแทง สามารถเจริญไดในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) เปน
แบคทีเรียที่เจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ 15-42 องศาเซลเซียส สามารถอาศัยอยูในคา pH ตั้งแต 4.4-11 พบ
แพรกระจายอยูบริเวณปากแมน้ําและชายฝงทะเล พบบอยในมหาสมุทร แถบชายฝงทะเล อาหาร
ทะเลและสิ่งแวดลอมในทะเล สามารถพบเชื้อนี้ในสภาวะวายน้ําไดอิสระ เนื่องจากมีโพลารแฟลกเจล
ลาที่ชวยในการเคลื่อนที่ และเกาะที่ผิวของแพลงกตอนสัตว ปลา หอย หรือพบในตะกอนใตน้ํา 
(Gode-Potratz et al., 2011) (ภาพที่ 2.3) 

 

 
 

ภาพที่ 2.3 ลักษณะของ V. parahaemolyticus มีโพลารแฟลกเจลลาที่ชวยในการเคลื่อนที ่
ที่มา (https://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2013/germo_elij/interactions.htm) 

 
เมื่อนําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar (TCBS 

agar) จะใหโคโลนีสีเขียวอมน้ําเงินเนื่องจากไมสามารถหมักน้ําตาลซูโครสได (ภาพที่ 2.4) และใหผล
ออกซิเดสเปนบวก V. parahaemolyticus เปนสาเหตุหลักที่กอใหเกิดโรคทางเดินอาหารอักเสบ
เฉียบพลัน (acute gastroenteritis) ในคน (Newton et al., 2012; Zarei et al., 2012) ซึ่งเกิด
จากการรับประทานทะเลที่ปรุงไมถูกสุขลักษณะ โดยมีรายงานการระบาดครั้งแรกในประเทศญี่ปุน 
เกิดจากการรับประทานปลาชิระสุ ซึ่งทําใหมีผูปวย 272 ราย และมีผูเสียชีวิต 20 ราย (Fujino et 
al., 1953) และพบเชื้อชนิดนี้ในผูปวยที่เปนโรคอาหารเปนพิษในประเทศญี่ปุนและทําใหเกิดโรคใน
คนที่รับประทานอาหารทะเลในหลายประเทศของเอเชีย (Alam et al., 2002) ดังนั้น
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข (กันยายน 2553) ไดกําหนดเกณฑคุณภาพทางจุล
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ชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ฉบับที่ 2 โดยกําหนดวา (1) อาหารดิบ (อาหารพรอม
ปรุงและอาหารแชเย็นและแชแข็ง) (2) อาหารพรอมบริโภค (อาหารทะเล) (3) อาหารปรุงสุกทั่วไป มี
คามาตรฐานของ V. parahaemolyticus คือ ตองไมพบในตัวอยางอาหาร 25 กรัม 
(กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2553) 

 

 
ภาพที่ 2.4 โคโลนีของ V. parahaemolyticus มีสีเขียวอมน้ําเงินบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS agar 
ที่มา (http://www.microbiologyinfo.com/thiosulfate-citrate-bile-salts-sucrose-tcbs-agar-
composition-principle-uses-preparation-and-colony-morphology/) 

 
การกอโรค 

สําหรับการกอโรคของ V. parahaemolyticus เกิดจากปจจัยที่มีผลตอความรุนแรงหรือ

ระดับความสามารถในการทําใหเกิดโรค (virulence factor) เชน ยีน adhesins, thermo stable 

direct hemolysin (tdh) และ TDH related hemolysin (trh) (Makino et al., 2003) โดยเฉพาะ 

tdh และ trh เปนสารพิษที่ทําใหเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) และมีความเปนพิษตอเซลลสูง เมื่อ

เปนโรคทางเดินอาหารอักเสบซึ่งเกิดจากการติดเชื้อ V. parahaemolyticus จะทําใหเซลลเม็ดเลือด

แดงแตก (Nishibuchi et al., 1989) นอกจากนี้ทําใหมีอาการทองรวงรุนแรง มีอุจจาระเหลวเปนน้ํา

มีกลิ่นเหม็น มักมีอาการปวดเกร็งที่ทอง อาจมีอาการอาเจียนรวมดวย มีระยะฟกตัวคอนขางสั้น คือ

อาจเกิดอาการในประมาณ 15-24 ชั่วโมงหลังจากรับประทานอาหารทะเลซึ่งปนเปอนเชื้อนี้ อาการ
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อาจคงอยูนานถึง 10 วัน แตสวนใหญจะทุเลาลงภายใน 3 วัน โดยไมตองรักษา บางรายคลายเปนบิด 

อุจจาระมีมูกเลือด มีไขต่ํา ปวดศีรษะ คลื่นไส อาเจียน อาการอาจเกิดเฉียบพลัน อาการท่ีเปนอาจ

หายเองภายใน 2 ถึง 5 วัน (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2550) 

การกระจายของ V. parahaemolyticus ในประเทศไทย 
  สุดสายชล หอมทอง และธดาภรณ วงศพุฒ (2549) จากการสํารวจการปนเปอนของ Vibrio 
spp. ในหอยนางรมที่เพาะเลี้ยงบริเวณอางศิลา จังหวัดชลบุรี ระหวางเดือนตุลาคม ถึงเดือนธันวาคม 
2546 พบการปนเปอนของ Vibrio spp. 73.33 เปอรเซ็นต และซึ่งสามารถแยก Vibrio ได 6 ชนิด 
41 ไอโซเลท คือ V. parahaemolyticus จํานวน 13 ไอโซเลท, V. alginolyticus จํานวน 9 ไอโซ
เลท, V. vulnificus จํานวน 7 ไอโซเลท, V. fluvialis จํานวน 5 ไอโซเลท, V. damsel จํานวน 3     
ไอโซเลท และ V. hollisae จํานวน 4 ไอโซเลท ดังนั้นจากการศึกษานี้ทําใหทราบวาการบริโภคหอย
นางรมสดอาจเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดโรคกระเพาะอาหารลําไสอักเสบได 
  วราลักษณ ตังคณะกุล และคณะ (2553) ศึกษาความชุกของ V. cholera และ V. 
parahaemolyticus ในตัวอยางหอยแครงโดยแบงเปนหอยแครงที่สงออกสาธารณรัฐประชาธิปไตย
ประชาชนลาว หอยแครงท่ีจําหนายในจังหวัดหนองคาย อุดรธานี และขอนแกน ซึ่งตรวจวิเคราะหหา
เชื้อดวยวิธี duplex PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเชื้อมาตรฐาน พบวา ความชุกของ V. 
parahaemolyticus สูงสุด คิดเปนรอยละ 86.3 เมื่อตรวจโดยวิธี duplex PCR และรอยละ 65.2 
เมื่อตรวจโดยวิธีเพาะเชื้อ สวนความชุกของ V. cholerae คิดเปนรอยละ 71.4 เมื่อตรวจโดยวิธี 
uniplex PCR และรอยละ 18.6 เมื่อตรวจโดยวิธี duplex PCR และรอยละ 1.9 เมื่อตรวจโดยวิธี
เพาะเชื้อ แสดงใหเห็นวาความชุกของการพบเชื้อกอโรคอุจจาระรวงหรืออาหารเปนพิษในหอยแครงมี
สูง โดยเฉพาะ V. parahaemolyticus ที่ตรวจพบจากทุกตัวอยาง  
  อรุณ ชาญชัยเชาววิวัฒน และจิณหวิภา แกวทาไม (2555) ตรวจสอบการปนเปอนของ      
V. cholera และ V. parahaemolyticus ในกุงขาวสด (Litopenaeus vannamei) จากตลาดใน
เขตธนบุรี ไดแก ตลาดพรานนก ตลาดบางแค และตลาดวงเวียนใหญ และเปรียบเทียบกับคา
มาตรฐานดานจุลชีววิทยาของกุงสด ปรากฏวาไมพบการปนเปอนของ V. cholerae และ V. 
parahaemolyticus ในตัวอยางจากตลาดทั้ง 3 แหง เม่ือตรวจสอบดวยวิธีเพาะเลี้ยงบนอาหาร 
selective media และทดสอบสมบัติทางชีวเคมี  
  สุรีย  นานาสมบัติ  และคณะ (2556) ทํ าการประเ มินการปนเปอนของ V. 
parahaemolyticus ในอาหารทะเลสด ไดแก กุง (Penaeus merguiensis) ปลา (Lates 
calcarifer) ปลาหมึก (Loligo formosana) หอยนางรม (Saccostrea cucullata) และ
หอยแมลงภู (Perna viridis) ที่จําหนายในตลาดในกรุงเทพ โดยอาศัยวิธี Most Probable Number 
พบวาปริมาณเชื้ออยูในชวง 24 ถึงมากกวา 11,000 MPN ตอกรัม โดยพบการปนเปอนในปลา หอย
นางรม และหอยแมลงภูมากที่สุด คือพบชนิดละ 9 ตัวอยางจากตัวอยางทั้งหมด 10 ตัวอยาง (รอยละ 
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90) รองลงมาคือปลาหมึกพบ 8 ตัวอยางจากตัวอยางทั้งหมด 10 ตัวอยาง (รอยละ 80) และกุงพบ
นอยที่สุดคือ 5 ตัวอยางจากตัวอยางทั้งหมด 10 ตัวอยาง (รอยละ 50) 
 

การประยุกตใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจวิเคราะห V. parahaemolyticus 
ดวยเทคนิคทางภูมิคุมกัน 

โมโนโคลนอลแอนติบอด ี(Monoclonal antibodies)  
โมโนโคลนอลแอนติบอดี คือ แอนติบอดีที่สรางมาจากกลุมเซลลพลาสมา ซึ่งมีตนกําเนิดมา

จากบี-เซลลเซลลเดียว จึงทําใหทุกโมเลกุลของแอนติบอดีเหลานี้มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการ ทั้ง
ในดานความจําเพาะตออิพิโทปของแอนติเจน และในดานชนิดของสายสั้น (light chain) และสายยาว 
(heavy chain) ของอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) ซึ่งเปนตัวกําหนดคุณสมบัติทางชีวภาพ
ของแอนติบอดีชนิดนั้น เนื่องจากแอนติเจนแตละชนิดมักมีอิพิโทปจํานวนมาก จึงสามารถชักนํา
กระตุน การตอบสนองโดยโคลนตางๆ ของบี-เซลลจํานวนมากที่ตรวจจับแตละอิพิโทปเปนผลใหมีการ
สรางแอนติบอดีหลายชนิดปะปนอยูในซีรัม แอนติบอดีแตละชนิดจะจําเพาะตอแตละอิพิโทป รวมอยู
ดวยกันในซีรัม เรียกวา โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody) ซึ่งสามารถทําหนาที่ตางๆ 
กันเชน จับกับแอนติเจนหรือกระตุนระบบคอมพลีเมนตในการสลายแอนติเจน ซึ่งเปนประโยชนตอตัว
ของสิ่งมีชีวิตเองที่สามารถชักนํา การตอบสนองในรูปแบบตาง ๆ เพ่ือปองกันอันตรายจากสิ่ง
แปลกปลอมหรือเชื้อโรคตางๆ แตความหลากหลายของแอนติบอดีในซีรัม ทําใหแอนติบอดีที่ไดมี
ความจําเพาะต่ําและอาจไปทําปฏิกิริยาขามกลุม (cross reaction) กับแอนติเจนอ่ืนซึ่งสงผลใหการใช
ประโยชนจากแอนติบอดีนั้นมีไมมากเทาท่ีควร ดังนั้นการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สรางจาก 1 
โคลนของบีเซลลที่มีความจําเพาะตออิพิโทปเดียวจะสามารถแกปญหาดังกลาวได (ไพศาล สิทธิกรกุล, 
2548)    

เทคนิคทางวิทยาภูมิคุมกัน 
  เปนวิธีการตรวจวัดหรือตรวจหาความเขมขนของสารในสารละลายโดยอาศัยความสามารถ
ของแอนติบอดีที่จดจําและมีความจําเพาะตอแอนติเจนที่ผสมอยูในสารผสม เชน นําโมโนโคลนอล
แอนติบอดีมาประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหและวินิจฉัยโรคติดเชื้อจากแบคทีเรียได (ไพศาล สิทธิ
กรกุล, 2548) ตัวอยางเชน การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. parahaemolyticus 
สามารถนํามาใชจําแนกเชื้อ V. parahaemolyticus จากอาหารทะเลสดที่ประกอบดวย กุง 
หอยแมลงภู หอยแครง และหอยนางรมได เมื่อทดสอบดวยวิธี dot blotting และมีความไวในการ
ตรวจเชื้อ V. parahaemolyticus บริสุทธิ์ อยูในชวง 108-107 CFU ตอมิลลิลิตร (Prompamorn et 
al., 2013) การใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. cholerae ในการจําแนกซีโรกรุปของเชื้อ 
โดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ Vibrio spp. อื่นๆ เมื่อทดสอบดวยวิธี dot blotting ซึ่งโมโนโคลนอล
แอนติบอดี VC-93, VC-82 และ VC-223 มีความจําเพาะตอ V. cholerae O1 สวนโมโนโคลนอล
แอนติบอดี VC-812 และ VC-191 มีความจําเพาะตอ V. cholerae O139 และ O141 ตามลําดับ 
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และโมโนโคลนอลแอนติบอดี VC-26 สามารถจับกับ V. cholerae ท้ัง 3 ซีโรกรุป ซึ่งสามารถนําไปใช
ในการตรวจสอบอาหารและในสัตวติดเชื้อได โดยไมตองทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี (Pengsuk et 
al., 2011) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะพัฒนาวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  ใน
หอยแครง โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ ดวยวิธี dot blotting 
(ภาพที่ 2.5) ซึ่งเปนการตรวจสอบแอนติเจนในสารผสมที่ทําไดงายและทราบผลรวดเร็ว เพียงแตนํา
สารท่ีตองการตรวจสอบมาหยดบนแผนไนโตรเซลลูโลส เพ่ือตรึงใหแอนติเจนติดกับเมมเบรน แลวบม
กับแอนติบอดี นอกจากนี้ยังสามารถใชตรวจสอบแอนติเจนที่มีขนาดเล็ก หรือ แฮปเทน (hapten) ซึ่ง
เปนวิธีที่สะดวกในการตรวจสอบ ความจําเพาะของแอนติบอดีกับแอนติเจนตางๆ  

 

 

 

ภาพที่ 2.5 กระบวนการในการทดสอบดวยวิธี dot blotting 

ที่มา (http://www.gbiosciences.com/EducationalProducts/products.aspx?productid) 
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 บทที่ 3  
วิธีการดําเนินการวิจัย 

กลุมตัวอยาง  
 กลุมประชากร คอื หอยแครงในแหลงธรรมชาติบริเวณอาวปตตานี 
 กลุมตัวอยาง   คือ หอยแครงในแหลงธรรมชาติ อําเภอเมือง จังหวัดปตตาน ี
 

แบคทีเรียที่ใชในการวิจัย  

 เชื้อแบคทีเรีย เพ่ือใชเปน positive control ในการทดสอบดวยวิธี dot blotting โดยไดรับความ

อนุเคราะหจาก รศ.ดร.ศิวาพร  ลงยันต ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนคริน- 

ทรวิโรฒ ดังนี้ Vibrio parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. cholera, V. vulnificus และV. 

harveyi 

 

โมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ใชในการวิจัย 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ โดยไดรับความอนุเคราะหจาก          

รศ.ดร.ศวิาพร  ลงยันต ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ดังตาราง

ที่ 3.1 

 
ตารางที่ 3.1  ความจําเพาะและความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิด

ตางๆ ซึ่งทดสอบดวยวิธี dot blotting  

ชนิดของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ทดสอบดวยวิธี dot blotting  

(CFU ml -1) 

ความจําเพาะตอ 
ชนิดของแบคทีเรีย 

VP-516a 10 7  V. parahaemolyticus 
V. alginolyticus 

VP-618a  10 7  V. parahaemolyticus 

VA-165b  10 6 V. alginolyticus 
V. vulnificus 
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ตารางที่ 3.1  ความจําเพาะและความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. 

ชนิดตางๆ ซึ่งทดสอบดวยวิธี dot blotting (ตอ) 

ชนิดของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ทดสอบดวยวิธี dot blotting  

(CFU ml -1) 

ความจําเพาะตอ 
ชนิดของแบคทีเรีย 

VH-9B11c  10 7  V. harveyi 

VC-63d   10 7  V. cholerae 

VV20D1e  10 7  V. vulnificus 

VC-201d 10 7  Vibrio spp. 

หมายเหตุ a โมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก Prompamorn  et al. (2013) 
  b โมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก Sithigorngul et al. (2006) 
  c โมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก Thongkao et al. (2009) 
  d โมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก Pengsuk et al. (2011) 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 1. การเก็บตัวอยางหอยแครง 
  ทําการสุมเก็บตัวอยางหอยแครงในแหลงธรรมชาติบริเวณอาวปตตานี ทําการเก็บทุกเดือนๆ 
ละ 1 ครั้ง ครั้งละ 40 ตัว ตั้งแตเดือนพฤษภาคม-สิงหาคม 2559 โดยตัวอยางหอยแครงจะทําการเก็บ
บริเวณอําเภอเมือง จังหวัดปตตานี 
 

2. การแยก V. parahaemolyticus จากตัวอยางหอยแครง 

  นําตัวอยางหอยแครง 25 กรัม มาบดใหละเอียดใน glass homogenizer จากนั้นชั่งตัวอยาง
หอยแครงบด 1 กรัม ใสในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร ที่เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ 2% NaCl 
alkaline peptone water (APW) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ทําการเจือจางแบบ tenfold serial 
dilution ที่ความเขมขน 10-1–10-5 ตอมิลลิลิตร จากนั้นดูดตัวอยางปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในแต
ละความเขมขน มา spread ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar 
(TCBS AGAR) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการนับปริมาณ
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โคโลนแีละคัดเลือกแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีเขียวจํานวน 25 โคโลนี เข่ียใสในหลอดทดลองที่มีสารละลาย 
0.15 M phosphate buffered saline (PBS) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลวนําไปตมในน้ําที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาท ีและเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 
 3. การทดสอบดวยวิธี dot blotting โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. 
ชนิดตางๆ  
  นําตัวอยางแบคทีเรียจากขอ 2 และเชื้อ Vibrio spp. ที่ทราบชนิดเพื่อใชเปน positive 
control มาหยดลงบนแผนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ปริมาตร 1 ไมโครลิตร/จุด อบที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แชในสารละลาย 5% blotto (นมพรองมันเนย 5% ที่ละลายใน
สารละลาย PBS) เปนเวลา 30 นาที นําแผนกระดาษไนโตรเซลลูโลสไปบมกับโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอแบคทีเรียแตละชนิดตามตารางที่ 3.1 เปนเวลา 5 ชั่วโมง ลางดวย
สารละลาย PBS จํานวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที นําไปบมตอใน GAM-HRP (goat anti-mouse IgG 
heavy and light chain horseradish peroxidase conjugate) เจือจาง 1:1500 ในสารละลาย 
5% blotto ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 ชั่วโมง และลางดวยสารละลาย PBS จํานวน 3 ครั้งๆ ละ 5 
นาที นําแผนกระดาษไนโตรเซลลูโลสไปทําปฏิกิริยาในสารละลายซับสเตรต 0.03% Diaminobenzidine 
tetrahydrochloride (DAB), 0.006% H2O2 และ 0.05% CoCl2 ในสารละลาย PBS จะปรากฏจุดสีดํา 
(immunereactivity) บนแผนกระดาษไนโตรเซลลูโลส แลวนํามาเปรียบเทียบเพ่ือวิเคราะหผล  
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

1. การปนเปอน Vibrio parahaemolyticus ในหอยแครงบริเวณอาวปตตาน ี
 ทําการตรวจสอบการปนเปอน V. parahaemolyticus  ในหอยแครงจากบริเวณอาว
ปตตานี จํานวน 40 ตัวตอเดือน ตั้งแตเดือนพฤษภาคม-สิงหาคม 2559 พบการปนเปอน V. 
parahaemolyticus  เพียงเดือนมิถุนายนเทานั้น โดยมีปริมาณเชื้อ 4x103 CFU ตอมิลลิลิตร (ตาราง
ที่ 4.1) นอกจากนี้ตรวจพบการปนเปอนของ Vibrio ชนิดอ่ืนๆ ไดแก V. vulnificus และ V. harveyi 
ซึ่ง V. vulnificus สามารถตรวจพบทุกเดือนที่ทําการทดสอบ และมีปริมาณเชื้ออยูในชวง 3x102-
2x103 CFU ตอมิลลิลิตร สวน V. harveyi ตรวจพบในเดือนพฤษภาคมและมิถุนายน และมีปริมาณ
เชื้อ 2x104 และ 2x103 CFU ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางท่ี 4.1)  
 
ตารางที่ 4.1 การตรวจสอบการปนเปอนในหอยแครงจากแหลงธรรมชาติบริเวณอาวปตตานี โดยใช

โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอแบคทีเรียแตละชนิด และทดสอบดวยวิธี 
dot blotting ตั้งแตเดือนพฤษภาคม-สิงหาคม 2559 

เดือน ชนิดของแบคทีเรีย ปริมาณเชื้อ (CFU ml-1) 

พฤษภาคม V. parahaemolyticus 
V. harveyi 
V. vulnificus  

ไมพบ 
2x104  
2x103  

มิถุนายน V. parahaemolyticus 
V. vulnificus 
V. harveyi 

4x103 
2x103 
2x103 

กรกฎาคม V. parahaemolyticus 
V. vulnificus 
V. harveyi 

ไมพบ 
3x102 

ไมพบ 

สิงหาคม V. parahaemolyticus 
V. vulnificus 
V. harveyi 

ไมพบ 
2x103 

ไมพบ 
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2. การพัฒนาวิธีการตรวจหา V. parahaemolyticus ในหอยแครง โดยใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ Vibrio spp.  ชนิดตางๆ  
 ผลการตรวจหาการปนเปอน V. parahaemolyticus  ในหอยแครงบริเวณอาวปตตานี เกิด
จากการพัฒนาวิธีการตรวจสอบโดยประยุกตใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. 
ชนิดตางๆ และทดสอบดวยวิธี dot blotting (ตารางท่ี 4.1) พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอด ีจํานวน 7 
ชนิด ที่ใชในการทดสอบดวยวิธี dot blotting สามารถตรวจหาการปนเปอนของ V. 
parahaemolyticus และ Vibrio spp. ได โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี VP-516 และ VP-618 ที่มี
ความจําเพาะตอ V. parahaemolyticus  สามารถจับกับ V. parahaemolyticus  ในหอยแครงได
อยางจําเพาะ โดยเกิด immunoreactivity ไดอยางชัดเจน (ภาพที่ 4.2a,b) รวมท้ังโมโนโคลนอล
แอนติบอดี VA-165, VH-9B11, VC-63 และ  VV20D1 สามารถแยก V. vulnificus และ V. harveyi 
จาก V. parahaemolyticus  ตามลําดับ ในหอยแครงไดอยางจําเพาะเชนกัน (ภาพที่ 4.2c,e,f) และ
โมโนโคลนอลแอนติบอด ีVC-201 สามารถจับกับ Vibrio spp. ไดอยางจําเพาะ (ภาพที่ 4.1-4.3) 

เมื่อพิจารณาผลการทดสอบแตละเดือน พบวาในเดือนพฤษภาคมไมพบการปนเปอนของ V. 
parahaemolyticus แตพบการปนเปอนของ V. harveyi (ภาพที่ 4.1f) และ V. vulnificus (ภาพท่ี 
4.1c, e) 

สวนเดือนมิถุนายน พบการปนเปอน V. parahaemolyticus  (ภาพที่ 4.2a, b) และตรวจ
พบการปนเปอนของ V. vulnificus (ภาพที่ 4.2c, e) และ V. harveyi (ภาพท่ี 4.2f) สําหรับเดือน
กรกฏาคม พบโคโลนีสีเขียวเพียง 6 โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS และเมื่อทดสอบดวยวิธี dot 
blotting พบเพียงการปนเปอน V. vulnificus และในเดือนสิงหาคมพบเพียงการปนเปอน V. 
vulnificus (ภาพที่ 4.3c, e) 
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ภาพที่ 4.1 ผลการตรวจสอบการปนเปอน Vibrio spp. ในหอยแครงจากแหลงธรรมชาติบริเวณอาว

ปตตานี โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอแบคทีเรียแตละชนิด และ
ทดสอบดวยวิธี dot blotting ในเดือนพฤษภาคม 2559 โดยกําหนดให หมายเลข 1-25 
เปนโคโลนีสีเขียวที่ตองการทดสอบ สวนหมายเลข 26-30 เปน Vibrio ที่ทราบชนิดใชเปน 
positive control ซึ่ง VP คือ V. parahaemolyticus, VA คือ V. alginolyticus, VC 
คือ V. cholera, VV คือ V. vulnificus และ VH คือ V. harveyi ตามลําดับ 
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ภาพที่ 4.2 ผลการตรวจสอบการปนเปอน Vibrio spp. ในหอยแครงจากแหลงธรรมชาติบริเวณอาว

ปตตานี โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอแบคทีเรียแตละชนิด และ
ทดสอบดวยวิธี dot blotting ในเดือนมิถุนายน 2559 โดยกําหนดให ชองหมายเลข 1-25 
เปนโคโลนีสีเขียวที่ตองการทดสอบ สวนชองหมายเลข 26-30 เปน Vibrio ที่ทราบชนิดใช
เปน positive control ซึ่ง VP คือ V. parahaemolyticus, VA คือ V. alginolyticus, 
VC คือ V. cholera, VV คือ V. vulnificus และ VH คือ V. harveyi ตามลําดับ 
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ภาพที่ 4.3 ผลการตรวจสอบการปนเปอน Vibrio spp. ในหอยแครงจากแหลงธรรมชาติบริเวณอาว

ปตตานี โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอแบคทีเรียแตละชนิด และ
ทดสอบดวยวิธี dot blotting ในเดือนสิงหาคม 2559 โดยกําหนดให ชองหมายเลข 1-25 
เปนโคโลนีสีเขียวที่ตองการทดสอบ สวนชองหมายเลข 26-30 เปน Vibrio ที่ทราบชนิดใช
เปน positive control ซึ่ง VP คือ V. parahaemolyticus, VA คือ V. alginolyticus, 
VC คือ V. cholera, VV คือ V. vulnificus และ VH คือ V. harveyi ตามลําดับ 
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บทที่ 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

ในงานวิจัย เรื่อง การตรวจแยกแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ที่ปนเปอนใน
หอยแครงบริเวณอาวปตตานี โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ  
ทําการตรวจสอบการปนเปอนในหอยแครงในอําเภอเมือง จังหวัดปตตานี ตั้งแตเดือนพฤษภาคม-
สิงหาคม 2559 ในเบื้องตนทําการแยกเชื้อ Vibrio spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Thiosulfate Citrate 
Bile Salts Sucrose Agar เพ่ือทําการแยกโคโลนีสีเขียวและสีเหลือง จากนั้นนับโคโลนีสีเขียวและนํา
โคโลนีสีเขียว 25 โคโลนี มาทดสอบดวยวิธี dot blotting ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีทั้งหมด 7 ชนิด 
ประกอบดวย 1) โมโนโคลนอลแอนติบอดี VP-516 ที่จําเพาะตอ V. parahaemolyticus  และ V. 
alginolyticus 2) โมโนโคลนอลแอนติบอดี VP-618 ที่จําเพาะตอ V. parahaemolyticus  3) โมโน
โคลนอลแอนติบอดี VA-165 ที่จําเพาะตอ V. alginolyticus และ V. vulnificus 4) โมโนโคลนอล
แอนติบอดี VH-9B11 ที่จําเพาะตอ V. harveyi 5) โมโนโคลนอลแอนติบอดี VC-63 ที่จําเพาะตอ V. 
cholerae 6) โมโนโคลนอลแอนติบอดี VV20D1 ที่จําเพาะตอ V. vulnificus 7) โมโนโคลนอล
แอนติบอดี VC-201 ที่จําเพาะตอ Vibrio spp. สามารถใชในการตรวจแขกเชื้อ V. 
parahaemolyticus  ที่ปนเปอนในหอยแครงได เชนเดียวกับการแยกเชื้อ V. parahaemolyticus  
จาก Vibrio spp. ที่พบในอาหารทะเลจากตลาดสด เชน หอยแมลงภู หอยแครง หอยนางรม และกุง 
โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ V. parahaemolyticus  (Prompamorn  et al., 
2013)  

จากการตรวจแยกแบคทีเรีย Vibrio parahaemolyticus ที่ปนเปอนในหอยแครงบริเวณ
อาวปตตานี โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ และทดสอบดวยวิธี 
dot blotting พบการปนเปอนของ V. parahaemolyticus เพียงเดือนมิถุนายนเทานั้น โดยมี
ปริมาณเชื้อ 4x103 CFU ตอมิลลิลิตร และพบการปนเปอนของ V. vulnificus ในทุกเดือนที่ทําการ
ตรวจสอบ (เดือนพฤษภาคม-สิงหาคม) มีปริมาณเชื้อ 2x103, 2x103, 3x102 และ 2x103 CFU ตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่ง V. vulnificus เปนแบคทีเรียที่สามารถพบไดในน้ําทะเลหรือบริเวณน้ํากรอย
ชายฝงและเปนแบคทีเรียกอโรคเชนเดียวกับ V. parahaemolyticus  โดยเปนเชื้อที่ทําใหผูปวยตาย
สูง เนื่องจากเชื้อนี้ทําใหมีการติดเชื้อในกระแสเลือด ซึ่งเชื้อจะผานผนังลําไสและเขาสูกระแสเลือด
ภายใน 20-40 ชั่วโมง ทําใหมีอาการหนาวสั่น มีไขและออนเพลีย บางครั้งมีอาการทองเสียและ
อาเจียน โดยมีอัตราการตายสูงถึง 40-60 เปอรเซ็นต มักพบในผูปวยท่ีเปนโรคกระเพาะอาหาร และ
โรคภูมิคุมกันบกพรอง สามารถพบเชื้อนี้ในอาหารทะเลดิบ (ศรีวรรณา หัทยานนท, 2549) ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของ Izumiya et al. (2011) ไดรายงานวาเมื่อเชื้อ V. vulnificus เขาสูรางกาย
กอใหเกิดการติดเชื้อในกระแสเลือด (primary septicemia) หรือพบการติดเชื้อที่บาดแผล (wound 
infection) ซึ่งอาจพบอาการรุนแรงและมีอัตราการเสียชีวิตสูงในผูปวยที่มีปญหาระบบภูมิคุมกัน
บกพรองหรือโรคตับอักเสบเรื้อรัง และนอกจากนี้ในผลจากการทดสอบการปนเปอนของ Vibrio spp.  
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ในหอยแครง ดวยวิธี dot blotting พบการปนเปอนของ V. harveyi ในเดือนพฤษภาคมและ
มิถุนายน โดยมีปริมาณเชื้อ 2x104 และ 2x103 CFU ตอมิลลิลิตร ซึ่ง V. harveyi เปนแบคทีเรียที่พบ
ในทะเล ปากแมน้ํา ชายฝง และสามารถกอใหเกิดโรคเรืองแสงในกุง ถามีปริมาณเชื้อมาก กุงจะไมกิน
อาหาร ลําตัวมีสีขุน ตับอักเสบและตับออนมีสีซีด ทั้งนี้จะเห็นกุงเกิดการเรืองแสงสีเขียวในเวลา
กลางคืนได ซึ่งเปนโรคที่สรางความเสียหายอยางมากตอโรงเพาะฟกและบอดิน (Thaithongnum et 
al., 2006)  

ในการตรวจวิเคราะห V. parahaemolyticus  มีหลากหลายวิธี เชน วิธีการดั้งเดิมที่ใชใน
การตรวจหาเชื้อโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารคัดเลือก แลวระบุเชื้อโดยวิธีการทดสอบคุณสมบัติ
ทางชีวเคมี (biochemical method) เชน การทดสอบความชอบเกลือ, oxidase test,  hemolysis 
test, motility test, indole test และ lysine decarboxylase test เปนตน  (Alcaide, 1999) ซึ่ง
จําเปนตองอาศัยอุปกรณและสารเคมีเปนจํานวนมาก ใชระยะเวลานานในการตรวจวิเคราะหเชื้อ 
รวมทั้งผลการวิเคราะหอาจมีความผิดพลาดเนื่องจากคุณสมบัติทางชีวเคมีที่คลายคลึงกับเชื้อกอโรค
ชนิดอ่ืนได ทั้งนี้ V. parahaemolyticus  มีลักษณะสัณฐานและคุณสมบัติทางชีวเคมีที่คลายคลึงกับ 
Vibrio spp. ชนิดอ่ืนๆ ใน Vibrionaceae (Nishibuchi, 2006) เชน คุณสมบัติการหมักซูโครสใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS ทําให V. parahaemolyticus  มีโคโลนีสีเขียวเนื่องจากไมสามารถหมัก
ซูโครสเชนเดียวกับ V. vulnificus, V. mimicus และ V. hollisae เปนตน นอกจากนี้ไดมีการ
วิเคราะหดวยวิธีทางชีวโมเลกุล เชน วิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยการตรวจหายีน 
toxR,  tdh หรือ trh ซึ่งเปนปจจัยกอความรุนแรงของเชื้อ V. parahaemolyticus เปนตน (Bilung 
et al., 2005; Kanjanasopa et al., 2011) เปนวิธีที่รวดเร็ว แตตองอาศัยเครื่องมือและสารเคมีที่มี
ราคาแพงและตองอาศัยผูที่มีความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง แตจากงานวิจัยนี้ไดประยุกตวิธีการใน
ตรวจหาการปนเปอนของแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  ในหอยแครง โดยการประยุกตใชโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ และตรวจสอบดวยวิธี dot blotting ซึ่ง
วิธีการนี้เปนวิธีการทีท่ําใหทราบชนิดของ V. parahaemolyticus และ Vibrio spp. ชนิดตางๆ ที่กอ
โรค โดยใชระยะเวลาสั้นในการตรวจวิเคราะหประมาณ 11 ชั่วโมง มีความแมนยํา และใชอุปกรณและ
สารเคมีที่มีราคาไมสูงมากนัก เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการดั้งเดิมและวิธีทางชีวโมเลกุล ซึ่งจัดเปนอีก
หนึ่งวิธีการที่เหมาะสมสําหรับตรวจปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคในตัวอยางได โดยไมจําเปนตอง
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพ่ือยืนยันผล 

ดังนั้นผลจากการตรวจแยกแบคทีเรีย V. parahaemolyticus  ที่ปนเปอนในหอยแครง
บริเวณอาวปตตานี โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ Vibrio spp. ชนิดตางๆ สามารถระบุ
ไดวาหอยแครงจากแหลงธรรมชาติบริเวณอาวปตตานีมีการปนเปอน V. parahaemolyticus  และ
พบปริมาณเชื้อ 4x103 CFU ตอมิลลิลิตร ซึ่งตามมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวง
สาธารณสุข ไดกําหนดเกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ฉบับที่ 2 
ดังนี้ 1) อาหารดิบ ประเภทอาหารพรอมปรุงและประเภทอาหารแชเย็นและแชแข็ง 2) อาหารพรอม
บริโภค ประเภทอาหารทะเลและประเภทอาหารปรุงสุกทั่วไป ตองไมพบ V. parahaemolyticus ใน
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ตัวอยางอาหาร 25 กรัม (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2553) ดังนั้นหอยแครงดิบจากอาวปตตานีมี
การปนเปอน V. parahaemolyticus เกินคากําหนด ควรระมัดระวังในการบริโภคหอยแครงดังกลาว 
โดยทําใหถูกสุขลักษณะดวยการทําใหสุกดวยความรอน ซึ่งเชื้อถูกทําลายไดท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2557) จากขอมูลนี้คาดวาสามารถนําไปใช
ประโยชนในการเปนขอมูลพ้ืนฐานในการรับประทานหอยแครงไดอยางถูกสุขลักษณะและปองกันการ
เกิดโรคอาหารเปนพิษตอไป 
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