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สํวนที่ 2 บทคัดยํอ  

จากการแยกเชื้อและประเมินจ านวนเชื้อแบคทีเรียกํอโรค Escherichia coli, Salmonella, 
Shigella และ Vibrio ในตัวอยํางอาหารทะเล 35 ตัวอยํางที่จ าหนํายใน จ. สมุทรสาคร, จ. ประจวบคีรี-
ขันธ์ และ จ. ระยอง มี 21 ตัวอยํางที่พบเชื้อแบคทีเรียลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับเชื้อแบคทีเรียใน 4 สกุล
ดังกลําว จากการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื้อด๎วยเทคนิค ERIC-PCR ซึ่งใช๎ในการจ าแนกสายพันธุ์ 
พบวําได๎รูปแบบ ERIC-PCR 40 รูปแบบ จากเชื้อบริสุทธิ์ 42 ไอโซเลท (isolate) ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
16S rDNA ของเชื้อ 40 สายพันธุ์ มี % ความเหมือน (% identity) ของยีนอยูํระหวําง 98%-99% กับเชื้อ
ใน 11 สกุล ได๎แกํ Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,  Hafnia 
(Obesumbacterium), Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella และ Vibrio 
จากการระบุสกุลหรือชนิดของเชื้อโดยใช๎เครื่องหมายทางพันธุกรรม ตรวจพบยีน phoA ซึ่งจ าเพาะตํอ 
Citrobacter, E. coli และ Shigella, ยีน fimC ซึ่งจ าเพาะตํอ Salmonella และ Sdf I fragment ซ่ึง
จ าเพาะตํอ Salmonella enterica serovar Enteritidis จากการตรวจหายีนควบคุมการกํอโรค พบยีน 
cnf2 และ vt2e ใน E. coli, ยีน csgD ใน Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella, ยีน kfu ใน 
Klebsiella, ยีน LTI ใน Citrobacter, E. coli และ Hafnia (Obesumbacterium), ยีน ssaO ใน 
Salmonella, ยีน tlh ใน Vibrio และยีน uge ใน Enterobacter และ Klebsiella สภาวะตํางๆ ได๎แกํ 
ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ, ระดับความเข๎มข๎นของ NaCl, การให๎อากาศ, อุณหภูมิ และระยะการเจริญ มีผล
ตํอการแสดงออกของยีน csgD, kfu และ uge สํวนยีน cnf2, LTI, ssaO และ vt2e ไมํมีการแสดงออก 
ในขณะที่ยีน tlh มีการแสดงออกในทุกสภาวะที่ท าการทดสอบ การแสดงออกของยีน csgD มีผลเพ่ิมการ
สังเคราะห์ biofilm และลดการเคลื่อนที่ของเซลล์ ผลการศึกษาได๎ให๎ข๎อมูลเกี่ยวกับการประยุกต์ใช๎ยีน
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สํวนที่ 2 Abstract (ไมํเกิน 250 ค า) 
Pathogenic bacteria including Escherichia coli, Salmonella, Shigella and Vibrio 

were targeted for isolation from 35 seafood samples sold in markets in Samutsakhon, 
Prachuapkhirikhun and Rayong provinces. Bacteria showing colony morphologies similar to 
either genera were present in 21 samples. Based on ERIC-PCR DNA fingerprint analysis 
which has been used for strain characterization, 40 ERIC-PCR patterns were derived from 
42 pure isolates. The 16S rDNA sequences of 40 strains exhibited 98%-99% identity to 
those of bacteria in 11 genera including Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, 
Escherichia, Hafnia (Obesumbacterium), Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, 
Salmonella and Vibrio. The genus or species identification was performed using 
molecular markers. The detected identification loci included phoA gene specific to 
Citrobacter, E. coli and Shigella, fimC gene specific to Salmonella and Sdf I fragment 
specific to Salmonella enterica serovar Enteritidis. PCR detection of virulence genes was 
positive for cnf2 and vt2e genes in E. coli, csgD gene in Citrobacter, Enterobacter and 
Klebsiella, kfu gene in Klebsiella, LTI gene in Citrobacter, E. coli and Hafnia 
(Obesumbacterium), ssaO gene in Salmonella, tlh gene in Vibrio as well as uge gene in 
Enterobacter and Klebsiella. Various conditions including type of media, NaCl 
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concentrations, aeration, temperatures and growth phases influenced expressions of csgD, 
kfu and uge genes. Expressions of cnf2, LTI, ssaO and vt2e genes were not detected, 
while tlh gene expression was detected under all tested conditions. The csgD gene 
expression increased biofilm formation and decreased cell motility. The results provide 
information regarding applications of target genes for rapid detection of pathogenic 
bacteria and risk factors stimulating the virulence ability. 
 
Key words :  virulence gene; foodborne pathogenic bacteria; seafood product; 
enterobacterial repetitive intergenic consensus-polymerase chain reaction (ERIC-PCR) 
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 สินค๎าประมงเป็นหนึ่งในสินค๎าสํงออกที่ท ารายได๎หลักให๎กับประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2555 มีการ
สํงออกสินค๎าประมงเป็นมูลคํา 264,766.34 ล๎านบาท ในบรรดาสินค๎าประมง ผลิตภัณฑ์อาหารทะเลเป็นที่
นิยมเพิ่มมากขึ้นในรอบหลายสิบปีที่ผํานมา แตํก็มีปัญหาหลักท่ีเกิดจากการบริโภคอาหารทะเลที่ปนเปื้อน
ซึ่งมีท้ังสารเคมี, โลหะหนัก, สารพิษ และเชื้อจุลินทรีย์กํอโรค อาหารทะเลจัดเป็นแหลํงส าคัญของโรค
อาหารเป็นพิษท่ีแพรํระบาดอยูํทั่วโลก การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์กํอโรคในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลเกิดขึ้นได๎
ในทุกขั้นตอน ตั้งแตํการสัมผัสกับน้ าทะเลและวัชพืช, การจับสัตว์น้ า, กระบวนการผลิต, การบรรจุหีบหํอ, 
การเก็บรักษา, การขนสํงที่อุณหภูมิไมํเหมาะสม ไปจนถึงวิธีการปรุงอาหารซึ่งไมํนิยมปรุงให๎สุก (Iwamoto 
และคณะ 2010) จากรายงานพบวําเชื้อแบคทีเรียกํอโรคที่ส าคัญในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลมีอยูํหลายสกุล 
(genus) เชํน Clostridium, Enterococcus, Escherichia, Salmonella, Shigella และ Vibrio เชื้อ
แบคทีเรียเหลํานี้กํอโรคในระบบทางเดินอาหาร เชํน โรคอาหารเป็นพิษ, โรคท๎องรํวง, โรคอหิวาต์, โรค
ไทฟอยด์, โรคพาราไทฟอยด์, โรคตับอักเสบ, โรคกระเพาะอักเสบ, โรคล าไส๎อักเสบ, โรคติดเชื้อในทํอ
ปัสสาวะ และโรคติดเชื้อในกระแสเลือด (Coburn และคณะ 2005; Iwamoto และคณะ 2010; Kaper 
และคณะ 1995; Karolis และคณะ 1998; Mellies และคณะ 2001; Morabito และคณะ 2003; Nataro 
และ Kaper 1998) เชื้อแบคทีเรียเหลํานี้เป็นดัชนีแสดงถึงการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ในอาหารและน้ า ใน
บรรดาเชื้อแบคทีเรียแตํละสกุล จะมีเชื้อบางชนิด (species) และบางสายพันธุ์เทํานั้นที่เป็นเชื้อกํอโรค 
(Iwamoto และคณะ 2010; Parham และคณะ 2005) ความสามารถในการกํอโรคของเชื้อแบคทีเรียถูก
ควบคุมโดยยีนควบคุมการกํอโรค (virulence gene) ซึ่งมีหลายยีนเรียงล าดับอยูํบน pathogenicity 
island (PAI) สํวนใหญํ PAI มีต าแหนํงอยูํบนโครโมโซม (chromosome) (Bhowmick และคณะ 2011; 
Chakravortty และคณะ 2002; Klein และ Jones 2001; Marcus และคณะ 2000; Morabito และ
คณะ 2003; Ochman และคณะ 1996; Ostblom และคณะ 2011; Parham และคณะ 2005) ยีน
ควบคุมการกํอโรคมีบทบาทควบคุมกระบวนการตํางๆ เชํน 1) การสังเคราะห์ virulence factor และ 
adherence factor (Leavis และคณะ 2004; Morabito และคณะ 2003; Nicholls และคณะ 2000; 
Saroj และคณะ 2008; Shankar และคณะ 2002) 2) การสังเคราะห์และการปลดปลํอยโปรตีนและ
สารพิษ เชํน chaperone, hemolysin และ enterotoxin (Bhowmick และคณะ 2011; Buchrieser 
และคณะ 2000; Galan และ Collmer 1999; Iwen และคณะ 1997; Johnson 1991; Kaper และคณะ 
1995; Klein และ Jones 2001; Leavis และคณะ 2004; Mellies และคณะ 2001; Morabito และคณะ 
2003; Sarkar และคณะ 2002) 3) การสังเคราะห์สารควบคุม (putative regulator) (Ochman และคณะ 
1996)  4) การสังเคราะห์และการปลดปลํอยเอนไซม์ เชํน phosphotransferase และ protease (Reidl 
และ Boos 1991; Zhang และคณะ 2003) 5) การสังเคราะห์และการปลดปลํอยโปรตีนที่เปลี่ยนแปลง
หน๎าที่ของเอนไซม์ protease (Ochman และคณะ 1996) 6) การสังเคราะห์สารประกอบจับธาตุเหล็ก 
เชํน aerobactin (Johnson 1991) 7) การสังเคราะห์ biofilm (Tendolkar และคณะ 2004; Toledo-
Arana และคณะ 2001) 8) การเข๎าเกาะและการเกิดบาดแผลที่เซลล์เนื้อเยื่อของล าไส๎ (Jarvis และคณะ 
1995) 9) การยับยั้งระบบภูมิต๎านทานและกิจกรรมของเซลล์เม็ดเลือดขาวของเซลล์เจ๎าบ๎าน (Chakravort- 
ty และคณะ 2002; Cirillo และคณะ 1998; Klapproth และคณะ 2000; Klein และ Jones 2001) 10) 
การติดเชื้อในทํอปัสสาวะและกระแสเลือด (Johnson และคณะ 2002; 2005; Kurazono และคณะ 
2000; Parham และคณะ 2005; Sannes และคณะ 2004) 11) การเปลี่ยนแปลงรูปรํางของ flagellin 
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(Ochman และคณะ 1996) 12) การปรับตัวให๎ทนตํอสภาวะที่เป็นกรดและสภาวะที่ไมํมีออกซิเจนใน
กระเพาะอาหาร (Gantois และคณะ 2006) 13) การปรับตัวให๎อยูํรอดทํามกลางจุลินทรีย์ประจ าถิ่น 
(microbiota) ภายในล าไส๎ (Ibarra และคณะ 2010) 14) กระบวนการปฏิสัมพันธ์ (interaction) ระหวําง
เชื้อแบคทีเรียกับเซลล์เจ๎าบ๎าน (Ostblom และคณะ 2011) และ 15) การก าหนดความจ าเพาะตํอเซลล์เจ๎า
บ๎าน (host specificity) (Saroj และคณะ 2008) กระบวนการตํางๆ เหลํานี้จ าเป็นตํอการเข๎าอยูํอาศัย, 
การอยูํรอด, การปรับตัว และการเพ่ิมจ านวนของเชื้อแบคทีเรียภายในเซลล์เจ๎าบ๎าน จึงมีความส าคัญตํอ
การกํอโรคและการระบาดของเชื้อ  

 
ทั้งนี้ในการกํอโรค ยีนควบคุมการกํอโรคจะต๎องมีการแสดงออกโดยสังเคราะห์ messenger 

ribonucleic acid (mRNA) มีรายงานถึงปัจจัยหลายประการที่มีผลตํอการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอ
โรค เชํน 1) ชนิดและองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ ได๎แกํ ชนิดของแหลํงคาร์บอน, คํา pH, ความ
เข๎มข๎นของ sodium chloride (NaCl), magnesium (Mg) และสารอินทรีย์ฟอสเฟต (Pi) (Beuzon และ
คณะ 1999; Cirillo และคณะ 1998; Deiwick และคณะ 1999; Gerlach และคณะ 2007; Ibarra และ
คณะ 2010; Klein และ Jones 2001; Lee และ Falkow 1990; Lim และคณะ 2007; Song และคณะ 
2004) 2) อุณหภูมิ (Sarkar และคณะ 2002) 3) ปริมาณของออกซิเจน (Bajaj และคณะ 1996; Behlau 
และ Miller 1993; Boddicker และคณะ 2003; Jones และ Falkow 1994; Lee และ Falkow 1990; 
Lucas และ Lee 2001; Schiemann และ Shope 1991; Temme และคณะ 2008) 4) ระยะการเจริญ
ของเชื้อ (Gerlach และคณะ 2007; Ibarra และคณะ 2010; Sarkar และคณะ 2002) และ 5) butyrate 
(Gantois และคณะ 2006; van Immerseel และคณะ 2004) พบวําการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอ
โรคมีผลตํอการอยูํรอดและคุณลักษณะอ่ืนๆ ของเชื้อแบคทีเรีย เชํน กิจกรรมของเอนไซม์ protease และ
การเคลื่อนที่ รวมถึงการติดเชื้อแบคทีเรียภายในเซลล์เจ๎าบ๎าน (Chakravortty และคณะ 2002; Cirillo 
และคณะ 1998; Ibarra และคณะ 2010; Jarvis และคณะ 1995; Johnson และคณะ 2002; 2005; 
Klapproth และคณะ 2000; Klein และ Jones 2001; Kurazono และคณะ 2000; Ochman และคณะ 
1996; Parham และคณะ 2005; Sannes และคณะ 2004)  

 
โครงการวิจัยนี้มุํงเน๎นศึกษาเชื้อแบคทีเรียกํอโรคใน 4 สกุล ได๎แกํ Escherichia, Salmonella, 

Shigella และ Vibrio ซึ่งเป็นเชื้อกํอโรคที่ส าคัญ และมักพบปนเปื้อนในอาหารและน้ า รวมถึงผลิตภัณฑ์
อาหารทะเล เป็นปัญหาส าคัญตํอสุขอนามัยในประเทศตํางๆ เนื่องจากเป็นเชื้อแบคทเีรียที่มีการระบาดได๎
รวดเร็วและกํอโรคที่เป็นอันตรายถึงชีวิต ในการศึกษาครั้งนี้ ได๎ท าการแยกเชื้อแบคทีเรียใน 4 สกุลดังกลําว
จากผลิตภัณฑ์อาหารทะเล โดยอาศัยลักษณะเฉพาะของโคโลนีบนอาหารคัดเลือก (selective media) 
จ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียจากการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยเทคนิค enterobacterial 
repetitive intergenic consensus-polymerase chain reaction (ERIC-PCR) ระบุสกุลของเชื้อ
แบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ของยีน 16S ribosomal RNA (16S rDNA)
ระบุสกุลหรือชนิดของเชื้อแบคทีเรียโดยใช๎เครื่องหมายทางพันธุกรรม (molecular marker) ตรวจสอบ
การมียีนควบคุมการกํอโรค 22 ยีนที่มีรายงานวําพบในเชื้อแบคทีเรียที่ระบุสกุลได๎ จากผลผลิตของปฏิกิริยา 
PCR (PCR product) ที่ได๎จากการเพ่ิมจ านวนยีนควบคุมการกํอโรค สามารถยืนยันการมียีนควบคุมการกํอ
โรคโดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของแตํละยีนที่อาจพบใน
เชื้อตํางสกุลได๎จากแผนผังแสดงความสัมพันธ์ของยีน (phylogenetic tree) การตรวจสอบการมียีน



3 
 
ควบคุมการกํอโรคนี้ เป็นดัชนีชี้วัดการปนเปื้อนของเชื้อกํอโรคและความเสี่ยงในการระบาดของโรค ได๎
ถูกต๎องกวําวิธีการที่ใช๎กันอยูํโดยทั่วไปในปัจจุบัน ซึ่งเป็นการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียในตัวอยํางโดยใช๎อาหาร
คัดเลือก, คุณลักษณะทางสรีรวิทยา-ชีวเคมี และลักษณะทางเซรุํมวิทยา เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียชนิด
เดียวกันและอยูํในกลุํมทางเซรุํมวิทยา (serovar) เดียวกัน ก็มีทัง้สายพันธุ์ที่กํอโรคและสายพันธุ์ที่ไมํกํอโรค 
การถํายโอนยีนควบคุมการกํอโรคไปยังเชื้อแบคทีเรียตํางสกุลหรือชนิด ท าให๎มีโอกาสเกิดเชื้อกํอโรคสาย-
พันธุ์ใหมํและเพ่ิมความเสี่ยงตํอการระบาดของโรค เมื่อตรวจพบยีนควบคุมการกํอโรคแล๎ว จึงทดสอบผล
ของสภาวะตํางๆ ตํอการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค ปัจจัยที่ท าการทดสอบ ได๎แกํ 1) ชนิดของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ 2) ความเข๎มข๎นของ NaCl 3) การให๎อากาศ 4) อุณหภูมิ และ 5) ระยะการเจริญของเชื้อ 
รวมถึงเปรียบเทียบการเจริญและคุณลักษณะอื่นๆ ของเชื้อแบคทีเรีย ได๎แกํ การเคลื่อนที่และการ
สังเคราะห์ biofilm ในสภาวะที่ไมํมีการแสดงออกของยีนและในสภาวะที่มีการแสดงออกของยีน 
 

ผลการศึกษาสามารถใช๎เป็นดัชนีแสดงถึงการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียกํอโรคในผลิตภัณฑ์อาหาร
ทะเลที่จ าหนํายในท๎องตลาด การที่พบยีนควบคุมการกํอโรคในเชื้อแบคทีเรียตํางสกุลหรือชนิด อาจเป็น
หลักฐานการถํายโอนยีนระหวํางเชื้อแบคทีเรีย นอกจากนี้ยังทราบสภาวะแวดล๎อมที่กระตุ๎นการแสดงออก
ของยีนควบคุมการกํอโรค ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการวางแนวทางในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์อาหารทะเล
เพ่ือควบคุมการระบาดของโรค 
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ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 
 สินค๎าประมงเป็นหนึ่งในสินค๎าสํงออกที่ท ารายได๎หลักให๎กับประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2555 มีการ
สํงออกสินค๎าประมงเป็นมูลคํา 264,766.34 ล๎านบาท สินค๎าประมงที่ท ารายได๎สูงสุด ได๎แกํ กุ๎งและ
ผลิตภัณฑ์จากก๎ุง, ทูนํากระป๋อง และหมึกสดแชํเย็น-แชํแข็ง (ประพันธ์ โนระดี 2556) ในบรรดาสินค๎า
ประมง ผลิตภัณฑ์อาหารทะเลเป็นที่นิยมเพ่ิมมากขึ้นในรอบหลายสิบปีที่ผํานมา ทั้งเพ่ือการบริโภคใน
ประเทศและการสํงออก ตัวอยํางเชํน กุ๎งทะเลแชํเย็น-แชํแข็ง, หมึกทะเลแชํเย็น-แชํแข็ง, ปลาทะเลแชํเย็น-
แชํแข็ง รวมถึงผลิตภัณฑ์อาหารทะเลแปรรูป แตํก็มีปัญหาหลักท่ีเกิดจากการบริโภคอาหารทะเลที่ปนเปื้อน 
ซึ่งมีท้ังสารเคมี, โลหะหนัก, สารพิษ และเชื้อจุลินทรีย์กํอโรค อาหารทะเลจัดเป็นแหลํงปนเปื้อนที่ส าคัญ
ของโรคอาหารเป็นพิษท่ีแพรํระบาดอยูํทั่วโลก การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์กํอโรคในผลิตภัณฑ์อาหารทะเล
เกิดข้ึนได๎ในทุกข้ันตอน ตั้งแตํการสัมผัสกับน้ าทะเลและวัชพืช, การจับสัตว์น้ า, กระบวนการผลิต, การ
บรรจุหีบหํอ, การเก็บรักษา, การขนสํงที่อุณหภูมิไมํเหมาะสม ไปจนถึงวิธีการปรุงอาหารซึ่งไมํนิยมปรุงให๎
สุก (Iwamoto และคณะ 2010) จากรายงานพบวําเชื้อแบคทีเรียกํอโรคที่ส าคัญในอาหารทะเลมีอยูํหลาย
สกุล เชํน Clostridium, Enterococcus, Escherichia, Salmonella, Shigella และ Vibrio เชื้อ
แบคทีเรียเหลํานี้กํอโรคในระบบทางเดินอาหาร เชํน โรคอาหารเป็นพิษ, โรคท๎องรํวง, โรคอหิวาต์, โรค
ไทฟอยด์, โรคพาราไทฟอยด์, โรคตับอักเสบ, โรคกระเพาะอักเสบ, โรคล าไส๎อักเสบ, โรคติดเชื้อในทํอ
ปัสสาวะ และโรคติดเชื้อในกระแสเลือด (Coburn และคณะ 2005; Iwamoto และคณะ 2010; Kaper 
และคณะ 1995; Karolis และคณะ 1998; Mellies และคณะ 2001; Morabito และคณะ 2003; Nataro 
และ Kaper 1998) เชื้อแบคทีเรียเหลํานี้เป็นปัญหาส าคัญตํอสุขอนามัยในประเทศตํางๆ เนื่องจากเป็นเชื้อ
ที่มีการระบาดได๎รวดเร็วและกํอโรคที่เป็นอันตรายถึงชีวิต สามารถปรับตัวให๎อยูํรอดในสภาวะแวดล๎อมได๎ดี 
และเกิดการระบาดได๎แม๎มีการปนเปื้อนของเชื้อปริมาณน๎อย เชื้อแบคทีเรียเหลํานี้จึงเป็นดัชนีชี้วัดการปน 
เปื้อนของจุลินทรีย์ในอาหารและน้ า 
 
 ในบรรดาเชื้อแบคทีเรียแตํละสกุล จะมีเชื้อบางชนิดและบางสายพันธุ์เทํานั้นที่เป็นเชื้อกํอโรค 
(Iwamoto และคณะ 2010; Parham และคณะ 2005) ความสามารถในการกํอโรคของเชื้อแบคทีเรียถูก
ควบคุมโดยยีนควบคุมการกํอโรคซึ่งมีหลายยีนเรียงล าดับอยูํบน PAI สํวนใหญํ PAI มีต าแหนํงอยูํบน
โครโมโซม (Bhowmick และคณะ 2011; Chakravortty และคณะ 2002; Klein และ Jones 2001; 
Marcus และคณะ 2000; Morabito และคณะ 2003; Ochman และคณะ 1996; Ostblom และคณะ 
2011; Parham และคณะ 2005) การที่ PAI สามารถถํายทอดจากเชื้อแบคทีเรียชนิดหนึ่งไปยังเชื้อ
แบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งได๎ ท าให๎มีโอกาสเกิดเชื้อกํอโรคสายพันธุ์ใหมํ (Hacker และคณะ 1997; Morabito 
และคณะ 2003) ยีนควบคุมการกํอโรคมีบทบาทควบคุมกระบวนการตํางๆ เชํน 1) การสังเคราะห์ 
virulence factor และ adherence factor (Leavis และคณะ 2004; Morabito และคณะ 2003; 
Nicholls และคณะ 2000; Saroj และคณะ 2008; Shankar และคณะ 2002) 2) การสังเคราะห์และการ
ปลดปลํอยโปรตีนและสารพิษ เชํน chaperone, hemolysin และ enterotoxin (Bhowmick และคณะ 
2011; Buchrieser และคณะ 2000; Galan และ Collmer 1999; Iwen และคณะ 1997; Johnson 
1991; Kaper และคณะ 1995; Klein และ Jones 2001; Leavis และคณะ 2004; Mellies และคณะ 
2001; Morabito และคณะ 2003; Sarkar และคณะ 2002) 3) การสังเคราะห์สารควบคุม (Ochman 
และคณะ 1996) 4) การสังเคราะห์และการปลดปลํอยเอนไซม์ เชํน phosphotransferase และ 
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protease (Reidl และ Boos 1991; Zhang และคณะ 2003) 5) การสังเคราะห์และการปลดปลํอย
โปรตีนที่เปลี่ยนแปลงหน๎าที่ของเอนไซม์ protease (Ochman และคณะ 1996) 6) การสังเคราะห์
สารประกอบจับธาตุเหล็ก เชํน aerobactin (Johnson 1991) 7) การสังเคราะห์ biofilm (Tendolkar 
และคณะ 2004; Toledo-Arana และคณะ 2001) 8) การเข๎าเกาะและการเกิดบาดแผลที่เซลล์เนื้อเยื่อ
ของล าไส๎ (Jarvis และคณะ 1995) 9) การยับยั้งระบบภูมิต๎านทานและกจิกรรมของเซลล์เม็ดเลือดขาวของ
เซลล์เจ๎าบ๎าน (Chakravortty และคณะ 2002; Cirillo และคณะ 1998; Klapproth และคณะ 2000; 
Klein และ Jones 2001) 10) การติดเชื้อในทํอปัสสาวะและกระแสเลือด (Johnson และคณะ 2002; 
2005; Kurazono และคณะ 2000; Parham และคณะ 2005; Sannes และคณะ 2004) 11) การ
เปลี่ยนแปลงรูปรํางของ flagellin (Ochman และคณะ 1996) 12) การปรับตัวให๎ทนตํอสภาวะที่เป็นกรด
และสภาวะที่ไมํมีออกซิเจนในกระเพาะอาหาร (Gantois และคณะ 2006) 13) กระบวนการปฏิสัมพันธ์
ระหวํางเชื้อแบคทีเรียกับเซลล์เจ๎าบ๎าน (Ibarra และคณะ 2010) 14) การปรับตัวให๎อยูํรอดทํามกลาง      
จุลินทรีย์ประจ าถิ่นภายในล าไส๎ (Ostblom และคณะ 2011) และ 15) การก าหนดความจ าเพาะตํอเซลล์
เจ๎าบ๎าน (Saroj และคณะ 2008) กระบวนการตํางๆ เหลํานี้จ าเป็นตํอการเข๎าอยูํอาศัย, การอยูํรอด, การ
ปรับตัวและการเพ่ิมจ านวนของเชื้อแบคทีเรียภายในเซลล์เจ๎าบ๎าน จึงมีความส าคัญตํอการกํอโรคและการ
ระบาดของเชื้อ 
 

Escherichia เป็นสกุลของแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative) ในวงศ์ (family) Entero- 
bacteriaceae มีรูปรํางเป็นทํอน ชนิดที่มีความส าคัญตํอการกํอโรค คือ Escherichia coli ซึ่งเป็น          
จุลินทรีย์ประจ าถิ่น (normal flora) ในล าไส๎ของมนุษย์และสัตว์ (Ostblom และคณะ 2011) Esc. coli มี
ทั้งสายพันธุ์ที่กํอโรคและสายพันธุ์ที่ไมํกํอโรค Esc. coli สายพันธุ์ที่กํอโรคแบํงออกได๎เป็น 6 กลุํม หรือ 
pathogroup ได๎แกํ 1) enterohemorrhagic Esc. coli (EHEC) หรืออาจเรียกวํา shiga-toxigenic E. 
coli (STEC) เนื่องจากมีการสังเคราะห์สารพิษ shiga toxin (Stx) เชื้อกลุํมนี้เป็นสาเหตุของโรคหลายชนิด 
เชํน โรคล าไส๎ใหญํอักเสบ และโรค hemolytic uremic syndrome ซึ่งเกิดการแตกของเม็ดเลือดแดงและ
ไตวาย (Griffin และ Tauxe 1991; O’Brien และคณะ 1984) 2) enteropathogenic E. coli (EPEC) ซ่ึง
ไมํสังเคราะห์ shiga toxin แตํกํอโรคท๎องรํวงในเด็ก (Nataro และ Kaper 1998) 3) enterotoxigenic E. 
coli (ETEC) 4) enteroinvasive E. coli (EIEC) 5) enteroaggregative E. coli (EAEC or EAggEc) และ 
6) diffusely adherent E. coli (DAEC) (Costa 2013) มีรายงานการพบ Esc. coli ในสัตว์ทะเลและ
ผลิตภัณฑ์อาหารทะเลในประเทศตํางๆ  The Centers for Disease Control and Prevention ประเทศ
สหรัฐอเมริกา รายงานการระบาดของเชื้อ Esc. coli ที่ปนเปื้อนในอาหารทะเล ระหวํางปี ค.ศ. 1973-ปี 
ค.ศ. 2006 (Iwamoto และคณะ 2010) การพบ Esc. coli ในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลเกิดจากการปนเปื้อน
น้ าสกปรก และการขาดสุขอนามัยในระหวํางกระบวนการผลิต (Huss 1993) มีรายงานการพบ Esc. coli 
สายพันธุ์กํอโรคในอาหารทะเล ตัวอยํางเชํน พบวํา 5% ของหอยกาบ และ 3% ของปลาสดที่จ าหนํายใน
เมือง Mangalore ประเทศอินเดีย มีการปนเปื้อนเชื้อ STEC ที่จัดอยูํใน serotype อ่ืนๆ ที่ไมํใชํ O157 
(Kumar และคณะ 2001) นอกจากนี้ยังพบเชื้อ STEC ในปลาสดที่จ าหนํายในเมือง Cochin ประเทศ
อินเดีย (Thampuran และคณะ 2005) และพบเชื้อ Esc. coli ที่สังเคราะห์ enterotoxin ปนเปื้อนในก๎ุง 
seabob และในปลากระพงแดงท่ีจ าหนํายในเมือง Fortaleza ประเทศบราซิล (Teophilo และคณะ 
2002) จากการตรวจสอบอาหารทะเล ได๎แกํ ปลาแซลมอน, กุ๎ง และ ปลานิล ที่น าเข๎าจาก 12 ประเทศ 
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และจ าหนํายในเมือง Baton Rouge รัฐ Louisiana ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวํา 9.4% มีการปนเปื้อน 
Esc. coli (Wang และคณะ 2011) 

 
Salmonella เป็นสกุลของแบคทีเรียแกรมลบในวงศ์ Enterobacteriaceae มีรูปรํางเป็นทํอน 

มักพบปนเปื้อนในอาหารและน้ า เป็นเชื้อกํอโรคในมนุษย์และสัตว์หลายชนิด โรคมีหลายระดับความรุนแรง 
ตั้งแตํโรคท่ีไมํแสดงอาการไปถึงโรคที่เป็นอันตรายถึงชีวิต ตัวอยํางของโรคท่ีเกิดจาก Salmonella ได๎แกํ 
โรคที่มีอาการเป็นไข๎, ปวดท๎อง และอาเจียน, โรคท๎องรํวง, โรคล าไส๎อักเสบ, โรคติดเชื้อในทํอปัสสาวะ, โรค
ติดเชื้อในกระแสเลือด, โรคไทฟอยด์ และโรคพาราไทฟอยด์ (Bhowmick และคณะ 2011; Brenner และ
คณะ 2000; Iwamoto และคณะ 2010; Lacey 1993) Salmonella ถูกจัดจ าแนกได๎ประมาณ 2,500 
serovar (Brenner และคณะ 2000; Chakravortty และคณะ 2002) Salmonella แบํงเป็น 3 กลุํม 
ได๎แกํ 1) typhoidal (enteric) Salmonella กํอโรคไทฟอยด์และโรคพาราไทฟอยด์ในมนุษย์ แตํไมํกํอโรค
ในสัตว์ 2) non-typhoidal Salmonella กํอโรคท๎องรํวงในสัตว์หลายชนิด ทั้งสตัว์เลี้ยงลูกด๎วยนม, 
สัตว์เลื้อยคลาน, นก และแมลง และ 3) Salmonella ที่จ าเพาะตํอสัตว์บางชนิด (Bhowmick และคณะ 
2011) เชื้อชนิดที่มักพบวําเป็นปัญหาด๎านสุขอนามัยในประเทศสํวนใหญํ คือ Salmonella enterica 
(Chakravortty และคณะ 2002) ซึ่งมีอยูํมากกวํา 2,300 serovar มักพบ Sal. enterica หลาย serovar 
ที่ปนเปื้อนในอาหาร แตํ serovar ที่เป็นสาเหตุหลักของการกํอโรคในมนุษย์จากการบริโภคอาหารทะเล 
ได๎แกํ serovar Enteritidis และ Typhimurium (Greig และ Ravel 2009) The Centers for Disease 
Control and Prevention ประเทศสหรัฐอเมริกา รายงานการระบาดของเชื้อ Salmonella ที่ปนเปื้อน
ในอาหารทะเล ระหวํางปี ค.ศ. 1973-ปี ค.ศ. 2006 (Iwamoto และคณะ 2010) มีรายงานการพบ non-
typhoidal Salmonella ในอาหารทะเลในหลายประเทศ เชํน อินเดีย (Bhowmick และคณะ 2011; 
Shabarinath และคณะ 2007) และสิงคโปร์ (Huang และคณะ 2012) จากการส ารวจของ The U.S. 
Food and Drug Asministration ที่ได๎ตรวจหา Salmonella ในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลในประเทศ
สหรัฐอเมริการะหวํางปี ค.ศ. 1990-ปี ค.ศ. 1998 พบวําเกือบ 10% ของผลิตภัณฑ์ของอาหารทะเลน าเข๎า 
และ 2.8% ของผลิตภัณฑ์ของอาหารทะเลจากในประเทศ มีการปนเปื้อน Salmonella โดย serovar ที่
พบบํอยที่สุดในผลิตภัณฑ์ของอาหารทะเลน าเข๎า คือ Weltevreden (Heinitz และคณะ 2000) จากการ
ตรวจสอบอาหารทะเล ได๎แกํ ปลาแซลมอน, กุ๎ง และ ปลานิล ที่น าเข๎าจาก 12 ประเทศ และจ าหนํายใน
เมือง Baton Rouge รัฐ Louisiana ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวํา 17.5% มีการปนเปื้อน Salmonella 
(Wang และคณะ 2011) จากการส ารวจของ The National Food Surveillance System ประเทศญี่ปุ่น 
พบวํา Salmonella ที่พบมากท่ีสุดในอาหารทะเลที่จ าหนํายในประเทศญี่ปุ่นระหวํางปี ค.ศ. 1998-ปี ค.ศ. 
2008 เป็น serotype Infantis (Hara-Kudo และคณะ 2013) 

 
Shigella เป็นสกุลของแบคทีเรียแกรมลบในวงศ์ Enterobacteriaceae มีรูปรํางเป็นทํอน เป็น

เชื้อกํอโรคที่มีหลายระดับความรุนแรง ตั้งแตํโรคที่มีอาการท๎องเดิน, ถํายเหลว ไปถึงโรคที่เป็นอันตราย
ร๎ายแรง ได๎แกํ โรคปวดเบํง, โรคท๎องรํวง, โรคล าไส๎อักเสบ, โรค Reiter’s syndrome, โรค hemolytic 
uremic syndrome, โรค bacillary dysentery และโรคบิดไมํมีตัว (Faruque และคณะ 2002; 
Iwamoto และคณะ 2010; Speelman และคณะ 1984) โรคที่เกิดจาก Shigella มีการระบาดได๎อยําง
รวดเร็ว มักพบ Shigella ปนเปื้อนในอาหารและน้ า รวมถึงผลิตภัณฑ์อาหารทะเล The Centers for 
Disease Control and Prevention ประเทศสหรัฐอเมริกา รายงานการระบาดของเชื้อ Shigella ที่
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ปนเปื้อนในอาหารทะเล ระหวํางปี ค.ศ. 1973-ปี ค.ศ. 2006 (Iwamoto และคณะ 2010) จากการ
ตรวจสอบอาหารทะเล ได๎แกํ ปลาแซลมอน, กุ๎ง และ ปลานิล ที่น าเข๎าจาก 12 ประเทศ และจ าหนํายใน
เมือง Baton Rouge รัฐ Louisiana ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวํา 32.2% มีการปนเปื้อน Shigella 
(Wang และคณะ 2011) นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับ Shigella ชนิดที่พบเป็นสํวนใหญํในผู๎ป่วยใน
ประเทศบังคลาเทศคือ Shigella flexneri และ Shigella dysenteriae (Chen และคณะ 1980) และยัง
พบ Shigella ที่มียีนควบคุมการกํอโรคในแหลํงน้ าของประเทศบังคลาเทศ ถึงแม๎ Shigella จ าเป็นต๎อง
อาศัยอยูํในรํางกายมนุษย์และลิง แตํก็พบวํา Shigella สามารถมีชีวิตรอดในแหลํงน้ าที่ไมํมีมนุษย์และลิงได๎
เชํนกัน (Faruque และคณะ 2002)  
 

Vibrio เป็นสกุลของแบคทีเรียแกรมลบในวงศ์ Vibrionaceae มีรูปรํางคล๎ายเครื่องหมายจุลภาค 
(comma) เป็น halophilic bacteria เจริญได๎ดีและแพรํระบาดในแหลํงน้ าเค็ม มักอาศัยอยูํกับแพลงตอน
และสัตว์น้ า ในบรรดา Vibrio ที่มีอยูํประมาณ 30 ชนิด มีอยํางน๎อย 14 ชนิดที่กํอโรคในมนุษย์ และมักมี
สาเหตุจากการบริโภคอาหารทะเล Vibrio กํอโรคชนิดที่พบมากท่ีสุด ได๎แกํ Vibrio cholerae, Vibrio 
parahaemolyticus และ Vibrio vulnificus (Iwamoto และคณะ 2010; Mukhopadhyay และคณะ 
2001) V. cholerae กํอโรคอหิวาต์ที่ระบาดอยํางรวดเร็วและเป็นอันตรายถึงชีวิต ตามรายงานของ World 
Health Organization (WHO) มีผู๎ป่วยเสียชีวิตด๎วยโรคอหิวาต์จากทั่วโลก ปีละประมาณ 120,000 ราย 
(WHO 2001) มีการจัดจ าแนก V. cholerae ตามลักษณะทางเซรุํมวิทยาของ O-antigen ได๎ประมาณ 
200 serogroup สํวนใหญํไมํกํอโรคในมนุษย์ V. cholerae serogroup O1 และ O139 เป็น 2 กลุํมหลัก
ที่กํอโรคอหิวาต์ และสังเคราะห์สารพิษ cholera toxin แตํก็มี serogroup อ่ืนนอกเหนือจาก O1 และ 
O139 ที่กํอโรคอหิวาต์ด๎วยเชํนกัน ในขณะที่ V. cholerae บาง serogroup และ V. parahaemolyticus 
กํอโรคท๎องรํวง (Garcia และคณะ 2009; Morris 1990) ส าหรับ V. vulnificus กํอโรคติดเชื้อท่ีบาดแผล
และในกระแสเลือด (Oliver 2005) The Centers for Disease Control and Prevention ประเทศ
สหรัฐอเมริกา รายงานการระบาดของเชื้อ Vibrio ที่ปนเปื้อนในอาหารทะเล ระหวํางปี ค.ศ. 1973-ปี ค.ศ. 
2006 (Iwamoto และคณะ 2010) จากการตรวจสอบอาหารทะเล ได๎แกํ ปลาแซลมอน, กุ๎ง และ ปลานิล 
ที่น าเข๎าจาก 12 ประเทศ และจ าหนํายในเมือง Baton Rouge รัฐ Louisiana ประเทศสหรัฐอเมริกา 
พบวํา กุ๎งมีการปนเปื้อน V. parahaemolyticus (Wang และคณะ 2011) 

 
ในการจ าแนกความแตกตํางระหวํางสายพันธุ์ของเชื้อเอนเทอร์โรแบคทีเรีย (enterobacteria) ซ่ึง

หมายถึงแบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae และเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ สามารถใช๎เทคนิค ERIC-PCR ซ่ึง
เป็นเทคนิคที่ใช๎สร๎างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ERIC sequence เป็นหนึ่งใน intergenic repeated sequence ที่
พบในเชื้อ enterobacteria นอกเหนือจาก repetitive extragenic palindromic (REP) sequence 
ส าหรับ ERIC sequence นั้น เริ่มแรกพบใน Esc. coli และ Sal. enterica serovar Typhimurium (ชื่อ
เดิม Salmonella typhimurium) (Gilson และคณะ 1984; Hulton และคณะ 1991; Sharples และ 
Lloyd 1990; Stern และคณะ 1984) ตํอมาพบในเชื้อแบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ เชํน Vibrio ส าหรับ ERIC 
sequence นั้น มีขนาด 127 เบส (base pairs; bp) มีลักษณะเป็น imperfect palindromic sequence 
พบกระจายอยูํตลอดจีโนม (genome) โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ERIC sequence ในเชื้อตํางชนิดมีความ
คล๎ายคลึงกันมาก แตํมีจ านวนและการกระจายของ ERIC sequence แตกตํางกัน หน๎าที่ของ ERIC 
sequence ยังไมํทราบแนํชัด แตํสันนิษฐานวําเกี่ยวข๎องกับการรักษาความเสถียรของ mRNA หรือเก่ียว 
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ข๎องในกระบวนการ homologous recombination, การจัดโครงสร๎างของโครโมโซม, การจับกับ HU 
protein ซึ่งเป็นโปรตีนที่จับกับดีเอ็นเอ (DNA binding protein), เอนไซม์ DNA gyrase และ DNA 
polymerase I (Rashid และคณะ 2009) เทคนิค ERIC-PCR เป็นการใช๎หลักการของ PCR เพ่ือเพ่ิม
จ านวนของยีนซึ่งอยูํระหวําง ERIC sequence โดยการใช๎ไพร์เมอร์ (primer) 1 คูํเข๎าจับบริเวณ ERIC 
sequence PCR product ที่ได๎จากเชื้อตํางสายพันธุ์จะมีจ านวนชิ้นและขนาดที่แตกตํางกัน ตั้งแตํ 1 ถึง 
15 ชิ้น ขนาดประมาณ 100 bp ถึง 5.0 กิโลเบส (kilobases; kb) เทคนิค ERIC-PCR เป็นเทคนิคที่งําย, 
รวดเร็ว และมีความละเอียดสูง ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเทคนิค ERIC-PCR สามารถใช๎จ าแนกความแตกตําง
ของแบคทีเรียได๎ถึงระดับสายพันธุ์ และใช๎ในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลุํมประชากร
แบคทีเรีย เนื่องจากพบได๎ในเชื้อแบคทีเรียหลายกลุํมท่ีมีความแตกตํางกันทางอนุกรมวิธาน ในบางกรณีพบ
ความสัมพันธ์ระหวําง dendrogram ที่สร๎างจากรูปแบบ ERIC-PCR กับการจัดจ าแนกทางอนุกรมวิธาน
ของเชื้อแบคทีเรีย (Pongsilp 2012) 

 
 ยีนควบคุมการกํอโรคบน PAI ของ Esc. coli มีหน๎าที่ควบคุมกระบวนการตํางๆ เชํน 1) การเข๎า
เกาะของเชื้อที่บริเวณเนื้อเยื่อล าไส๎ (Nataro และ Kaper 1998) 2) การสังเคราะห์สารพิษ เชํน 
hemolysin และ enterotoxin (Griffin และ Tauxe 1991; Johnson 1991; Mellies และคณะ 2001; 
O’Brien และคณะ 1984) 3) การสังเคราะห์เอนไซม์ phosphotransferase (Reidl และ Boos 1991) 4) 
การสังเคราะห์สารประกอบจับธาตุเหล็ก เชํน aerobactin  (Johnson 1991; Parham และคณะ 2005) 
5) การปลดปลํอยโปรตีน เชํน serine protease autotransporter (Parham และคณะ 2004; 2005) 6) 
การปลดปลํอย effector molecule (Jacob-Dubuisson และคณะ 2001) 7) การยํอยสลาย fucose 
และ pectin (Parham และคณะ 2005) 8) การยับยั้งกิจกรรมของเซลล์เม็ดเลือดขาวของเซลล์เจ๎าบ๎าน 
(Klapproth และคณะ 2000) และ 9) การปรับตัวของ Esc. coli ทํามกลางจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในล าไส๎ของ
เด็กอํอน (Ostblom และคณะ 2011) ตัวอยํางยีนควบคุมการกํอโรคที่พบได๎ทั่วไปใน Esc. coli เชํน ยนี 
efa1 ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์ adherence factor Efa1 (Nicholls และคณะ 2000), ยีน lifA ซ่ึงควบคุม
การสังเคราะห์โปรตีนที่มีความเหมือนของล าดับกรดอะมิโนเป็น 58% กับสารพิษ entero-toxin ShET2 ที่
สังเคราะห์โดย Shi. flexneri (Buchrieser และคณะ 2000), ยีน efa1 และ lifA ซ่ึงมีต าแหนํงอยูํบน PAI 
O122 โดยพบวํา PAI O122 มีอยูํในทุกสายพันธุ์ของ Esc. coli กลุํม EHEC serogroup O157 ในขณะที ่
87.5% ของ Esc. coli กลุํม EHEC serogroup อ่ืน นอกเหนือจาก O157 และ 89.7% ของ Esc. coli 
กลุํม EPEC มี PAI O122 (Morabito และคณะ 2003), ยีน malX ซ่ึงควบคุมระบบของเอนไซม์ 
phosphotransferase (Reidl และ Boos 1991) และมักพบยีน malX ใน Esc. coli สายพันธุ์ที่กํอโรคติด
เชื้อในล าไส๎ (Johnson และคณะ 2002; 2005), ยีน usp ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์โปรตีนที่อาจมีหน๎าที่
คล๎าย bacteriocin (Parret และ de Mot 2002) และมักพบยีนนี้ใน Esc. coli สายพันธุ์ที่กํอโรคติดเชื้อใน
ทํอปัสสาวะ (Kurazono และคณะ 2000) จากการตรวจสอบการมียีน malX และ usp ของ Esc. coli ที่
อยูํในล าไส๎ของเด็กอํอนชาวสวีเดนที่มีสุขภาพดีและอายุต่ ากวํา 1 ปี พบวํา 44% และ 45% ของเชื้อมียีน 
malX และ usp ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบวํายีนทั้งสองเก่ียวข๎องกับการปรับตัวของ Esc. coli เมื่ออยูํ
ทํามกลางจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในล าไส๎ของเด็กอํอน (Ostblom และคณะ 2011) ส าหรับยีน espC ซ่ึง
ควบคุมการสังเคราะห์ enterotoxin พบวํามีใน Esc. coli กลุํม EPEC บางสายพันธุ์ (Mellies และคณะ 
2001) Parham และคณะ (2005) ตรวจสอบ % การมียีนควบคุมการกํอโรค 5 ยีน ใน Esc. coli สายพันธุ์
ที่กํอโรคตํอมลูกหมากอักเสบ, โรคกระเพาะปัสสาวะอักเสบ และโรคกรวยไตอักเสบ ยีนที่ตรวจสอบ ได๎แกํ 
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ยีน fbp ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์โปรตีนจับธาตุเหล็ก, ยีน efu ซึ่งควบคุมกระบวนการยํอยสลาย fucose 
และ pectin, ยีน etp ซึ่งควบคุมการปลดปลํอย effector molecule, ยีน picU ซึ่งควบคุมการปลดปลํอย
โปรตีน serine protease autotransporter และยีน tos ซึ่งควบคุมการหลั่งโปรตีน พบวํา % การพบยีน
แตํละยีนใน Esc. coli ที่กํอโรคทั้งสามชนิด มีความแตกตํางกันทางสถิติ โดยมี % การพบยีนใน Esc. coli 
สายพันธุ์ที่กํอโรคตํอมลูกหมากอักเสบ, โรคกระเพาะปัสสาวะอักเสบและโรคกรวยไตอักเสบ ตามล าดับ 
ได๎แกํ ยีน fbp เป็น 82.8%, 57.9% และ 59.3%, ยีน efu เป็น 89.7%, 55.3% และ 48.1%, ยีน etp 
เป็น 72.4%, 52.6% และ 48.1%, ยีน picU เป็น 44.8%, 34.2% และ 40.7% และยีน tos เป็น 22.2%, 
34.2% และ 48.3%  
 
 ยีนควบคุมการกํอโรคบน PAI ของ Salmonella มีหน๎าที่ควบคุมกระบวนการตํางๆ เชํน 1) การ
สังเคราะห์โปรตีน เชํน chaperone (Bhowmick และคณะ 2011; Klein และ Jones 2001; Ochman 
และคณะ 1996) 2) การสังเคราะห์ effector molecule ที่ใช๎ในกระบวนการที่เชื้อเข๎าอยูํอาศัยภายใน
เซลล์เจ๎าบ๎าน (Bhowmick และคณะ 2011; Galan และ Collmer 1999; Klein และ Jones 2001) 3) 
การสังเคราะห์สารควบคุม (Gerlach และคณะ 2007; Ochman และคณะ 1996) 4) การปลดปลํอย 
adhesin (Gerlach และคณะ 2007) 5) การเปลี่ยนแปลงรูปรํางของ flagellin (Ochman และคณะ 
1996) 6) การยับยั้งกิจกรรมของเซลล์เม็ดเลือดขาวในการท าลายเซลล์แบคทีเรีย (Cirillo และคณะ 1998) 
7) การเพ่ิมจ านวนและการอยูํรอดของเซลล์แบคทีเรียภายในเซลล์เม็ดเลือดขาว (Bhowmick และคณะ 
2011; Chakravortty และคณะ 2002;  Klein และ Jones 2001; Ochman และคณะ 1996) และ 8) 
การปรับตัวของ Salmonella ให๎เข๎ากับสภาวะภายในเซลล์เจ๎าบ๎าน (Ibarra และคณะ 2010) มีรายงานถึง
ความจ าเพาะของ Salmonella pathogenic island (SPI) กับ serovar ของ Samonella พบวํา SPI-8 
มีในทุกไอโซเลท (isolate) ของ Salmonella serovar Enteritidis, Paratyphi A, Typhi และ 
Washington แตํไมํพบใน serovar Dublin, Paratyphi B, Paratyphi C และ Worthington ในขณะที่ 
SPI-10 พบใน serovar Dublin, Enteritidis, Gallinarum, Paratyphi และ Typhi (Saroj และคณะ 
2008) ตัวอยํางยีนควบคุมการกํอโรคที่พบได๎ทั่วไปใน Salmonella เชํน ยีนบางยีนบน SPI-2 ได๎แกํ ยีน 
sseD, sseE, sseF และ sseG ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ effector molecule, ยีน sscA และ sscB ซ่ึง
ควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน chaperone รวมทั้งยีน ssaB, ssaD, ssaO, ssaP, ssaQ, ssaR, ssaS, 
ssaT และ ssaU พบใน Sal. enterica ที่แยกได๎จากผลิตภัณฑ์อาหารทะเลทั้ง 57 ไอโซเลทใน 8 serovar 
ได๎แกํ serovar Aba, Anatum, Bareilly, Infantis, Newport, Oslo, Paratyphi C และ Weltevreden 
(Bhowmick และคณะ 2011)  
 

ยีนควบคุมการกํอโรคบน PAI ของ Shigella มีหน๎าที่ควบคุมกระบวนการตํางๆ เชํน 1) การ
สังเคราะห์สารพิษ shiga toxin (Faruque และคณะ 2002) และ 2) การก าหนดลักษณะ antigen 
(Faruque และคณะ 2002) ตัวอยํางยีนควบคุมการกํอโรคที่จ าเพาะตํอ Shigella เชํน ยีน ipaBCD ซ่ึง
ควบคุมลักษณะ antigen และมีผลตํอการเข๎าอยูํอาศัยของ Shigella ในเซลล์เยื่อบุทางเดินปัสสาวะ, ยีน 
stx1 ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ shiga toxin และยีน ipaH ซึ่งมีบทบาทตํอการระบาดของเชื้อ ในการ
ตรวจสอบยีนเหลํานี้ใน Shi. dysenteriae และ Shi. flexneri ทีแ่ยกได๎จากผู๎ป่วยโรคบิดไมํมีตัวและจาก
แหลํงน้ าในเมือง Dhaka ประเทศบังคลาเทศ พบวํา Shi. dysenteriae และ Shi. flexneri ทุกสายพันธุ์ทั้ง
จากผู๎ป่วยและจากแหลํงน้ า มียีน ipaH ในขณะที่ยีน ipaBCD มีใน Shi. dysenteriae และ Shi. flexneri 
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ทุกสายพันธุ์ที่แยกได๎จากผู๎ป่วย แตํไมํพบใน Shi. dysenteriae ทุกสายพันธุ์ที่แยกได๎จากแหลํงน้ า และพบ
ใน Shi. flexneri ที่แยกได๎จากแหลํงน้ าเพียง 1 สายพันธุ์ ยีน stx1 มีใน Shi. dysenteriae บางสายพันธุ์ 
แตํไมํพบใน Shi. flexneri ข๎อมูลนี้แสดงถึงการสูญเสียยีนควบคุมการกํอโรค ipaBCD ซึ่งอยูํบนพลาสมิดไป 
เมื่อ Shigella อาศัยอยูํในสิ่งแวดล๎อม เชํน ในแหลํงน้ า ในขณะที่ยีน ipaH ที่อยูํบนโครโมโซมมีความเสถียร
มากกวํา (Faruque และคณะ 2002) 
 
 ยีนควบคุมการกํอโรคบน PAI ของ Vibrio มีหน๎าที่ควบคุมกระบวนการตํางๆ เชํน 1) การ
สังเคราะห์โปรตีนและเอนไซม์ เชํน transmembrane protein, virulence protein regulatory 
protein, metalloprotease, aldehyde dehydrogenase และ lipoprotein (Harkey และคณะ 1995; 
Mukhopadhyay และคณะ 2001; Nandi และคณะ 2000; Parsot และ Mekalanos 1991; Zhang 
และคณะ 2003) 2) การสังเคราะห์สารพิษ cholera toxin (CT) (Kaper และคณะ 1995; Sarkar และ
คณะ 2002; Yu และ DiRita 1999) และ 3) การสังเคราะห์ pilin (Mukhopadhyay และคณะ 2001; 
Nandi และคณะ 2000) ตัวอยํางยีนควบคุมการกํอโรคที่พบได๎ทั่วไปใน Vibrio เชํน ยีน aldA, tagA, 
tcpP/H, toxT, acfB/C และ int ที่อยูํบน Vibrio pathogenicity island (VPI) จากการวิเคราะห์ล าดับ  
นิวคลีโอไทด์ของยีนเหลํานี้ พบวําล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเหลํานี้ใน V. cholerae สายพันธุ์ 10259 ใน 
serogroup O53 แตกตํางจากยีนของ V. cholerae ใน serogroup O1 เพียง 0.4%-4.8% ล าดับนิวคลี-
โอไทด์ของยีนควบคุมการสังเคราะห์ cholera toxin ใน V. cholerae สายพันธุ์ 10259 แทบจะเหมือนกัน 
100% กับยีนของ V. cholerae ใน serogroup O1 ในขณะที่ยีน tcpA ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ pilin ใน 
V. cholerae สายพันธุ์ 10259 แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญกับยีนของ V. cholerae ใน serogroup O1 
(Sarkar และคณะ 2002) ประมาณ 98% ของ V. cholerae มียีน toxR ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ 
transmembrane protein (Nandi และคณะ 2000) สํวนยีน tcpF ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ virulence 
protein และ toxT ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ AraC-type regulatory protein มีใน V. cholerae 
serogroup O8, O10, O11, O27, O35, O42, O44 และ O69 ส าหรับ V. cholerae ตํางไอโซเลทใน 
serogroup เหลํานี้ มีความคล๎ายกันของล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน TcpF  อยูํระหวําง 31%-79% V. 
cholerae บางไอโซเลทมียีน tcpA หรือ/และ ctx ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ cholera toxin 
(Mukhopadhyay และคณะ 2001) อยํางไรก็ตาม มีรายงานการพบยีน tcpA และ ctx ใน Vibrio สาย-
พันธุ์ที่ไมํกํอโรคด๎วยเชํนกัน (Chakraborty และคณะ 2000; Nair และคณะ 1988; Nandi และคณะ 
2000; Novias และคณะ 1999) ยีน aldA ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ aldehyde 
dehydrogenase และยีน tagA ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ lipoprotein เป็นยีนที่มีความสัมพันธ์กับการ
ระบาดของ V. cholerae ที่สังเคราะห ์ cholera toxin พบยีนทั้งสองใน V. cholerae serogroup O1  
24 สายพันธุ์จาก 29 สายพันธุ์ (Karaolis และคณะ 1998) แตํไมํพบใน V. cholerae serogroup O1 ที่ไมํ
สังเคราะห์ cholera toxin (Karaolis และคณะ 1994) และไมํพบใน Vibrio mimicus นอกจากนี้ยังพบวํา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน aldA มีความเหมือนกันในเชื้อทุกสายพันธุ์ ในขณะที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
tagA แตกตํางกันในเชื้อแตํละสายพันธุ์ จึงมีความเป็นไปได๎ที่จะใช๎ยีน aldA เป็นยีนเครื่องหมายแสดงถึง
ความสามารถในการกํอโรคของ V. cholerae (Karaolis และคณะ 1998) 
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มีรายงานเกี่ยวกับปัจจัยที่มีผลตํอการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค เชํน การเจริญในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารจ ากัด (minimal medium), การจ ากัดปริมาณของอนุภาคประจุ +2 (divalent 
cation) และการเจริญที่สภาวะขาดแคลนสารอาหารภายในเซลล์เม็ดเลือดขาวเป็นเวลาหลายชั่วโมง 
กระตุ๎นการแสดงออกของยีนบน SPI-2 ของ Sal. enterica (Beuzon และคณะ 1999; Cirillo และคณะ 
1998; Deiwick และคณะ 1999) การเจริญใน minimal medium, pH 5.0 ที่มีปริมาณ magnesium 
จ ากัด เป็นเวลา 6 ชั่วโมง กระตุ๎นการแสดงออกของยีน sseC และ sseD บน SPI-2 ของ Sal. enterica 
serovar Typhimurium แตํการเจริญในอาหาร Lennox ไมํสามารถกระตุ๎นการแสดงออกของยีนทั้งสอง 
(Klein และ Jones 2001) สภาวะที่มีออกซิเจนน๎อย (microaerophilic condition) กระตุ๎นการ
แสดงออกของยีนบน SPI-1 ของ Salmonella (Bajaj และคณะ 1996; Behlau และ Miller 1993; 
Boddicker และคณะ 2003; Jones และ Falkow 1994; Lee และ Falkow 1990; Lucas และ Lee 
2001; Schiemann และ Shope 1991; Temme และคณะ 2008) การเจริญในอาหาร Luria-Bertani 
(LB) ถึงระยะ late exponential phase และการเจริญในอาหาร LB-Miller (อาหาร LB ที่มีความเข๎มข๎น
ของ NaCl 10 กรัม/ลิตร) กระตุ๎นการแสดงออกของยีนบน SPI-1 ของ Salmonella (Ibarra และคณะ 
2010: Lee และ Falkow 1990; Song และคณะ 2004) การเลี้ยงเชื้อแบบให๎อากาศจนถึงการเจริญระยะ 
late exponential phase (aer-LL) และการเลี้ยงเชื้อแบบไมํให๎อากาศจนถึงการเจริญระยะ stationary 
phase (aer-ST) ตํางก็กระตุ๎นยีนบน SPI-1 แตํกระตุ๎นยีนตํางกลุํมกัน โดยสภาวะ aer-LL กระตุ๎นยีนที่
เกี่ยวข๎องกับการสร๎าง flagella และการเคลื่อนที่ตอบสนองตํอสิ่งเร๎า (chemotaxis) ในขณะที่สภาวะ 
aer-ST กระตุ๎นยีนที่เก่ียวข๎องกับการสร๎าง fimbriae และการตอบสนองตํอสภาวะกดดัน (stress 
response) สภาวะการเลี้ยงเชื้อมีผลตํอความสามารถของเชื้อในการปรับตัวให๎เข๎ากับสภาวะภายในเซลล์
เจ๎าบ๎าน เชื้อที่เลี้ยงในสภาวะ aer-LL มีการเคลื่อนที่และการแพรํกระจายได๎มากกวํา (Ibarra และคณะ 
2010) butyrate ที่ระดับความเข๎มข๎น 10 มิลลิโมลาร์ (millimolar; mM) ลดการแสดงออกของยีน 19 
ยีนบน SPI-1 ของ Sal. enterica serovar Enteritidis และ Typhimurium รวมถึงยีนควบคุม 
(regulatory gene) hilD และ invF โดยลดการแสดงออกของยีนเหลํานี้ได๎ถึง 2 เทําหรือมากกวํา 
(Gantois และคณะ 2006) สอดคล๎องกับรายงานของ van Immerseel และคณะ (2004) วํา butyrate มี
บทบาทตํอกระบวนการปฏิสัมพันธ์ระหวําง Sal. enterica กับเซลล์เยื่อบุล าไส๎ และลดความสามารถใน
การแพรํกระจายของเชื้อ ชนิดของแหลํงคาร์บอนมีผลตํอการแสดงออกของยีนบน SPI-1 โดย glucose 
และ mannose ที่ความเข๎มข๎น 0.2% น้ าหนัก/ปริมาตร (weight/volume; w/v) เพ่ิมการแสดงออกของ
ยีน hilE ถึง 2 เทํา แตลํดการแสดงออกของยีน hilD สํวน arabinose ก็เพ่ิมการแสดงออกของยีน hilE 
ด๎วยเชํนกัน แตํในระดับที่น๎อยกวํา glucose และ mannose ในขณะที่ glycerol แทบไมํมีผลตํอการ
แสดงออกของยีน hilD และ hilE (Lim และคณะ 2007) การเจริญในอาหาร LB ถึงระยะ late 
exponential phase และการเจริญใน minimal medium PCN, pH 7.4 ที่มีสารอินทรีย์ฟอสเฟตที่
ระดับความเข๎มข๎น 25 mM กระตุ๎นการแสดงออกของยีนบน SPI-4 ซึ่งประกอบด๎วยยีนที่เกี่ยวข๎องกับการ
แพรํกระจายของเชื้อ และยีนในระบบการปลดปลํอยโปรตีน (secretion system) รวมถึงโปรตีน SiiE ที่มี
บทบาทตํอการเข๎าเกาะของ Sal. enterica serovar Typhimurium กับเซลล์เยื่อบุทางเดินปัสสาวะ 
(Gerlach และคณะ 2007) การเจริญในอาหาร LB, pH 6.5 ทีอุ่ณหภูมิ 30C และการเขยําที่ความเร็วรอบ
ต่ า กระตุ๎นการแสดงออกของยีน tcpP/H, toxR, toxT และ tcpA ของ V. cholerae แตํไมํกระตุ๎นการ
แสดงออกของยีน ctxA และพบการแสดงออกของยีน toxT, ctxA และ tcpA เมื่อเชื้อเจริญในอาหาร LB 
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ถึงระยะ early exponential phase (6 ชั่วโมง) แตํไมํพบการแสดงออกของยีนเหลํานี้เมื่อเชื้อเจริญถึง
ระยะ late exponential phase (16 ชั่วโมง) (Sarkar และคณะ 2002) 
  
 จากโครงการวิจัยนี้ คาดวําจะสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 สกุลได๎จากผลิตภัณฑ์อาหารทะเล 
สามารถระบุสกุล และ/หรือชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎ โดยอาศัยทั้งการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน 16S rRNA และการตรวจสอบเครื่องหมายทางพันธุกรรม การศึกษาครั้งนี้จะได๎ข๎อมูลเกี่ยวกับสกุล 
และ/หรือชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลแตํละประเภทจากตลาดกลางแหลํง
ใหญํของประเทศ สามารถจ าแนกความแตกตํางของสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎ โดยใช๎การสร๎าง
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเทคนิค ERIC-PCR และสามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียตํางสกุลเพ่ือตรวจสอบการมียีน
ควบคุมการกํอโรคและการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค ในการตรวจสอบการมียีนควบคุมการกํอ
โรค 22 ยีนนั้น เป็นยีนที่มีรายงานวําจ าเพาะตํอสกุลหรือชนิดหรือ serovar ของเชื้อ ในโครงการนี้จะ
ตรวจสอบการมียีนควบคุมการกํอโรคทั้ง 22 ยีนในเชื้อแบคทีเรียสกุลตํางๆ ส าหรับยีนควบคุมการกํอโรคที่
เคยมีรายงานวําพบเฉพาะในเชื้อแบคทีเรียชนิดใดชนิดหนึ่ง ถ๎าพบยีนนั้นในเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ยํอม
เป็นหลักฐานแสดงถึงการถํายโอนยีนในสภาวะแวดล๎อม และเพ่ิมความเสี่ยงตํอการระบาดของโรค การ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนควบคุมการกํอโรค ท าให๎สามารถสร๎าง phylogenetic tree เพ่ือ
ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของแตํละยีนที่อาจพบในเชื้อตํางสกุลหรือชนิด หรือการกลายพันธุ์
ของยีน ซึ่งอาจเป็นผลจากการปรับตัวให๎อยูํรอดในสภาวะแวดล๎อม การตรวจสอบการมียีนควบคุมการกํอ
โรคนี้ จะเป็นดัชนีชี้วัดการปนเปื้อนของเชื้อกํอโรค และความเสี่ยงในการระบาดของโรคได๎ถูกต๎องกวํา
วิธีการที่ใช๎กันอยูํโดยทั่วไปในปัจจุบัน นอกจากนี้ ยังมีสมมติฐานเกี่ยวกับสภาวะตํางๆ ที่มีผลตํอการ
แสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค ในโครงการวิจัยนี้ จะศึกษาผลของสภาวะแวดล๎อมที่มีผลตํอการ
แสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคของเชื้อตัวแทนจากแตํละสกุล ได๎แกํ ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ , ความ
เข๎มข๎นของ NaCl, การให๎อากาศ, อุณหภูมิ และระยะการเจริญของเชื้อ ซึ่งข๎อมูลที่ได๎จะแสดงถึง
ความสามารถในการกํอโรคของเชื้อที่สภาวะตํางๆ เชํน สภาวะขาดแคลนสารอาหาร และสภาวะที่ไมํ มี
ออกซิเจน ซึ่งเป็นสภาวะภายในกระเพาะอาหาร ข๎อมูลที่ได๎จะเป็นประโยชน์ในการวางแผนการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑ์อาหารทะเลให๎มีความปลอดภัย เมื่อทราบปัจจัยที่มีผลตํอการแสดงออกของยีน จะเลี้ยงเชื้อ ใน
สภาวะที่ไมํมีการแสดงออกของยีนและในสภาวะที่มีการแสดงออกของยีน เปรียบเทียบการเจริญของเชื้อ, 
การเคลื่อนที่ และการสังเคราะห์ biofilm ซึ่งจะท าให๎ทราบความสัมพันธ์ระหวํางการแสดงออกของยีน
ควบคุมการกํอโรคกับความสามารถในการปรับตัว, การอยูํรอด และลักษณะที่เก่ียวข๎องกับการกํอโรค 
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วิธีการด าเนินการวิจัย 
 

1. การแยกเชื้อแบคทีเรียในสกุล Escherichia, Salmonella, Shigella และ Vibrio จาก
ผลิตภัณฑ์อาหารทะเล 
 
เก็บตัวอยํางอาหารทะเลสดจากตลาดจ าหนํายอาหารทะเล 3 แหลํง ได๎แกํ 1) ตลาดทะเลไทย อ. 

เมือง จ. สมุทรสาคร 2) ตลาดบ๎านเขาตะเกียบ อ. หัวหิน จ. ประจวบคีรีขันธ์ และ 3) ตลาดบ๎านเพ อ. 
เมือง จ. ระยอง รวม 35 ตัวอยําง บรรจุตัวอยํางในกลํองปลอดเชื้อ แชํในน้ าแข็ง ล๎างตัวอยํางอาหารด๎วยน้ า
กลั่นปลอดเชื้อ ใช๎ใบมีดปลอดเชื้อตัดสํวนชิ้นเนื้อ 25 กรัม ใสํใน stomacher bag ที่ปลอดเชื้อ เติม 
peptone water ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ตีตัวอยํางอาหารให๎ละเอียดโดยใช๎เครื่อง stomacher [Seward 
stomacher 400 circulator (UK)] ที่ 200 รอบตํอนาที (rpm) เป็นเวลา 2 นาที ท า serial dilution โดย
ใช๎ peptone water จากนั้น spread plate บนอาหารคัดเลือก Eosin Methylene Blue (EMB) agar 
(HiMedia Laboratories), Salmonella-Shigella (SS) agar (Pronadisa) และ Thiosulfate Citrate 
Bile Salts Sucrose (TCBS) agar (HiMedia Laboratories) บํมที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 1-2 วัน แยก
โคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารคัดเลือก โดยคัดเลือกโคโลนีขนาดเส๎นผําศูนย์กลาง 2-3 มิลลิเมตร สีมํวงด า
เป็นมันวาว  (metallic sheen) ซึ่งเป็นลักษณะของ Esc. coli จากอาหารคัดเลือก EMB agar, โคโลนีไมํมี
สี โปรํงแสง ซึ่งเป็นลักษณะของ Shigella และ Salmonella บางชนิดบนอาหารคัดเลือก SS agar, โคโลนี
ไมํมีสี โปรํงแสง มีจุดสีด ากลางโคโลนี ซึ่งเป็นลักษณะของ Salmonella บางชนิดบนอาหารคัดเลือก SS 
agar, โคโลนีสีเหลือง, สีเขียว และ สีเขียว-น้ าเงิน ซึ่งเป็นลักษณะของ Vibrio บนอาหารคัดเลือก TCBS 
agar ค านวณหาจ านวนเชื้อในตัวอยํางอาหารทะเล [หนํวยเป็น colony forming unit (CFU)/กรัม] เลี้ยง
เชื้อบริสุทธิ์ที่แยกได๎ในอาหาร LB เพ่ือเตรียมเป็น stock culture เก็บเชื้อใน LB slant ที่อุณหภูมิ 4C 
และเก็บเชื้อใน 20% glycerol แชํแข็งที่อุณหภูมิ -80C 

 
2. การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียด๎วยเทคนิค ERIC-PCR 

 
เลี้ยงเชื้อในอาหาร LB ให๎เจริญถึงระยะ mid-exponential phase น าสารแขวนลอยเชื้อ 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร มาเหวี่ยงปั่นเก็บตะกอนเซลล์ จากนั้นสกัด total genomic DNA โดยใช๎ WizardR 

Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI) น า total genomic DNA ที่สกัดได๎มาท า
การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด๎วยเทคนิค ERIC-PCR โดยใช๎ primer ERIC2 (5’ AAG TAA GTG ACT 
GGG GTG AGC G 3’) และ ERIC1R (5’ ATG TAA GCT CCT GGG GAT TAC C 3’) ตามวิธีการที่
บรรยายโดย Ogutcu และคณะ (2009); Versalovic และคณะ (1991) เปรียบเทียบกับ negative 
control ที่ไมํเติมดีเอ็นเอแมํแบบ (template DNA) ตรวจสอบ PCR product ใน 1% agarose gel 
electrophoresis คัดเลือกเชื้อที่มีรูปแบบ ERIC-PCR แตกตํางกัน ซึ่งแสดงวําเป็นเชื้อตํางสายพันธุ์ 40 
สายพันธุ์ เพ่ือใช๎ศึกษาในขั้นตอนตํอไป 
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3. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA  
 
น า total genomic DNA ของเชื้อที่แยกได๎ 40 สายพันธุ์ มาท าการเพ่ิมจ านวนยีน 16S rDNA 

โดยใช๎ primer Un16S 926f (5’ AAA CTY AAA KGA ATT GAC GG 3’) และ Un16S 1392r (5’ ACG 
GGC GGT GTG TRC 3’) (Y = C/T; K = G/T; K = G/T; R = A/G) (Lane 1991) โดยเทคนิค PCR ตาม
วิธีการที่บรรยายโดย Pongsilp และคณะ (2002) เปรียบเทียบกับ negative control ที่ไมํเติมดีเอ็นเอ
แมํแบบ หลังจากนั้นตรวจสอบ PCR product ใน 1% agarose gel electrophoresis ท าการแยก PCR 
product ออกจาก agarose gel โดยใช๎ QIA Quick gel extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA) 
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดย BioBasic Inc. (Markham, Canada) และเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ในฐานข๎อมูลของ GenBank (National Center for Biotechnology Information, U.S. National 
Library of Medicine) โดยใช๎โปรแกรม blastn (Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

 
4. การระบุสกุล, ชนิด หรือ serovar ของเชื้อแบคทีเรียโดยใช๎เครื่องหมายทางพันธุกรรม 

  
 ตรวจสอบการมียีนที่จ าเพาะตํอสกุล, ชนิด หรือ serovar ของเชื้อแบคทีเรียโดยเทคนิค PCR 
ได๎แกํ 1) ยีน phoA ซึ่งจ าเพาะตํอ Citrobacter, Esc. coli และ Shigella (Hu และคณะ 2011) 2) ยีน 
fimC ซึ่งจ าเพาะตํอ Salmonella (Drahovska และคณะ 2001) และ 3) Sdf I fragment ซึ่งจ าเพาะตํอ 
Sal. enterica serovar Enteritidis (Agron และคณะ 2001) ข๎อมูลยีนที่ใช๎ในการระบุสกุล, ชนิด หรือ 
serovar ของเชื้อแบคทีเรีย, ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer, สภาวะที่ใช๎ในปฏิกิริยา PCR (PCR cycling 
condition) และขนาดของ PCR product แสดงในตารางที่ 1 ส าหรับการระบุชนิดของ Vibrio ใช๎เทคนิค 
multiplex PCR ตามวิธีการของ Panicker และคณะ (2004) ดังแสดงในตารางที่ 2 ตรวจสอบ PCR 
product ใน 1% agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกับ negative control ที่ไมํเติมดีเอ็นเอ
แมํแบบ 

 
 5. การตรวจสอบยีนควบคุมการกํอโรคในเชื้อแบคทีเรีย 
  
 ตรวจสอบยีนควบคุมการกํอโรค 22 ยีนในเชื้อ 40 สายพันธุ์ ยีนที่ตรวจสอบ, ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ primer และสภาวะที่ใช๎ในปฏิกิริยา PCR ดังแสดงในตารางที่ 3 ตรวจสอบ PCR product ใน 1% 
agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกับ negative control ที่ไมํเติมดีเอ็นเอแมํแบบ 
 
 6. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนควบคุมการกํอโรคและการสร๎าง phylogenetic tree 
 

แยก PCR product ของยีนควบคุมการกํอโรคออกจาก agarose gel โดยใช๎ QIA Quick gel 
extraction Kit (Qiagen, Valencia, CA) วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดย BioBasic Inc. (Markham, 
Canada) และเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข๎อมูลของ GenBank โดยใช๎โปรแกรม blastn 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และสร๎าง phylogenetic tree จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีนตามท่ีบรรยายโดย Pongsilp และคณะ (2010) 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)%20และ
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ตารางที่ 1. ยีนที่ใช๎ในการระบุสกุล, ชนิด หรือ serovar ของเชื้อแบคทีเรีย, ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer, สภาวะที่ใช๎ในปฏิกิริยา PCR และขนาดของ PCR product 
 

สกุล, ชนิด หรือ serovar 
ของเช้ือแบคทีเรีย 

ยีนที่จ าเพาะ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer สภาวะที่ใช๎ในปฏิกิรยิา PCR ขนาดของ PCR product เอกสารอ๎างอิง 

Citrobacter, Esc. coli และ 
Shigella 

phoA phoA P1 (5’ CGA TTC TGG AAA TGG CAA AAG 3’) 
phoA P2 (5’ CGT GAT CAG CGG TGA CTA TGA C 3’) 

94C 5 min 
94C 45 sec 
58C 40 sec     30X 
72C 45 sec 
72C 10 min 

720 bp Hu และคณะ (2011) 

Salmonella fimC S212 (5’ AAA CGT TTA TCG TTA CGC CG 3’) 
S500 (5’ ATC TTG AGA TGG TTG CCG AC 3’) 

94C 1 min 
90C 30 sec 
58C 30 sec     35X 
72C 1 min 
72C 8 min 

289 bp Drahovska และคณะ 
(2001) 

Sal. enterica serovar 
Enteritidis 

Sdf I fragment Sdf I F (5’ TGT GTT TTA TCT GAT GCA AGA GG) 
Sdf I R (5’ CGT TCT TCT GGT ACT TAC GAT GAC 3’) 

94C 1 min 
94C 30 sec 
58C 30 sec     27X 
72C 1 min 
72C 7 min 

293 bp Agron และคณะ (2001) 
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ตารางที่ 2. เทคนิค multiplex PCR ที่ใช๎ในการระบุชนิดของ Vibrio (Panicker และคณะ 2004) 
 

ชนิดของ Vibrio ยีนที่ตรวจพบ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ขนาดของ PCR product สภาวะที่ใช๎ในปฏิกิรยิา PCR 
V. cholerae ompU F-OMPU (5’ ACG CTG ACG GAA TCA ACC AAA G 3’) 

R-OMPU (5’ GCG GAA GTT TGG CTT GAA GTA G 3’) 
869 bp 94C 3 min 

94C 1 min 
60C 1 min     30X 
72C 1 min 
72C 5 min 

tcpI F-TCPI (5’ TAG CCT TAG TTC TCA GCA GGC A 3’) 
R-TCPI (5’ GGC AAT AGT GTC GAG CTC GTT A 3’) 

862 bp 

toxR F-TOXR (5’ CCT TCG ATC CCC TAA GCA ATA C 3’) 
R-TOXR (5’ AGG GTT AGC AAC GAT GCG TAA G 3’) 

779 bp 

V. parahaemolyticus trh F-TRH (5’ TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT 3’) 
R-TRH (5’ CAT AAC AAA CAT ATG CCC ATT TCC G 3’) 

500 bp 94C 3 min 
94C 1 min 
55C 1 min     30X 
72C 1 min 
72C 5 min 

tlh F-TLH (5’ AAA GCG GAT TAT GCA GAA GCA CTG 3’) 
R-TLH (5’ GCT ACT TTC TAG CAT TTT CTC TGC 3’) 

450 bp 

ORF8 F-O3MM824 (5’ AGG ACG CAG TTA CGC TTG ATG 3’) 
R-O3MM1192 (5’ CTA ACG CAT TGT CCC TTT GTA G 3’) 

369 bp 

tdh F-TDH (5’ GTA AAG GTC TCT GAC TTT TGG AC 3’) 
R-TDH (5’ TGG AAT AGA ACC TTC ATC TTC ACC 3’) 

269 bp 

V. vulnificus viuB F-VIUB1728 (5’ GGT TGG GCA CTA AAG GCA GAT ATA 3’) 
R-VIUB2231 (5’ CGG CAG TGG ACT AAT ACG CAG C 3’) 

504 bp 94C 3 min 
94C 1 min 
65C 1 min     30X 
72C 1 min 
72C 5 min 

vvh F-VVH (5’ TTC CAA CTT CAA ACC GAA CTA TGA C 3’) 
R-VVH (5’ ATT CCA GTC GAT GCG AAT ACG TTG 3’)  

205 bp 
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ตารางที่ 3. ยีนควบคุมการกํอโรค, ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer และสภาวะที่ใช๎ในปฏิกิริยา PCR 
 
ยีนควบคุมการกํอโรคที่มีรายงาน

พบในเชื้อแบคทีเรีย 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ขนาดของ PCR 

product 
สภาวะที่ใช๎ในปฏิกิรยิา PCR เอกสารอ๎างอิง 

Esc. coli  
cesT/eae fp: (5’ GTT TGC AGA GAA TGG TGG CCC 3’) 

bp: (5’ TAG CTT ATG CTT GTG CCG GGT 3’) 
333 bp 94C 4 min 

94C 1 min 
56C 1 min     30X 
72C 1 min 
72C 5 min 

Sandner และคณะ (2001) 

cnf1 fp: (5’ AAG ATG GAG TTT CCT ATG CAA GGA G 3’)   
bp: (5’ CAT TCA GAT CCT GCC CTC ATT ATT 3’)  

498 bp 94C 4 min 
94C 1 min 
60C 1 min     30X 
72C 1 min 
72C 7 min 

Yamamoto และคณะ (1995) 

cnf2 fp: (5’ GTG AGG CTC AAC GAG ATT ATG CAC TG 3’)  
bp: (5’ CCA CGC TTC TTC TTC AGT TGT TCC TC 3’) 

839 bp 95C 5 min 
95C 30 sec 
63C 30 sec     20X 
72C 30 sec 
72C 5 min 

Pass และคณะ (2000) 

eaeA fp: (5’ TGA GCG GCT GGC ATG AGT CAT AC 3’)  
bp: (5’ TCG ATC CCC ATC GTC ACC AGA GG 3’) 

241 bp 

espB fp: (5’ GCC GCT CTG ATT GGT GGT GCT 3’)  
bp: (5’ TGG CGT TGA ACC GGA AAT CCT 3’)  

387 bp เหมือน cesT/eae Sandner และคณะ (2001) 

LTI fp: (5’ TGG ATT CAT CAT GCA CCA CAA GG 3’)  
bp: (5’ CCA TTT CTC TTT TGC CTG CCA TC 3’)  

360 bp เหมือน cnf2 
 

Pass และคณะ (2000) 

STII fp: (5’ CCC CCT CTC TTT TGC ACT TCT TTC C 3’)   
bp: (5’ TGC TCC AGC AGT ACC ATC TCT AAC CC 3’) 

423 bp 

vt1 fp: (5’ ACG TTA CAG CGT GTT GCR GGG ATC 3’)  
bp: (5’ TTG CCA CAG ACT GCG TCA GTR AGG 3’) 

121 bp 

vt2e fp: (5’ CCA GAA TGT CAG ATA ACT GGC GAC 3’)  
bp: (5’ GCT GAG CAC TTT GTA ACA ATG GCT G 3’) 

322 bp 
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ตารางที่ 3. (ตํอ) 
 
ยีนควบคุมการกํอโรคที่มีรายงาน

พบในเชื้อแบคทีเรีย 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ขนาดของ PCR 

product 
สภาวะที่ใช๎ในปฏิกิรยิา PCR เอกสารอ๎างอิง 

Salmonella  
ssaO fp: (5’ ATG GAA ACT TTG CTG GAG A 3’)  

bp: (5’ TCA ACT TTG GTA ATA CGC AT 3’) 
378 bp 95C 5 min 

95C 30 sec 
63C 30 sec     30X 
72C 30 sec 
72C 5 min 

Bhowmick และคณะ (2011) 

sscB fp: (5’ ATG ATG ATG AAA GAA GAT CA 3’)  
bp: (5’ TAA AGC AAT AAG AGT ATC AA 3’) 

435 bp 95C 5 min 
95C 30 sec 
55C 30 sec     30X 
72C 30 sec 
72C 5 min 

sseG fp: (5’ ATG AAA CCT GTT AGC CCA AA 3’) 
bp: (5’ TTA CTC CGG CGC ACG TTG TT 3’) 

690 bp 95C 5 min 
95C 1 min 
60C 30 sec     30X 
72C 1 min 
72C 5 min 

Vibrio   
tdh fp: (5’ GTA AAG GTC TCT GAC TTT TGG AC 3’)  

bp: (5’ TGG AAT AGA ACC TTC ATC TTC ACC 3’) 
269 bp 94C 3 min 

94C 1 min 
55C 1 min     30X 
72C 1 min 
72C 5 min 

Panicker และคณะ (2004) 

tlh fp: (5’ AAA GCG GAT TAT GCA GAA GCA CTG 3’)  
bp: (5’ GCT ACT TTC TAG CAT TTT CTC TGC 3’) 

450 bp 

trh fp: (5’ TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTA TCT 3’)   
bp: (5’ CAT AAC AAA CAT ATG CCC ATT TCC G 3’) 

500 bp 
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ตารางที่ 3. (ตํอ) 
 
ยีนควบคุมการกํอโรคที่มีรายงาน

พบในเชื้อแบคทีเรีย 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ขนาดของ PCR 

product 
สภาวะที่ใช๎ในปฏิกิรยิา PCR เอกสารอ๎างอิง 

Citrobacter, Enterobacter 
และ Esc. coli 

 

csgD fp: (5’ TGA AAR YTG GCC GCA TAT CAA TG 3’)   
bp: (5’ ACG CCT GAG GTT ATC GTT TGC C 3’) 

355 bp 95C 5 min 
95C 30 sec 
60C 30 sec     35X 
72C 30 sec 
72C 5 min 

Akbari และคณะ (2015) 

Klebsiella  
kfu fp: (5’ GAA GTG ACG CTG TTT GTG GC 3’)  

bp: (5’ TTT CGT GTG GCC AGT GAC TC 3’) 
797 bp 94C 5 min 

94C 1 min 
54C 45 sec     35X 
72C 1 min 
72C 7 min 

Aher และคณะ (2012) 

magA fp: (5’  GGT GCT CTT TAC ATC ATT GC 3’)  
bp: (5’ GCA ATG GCC ATT TGC GTT AG 3’) 

1,280 bp 94C 5 min 
94C 30 sec 
59C 45 sec     30X 
72C 2 min 
72C 6 min 

uge fp: (5’ TCT TCA CGC CTT CCT TCA CT 3’)  
bp: (5’ GAT CAT CCG GTC TCC CTG TA 3’)  

534 bp 94C 5 min 
94C 1 min 
54C 45 sec     35X 
72C 1 min 
72C 7 min 
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ตารางที่ 3. (ตํอ) 
 
ยีนควบคุมการกํอโรคที่มีรายงาน

พบในเชื้อแบคทีเรีย 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ขนาดของ PCR 

product 
สภาวะที่ใช๎ในปฏิกิรยิา PCR เอกสารอ๎างอิง 

Aeromonas  
aerA fp: (5’ AAC CGA ACT CTC CAT 3’)  

bp: (5’ CGC CTT GTC CTT GTA 3’) 
301 bp 94C 5 min 

94C 30 sec 
54C 30 sec     30X 
72C 1 min 
72C 10 min 

Li และคณะ (2011) 

ahp fp: (5’ ATT GGA TCC CTG CCT A 3’) 
bp: (5’ GCT AAG CTT GCA TCC G 3’) 

911 bp 94C 5 min 
94C 30 sec 
56C 30 sec     30X 
72C 1 min 
72C 10 min 

alt fp: (5’ TGA CCC AGT CCT GG 3’) 
bp: (5’ GGT GAT CGA TCA CC 3’) 

442 bp 94C 5 min 
94C 30 sec 
60C 30 sec     30X 
72C 1 min 
72C 10 min 

fp: forward primer; bp: backward primer 
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 7. การทดสอบผลของสภาวะตํางๆ ที่มีตํอการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคโดยใช๎เทคนิค  
          RT-PCR 

 
คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียตัวแทนของแตํละสกุลที่ตรวจพบยีนควบคุมการกํอโรค เลี้ยงเชื้อในอาหาร 

LB ที่ไมํมี NaCl เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง โดยไมํเขยํา subculture โดยปิเปตสารแขวนลอยเชื้อปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ลงในอาหารปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลี้ยงเชือ้ในสภาวะที่แปรผันตามปัจจัยทดสอบ ได๎แกํ 1) 
ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 2) ความเข๎มข๎นของ NaCl 3) การให๎อากาศ 4) อุณหภูมิ และ 5) ระยะการเจริญ
ของเชื้อ โดยก าหนดสภาวะการเจริญของเชื้อดังนี้  

1) การเจริญในอาหาร LB (pH 6.5) ที่ไมํมี NaCl, อุณหภูมิ 37C, microaerophilic condition 
เป็นเวลา 12 ชั่วโมง (ระยะการเจริญ mid-exponential phase)  

2) การเจริญในอาหาร LB (pH 6.5) ที่มี 0.17M NaCl, อุณหภูมิ 37C, microaerophilic 
condition เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

3) การเจริญในอาหาร LB (pH 6.5) ที่มี 0.3M NaCl, อุณหภูมิ 37C, microaerophilic 
condition เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

4) การเจริญในอาหาร M63 ที่มี 0.2% glucose (pH 6.5) และไมํมี NaCl, อุณหภูมิ 37C, 
microaerophilic condition เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

5) การเจริญในอาหาร M63 ที่มี 0.2% glucose (pH 6.5) และ 0.17M NaCl, อุณหภูมิ 37C, 
microaerophilic condition เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

6) การเจริญในอาหาร M63 ที่มี 0.2% glucose (pH 6.5) และ 0.3M NaCl, อุณหภูมิ 37C, 
microaerophilic condition เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

7) การเจริญในอาหาร LB (pH 6.5) ที่มี 0.17M NaCl, อุณหภูมิ 37C, สภาวะที่มีการให๎อากาศ 
(aerated condition) เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

8) การเจริญในอาหาร LB (pH 6.5) ที่มี 0.17M NaCl, อุณหภูมิ 25C, microaerophilic 
condition เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

9) การเจริญในอาหาร LB (pH 6.5) ที่มี 0.17M NaCl, อุณหภูมิ 37C, microaerophilic 
condition เป็นเวลา 6 ชั่วโมง (ระยะการเจริญ early exponential phase) 

10) การเจริญในอาหาร LB (pH 6.5) ที่มี 0.17M NaCl, อุณหภูมิ 37C microaerophilic 
condition เป็นเวลา 16 ชั่วโมง (ระยะการเจริญ late exponential phase) 
  
 การเลี้ยงเชื้อในสภาวะ microaerophilic condition ใช๎การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวในหลอด
ทดลองที่วางตั้งตรง เติมอาหารเหลวปริมาตรเป็นครึ่งหนึ่งของปริมาตรหลอดทดลอง ปิดฝาหลอดทดลองให๎
แนํนโดยไมํเขยําหลอดทดลอง การเลี้ยงเชื้อในสภาวะ aerated condition ใช๎การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว
ในหลอดทดลองที่วางลาดเอียง เติมอาหารเหลวปริมาตรเป็น 1/4 ของปริมาตรหลอดทดลอง เขยําหลอด
ทดลองที่ 200 รอบตํอนาที (Trachman และ Yasmin 2004) 

 
น าสารแขวนลอยเชื้อมาเหวี่ยงปั่นเก็บตะกอนเซลล์ สกัด total RNA โดยใช๎ ZR Fungal/ 

Bacterial RNA Miniprep. Kit (Zymo Research Corporation, Irvine, CA) สังเคราะห์ 
complementary DNA (cDNA) โดยใช๎ SuperScript III One-Step RT-PCR System with 
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Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) ขั้นตอนแรกของ RT-PCR ใช๎อุณหภูมิ 
55C เป็นเวลา 30 นาที ส าหรับกระบวนการ reverse transcription ตามด๎วยขั้นตอน PCR เพ่ือเพ่ิม
จ านวนยีนเป้าหมายโดยใช๎ primer และ annealing temperature ที่เหมาะสมส าหรับแตํละยีน 
ตรวจสอบ PCR product ใน 1% agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกับ negative control ที่
ไมํเติม total RNA  

 
8. การศึกษาผลของการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคท่ีมีตํอการเจริญของเชื้อ, การเคลื่อนที่ 
และการสังเคราะห์ biofilm 
 
ศึกษาการเจริญของเชื้อโดยเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่ไมํมีการแสดงออกและในสภาวะที่มีการแสดงออก

ของยีนควบคุมการกํอโรค ก าหนดปริมาณเชื้อเริ่มต๎นเทํากับ 1.00 x 105 CFU/มิลลิลิตร เมื่อครบ
ก าหนดเวลา น าสารแขวนลอยเชื้อมาประเมินจ านวนเซลล์โดยวิธี standard total plate count หนํวย
เป็น log CFU/มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มต๎น 5.00 log CFU/มิลลิลิตร 

 
วิเคราะห์การเคลื่อนที่ของเชื้อโดยวิธีการของ Ibarra และคณะ (2010) แตํเปลี่ยนอาหารที่ใช๎

เตรียม swimming plate จาก LB เป็นอาหารตามสภาวะทดสอบ และใช๎ agarose ในการเตรียมอาหาร
แทน agar และเลี้ยงเชื้อตามสภาวะทดสอบ ส าหรับ microaerophilic condition ใช๎การเททับผิวหน๎า
อาหารด๎วย 0.25% agarose ประเมินการเคลื่อนที่ของเชื้อโดยวัดเส๎นผํานศูนย์กลางของบริเวณท่ีมีการ
เจริญ (growth halo) 

 
ศึกษาการสังเคราะห์ biofilm โดยวิธีการของ O’Toole (2011) แตํเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 

M63 เป็นอาหารตามสภาวะทดสอบ และเลี้ยงเชื้อตามสภาวะทดสอบ วัดปริมาณ biofilm จากคําการ
ดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ 550 นาโนเมตร (nanometer; nm) 
 

9. การวิเคราะห์คําทางสถิต ิ
 

 ค านวณคําเฉลี่ยและคํา standard deviation (SD) โดยใช๎โปรแกรม Microsoft Excel 2010 
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
 

1. การแยกเชื้อแบคทีเรียในสกุล Escherichia, Salmonella, Shigella และ Vibrio จาก
ผลิตภัณฑ์อาหารทะเล 
 

 แยกเชื้อ Esc. coli, Salmonella, Shigella และ Vibrio ในอาหารทะเลสดจากตลาดจ าหนําย
อาหารทะเล 3 แหลํง ได๎แกํ 1) ตลาดทะเลไทย อ. เมือง จ. สมุทรสาคร 2) ตลาดบ๎านเขาตะเกียบ อ.     
หัวหิน จ. ประจวบคีรีขันธ์ และ 3) ตลาดบ๎านเพ อ. เมือง จ. ระยอง รวม 35 ตัวอยําง โดยคัดเลือกโคโลนีสี
มํวงด าเป็นมันวาว ที่เจริญบนอาหาร EMB agar (เป็นลักษณะของ Esc. coli),  โคโลนีไมํมีสี โปรํงแสง และ 
โคโลนีไมํมีสี โปรํงแสง มีจุดสีด ากลางโคโลนี ที่เจริญบนอาหาร SS agar (เป็นลักษณะของ Salmonella 
และ Shigella) และโคโลนีสีเหลือง, สีเขียว และ สีเขียว-น้ าเงิน ที่เจริญบนอาหาร TCBS agar (เป็น
ลักษณะของ Vibrio) จากอาหารทะเล 35 ตัวอยําง มี 14 ตัวอยํางที่ไมํพบเชื้อลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ
ทั้ง 4 สกุล บนอาหารคัดเลือก 3 ชนิด มี 23 ตัวอยํางที่ไมํพบเชื้อลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Esc. coli บน
อาหาร EMB agar, มี 22 ตัวอยํางที่ไมํพบเชื้อลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Salmonella และ Shigella บน
อาหาร SS agar และมี 22 ตัวอยํางที่ไมํพบเชื้อลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Vibrio บนอาหาร TCBS agar 
ตัวอยํางที่พบเชื้อลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Esc. coli บนอาหาร EMB agar มีจ านวนตั้งแตํ 5.33  4.73 
ถึง 70.00  7.55 CFU/กรัม, ตัวอยํางที่พบลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Salmonella และ Shigella บน
อาหาร SS agar มีจ านวนตั้งแตํ 205.33  20.21 ถึง 272.00  18.52 CFU/กรัม และตัวอยํางที่พบเชื้อ
ลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Vibrio บนอาหาร TCBS agar มีจ านวนตั้งแตํ 4.67  2.09 ถึง 150.67  
28.04 CFU/กรัม จ านวนเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีบนอาหารคัดเลือกเชํนเดียวกับ Esc. coli, Salmonella, 
Shigella และ Vibrio ในตัวอยํางอาหารทะเล 35 ตัวอยําง แสดงในตารางที่ 4 แยกเชื้อบริสุทธิ์จากโคโลนี
ที่เจริญบนอาหารคัดเลือกได๎ 42 ไอโซเลท ก าหนดรหัสเชื้อเป็น SF ตามด๎วยชื่อยํอของอาหารคัดเลือก 
(EMB, SS และ TCBS) ตามด๎วยล าดับของไอโซเลท เก็บเชื้อบริสุทธิ์ในอาหาร LB slant ทีอุ่ณหภูมิ 4C 
และใน 20% glycerol แชํแข็งทีอุ่ณหภูมิ -80C  
 

2. การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียด๎วยเทคนิค ERIC-PCR 
 

จากการวิเคราะห์รูปแบบ ERIC-PCR ของเชื้อที่แยกได๎ 42 ไอโซเลท พบวําได๎รูปแบบ ERIC-PCR 
40 รูปแบบ ซึ่งมีจ านวนแถบดีเอ็นเอ (band) 1-8 แถบ และมีขนาดตั้งแตํน๎อยกวํา 500 bp-3.0 kb ดัง
แสดงในภาพที่ 1 เชื้อที่มีรูปแบบ ERIC-PCR แตกตํางกัน แสดงวําเป็นเชื้อตํางสายพันธุ์กัน ดังนั้นจึงคัดเลือก
เชื้อ 40 สายพันธุ์ ส าหรับใช๎ในการศึกษาในขั้นตอนตํอไป 

 
 

 
 



24 
 

ตารางที่ 4. จ านวนเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีบนอาหารคัดเลือกเชํนเดียวกับ Esc. coli, Salmonella, Shigella และ Vibrio ในตัวอยํางอาหารทะเล  
 
ล าดับที่ แหลํงเก็บตัวอยําง รหัสของร๎านค๎า ชนิดอาหารทะเล จ านวนเช้ือ (CFU/กรัม)* ที่มีลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ 

Esc. coli Salmonella และ Shigella Vibrio 
1 ตลาดทะเลไทย  

จ. สมุทรสาคร 
สส 1 กุ๎งแชบ๏วย 0.00  0.00 0.00  0.00 14.67  2.52 

2 สส 2 กุ๎งแชบ๏วย 0.00  0.00 0.00  0.00 4.67  2.09 
3 สส 3 กุ๎งลายเสือ 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
4 สส 2 หอยแครง 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
5 สส 2 หอยหวาน 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
6 สส 2 หอยเชลล ์ 0.00  0.00 227.67  20.82 0.00  0.00 
7 สส 2 ปูทะเล 7.33  3.06 0.00  0.00 0.00  0.00 
8 สส 2 ปูม๎า 5.33  4.73 0.00  0.00 32.00  11.00 
9 สส 4 ปูม๎า 7.67  3.51 0.00  0.00 16.33  4.04 
10 สส 1 หมีกกล๎วย 12.33  4.51 213.00  17.44 0.00  0.00 
11 สส 4 หมึกกระดอง 0.00  0.00 213.33  26.50 0.00  0.00 
12 สส 4 หมึกหอม 62.67  9.07 220.00  26.96 111.00  8.72 
13  สส 1 ปลาทู 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
14 สส 1 ปลาจะระเม็ด 0.00  0.00 0.00  0.00 57.67  8.62 
15 สส 3 ปลาแดงใหญํ 63.33  7.57 272.00  18.52 50.33  23.97 
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ตารางที่ 4. (ตํอ) 
 
ล าดับที่ แหลํงเก็บตัวอยําง รหัสของร๎าน ชนิดอาหารทะเล จ านวนเช้ือ (CFU/กรัม)* ที่มีลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ 

Esc. coli Salmonella และ Shigella Vibrio 
16 ตลาดบ๎านเขาตะเกยีบ อ. 

หัวหิน จ. ประจวบ-        
คีรีขันธ์ 

ปค 1 ปูม๎า 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
17 ปค 1 หมึกกล๎วย 53.67  11.15 0.00  0.00 79.33  14.98 
18 ปค 1 กุ๎งแชบ๏วย 8.67  5.51 0.00  0.00 0.00  0.00 
19 ปค 1 หอยเชลล ์ 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
20 ปค 2 หอยหวาน 0.00  0.00 246.00  26.29 0.00  0.00 
21 ปค 2 กุ๎งลายด า 0.00  0.00 232.67  28.92 0.00  0.00 
22 ปค 2 หมึกหอม 70.00  7.55 205.33  20.21 150.67  28.04 
23 ปค 2 ปลาทู 0.00  0.00 269.67  16.62 0.00  0.00 
24 ปค 2 ปลากระพง 0.00  0.00 226.33  18.90 0.00  0.00 
25 ปค 2 ปูม๎า 28.67  12.06 0.00  0.00 9.67  5.86 
26 ตลาดบ๎านเพ  

อ. เมือง จ. ระยอง 
รย 1 หอยเชลล ์ 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 

27 รย 1 กุ๎งแชบ๏วย 0.00  0.00 253.00  14.00 0.00  0.00 
28 รย 1 หมึกกล๎วย 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
29 รย 1 ปูม๎า 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
30 รย 2 ปลาจะระเม็ด 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
31 รย 2 ปลากระพง 61.33  7.57 217.00  4.58 62.00  16.00 
32 รย 3 หอยหวาน 0.00  0.00 0.00  0.00 17.00  3.61 
33 รย 3 หมึกกล๎วย 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
34 รย 3 กุ๎งแชบ๏วย 35.33  10.97 226.00  24.56 29.33  10.26 
35 รย 3 ปูม๎า 0.00  0.00 0.00  0.00 0.00  0.00 
*คําเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า  คํา standard deviation (SD) 
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ภาพที่ 1. รูปแบบ ERIC-PCR ของเชื้อ 40 สายพันธุ์ที่แยกได๎จากอาหารทะเล  
Lane M: 1 kb DNA ladder (Vivantis, Malaysia); 1: SFEMB1; 2: SFEMB2; 3: SFEMB3; 4: SFEMB4; 5: SFEMB5; 6: SFEMB6; 7: SFEMB7; 8: SFSS1; 9: SFSS2; 
10: SFSS3; 11: SFSS4; 12: SFSS5; 13: SFSS6; 14: SFSS7; 15: SFSS8; 16: SFSS9; 17: SFSS10; 18: SFSS11; 19: SFSS12; 20: SFSS13: 21: SFSS14; 22: 
SFSS15; 23: SFSS16; 24: SFSS17; 25: SFSS18; 26: SFSS19; 27: SFSS20; 28: SFSS21; 29: SFSS22; 30: SFSS23; 31: SFSS24; 32: SFSS25; 33: SFSS26; 34: 
SFSS27; 35: SFTCBS1; 36: SFTCBS2; 37: SFTCBS3; 38: SFTCBS4; 39: SFTCBS5; 40: SFTCBS6 
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ในการจ าแนกความแตกตํางระหวํางสายพันธุ์ของเชื้อ enterobacteria และเชื้อแบคทีเรียอื่นๆ 
สามารถใช๎เทคนิค ERIC-PCR ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช๎สร๎างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ERIC sequence เป็นหนึ่งใน 
intergenic repeated sequence ที่พบในเชื้อ enterobacteria นอกเหนือจาก repetitive extragenic 
palindromic (REP) sequence ส าหรับ ERIC sequence นั้น เริ่มแรกพบในเชื้อ Esc. coli และ Sal. 
enterica serovar Typhimurium (ชื่อเดิม Sal. typhimurium) (Gilson และคณะ 1984; Hulton และ
คณะ 1991; Sharples และ Lloyd 1990; Stern และคณะ 1984) ERIC sequence ที่พบในเชื้อตํางชนิด
มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แทบจะเหมือนกัน แตํมีจ านวนและการกระจายของ ERIC sequence แตกตํางกัน 
หน๎าที่ของ ERIC sequence ยังไมํทราบแนํชัด แตํสันนิษฐานวําเกี่ยวข๎องกับการคงความเสถียรของ 
mRNA หรือเก่ียวข๎องในกระบวนการ homologous recombination, การจัดโครงสร๎างของโครโมโซม 
รวมถึงการจับกับ DNA binding protein ตํางๆ เชํน HU protein, เอนไซม์ DNA gyrase และ DNA 
polymerase I (Rashid และคณะ 2009) เทคนิค ERIC-PCR เป็นการใช๎หลักการของ PCR เพ่ือเพ่ิม
จ านวนของยีนซึ่งอยูํระหวําง ERIC sequence โดยการใช๎ primer 1 คูํ เข๎าจับบริเวณ ERIC sequence ซ่ึง 
PCR product ที่ได๎จากเชื้อตํางสายพันธุ์จะมีจ านวนชิ้นและขนาดที่แตกตํางกัน ตั้งแตํ 1 ถึง 15 ชิ้น ขนาด
ประมาณ 100 bp ถึง 5.0 kb เทคนิค ERIC-PCR สามารถใช๎จ าแนกความแตกตํางระหวํางสายพันธุ์ของ
แบคทีเรีย และใช๎ในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลุํมประชากรแบคทีเรีย (Pongsilp 
2012) 
 

3. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA  
 
 จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA เพ่ือระบุสกุลของเชื้อที่แยกได๎ 40 สาย-
พันธุ์ โดยเพิ่มจ านวนยีน 16S rDNA ด๎วยเทคนิค PCR หลังจากนั้นตรวจผล PCR product พบวําได๎แถบ  
ดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว ขนาดประมาณ 500 bp เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อแตํละสายพันธุ์มาท าการ
เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของเชื้อแบคทีเรียในฐานข๎อมูลของ  GenBank  โดย
ใช๎โปรแกรม  blastn   พบวําเชื้อที่แยกได๎ 40 สายพันธุ์ ได๎แกํ SFEMB1, SFEMB2, SFEMB3, SFEMB4, 
SFEMB5, SFEMB6, SFEMB7, SFSS1, SFSS2, SFSS3, SFSS4, SFSS5, SFSS6, SFSS7, SFSS8, SFSS9, 
SFSS10, SFSS11, SFSS12, SFSS13, SFSS14, SFSS15, SFSS16, SFSS17, SFSS18, SFSS19, 
SFSS20, SFSS21, SFSS22, SFSS23, SFSS24, SFSS25, SFSS26, SFSS27, SFTCBS1, SFTCBS2, 
SFTCBS3, SFTCBS4, SFTCBS5 และ SFTCBS6 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ใกล๎เคียงกับเชื้อ
ใน 11 สกุล ได๎แกํ Aeromonas (9 สายพันธุ์), Citrobacter (5 สายพันธุ์), Enterobacter (7 สายพันธุ์), 
Escherichia (2 สายพันธุ์), Hafnia (Obesumbacterium) (1 สายพันธุ์), Klebsiella (4 สายพันธุ์), 
Morganella (4 สายพันธุ์), Proteus (2 สายพันธุ์), Providencia (1 สายพันธุ์), Salmonella (2 สาย-
พันธุ์) และ Vibrio (3 สายพันธุ์) ซึ่งมี % ความเหมือน (% identity) อยูํระหวําง 98%-99% แตํไมํพบเชื้อที่
มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ใกล๎เคียงกับ Shigella ผลการเปรียบเทียบ % identity ของล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA จากเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎ 40 สายพันธุ์ แสดงในตารางที่ 5  
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ตารางที่ 5. ผลการเปรียบเทียบ % identity ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA จากเชื้อแบคทีเรีย 
              ที่แยกได๎  

 
สายพันธุ์เชื้อ 
แบคทีเรีย 

ตัวอยํางเชื้อที่มีความใกล๎เคียงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
(GenBank accession number) 

% identity 

SFEMB 1 Citrobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF0747 (KR189995) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Citrobacter freundii สายพันธุ์ SI-1 (KC211308) (Kang และคณะ 
2014) 
Cit. freundii สายพันธุ์ R2A5 (KF938666) (Lade และคณะ 2014) 

99% 

SFEMB2 Citrobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF0785 (KR189901) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Cit. freundii สายพันธุ์ R2A5 (KF938666) (Lade และคณะ 2014) 
Cit. freundii สายพันธุ์ 128A (3DVM) (KF254749) (Maleki-
Ravasan และคณะ 2015) 

99% 

SFEMB3 Citrobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF0778 (KR190303) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Cit. freundii สายพันธุ์ HLR20 (HG974539) (Campos และคณะ 
2015) 
Cit. freundii สายพันธุ์ S5-19 (KC202272) (Shen และคณะ 2014) 

99% 

SFEMB4 และ
SFEMB5 

Citrobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF0785 (KR189901) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Cit. freundii สายพันธุ์ R2A5 (KF938666) (Lade และคณะ 2014) 
Cit. freundii สายพันธุ์ 128A (3DVM) (KF254749) (Maleki-
Ravasan และคณะ 2015) 

99% 

SFEMB6 Esc. coli สายพันธุ์ 2009C-3133 (CP013025) (Lindsey และคณะ 
2015) 
Esc. coli สายพันธุ์ ATCC25922 (CP009072) (Minoque และคณะ 
2014) 
Esc. coli สายพันธุ์ clone D i14 (CP002212) (Reeves และคณะ 
2011) 

99% 

SFEMB7 Esc. coli สายพันธุ์ JJ1887 (CP014316) (Johnson และคณะ 2016) 
Esc. coli สายพันธุ์ uk_P46212 (CP013658) (Stoesser และคณะ 
2016) 
Esc. coli สายพันธุ์ SF-166 (CP012633) (Stephens และคณะ 
2015) 

99% 
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ตารางที่ 5. (ตํอ) 
 
สายพันธุ์เชื้อ 
แบคทีเรีย 

ตัวอยํางเชื้อที่มีความใกล๎เคียงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
(GenBank accession number) 

% identity 

SFSS1 Uncultured Aeromonas sp. clone JI48H120 (GU356245) 
(Vandewalle และคณะ 2012) 
Aeromonas sp. สายพันธุ์ UIWRF2094 (KR189547) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Aeromonas allosaccharophila สายพันธุ์ S5-33 (KC202276) 
(Shen และคณะ 2014) 

99% 

SFSS2, 
SFSS4 และ 
SFSS6 

Uncultured Aeromonas sp. clone JI48D092 (GU356241) 
(Vandewalle และคณะ 2012) 
Uncultured Aeromonas sp. clone 3-3-88 (KT461495) (Liu 
และคณะ 2016a) 
Aeromonas sp. สายพันธุ์ UIWRF0416 (KR189633) (Zhang และ
คณะ 2015) 

99% 

SFSS3 Aeromonas sp. สายพันธุ์ UIWRF0696 (KR190148) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Uncultured Aeromonas sp. clone JI40D021 (GU356064) 
(Vandewalle และคณะ 2012) 
Aeromonas aquatica สายพันธุ์ AE235 (NR_136829) (Beaz-
Hidalgo และคณะ 2015) 

99% 

SFSS5 Uncultured Aeromonas sp. clone 3-3-88 (KT461495) (Liu 
และคณะ 2016a) 
Aeromonas sp. สายพันธุ์ UIWRF0416 (KR189633) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Aeromonas hydrophila สายพันธุ์ MSSRFQS56 (KJ877664) 
(Viswanath และคณะ 2015) 

99% 

SFSS7 Uncultured Aeromonas sp. clone JI40D021 (GU356064) 
(Vandewalle และคณะ 2012) 
A. aquatica สายพันธุ์ AE235 (NR_136829) (Beaz-Hidalgo และ
คณะ 2015) 
Aeromonas veronii สายพันธุ์ AVNIH1 (CP014774) (Hughes และ
คณะ 2016) 

99% 
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ตารางที่ 5. (ตํอ) 
 
สายพันธุ์เชื้อ 
แบคทีเรีย 

ตัวอยํางเชื้อที่มีความใกล๎เคียงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
(GenBank accession number) 

% identity 

SFSS8 Aeromonas sp. สายพันธุ์ IPPW-29 (FJ646660) (Addison และ
คณะ 2010) 
Aeromonas dhakensis สายพันธุ์ SA1 (KU248777) (Carriero และ
คณะ 2016) 
A. hydrophila สายพันธุ์ YL17 (CP007518) (Lim และคณะ 2016) 

99% 

SFSS9 Aeromonas sp. สายพันธุ์ UIWRF0294 (KR189547) (Zhang และ
คณะ 2015) 
A. allosaccharophila สายพันธุ์ S5-33 (KC202276) (Shen และ
คณะ 2014) 
Aeromonas sp. สายพันธุ์ OS5 (KC182746) (Reyes และคณะ 
2013) 

98% 

SFSS10 และ 
SFSS11 

Enterobacter cloacae สายพันธุ์ VRBG-35 (KR265428) (Al-
Kharousi และคณะ 2016) 
Enterobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF1186 (KR189407) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Enterobacter sp. สายพันธุ์ TN38 (LN614535) (Naqqash และ
คณะ 2016) 

99% 

SFSS12 Enterobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF0201 (KR189499) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Enterobacter sp. สายพันธุ์ XB123 (KF447414) (Achari และ 
Ramesh 2014) 
Enterobacter sp. สายพันธุ์ 230604/c (AY665975) (Moore และ
คณะ 2005) 

98% 

SFSS13 และ 
SFSS14 

Enterobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF0340 (KR189582) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Ent. cloacae (KU981056) (Shahid และคณะ 2012) 
Enterobacter sp. สายพันธุ์ B13 (KT184503) (Eminoglu และคณะ 
2016) 

99% 

SFSS15 Enterobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF0891 (KR190427) (Zhang และ
คณะ 2015) 
Enterobacter hormaechei สายพันธุ์ AnO (KM035631) 
(Nechitaylo และคณะ 2014) 
Ent. cloacae clone CC3 (AB576083) (Benskin และคณะ 2010) 

99% 
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ตารางที่ 5. (ตํอ) 
 
สายพันธุ์เชื้อ 
แบคทีเรีย 

ตัวอยํางเชื้อที่มีความใกล๎เคียงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
(GenBank accession number) 

% identity 

SFSS16 Enterobacter cancerogenus สายพันธุ์ MP15_3A (JN644618) 
(Chandel และคณะ 2013) 
Ent. cancerogenus สายพันธุ์ M123 (HQ407294) (Gupta และ
คณะ 2012) 
Enterobacter sp. สายพันธุ์ UIWRF0340 (KR189582) (Zhang และ
คณะ 2015) 

99% 

SFSS17 Klebsiella quasipneumoniae สายพันธุ์ ATCC700603 
(CP014696) (Elliott และคณะ 2016) 
Klebsiella pneumoniae สายพันธุ์ VRBG-57 (KR265450) (Al-
Kharousi และคณะ 2016) 
K. pneumoniae สายพันธุ์ kdB1 TUC-EEAOC (KM096598) 
(Dantur และคณะ 2015) 

99% 

SFSS18 Uncultured Klebsiella sp. clone 3Q-38 (KT461479) (Liu และ
คณะ 2016a) 
Klebsiella oxytoca สายพันธุ์ VRBG-9 (KR265402) (Al-Kharousi 
และคณะ 2016) 
Klebsiella sp. สายพันธุ์ UIWRF0735 (KR190170) (Zhang และ
คณะ 2015) 

99% 

SFSS19 K. pneumoniae สายพันธุ์ U25 (CP012043) (Rafiq และคณะ 
2016) 
K. pneumoniae สายพันธุ์ CAV1193 (CP013322) (Sheppard และ
คณะ 2016) 
K. pneumoniae สายพันธุ์ U100 (LC095660) (Bhiwankar และ
คณะ 2015) 

99% 

SFSS20 Hafnia alvei สายพันธุ์ HUMV-5920 (CP015379) (Lazaro-Diez 
และคณะ 2016) 
Hafnia paralvei สายพันธุ์ B315 (KR106611) (Zhou และคณะ 
2016) 
Obesumbacterium sp. สายพันธุ์ UIWRF0774 (KR190302) 
(Zhang และคณะ 2015) 

99% 
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ตารางที่ 5. (ตํอ) 
 
สายพันธุ์เชื้อ 
แบคทีเรีย 

ตัวอยํางเชื้อที่มีความใกล๎เคียงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
(GenBank accession number) 

% identity 

SFSS21 H. alvei สายพันธุ์ HUMV-5920 (CP015379) (Lazaro-Diez และ
คณะ 2016) 
H. paralvei สายพันธุ์ B315 (KR106611) (Zhou และคณะ 2016) 
Obesumbacterium sp. สายพันธุ์ UIWRF0907 (KR190249) 
(Zhang และคณะ 2015) 

99% 

SFSS22 Morganella sp. สายพันธุ์ AZTITEMP113 (KF462616) (Alfaro 
และ Hernandez 2013) 
Morganella psychrotolerans สายพันธุ์ 2F6 (DQ358143) 
(Emborg และคณะ 2006) 
Morganella morganii (AB099406) (Takahashi และคณะ 2003) 

98% 

SFSS23 และ 
SFTCBS1 

Morganella sp. สายพันธุ์ UIWRF0127 (KR189877) (Zhang และ
คณะ 2015) 
M. morganii สายพันธุ์ 3D4A (JF710989) (Coton และคณะ 2012) 
M. morganii subsp. sibonii สายพันธุ์ 8293-1 (HM122051) 
(Parikh และคณะ 2011) 

99% 

SFSS24 Proteus sp. สายพันธุ์ S487 (KR232911) (Franca และคณะ 2015) 
Proteus sp. สายพันธุ์ UIWRF0849 (KR189933) (Zhang และคณะ 
2015) 
Proteus sp. สายพันธุ์ S19 (HG810922) (Angar และคณะ 2016) 

99% 

SFSS25 Proteus hauseri สายพันธุ์ ZMd44 (JX101457) (Ng และคณะ 
2013) 
Proteus vulgaris สายพันธุ์ U133 (LC095662) (Bhiwankar และ
คณะ 2015) 
Proteus mirabilis สายพันธุ์ T7 (KJ626258) (Dabade และคณะ 
2015) 

99% 

SFSS26 Sal. enterica subsp. enterica serovar Thompson สายพันธุ์ 
RM1986 (CP012514) (Parker และคณะ 2015) 
Sal. enterica subsp. enterica serovar Panamar สายพันธุ์ 
ATCC7378 (CP012346) (Yao และคณะ 2016) 
Sal. enterica subsp. enterica serovar Anatum สายพันธุ์ 
CDC06-0532 (CP007211) (Nguyen และคณะ 2016) 

99% 
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ตารางที่ 5. (ตํอ) 
 
สายพันธุ์เชื้อ 
แบคทีเรีย 

ตัวอยํางเชื้อที่มีความใกล๎เคียงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
(GenBank accession number) 

% identity 

SFSS27 Sal. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium สายพันธุ์ 
SO2 (CP014356) (Silva และคณะ 2016) 
Sal. enterica subsp. enterica สายพันธุ์ YU39 (CP011428) 
(Calva และคณะ 2015) 
Sal. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium สายพันธุ์ 
DT104 (HF937208) (Mather และคณะ 2013) 

99% 

SFTCBS2 M. morganii สายพันธุ์ MM.2.3 (EF550572) (Moura และคณะ 
2007) 
M. morganii สายพันธุ์ ATCC35200 (AB089244) (Takahashi และ
คณะ 2003) 
Morganella sp. สายพันธุ์ UIWRF0593 (KR189727) (Zhang และ
คณะ 2015) 

99% 

SFTCBS3 Uncultured Providencia sp. clone XYM_037R (JN426589) 
(Chandler และคณะ 2011) 
Uncultured Providencia sp. clone HFC109 (HQ407017) 
(Gupta และคณะ 2012) 
Providencia rustigianii สายพันธุ์ DSM4541 (NR_042411) 
(Somvanshi และคณะ 2006) 

98% 

SFTCBS4 
และ 
SFTCBS5 

Vibrio sp. สายพันธุ์ SD21 (DQ001320) (Anand และคณะ 2006) 
Vibrio sp. สายพันธุ์ H1-68 (KM979061) (Sun และคณะ 2015) 
Vibrio alginolyticus สายพันธุ์ 129-63 (KT224384) (Liu และคณะ 
2016b) 

99% 

SFTCBS6 V. alginolyticus สายพันธุ์ J608 (JF836167) (Hoffmann และคณะ 
2013) 
Vibrio sp. สายพันธุ์ 8-1 (AB498798) (Haldar และคณะ 2011) 
Vibrio sp. สายพันธุ์ NAP-4 (AF064637) (Rockne และคณะ 2000) 

99% 

 

 จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA พบวําเชื้อที่แยกได๎จากอาหาร EMB agar 
เป็น Citrobacter และ Esc. coli ซึ่งมีลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกัน โคโลนีมีเส๎นผํานศูนย์กลาง 2-3 
มิลลิเมตร สีมํวงด าเป็นมันวาว, เชื้อที่แยกได๎จากอาหาร SS agar จัดอยูํในสกุล Aeromonas, 
Enterobacter, Klebsiella, Hafnia (Obesumbacterium), Morganella, Proteus และ 
Salmonella ซึ่งมีลักษณะโคโลนีคล๎ายกัน โดย Aeromonas, Enterobacter, Klebsiella, Hafnia 
(Obesumbacterium), Morganella และ Salmonella สํวนใหญํ โคโลนีไมํมีสี โปรํงแสง สํวน Proteus 
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และ Salmonella บางชนิด โคโลนีไมํมีสี โปรํงแสง มีจุดสีด ากลางโคโลนี และเชื้อที่แยกได๎จากอาหาร 
TCBS agar จัดอยูํในสกุล Morganella, Proteus, Providencia และ Vibrio ซึ่งมีโคโลนีสีเหลือง สีเขียว 
และสีเขียว-น้ าเงิน เชื้อที่แยกได๎ทั้งหมด 11 สกุล เป็นเชื้อแบคทีเรียกํอโรค เชื้อใน 9 สกุล ได๎แกํ 
Citrobacter, Enterobacter, Esc. coli, Klebsiella, Hafnia (Obesumbacterium), Morganella, 
Proteus, Providencia และ Salmonella เป็นเชื้อในกลุํม enterobacteria ซึ่งจัดอยูํในวงศ์ 
Enterobacteriaceae ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรํางเป็นทํอน ไมํสร๎างสปอร์ เป็น facultative 
anaerobe สามารถหมัก glucose และรีดิวซ์ nitrate เชื้อเหลํานี้มักเป็นสาเหตุของการเนําเสียของอาหาร 
และใช๎เป็นดัชนีในการประเมินความปลอดภัยของอาหาร พบได๎ในล าไส๎และในสิ่งแวดล๎อม (Anand และ 
Griffiths 2011)  

Citrobacter บางสายพันธุ์กํอโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ, ระบบทางเดินหายใจ และ 
ปอด, โรคเยื่อหุ๎มสมองอักเสบ และภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด (Guentzel 1996)  

Enterobacter เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในล าไส๎ของมนุษย์และสัตว์ บางสายพันธุ์กํอโรคติดเชื้อใน
ระบบทางเดินปัสสาวะ, ระบบทางเดินหายใจและปอด และภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด (Guentzel 1996)  

Esc. coli เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในล าไส๎ของมนุษย์และสัตว์ (Ostblom และคณะ 2011) บาง
สายพันธุ์กํอโรคล าไส๎ใหญํอักเสบ, โรค hemolytic uremic syndrome, โรคท๎องรํวงในเด็ก, โรคติดเชื้อใน
ระบบทางเดินปัสสาวะ, โรคติดเชื้อในโรงพยาบาล, ตํอมลูกหมากอักเสบ และกรวยไตอักเสบ (Griffin และ 
Tauxe 1991; Guentzel 1996; Nataro และ Kaper 1998; O’Brien และคณะ 1984)  

Klebsiella เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในล าไส๎ของมนุษย์และสัตว์ บางสายพันธุ์กํอโรคติดเชื้อใน
ระบบทางเดินปัสสาวะ, ภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด, หูชั้นกลางอักเสบ และโรคปอดบวม (Guentzel 
1996)  

Hafnia เป็นจุลินทรีย์ในล าไส๎ของมนุษย์ บางสายพันธุ์กํอโรคระบบทางเดินอาหาร, โรคท๎องรํวง, 
ภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด, โรคติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ, เยื่อบุหัวใจ, เยื่อบุชํองท๎อง, เยื่อหุ๎ม 
สมอง, ลูกตา และถุงน้ าดี, ฝี, โรคข๎ออักเสบ และโรคปอดบวม (Janda และคณะ 2002; Padilla และคณะ 
2015)  

Morganella เป็นเชื้อที่พบได๎ในดิน, แหลํงน้ าและน้ าทิ้ง บางสายพันธุ์กํอโรคปอดบวม, โรค
กล๎ามเนื้ออักเสบ, โรคเยื่อบุชํองท๎องอักเสบ, การติดเชื้อภายในลูกตา, การติดเชื้อตามบาดแผล, ภาวะติด
เชื้อในกระแสเลือด และภาวะติดเชื้อในทารกแรกเกิด (Lee และ Liu 2006)  

Proteus บางสายพันธุ์กํอโรคติดเชื้อในโรงพยาบาลและแผลผําตัด, โรคติดเชื้อในระบบทางเดิน
ปัสสาวะ, ภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด, โรคปอดบวม และโรคนิ่วในไต (Guentzel 1996)  

Providencia บางสายพันธุ์กํอโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ, โรคเยื่อบุชํองท๎องอักเสบ และ
ภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด (Unverdi และคณะ 2011)  
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Salmonella เป็นสาเหตุหลักของโรคท่ีเกิดจากการบริโภคอาหาร บางสายพันธุ์กํอโรคอาหารเป็น
พิษ, โรคท๎องรํวง, โรคล าไส๎อักเสบ, โรคติดเชื้อในทํอปัสสาวะและกระแสเลือด, โรคไทฟอยด์ และโรคพารา
ไทฟอยด์ (Bhowmick และคณะ 2011; Brenner และคณะ 2000; Iwamoto และคณะ 2010; Lacey 
1993)  

นอกจากเชื้อ enterobacteria แล๎วยังพบ Aeromonas ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ จัดอยูํในวงศ์ 
Aeromonadaceae มีรูปรํางเป็นทํอน บางสายพันธุ์กํอโรคท๎องรํวง, โรคระบบทางเดินอาหาร, โรคผิวหนัง
อักเสบ, โรคติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ, หู, ทํอน้ าดี และตามบาดแผล และภาวะติดเชื้อในกระแส
เลือด (Vila และคณะ 2003) รวมทั้ง Vibrio ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบ จัดอยูํในวงศ์ Vibrionaceae มี
รูปรํางคล๎ายเครื่องหมายจุลภาค บางสายพันธุ์กํอโรคอหิวาต์, โรคท๎องรํวง, โรคติดเชื้อตามบาดแผล และ
ภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด (Garcia และคณะ 2009; Morris 1990; Oliver 2005) 
 

4. การระบุสกุล, ชนิด หรือ serovar ของเชื้อแบคทีเรียโดยใช๎เครื่องหมายทางพันธุกรรม 
  
 จากการตรวจสอบยีน phoA ซึ่งมีรายงานวําจ าเพาะตํอ Citrobacter, Esc. coli และ Shigella, 
ยีน fimC ซึ่งมีรายงานวําจ าเพาะตํอ Salmonella และ Sdf I fragment ซึ่งมีรายงานวําจ าเพาะตํอ Sal. 
enterica serovar Enteritidis จากเชื้อ 40 สายพันธุ์ โดยเทคนิค PCR พบ PCR product ขนาด 720 bp 
ของยีน phoA จาก Citrobacter 5 สายพันธุ์ (SFEMB1-SFEMB5), Esc. coli 2 สายพันธุ์ (SFEMB6-
SFEMB7) และ Hafnia (Obesumbacterium) 2 สายพันธุ์ (SFSS20-SFSS21), PCR product ขนาด 
289 bp ของยีน fimC จาก Citrobacter 5 สายพันธุ์ (SFEMB1-SFEMB5), Enterobacter 7 สายพันธุ์ 
(SFSS10-SFSS16), Klebsiella 3 สายพันธุ์ (SFSS17-SFSS19) และ Salmonella 2 สายพันธุ์ (SFSS26-
SFSS27) รวมทั้ง PCR product ขนาด 293 bp ของ Sdf I fragment จาก Salmonella 1 สายพันธุ์ 
(SFSS26) ส าหรับเทคนิค multiplex PCR ซึ่งใช๎ในการระบุชนิดของ Vibrio 3 สายพันธุ์ ไมํพบรูปแบบที่
ตรงกับ V. cholerae, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus PCR product ของยีน phoA, ยีน 
fimC และ Sdf I fragment แสดงในภาพที่ 2 
 
 มีรายงานการใช๎ยีน phoA ซึ่งเป็น housekeeping gene ควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ 
alkaline phosphatase เป็นยีนเป้าหมายในการตรวจหา Esc. coli ในน้ าทะเลและตัวอยํางทางคลินิกจาก
เป็ดที่เป็นโรค เนื่องจากเป็นยีนที่พบใน Esc. coli ทุกสายพันธุ์ (Hu และคณะ 2011; Kong และคณะ 
1995; 1999) Hu และคณะ (2011) ออกแบบ primer ส าหรับการเพิ่มจ านวนยีน phoA รํวมกับยีน dnaB 
ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ DnaB helicase ของ Riemerella anatipestifer และยีน invA ซ่ึง
ควบคุมการสังเคราะห์ invasion protein ของ Sal. enterica ในเทคนิค multiplex PCR จากการ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน phoA ของ Esc. coli พบวํามี % identity สูงกับยีน phoA จาก 
Citrobacter และ Shigella ผลการทดลองจากการศึกษาครั้งนี้ พบ PCR product ขนาด 720 bp ของ
ยีน phoA ในทุกสายพันธุ์ของ Citrobacter, Esc. coli และ Hafnia (Obesumbacterium) แสดงวํา ยีน 
phoA มีในเชื้อท้ัง 3 สกุล และ primer ที่ใช๎ไมํได๎จ าเพาะตํอยีน phoA ของ Esc. coli เทํานั้น  
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ภาพที่ 2. PCR product ของยีน phoA, ยีน fimC และ Sdf I fragment 
Lane M: 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Malaysia); 1: PCR product ขนาด 720 bp ของยีน 
phoA; 2: PCR product ขนาด 289 bp ของยีน fimC; 3: PCR product ขนาด 293 bp ของ Sdf I 
fragment 
 
 Drahovska และคณะ (2001) รายงานการออกแบบ primer S212 และ S500 ที่จ าเพาะตํอยีน 
fimC (ควบคุมการสังเคราะห์ chaperone ซึ่งเก่ียวข๎องกับการสังเคราะห์ fimbriae เส๎นใยบนผิวเซลล์
แบคทีเรียที่มีบทบาทตํอการเข๎าจับกับตัวรับเฉพาะบน epithelial cell ในขั้นตอนการติดเชื้อ) เพ่ือใช๎
ตรวจหา Salmonella ในตัวอยํางอาหาร โดยพบวํา primer S212 และ S500 จ าเพาะตํอ Salmonella 
ที่ annealing temperature 58C ได๎ PCR product ขนาด 289 bp จาก Salmonella 95 สายพันธุ์ 
ใน 53 serotype และไมํเกิด PCR product จากเชื้ออ่ืนๆ รวมทั้ง Citrobacter, Esc. coli, 
Enterobacter, Hafnia, Klebsiella และ Proteus ผลการทดลองจากการศึกษาครั้งนี้ไมํสอดคล๎องกับ
รายงานของ Drahovska และคณะ (2001) เนื่องจากนอกเหนือจาก Salmonella แล๎ว ยังได๎ PCR 
product จากการใช๎ primer S212 และ S500 ที่ annealing temperature 58C จากเชื้อ 
Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella  
 
 Agron และคณะ (2001) ออกแบบ primer เพ่ือใช๎ตรวจหา Sal. enterica serovar Enteritidis 
โดย primer มีความจ าเพาะตํอ Sdf I fragment ซึ่งเป็น DNA restriction fragment ที่ได๎จากการใช๎
เทคนิค Suppression Subtractive Hybridization (SSH) และมีเฉพาะใน serovar Enteritidis ดังนั้น 
primer ที่ใช๎จึงสามารถแยก serovar Enteritidis ออกจาก serovar อ่ืนๆ อีก 34 serovar ผลการทดลอง
จากการศึกษาครั้งนี้พบ Salmonella สายพันธุ์ SFSS26 ให๎ PCR product ขนาด 293 bp ของ Sdf I 
fragment จึงสามารถระบุได๎วําเชื้อสายพันธุ์ดังกลําวเป็น Sal. enterica serovar Enteritidis 
 
 5. การตรวจสอบยีนควบคุมการกํอโรคในเชื้อแบคทีเรีย 
  
 ตรวจสอบยีนควบคุมการกํอโรค 22 ยีน ในเชื้อ 40 สายพันธุ์ที่จัดอยูํใน 11 สกุล ยีนที่มีรายงานพบ
ใน Esc. coli ได๎แกํ cesT/eae, cnf1, cnf2, eaeA, espB, LTI, STII, vt1 และ vt2e, ยีนที่มีรายงานพบ
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ใน Salmonella ได๎แกํ ssaO, sscB และ sseG, ยีนที่มีรายงานพบใน Vibrio ได๎แกํ tdh, tlh และ trh, 
ยีนที่มีรายงานพบใน Citrobacter, Enterobacter และ Esc. coli คือ csgD, ยีนที่มีรายงานพบใน 
Klebsiella ได๎แกํ kfu, magA และ uge และยีนที่มีรายงานพบใน Aeromonas ได๎แกํ aerA, ahp และ 
alt  
 
 ในบรรดายีนควบคุมการกํอโรค 22 ยีนที่ตรวจสอบ พบยีนควบคุมการกํอโรค 8 ยีน ได๎แกํ cnf2 
(PCR product มีขนาด 839 bp), csgD (PCR product มีขนาด 355 bp), kfu (PCR product มีขนาด 
797 bp), LTI (PCR product มีขนาด 360 bp), ssaO (PCR product มีขนาด 378 bp), tlh (PCR 
product มีขนาด 450 bp), uge (PCR product มีขนาด 534 bp) และ vt2e (PCR product มีขนาด 
322 bp) โดยยีน cnf2 และ vt2e พบเฉพาะใน Esc. coli ทั้ง 2 สายพันธุ์, ยีน csgD พบในเชื้อ 3 สกุล 
ได๎แกํ Citrobacter ทั้ง 5 สายพันธุ์, Enterobacter ทั้ง 7 สายพันธุ์ และ Klebsiella 2 สายพันธุ์, ยีน kfu 
พบเฉพาะใน Klebsiella 1 สายพันธุ์, ยีน LTI พบในเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter 1 สายพันธุ์, Esc. 
coli ทั้ง 2 สายพันธุ์ และ Hafnia (Obesumbacterium) ทั้ง 2 สายพันธุ์, ยีน ssaO พบเฉพาะใน 
Salmonella ทั้ง 2 สายพันธุ์, ยีน tlh พบเฉพาะใน Vibrio ทั้ง 3 สายพันธุ์ และยีน uge พบในเชื้อ 2 สกุล 
ได๎แกํ Enterobacter 4 สายพันธุ์ และ Klebsiella 1 สายพันธุ์ ผลการเกิด PCR product ของยีนควบคุม
การกํอโรค 8 ยีนที่พบในเชื้อ 40 สายพันธุ์ แสดงในตารางที่ 6 PCR product ของยีน cnf2, csgD, kfu, 
LTI, ssaO, tlh, uge และ vt2e แสดงในภาพที่ 3 
 
 6. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนควบคุมการกํอโรคและการสร๎าง phylogenetic tree 
 
 จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PCR product ของยีนควบคุมการกํอโรคที่ตรวจพบใน
เชื้อแบคทีเรียแตํละสกุล ซึ่งตรวจพบ 8 ยีน ได๎แกํ cnf2, csgD, kfu, LTI, ssaO, tlh, uge และ vt2e เมื่อ
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ PCR product มาท าการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนในฐานข๎อมูล 
GenBank โดยใช๎โปรแกรม blastn พบวําเป็นยีนควบคุมการกํอโรคทั้ง 8 ยีน ซึ่งมี % identity อยูํระหวําง 
83%-100% ผลการเปรียบเทียบ % identity ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนควบคุมการกํอโรคจากเชื้อ
แบคทีเรียแตํละสกุล แสดงในตารางที่ 7 จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเดียวกันที่พบได๎ในเชื้อตํางสกุล 
ได๎แกํ ยีน csgD ที่พบในเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella, ยีน LTI ที่พบ
ในเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter, Esc. coli และ Hafnia (Obesumbacterium) และยีน uge ที่พบใน
เชื้อ 2 สกุล ได๎แกํ Klebsiella และ Enterobacter รํวมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนดังกลําวจากเชื้อ
อ๎างอิงในฐานข๎อมูล GenBank ที่มี % identity สูงสุด ได๎น ามาสร๎าง phylogenetic tree เพ่ือประเมิน
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน phylogenetic tree ของยีน csgD, LTI และ uge แสดงในภาพที่ 4, 
5 และ 6 ตามล าดับ  
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ตารางที่ 6. ผลการเกิด PCR product ของยีนควบคุมการกํอโรค 8 ยีนที่พบในเชื้อ 40 สายพันธุ์ 
 

สกุลเชื้อแบคทีเรีย สายพันธุ์เช้ือแบคทีเรีย ผลการเกิด PCR product ของยีนควบคุมการกํอโรคเฉพาะ 8 ยีนที่ตรวจพบ 
cnf2 csgD kfu LTI ssaO tlh uge vt2e 

Aeromonas SFSS1 - - - - - - - - 
SFSS2 - - - - - - - - 
SFSS3 - - - - - - - - 
SFSS4 - - - - - - - - 
SFSS5 - - - - - - - - 
SFSS6 - - - - - - - - 
SFSS7 - - - - - - - - 
SFSS8 - - - - - - - - 
SFSS9 - - - - - - - - 

Citrobacter SFEMB1 - + - - - - - - 
SFEMB2 - + - - - - - - 
SFEMB3 - + - - - - - - 
SFEMB4 - + - - - - - - 
SFEMB5 - + - + - - - - 

Enterobacter SFSS10 - + - - - - - - 
SFSS11 - + - - - - - - 
SFSS12 - + - - - - - - 
SFSS13 - + - - - - + - 
SFSS14 - + - - - - + - 
SFSS15 - + - - - - + - 
SFSS16 - + - - - - + - 

Esc. coli SFEMB6 + - - + - - - + 
SFEMB7 + - - + - - - + 

Hafnia 
(Obesumbacterium) 

SFSS20 - - - + - - - - 
SFSS21 - - - + - - - - 

Klebsiella SFSS17 - + + - - - - - 
SFSS18 - + - - - - - - 
SFSS19 - - - - - - + - 

Morganella SFSS22 - - - - - - - - 
SFSS23 - - - - - - - - 

SFTCBS1 - - - - - - - - 
SFTCBS2 - - - - - - - - 

Proteus SFSS24 - - - - - - - - 
SFSS25 - - - - - - - - 

Providencia SFTCBS3 - - - - - - - - 
Salmonella SFSS26 - - - - + - - - 

SFSS27 - - - - + - - - 
Vibrio SFTCBS4 - - - - - + - - 

SFTCBS5 - - - - - + - - 
SFTCBS6 - - - - - + - - 

+: เกิด PCR product ของยีนที่ตรวจสอบ 
-: ไมํเกิด PCR product ของยีนที่ตรวจสอบ 
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ภาพที่ 3. PCR product ของยีน cnf2, csgD, kfu, LTI, ssaO, tlh, uge และ vt2e 
Lane M: 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Malaysia); 1: PCR product ขนาด 839 bp ของยีน 
cnf2; 2: PCR product ขนาด 360 bp ของยีน LTI; 3: PCR product ขนาด 355 bp ของยีน csgD; 4: 
PCR product ขนาด 797 bp ของยีน kfu; 5: PCR product ขนาด 534 bp ของยีน uge; 6: PCR 
product ขนาด 378 bp ของยีน ssaO; 7: PCR product ขนาด 450 bp ของยีน tlh; 8: PCR product 
ขนาด 355 bp ของยีน vt2e 
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ตารางที่ 7. ผลการเปรียบเทียบ % identity ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนควบคุมการกํอโรคที่ตรวจพบใน    
              เชื้อแบคทีเรียแตํละสกุล 
 
ยีนควบคุม
การกํอโรค 

สกุลและสายพันธุ์
ของเชื้อแบคทีเรีย 

ตัวอยํางของยีนที่มีความใกล๎เคียงของล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ (GenBank accession number) 

% 
identity 

cnf2 Esc. coli SFEMB6 ยีน cnf2 ของ Esc. coli สายพันธุ์ Vir68 (CP001162) 
(Johnson และคณะ 2010) 

96% 

csgD Citrobacter sp. 
SFEMB2 

ยีน csgD ของ Cit. freundii (AJ515701) (Zogaj 
และคณะ 2003) 

96% 

Enterobacter sp. 
SFSS10 

ยีน csgD ของ Enterobacter sakazakii 
(AJ515702) (Zogaj และคณะ 2003) 

93% 

Enterobacter sp. 
SFSS13 

ยีน csgD ของ Ent. sakazakii (AJ515702) (Zogaj 
และคณะ 2003) 

91% 

Enterobacter sp. 
SFSS16 

ยีน csgD ของ Ent. sakazakii (AJ515702) (Zogaj 
และคณะ 2003) 

91% 

Klebsiella sp. 
SFSS18 

ยีน csgD ของ Esc. coli (X90754) (Hammar และ
คณะ 1995) 

85% 

kfu Klebsiella sp. 
SFSS17 

ยีน iron ABC transporter permease ของ K. 
pneumoniae subsp. pneumoniae สายพันธุ์ 
NUHL24835 (CP014004) (Liu และคณะ 2016c ) 

99% 

LTI Citrobacter sp. 
SFEMB5 

ยีน heat-labile enterotoxin ของ Esc. coli สาย-
พันธุ์ 2781-5 (EU113255) (Lasaro และคณะ 2008) 

99% 

Esc. coli SFEMB6 ยีน heat-labile enterotoxin ของ Esc. coli สาย-
พันธุ์ 2781-5 (EU113255) (Lasaro และคณะ 2008) 

100% 

Esc. coli SFEMB7 ยีน heat-labile enterotoxin ของ Esc. coli สาย-
พันธุ์ 2781-5 (EU113255) (Lasaro และคณะ 2008) 

100% 

Hafnia sp. 
SFSS20 

ยีน heat-labile enterotoxin ของ Esc. coli สาย-
พันธุ์ 2781-5 (EU113255) (Lasaro และคณะ 2008) 

99% 

ssaO Sal. enterica 
SFSS26 

ยีน ssaO ของ Sal. enterica subsp. enterica 
serovar Typhimurium สายพันธุ์ KC14TY193 
(KP258194) (McWhorter และ Chousalkar 2015) 

98% 

tlh Vibrio sp. 
SFTCBS4 

ยีน tlh ของ V. parahaemolyticus สายพันธุ์ 
06071-E4 (JX262977) (Gutierrez West และคณะ 
2013) 

99% 
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ตารางที่ 7. (ตํอ) 
 
ยีนควบคุม
การกํอโรค 

สกุลและสายพันธุ์
ของเชื้อแบคทีเรีย 

ตัวอยํางของยีนที่มีความใกล๎เคียงของล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ (GenBank accession number) 

% 
identity 

uge Enterobacter 
spp.  
SFSS13 
SFSS14 
SFSS15 
SFSS16 
 

ยีน NAD dependent epimerase ของ Ent. 
cloacae สายพันธุ์ ATCC 13047 (CP001918) (Ren 
และคณะ 2010) 

86% 

ยีน uge ของ K. pneumoniae subsp. 
pneumoniae สายพันธุ์ HS11286 (CP003200) 
(Liu และคณะ 2012) 

84% 

ยีน uge ของ K. pneumoniae (AY294624) 
(Regue และคณะ 2004) 

83% 

Klebsiella sp. 
SFSS19 

ยีน uge ของ K. pneumoniae สายพันธุ์ 342 
(CP000964) (Fouts และคณะ 2008) 

99% 

vt2e Esc. coli SFEMB6 ยีน verocytotoxin ของ Esc. coli (M36727) 
(Gyles และคณะ 1988) 

97% 

Esc. coli SFEMB7 ยีน verocytotoxin ของ Esc. coli (M36727) 
(Gyles และคณะ 1988) 

97% 

 

 
ภาพที่ 4. Phylogentic tree ที่สร๎างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน csgD ที่พบในเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ  
            Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella และเชื้ออ๎างอิง 
ตัวเลขที่ต าแหนํงจุดแยก (node) แสดงคํา bootstrap % ความเชื่อมั่นจากการวิเคราะห์ 1,000 ครั้ง  
แถบด๎านลํางที่มีตัวเลขก ากับแสดงจ านวนเบสที่แตกตํางกันตํอความยาวของเส๎นแนวนอนใน phylogenetic tree 
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ภาพที่ 5. Phylogentic tree ที่สร๎างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน LTI ที่พบในเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ  
            Citrobacter, Esc. coli และ Hafnia (Obesumbacterium) และเชื้ออ๎างอิง 
ตัวเลขที่ต าแหนํงจุดแยก (node) แสดงคํา bootstrap % ความเชื่อมั่นจากการวิเคราะห์ 1,000 ครั้ง  
แถบด๎านลํางที่มีตัวเลขก ากับแสดงจ านวนเบสที่แตกตํางกันตํอความยาวของเส๎นแนวนอนใน phylogenetic tree 

 

 
ภาพที่ 6. Phylogentic tree ที่สร๎างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน uge ที่พบในเชื้อ 2 สกุล ได๎แกํ  
            Klebsiella และ Enterobacter และเชื้ออ๎างอิง 
ตัวเลขที่ต าแหนํงจุดแยก (node) แสดงคํา bootstrap % ความเชื่อมั่นจากการวิเคราะห์ 1,000 ครั้ง  
แถบด๎านลํางที่มีตัวเลขก ากับแสดงจ านวนเบสที่แตกตํางกันตํอความยาวของเส๎นแนวนอนใน phylogenetic tree 

 
 จาก phylogenetic tree ในภาพที่ 4 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน csgD ของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎
ใน 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella จัดอยูํใน cluster เดียวกัน มีความ
เหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน csgD มากกวําเชื้ออ๎างอิงในสกุลเดียวกัน เชํน Cit. freundii 
(GenBank accession number AJ515701) และ Ent. sakazakii (GenBank accession number 
AJ515702) ที่แยกได๎จากตัวอยํางอุจจาระของมนุษย์ (Zogaj และคณะ 2003) ซึ่งจัดอยูํในอีก cluster 
หนึ่ง ในบรรดาเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎ใน 3 สกุล Enterobacter sp. SFSS13 และ Enterobacter sp. 
SFSS16 มีความสัมพันธ์ของยีน csgD ที่ใกล๎ชิดกันมากที่สุด โดยมีคํา bootstrap 99% ในขณะที่ 
Klebsiella sp. SFSS18 และ Citrobacter sp. SFEMB2 มีความสัมพันธ์ของยีน csgD ที่ใกล๎ชิดตํอกัน
มากกวําที่มีตํอ Enterobacter spp. โดยมีคํา bootstrap 99%  
 
 ยีน LTI ของเชื้อทั้ง 4 สายพันธุ์ ใน 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter sp. SFEMB5, Esc. coli SFEMB6, 
Esc. coli SFEMB7 และ Hafnia (Obesumbacterium) sp. SFSS20 ตํางก็มีความเหมือนของล าดับ     
นิวคลีโอไทด์กับยีน LTI ของ Esc. coli สายพันธุ์ 2781-5 (GenBank accession number EU113255) 
(Lasaro และคณะ 2008) โดยมี % identity อยูํระหวําง 99%-100% อยํางไรก็ตาม สามารถวิเคราะห์



43 
 
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีนได๎จาก phylogenetic tree ในภาพที่ 5 Citrobacter sp. SFEMB5 
และ Esc. coli SFEMB7 มีความสัมพันธ์ของยีน LTI ใกล๎ชิดกันมากท่ีสุด โดยมีคํา bootstrap 94% ซึ่งอยูํ
ตําง cluster กับเชื้ออ๎างอิง Esc. coli สายพันธุ์ 2781-5 (GenBank accession number EU113255) ที่
แยกได๎เด็กท่ีป่วยเป็นโรคท๎องรํวงในประเทศบราซิล (Lasaro และคณะ 2008) และยีน LTI ของ  Hafnia 
(Obesumbacterium) sp. SFSS20 มีความใกล๎ชิดกับเชื้ออ๎างอิงดังกลําวมากท่ีสุด โดยจัดอยูํใน cluster 
เดียวกัน มีคํา bootstrap 62% 
 
 จาก phylogenetic tree ในภาพที่ 6 Enterobacter spp. ทั้ง 4 สายพันธุ์ ได๎แกํ SFSS13, 
SFSS14, SFSS15 และ SFSS 16 มีความสัมพันธ์ของยีน uge ใกล๎ชิดกันมากที่สุด โดยมีคํา bootstrap 
99% จัดอยูํใน cluster เดียวกัน แยกออกจาก cluster ของยีน uge จาก Klebsiella spp. โดย 
Klebsiella sp. SFSS19 และเชื้ออ๎างอิง K. pneumoniae สายพันธุ์ 324 (GenBank accession 
number CP000964) (Fouts และคณะ 2008) มีความสัมพันธ์ของยีน uge ใกล๎ชิดกันมากที่สุด ที่คํา 
bootstrap 94% ในขณะที่ยีน uge ของเชื้ออ๎างอิง K. pneumoniae สายพันธุ์ HS11286 (GenBank 
accession number CP003200) (Liu และคณะ 2012) แตกตํางอยํางชัดเจน โดยอยูํใน cluster เดี่ยว 
แยกออกจาก cluster อ่ืนๆ  
 
 ยีนทั้ง 22 ยีนที่ท าการตรวจหาในเชื้อกํอโรค 11 สกุล ที่แยกได๎จากผลิตภัณฑ์อาหารทะเล เป็นยีน
ควบคุมการกํอโรคที่มีรายงานวําพบในเชื้อสกุลตํางๆ ได๎แกํ ยีน cest/eae, cnf1, cnf2, eaeA, espB, LTI, 
STII, vt1 และ vt2e มีรายงานพบใน Esc. coli (Ahmed และคณะ 2007; Gyles และคณะ 1988; 
Johnson และคณะ 2010; Lasaro และคณะ 2008; Martins และคณะ 2011; Rahman และ Deka 
2014; Rajkhowa และคณะ 2010; Sandner และคณะ 2001; Tomar และคณะ 2015), ยีน ssaO, 
sscB และ sseG มีรายงานพบใน Salmonella (Bhowmick และคณะ 2011; McWhorter และ 
Chousalkar 2015), ยีน tdh, tlh และ trh มีรายงานพบใน Vibrio (Panicker และคณะ 2004; 
Gutierrez West และคณะ 2013), ยีน csgD มีรายงานพบใน Cit. fruendii (Zogaj และคณะ 2003), 
Ent. cloacae (Akbari และคณะ 2015), Ent. sukazakii (Zogaj และคณะ 2003) และ Esc. coli 
(Hammar และคณะ 1995), ยีน kfu, magA และ uge มีรายงานพบใน Klebsiella (Aher และคณะ 
2012; Fouts และคณะ 2008; Liu และคณะ 2016c; Regue และคณะ 2004) รวมทั้งยีน aerA, ahp 
และ alt มีรายงานพบใน A. hydrophila (Li และคณะ 2011) 
 
 ยีน cesT, eae และ espB เป็นยีนที่มีความส าคัญตํอการปฏิสัมพันธ์ระหวําง Esc. coli กับเซลล์
เจ๎าบ๎าน Sandner และคณะ (2001) ตรวจหายีน cesT/eae และ espB ใน Esc. coli 122 สายพันธุ์ โดย
ใช๎เทคนิค PCR พบวํา 25.4% ของจ านวนสายพันธุ์ มีทั้งยีน cesT/eae และ espB ในขณะที่ 8.2% ของ
จ านวนสายพันธุ์ มีเฉพาะยีน cesT/eae และ 15.6% ของจ านวนสายพันธุ์ มีเฉพาะยีน espB  
 
 ยีน cnf1 และ cnf2 ควบคุมการสังเคราะห์ cytotoxic necrotizing factor ซึ่งเป็นโปรตีนสารพิษ 
และเป็น virulence factor ของเชื้อ NTEC สายพันธุ์กํอโรค มีบทบาทตํอการติดเชื้อในระบบทางเดิน
ปัสสาวะ (Boquet 2001; Yamamoto และคณะ 1995) Rahman และ Deka (2014) ตรวจหายีน cnf1 
และ cnf2 ในเชื้อ NTEC 84 ไอโซเลท ที่แยกได๎จากผู๎ป่วยโรคกระเพาะปัสสาวะอักเสบ พบวํา 61.9% และ 
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27.4% ของจ านวนไอโซเลท มียีน cnf1 และ cnf2 ตามล าดับ และ 10.7% ของจ านวนไอโซเลท มีทั้งยีน 
cnf1 และ cnf2 Martins และคณะ (2011) รายงานวํา 7.8% ของ Esc. coli 64 สายพันธุ์ที่แยกได๎จาก
เนยผงที่จ าหนํายในตลาดเกษตรกรในประเทศบราซิล มียีน cnf2 
 
 ยีนควบคุมการสังเคราะห์สารพิษใน Esc. coli ได๎แกํ ยีน LTI ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ 
thermolabile toxin, ยีน STII ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ heat stable toxin รวมทั้งยีน vt1 และ vt2e 
ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ verocytotoxin Ahmed และคณะ (2007) ตรวจหายีน LTI ใน Esc. coli 366      
ไอโซเลท ที่แยกได๎จากมนุษย์, สัตว์ 9 ชนิด และแหลํงน้ า พบวํา 6 และ 2 สายพันธุ์ มียีน vt1 และ vt2e 
ตามล าดับ แตํไมํพบเชื้อที่มียีน LTI และ STII เชํนเดียวกับใน Esc. coli 64 สายพันธุ์ที่แยกได๎จากเนยผงที่
จ าหนํายในตลาดเกษตรกรในประเทศบราซิล ที่พบวําไมํมียีน LTI (Martins และคณะ 2011) ในขณะที่ยีน 
LTI พบใน 66.66% ของเชื้อ ETEC ซึ่งกํอโรคท๎องรํวงที่แยกได๎จากแหลํงน้ าสะอาดในเมือง Gwalior 
ประเทศอินเดีย (Tomar และคณะ 2015) และยีน STII พบใน 14.28% ของเชื้อ STEC serogroup O157 
ที่แยกได๎จากผู๎ป่วยโรค hemolytic uremic syndrome และโรคท๎องรํวง และผู๎ป่วยที่ไมํแสดงอาการ จาก
รัฐตํางๆ ในประเทศสหรัฐอเมริกา ระหวํางปี ค.ศ. 2000-ปี ค.ศ. 2008 (Rajkhowa และคณะ 2010) ยีน 
vt2e เป็นลักษณะรํวมของ Esc. coli 69 สายพันธุ์ที่แยกได๎จากลูกหมู 92 ตัวที่ป่วยเป็นโรคบวมน้ าจาก 13 
จังหวัดทางตอนเหนือของประเทศเวียดนาม โดยที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน vt2e จาก Esc. coli 19 สาย-
พันธุ์จาก 23 สายพันธุ์ มี % identity เทํากับ 100% และอีก 4 สายพันธุ์มีล าดับนิวคลีโอไทด์แตกตํางเพียง
เล็กน๎อยในลักษณะ point mutation ที่ไมํกํอให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงของล าดับกรดอะมิโน (Oanh และ
คณะ 2010) 
 
 ยีน ssaO ซึ่งมีบทบาทตํอ type III secretion apparatus, sscB ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน 
chaperone และ sseG ซึ่งมีบทบาทตํอ secretion system effector ตํางก็เป็นยีนที่อยูํบน SPI-2 
Bhowmick และคณะ (2011) พบยีน ssaO, sscB และ sseG ใน Sal. enterica ทั้ง 57 ไอโซเลท ใน 
serovar ตํางๆ ได๎แกํ Aba, Anatum, Bareilly, Infantis, Newport, Oslo, Paratyphi และ 
Weltevreden ซึ่งแยกได๎จากตัวอยํางอาหารทะเล  
 
 ยีน tdh และ trh ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ thermostable hemolysin ท าให๎เกิดการแตกของ
เม็ดเลือดแดง มีบทบาทตํอการกํอโรคของ Vibrio สํวนยีน tlh ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ thermolabile 
hemolysin มีรายงานวําเป็นยีนที่จ าเพาะตํอ V. parahaemolyticus Gutierrez West และคณะ (2013) 
แยกเชื้อ V. parahaemolyticus จากตัวอยํางน้ าในอําว North Inlet รัฐ South Carolina ประเทศ
สหรัฐอเมริกา พบวํา 79%, 48% และ 8.3% ของจ านวนสายพันธุ์ มียีน tlh, tdh และ trh ตามล าดับ 
Panicker และคณะ (2004) แยก Vibrio spp. จากหอยนางรม พบวํา 13%-20% ของจ านวนเชื้อที่แยกได๎
เป็นสายพันธุ์กํอโรค ซึ่งมียีน tdh หรือ trh หรือมีท้ัง 2 ยีน 
 
 ยีน csgD ควบคุมการสังเคราะห์ curli ซึ่งเป็นโปรตีนที่จ าเป็นตํอการสังเคราะห์ biofilm 
(Ogasawara และคณะ 2011) Akbari และคณะ (2015) แยก Ent. cloacae 9 ไอโซเลท จากเลือดของ
ผู๎ป่วย พบวําทุกไอโซเลทมียีน csgD  
 



45 
 
 ยีน kfu ซึ่งมีบทบาทตํอกระบวนการดูดซึมธาตุเหล็ก และการแขํงขันแยํงธาตุเหล็กกับเซลล์เจ๎า
บ๎าน, ยีน magA (mucoviscosity associated gene) ซึ่งเก่ียวข๎องกับลักษณะทางฟีโนไทป์ 
(phenotype) hypermucoviscosity (โคโลนีเป็นเมือกเหนียว) เป็นยีนในกลุํมที่เก่ียวข๎องกับการ
สังเคราะห์ capsular polysaccharide  ของ K. pneumoniae serotype K1 จ าเป็นตํอการเข๎าเกาะ
เซลล์เจ๎าบ๎าน และยีน uge ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ uridine diphosphate galacturonase-4-
epimerase จ าเป็นตํอการสังเคราะห์ lipopolysaccharide (LPS) ที่มี O-antigen และ capsule 
polysaccharide (K antigen) (Andrade และคณะ 2014) Aher และคณะ (2012) แยก Klebsiella 
spp. 8 ไอโซเลท จากแพะที่ป่วยและแพะท่ีมีสุขภาพดี พบวํา 2, 1 และ 5 ไอโซเลท มียีน kfu, magA และ 
uge ตามล าดับ 
 
 ยีน aerA ควบคุมการสังเคราะห์สารพิษ aerolysin, ยีน alt ควบคุมการสังเคราะห์สารพิษ 
cytotoxic enterotoxin และยีน ahp ควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ serine protease และเก่ียวข๎องกับ
การกระตุ๎นการแสดงออกของยีน aerA และการสังเคราะห์ extracellular enzyme อ่ืนๆ มีการตรวจพบ
ยีนเหลํานี้ใน A. hydrophila ที่แยกได๎จากตัวอยํางทางคลินิก, ปลาที่มีสุขภาพดี และแหลํงน้ า โดย        
ไอโซเลทของ A. hydrophila ที่มียีนทั้ง 3 ยีน มึความรุนแรงในการกํอโรคตํอปลาม๎าลายได๎มากกวํา       
ไอโซเลทอ่ืนๆ (Li และคณะ 2011) 
 

ในบรรดาเชื้อแบคทีเรียแตํละสกุล จะมีเชื้อบางชนิดและบางสายพันธุ์เทํานั้นที่เป็นเชื้อกํอโรค 
(Iwamoto และคณะ 2010; Parham และคณะ 2005) ความสามารถในการกํอโรคของเชื้อแบคทีเรียถูก
ควบคุมโดยยีนควบคุมการกํอโรคซึ่งมีหลายยีนเรียงล าดับอยูํบน PAI สํวนใหญํ PAI มีต าแหนํงอยูํบน
โครโมโซม (Bhowmick และคณะ 2011; Chakravortty และคณะ 2002; Klein และ Jones 2001; 
Marcus และคณะ 2000; Morabito และคณะ 2003; Ochman และคณะ 1996; Ostblom และคณะ 
2011; Parham และคณะ 2005) การพบยีนควบคุมการกํอโรคเดียวกันในเชื้อแบคทีเรียตํางสกุล 
ตัวอยํางเชํน ยีน csgD ในเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella, ยีน LTI ใน
เชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter, Esc. coli และ Hafnia (Obesumbacterium) และยีน uge ในเชื้อ 2 
สกุล ได๎แกํ Enterobacter และ Klebsiella สนับสนุนสมมติฐานที่วํายีนควบคุมการกํอโรคสามารถ
ถํายทอดจากเชื้อแบคทีเรียชนิดหนึ่งไปยังเชื้อแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งได๎ และเพ่ิมโอกาสเกิดเชื้อกํอโรคสาย
พันธุ์ใหมํ  

 
จากการตรวจสอบยีนควบคุมการกํอโรค 22 ยีนในเชื้อกํอโรค 40 สายพันธุ์ซึ่งจัดอยูํใน 11 สกุลนั้น 

มีการตรวจพบ 8 ยีน ได๎แกํ cnf2, csgD, kfu, LTI, ssaO,, tlh, uge และ vt2e ข๎อมูลเกี่ยวกับความถ่ีที่พบ
ยีนตํางๆ เหลํานี้ในเชื้อแตํละสกุล สามารถน ามาประยุกต์ใช๎เพ่ือพัฒนาเป็นเทคนิคในการตรวจหาเชื้อกํอโรค
ในตัวอยํางอาหารได๎อยํางรวดเร็วโดยไมํต๎องแยกเชื้อบริสุทธิ์ แตํใช๎การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยํางอาหาร และ
ยังทราบถึงความเสี่ยงในการกํอโรค ยีน cnf2 และ vt2e พบเฉพาะใน Esc. coli และสภาวะที่ใช๎ใน
ปฏิกิริยา PCR เป็นสภาวะเดียวกัน จึงมีความเป็นไปได๎ที่จะใช๎เทคนิค multiplex PCR ในการตรวจสอบยีน 
cnf2 และ vt2e พร๎อมกันเพ่ือตรวจหา Esc. coli ยีน csgD พบใน Citrobacter และ Enterobacter ทุก
สายพันธุ์ และใน Klebsiella 2 สายพันธุ์จาก 3 สายพันธุ์ที่ตรวจสอบ ดังนั้น ยีน csgD สามารถใช๎เป็นยีน
เป้าหมายเพื่อตรวจหาเชื้อทั้ง 3 สกุลในตัวอยํางอาหาร และเป็นยีนที่มีแนวโน๎มการถํายโอนไปให๎กับเชื้อ
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แบคทีเรียในสกุลหรือชนิดอ่ืนๆ ได๎ เชํนเดียวกับยีน LTI ซึ่งพบใน Citrobacter, Esc. coli และ Hafnia 
(Obesumbacterium) สํวนยีน tlh สามารถใช๎เป็นยีนเป้าหมายในการตรวจหา Vibrio  
 
 7. การทดสอบผลของสภาวะตํางๆ ที่มีตํอการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคโดยใช๎เทคนิค  
          RT-PCR 
 
 จากผลการทดลองที่พบวําเชื้อที่แยกได๎มียีนควบคุมการกํอโรค ได๎แกํ ยีน cnf2, csgD, kfu, LTI, 
ssaO, tlh, uge และ vt2e จึงท าการทดสอบผลของสภาวะตํางๆ ที่มีตํอการแสดงออกของยีนเหลํานี้ใน
เชื้อแบคทีเรียตัวแทนของแตํละสกุล ปัจจัยทดสอบที่แปรผันใน 10 สภาวะของการเลี้ยงเชื้อ ได๎แกํ  

1) ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ ได๎แกํ อาหาร LB ซึ่งเป็น rich medium และอาหาร M63 ซึ่งเป็น 
minimal medium 

2) ความเข๎มข๎นของ NaCl ได๎แกํ 0M, 0.17M และ 0.3M 
3) การให๎อากาศ ได๎แกํ microaerophilic condition และ aerated condition 
4) อุณหภูมิ ได๎แกํ 37C และ 25C 
5) ระยะการเจริญ ได๎แกํ early exponential phase (6 ชัว่โมง), mid-exponential phase (12 

ชั่วโมง) และ late exponential phase (16 ชั่วโมง) 
 
จากการสกัด total RNA จากตะกอนเซลล์ของเชื้อที่เลี้ยงใน 10 สภาวะทดสอบและสังเคราะห์ 

cDNA เพ่ือใช๎เป็นดีเอ็นเอแมํแบบ ตรวจหาการมียีนควบคุมการกํอโรคโดยเทคนิค PCR ในกรณีที่เกิด PCR 
product ของยีน แสดงวํายีนนั้นมีการแสดงออกในสภาวะที่ทดสอบ ผลการเกิด PCR product ซึ่งแสดงถึง
การแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค 8 ยีนใน 10 สภาวะทดสอบ แสดงในตารางที่ 8 และ PCR 
product ของยีนที่มีการแสดงออก ได๎แกํ ยีน csgD, kfu, tlh และ uge แสดงในภาพที่ 7 ผลการทดลอง
พบวํายีน tlh มีการแสดงออกในทุกสภาวะทดสอบ ในขณะที่ยีน cnf2, LTI, ssaO และ vt2e ไมํมีการ
แสดงออกในทุกสภาวะทดสอบ และสภาวะทดสอบมีผลตํอการแสดงออกของยีน csgD, kfu และ uge ดังนี้ 

 
สภาวะที่ยีน csgD ของเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella มีการ

แสดงออก มี 2 สภาวะ ได๎แกํ 1) การเจริญในอาหาร M63 ที่ไมํมี NaCl ที่ 37C, microaerophilic 
condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase และ 2) การเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M 
NaCl ที่ 37C, aerated condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase ดังนั้น จากผลการ
ทดลองแสดงวําปัจจัยที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีน csgD ได๎แกํ 1) การมีสารอาหารจ ากัดและต๎องไมํมี 
NaCl และ 2) การมีสารอาหารอุดมสมบูรณ์และต๎องมีการให๎อากาศ  

 
สภาวะที่ยีน kfu ของ Klebsiella มีการแสดงออก มี 6 สภาวะ ได๎แกํ 1) การเจริญในอาหาร LB 

ที่ไมํมี NaCl ที่ 37C, microaerophilic condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase 2) การ
เจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl ที่ 37C, microaerophilic condition ในระยะการเจริญ mid-
exponential phase 3) การเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.3M NaCl ที่ 37C, microaerophilic condition 
ในระยะการเจริญ mid-exponential phase 4) การเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl ที่ 37C, 
aerated condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase 5) การเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M 
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NaCl ที่ 25C, microaerophilic condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase และ 6) การ
เจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl ที่ 37C, microaerophilic condition ในระยะการเจริญ late 
exponential phase ดังนั้นปัจจัยที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีน kfu คือ ความอุดมสมบูรณ์ของ
สารอาหารและระยะการเจริญตั้งแตํ mid-exponential phase ในขณะที่การให๎อากาศและอุณหภูมิไมํมี
ผลตํอการแสดงออกของยีน สํวนปัจจัยที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน kfu คือ การมีสารอาหารจ ากัด และ
การเจริญในระยะ early exponential phase 

 
สภาวะที่ยีน uge ของ Enterobacter และ Klebsiella มีการแสดงออก มี 2 สภาวะ ได๎แกํ 1) 

การเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl ที่ 37C, microaerophilic condition ในระยะการเจริญ mid-
exponential phase และ 2) การเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.3M NaCl ที่ 37C, microaerophilic 
condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase ดังนั้นปัจจัยที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีน uge 
คือ ความอุดมสมบูรณ์ของสารอาหารรํวมกับการมี NaCl, microaerophilic condition ที่ 37C และการ
เจริญในระยะ mid-exponential phase สํวนปัจจัยที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน uge คือ การมี
สารอาหารจ ากัด, aerated condition, อุณหภูมิ 25C และการเจริญในระยะ early exponential 
phase และ late exponential phase 
 
 ข๎อมูลเกี่ยวกับสภาวะที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค ท าให๎ทราบถีงยีนเป้าหมาย
ที่มีความเสี่ยงในการกํอโรค ในขณะที่ยีน cnf2 ซึ่งพบใน Esc. coli, ยีน LTI ซึ่งพบใน Citrobacter, Esc. 
coli และ Hafnia (Obesumbacterium), ยีน ssaO ซึ่งพบใน Salmonella และยีน vt2e ซึ่งพบใน Esc. 
coli ไมํมีการแสดงออกในทุกสภาวะที่ทดสอบ ยีน tlh ซึ่งพบใน Vibrio กลับมีการแสดงออกในทุกสภาวะที่
ทดสอบ แสดงถึงความเสี่ยงในการกํอโรคของ Vibrio ในสภาวะที่หลากหลาย ข๎อมูลสามารถน ามา
ประยุกต์ใช๎เพ่ือวางแผนการเก็บรักษาตัวอยํางอาหาร เชํน ระยะเวลาที่สามารถเก็บรักษาอาหาร จากผล
การทดลองพบวําเมื่อเซลล์มีการเจริญระยะ early exponential phase (6 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ) นั้น 
ยีน cnf2, csgD, LTI, ssaO, uge และ vt2e ไมํมีการแสดงออก ในขณะที่ยีน kfu ซึ่งพบใน Klebsiella 
และยีน tlh ซึ่งพบใน Vibrio กลับมีการแสดงออก ดังนั้น Klebsiella และ Vibrio จึงเป็นเชื้อที่มีความเสี่ยง
ในการกํอโรคในระยะเวลาที่รวดเร็วกวําเชื้ออ่ืนๆ นอกจากนี้ การลดอุณหภูมิจาก 37C เหลือ 25C และ
การให๎อากาศ สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน uge ซึ่งพบใน Enterobacter และ Klebsiella ซ่ึง
เจริญในสภาวะเดียวกัน 
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ตารางที่ 8. ผลการเกิด PCR product ซึ่งแสดงถึงการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค 8 ยีนใน 10 สภาวะทดสอบ 
 
สภาวะทดสอบที ่ ผลการเกิด PCR product ซ่ึงแสดงถึงการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค 

ยีน cnf2 ของ 
Esc. coli SFEMB6 

ยีน csgD ของ 
Citrobacter 

SFEMB5, 
Enterobacter sp. 

SFSS13 และ 
Klebsiella sp. 

SFSS17  

ยีน kfu ของ 
Klebsiella sp. 

SFSS17 

ยีน LTI  ของ 
Citrobacter sp. 

SFEMB5, 
Esc. coli SFEMB6 
และ Hafnia sp. 

SFSS20 

ยีน ssaO ของ 
Salmonella sp. 

SFSS26 

ยีน tlh ของ 
Vibrio sp. SFTCBS4 

ยีน uge ของ
Enterobacter sp. 

SFSS13 และ 
 Klebsiella sp. 

SFSS19 

ยีน vt2e ของ 
Esc. coli SFEMB6 

1. - - + - - + - - 
2. - - + - - + + - 
3. - - + - - + + - 
4. - + - - - + - - 
5. - - - - - + - - 
6. - - - - - + - - 
7. - + + - - + - - 
8. - - + - - + - - 
9. - - - - - + - - 
10.  - - + - - + - - 
+: เกิด PCR product ของยีนที่ตรวจสอบ 
-: ไมํเกิด PCR product ของยีนที่ตรวจสอบ 
สภาวะทดสอบที่ 1: อาหาร LB ที่ไมํมี NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 2: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 3: อาหาร LB ที่มี 0.3M NaCl, 37C, 
microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 4: อาหาร M63 ที่ไมํมี NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 5: อาหาร M63 ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 6: อาหาร M63 ที่
มี 0.3M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 7: อาหาร LB ทีม่ี 0.17M NaCl, 37C, aerated condition, 12 ชั่วโมง; 8: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 9: 
อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 6 ชั่วโมง; 10: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 16 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 7. PCR product ของยีน csgD, kfu, tlh และ uge ที่มีการแสดงออกในสภาวะทดสอบ  
Lane M: 100 bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Malaysia); 1: PCR product ขนาด 355 bp ของยีน 
csgD; 2: PCR product ขนาด 797 bp ของยีน kfu; 3: PCR product ขนาด 450 bp ของยีน tlh; 4: 
PCR product ขนาด 534 bp ของยีน uge 

มีรายงานเกี่ยวกับปัจจัยที่มีผลตํอการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค โดยผลของปัจจัยอาจ
แตกตํางกันข้ึนอยูํกับยีนแตํละยีน ตัวอยํางเชํน ปัจจัยที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคที่อยูํ
บน SPI-1 ของ Salmonella ได๎แกํ 1) microaerophilic condition (Bajaj และคณะ 1996; Behlau 
และ Miller 1993; Boddicker และคณะ 2003; Jones และ Falkow 1994; Lee และ Falkow 1990; 
Lucas และ Lee 2001; Schiemann และ Shope 1991; Temme และคณะ 2008) 2) การเจริญใน
อาหาร LB ถึงระยะการเจริญ late exponential phase 3) การเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl 
(Ibarra และคณะ 2010: Lee และ Falkow 1990; Song และคณะ 2004) 4) การให๎อากาศจนถึงการ
เจริญระยะ late exponential phase (Ibarra และคณะ 2010) 5) glucose 6) mannose และ 7) 
arabinose (Lim และคณะ 2007) สํวนปัจจัยที่ลดการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคที่อยูํบน SPI-1 
ของ Salmonella ได๎แกํ 1) 10 mM butyrate (Gantois และคณะ 2006) 2) glucose และ 3) 
arabinose (Lim และคณะ 2007) ปัจจัยที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคที่อยูํบน SPI-2 
ของ Salmonella ได๎แกํ 1) minimal medium 2) การเจริญที่สภาวะขาดแคลนสารอาหารภายในเซลล์
เม็ดเลือดขาวเป็นเวลาหลายชั่วโมง และ 3) การจ ากัดปริมาณของ divalent cation (Beuzon และคณะ 
1999; Cirillo และคณะ 1998; Deiwick และคณะ 1999; Klein และ Jones 2001 ) ปัจจัยที่กระตุ๎นการ
แสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคที่อยูํบน SPI-4 ของ Salmonella ได๎แกํ 1) การเจริญในอาหาร LB ถึง
ระยะ late exponential phase และ 2) การเจริญใน minimal medium ที่มีสารอินทรีย์ฟอสเฟตที่
ระดับความเข๎มข๎น 25 mM (Gerlach และคณะ 2007) ปัจจัยที่กระตุน๎การแสดงออกของยีนควบคุมการ
กํอโรคของ Vibrio ได๎แกํ 1) การเจริญในอาหาร LB ที่ 30C 2) การเจริญในอาหาร LB ถึงระยะ early 
exponential phase และ 3) การเขยําที่ความเร็วรอบต่ า (Sarkar และคณะ 2002) 

 
ยีนควบคุมการกํอโรคที่ได๎ศึกษาผลของสภาวะตํางๆ ที่มีตํอการแสดงออกของยีน ได๎แกํ ยีน cnf2, 

csgD, kfu, LTI, ssaO, tlh, uge และ vt2e ในการศึกษาที่มีมากํอน ได๎มีรายงานเกี่ยวกับปัจจัยที่มีผลตํอ
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การแสดงออกของยีน cnf2, csgD, LT, ssaO, tlh และ uge ส าหรับยีน kfu และ vt2e ไมํพบวํามีรายงาน
เกี่ยวกับปัจจัยที่มีผลตํอการแสดงออกของยีน  

 
อุณหภูมิ (37C และ 20C) และสภาวะความเข๎มข๎นออสโมติก (osmolarity) ที่มี 0.5M NaCl มี

ผลตํอการสังเคราะห์สารพิษซึ่งควบคุมโดยยีน cnf2 เพียงเล็กน๎อย (Mourino และคณะ 1996) ใน
การศึกษาครั้งนี้ ไมํพบการแสดงออกของยีน cnf2 ในทั้ง 10 สภาวะทดสอบ 

 
ปัจจัยที่มีผลเพิ่มการแสดงออกของยีน csgD ได๎แกํ 1) cyclic dimeric guanosine 

monophosphate (c-di-GMP) (Liu และคณะ 2014) 2) สภาวะ osmolarity ที่มีความเข๎มข๎นของ 
sucrose (Jubelin และคณะ 2005) 3) การเจริญในอาหารที่ไมํมีเกลือ (Romling และคณะ 1998) 4) 
สภาวะขาดแคลนสารอาหาร (ไนโตรเจน, ฟอสเฟต และธาตุเหล็ก) และ 5) microaerophilic condition 
(Gerstel และ Romling 2001; Romling และคณะ 1998) ในขณะที่ปัจจัยที่ยับยั้งการแสดงออกของยีน 
csgD คือ เอนไซม์ phosphodiesterase (Liu และคณะ 2014) ส าหรับอุณหภูมิไมํมีผลตํอการแสดงออก
ของยีน csgD (Romling และคณะ 1998; Uhlich และคณะ 2001) ผลการทดลองที่ได๎จากการศึกษาครั้ง
นี้ พบวํายีน csgD มีการแสดงออกเม่ือมีการเจริญใน minimal medium ที่ไมํมี NaCl แตํกลับไมํมีการ
แสดงออกของยีนเมื่อเจริญใน minimal medium ที่มี 0.17M NaCl และ 0.3M NaCl ซึ่งท าให๎สภาวะ 
osmolarity สูงขึ้น และไมํมีการแสดงออกเมื่อเจริญใน rich medium ยกเว๎นเมื่อมีการให๎อากาศ 
สอดคล๎องกับรายงานของ Romling และคณะ (1998) ที่วํายีนควบคุมการสังเคราะห์ curli มีการ
แสดงออกสูงสุด เมื่อเชื้อเจริญในอาหารที่ไมํมีเกลือ, รายงานของ Prigent-Combaret และคณะ (2001) 
ที่วําการเพ่ิมความเข๎มข๎นของ NaCl และ sucrose ไมํมีผลตํอการแสดงออกของยีน csgD และรายงานของ 
Gerstel และ Romling (2001); Romling และคณะ (1998) ที่วําสภาวะขาดแคลนสารอาหารกระตุ๎นการ
แสดงอออกของยีนควบคุมการสังเคราะห์ curli แตํไมํสอดคล๎องกับรายงานของ Gerstel และ Romling 
(2001); Romling และคณะ (1998) ที่วํายีน csgD มีการแสดงออกสูงสุดที่ microaerophilic condition 

  
ปัจจัยที่มีผลเพิ่มการแสดงออกของยีน LTI ได๎แกํ 1) glucose ที่ความเข๎มข๎น 0.2% w/v (Joffre 

และ Sjoling 2016) 2) อุณหภูมิ 37C (Trachman และ Maas 1998; Trachman และ Yasmin 2004) 
3) สภาวะ osmolarity ที่มีความเข๎มข๎นของ NaCl, sucrose และ lithium chloride (LiCl) ((Trachman 
และ Yasmin 2004) ปัจจัยที่มีผลลดการแสดงออกของยีน LTI ได๎แกํ 1) อุณหภูมิที่ลดลงจาก 37C 
(Trachman และ Maas 1998) 2) histone-like nucleoid structuring protein (Trachman และ 
Yasmin 2004) ในการศึกษาครั้งนี้ ไมํพบการแสดงออกของยีน LTI ในทั้ง 10 สภาวะทดสอบ ซึ่งรวมทั้ง
การเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl ที่ 37C, microaerophilic condition ในระยะการเจริญ early 
exponential phase แตกตํางจากรายงานของ Trachman และ Yasmin (2004) ที่พบวํายีน LT มีการ
แสดงออกเพ่ิมมากข้ึนอยํางมีนัยส าคัญ เมื่อเชื้อเจริญในสภาวะดังกลําว เปรียบเทียบกับการเจริญในอาหาร 
LB ที่ไมํมี NaCl และการเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.3M NaCl 

 
มีรายงานวําการแสดงออกของยีน ssaO เพ่ิมขึ้น เมื่อ Salmonella เจริญใน human leukocyte 

antigen (HLA)-B27 (Ge และคณะ 2010) ในการศึกษาครั้งนี้ ไมํพบการแสดงออกของยีน ssaO ในทั้ง 10 
สภาวะทดสอบ 
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ปัจจัยที่มีผลเพิ่มการแสดงออกของยีน tlh ได๎แกํ 1) อุณหภูมิต่ า 9C และ 2) สภาวะขาดแคลน
สารอาหาร ในขณะที่อุณหภูมิต่ า 9C ก็มีผลลดการแสดงออกของยีน tlh ใน Vibrio ตํางสายพันธุ์ (Zhao 
และคณะ 2015) ในการศึกษาครั้งนี้ พบการแสดงออกของยีน tlh ในทั้ง 10 สภาวะทดสอบ 
 

ปัจจัยที่มีผลเพิ่มการแสดงออกของยีน uge ในข๎าว (Oryza sativa) คือสภาวะกดดัน เชํน การ
ขาดน้ า, เกลือ และรังสี UV (Kim และคณะ 2009) ปัจจัยที่มีผลเพิ่มการแสดงออกของยีน uge2 ได๎มากใน 
Cryptococcus neoformans ซึ่งเป็นยีสต์กํอโรค คือ การเจริญในอาหารที่มี galactose ที่ 30C และ 
37C โดยที่ยีน uge1 สามารถท าหน๎าที่แทนยีน uge2 ได๎เฉพาะกรณีการเจริญในอาหารที่มี galactose ที่ 
37C (Moyrand และคณะ 2008) ในการศึกษาครั้งนี้ พบวํายีน uge มีการแสดงออก เมื่อเชื้อเจริญใน
อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl หรือ 0.3M NaCl ที่ 37C, microaerophilic condition ในระยะการเจริญ 
mid-exponential phase 

 
8. การศึกษาผลของการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรคท่ีมีตํอการเจริญของเชื้อ, การเคลื่อนที ่
และการสังเคราะห์ biofilm 
 
จากการทดสอบผลของสภาวะตํางๆ ที่มีตํอการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค พบวําสภาวะ

ทดสอบมีผลตํอการแสดงออกของยีน csgD, kfu และ uge แตํยีน kfu พบเฉพาะใน Klebsiella sp. 
SFSS17 ซึ่งไมํมี flagella จึงไมํใช๎ Klebsiella ในการทดสอบการเคลื่อนที่ ส าหรับยีน csgD เป็นยีน
ควบคุมการสังเคราะห์ curli ซึ่งเป็นโปรตีนที่จ าเป็นตํอการสังเคราะห์ biofilm (Ogasawara และคณะ 
2011) และยีน uge เกี่ยวข๎องกับการสังเคราะห์ lipopolysaccharide และ capsule polysaccharide 
(Andrade และคณะ 2014) จึงทดสอบการแสดงออกของยีน csgD และ uge ตํอการเคลื่อนที่และการ
สังเคราะห์ biofilm ดังนั้นจึงคัดเลือกเชื้อตัวแทน คือ Enterobacter sp. SFSS13 ส าหรับการศึกษาผล
ของการแสดงออกของยีน csgD และ uge ทีม่ีตํอการเจริญของเชื้อ, การเคลื่อนที่ และการสังเคราะห์ 
biofilm และ Klebsiella sp. SFSS17 ส าหรับการศึกษาผลของการแสดงออกของยีน kfu ที่มีตํอการ
เจริญของเชื้อ ผลของการแสดงออกของยีน csgD และ uge ที่มีตํอการเจริญของเชื้อ, การเคลื่อนที่ และ
การสังเคราะห์ biofilm ของ Enterobacter sp. SFSS13 แสดงในตารางที่ 9 ผลการแสดงออกของยีน 
kfu ที่มีตํอการเจริญของเชื้อ Klebsiella sp. SFSS17 แสดงในตารางที่ 10  
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ตารางที่ 9. ผลของการแสดงออกของยีน csgD และ uge ที่มีตํอการเจริญของเชื้อ, การเคลื่อนที่ และการ 
              สังเคราะห์ biofilm ของ Enterobacter sp. SFSS13 
 
สภาวะทดสอบที ่ ผลของการแสดงออกของยีน csgD, kfu และ uge ที่มีตํอการเจริญของเชื้อ, การเคลื่อนที่ และการสังเคราะห์ biofilm 

การแสดงออกของยีน จ านวนเช้ือ  
(log CFU/มิลลิลิตร) 

การเคลื่อนที่ (มิลลิเมตร
ของเส๎นผํานศูนย์กลางของ  

growth halo) 

การสังเคราะห์ biofilm  
(คํา OD550) 

1.  csgD- uge- 8.82 ± 0.09 9.33 ± 0.58 0.17 ± 0.02 
2. csgD- uge+ 9.99 ± 0.03 9.33 ± 0.58 0.22 ± 0.02 
3. csgD- uge+ 9.94 ± 0.04 8.00 ± 1.00 0.24 ± 0.03 
4. csgD+ uge- 7.77 ± 0.10 4.67 ± 0.58 0.52 ± 0.03 
5. csgD- uge- 7.92 ± 0.04 8.00 ± 0.00 0.27 ± 0.05 
6. csgD- uge- 7.40 ± 0.38 7.67 ± 0.58 0.30 ± 0.02 
7. csgD+ uge- 9.91 ± 0.09 5.67 ± 0.58 0.39 ± 0.03 
8. csgD- uge- 8.87 ± 0.09 7.67 ± 0.58 0.24 ± 0.04 
9. csgD- uge- 8.21 ± 0.27 6.33 ± 0.58 0.11 ± 0.02 
10. csgD- uge- 9.98 ± 0.09 9.33 ± 0.58 0.33 ± 0.02 
คําที่รายงานเป็นคําเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า ± คํา standard deviation (SD) 
+: มีการแสดงออกของยีน; -: ไมํมีการแสดงออกของยีน 
สภาวะทดสอบที่ 1: อาหาร LB ที่ไมํมี NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 2: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, 
microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 3: อาหาร LB ทีม่ี 0.3M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 4: อาหาร M63 
ที่ไมํมี NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 5: อาหาร M63 ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 
ชั่วโมง; 6: อาหาร M63 ที่มี 0.3M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 7: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, aerated 
coindition, 12 ชั่วโมง; 8: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 9: อาหาร LB ทีม่ี 0.17M NaCl, 
37C, microaerophilic condition, 6 ชั่วโมง; 10: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 16 ชั่วโมง 

 
ตารางที่ 10. ผลของการแสดงออกของยีน Kfu ที่มีตํอการเจริญของเชื้อ Klebsiella sp. SFSS17 
 
สภาวะทดสอบที ่ ผลของการแสดงออกของยีน kfu ที่มีตํอการเจริญของเชื้อ 

การแสดงออกของยีน จ านวนเช้ือ (log CFU/มิลลิลิตร) 
1.  + 9.39 ± 0.15 
2. + 9.99 ± 0.03 
3. + 9.83 ± 0.12 
4. - 7.68 ± 0.03 
5. - 7.94 ± 0.03 
6. - 7.95 ± 0.06 
7. + 9.95 ± 0.02 
8. + 9.87 ± 0.08 
9. - 7.99 ± 0.04 
10. - 9.98 ± 0.02 
คําที่รายงานเป็นคําเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า ± คํา standard deviation (SD) 
+: มีการแสดงออกของยีน; -: ไมํมีการแสดงออกของยีน 
สภาวะทดสอบที่ 1: อาหาร LB ที่ไมํมี NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 2: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, 
microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 3: อาหาร LB ทีม่ี 0.3M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 4: อาหาร M63 
ที่ไมํมี NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 5: อาหาร M63 ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 
ชั่วโมง; 6: อาหาร M63 ที่มี 0.3M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 7: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, aerated 
coindition, 12 ชั่วโมง; 8: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 12 ชั่วโมง; 9: อาหาร LB ทีม่ี 0.17M NaCl, 
37C, microaerophilic condition, 6 ชั่วโมง; 10: อาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl, 37C, microaerophilic condition, 16 ชั่วโมง 



53 
 

Enterobacter sp. SFSS13 มีการแสดงออกของยีน csgD และ uge แตํในตํางสภาวะ โดยยีน 
csgD มีการแสดงออกใน 2 สภาวะ ได๎แกํ 1) การเจริญอาหาร M63 ที่ไมํมี NaCl ที่ 37C, 
microaerophilic condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase และ 2) การเจริญในอาหาร 
LB ที่มี 0.17M NaCl ที่ 37C, aerated condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase สํวน
ยีน uge มีการแสดงออกเมื่อเจริญในอาหาร LB ที่มี 0.17M NaCl หรือ 0.3M NaCl ที่ 37C, 
microaerophilic condition ในระยะการเจริญ mid-exponential phase สภาวะที่มีการแสดงออกของ
ยีน csgD ทั้ง 2 สภาวะ มีการสังเคราะห์ biofilm เพ่ิมขึ้นอยํางมีนัยส าคัญแตกตํางจากสภาวะอ่ืนๆ และ
การเคลื่อนที่ของเชื้อแปรผกผันกับการสังเคราะห์ biofilm สภาวะที่มีการแสดงออกของยีน csgD ทั้ง 2 
สภาวะ เชื้อมีการเคลื่อนที่ลดลงอยํางมีนัยส าคัญแตกตํางจากสภาวะอ่ืนๆ ยกเว๎นสภาวะที่เชื้อมีการเจริญใน
ระยะ early exponential phase เนื่องจากยีน csgD ควบคุมการสังเคราะห์ curli ซึ่งเป็นสํวนประกอบ
ของ biofilm และโปรตีน CsgD ยับยั้งการสร๎าง flagella จึงลดการเคลื่อนที่ของเชื้อ (Ogasawara และ
คณะ 2011) ถึงแม๎วํายีน uge จ าเป็นตํอการสังเคราะห์ lipopolysaccharide และ capsule 
polysaccharide (Andrade และคณะ 2014) แตํพบวําการแสดงออกของยีน uge ไมํได๎มีความแตกตําง
อยํางมีนัยส าคัญตํอการสังเคราะห์ biofilm และการเคลื่อนที่ของเชื้อ การสังเคราะห์ biofilm นอกจาก
ขึ้นอยูํกับการแสดงออกของยีน csgD แล๎ว ยังมีรายงานยีนอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข๎องกับการสังเคราะห์ biofilm เชํน 
ยีน fimH ซึ่งควบคุมการสังเคราะห์ type I fimbriae (Andrade และคณะ 2014), ยีน treC ซึ่งควบคุม
การสังเคราะห์เอนไซม์ trehalose-6-phophate hydrolase (Wu และคณะ 2011), ยีนควบคุมการ
สังเคราะห์ autoinducer-2 (Balestrino และคณะ 2005), type III fimbriae (Di Martino และคณะ 
2003) และ poly--1,6-N-acetyl-D-glucosamine (PGA) adhesin (Agladze และคณะ 2005)  

 การแสดงออกของยีน csgD, kfu และ uge ไมํได๎มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญตํอการเจริญของ
Enterobacter sp. SFSS13 และ Klebsiella sp. SFSS17 ในทั้ง 10 สภาวะทดสอบ เชื้อมีการเจริญโดยมี
จ านวนเซลล์เพ่ิมข้ึนจากจ านวนเซลล์เริ่มต๎น แสดงถึงความสามารถของเชื้อในการปรับตัวของเชื้อให๎ทนตํอ
สภาวะแวดล๎อม เชํน สภาวะขาดแคลนสารอาหาร และสภาวะภายในเซลล์เจ๎าบ๎าน รวมถึงสามารถเพ่ิม
จ านวนเซลล์ ซึ่งมีความส าคัญตํอการกํอโรคและการระบาดของเชื้อ อยํางไรก็ตาม ชนิดของอาหารและ
ระยะการเจริญมีผลตํอจ านวนเซลล์ เชื้อมีการเจริญในอาหาร LB ซึ่งเป็น rich medium ได๎ดีกวําอาหาร 
M63 ซึ่งเป็น minimal medium และจ านวนเซลล์ในระยะการเจริญ mid-exponential phase และ 
late exponential phase สูงกวําจ านวนเซลล์ในระยะการเจริญ early exponential phase อยํางมี
นัยส าคัญ แตํจ านวนเซลล์ในระยะการเจริญ mid-exponential phase เมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 12 ชั่วโมง
และ late exponential phase เมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 16 ชั่วโมง ไมํมีความแตกตํางกันทางสถิติ 
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สรุปผลการวิจัย 
 

1. จากการแยกเชื้อเป้าหมายใน 4 สกุล ได๎แกํ Esc. coli, Salmonella, Shigella และ Vibrio 
โดยใช๎อาหารคัดเลือก พบวําอาหารทะเล 35 ตัวอยํางจากตลาดจ าหนํายอาหารทะเล 3 แหลํง ได๎แกํ 1) 
ตลาดทะเลไทย อ. เมือง จ. สมุทรสาคร 2) ตลาดบ๎านเขาตะเกียบ อ.หัวหิน จ. ประจวบคีรีขันธ์ และ 3) 
ตลาดบ๎านเพ อ. เมือง จ. ระยอง มี 14 ตัวอยํางที่ไมํพบเชื้อลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับท้ัง 4 สกุล ในขณะที่
ตัวอยํางที่พบเชื้อลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Esc. coli บนอาหาร EMB agar มีจ านวนตั้งแตํ 5.33  4.73 
ถึง 70.00  7.55 CFU/กรัม, ตัวอยํางที่พบลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Salmonella และ Shigella บน
อาหาร SS agar มีจ านวนตั้งแตํ 205.33  20.21 ถึง 272.00  18.52 CFU/กรัม และตัวอยํางที่พบเชื้อ
ลักษณะโคโลนีเชํนเดียวกับ Vibrio บนอาหาร TCBS agar มีจ านวนตั้งแตํ 4.67  2.09 ถึง 150.67  
28.04 CFU/กรัม 
 

2. เชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎ 42 ไอโซเลท มีรูปแบบ ERIC-PCR 40 รูปแบบ แสดงวําเป็นเชื้อ 40  
สายพันธุ์ 
 

3. จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA เพ่ือระบุสกุลของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎ 
40 สายพันธุ์ พบวํามีล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ใกล๎เคียงกับเชื้อใน 11 สกุล ซึ่งเป็นเชื้อกํอโรค 
ได๎แกํ Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,  Hafnia (Obesumbacterium), 
Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella และ Vibrio ซึ่งมีคํา % identity อยูํ
ระหวําง 98%-99% 
 
 4. จากการตรวจสอบยีน phoA ซึ่งมีรายงานวําจ าเพาะตํอ Citrobacter, Esc. coli และ 
Shigella, ยีน fimC ซึ่งมีรายงานวําจ าเพาะตํอ Salmonella และ Sdf I fragment ซึ่งมีรายงานวํา
จ าเพาะตํอ Sal. enterica serovar Enteritidis จากเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎ 40 สายพันธุ์ โดยเทคนิค PCR 
พบยีน phoA ใน Citrobacter, Esc. coli และ Hafnia (Obesumbacterium), ยีน fimC ใน 
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella และ Salmonella และ Sdf I fragment ใน Salmonella  
 
 5. จากการตรวจสอบยีนควบคุมการกํอโรค 22 ยีน ได๎แกํ ยีน aerA. ahp, alt, cesT/eae, cnf1, 
cnf2, csgD, eaeA, espB, kfu, LTI, magA, ssaO, sscB, sseG, STII, tdh, tlh, trh, uge, vt1 และ 
vt2e ในเชื้อแบคทีเรียที่แยกได๎ 40 สายพันธุ์ พบยีนควบคุมการกํอโรค 8 ยีน ได๎แกํ ยีน cnf2, csgD, kfu, 
LTI, ssaO, tlh, uge และ vt2e ในเชื้อ 26 สายพันธุ์ โดยยีน cnf2 และ vt2e พบเฉพาะใน Esc. coli, ยีน 
csgD พบในเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella, ยีน kfu พบเฉพาะใน 
Klebsiella, ยีน LTI พบในเชื้อ 3 สกุล ได๎แกํ Citrobacter, Esc. coli และ Hafnia 
(Obesumbacterium), ยีน ssaO พบเฉพาะใน Salmonella, ยีน tlh พบเฉพาะใน Vibrio และยีน uge 
พบในเชื้อ 2 สกุล ได๎แกํ Enterobacter และ Klebsiella  
 

6. ข๎อมูลเกี่ยวกับความถี่ท่ีพบยีนควบคุมการกํอโรคในเชื้อแตํละสกุล สามารถน ามาประยุกต์ใช๎เพ่ือ
พัฒนาเป็นเทคนิคในการตรวจหาเชื้อกํอโรคในตัวอยํางอาหารได๎อยํางรวดเร็ว เชํน ใชเ๎ทคนิค multiplex 
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PCR ในการตรวจสอบยีน cnf2 และ vt2e พร๎อมกันเพ่ือตรวจหา Esc. coli, ยีน csgD สามารถใช๎เป็นยีน
เป้าหมายเพื่อตรวจหา Citrobacter, Enterobacter และ Klebsiella, ยีน LTI สามารถใช๎เป็นยีน
เป้าหมายเพื่อตรวจหา Citrobacter, Esc. coli และ Hafnia (Obesumbacterium) และยีน tlh สามารถ
ใช๎เป็นยีนเป้าหมายในการตรวจหา Vibrio  
 
 7. จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีนควบคุมการกํอโรค 8 ยีนในสภาวะทดสอบ 10 สภาวะ 
พบวํายีน tlh มีการแสดงออกในทุกสภาวะทดสอบ ในขณะที่ยีน cnf2, LTI, ssaO และ vt2e ไมํมีการ
แสดงออกในทุกสภาวะทดสอบ สภาวะทดสอบมีผลตํอการแสดงออกของยีน csgD, kfu และ uge โดย
ปัจจัยที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีน csgD คือ การมีสารอาหารจ ากัดรํวมกับการไมํมี NaCl และการให๎
อากาศ, ปัจจัยที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีน kfu คือ ความอุดมสมบูรณ์ของสารอาหาร และระยะการ
เจริญตั้งแตํ mid-exponential phase และปัจจัยที่กระตุ๎นการแสดงออกของยีน uge คือ ความอุดม
สมบูรณ์ของสารอาหารรํวมกับการมี NaCl, microaerophilic condition ที่ 37C และการเจริญในระยะ 
mid-exponential phase 
 
 8. การแสดงออกของยีน csgD เพ่ิมการสังเคราะห์ biofilm อยํางมีนัยส าคัญ และลดการเคลื่อนที่
ของเชื้ออยํางมีนัยส าคัญ ซึ่งเป็นคุณลักษณะที่สํงเสริมความสามารถในการกํอโรคของเชื้อ 
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