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Abstract
	 Screening and identification of Vibrio and enteropathogenic bacteria in seafood were 

carried out. Seafood samples were randomly collected from five street food restaurants in Muang 

district, Buriram province. The bacterial selective medium thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose 

(TCBS) agar was employed for the isolation of bacterial colonies. Amplification of 16S rRNA 

genes of each isolated bacterial colony was accomplished using polymerase chain reaction (PCR) 

and the purified amplicons obtained were subject to further analysis using bioinformatic  

strategies. Assignment of the amplicon sequences to genus and/or species level was based on 

BLASTN. The results were compared to the information in GenBank database using percent 

identity and total score in the priority parameters. The BLASTN results indicated that bacteria 

from six genera were found and categorized into two groups. The first group was pathogenic 

bacteria that were the causative agents of food poisoning in human, including Vibrio,  

Aeromonas, and Shewanella. The second group included Kluyvera, Providencia and Klebsiella, 

which were commonly found and caused food contamination during food processing,  

preservation process, transportation, and unhygienic cooking in street food restaurants. Based 

on the phylogenetic tree, it was found that Aeromonas was evolutionarily different from  

Vibrio, Shewanella, Kluyvera, Providencia and Klebsiella. The phylogenetic tree manifesting 

the evolutionary relationships among the isolated bacterial strains implied a wide diversity of 
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bacterial contamination that caused food poisoning, with their sources being from seafood and 

environmental contamination. The information obtained from this study should be of use for 

epidemiological surveillance of seafood poisoning caused by bacterial contamination in the future.
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บทคััดย่่อ
การคดัแยกและระบเุช้ือวิบรโิอ และแบคทีเรยีกอ่โรคในทางเดินอาหารท่ีปนเปือ้นในอาหารทะเล 

ใช้วิธีการสุ่มเก็บตัวอย่างอาหารทะเลจากร้านค้าริมทาง จำ�นวน 5 ร้านค้าในอำ�เภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ 

การแยกโคโลนีของแบคทีเรียใช้วิธีเพาะเลี้ยงในอาหารวุ้น TCBS ที่มีความจำ�เพาะต่อการเจริญเติบโต

ของชนิดแบคทีเรีย การเพิ่มจำ�นวนยีน 16S rRNA ในแต่ละโคโลนีใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส และ

วิเคราะห์ด้วยวิธีชีวสารสนเทศ การกำ�หนดสายพันธุ์ และสปีชีส์ของแบคทีเรีย ใช้วิธีการ BLASTN และ

อ้างอิงฐานข้อมูลของ GenBank โดยใช้ค่าร้อยละความเหมือน และคะแนนรวมจาก BLASTN จากการ

วิเคราะห์พบแบคทีเรียจำ�นวน 6 สายพันธุ์ และสามารถแบ่งออกเป็นสองกลุ่ม กลุ่มแรก คือ แบคทีเรีย

ท่ีเป็นสาเหตุการเกิดโรคอาหารเป็นพิษในมนุษย์ ได้แก่ สายพันธ์ุ Vibrio, Aeromonas และ  

Shewanella กลุ่มที่ 2 ได้แก่ สายพันธุ์ Kluyvera, Providencia และ Klebsiella ซึ่งตรวจพบจากการ

ปนเปื้อนในขั้นตอนการแปรรูป การเก็บรักษา การขนส่งลำ�เลียง และการปรุงที่ไม่ถูกสุขลักษณะของร้านค้า 

ข้อมูลจากแผนภูมิต้นไม้พบว่าสายพันธ์ุ Aeromonas มีความแตกต่างทางวิวัฒนาการเม่ือเทียบกับ 

สายพนัธ์ุ Vibrio, Shewanella, Kluyvera, Providencia และ Klebsiella ความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการ

ที่ได้จากแผนภูมิต้นไม้นี้ แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของการปนเปื้อนแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของ

การเกดิโรคอาหารเปน็พษิ ท้ังจากเช้ือท่ีมาจากแหลง่อาหารทะเล และการปนเปือ้นจากสิง่แวดลอ้ม ขอ้มูล

ท่ีได้จากการศกึษาน้ี จะเปน็ประโยชน์ในการเฝ้าระวงัในเชงิระบาดวทิยาจากโรคอาหารเปน็พษิท่ีมีสาเหตุ

มาจากการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียจากอาหารทะเลต่อไป 
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บทนำำ�		
อาหารทะเลเป็นอาหารที่นิยมบริ โภคใน 

ทุกจงัหวดัของประเทศไทย โดยเฉพาะอาหารประเภทยำ�

ที่ใส่วัตถุดิบเป็นสัตว์ทะเล เช่น กุ้ง หอยแครง หอย

นางรม แต่ด้วยข้อจำ�กัดของบางพื้นที่ในประเทศไทย

ท่ีห่างไกลจากแหล่งอาหารทะเล จึงทำ�ให้ต้องใช้วิธี

ขนส่งวัตถุดบิอาหารทะเลดว้ยการแชเ่ยน็ เพือ่คงความ

สดของอาหารทะเลไว้ ให้ ได้มากท่ีสุดก่อนถึงมือ 

ผู้บริโภค การควบคุมอุณหภูมิในขณะท่ีมีการขนส่งท่ี

ไม่ไดม้าตรฐานเปน็สาเหตหุนึง่ของการเพิม่จำ�นวนเชือ้

แบคทีเรยีท่ีปนเปือ้นมากบัอาหารทะเล อกีทัง้การปรงุ

อาหารท่ีไม่ถูกสุขอนามัย นำ�ไปสู่ปัญหาการติดเชื้อ 

ก่อโรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning) จากข้อมูล

เฝา้ระวงัโรคของกรมควบคมุโรค กระทรวงสาธารณสุข 

ตั้งแต่วันที่ 1 มกราคม ถึง 24 ธันวาคม พ.ศ. 2561 

โดยมีการเก็บข้อมูลของผู้ป่วยในช่วงอายุ 15-24,  

45-54 และมากกว่า 65 ปีขึ้นไป จากข้อมูลของทั้ง 

77 จังหวัดท่ัวประเทศไทย พบผู้ป่วยจากโรคอาหาร

เป็นพิษจำ�นวน 115,095 ราย โดยพบว่าภาคตะวันออก

เฉียงเหนือพบจำ�นวนผู้ป่วยจากโรคอาหารเป็นพิษ 

มากที่สุด คือ 20,020 ราย(1) สำ�หรับอาหารทะเล

ประเภทยำ�ทีน่ยิมรบัประทานของคนไทย ไดแ้ก่ ยำ�กุง้สด 

ยำ�หอยแครง ยำ�ทะเลรวมมติร ดว้ยลกัษณะนสัิยทีน่ยิม

บริโภคอาหารทะเลแบบไมป่รงุสกุ จงึเปน็สาเหตสุำ�คญั

ท่ีนำ�ไปสู่การเกิดโรคอาหารเป็นพิษ เนื่องจากอาหาร

ทะเลเป็นแหล่งปนเปื้อนของแบคทีเรียก่อโรค 

หลายชนิด เช่น Vibrio parahaemolyticus,  

Salmonella spp., Staphylococcus aureus,  

Clostridium perfringens(2-6) การระบาดของโรค

อาหารเป็นพิษ มักพบได้ ในกลุ่มคนจำ�นวนมาก 

ท่ีรับประทานอาหารร่วมกัน และพบว่ามีอาการอย่าง

รวดเรว็หลงัจากรับประทานอาหารแลว้ โดยมีหลากหลาย

สาเหตุ เช่น การได้รับสารพิษจากแบคทีเรียท่ี 

เจริญเติบโตปนเปื้อนในอาหาร และการได้รับสารพิษ 

(toxin) จากการรับประทานสัตว์ทะเลท่ีกินสาหร่าย

บางสายพันธุ์ เช่น พิษปลาทะเลซิกัวทีรา (ciguatera 

fish poisoning) พิษอัมพาต (paralytic shellfish 

poisoning) และ การไดร้บัพษิจากปลาปกัเปา้ แบคทเีรยี 

ท่ีเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษที่พบได้ในมนุษย์ 

คือ แบคทีเรียที่อยู่ในวงศ์ Vibrionaceae ในสกุล 

Vibrio ซึ่งมีจำ�นวนมากกว่า 72 สปีชีส์ โดยเช้ือ

แบคทีเรียท่ีพบว่าเป็นปัญหาสำ�คัญทางสาธารณสุข 

ได้แก่ V. cholerae, V. parahaemolyticus และ 

V. vulnificus(7) แบคทีเรียเหล่านี้สามารถพบได้ใน

แหล่งน้ำ�ตามธรรมชาติ แหล่งน้ำ�กร่อย และน้ำ�ทะเล 

โดยพบการปนเปื้อนในพวกแพลงก์ตอนสัตว์ และ 

สัตว์น้ำ�ท่ีมีเปลือกแข็งหุ้มลำ�ตัว เช่น หอย ปู กุ้ง(8)  

การเก็บตวัอยา่งสง่ตรวจและวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัตกิาร 

เพื่อให้ได้ข้อมูลเกี่ยวกับสายพันธุ์แบคทีเรียที่ปนเปื้อน

ในสัตว์ทะเลท่ีนำ�มาประกอบอาหารเหล่านี้ ถือเป็น

ข้อมูลที่มีความสำ�คัญ เพื่อกำ�หนดแนวทางการรักษา

การติดเชื้อแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ อีกท้ังยัง 

มีส่วนสำ�คัญต่อการสอบสวนโรค กำ�หนดแนววิธีการ

รักษาท่ีถูกต้อง มีประสิทธิภาพ และลดการแพร่

กระจายของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษได้ 

งานวิจัยนี้ ได้ตรวจคัดแยก และระบุสายพันธุ์

ของแบคทีเรียท่ีปนเปื้อนในวัตถุดิบอาหารทะเล 

ท่ีนำ�มาประกอบอาหาร ด้วยวิธีสุ่มเก็บตัวอย่างจาก

อาหารทะเลประเภทยำ�ปรุงสำ�เร็จ จากร้านอาหาร 

ริมทาง อำ�เภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ โดยใช้เทคนิคการ

แยกเชื้อบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ (spread plate  

technique) บนอาหารเพาะแยกเช้ือ thiosulfate-

citrate-bile salts-sucrose (TCBS) เพื่อคัดแยก

และเลือกเก็บโคโลนเีชือ้ท่ีแตกตา่งกัน นำ�ไปวิเคราะห์

ชนดิของแบคทีเรยีดว้ยวิธีทางอณูชีววทิยาโดยปฏกิิรยิา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, 

PCR) ในส่วนของยีน 16S rRNA หลังจากตรวจ

วิเคราะหล์ำ�ดบัดเีอน็เอแล้วนำ�ไปวิเคราะห์เปรยีบเทียบหา 
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ความคล้ายคลึงกันของลำ�ดับดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย 

ในฐานข้อมูล ด้วยกระบวนการทางชีวสารสนเทศ 

(bioinformatics) การใช้ฐานข้อมลูลำ�ดบันวิคลีโอไทด ์

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

genbank) รว่มกับการสรา้งความสมัพนัธท่ี์ใกลชิ้ดกัน

ของเช้ือแบคทีเรียท่ีพบ โดยวิธีสร้าง แผนภูมิต้นไม้ 

(phylogenetic tree) ข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้  

จะเป็นส่วนสำ�คัญในการระบุชนิดสายพันธุ์แบคทีเรีย

ท่ีปนเปือ้นมาในวตัถุดบิอาหารทะเล เพือ่เปน็แนวทาง

การป้องกัน และเฝ้าระวังโรคอาหารเป็นพิษ โดย

เฉพาะในกลุม่คนทีน่ยิมบริโภคอาหารทะเลประเภทยำ�

ต่อไป

วััสดุุและวิิธีีการ
1. การเตรียมตัวอย่าง และการเพาะแยกเชื้อ

แบคทีเรีย 

สุ่มเก็บตัวอย่างวัตถุดิบอาหารทะเลจาก

อาหารปรุงสำ�เร็จ ประเภทยำ�ทะเลจากร้านอาหาร 

ริมทาง จำ�นวน 5 ร้านค้า (ร้านค้า A, B, C, D และ 

E) อำ�เภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ ระหว่างเดือนเมษายน 

- เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2564 ได้แก่ กุ้งขาว (Litope-

naeus vannamei) หอยแครง (Anada gramosa) 

และหอยนางรม (Saccostrea commercialis) ชั่ง

น้ำ�หนักตัวอย่างละ 50 กรัม ใส่ถุงพลาสติกปลอดเชื้อ 

เติมสารละลาย 0.85% NaCl ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

บดผสมตัวอย่างให้เป็นเนื้อเดียวกัน นำ�ของเหลวที่ได้

มาเจือจางด้วย 0.85% NaCl โดยใช้การเจือจาง 10, 

100 และ 1,000 เท่า จากนั้นหยดสารละลายตัวอย่าง

ที่เจือจางไว้แล้ว ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหาร

วุ้น TCBS ใช้แท่งแก้วสามเหลี่ยมเกลี่ยตัวอย่างให้

กระจายท่ัวจานอาหารเลีย้งเชือ้ นำ�ไปบม่ท่ีอณุหภูม ิ37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนี

เดี่ยว (single colony) ที่มีลักษณะแตกต่างกัน 

ในแต่ละจานเพาะเช้ือ ย้ายมาเล้ียงต่อในอาหารวุ้น 

TCBS แลว้นำ�ไปบม่ตอ่ท่ีอณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สำ�หรับการเก็บรักษาตัวอย่างเชื้อ

ในระยะยาว จะเก็บเช้ือแบคทีเรียท่ีบริสุทธิ์ลงใน 

0.85% NaCl ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เพื่อเตรียม 

เป็นเซลล์แขวนลอย (cell suspension) เก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะห์ใน

ขั้นตอนต่อไป

2. การเตรียมตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีมีช้ินส่วนของยีน 

16S rRNA

นำ�เซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียแต่ละ 

โคโลนีท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

มาต้มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 นาที แล้วนำ�ไปแช่ในอ่างน้ำ�แข็งทันทีเป็นเวลา  

5 นาที นำ�ไปปั่นเหวี่ยง (centrifugation) ที่ความเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แยกส่วนใส

มาใช้เป็น DNA template สำ�หรับเพิ่มปริมาณของ

ยีน 16S rRNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

(PCR) ดัดแปลงจากวิธีการของ Lane DJ.(9) โดยใช้ 

DNA template ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ 

(primer) สำ�หรับปฏิกิริยานี้ คือ FD1 (forward 

primer) 5’- ACGGYTACCTTGTTAC-

GACTT-3’ และ RP2 (reverse primer) 5’-AC-

GGYTACCTTGTTACGACTT-3’ ความเข้มข้น 

10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติม 50  

มิลลิโมลาร์ MgCl
2
 ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร 10X 

PCR buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 10 มิลลิโมลาร์ 

dNTPs mixed ปริมาตร 10 ไมโครลิตร DMSO 2.5 

ไมโครลติร และ Platinum® Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen™; Thermo-Fisher Scientific) 

ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร (2 Unit/reaction) ปรับ

ปรมิาตรสุดทา้ยดว้ย น้ำ�บรสุิทธ์ิสูง (ultrapure water) 

เป็น 50 ไมโครลิตร การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

(ดีเอ็นเอ) ใช้เครื่อง Thermal Cycler (T100TM; 
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BIO-RAD) ตั้งค่าการทำ�งาน ดังนี้ ข้ันตอน  

preheating ที่ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที ขั้นตอน 

denaturation ท่ี 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที  

ขั้นตอน annealing 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ

ขั้นตอน extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที ตั้งค่า

ให้วนการทำ�งานซ้ำ�ตั้งแต่ข้ันตอน denaturation  

ถึง extension จำ�นวน 38 รอบ และในรอบสุดท้าย 

(รอบที่ 39) คือ ขั้นตอน final extension ใช้อุณหภูมิ

ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที นำ� PCR 

products ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์ด้วย 

agarose gel electrophoresis ย้อมสีแถบดีเอ็นเอ 

ด้วย SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitro-

gen™; Thermo-Fisher Scientific) ตรวจดูแถบ 

ดีเอ็นเอ ขนาด 1,502 bp ภายใต้เครื่องกำ�เนิดแสง 

LED transilluminator (Blupad Bio-Helix)  

นำ� PCR products ที่เหลือไปผ่านกระบวนการทำ�ให้

บริสุทธิ์ด้วย PCR Clean-Up kit (PureDireX;  

Bio-Helix) และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เพื่อวิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (DNA 

sequencing) ต่อไป 

3. การวิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลิโอไทด์ของยีน 16S 

rRNA 

วิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลิโอไทด์ของยีน 16S 

rRNA โดยใช้ PCR products 100 นาโนกรัม 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใช้ sequencing primer คือ 

FD1 และ RP2 ด้วยเทคนิค Sanger sequencing 

(chain termination) ร่วมกับการแยกช้ินส่วนสาร

พันธุกรรมด้วยเทคนิค capillary electrophoresis 

โดยใช้บริการของ Macrogen, Inc. (ประเทศ

เกาหลีใต้) ได้ลำ�ดับของนิวคลี โอไทด์จาก PCR  

products 1,502 คู่เบส นำ�ไปเปรียบเทียบกับฐาน

ข้อมลู GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

genbank) ร่วมกับการวิเคราะห์ชิ้นส่วนของยีน 16S 

rRNA ด้วยโปรแกรม BLASTN (https://blast.

ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) โดยใช้คา่ parameter 

เดิมที่ระบุในโปรแกรม (default parameter) สำ�หรับ

ฐานข้อมูลใช้ nucleotide collection (nr/nt) และ

กำ�หนดให้ค่า optimization เป็น highly similar 

sequence (megablast) ในการวิเคราะหค์วามใกลช้ดิ

ของสายพันธุ์แบคทีเรียแต่ละชนิด ใช้วิธีการสร้าง

แผนภูมิต้นไม้ โดยนำ�ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จาก 

โคโลนีต่าง ๆ เปรียบเทียบความใกล้เคียงของลำ�ดับ

นิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี multiple alignment และสร้าง

ความเชื่อมโยงโดยใช้โปรแกรม Muscle5 (http://

www.drive5.com/muscle) การแสดงแผนภูมติน้ไม้

ใช้โปรแกรม iTOL interactive (web-based: 

https://itol.embl.de/index.shtml) การคำ�นวณค่า

ความใกลห้รอืไกลของแตล่ะเปา้หมายแสดงในแผนภูมิ

ต้นไม้

ผลการวิิจััย
1. ลกัษณะโคโลนีเช้ือแบคทีเรยีท่ีแยกได้บนอาหาร

เพาะแยกเชื้อ TCBS

การคดัแยกลกัษณะโคโลนขีองเชือ้แบคทเีรยี

จากวัตถุดบิอาหารทะเลจากรา้นคา้ตา่ง ๆ  ดว้ยการแยก

บนอาหารวุ้น TCBS พบว่าโคโลนีท่ีได้มีลักษณะที่ 

แตกตา่งกัน สามารถแบง่ออกไดเ้ปน็ 6 กลุ่ม คอื กลุ่ม

ที่ 1 แบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีสีโทนเหลือง-เขียว  

ซึ่งมีทั้งสีเหลืองเข้ม สีเหลืองขาวขุ่น เหลืองปนเขียว 

และมีสีเขียวขุ่น ลักษณะโคโลนีแบนราบ มีขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลางตั้งแต่ 0.1-0.5 เซนติเมตร ได้แก่ โคโลนี

หมายเลข A1, A8, A10, A12 (ร้านค้า A), C2, C5 

(ร้านค้า C), D2 (ร้านค้า D) และ E1, E3, E6, E9, 

E10 (ร้านค้า E) กลุ่มท่ี 2 แบคทีเรียท่ีมีลักษณะ 

โคโลนีสีเหลืองเข้ม และมีลักษณะนูนขนาดเล็ก  

มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางตั้งแต่ 0.1-0.2 เซนติเมตร 

ได้แก่ โคโลนีหมายเลข A9 (ร้านค้า A), B2, B5  
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(ร้านค้า B), C9 (ร้านค้า C) และ E5, E7 (ร้านค้า E) 

กลุ่มที่ 3 แบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีสีเขียวเข้ม  

และมีลักษณะนูน ขนาดเล็ก มีขนาดตั้งแต่ 0.1-0.2 

เซนติเมตร ได้แก่ โคโลนีหมายเลข A4, A13 (ร้านค้า 

A), B4, B6, (ร้านค้า B) และ C3 (ร้านค้า C) 

กลุ่มที ่4 แบคทเีรยีทีม่ลีกัษณะโคโลนสีเีหลอืงเข้ม และ

สีเหลืองขุ่น ขนาดโคโลนีปานกลาง ตั้งแต่ 0.1-0.3 

เซนติเมตร ได้แก่ โคโลนีหมายเลข D3 (ร้านค้า D) 

กลุ่มท่ี 5 แบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีสีเขียวขุ่น 

ลักษณะนูนมีขนาดเล็ก ประมาณ 0.1 เซนติเมตร 

ได้แก่ โคโลนีหมายเลข D6 (ร้านค้า D) และกลุ่มที่ 6 

แบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ มีสี

เหลืองเข้ม ไปจนถึงสีเขียว มีขนาด 0.3 เซนติเมตร 

ได้แก่ โคโลนีหมายเลข A14 และ A16 (ร้านค้า A) 

2.	ผลการวเิคราะหล์ำ�ดับนิวคลโิอไทด์ของยนี 16S 

rRNA

การระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียท้ังหมด  

27 โคโลนี ใช้วิธีทางชีววิทยาเชิงโมเลกุล และชีว-

สารสนเทศ ในการวเิคราะหล์ำ�ดบันวิคลิโอไทดข์องยนี 

16S rRNA เพื่อระบุสายพันธุ์หรือสายพันธุ์ย่อยใช้ค่า

ร้อยละความเหมือนของยีน (% gene identity) เป็น

เกณฑ์พิจารณาลำ�ดับแรก และใช้ total score จาก

ผลที่ได้จากการทำ� BLASTN (nucleotide) เป็น

เกณฑ์พิจารณาในลำ�ดับถัดไป (Table 1) จากผลที่ได้

พบว่าตัวอย่างวัตถุดิบอาหารทะเลจากร้านค้าต่างๆ มี

การปนเปื้อนของเช้ือแบคทีเรียหลายชนิด สามารถ

แบ่งออกได้เป็น 6 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 แบคทีเรียใน

กลุ่ม Vibrio ได้แก่ V. parahaemolyticus strain 

MC32 (A1), Vibrio sp. strain BB6 (A8),  

Vibrio sp. strain A2 (A10), Vibrio harveyi 

strain XSH1 (A12), V. parahaemolyticus 

strain 20-082A3 (C2), V. parahaemolyticus 

strain SSP3C17 (C5), V. harveyi strain LG353 

(D2), V. vulnificus strain H1 (E1), V. neocale-

donicus strain CGJ02-2 (E3), Vibrio sp. strain 

201709CJKOP-32 (E6), V. harveyi strain 

2011V-1164 (E9) และ V. alginolyticus strain 

SXV3 (E10) กลุ่มที่ 2 แบคทีเรียในกลุ่ม Aeromo-

nas ได้แก่ A. caviae strain BNA243 (A9),  

A. veronii strain CB51 (B2), A. hydrophila 

strain njp1 (B5) และ A. enteropelogenes strain 

FDAARGOS_1510 (C9), A. dhakensis strain 

71453 (E5) และ A. hydrophila strain B11 (E7) 

กลุ่มที่ 3 แบคทีเรียในกลุ่ม Shewanella ได้แก่  

S. algae strain 2NE11 (A4), S. carassii 

TUM17387 (A13), S. baltica strain CW2 (B4), 

S. litorisediminis strain H3M1 (B6) และ  

S. algae strain CASMM4 (C3) กลุ่มที่ 4 

แบคทีเรียในกลุ่ม Kluyvera ได้แก่ K. georgiana 

strain 25B1D1-A4 (D3) กลุ่มที่ 5 แบคทีเรียใน

กลุ่ม Providencia ได้แก่ Providencia sp. 

927B6_12ASS (D6) และกลุ่มที่ 6 แบคทีเรียใน

กลุม่ Klebsiella ไดแ้ก ่Klebsiella sp. STW0522-

44 (A14 และ A16) ข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของ

แบคทีเรียท่ีใช้เป็นฐานข้อมูลอ้างอิงในการระบุสายพันธุ์

แบคทีเรียที่ศึกษา อ้างอิงด้วย Accession no. (Table 

1) ซึ่งเช่ือมโยงกับฐานข้อมูล NCBI database 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

การวิเคราะห์ความใกล้ชิดของแบคทีเรีย

แต่ละชนิดที่พบและระบุสายพันธ์ุในการทดลองนี้ 

พิจารณาด้วยการใช้ส่วนของบริเวณอนุรักษ์ (con-

served region) ของยีน 16S rRNA เพื่อสร้างความ

สัมพันธ์รูปแบบแผนภูมิต้นไม้ แผนภาพใน Fig. 1 

แสดงคา่ตวัเลขท่ีบอกถงึความใกลชิ้ดของแตล่ะสปชีีส ์

โดยพิจารณาจากผลรวมของตัวเลขที่อยู่บนก่ิงก้าน 

(branch) พบว่าแบคทีเรียในกลุ่ม Aeromonas มี

ความแตกต่างทางวิวัฒนาการกับแบคทีเรียในกลุ่ม 
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Fig. 1 	Phylogenetic tree (unscaled or non-display branch length) representing the evolutionary relation-
ships among 16S rRNA amplification fragments from the isolated bacterial colonies. Genus, 
species, and sub-species (strain) of bacteria were referred to BLASTN results and corresponded 
to the highest percent identity. Phylogenetic tree is performed by iTOL software. (https://itol.
embl.de/itol.cgi)

Vibrio, Shewanella, Kluyvera, Providencia 

และ Klebsiella โดยมีค่าที่คำ�นวณได้ คือ 0.337, 

0.322, 0.353, 0.368 และ 0.351 ตามลำ�ดับ ซึ่งพบว่า 

คา่ความใกลชิ้ดกันภายในกลุม่ของแบคทีเรยี Vibrio, 

Shewanella, Kluyvera, Providencia และ 

Klebsiella จะมีความใกล้ชิดทางวิวัฒนาการโดยจะ

มีค่าตัวเลขที่น้อยกว่า 0.112 เมื่อนำ�ไปเทียบกับ

แบคทีเรียในกลุ่ม Aeromonas ดังตารางสรุปค่า 

ตัวเลขเปรียบเทียบความใกล้ชิดระหว่างสายพันธุ์ของ

แบคทีเรียใน Table 2

วิิจารณ์์และสรุุป
การติดเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในทางเดิน

อาหารและลำ�ไส้ท่ีเกิดจากเช้ือ Vibrio บางชนิด 

ส่วนใหญ่เกิดจากการรับประทานอาหารทะเลดิบหรือ

ปรุงไม่สุก การศึกษานี้ได้นำ�วัตถุดิบอาหารทะเลจาก

ร้านค้าประเภทยำ�ทะเลในอำ�เภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ 

มาคดัแยกเช้ือแบคทีเรยีดว้ยวธิกีารเลีย้งในอาหารเพาะ

แยกเชือ้ TCBS ซึง่จำ�เพาะตอ่การแยกและเพาะเลีย้ง

แบคทีเรียสกุล Vibrio(10) ร่วมกับการระบุสายพันธุ์

ของแบคทีเรียท่ีปนเปื้อนด้วยวิธีทางชีววิทยาเชิง

โมเลกุล และวิเคราะห์ดว้ยวธีิทางชีวสารสนเทศซึง่เปน็

เทคนิคที่มีความจำ�เพาะใช้ ในการระบุสายพันธ์ุ

แบคทีเรยี(11, 12) ผลการวิเคราะห์พบวา่มกีารปนเปือ้น

ของแบคทีเรียก่อโรคหลายชนิดใน กุ้งขาว หอยแครง 

และหอยนางรม คอื แบคทีเรยีสายพันธ์ุ Vibrio ตรวจ

พบในวัตถุดิบอาหารทะเลจากร้านค้า A, C, D และ 

E โดยมีความหลากหลายของสายพันธุ์ย่อย (strain) 

ได้แก่ V. parahaemolyticus (strain MC32,  

20-082A3, SSP3C17) และ V. vulnificus (strain 
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H1) โดยเช้ือแบคทีเรยีท้ังสองสปชีีส ์เก่ียวข้องกับการ

เกดิโรคอาหารเปน็พษิ (food poisoning) โรคตดิเช้ือใน

ระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal disease) และ

โลหิตเป็นพิษร้ายแรง (highly fatal septicemia,)(13, 14) 

การตรวจพบสายพันธุ์ V. harveyi และ V. neo-

caledonicus แม้ว่าจะไม่ได้เป็นสาเหตุหลักของเชื้อ

ก่อโรคในมนุษย์ แต่ก็เป็นสาเหตุการตายของกุ้ง และ

เม่นทะเลที่เลี้ยงในแหล่งน้ำ�ธรรมชาติ การเก็บอาหาร

ทะเลภายใต้อุณหภูมิที่ต่ำ�กว่า 4 องศาเซลเซียส เชื้อ

แบคทีเรียจะถูกยับยั้งการเจริญเติบโต แต่สามารถ

เจริญเติบโตได้ดีอีกครั้งเมื่ออยู่ท่ีอุณหภูมิห้อง(15, 16) 

จึงสามารถพบการปนเปื้อนแบคทีเรียในวัตถุดิบท่ีนำ�

ไปปรุงเป็นอาหารที่รับประทานดิบได้ เช่น อาหาร

ประเภทยำ�ทะเลที่ใส่กุ้งขาว หอยแครง และหอย

นางรม การวิจัยในครั้งนี้ยังตรวจพบ Vibrio sp. ที่

ยังไม่มีการรายงาน และระบุชนิดสปีชีส์ ได้แก่ strain 

A2, 201707CJKOPY-39 และ 201709CJKOP-32 

สว่นในกลุ่มของแบคทีเรยีสายพันธุ ์Aeromonas พบ

ในร้านค้า A, B, C และ E ได้แก่ A. caviae, A. 

dhakensis, A. hydrophila และ A. veronii ทั้ง

สี่สายพันธุ์เป็นสาเหตุสำ�คัญของการเกิดโรคท้องร่วง 

(diarrhea) และการติดเช้ือในระบบทางเดินอาหาร 

โดยมีกลไกเก่ียวข้องกับการสร้างสารในกลุ่ม cyto-

toxic enterotoxin ของเชื้อแบคทีเรียเมื่อเข้าสู่ระบบ

ทางเดินอาหารของมนุษย์(17, 18) แบคทีเรียสายพันธุ์ 

Shewanella ที่ตรวจพบได้ในร้านค้า A, B และ C 

ได้แก่ S. algae พบว่ากลไกการก่อโรคในมนุษย์

เก่ียวข้องกับการสร้าง cytotoxic enterotoxin  

ท่ีสัมพันธ์กับภาวะเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) 

โดยพยาธิสภาพท่ีเกิดข้ึนคล้ายกับที่มีการศึกษาใน  

S. putrefaciens(19) ในส่วนของ S. baltica และ 

S. carassii ท้ังสองสปชีีส์นีย้งัไม่ไดม้รีายงานการเกดิ

โรคในมนุษย์ที่เป็นปัญหาในระดับสาธารณสุข สำ�หรับ

แบคทีเรียในกลุ่ม Kluyvera, Providencia และ 

Klebsiella พบในสัดส่วนท่ีน้อยกว่าสายพันธุ์  

Vibrio, Aeromonas และ Shewanella (Table 1) 

แบคทีเรีย K. georgiana, P. rettgeri และ  

Klebsiella sp. (การศึกษานี้พบสายพันธุ์ย่อย 

STW0522-44) แบคทีเรียเหล่านี้พบได้ตาม 

สิ่งแวดล้อม น้ำ�ท้ิงจากโรงพยาบาล และในสัตว์บาง

ชนิด ส่วนในมนุษย์เชื้อเหล่านี้จัดเป็นเช้ือประจำ�ถ่ิน 

ท่ีพบได้ในระบบทางเดนิอาหาร ระบบหายใจและระบบ

ปัสสาวะ แต่สามารถพบการติดเชื้อ Kluyvella ใน 

ผู้ป่วยทั้งเด็กและผู้ใหญ่ในโรงพยาบาลโดยเฉพาะเชื้อ 

K. ascorbate ซึ่งส่วนใหญ่เป็นการติดเชื้อในระบบ

ปสัสาวะ(20) การตดิเช้ือในกระแสเลอืดในทารกโดยเช้ือ 

Table 2 	 Calculation results for the distance values among isolated bacterial colonies (Vibrio, 
Aeromonas, Shewanella, Kluyvera, Providencia, Klebsiella). 

Genus Aeromonas Shewanella Kluyvera Providencia Klebsiella

Vibrio 0.337 0.081 0.092 0.107 0.090

Aeromonas 0.322 0.353 0.368 0.351

Shewanella 0.097 0.112 0.095

Kluyvera 0.087 0.032

Providencia 0.085
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P. rettgeri(21) และการติดเช้ือ Klebsiella  

pneumoniae จากการรับประทานแฮมเบอร์เกอร์

ทำ�ให้เกิดภาวะกระเพาะและลำ�ไส้อักเสบเฉียบพลัน

และอวยัวะตา่งๆ ในรา่งกายลม้เหลว(22) การตรวจพบ

แบคทเีรยีเหล่านีอ้าจเกิดจากการปนเปือ้นของโรงงาน

ท่ีมีการแปรรูปอาหารทะเลสด รวมท้ังร้านค้ารายย่อย

ท่ีซื้ออาหารทะเล โดยมีข้ันตอนขนส่งวัตถุดิบและ 

จัดเก็บที่ไม่ได้มาตรฐาน

การศึกษาความสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่ 

คดัแยก และระบสุายพนัธุค์รัง้นี ้แสดงใหเ้ห็นถึงความ

หลากหลายของสายพันธ์ุแบคทีเรียที่ปนเปื้อนใน

วัตถุดบิอาหารทะเล ข้อมลูท่ีไดจ้ากการศกึษานี ้จะเปน็

ประโยชน์ในการตรวจวินิจฉัย และกำ�หนดแนวทาง

รกัษาผูป้ว่ยท่ีมอีาการของโรคอาหารเปน็พษิ ท่ีเปน็ผล

จากแบคทีเรียหลากหลายสายพันธ์ุที่ปนเปื้อนมาใน

รายการอาหารทะเล แตส่ิง่สำ�คญัคอืการใชแ้นวทางการ

ป้องกันโรคเหล่านี้ เช่น การบริโภคอาหารท่ีปรุงสุก 

เลอืกรา้นอาหารทีม่มีาตรฐานในเรือ่งความสะอาดและ

ถูกสุขอนามัย รวมท้ังผู้บริ โภคเองก็ควรต้องปรับ

เปลี่ยนพฤติกรรม โดยรับประทานอาหารท่ีผ่านการ

ปรุงสุก ส่ิงเหล่านี้ ก็จะนำ�ไปสู่การลดปัญหาทาง

สาธารณสุข โดยเฉพาะโรคอาหารเป็นพิษที่มีสาเหตุ 

มาจากการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในอาหารทะเล 
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