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งานวิจยันี้ไดทาํการคัดแยกและจัดจําแนกแบคทีเรียในจนีัสวิบริโอและวิบริโอเฟจ จาก
ตัวอยางน้าํทะเลและอาหารทะเลดิบในประเทศไทย ทั้งหมด 102 ตัวอยาง  พบวาสามารถคัดแยก
แบคทีเรียไดทัง้หมด 80 ไอโซเลท  เมื่อตรวจสอบลักษณะเบื้องตนของแบคทีเรียดงักลาว พบวามี
รูปรางเปนทอนโคง  ติดสีแกรมลบ และสรางเอนไซมออกซิเดสได จงึจัดอยูในจนีัสวิบริโอ และเมือ่
ทดสอบสมบัติทางชีวเคมีอ่ืน พบวาเปน  Vibrio parahaemolyticus  28  ไอโซเลท V. vulnificus  
48   ไอโซเลท  V. alginolyticus   3  ไอโซเลท   และ  V. damsela   1   ไอโซเลท        จากนั้นนํา 
V. parahaemolyticus ที่คัดแยกไดมาเปนโฮสทสําหรับแยกวิบริโอเฟจ โดยใชเทคนิคการทาํอาหาร
วุนสองชั้น (double agar layer method) และตรวจสอบพลาค (plaque) สามารถแยกวิบริโอเฟจ
ได 9 ตัว ไดแก เฟจ Vp2, Vp4, Vp6, Vp7, Vp8, Vp9, Vp10, Vp15 และ Vp28 ซึ่งวิบริโอเฟจ    
แตละตัวมีขนาดเสนผาศูนยกลางของพลาคแตกตางกนัตั้งแต 0.5-2 มิลลิเมตร พบทั้งพลาคใสและ 
พลาคขุน เมื่อนําไปศึกษารูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน  พบวาวิบริโอเฟจ
ทั้งหมดมีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม มีเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยอยูในชวง 53.33-93.33 นาโนเมตร     
มีสวนหางที่มคีวามยาวเฉลีย่อยูในชวง 66.67-233.33 นาโนเมตร สามารถจดัอยูใน Family 
Myoviridae และ Family Siphoviridae เมื่อนําเฟจทั้ง 9 ตัวไปศึกษาโฮสท-เรนจหรือความสัมพันธ
ในการติดเชื้อกับ V. parahaemolyticus ทั้ง 28 ไอโซเลทนอกเหนือจากโฮสทที่ใชแยกเฟจ พบวา
เฟจทัง้ 9 ตัว สามารถทาํใหเกิดการติดเชื้อกับ V. parahaemolyticus สายพนัธุอ่ืนได เมื่อนาํมา
ทดสอบกับแบคทีเรียตางสปชีส คือ V. vulnificus  15  ไอโซเลท V. alginolyticus  2 ไอโซเลท และ 
V. damsela 1 ไอโซเลท พบวามโีฮสท-เรนจตางกนั อยางไรก็ตามวิบริโอเฟจทัง้ 9 ตัว ไมสามารถ
ทําใหเกิดการติดเชื้อแบคทีเรียจีนัสอ่ืนทีน่าํมาทดสอบได และเมื่อสกดัดีเอ็นเอของเฟจ Vp2, Vp4, 
Vp6, Vp10, Vp15 และ Vp28  แลวนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด คือ EcoRI, PstI, 
HindIII, NdeI และ BglII พบวาวิบริโอเฟจแตละตัวมรูีปแบบของดีเอ็นเอหลงัจากตัดดวยเอนไซม
ทั้ง 5 ชนิดแตกตางกัน จึงยนืยนัไดวาเปนวิบริโอเฟจตางชนิดกนั 
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 Vibrio spp. and vibriophages from sea water and raw seafood in Thailand were 
isolated.   From a total of 102 samples, 80 isolates of suspected-bacteria were obtained.  
All of them were gram-negative, curve-rod shaped and oxidase positive.  Thus, they are 
most likely belonged to the genus Vibrio. Twenty-eight isolates were identified as              
V. parahaemolyticus, 48 isolates as V. vulnificus, 3 isolates as V. alginolyticus and 1 
isolate as V. damsela.  The twenty-eight isolates of V. parahaemolyticus were employed 
as hosts for isolation of phages using double agar layer method.  Isolated phages 
including Vp2, Vp4, Vp6, Vp7, Vp8, Vp9, Vp10, Vp15 and Vp28 produced clear and 
turbid plaques with entire edges varying from 0.5-2 mm in diameter. Electron 
micrographs indicated that all phage heads were of an icosahedral form, head size and 
length of tail varying from 53.33-93.33 nm and 66.67-233.33 nm, respectively.  On the 
basis of the morphology, the phages belong to the families Myoviridae and Siphoviridae.  
Host-range determination revealed that all 9 strains were capable of infecting the 28 
isolates of V. parahaemolyticus.  Further study on host-range among different species, 
15 isolates of V. vulnificus, 2 isolates of V. alginolyticus and 1 isolate of V. damsela, 
showed that all phages had different host-range patterns and unable to infect other 
genera used.  In addition, phage DNAs isolated from 6 strains, namely Vp2, Vp4, Vp6, 
Vp10, Vp15 and Vp28 were characterized by restriction analyses with the following 
enzymes, EcoRI, PstI, HindIII, NdeI and BglII. Results showed that the restriction 
fragment patterns generated were different.  Therefore, based on all data obtained from 
this study it is confirmed that all vibriophages were different. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

 ปริญญานิพนธนี้สําเร็จไดดวยดีเปนเพราะผูวิจัยไดรับความกรุณาอยางยิง่จาก  อาจารย  
ดร.อรอนงค พร้ิงศุลกะ ประธานกรรมการควบคุมปริญญานพินธ และ รองศาสตราจารยจริยา สิน-
เดิมสุข คณะกรรมการควบคุมปริญญานพินธ ผูซึ่งเสียสละเวลาอันมีคาเพื่อใหคําปรึกษาและ
คําแนะนําในการจัดทํางานวจิัย ทาํใหงานวิจยันี้สําเร็จลุลวงไดดวยด ี รวมทัง้รองศาสตราจารย
สมใจ ศิริโภค และ ผูชวยศาสตราจารยขจนีาฏ โพธิเวชกลุ ที่รวมเปนกรรมการในการสอบ ผูวิจยัขอ
กราบขอบพระคุณอยางสงูไว ณ ทีน่ี ้
 ผูวิจัยขอกราบขอบคุณอาจารยทุกทานที่ใหความรูแกผูวจิัยตลอดระยะเวลาการศึกษา ซึ่ง
ทําใหผูวิจยันาํความรูมาประยุกตใชในการจัดทํางานวิจยัครั้งนี ้ และยังสามารถนาํไปใชประโยชน 
เพื่อเปนสวนหนึ่งของการพฒันาประเทศ ตามเจตนารมณของการศึกษาตามหลักสูตรชีววทิยา
ตอไป 

งานวิจยันี้ไดรับทุนสนับสนนุจากเงนิรายไดคณะวิทยาศาสตรประจําป 2548 ผูวิจัยขอขอบ  
คุณมา ณ ทีน่ี ้ทายที่สุดขอนอมรําลึกถงึคุณบิดามารดาและขอบคุณพี่ๆ นองๆ ที่ใหกําลงัใจ ใหการ
สนับสนนุในดานการศึกษาแกผูวิจัยดวยดีตลอดมา และขอขอบคุณผูมีพระคุณทานอื่นๆ ทีม่ิได
กลาวนามในที่นีท้ี่ใหความชวยเหลือในทกุๆ ดาน จนปริญญานิพนธฉบับนี้สําเร็จเรียบรอยดวยด ี 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ภูมิหลัง 

แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) หรือ เฟจ (phage) เปน bacterial  virus  หมายถงึ 
กลุมของไวรัสที่ทาํใหเกิดการติดเชื้อในแบคทีเรีย   คนพบเปนครั้งแรกโดย  Twort  ในป 1915  และ 
d, Herelle ในป 1917 โดย d, Herelle ไดใหความหมายของแบคเทอริโอเฟจวา ตัวกินแบคทีเรีย 
(Adams. 1958: 2) เฟจโดยทั่วไปมหีลายชนิด แตละชนิดอาจมีความจาํเพาะกบัแบคทีเรียสปชีส
(species) เดียวหรือจําเพาะกับแบคทีเรียสองถึงสามสปชีสเทานัน้           นอกจากนีเ้ฟจจัดเปน
ออบลิเกตพาราไซต (obligate parasite) ของแบคทีเรีย ทําใหการเพิ่มจาํนวนของอนุภาคเฟจ
เกิดขึ้นเฉพาะเมื่ออยูภายในเซลลของแบคทีเรีย โดยเฟจจะเขาไปเกาะติดกับผนงัเซลลและปลอย
สารพันธุกรรมเขาไปในเซลลของแบคทีเรีย หลงัจากนัน้ก็เขาสูวงชีวติของเฟจ เพื่อเพิ่มจํานวน
อนุภาคเฟจตอไป (Mckane; & Kandel.  1996: 306) 

 ปจจุบันเฟจสามารถนําไปใชประโยชนในดานตางๆ เชน ทางดานพันธวุิศวกรรมศาสตร
และทางดานการแพทย ทางดานพนัธวุิศวกรรมศาสตรไดใชเฟจเปนเวคเตอร (vector) เปนตวันาํ
ชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการทําโคลนนิง่ (cloning) ใหแทรกเขาไปในโครโมโซมของแบคทีเรียได (สุรินทร  
ปยะโชคณากลุ.  2536: 102)  สวนทางดานการแพทยสามารถชวยในการวินิจฉัยเชื้อกอโรคโดยใช
เทคนิคที่เรียกวา phage typing มาจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียที่อยูในจนีัส (genus) หรือสปชสี  
เดียวกนัออกเปนกลุม ตามความไวตอการติดเชื้อเฟจ จากสิง่แวดลอมหรือจากสิ่งสงตรวจของ
ผูปวย นอกจากนีเ้ฟจยังถูกนํามาใชในการรักษาการติดเชื้ออันเนื่องมาจากแบคทีเรีย ทดแทนการ
ใชยาปฏิชีวนะ (Barrow; & Soothill.  1997: 268;  Smith; Huggins; & Shaw.  1987: 1111) 
ตัวอยางเชน ในป 2005 มีการใชเฟจรักษาการติดเชื้อ Escherichia coli  ในไก โดยเปรียบเทยีบกบั
การใชยาปฏิชวีนะ พบวาเมื่อใชเฟจรักษาจะมีประสิทธภิาพดีกวา (Xie; et al.  2005: 162)    
นอกจากนีย้ังมีการนาํเฟจมาใชในการลดจํานวนเชื้อ Salmonella enteritica serovar Enteritidis  
และเชื้อ Campylobacter jejuni ทีป่นเปอนในเนือ้ไก เพื่อพฒันาใหเปนประโยชนทางดาน
อุตสาหกรรมอาหารตอไป (Good; Allen; & Barrow.  2003: 5033)  

วิบริโอเฟจ (vibriophages) คือ เฟจที่สามารถทาํใหเกิดการติดเชื้อกับจีนัสวิบริโอ (genus 
Vibrio) ซึ่งจัดอยูใน Family Vibrionaceae เปนจนีัสที่มีความสําคญัอยางมาก เนื่องจากมกัพบ
ปนเปอนมากบัส่ิงแวดลอมในทะเลรวมทั้งอาหารทะเล      และกอใหเกิดโรคเกี่ยวกบัระบบทางเดิน
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อาหารในคนและสัตว จีนัสวิบริโอที่มีความสําคัญมากทางดานการแพทยมี 4 สปชีส คือ              
Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus และ V. alginolyticus (Elliot; et al.  
1995: 9.01-9.02) ที่กอโรคไดบอยในประเทศไทยม ี 2 สปชีส คือ V. parahaemolyticus และ     
V. cholerae โดย V. parahaemolyticus ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ และ V. cholerae ทําใหเกดิ
โรคอหิวาตกโรค ซึ่งในชวง 10-20 ปที่ผานมาพบการระบาดอันเนื่องมาจาก V. parahaemolyticus 
มากขึ้นโดยสาเหตุสวนใหญเกิดจากการบรโิภคอาหารทะเลดิบหรือปรุงไมสุก มีรายงานการระบาด
ของโรคทองรวงในหลายๆ ประเทศ เชน อินโดนีเซีย (Lesmana; et al.  2001: 71) ไตหวนัระหวาง
ป 1996-1999 (Chiou, Chien-Shun; et al.  2000: 4621) และสหรัฐอเมริการะหวางป 1973-
1998 โดยพบการระบาดถงึ 40 คร้ัง (Daniels; et al.  2000: 1661) ซึ่งการตรวจวนิิจฉัยโรค
ดังกลาวดวยวธิี conventional microbiological methods ยังคงใชเวลานานและสิ้นเปลอืง 
(Karunasagar; et al.  2002: 34-36)  ดังนัน้การนําสมบัติของเฟจทีม่ีความจาํเพาะและทําใหเกดิ
การติดเชื้อกับแบคทีเรียสปชสีเดียว  มาใชจําแนกความแตกตางของเชื้อมีขอดี คือ ใชระยะเวลาสั้น
กวาและประหยัดคาใชจายในการวิเคราะห เนื่องจากไมไดใชอุปกรณที่มีราคาแพง ตัวอยางของ
การนาํเฟจที่จาํเพาะกับจีนัสวิบริโอมาใช ไดแก การวนิิจฉัยเชื้อ V. cholerae 01 biotype El Tor 
(Basu; & Mukerjee.  1968: 299-300; Chattopadhyay; et al.  1993: 1580) นอกจากนี้ในป 
1992 มีการนาํเฟจที่จาํเพาะตอเชื้อ V. cholerae 0139 มาใชในการวินิจฉัยไดถกูตองมากขึน้ ซึ่ง
เดิมคาดวามีสาเหตุมาจาก V. cholerae 01 (Chakrabarti;  et al.  2000: 44)   
 จากประโยชนและสมบัติของเฟจดงักลาว งานวจิัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษาวบิริโอเฟจ 
โดยเฉพาะเฟจของ V. parahaemolyticus ที่แยกจากตัวอยางน้าํทะเลและอาหารทะเลดิบใน
ประเทศไทย จากนัน้ศึกษาสมบัติของวิบริโอเฟจที่แยกไดเชน สมบัติทางชีววิทยา ไดแก โฮสท-เรนจ 
(host-range) สมบัติของจีโนม (genome) และความแตกตางของรูปแบบดีเอ็นเอหลังจากตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) รวมทั้งรูปรางของวิบริโอเฟจภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองผาน ซึ่งสมบัติดังกลาวของวิบริโอเฟจที่แยกไดนี ้  นํามาประยกุตใชในการจดั
จําแนกเชื้อ V. parahaemolyticus และใชติดตามเชื้อดังกลาวในแหลงที่มกีารระบาด เพื่อชวยใน
การวนิิจฉัยโรคไดอยางถูกตองตอไป (Faruque; et al.  2003: 7028;  Madico; et al.  1996: 
2968)  
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ความมุงหมายของการศึกษาวิจัย 
 1. เพื่อแยกวิบริโอเฟจจากตวัอยางน้าํทะเลและอาหารทะเลดิบในประเทศไทย 
 2. เพื่อศึกษาสมบัติของวิบริโอเฟจที่แยกได 
 3. เพื่อศึกษารูปรางของวิบริโอเฟจภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
   
ความสําคัญของการศึกษาวิจัย 
 วิบริโอเฟจที่แยกได สามารถนําไปใชประโยชนในการจัดจําแนกเชื้อวบิริโอ ซึ่งเปนสาเหตุ
ของโรคอาหารเปนพิษ นอกจากนี้การศึกษาสมบัติของวิบริโอเฟจจะเปนองคความรู ในการควบคุม
และปองกนัการระบาดของเชื้อวิบริโอไดตอไปในอนาคต 

 
ขอบเขตการศึกษาวิจัย 
 1. แยกเชื้อวิบริโอจากตัวอยางน้ําทะเลและอาหารทะเลดิบ 

2. จัดจําแนกเชื้อวิบริโอ 
 3. แยกวิบริโอเฟจโดยใช V. parahaemolyticus ที่แยกไดเปนโฮสท 
 4. ศึกษารูปรางของวิบริโอเฟจที่แยกไดภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
 5. ศึกษาสมบติัในการติดเชือ้กับ V. parahaemolyticus สายพนัธุอ่ืนและจีนัสอ่ืนๆ 
 6.สกัดดีเอ็นเอของวิบริโอเฟจและนํามาตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
       
 
 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
1. ประวัติการคนพบ 
       แบคเทอริโอเฟจ  เปนไวรัสที่ทาํใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรีย  คนพบครั้งแรกโดย Twort  
นักวทิยาศาสตรชาวอังกฤษ ในป 1915 โดยรายงานสาเหตุการติดเชื้อใน Staphylococcus 
เนื่องจากลกัษณะโคโลนทีี่ทาํการเพาะเลี้ยงเปลี่ยนแปลงไปและแพรไปยังโคโลนีอ่ืน นอกจากนัน้ตวั
ที่ทาํใหเกิดการติดเชื้อนี้สามารถผานเครื่องกรองได      Twort จึงไดต้ังสมมุติฐานอยางหลากหลาย
และอธิบายลกัษณะทีเ่กิดขึน้นีว้าสิง่ที่สามารถผานเครือ่งกรองได คลายไวรัสทีท่ําใหเกิดโรคในสตัว 
(animal viruses) และพืช (plant viruses)  อยางไรก็ตามรายงานดังกลาวถูกมองขามจาก
นักวทิยาศาสตร  ไมมีการศกึษาคนควาตอ   จนกระทัง่ในป 1917 d, Herelle นักวทิยาศาสตรชาว
แคนาดา ซึ่งทาํงานอยูใน Pasteur Institute ไดทดลองกับเชื้อ Shigella dysenteriae ที่เปนสาเหตุ
โรคบิด และพบวาไดเกิดเหตุการณคลายกับ Twort  โดยเขาไดแยกเชื้อ S. dysenteriae จาก
อุจจาระและนาํอุจจาระไปกรอง นําสวนของเหลวที่ไดผสมกับอาหารที่มีเชื้อ S. dysenteriae ชวง
กําลังเจริญ บมไวขามคืน พบวาอาหารเหลวมีลักษณะใสไมมีการเจรญิของเชื้อ จึงสรุปวาสิ่งที่ผาน
เครื่องกรองได คือ ไวรัสของแบคทีเรีย และใหความหมายของแบคเทอริโอเฟจวา ตัวกินแบคทีเรีย 
(Adams.  1958: 1-3) 
        ภายหลงัจากการคนพบของ d, Herelle ทําใหนกัวทิยาศาสตรในสมัยนัน้พยายามศึกษา
เกี่ยวกับวิบริโอเฟจ โดยทาํการแยกวิบริโอเฟจที่อยูบริเวณชายฝงทะเล โดยใชแบคทีเรียที่อยูใน
ลําไสเปนโฮสท (Goyal; Gerbra; & Bitton.  1987: 137) แตไมสามารถแยกเฟจจากตัวอยางได  
เนื่องจากขาดความจาํเพาะระหวางแบคทเีรียที่ใชเปนโฮสทกับเฟจ (Zobell.  1946: 82)    ตอมา
ในป 1954 ไดมีการแยกเฟจที่อยูในน้าํทะเล โดยใชอาหารที่มีเกลือ 3 เปอรเซ็นต พบวาความ
เขมขนของเกลือดังกลาวเหมาะสมสาํหรบัการเจริญของโฮสท (Smith; & Krueger.  1954: 161-
168)  หลังจากนัน้ในป 1955 มีรายงานถงึการแยกเฟจที่จําเพาะกับแบคทีเรียเรืองแสงจากน้าํทะเล 
พบวาอาหารที่มีเกลือ 0.5 เปอรเซ็นต เฟจจะไมสามารถทําใหเซลลของแบคทีเรียแตกสลาย แตถา
มีเกลือ 2-3 เปอรเซ็นต เฟจสามารถทําใหเซลลของแบคทีเรียแตกสลายได (Spencer.  1955: 690) 
ตอมาการศึกษาเกีย่วกับเฟจที่อยูในน้าํทะเลมีการพัฒนามากขึน้เปนลําดับ  จนกระทัง่ในป 1993 
มีการนาํสมบติัของเฟจทีม่ีความจาํเพาะกบัแบคทีเรียมาใชกับ V. cholerae 01 biotype El Tor ซึ่ง
ทําใหการวินิจฉัยรวดเร็วแมนยํายิ่งขึน้ (Chattopadhyay; et al.  1993: 1580) ตอมาในป 2000 
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นักวทิยาศาสตรจึงไดอาศัยลักษณะทีม่ีความจาํเพาะนีเ้ปนวธิีในการแยกและจําแนกความแตกตาง
ของเชื้อ V. cholerae 0139 (Chakrabarti; et al.   2000: 45)   
 
2. สมบัติทั่วไปของแบคเทอริโอเฟจ 
        แบคเทอริโอเฟจมีสมบัติทั่วไป (Voyles.  2002: 83) ดังนี้คือ   
        2.1 สามารถดํารงชีวิตแบบอิสระได แตการเพิ่มจาํนวนอนุภาคเฟจเกดิขึ้นไดเฉพาะเมื่ออยู
ภายในเซลลของแบคทีเรียทีติ่ดเชื้อเฟจหรอืภายในโฮสทเทานัน้ โดยอาศัยเมแทบอลิสึมของโฮสท
ในการผลิตเฟจรุนใหมออกมา 
        2.2 ไมจัดเปนเซลลเพราะไมมีเยื่อหุมเซลล (cell membrane) หรือโครงสรางอืน่ๆ ของ
เซลล 
        2.3 องคประกอบหลักของเฟจมีเพียงกรดนิวคลีอิกซึง่ประกอบดวยดีเอน็เอ (DNA) หรือ
อารเอ็นเอ (RNA) ชนิดใดชนิดหนึ่ง และสวนของแคพซิด (capsid) ซึ่งเปนโปรตีนหอหุม (protein 
coat) เพื่อปองกนักรดนวิคลีอิกที่อยูภายใน 
        2.4 กรดนวิคลีอิกที่บรรจุอยูภายในสวนใหญเปนแบบดเีอ็นเอสายคู (double-stranded 
DNA) อาจพบชนิดอื่นๆ เชน ดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single-stranded DNA) อารเอ็นเอสายคู 
(double-stranded RNA) หรือ อารเอน็เอสายเดี่ยว (single-stranded RNA)     
        2.5  ขนาดของกรดนวิคลีอิกแตกตางกนัตามชนิดของเฟจ  
 
3. การจัดจําแนกเฟจ 
  การจัดจําแนกอาศัยลักษณะรูปรางของเฟจจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน และชนดิของ
กรดนิวคลีอิก โดยแบงออกเปน 6 กลุม ตามวิธีของ Bradley ซึ่งเปนพืน้ฐานของการจัดหมวดหมู
ของเฟจในปจจุบัน (Bradley.  1967: 230-234) ดังนี ้คือ 
        3.1 กลุม A สวนหัวมีลักษณะรูปรางเปนรูปหกเหลี่ยม (hexagonal)  มีสวนหาง (tail) ที่มี
ชีททีย่ืดหดไดหอหุม (contractile sheath) และเปนแทงตรง สวนใหญพบระยางค (appendage) 
เชน ใยหาง (tail fiber) เปนโครงสรางสวนปลายสุด มกีรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู อาจมกีาร
แบงเปนกลุมยอยตอไปอีกตามลักษณะรปูราง 
       3.2 กลุม B สวนหัวมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยม  มีสวนหางที่ไมมชีีทหอหุม แตมีความยาว
มากกวาเสนผาศูนยกลางของสวนหวัมาก อาจมหีรือไมมีระยางคซึ่งเปนโครงสรางสวนปลาย
อนุภาคก็ได  มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอน็เอสายคู 
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       3.3 กลุม C สวนหวัมีลักษณะเปนรูปหกเหลีย่ม  มสีวนหางทีม่ีความยาวสั้นกวาขนาด
เสนผาศนูยกลางของสวนหวัมากและไมมชีีทหอหุม จงึไมสามารถหดตัวได    อาจมีหรือไมมี
ระยางค มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู 
       3.4 กลุม D สวนหวัมีลักษณะเปนรูปหกเหลีย่มซึ่งมปุีม (knob) หรือแคพโซเมอรขนาด
ใหญอยูบนมมุของแคพซิด ไมมีสวนหาง  มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอน็เอสายเดี่ยว 
      3.5 กลุม E สวนหัวมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยมที่ประกอบดวยแคพโซเมอรขนาดเล็ก มีกรด
นิวคลีอิกเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยว 
        3.6  กลุม F ลักษณะรูปรางไมเหมือนกลุมอ่ืนๆ เพราะเปนสายยาวมีความยืดหยุน   มีกรด
นิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว   
    นอกจากนี้พบเฟจกลุม G ซึ่งมีรูปรางไมแนนอน ม ี envelope ที่มีไขมันเปนสวนประกอบ 
(Ackermann; et al.  1984: 61) แตไมพบสวนของแคพซิด มกีรดนวิคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู เชน 
เฟจ MV-L2 โดยทั่วไปเฟจทีพ่บมีรูปรางอยูในกลุม A,  B และ C ดังแสดงในภาพประกอบ 1 
 

 
 

ภาพประกอบ 1 การจัดจําแนกเฟจโดยอาศัยรูปรางและชนิดกรดนวิคลีอิก 
 

ที่มา: Goyal; et al.  (1987).  Phage Ecology.  p. 53. 
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  ในการจัดหมวดหมู (classification) ของไวรัสมีการอธิบายนอยกวาในแบคทีเรีย เพราะ
ขาดความรูเบือ้งตน เชน แหลงกําเนิด ววิัฒนาการ โดยทั่วไปแบงไวรัสแบงออกเปนกลุมใหญ 3  
กลุม คือ ไวรัสสัตว ไวรัสพืช และไวรัสแบคทีเรีย ซึ่งใชความแตกตางของโฮสทในการแบงกลุม  
อยางไรก็ตามไมสามารถจัดหมวดหมูและตั้งชื่อ (nomenclature) ใหเปนระบบเดียวกันได    
จนกระทั่งคณะกรรมการสากลวาดวยการจัดอนุกรมวธิานของไวรัส (international committee for 
taxonomy of viruses: ICTV) ไดพัฒนารูปแบบการจดัหมวดหมูและแบงไวรัสเปน 50 Families 
สําหรับชื่อ Family ใหลงทายดวยคําวา -viridae เชน Family Poxviridae  ชื่อ Subfamily ใหลง
ทายดวยคําวา -virinae เชน  Subfamily  Chorodopoxvirinae  และชื่อ Genus ใหลงทายดวยคํา
วา -virus เชน Genus  Orthopoxvirus (Harley; & Klein.  1993: 363)  การจัดอนุกรมวธิานของ
ไวรัสโดยอาศยัสมบัติตางๆ ดังแสดงในตาราง 1 
  
ตาราง 1 การจัดอนุกรมวธิานของไวรัสโดยอาศัยสมบัติตางๆ  
  

สมบัติตางๆ ของไวรัสทีน่ํามาจัดทาํอนุกรมวิธาน 
1. รูปรางและขนาด   ความสมมาตรของแคพซิด   การม ีspike    การมีหรือไมมี envelope 
2. สมบัติทางฟสิกสและเคมีฟสิกสของไวรัส 
     2.1 น้ําหนกัโมเลกุล   buoyant  density และ sedimentation coefficient 
     2.2 ความทนตอกรด  ความรอน  ไอออนที่มีประจุบวก สารละลาย ผงซกัฟอก และรังสี  
     2.3 ลักษณะของจีโนม ไดแก มีจีโนมเปนอารเอน็เอหรือดีเอ็นเอ        
           ความยาวของยีโนม  เปนสายเดี่ยวหรือสายคู  เปนเสนตรงหรอืเปนวงกลม   
           ถาเปนทอนมจีํานวนและความยาวเทาใด  
           มี polarity เปนบวกหรือลบ ลําดับนิวคลีโอไทด  G-C content  การม ีrepetitive  
           sequence elements  การมี isomerization และชนิดของ 5’-terminal cap  การมีหรือไมม ี 
           5’-terminal covalently-linked protein   การมหีรือไมมี 3’- terminal poly (A) tract 
     2.4 สมบัติของโปรตีนที่เปนองคประกอบ เชน 
           จํานวน ขนาด และหนาที่ของโปรตีนโครงสราง (structural protein) 
           จํานวน ขนาด และหนาที่ของโปรตีนที่ไมใชโปรตีนโครงสราง (non-structural protein) 
           การมีโปรตีนที่มหีนาที่พิเศษตางๆ เชน transcriptase, reverse transcriptase,  
           hemagglutinin, neuraminidase และ fusion  
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ตาราง 1 (ตอ) 
 

สมบัติตางๆ ของไวรัสทีน่ํามาจัดทาํอนุกรมวิธาน 
     2.4 สมบัติของโปรตีนที่เปนองคประกอบ (ตอ)      
           ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน  
           Epitope mapping 
           การมี glycosylation, phosphorylation และ myristylation 
     2.5 สมบัติของไขมัน ไดแก ปริมาณ ชนดิ และอื่นๆ 
     2.6 สมบัติของคารโบไฮเดรต ไดแก ปริมาณ ชนิด และอ่ืนๆ  
     2.7 การเรียงตัวของยีนในยีโนม (genome organization) และการเพิ่มจํานวน ไดแก 
           การจัดลําดับยีน  วธิีการเพิ่มจํานวน   จํานวนและตําแหนงของ open reading frame 
           การถอดรหัส (transcription) และการแปลรหัส (translation) 
           Post-translational processing 
           ตําแหนงภายในเซลลที่โปรตีนของไวรัสสะสมอยู 
           ตําแหนงภายในเซลลที่ไวรัสประกอบเปนอนุภาค 
           ตําแหนงและวิธีการที่ไวรัสเกิดเปนอนุภาคสมบูรณ และออกจากเซลล 
     2.8 สมบัติของแอนติเจน ไดแก สมบัติทาง serology 
     2.9 สมบัติทางชีววิทยา ไดแก 
           โฮสท-เรนจ ในธรรมชาติ       
           วธิีการติดตอในธรรมชาติ  การมพีาหะ  การกอโรค 
           สภาพภูมิศาสตรในแหลงที่พบไวรสั    
           ความชอบตอเนื้อเยือ่ (tissue tropism) และพยาธิวทิยา 
 

ที่มา:  พิไลพนัธ  พุธวัฒนะ.  (2540).  ไวรัสวิทยา.  หนา 2.2-2.3.  
 

 สําหรับการจัดจําแนก Family ของเฟจ เนนสมบัติ 3 ประการ คือ ชนิดของกรดนวิคลีอิก 
(nucleic acid type)  จํานวนสายของกรดนิวคลีอิก (nucleic acid strandedness) และการมี
หรือไมมี envelope โดยไดจัดจําแนกและตั้งชื่อ Family เฟจทีม่ีอยูมากกวา 2,000 ชนิด ตามทีม่ี
การคนพบในเวลานั้น (Lim.  1998: 390 )  ดังแสดงในภาพประกอบ 2   
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ภาพประกอบ 2 การจัดจําแนก Family ของเฟจตามวธิขีองคณะกรรมการสากลวาดวย 
 การจัดอนุกรมวิธานของไวรสั 

      
ที่มา: Van  Regenmortel; Fauquel; & Bishop.  (2000).  Virus Taxonomy.  pp. 53-120. 
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4. โครงสรางของเฟจ 
        โครงสรางของอนุภาคเฟจประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวนคือ โปรตีนหอหุมหรือแคพซิด
เปนโครงสรางภายนอก และกรดนิวคลีอิกซึ่งอยูภายในแคพซิด  
        4.1 แคพซิด 
       แคพซิด เปนโปรตีนโครงสรางของอนภุาคเฟจ ทําหนาทีห่อหุมกรดนิวคลีอิกไวภายใน
ชวยปองกันกรดนิวคลีอิกจากการถกูทาํลายดวยรังส ี  อุณหภูมิ  สารเคมี แคพซดิประกอบดวย
โปรตีนหนวยยอย เรียกวา แคพโซเมอร (capsomer) เมื่อแคพโซเมอรมาตอกันทําใหเกิดรูปราง
แบบตางๆ ดังนี้  (Mckane; & Kandel.  1996: 306-309;   Maloy; et al.  1994: 82) 
      4.1.1 รูปทรงหลายเหลีย่ม (polyhedral structure) เชน รูปทรงแบบไอโคซาฮีดรัล 
(icosahedral) โดยโครงสรางบริเวณสวนหวั มีมุมยอดทั้งหมด 12 มุม แตละมุมประกอบดวยแคพ-
โซเมอร 5 หนวย มารวมกนัเรียกวา เพนตอน (penton) นอกจากนีม้หีนาสามเหลีย่มดานเทา 20 
หนา เกิดจากแคพโซเมอร 6 หนวย เรียก เฮกซอน (hexon) มาเรียงตัวรอบเพนตอน ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 3 (A) 
      4.1.2 โครงสรางซับซอน (complex structure) จะมสีวนหางทีเ่กิดจากการเรียงตวั
ของแคพโซเมอรตอจากสวนหัวลงมา ในลักษณะที่เรียงตัวแบบขดเปนเกลยีวและสวนหางอาจ
ประกอบดวยชีทหอหุมแกนกลาง (core) แผนฐาน (base plate) และใยหาง ดังแสดงในภาพ 
ประกอบ 3 (B) 
           4.1.3 แบบสายยาว (filamentous structure) เกิดจากแคพโซเมอรมาเรียงตอกนัใน
ลักษณะแบบขดเปนเกลียว มีกรดนิวคลีอิกเปนแกนกลาง   ดังแสดงในภาพประกอบ 3 (C) 
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ภาพประกอบ 3 รูปรางพืน้ฐานของอนุภาคเฟจ  (A) รูปทรงหลายเหลีย่ม 
   (B) โครงสรางซับซอน  (C) แบบสายยาว 

 
ที่มา:  Maloy; Cronan; & Freifelder.  (1994).  Microbial Genetics.  p. 82. 

  
 4.2  กรดนวิคลีอิก  
           กรดนิวคลีอิกที่พบเปนองคประกอบของอนุภาคเฟจ อาจเปนดีเอน็เอหรืออารเอ็นเอ
แบบใดแบบหนึ่งเทานัน้  ซึง่อนุภาคของเฟจสวนมากมกีรดนิวคลีอิกชนิดดีเอ็นเอสายคู นอกจากนี้
อาจพบดีเอน็เอสายเดี่ยว อารเอ็นเอสายคู และอารเอ็นเอสายเดี่ยว โดยกรดนิวคลีอิกจะอัดตัวแนน
อยูภายในแคพซิด (Maloy; Cronan; & Freifelder.  1994: 82) ดังแสดงในภาพประกอบ 4 

(A) 
Icosahedral 

tailless 

(B) 
Icosahedral 

tailed 

(C) 
Filamentous 
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ภาพประกอบ 4 โครงสรางของอนุภาคเฟจ 
 

  ทีม่า:  Boyd.  (1995).  Basic Medical Microbiology.  p. 403. 
 

5. วงชีวิตของเฟจ 
 วงชวีิตของเฟจ แบงออกเปน 2 แบบ คือ 
 5.1 วงชวีิตแบบไลติค (Lytic cycle)   
   เฟจทีเ่พิ่มจํานวนโดยใชวงชวีิตนี้  เรียกวา ไวรูเรนตเฟจ โดยเฟจทําใหเกิดการเปลีย่น 
แปลงเมแทบอลิสึมของแบคทีเรียทีเ่กิดการติดเชื้อ ทาํใหเซลลของแบคทีเรียแตกสลายและตาย 
เพื่อปลอยเฟจรุนใหมออกมา (Boyd.  1995: 403;  Maloy;  Cronan; & Freifelder. 1994: 84-85)   
           ตัวอยาง เชน วงชวีิตของเฟจ T7 ของ E. coli  ประกอบดวยขั้นตอน ดังนี ้

     5.1.1 การเกาะติด (adsorption) เฟจจะอาศัยความจําเพาะระหวางตําแหนงเกาะตดิ 
(attachment site) ของเฟจ กับตําแหนงรีเซพเตอร (receptor site) บนเซลลของแบคทีเรีย ซึ่งอาจ
เปน ลิโพโพลแีซคคาไรด แคปซูล พิไล เเฟลกเจลลา โปรตีน คารโบไฮเดรต และเปปติโดไกลแคน 
เปนตน ตําแหนงเกาะติดของเฟจและตาํแหนงรีเซพเตอรบนเซลลของแบคทีเรียมีความจาํเพาะตอ
กันสงูมาก ถาแบคทีเรียเกิดการกลายพนัธุในบริเวณตําแหนงรีเซพเตอร จะทําใหแบคทีเรียชนิดนั้น  
เกิดการตานทานตอการติดเชื้อเฟจเดิมที่เคยทําใหเกิดการติดเชื้อได 
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     5.1.2 การสงกรดนิวคลีอิกของเฟจเขาสูเซลลของแบคทีเรีย (penetration) ข้ันตอนนี้
เฟจจะปลอยกรดนิวคลีอิกผานผนังเซลลจนเขาสูไซโตพลาสสึมของแบคทีเรีย สวนของแคพซิดและ
องคประกอบอื่นยังคงอยูภายนอกเซลลของแบคทีเรีย     
     5.1.3 การสังเคราะหกรดนวิคลีอิกและโครงสรางของเฟจ (biosynthesis) เมื่อกรด
นิวคลีอิกของเฟจเขาไปภายในเซลลของแบคทีเรีย จะหยุดการสังเคราะหดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ
ของแบคทีเรีย และเริ่มมีการสังเคราะหกรดนิวคลีอิกและโปรตีนของเฟจ เร่ิมต้ังแตข้ันตอนการ
จําลองดีเอน็เอของเฟจ หลังจากนัน้ดีเอน็เอของเฟจจะถูกถอดรหัสเปน mRNA ของเฟจ และ 
mRNA ของเฟจจะถกูแปลรหัสเปนโปรตนีของเฟจ โดย mRNA ที่สรางขึน้ในชวงแรก (early 
mRNA) จะถกูแปลรหัสเปนเอนไซมและโปรตีน ที่จําเปนสําหรับทาํใหเกิดการติดเชื้อในแบคทีเรีย  
สวน mRNA ที่สรางขึน้ชวงหลัง (late mRNA) จะถูกแปลรหัสเปนโปรตีนโครงสรางของเฟจ เชน 
แคพซิด หาง เปนตน หรือแปลรหัสเปนโปรตีนสําหรับใชในขัน้ตอนการแตกสลายของเซลล
แบคทีเรีย เพื่อปลดปลอยอนภุาคเฟจรุนใหมออกมา  
      5.1.4 การประกอบตัวของเฟจ (assembly) ข้ันตอนนี้โปรตีนที่เปนโครงสรางของ
อนุภาคเฟจ เกิดการประกอบตัวเขาดวยกนั  โดยสวนของกรดนวิคลีอิกจะถูกบรรจุเขาไปในแคพซิด
ที่สรางขึน้ จากนั้นสวนของแคพซิดจะเชื่อมตอกับชีทหอหุมและสวนหาง แลวประกอบกันเปน
อนุภาคเฟจทีส่มบูรณ 

     5.1.5 การแตกสลายของแบคทีเรีย (lysis) ข้ันตอนนีอ้นุภาคเฟจรุนใหมจะถกูปลด 
ปลอยออกมาหลังจากที่เซลลของแบคทีเรียเกิดการแตกสลายและตาย  เซลลของแบคทีเรียที่แตก
สลายนี ้ เกิดจากการยอยดวยเอนไซม ไดแก ไลโซไซม (lysozyme) และ โฮลิน (holin) ซึ่งหลั่งโดย
เฟจ เพื่อยอยผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย ดังแสดงในภาพประกอบ  5 
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ภาพประกอบ 5 วงชวีิตแบบไลติค  
 

ที่มา: Griffiths; et al.  (1999).  Genetic Analysis.  (Online). 
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     5.2 วงชวีิตแบบไลโสเจนคิ (Lysogenic cycle)  
  เฟจทีม่ีวงชีวิตทั้งแบบไลโสเจนิคและแบบไลติค เรียกวา เทมเพอเรตเฟจ (temperate 

phage) (Alcamo.  1996: 338;  Mckane; & Kandel.  1996: 317) ตัวอยาง เชน แลมดาเฟจ 
(lambda phage) ที่มีความจําเพาะกบั  E. coli  ซึ่งประกอบดวยขั้นตอนตางๆ ดังนี ้

     5.2.1 การเกาะติด   
     5.2.2 การสงกรดนิวคลีอิกของเฟจเขาสูเซลลของแบคทีเรีย โดยเฟจจะสงกรดนวิคลี- 

อิกของเฟจ ที่มีลักษณะเปนสายตรงผานผนังเซลลเขาสูไซโตพลาสสมึของแบคทีเรีย จากนัน้กรด
นิวคลีอิกที่เปนสายตรงจะเปลี่ยนเปนรูปวงแหวนแบบปด ซึ่งขัน้ตอนที ่ 1 และ 2 ของวงชีวิตแบบ
ไลโสเจนิคยังคงเหมือนกับวงชีวิตแบบไลติค  
      5.2.3 การสอดแทรกดีเอ็นเอของเฟจในโครโมโซมของโฮสท (integration) โดยอาศยั
เอนไซม integrase ซึ่งเปนเอนไซมทีเ่กี่ยวของกับการแทรกตัวของกรดนิวคลิอิกของเฟจ เขาไปใน
โครโมโซมของแบคทีเรีย  เรียกเฟจระยะนี้วา โปรเฟจ และเรียกแบคทีเรียทีม่ีโปรเฟจแทรกอยูวา     
ไลโสเจน ข้ันตอนนี้จะเร่ิมจากการจําลองดีเอ็นเอ  ถอดรหัส และแปลรหัส จนไดโปรตีนควบคุม 
(repressor protein) ซึ่งทําหนาที่ขัดขวางการทํางานของอารเอน็เอโพลีเมอเรส (RNA poly- 
merase) จึงไมสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอและโปรตีนทีเ่ปนองคประกอบตางๆ ของเฟจได เมื่อเฟจ
เขาไปแทรกตัวกับโครโมโซมของแบคทีเรียแลว เฟจจะมีการเพิ่มจํานวนไปพรอมกบัการเพิม่จํานวน
ของโครโมโซมแบคทีเรีย  
       5.2.4 การชักนําสูวงชวีิตแบบไลติค (induction) การชักนําเขาสูวงชีวติแบบไลติคอาจ
เกิดจากหลายสาเหต ุดังนี ้
     - ดีเอ็นเอของแบคทีเรียไดรับความเสยีหาย โปรเฟจจงึหลุดออกจากโครโมโซมของ
แบคทีเรีย เขาสูวงชวีิตแบบไลติค 

    - ปจจัยจากสิง่แวดลอมภายนอก เชน แสงอุลตราไวโอเลต (Voyles.  2002: 96) 
หรือสารเคมี เชน มโิตมัยซนิ ซี (mitomycin C)  (Lim.  1998: 411) 

    เมื่อแบคทีเรียตอบสนองตอส่ิงแวดลอมภายนอกเหลานีท้ําให repressor ถูกทําลาย 
เฟจจะเขาสูวงชีวิตแบบไลติค  ดังแสดงในภาพประกอบ 6 
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ภาพประกอบ 6 วงชวีิตแบบไลโสเจนิคของแลมดาเฟจ 
 

ที่มา:   Alberts; et al.  (2002).  Molecular Biology of the Cell.  (Online). 
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6. การตรวจสอบการติดเช้ือในโฮสท 
 การตรวจสอบการติดเชื้อในโฮสทใชเทคนิคที่เรียกวา การเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนสองชั้น 
(double agar layer method) โดยนาํเฟจและแบคทีเรียที่เปนโฮสททีม่ีความจาํเพาะกัน มาผสม
กันในอาหารวุนเหลว แลวเททับลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เปนวุนแขง็ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 16–24 ชั่วโมง พบวาโฮสทหรือแบคทีเรียที่ไมติดเชื้อ 
สามารถเจริญปกคลุมผิวหนาอาหารชั้นบนสุด เรียกวา ลอน (lawn) แตถาพบวามีบริเวณที่มี
ลักษณะใสขึ้นบนลอนของแบคทีเรีย เรียกลักษณะนี้วา พลาค (plaque) (Cappuccino; & 
Sherman.  2001: 231) ซึ่งเกิดจากแบคทเีรียเกิดการติดเชื้อเฟจและแตกสลาย เกิดการปลดปลอย
อนุภาคเฟจรุนใหมออกมา อนุภาคเฟจทีป่ลดปลอยออกมาสามารถเขาทําลายเซลลของแบคทีเรีย
บริเวณขางเคยีง จนเกิดเปนวงใสสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ซึง่ในบริเวณนี้ไมมีการเจริญของ
แบคทีเรีย ดังแสดงในภาพประกอบ 7 

ลักษณะของพลาค  มี 2 แบบ คือ 
 1.  พลาคใส (clear plaque) พลาคที่ปรากฎจะมีลักษณะใส   เนื่องจากเฟจเพิ่มจํานวน
ดวยวงชีวิตแบบไลติค  เฟจจะทาํใหเซลลของแบคทีเรียแตกสลายและตายจงึเหน็เปนวงใส เฟจที่
ทําใหเกิดพลาคในลักษณะนี ้เรียกวา ไวรูเรนทเฟจ 
  2. พลาคขุน (turbid plaque) พลาคที่ปรากฎจะมลัีกษณะขุน เฟจทีท่ําใหเกิดพลาคมี
ลักษณะขุน เรียกวา เทมเพอเรตเฟจ  โดยเริ่มแรกเฟจจะมีการเพิ่มจํานวนอนภุาคดวยวงชีวติ
แบบไลติค จนถงึระยะหนึง่เฟจบางสวนจะเพิ่มจาํนวนดวยวงชีวิตแบบไลโสเจนิค ซึ่งแบคทีเรียที่
เกิดการติดเชือ้โดยเฟจชนิดนี้ จะไมเกิดการแตกสลายของเซลล  จงึพบแบคทีเรียเจริญอยูในพลาค
ทําใหเหน็พลาคมีลักษณะขุน 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 ลักษณะของพลาคที่เจริญบนลอนของแบคทีเรีย 

 ลอนของแบคทีเรีย 

        พลาค 
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7. การศึกษาโฮสท-เรนจของเฟจ 
 เฟจบางชนิดมคีวามจาํเพาะสูง สามารถทาํใหเกิดการตดิเชื้อกับแบคทีเรียสปชีสเดยีวหรือ
เพียง 2-3 สปชีส เรียกวา เฟจมีโฮสท-เรนจแคบ บางชนิดอาจทาํใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรีย
หลายสปชีส เรียกวา เฟจมีโฮสท-เรนจกวาง  ดังนั้นการศึกษาโฮสท-เรนจ คือ การศึกษาความ 
สัมพันธระหวางเฟจทีท่าํใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียสายพนัธุอ่ืน นอกเหนือจากแบคทีเรียที่ใช
แยกเฟจชนิดนั้น ปจจุบันนาํมาทดสอบความจาํเพาะกบัแบคทีเรียตางสปชีสหรือจนีัส (Matsuzaki; 
et al.  1992: 93-97) ตอมาไดมีการเรียกเฟจทีจ่ําเพาะตอแบคทีเรียสปชีสเดียววา  monovalent 
phage และเรียกเฟจที่มีความจําเพาะกับแบคทีเรียมากกวา 1 สปชสีวา polyvalent phage  
(Kalmanson; & Bronfenbrenner.  1942: 13) 

  รายงานการศึกษาโฮสท-เรนจ หรือการศกึษาความสัมพันธระหวางเฟจ ที่ทาํใหเกดิการติด
เชื้อกับแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนนอกเหนือจากแบคทีเรียที่ใชแยกเฟจชนิดนั้น มีรายงานวา เฟจ 0139  
5 ชนิด   ที่แยกไดโดยการใช  V. cholerae 0139 เปนโฮสท      เมื่อนําเฟจดังกลาวมาทดสอบกบั  
V. cholerae  01  biotype El Tor  strain  MAK 757,  V. cholerae 01 classical biotype  strain 
569  และ V. cholerae 154  พบวาเชื้อทีน่ํามาทดสอบทั้งหมดมีความตานทานตอเฟจ 0139 โดย
เซลลไมเกิดการแตกสลาย  เมื่อนําเฟจ 0139 นี้ไปทดสอบกับแบคทเีรียที่กอโรคในระบบทางเดิน
อาหารอื่น เชน Salmonella spp., Shigella spp. และ  E. coli  พบวาไมเกิดการติดเชื้อโดยเฟจ 
0139 เชนกนั (Chakrabarti; et al.  2000: 44-49)   
  
8. การศึกษารูปรางของเฟจ 
 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนเปนเครื่องมือสําหรับนํามาศกึษารูปรางและวัดขนาดเฟจ โดย
มักจะใชกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองผาน (transmission electron microscope, TEM) 
และยอมตัวอยางเฟจดวยวธิีเนกาทีฟสเตนนิง่ (negative staining) โดยใช uranyl acetate หรือ 
phosphotunstanic acid ทําใหเห็นรูปรางเฟจมีสีออนบนพืน้ผิว (background) ทีท่บึแสง  สําหรบั
การวัดขนาดอนุภาคเฟจจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน อยางไรก็ตามบางครั้งอาจ
เกิดความผิดพลาด อันเนื่องมาจากตวัอยางเฟจแหงมาก ทาํใหขนาดที่วัดไดเล็กกวาความเปนจริง 
หรืออาจมีขนาดใหญข้ึนจากเงาของโลหะทีพ่อกตัวหนาเกนิไป (Zachary.  1976: 415–422;  Kay; 
& Bradley.  1960: 553-563) 
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9. ลักษณะทั่วไปของจนีัสวิบริโอ 
 เชื้อในจีนัสวิบริโอ เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางโคงงอ ไมมีเอนโดสปอร เคลื่อนทีโ่ดยใช
แฟลกเจลลาทีข้ั่วเสนเดียวหรือบางชนิดมสีองเสนหรือมากกวาที่ข้ัวเดยีวกนั (วิลาวณัย เจริญจิระ
ตระกูล. 2539: 85) มักไมสรางแคปซูล อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตอยูระหวาง 18-
37 องศาเซลเซียส  พีเอชที่เหมาะสมอยูในชวง 6.0–9.0 สามารถยอยน้ําตาลกลูโคสและไมเกิดแกส  
ยกเวน V. fumissii ที่สามารถสรางแกส  สรางเอนไซมออกซิเดสได  บางชนิดเปน halophile โดย
ตองการเกลือสําหรับการเจริญความเขมขนตั้งแต 0.5-12 เปอรเซ็นต    แตโดยทัว่ไปตองการเกลือ  
3  เปอรเซ็นต ยกเวน V. cholerae และ V. mimicus สามารถเจริญในอาหารที่ไมมเีกลือ   พบใน
น้ําจืด น้าํเค็ม ทางเดินอาหารของคนและสัตว  การแยกเชื้อจีนัสนีจ้ะใชอาหาร selective media ที่
ชื่อ TCBS  (thiosulfate citrate bile salt sucrose agar)    โดยนาํตัวอยางมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร 
TCBS แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง    ลักษณะโคโลนีที่ปรากฏจะมีสี
เขียวและสีเหลือง   โคโลนีสีเขียวเกิดจากเชื้อไมสามารถยอยน้ําตาลซูโครส  โคโลนีสีเหลืองเกิด
จากเชื้อสามารถยอยน้าํตาลซูโครส ตัวอยางเชื้อที่ใหโคโลนีสีเขียว ไดแก V. parahaemolyticus,  
V. vulnificus, V. damsela, V. mimicus   สวนเชือ้ที่ใหโคโลนีสีเหลือง ไดแก  V. cholerae,      
V. hollisae, V. metschnikovii, V. furmissii, V. alginolyticus เปนตน  ยกเวน  V. harveyi อาจ 
ใหโคโลนทีี่มีลักษณะทัง้สีเขยีวและสีเหลือง (Elliot; et al.  1995: 9.10)  
 9.1 V. cholerae เปนสปชีสที่มีความสําคญัมากที่สุดในจีนัสวิบริโอ           กอใหเกิดโรค
อหิวาตกโรค อุจจาระออกมาคลายน้ําซาวขาว พบระบาดไดงายในประเทศที่ระบบสขุาภิบาลไมดี
จึงมีการปนเปอนมากับอาหารและน้ําดื่มที่ไมสะอาด   เซลลมีรูปรางเปนทอนโคงหรอืทอนตรง  ติด
สีแกรมลบ มแีฟลกเจลลาทีข้ั่ว 1 เสน (ดังแสดงในภาพประกอบ 8) ในการวิเคราะหเชื้อนัน้ เมื่อ
ไดรับส่ิงสงตรวจมาจะใชอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS กรณีที่มีเชื้อจาํนวนนอยอาจเพิม่จํานวนเชื้อโดย
เลี้ยงใน alkaline peptone water หรือ sodium gelatin phosphate broth เปนเวลา 6-8 ชั่วโมง 
แลวจึงใชอาหาร TCBS แยกเชื้อ   โดย V. cholerae  จะใหโคโลนีสีเหลือง ตรงกลางโคโลนทีึบแสง
และรอบๆ โปรงแสง เมื่อทดสอบทางชีวเคมีพบวาสามารถเจริญในอาหารที่ไมมีเกลือ ไมสามารถ
ยอยน้าํตาลอะราบิโนสและน้ําตาลเซลโลไบโอสได (Elliot; et al.  1995:  9.06)  
  ปจจุบัน V. cholerae  แบงออกเปน 3 subgroup ไดแก  V. cholerae 01,  
V. cholerae non-01 และ V. cholerae 0139  
   9.1.1 V. cholerae 01 เปนสาเหตทุําใหเกิดการระบาดของอหิวาตกโรค 7 คร้ัง ต้ังแต
ป 1816 จนกระทัง่ปจจุบัน ผูปวยที่ติดเชื้อสายพนัธุนี้จะมีอาการคลื่นไส อาเจยีน เบื่ออาหาร    
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ปวดกลามเนื้อ ผิวแหง สูญเสียน้าํมากถึง 1 ลิตรตอชั่วโมง อาจเกิดอาการช็อคและตายอยาง
เฉียบพลนั  
       9.1.2 V. cholerae non-01 ผลิตสารพิษ (toxin) ทําใหเกิดอาการคลายอหิวาตกโรค 
และทําใหเกิดการติดเชื้อในกระแสเลือด เชื้อสายพนัธุนี้สามารถแยกไดจากอาหารทะเลหรือจาก
ผูปวย ในบริเวณหู บาดแผล ทางเดินหายใจ และปสสาวะ  (Baron; et al.  2003: 707) 
              9.1.3 V. cholerae 0139 เปนสาเหตุทาํใหเกิดการระบาดของอหวิาตกโรค เร่ิมพบใน
ป 1992 ที่ประเทศอินเดีย มลัีกษณะที่แตกตางจาก V. cholerae 01 คือ สามารถสรางแคปซูลได  
 

 
 

ภาพประกอบ 8 รูปรางของ  V. cholerae  ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบ 
  สองกราด (scanning electron microscope, SEM) กําลังขยาย 12,000 เทา  

 
ที่มา:  Boyd.  (1995).  Basic Medical Microbiology.  p. 316 

 
   9.2 V. parahaemolyticus เปนสปชีสทีม่ีความสาํคัญทางดานอาหาร เพราะธรรมชาติ
ทั่วไปของเชื้อชนิดนี้อาศัยอยูในทะเล มักมีการปนเปอนมากับอาหารทะเล โดยเฉพาะหอยนางรม 
กุง ปู การเกิดการระบาดมีสาเหตุมาจากการรับประทานอาหารทะเลดิบ หรือมีการปนเปอน
ภายหลงั อาการจะเกิดภายหลังการรับประทานอาหารทีป่นเปอนเขาไปตั้งแต 2-48 ชั่วโมง โดยมี
อาการปวดทอง ทองรวง ถายเปนน้าํมีเลอืดปน คลื่นไส อาเจียน มไีขตํ่า บางครั้งกอใหเกิดโรค
โลหิตเปนพิษพรอมทัง้เกิดอาการช็อค ปจจุบันการติดเชื้อชนดินี้นับวันจะเพิ่มมากขึ้นในหลาย
ประเทศ พบการระบาดมากในชวงฤดูรอน (Baross; et al.  1978a: 492 )  แตในชวงที่อุณหภูมิตํ่า
กวา 13-15 องศาเซลเซยีส พบการระบาดนอยมากหรือไมพบเลย  
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 V. parahaemolyticus สามารถแยกเชือ้ไดคร้ังแรก จากการระบาดในประเทศญี่ปุนชวง
ตนทศวรรษ 1950 มีผูปวย  272 คน และเสียชีวิต 20 คน         ตอมาศูนยปองกนัและควบคุมโรค 
(center for disease control and prevention) เร่ิมไดรับการรายงานการระบาดในประเทศ
สหรัฐอเมริกาเมื่อวันที ่1 มกราคม 1973 ถงึวนัที ่31 ธนัวาคม 1998 (Daniels; et al.  2000: 1662)  
ปจจุบันยงัพบการระบาดในประเทศแถบทวีปเอเซีย (Wong.  2003: 79) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร 
TCBS มีสีเขียว นอกจากนี้ยงัสามารถเจริญในอาหารที่มีเกลือสูงสุด 10 เปอรเซ็นต และยอย
น้ําตาลอะราบโินสได ทาํใหแยกออกจากสปชีสอ่ืนๆ ไดงาย (Elliot;  et  al.  1995: 9.02 )  
 9.3 V. vulnificus การเกิดการระบาดมีสาเหตุมาจากการบริโภคอาหารทะเลดิบ ทาํใหเกิด
การติดเชื้อทางกระแสเลือด นอกจากนีอ้าจติดเชื้อที่บริเวณบาดแผล และอาจทําใหถึงตายได 
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร TCBS มีสีเขยีวคลายกับ V. parahaemolyticus แตสามารถแยกออก
จากกนัได เนือ่งจาก V. vulnificus สามารถเจริญในอาหารทีม่ีเกลือสูงสุด 6 เปอรเซ็นต ไมสามารถ
ยอยน้าํตาลอะราบิโนส  แตสามารถยอยน้ําตาลเซลโลไบโอสได (Elliot; et al.  1995: 9.02) 
 9.4 V. alginolyticus พบทั่วไปจากตัวอยางอาหารทะเลและพบการแพรกระจายทั่วโลก 
สามารถทําใหเกิดการติดเชือ้ที่บาดแผล จึงแยกเชื้อนี้ไดจากบริเวณเนื้อเยือ่ที่เกิดการติดเชื้อ     
นอกจากนี้ในบางครั้งสามารถแยกไดจาก หู และตา ลักษณะโคโลนีบนอาหาร TCBS มีสีเหลือง 
สามารถเจริญในอาหารทีม่ีเกลือสูงสุด 12 เปอรเซ็นต ไมสามารถยอยน้าํตาลอะราบิโนส และ
น้ําตาลเซลโลไบโอส  (Baron; et al.  2003: 710;  Boyd.  1995: 318)  การจําแนกสปชีสในจนีสั
วิบริโอสามารถจําแนกไดจากการทดสอบทางชีวเคม ีดังแสดงในตาราง 2  
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ตาราง 2 การทดสอบทางชวีเคมีของจนีัสวิบริโอ 
 

 V. cholerae V. mimicus V. algino- 
lyticus 

V. vulnificus V. parahae- 
molyticus 

V. damsela 

TCBS agar Y G Y G G G 
Oxidase + + + + + + 
Arginine 
dihydrolase 

- - - - - + 

Lysine 
decarboxylase 

+ + + + + V 

Growth at 420C + + + + + - 
Growth in : 
0%   NaCl 
3%   NaCl 
6%   NaCl 
8%   NaCl 
10% NaCl 

 
+ 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
+ 
- 
- 
- 

 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
- 
+ 
+ 
- 
- 
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+ 
+ 
+ 
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- 
+ 
V 
- 
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Acid from : 
D-Glucose 
Sucrose 
D-Cellobiose 
Lactose 
Arabinose 
D-Mannose 
D-Mannitol 
Salicin 
D-Sorbitol 

 
+ 
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- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
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- 
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+ 
- 
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- 
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+ 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
V 
+ 
- 

 
+ 
- 
V 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 

 
+ 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 

ONPG + + - + - - 
Voges-
Proskauer 

V - + - - + 

Indole  + + + + + - 
Citrate,Simmons + + - + - - 
Motility(360C) + + + + + V 
Gelatinase + + + + + - 

Abbreviations: TCBS, thiosulfate-citrate-bile salt-sucrose; Y= yellow; G = Green; V = variable 
 

ที่มา:  Baron;  et al.  (2003).  Manual of Clinical Microbiology.  p.709. 
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9. วิบริโอเฟจ 
 วิบริโอเฟจ หมายถงึ เฟจทีท่ําใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียในจนีัสวิบริโอ วิบริโอเฟจทีม่ี
การศึกษากนัมาก ไดแก เฟจทีม่ีความจาํเพาะกับ V. cholerae ซึ่งเปนสาเหตกุารระบาดของ
อหิวาตกโรค เพื่อนาํมาใชพฒันาการจาํแนกและจัดหมวดหมู V. cholerae สายพนัธุตางๆ ตาม
ความไวตอการติดเชื้อเฟจ ตัวอยางเฟจทีแ่ยกไดจากการใช V. cholerae เปนโฮสท ไดแก เฟจ 
0139 และ เฟจ K 139 (Nesper; et al.  1999: 2902-2913)    เฟจ CTX (Waldor; & Mekalanos.  
1996: 1910-1914)  เฟจ VPI (Boyd; Davis; & Hochhut.  2001: 137-143)  นอกจากนีม้ี
การศึกษาเฟจที่แยกไดจากการใช V. parahaemolyticus  เปนโฮสท ไดแก เฟจ VP  เฟจ 16T  เฟจ 
VP16C (Seguritan; et al.  2003: 6434-6477)  และ เฟจ VP3  (Koga; & Kawata.  1981: 737-
740)  
 แบคทีเรียจีนัสวิบริโอสามารถแยกไดจากผูปวย  ปลา  สัตวทะเล และส่ิงแวดลอมในทะเล
บริเวณชายฝง ดังนัน้จงึสามารถแยกเฟจไดจากแหลงเดยีวกนั    ตัวอยางเชน ในป 1978 Baross 
และคณะไดแยกวิบริโอเฟจ จากหอยนางรม ปู  กุง น้ําทะเล และตะกอนบริเวณชายฝงทะเล 
รายงานการแยกวิบริโอเฟจจากแหลงเหลานี ้พบเฟจสงูมากเมื่อแยกจากสัตวทะเลเชน หอยนางรม 
พบ 35  เปอรเซ็นต หอยสองฝา  24  เปอรเซ็นต ปู 33 เปอรเซ็นต  กุง  20  เปอรเซ็นต สวนน้ําทะเล
และตะกอนพบนอย โดยพบวาสามารถแยกไดจากน้ําทะเล 3 เปอรเซน็ต และตะกอน 7 เปอรเซ็นต
เทานัน้ (Baross; Liston; & Morita.  1978a: 492-499) 
 ปจจัยทีม่ีผลตอวิบริโอเฟจทีแ่ยกจากตวัอยางที่มาจากทะเล ไดแก ปริมาณเกลือในอาหาร
ที่ใชแยก ในป 1955 มีการแยกเฟจจากน้าํทะเลบริเวณทะเลเหนือ พบวาในอาหารที่มีเกลือ 0.5 
เปอรเซ็นต เฟจไมสามารถทําใหเซลลของโฮสทแตกสลาย แตถาเพิม่ความเขมขนเกลือเปน 2-3 
เปอรเซ็นต โฮสทจะเกิดการติดเชื้อและเซลลแตกสลายได (Spencer. 1955: 690) นอกจากปจจยั
ของเกลือแลว ในป 1970 มีการศึกษาปจจัยของ CaCl2, MgSO4, tryptone, cysteine และ 
phosphate  ที่มีผลตอเฟจ V-45 ที่แยกจากโฮสท  V. fetus  (Bryner; et al.  1970: 94-99) 
 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอเฟจของ V. parahaemolyticus    พบวาเฟจกลุม I   เมื่อใช
ความรอนถูกยับยั้งที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา  30 นาท ีแตเฟจในกลุม II,  III และ IV 
ทนไดมากกวาเฟจกลุม I โดยถูกยบัยั้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ี (Koga; 
Toyoshima; &  Kawata.  1982: 466-470)   สวนเฟจ V-45 ถูกยบัยัง้การทํางานทีอุ่ณหภูมิ 30-50 
องศาเซลเซยีส และถกูทาํลายที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี  (Bryner; et al.  
1970: 94-99;  Faruque; et al.  2005: 1701-1707) 
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 ประโยชนที่ไดจากการศึกษาวิบริโอเฟจที่เปนทีย่อมรับอยางกวางขวาง คือ เทคนิค phage 
typing ซึ่งเปนการอาศัยสมบัติความจาํเพาะของแบคทีเรียและเฟจ มาจําแนกสายพนัธุของ
แบคทีเรียที่อยูในจีนัสหรือสปชีสเดียวกนัตามความไวตอการติดเชื้อเฟจ (Basu; & Mukerjee.  
1968: 299)    ซึ่งไดเร่ิมข้ึนในป  1952 โดยองคการอนามัยโลก (world  health  organisation,  
WHO) ไดแนะนําใหมีการศกึษา V. cholerae จากจดุที่เกิดการระบาด โดยอาศัยสมบัติความ 
จําเพาะของแบคทีเรียและเฟจ (Mukerjee; & Phil.  1963: 337) ตอมาในป  1955 ที่ประเทศ
อินเดีย ไดทําการศึกษาโดยใชสมบัติดังกลาวกับ V. cholerae เปนสปชีสแรก โดยนําโฮสทและเฟจ
ที่รวบรวมไดต้ังแตป 1955-1961 จากอุจจาระผูปวย แหลงน้ํา และมีบางสวนไดรับจากประเทศ
ไทยที่เกิดการระบาดในระหวางป 1959-1960 (Mukerjee; &  Phil.  1963: 337) ในป  1965 มีการ
แยกเฟจ ของ  V. cholerae  El  Tor  ได  5 ชนิด  (Basu; & Mukerjee.  1968: 300)  ในป 1989 มี
การแยกเฟจของ V. cholerae El Tor อีก 5 ชนิดและนําไปศึกษารูปรางภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองผาน (Ghosh; Ansari; & Datta.  1989: 2242) จากรายงานการอาศัยความ 
จําเพาะของแบคทีเรียและเฟจมาจัดหมวดหมู V. cholerae พบวามีสายพันธุของ V. cholerae 
ประมาณ 20 เปอรเซ็นต ไมสามารถจาํแนกสายพันธุตามความไวตอการติดเชื้อเฟจ  อยางไรก็ตาม
นักวทิยาศาสตรไดพยายามพัฒนาเทคนิค phage typing เพื่อใหสามารถจัดหมวดหมูสายพนัธุ
ของ V. cholerae El Tor ใหได 100 เปอรเซ็นต (Chattopadhyay, et al.  1993: 1579)  นอกจากนี้
การศึกษาเทคนิค phage  typing กับ V. cholerae  สายพันธุอ่ืนยงัคงดําเนนิมาอยางตอเนื่อง เชน 
ในป 2000 มีรายงานการแยกเฟจของ  V. cholerae 0139 และใชเทคนิค  phage  typing  เปรียบ 
เทียบสายพันธุของ V. cholerae ที่พบในแตละป (Chakrabarti, et al.  2000: 44) สมบัติดาน
ความจาํเพาะของเฟจนี้เปนที่ยอมรับในการวิเคราะหแหลงกําเนิด เสนทางการแพรระบาด เพื่อ
ควบคุมการระบาดและการจดัหมวดหมูสายพนัธุตางๆ ของเชื้อ และวิธีนีย้ังมีขอดีเหนือกวาวิธีอ่ืน 
คือ ประหยัด รวดเร็ว และแมนยาํ (Basu; & Mukerjee.  1968: 299-300;  Wagner; &  Waldor.  
2002: 3985-3993. )   
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
อุปกรณและสารเคมี 
1. อุปกรณทีใ่ชในการทดลอง 
 ตูบมเพาะเชื้อ  (incubators) (บริษัท SHEL-LAB) 

เครื่องเขยา (shaker) (บริษัท IKA Labortechnik) 
หมอนึง่ความดันไอ (autoclave) (บริษัท Astell) 
ตูปลอดเชื้อ (laminar  flow) (บริษัท Science Tech) 
ตูอบฆาเชื้อ ( hot – air sterilizing oven) (บริษัท Fisher Scientific) 
เครื่องหมนุเหวี่ยง ( refrigerated centrifuge) (บริษัท Du  Pont) 
กลองจุลทรรศน (microscope) (บริษัท Olympus) 
กลองจุลทรรศนแบบสองผาน (transmission electron  microscope) (บริษัท Jeol ) 
เครื่องชั่งสาร (บริษัท AND)  
ตูแชแข็ง -20  องศาเซลเซยีส (บริษัท Sanyo) 

 
2. อาหารเลีย้งเชื้อและสารเคม ี

Brain heart infusion agar (BHA)  
Thiosulfate citrate bile salt sucrose agar (TCBS)  
Citrate medium  
Lysine decarboxylase  medium  
Tryptone broth medium  
Alpha- naphthol  solution  
40% KOH solution  
Tetramethyl-p- phenylenediamine dihydrochloride  
Sodium chloride   
Polyethylene glycol 8000  
Sodium dodecyl sulfate 
Sodium acetate 
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Chloroform 
Absolute  ethanol 
สารละลาย phenol: chloroform (อัตราสวน 1:1) 
Ethidium bromide 
Loading  dye 
TE buffer (pH 8.0) 
เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI,  BglII,  PstI, HindIII,  NdeI 
เอนไซม RNase I 
เอนไซม DNase I 
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วิธีดําเนินการทดลอง 
1. การคัดแยกเชื้อวิบรโิอ 
 ตัวอยางอาหารทะเลดิบ เชน  ปลาหมึก  หอยนางรม  (ถายังไมไดทาํการทดลอง ใหเก็บไว
ที่อุณหภูม ิ4  องศาเซลเซยีส ) ใช loop เผาไฟจนแดง รอจนเยน็แลวนํา loop แตะบริเวณตางๆ ของ
อาหารทะเลแลวนาํมา streak  ลงบนอาหาร thiosulfate citrate bile salt sucrose agar (TCBS) 
(ภาคผนวก ก) ทําตัวอยางละ 2 plates บมที่ตูบมเพาะเชื้ออุณหภูม ิ  37  องศาเซลเซียส เปนเวลา  
24 ชั่วโมง สวนตัวอยางน้าํทะเลใชปเปตปลอดเชื้อดูดน้ําตัวอยาง 0.1-0.3 มิลลิลิตร ทําการ 
spread plate  ลงบนอาหาร TCBS ทําตัวอยางละ 2 plates นําไปบมที่ตูบมเพาะเชือ้ อุณหภูม ิ37  
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ถาเชื้อมีจํานวนมากใหใช loop เผาไฟจนแดง  รอจนเยน็แลว
นํา loop แตะน้ําทะเล แลวนํามา streak  ลงบนอาหาร TCBS  

 
2. การจัดจําแนกเชื้อวิบรโิอ 
 2.1 การคัดเลือกเบื้องตน 
      2.1.1 รูปราง คัดเลือกโคโลนีสีเขียวและสเีหลืองที่เจริญบนอาหาร TCBS ขนาด 2-3 
มิลลิเมตร ที่เปนโคโลนีเดี่ยว นาํไปยอมสีแกรมเพื่อดูลักษณะรูปราง  เก็บเชื้อที่มีรูปรางเปนทอนโคง   
แกรมลบ ไมสรางสปอร ลงบนอาหารวุนเอียง brain heart infusion agar (BHA) ที่มีเกลือ 3 
เปอรเซ็นต  
      2.1.2 การทดสอบเอนไซมออกซิเดส โดยเชื้อวิบริโอจะใหผลบวก (ภาคผนวก ค ขอ 1)  
 2.1.3 การทดสอบความสามารถในการใชน้ําตาลกลูโคสอาหารที่ใช คือ phenol red 
broth base  ที่มีน้าํตาลกลโูคส 1 เปอรเซน็ต โดยเชื้อวบิริโอจะใหผลบวก  (ภาคผนวก ค ขอ 6)   
 ถาเชื้อทดสอบใหผลบวกทัง้ 3 ขอ คาดวาเปนเชื้อในจีนัสวิบริโอ นําเชื้อที่ไดไปทดสอบ
ทางชีวเคมีอ่ืนๆ เพื่อจําแนกสปชีสตอไป 
 2.2 การจําแนกสปชีสโดยอาศัยคณุสมบัติทางชวีเคมี 
 2.2.1 การทดสอบความสามารถของเชือ้ในการเจริญไดที่มีเกลือความเขมขนสงูหรือ
ในสภาพไมมเีกลือ โดยเพาะเชื้อในอาหาร nutrient broth ที่มีความเขมขนของเกลือตางกนั 
(ภาคผนวก ค  ขอ 8)  
 2.2.2 การทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที ่ (motility test) เนือ่งจากบางสปชีส 
สามารถเคลื่อนที่และบางสปชีสไมสามารถเคลื่อนที่ได ดังนัน้จงึทดสอบความสามารถในการ
เคลื่อนที่เพื่อชวยในการจัดจาํแนกสปชีสของเชื้อ  (ภาคผนวก ค  ขอ 7) 
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 2.2.3 Lysine decarboxylase  test เปนการทดสอบการใชกรดอะมิโน lysine โดยใช 
lysine decarboxylase base medium (ภาคผนวก ค ขอ 5) 
 2.2.4 Indole test  เปนการทดสอบการสรางสาร indole จากกรดอะมิโน tryptophan 
โดยใชอาหาร tryptone broth  (ภาคผนวก ค  ขอ 3) 
 2.2.5 Citrate test  เปนการทดสอบการใช citrate เปนแหลงคารบอน โดยใช citrate 
medium   (ภาคผนวก ค ขอ 2) 
      2.2.6 Voges-Proskauer test เปนการทดสอบการใชน้าํตาลกลูโคสของเชื้อและให
สาร acetyl methyl carbinol (acetoin) ซึ่งเปนผลิตภณัฑสุดทาย โดยเพาะเลี้ยงเชื้อใน MR-VP 
medium  (ภาคผนวก ค ขอ 4)  
      2.2.7 การผลิตกรดจากการใชคารโบไฮเดรตชนิดตางๆ เชน แมนนิทอล อะราบิโนส 
และเซลโลไบโอส โดยใช phenol red broth base medium แตเปลี่ยนชนิดของคารโบไฮเดรต 
(ภาคผนวก ค  ขอ 6)  
 
3. การแยกวบิริโอเฟจโดยใช V. parahaemolyticus ที่แยกไดเปนโฮสท 
 เลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหาร nutrient agar ที่มีเกลือ 3 เปอรเซ็นต บมที่ตู
บมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เตรียมเปนเซลลแขวนลอยทีม่ี
คา OD600 เทากับ 0.6  ดูดมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร nutrient broth ที่มีเกลอื 3 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  บรรจุอยูในขวดทดลองรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่อง
เขยาแบบโรตารีดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 5-6 ชั่วโมง   
จากนั้นใสอาหารทะเลดิบปริมาณ 25 กรัมลงไป  บมตอไปอีกเปนเวลา 24 ชั่วโมง (ถาตัวอยางน้ํา
ทะเลใชปริมาตร  25 มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร nutrient broth มีความเขมขน 2 เทา ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร) จากนัน้นําตัวอยางไปตกตะกอน เพื่อแยกตัวอยางอาหารและเซลลทีไ่มตองการออก 
โดยใชเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000xg เปนเวลา 10 นาท ีที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เอาน้ํา
ใสนํามากรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนํามาวิเคราะหข้ันตอไปวามีวิบริโอเฟจ 
อยูหรือไม (Baross; liston; & Morita.  1978a: 493; Koga; Toyoshima; & Kawata.  1982: 466) 
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4. การตรวจสอบวิบรโิอเฟจโดยใชเทคนิคการทําอาหารวุนสองชั้น  
 นําน้ําใสที่ไดจากขอ 3 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ V. parahaemolyticus ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร มาเติมลงในอาหาร nutrient agar ที่มีวุน 0.5 เปอรเซ็นต ที่หลอมเหลวแลว บรรจุอยูใน
หลอดทดลอง ผสมใหเขากนัแลวเททับลงบนอาหาร nutrient agar ที่แข็งตัว บมที่ตูบมเพาะเชือ้
อุณหภูมิ   37  องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง   ตรวจสอบวงใสหรือพลาคที่เกิดขึ้น ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 9 (Baross; Liston; & Morita.  1978b: 501)  
 

 
 

ภาพประกอบ 9 การทาํอาหารวุนสองชัน้  
 

ที่มา: Nester; Robert; & Nester.  (1995).   Microbiology.  p. 293 
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5. การหาปรมิาณของวิบริโอเฟจ 
 การหาปริมาณของวิบริโอเฟจ ทําไดโดยเจือจางวิบริโอเฟจในตัวอยางแบบ serial dilution 
ใหมีคาลดลงระดับละสิบเทา  นําสารแขวนลอยของวิบริโอเฟจในแตละระดับความเจือจาง   และ 
V. parahaemolyticus ที่ใชเปนโฮสท  หาปริมาณวิบริโอเฟจโดยนับจาํนวนพลาคที่เกิดขึ้น โดยการ
ทําอาหารวุนสองชั้นตามวธิทีดลองในขอ 4 แลวนําไปคาํนวณกับอัตราการเจือจาง เพื่อหาคาความ 
สามารถในการเกิดพลาค (PFU; plaque forming unit /ml) คํานวณไดจากสูตร (Depaola; et al.  
1998: 347) 
 
คาความสามารถในการเกิดพลาค                    =                  จํานวนพลาค 
                                                                             ปริมาณเฟจที่ใช  x คาความเจือจาง 
 
6. การเพิ่มจาํนวนของวิบริโอเฟจ 
 เตรียมวิบริโอเฟจโดยเทคนิคการทาํอาหารวุนสองชั้น ตามวิธีการทดลองในขอ 4 หลงัจาก
บมไวเปนเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง จนมพีลาคเกิดขึน้ ใหเททับหนาอาหารดวย nutrient broth ที่มี
เกลือ 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อชะวิบริโอเฟจออกจากผิวหนาอาหาร โดยตั้งทิง้ไว
ประมาณ 2-5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง จากนัน้แยกตัวอยางอาหารและเซลลที่ไมตองการออกโดยปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 6,000xg เปนเวลา 10 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เอาสวนน้าํใสออกมา
กรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บตัวอยางน้ําใสที่กรองไดไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4  

องศาเซลเซยีส  (Adams.  1958: 447) 
  
7. การศึกษารูปรางของวบิริโอเฟจภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
 เตรียมวิบริโอเฟจในอาหารเหลว โดยนาํเชื้อ V. parahaemolyticus เพาะเลี้ยงในอาหาร
วุนเอยีง BHA ที่มีเกลือ 3 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาใส
ลงในอาหาร nutrient broth ที่มีเกลือ 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  บรรจุอยูในขวดทดลอง
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบโรตารีดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที  
ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ประมาณ 5-6 ชั่วโมง  ใสวิบริโอเฟจที่แยกไดลงไป  100 ไมโครลิตร 
บมตอไปอีกเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลงัจากนัน้นําไปตกตะกอนเพื่อแยกเซลลที่ไมตองการออกโดย
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000xg เปนเวลา 10 นาที แยกเอาสวนน้าํใสซึ่งมีวิบริโอเฟจ มาเติมเกลือให
มีความเขมขนสุดทายเปน 1 โมลาร แชน้าํแข็งเปนเวลา 30 นาทีและเตมิพอลิเอธิลีนไกลคอล 8000 
(polyethylene glycol 8000) 10 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) เกบ็ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
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เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนาํไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000xg เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส แยกสวนน้ําใสทิ้งและนาํวิบริโอเฟจทีต่กตะกอนไดมาสองดูรูปราง โดยนํากริด 
(grid) วางทบับนตะกอน เปนเวลา 5 นาที ยกกริดซึ่งจะมีตัวอยางวิบริโอเฟจตดิมาดวยขึน้มา 
จากนั้นยอมดวย uranyl acetate 1 เปอรเซ็นต นาํไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ
สองผาน (Depaola; et al.  1998: 347; Ghosh; Ansari; & Datta.  1989. 2241; Sambrook;  
Fritsch; & Maniatis.  1989: 4.22) 
 
8. การศึกษาสมบัติของวบิริโอเฟจในการติดเชื้อกบั V. parahaemolyticus สายพันธุอ่ืน
และจีนสัอ่ืน 
 นําเซลลแขวนลอยของ V. parahaemolyticus สายพนัธุอ่ืนที่จะทดสอบ ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร มาเติมลงในอาหาร nutrient agar ที่มวีุน 0.5 เปอรเซ็นต ที่หลอมเหลวแลว ผสมใหเขา
กันแลวเททับลงบนอาหาร nutrient agar ที่แข็งตัว จากนัน้หยดวิบริโอเฟจที่แยกไดปริมาตร 10 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง     ตรวจผลความสามารถของ
วิบริโอเฟจ ในการติดเชื้อกับ V. parahaemolyticus สายพนัธุอ่ืนทีน่ํามาทดสอบ      จากการเกิด 
พลาคบริเวณที่หยดวิบริโอเฟจลงไป (Baross; liston; & Morita. 1978b: 502; Koga; Toyoshima; 
& Kawata.  1982: 466–470) 
 
9. การสกัดดีเอ็นเอของวบิริโอเฟจ 
 ทําการทดลองดังนี้ คือ 
       9.1 ทําการเพิ่มจํานวนวิบริโอเฟจ โดยเทคนิคการทาํอาหารวุนสองชั้น    ตามวิธีการ
ทดลองในขอ  4 ประมาณ 100 plates หลังจากบมไวเปนเวลา 16-24 ชั่วโมง จนมีพลาคเกิดขึ้น
แลว ใหเททับหนาอาหารดวย nutrient broth ที่มีเกลือ 3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร   เพื่อชะ 
วิบริโอเฟจออกจากผวิหนาอาหาร ต้ังทิง้ไวประมาณ 2-5 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง หลังจากนัน้นาํไป
ตกตะกอนเพือ่แยกเซลลที่ไมตองการออก โดยปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 6,000xg เปนเวลา 10 นาท ีที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส แยกเอาสวนน้าํใสซึ่งมวีิบริโอเฟจมาเติม DNase I  1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และ RNase I 10  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ต้ังไวในอุณหภูมหิองเปนเวลา  30  นาที เติม
เกลือใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 โมลาร นําไปแชน้าํแข็งเปนเวลา 30 นาที เติมพอลีเอธิลีนไกล-
คอล 8000 10 เปอรเซน็ต (น้าํหนักตอปริมาตร) ละลายใหเขากนั  เก็บที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส  
เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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 9.2 ทําการตกตะกอนวิบริโอเฟจ โดยปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 13,000xg เปนเวลา 30 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส นาํตะกอนวิบริโอเฟจที่ได มาละลายใน TE buffer (pH 8.0) 500  
ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข ขอ 6) เติมคลอโรฟอรม 500 ไมโครลิตร เพื่อแยกพอลีเอธิลีนไกลคอล 
ออก ผสมใหเขากันนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000xg เปนเวลา 5 นาท ี ที่อุณหภูม ิ 4 องศา
เซลเซียส แยกสวนน้าํชั้นบนนาํมาเติม sodium dodecyl sulfate 10 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอ
ปริมาตร) (ภาคผนวก ข ขอ 4) ผสมใหเขากันแลวบมทีอุ่ณหภูมิ 68 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 
นาที จากนั้นเติมเกลือความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร  10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
 9.3 ทาํการสกัดโปรตีนที่ไมตองการออกโดยเติมฟนอล 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 6,000xg เปนเวลา 5 นาท ี ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส แยกสวนใสดานบนมาเติม
สารละลายฟนอล:คลอโรฟอรม (อัตราสวน 1:1) นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  6,000xg เปนเวลา 5 
นาท ี ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส แลวทาํซ้ําอีกครั้งหนึง่ จากนั้นแยกสวนใสดานบนมาทําการตก 
ตะกอนดีเอน็เอตอไป 
 9.4 ทําการตกตะกอนดีเอน็เอโดยดูดสวนใสดานบนทีไ่ดจากขอ 9.3 มาเติมโซเดยีมอะซ-ิ
เตท 3 โมลาร ในอัตราสวนปริมาตร 1 ตอ 10 (ภาคผนวก ข ขอ 3) และเอธานอล 95 เปอรเซ็นต   
(ที่แชเย็น) 1 มิลลิลิตร แลวนาํไปแชที่ตู -70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นาํมาปนเหวีย่ง
ความเร็ว 12,000xg เปนเวลา 10 นาที ลางดีเอน็เออีกครั้งดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ดูดเอธานอลทิ้ง จากนัน้นําไประเหยเอธานอลออกใน vacuum chamber ละลายดีเอน็เอ
ของวิบริโอเฟจดวย TE buffer (pH 8.0) 30-50 ไมโครลิตร   แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาวิเคราะห
ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟเรซิส (electrophoresis) (Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  1989:  4.22) 
 
10. ตรวจสอบดีเอ็นเอของวิบริโอเฟจโดยวิธีอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 ทําการทดลองดังนี้ คือ 
   10.1 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 9 มาวิเคราะหดวยการทําอิเลก็โทรโฟเรซิส ซึ่งเตรยีมโดย
ชั่งอะกาโรส 0.6 กรัม  ผสมกับ 1X TAE   (ภาคผนวก ข  ขอ 5) 100  มิลลิลิตร  นํามาหลอมใหเจล
ละลาย แลวเทเจลลงใน  gel apparatus  เมื่อเจลแข็งตัวนํามาใสใน chamber จากนัน้เท 1X TAE 
buffer ใหทวมเจล นําดีเอน็เอของวิบริโอเฟจที่สกัดได มาใสลงในชองภายในเจล ใหกระแสไฟฟาที่
ความตางศักย 50 โวลท เปนเวลา 1.5-2 ชั่วโมง นําเจลมายอมดวยสารละลาย ethidium bromide 
(0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนเวลา 10 นาที แลวลางน้าํเปนเวลา 10 นาที จากนั้นตรวจดูเจล
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ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต ดีเอ็นเอจะปรากฏใหเห็นเปนแถบสีสม โดยการตรวจสอบดวยวิธนีี้ตอง
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานของแลมดาเฟจที่ตัดดวยเอนไซม HindIII ทุกครั้ง 
 10.2 เมื่อตรวจสอบดีเอ็นเอที่แยกไดวาบริสุทธ ิ  ใหนาํดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ
ชนิดตางๆ ไดแก EcoRI, HindIII, PstI, BglII และ NdeI   โดยเติมบัพเฟอรที่เหมาะสมกับเอนไซม
แตละชนิดตามที่บริษทัผูผลิตกําหนด จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1-3 ชั่วโมง 
ตรวจสอบแถบของดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟเรซิส เชนเดียวกับขอ 10.1 
 



บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
1. การคัดแยกเชื้อวิบรโิอ 
        จากการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางน้ําทะเล และอาหารทะเลดิบ ไดแก หอยนางรม 
ปลาหมกึ จํานวนทัง้หมด 102 ตัวอยาง สามารถแยกแบคทีเรียในจีนัสวิบริโอที่เจริญบนอาหาร 
TCBS ไดจํานวนทัง้หมด 80 ไอโซเลท ดังแสดงในตาราง 3  โดยทําการคัดแยกแบคทีเรียที่ให
โคโลนีสีเขียวและสีเหลือง จากนั้นทําการแยกโคโลนีใหบริสุทธิ์ แลวเก็บเชื้อดังกลาวลงในหลอด
อาหารวุนเอียง BHA ที่มีเกลือ 3 เปอรเซน็ต เพื่อนาํไปวิเคราะหในขัน้ตอไป  
 
ตาราง 3 การคัดแยกแบคทีเรียที่ใหโคโลนสีีเขียวและสีเหลืองบนอาหาร TCBS 
 
วัน /เดือน/ป  
ที่เก็บตัวอยาง 

ชนิดของตัวอยาง สถานที่เก็บ ไอโซเลท 
ที่แยกได 

10 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 1 
  3 / 1 / 48 ปลาหมกึ หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั 

สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 
V 2 

10 / 1 / 48 น้ําทะเล แหลมแทน  จ.ชลบุรี V 3 
17 / 1 / 48 หอยนางรม หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั  

สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 
V 4 

22 / 1/ 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V5 
24 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V6 
31 / 1 / 48 ปลาหมกึ หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั   

สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 
V 7 

31 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V8 
  7 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 9 
  7 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 10 
10 / 2 / 48 กุง ตลาดคลองเตย  กรุงเทพมหานคร V 11 
21 / 2 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V 12 
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ตาราง 3 (ตอ) 

วัน /เดือน/ป  
ที่เก็บตัวอยาง 

ชนิดของตัวอยาง สถานที่เก็บ ไอโซเลท 
ที่แยกได 

21 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 13 
21 / 2 / 48 น้ําทะเล อางศิลา  จ.ชลบุรี V 14 
21 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 15 
28 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 16 
28 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 17 
28 / 2 / 48 น้ําทะเล อางศิลา  จ.ชลบุรี V 18 
  9 / 3 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V 19 
  9 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 20 
16 / 3 / 48 หอยนางรม หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั   

สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 
V 21 

16 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 22 
16 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 23 
23 / 3/ 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 24 
23/ 3 / 48 ปลาหมกึ หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั  

 สาขาฟอรจูน  กรุงเทพมหานคร 
V 25 

30 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 26 
30 / 3 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 27 
30 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 28 
  9 / 3 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 29 
23 / 3 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 30 
10 / 1 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 31 
17 / 1 / 48 น้ําทะเล อางศิลา  จ.ชลบุรี V 32 
22 / 1 / 48 น้ําทะเล แหลมแทน  จ.ชลบุรี V 33 
31 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 34 
  7 / 2 / 48 น้ําทะเล อางศิลา  จ.ชลบุรี V 35 
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ตาราง 3 (ตอ) 

วัน /เดือน/ป 
 ที่เก็บตัวอยาง 

ชนิดของตัวอยาง สถานที่เก็บ ไอโซเลท 
ที่แยกได 

21 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 36 
28 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 37 
28 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 38 
  9 / 3 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 39 
16 / 3 / 48 น้ําทะเล อางศิลา  จ.ชลบุรี V 40 
23 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 41 
23 / 3 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 42 
30 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 43 
  6 / 4 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 44 
20 / 4 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 45 
17 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 46 
17 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 47 
24 / 1 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 48 
24 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 49 
24 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 50 
24 / 1 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 51 
24 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 52 
31 / 1 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 53 
31 / 1 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 54 
31 / 1 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 55 
  7 / 2 / 48 น้ําทะเล แหลมแทน  จ.ชลบุรี V 56 
  7 / 2 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 57 
21 / 2 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 58 
21 / 2 / 48 น้ําทะเล แหลมแทน  จ.ชลบุรี V 59 
21 / 2 / 48 น้ําทะเล แหลมแทน  จ.ชลบุรี V 60 
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ตาราง 3 (ตอ) 

วัน /เดือน/ป  
ที่เก็บตัวอยาง 

ชนิดของตัวอยาง สถานที่เก็บ ไอโซเลท 
ที่แยกได 

  9 / 3 / 48 น้ําทะเล แหลมแทน  จ.ชลบุรี V 61 
  9 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 62 
30 / 3 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 63 
30 / 3 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 64 
30 / 3 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 65 
  6 / 4 / 48 น้ําทะเล บางแสน  จ.ชลบุรี V 66 
  6 / 4 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 67 
20 / 4 / 48 น้ําทะเล แหลมฉบัง  จ.ชลบุรี V 68 
20 / 4 / 48 

 
หอยนางรม 

 
หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั   
สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 

V 69 

20 / 4 / 48 หอยนางรม 
 

หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั   
สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 

V 70 

27 / 4 / 48 ปลาหมกึ หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั  
สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 

V 71 

27 / 4 / 48 หอยนางรม 
 

หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั   
สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 

V 72 

  4 / 5 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V 73 
  4 / 5 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V 74 
  4 / 5 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V 75 
11 / 5 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง กรุงเทพมหานคร V 76 
11 / 5 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V 77 
11 / 5 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V 78 
18 / 5 / 48 ปลาหมกึ หางสรรพสินคา เทสโก โลตสั 

สาขาฟอรจนู  กรุงเทพมหานคร 
V 79 

18 / 5 / 48 ปลาหมกึ ตลาดหวยขวาง  กรุงเทพมหานคร V 80 
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2. การจัดจําแนกเชื้อวิบรโิอ 
    2.1 การคัดเลือกเบื้องตน 
             นําเชื้อที่คัดเลอืกและเก็บไวในอาหารวุนเอียง  BHA ทีม่ีเกลือ  3  เปอรเซ็นต   มายอม
สีแกรม เพื่อดูลักษณะรูปราง โดยเลือกเชือ้ที่มีรูปรางเปนทอนโคง ติดสีแกรมลบ (ภาพประกอบ 10) 
จากนั้นนํามาทดสอบเอนไซมออกซิเดส และความสามารถใชน้าํตาลกลูโคส คัดเลือกเชื้อที่ใหผล
การทดสอบทัง้สองเปนบวก ซึง่คาดวาเปนเชื้อในจีนัสวบิริโอ ดังแสดงในตาราง 4 จากนัน้นําเชื้อ
ดังกลาวไปจัดจําแนกในระดบัสปชีสในขั้นตอไป   
 
ตาราง 4  ลักษณะของเชื้อวิบริโอที่แยกได  
 

ไอโซเลทที่แยกได สีและขนาดเสนผาศนูยกลางของโคโลน ี
บนอาหาร TCBS 

V 1 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 2 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 3 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 4 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V5 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V6 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 7 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V8 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 9 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 10 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 11 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 12 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 13 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 14 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 15 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 16 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 17 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
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ตาราง 4 (ตอ) 

ไอโซเลทที่แยกได สีและขนาดเสนผาศนูยกลางของโคโลน ี
บนอาหาร TCBS 

V 18 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 19 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 20 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 21 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 22 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 23 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 24 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 25 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 26 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 27 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 28 สีเหลือง ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 29 สีเหลือง ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 30 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 31 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 32 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 33 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 34 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 35 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 36 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 37 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 38 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 39 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 40 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 41 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 42 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
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ตาราง 4 (ตอ) 

ไอโซเลทที่แยกได สีและขนาดเสนผาศนูยกลางของโคโลน ี
บนอาหาร TCBS 

V 43 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 44 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 45 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 46 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 47 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 48 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 49 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 50 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 51 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 52 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 53 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 54 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 55 สีเขียว ขนาด 2.5 มิลลิเมตร 
V 56 สีเขียว ขนาด 2.5 มิลลิเมตร 
V 57 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 58 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 59 สีเขียว ขนาด 2.5 มิลลิเมตร 
V 60 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 61 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 62 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 63 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 64 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 65 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 66 สีเขียว ขนาด 3 มิลลิเมตร 
V 67 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
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ตาราง 4 (ตอ) 

ไอโซเลทที่แยกได สีและขนาดเสนผาศนูยกลางของโคโลน ี
บนอาหาร TCBS 

V 68 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 69 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 70 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 71 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 72 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 73 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 74 สีเขียว ขนาด 1.5 มิลลิเมตร 
V 75 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 76 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 77 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 78 สีเขียว ขนาด 2 มิลลิเมตร 
V 79 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
V 80 สีเขียว ขนาด 1 มิลลิเมตร 
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      (A)                                                                      (B) 
 

 

  
 

(C) 
 

ภาพประกอบ 10 รูปรางของ V. parahaemolyticus มีลักษณะเปนทอนโคง ติดสีแกรมลบ 
(A) V. parahaemolyticus V8 
(B) V. parahaemolyticus V6 
(C) V. parahaemolyticus V9 
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 2.2 การจําแนกสปชีสโดยอาศัยสมบติัทางชีวเคมี 
        นาํเชื้อที่คาดวาอยูในจนีสัวิบริโอมาทดสอบทางชีวเคมีเพื่อจาํแนกสปชีส จากการ
ทดลองพบวาเปนเชื้อ   V. parahaemolyticus   28   ไอโซเลท   V. vulnificus  48  ไอโซเลท       
V. damsela  1  ไอโซเลท  V. alginolyticus   3   ไอโซเลท  ดังแสดงในตาราง 5      จากนั้นนําเชื้อ 
V. parahaemolyticus ที่แยกไดมาเปนโฮสทสําหรับการแยกวิบริโอเฟจในขั้นตอไป  
 
ตาราง 5 ผลการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อจําแนกระดับสปชีส 
 

NaCl (%) ไอโซเลท 
ที่แยกได 

Lysine VP Citrate Indole Arabi- 
nose 

Cello-
biose 

Sali- 
sin 0 3 6 8 10 

ผลการจัดจําแนก 

V 1 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 2 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 3 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 4 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 5 + - - + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 6 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 7 + - + + - - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 8 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 9 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   

V 10 + - - + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 11 + - - + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 12 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 13 + - - + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 14 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 15 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 16 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 17 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 18 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 19 + - + + - - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 20 + - + + - - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 21 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 22 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 23 + - + + - - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 24 + - + + - - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 25 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 26 + - - + - - - - + + + - V. parahaemolyticus   
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ตาราง 5 (ตอ) 
 

NaCl (%) ไอโซเลท
ที่แยกได 

Lysine VP Citrate Indole Arabi-
nose 

Cello- 
biose 

Sali- 
sin 0 3 6 8 10 

ผลการจัดจําแนก 

V 27 + - + + - - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 28 + - + + + - - - + + + - V. parahaemolyticus   
V 29 - + - + - - - - + + + + V.  alginolyticus 
V 30 + + - + - - - - + + + + V.  alginolyticus 
V 31 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 32 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 33 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 34 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 35 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 36 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 37 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 38 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 39 + - - + - + - - + - - - V.  vulnificus 
V 40 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 41 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 42 + - - + - + + - + - - - V.  vulnificus 
V 43 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 44 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 45 + - - + - + - - + + - - V.  vulnificus 
V 46 + - - + - + + - + - - - V.  vulnificus 
V 47 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 48 + - - + - + - - + + - - V.  vulnificus 
V 49 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 50 + - - + - + + - + - - - V.  vulnificus 
V 51 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 52 + - - + - + + - + - - - V.  vulnificus 
V 53 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 54 + - - + - + - - + + - - V.  vulnificus 
V 55 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 56 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 57 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 58 + - + + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 59 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 60 + - - + - + + - + - - - V.  vulnificus 
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ตาราง 5 (ตอ) 
 

NaCl (%) ไอโซเลท
ที่แยกได 

Lysine VP Citrate Indole Arabi- 
nose 

Cello- 
biose 

Sali- 
sin 0 3 6 8 10 

ผลการจัดจําแนก 

V 61 - + - - - + - - + - - - V.  damsela 
V 62 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 63 + - - + - + - - + + - - V.  vulnificus 
V 64 + - - + - + - - + + - - V.  vulnificus 
V 65 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 66 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 67 + - - + - + + - + - - - V.  vulnificus 
V 68 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 69 + + - + - - - - + + + - V.  alginolyticus 
V 70 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 71 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 72 + - - + - + - - + + - - V.  vulnificus 
V 73 + - + + - + + - + - - - V.  vulnificus 
V 74 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 75 + - - + - + - - + - - - V.  vulnificus 
V 76 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 77 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 78 + - - + - + - - + - - - V.  vulnificus 
V 79 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
V 80 + - - + - + + - + + - - V.  vulnificus 
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3. การแยกวบิริโอเฟจโดยใช V. parahaemolyticus   ที่แยกไดเปนโฮสท 
        นํา V. parahaemolyticus  28 ไอโซเลท ที่แยกไดมาเปนโฮสท สําหรบัแยกวิบริโอเฟจจาก
ตัวอยางน้าํทะเลและอาหารทะเลดิบ ไดแก หอยนางรม ปลาหมกึ ตามวิธีการทดลองในขอ 3 แลว
เก็บตัวอยางน้าํใสที่คาดวามวีิบริโอเฟจ จํานวน  28 ตัวอยาง ไปวิเคราะหในขัน้ตอไป  
 
4. การตรวจสอบวิบรโิอเฟจและหาปริมาณวิบริโอเฟจ 
        นําตัวอยางน้าํใสที่ไดมาตรวจสอบวามวีิบริโอเฟจหรือไม โดยใชเทคนิคการทําอาหารวุน
สองช้ัน ตามวธิีการทดลองในขอ 4 แลวตรวจสอบพลาคที่เกิดขึ้น พบวาสามารถแยกวิบริโอเฟจได 
9  ตัว โดยการใช V. parahaemolyticus  9  ไอโซเลทเปนโฮสท (ภาพประกอบ 11)  ซึ่งลักษณะ 
พลาคของวิบริโอเฟจแตละตวัมีขนาด และรูปรางแตกตางกนั  จากนั้นทําการบนัทึกปริมาณของ
วิบริโอเฟจที่แยกไดเร่ิมตน ดังแสดงในตาราง 6  
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ภาพประกอบ 11 ลักษณะโคโลนีของ V. parahaemolyticus   บนอาหาร TCBS 
          จํานวน  9 ไอโซเลท  ที่ใชเปนโฮสทของวิบริโอเฟจทัง้  9 ตัว 
 A) V. parahaemolyticus V2,   B) V. parahaemolyticus V4,  C) V. parahaemolyticus V6, 
 D) V. parahaemolyticus V7,   E) V. parahaemolyticus V8,   F) V. parahaemolyticus V9, 
 G) V. parahaemolyticus V10, H) V. parahaemolyticus V15, I) V. parahaemolyticus V28 
 

E 

A 

D 

G 

B C 

F 

H I 
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ตาราง 6 ลักษณะของพลาคและจํานวนพลาคที่แยกไดเร่ิมตน  
 

เฟจ จํานวนพลาค 
ที่แยกไดเร่ิมตน 

(pfu/ml) 

ขนาดเสนผา 
ศูนยกลาง 
(มิลลิเมตร) 

ลักษณะ
ของพลาค 

 
รูปรางของพลาค 

Vp2    5,280 1 ขุน 

 
Vp4    10,900 1.6 ขุน 

 
Vp6    2,000 1.8 ขุน 
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ตาราง 6 (ตอ) 

เฟจ จํานวนพลาค 
ที่แยกไดเร่ิมตน 

(pfu/ml) 

ขนาดเสนผา 
ศูนยกลาง 
(มิลลิเมตร) 

ลักษณะ
ของพลาค 

รูปรางของพลาค 

Vp7 3,040 1.8 ขุน 

 
Vp8 3,280 2 ขุน มีจุดใส

ตรงกลาง 

 
Vp9 940 0.8 ใส 
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ตาราง 6 (ตอ) 

เฟจ จํานวนพลาค 
ที่แยกไดเร่ิมตน 

(pfu/ml) 

ขนาดเสนผา 
ศูนยกลาง 
(มิลลิเมตร) 

ลักษณะ
ของพลาค 

รูปรางของพลาค 

Vp10 1,640 2 ขุน 

 
Vp15 12,000 0.5 ขุน 

 
Vp28 1,620 1.6 ขุน 
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5. การศึกษารูปรางของวบิริโอเฟจ 
      นําวิบริโอเฟจทั้ง 9 ตัว ที่ไดในขอ 4 ไปศึกษารูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ
สองผาน (ตาราง 7)  พบวาวิบริโอเฟจ 8 ตัว มีหวัเปนรูปหกเหลี่ยม สวนหางยาวและไมมีชีทหอหุม 
ไดแก เฟจ Vp2, Vp4, Vp6, Vp7, Vp28, Vp9, Vp10 และ Vp15 ซึ่งจัดอยูในกลุม B ตามวิธกีารจัด
จําแนกของ Bradley และจัดอยูใน Family Siphoviridae ตามวิธีของคณะกรรมการสากลวาดวย
การจัดอนุกรมวิธานของไวรสั มีวิบริโอเฟจเพียง 1 ตัว ที่สวนของหางมีชีทหอหุม ไดแก เฟจ Vp8 
จึงจัดเฟจนี้อยูในกลุม A ตามวธิีของ Bradley และอยูใน Family Myoviridae  ตามวิธีของ
คณะกรรมการสากลวาดวยการจัดอนุกรมวิธานของไวรสั (ตาราง 8) 
 

ตาราง 7 ผลการศึกษารูปรางของวิบริโอเฟจ 
 

ความยาว (นาโนเมตร) 
หาง 

เฟจ 
เสนผาศนูยกลาง 
ของสวนหัว กวาง ยาว 

รูปรางของเฟจ 

Vp2 80 13.33 233.33 

Vp4   86.67 20 133.33 

หมายเหต:ุ   bar, 66.67 นาโนเมตร 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ความยาว (นาโนเมตร) 
หาง 

เฟจ 
เสนผาศนูยกลาง 
ของสวนหัว กวาง ยาว 

รูปรางของเฟจ 

Vp6 60 13.33 66.67 

Vp7   53.33 13.33 100 

Vp8   60 26.27 146.67 

หมายเหต:ุ   bar, 66.67 นาโนเมตร 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ความยาว (นาโนเมตร) 
หาง 

เฟจ 
เสนผาศนูยกลาง 
ของสวนหัว กวาง ยาว 

รูปรางของเฟจ 

Vp9   93.33 20 193.33 

Vp10 93.33 26.67 100 

Vp15  กวาง  93.33 
ยาว  53.33 

13.33 113.33 

หมายเหต:ุ   bar, 66.67 นาโนเมตร 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ความยาว (นาโนเมตร) 
หาง 

เฟจ 
เสนผาศนูยกลาง 
ของสวนหัว กวาง ยาว 

รูปรางของเฟจ 

Vp28 60 20 73.33 

   หมายเหต:ุ   bar, 66.67 นาโนเมตร 
 
ตาราง 8 ผลการจัดจําแนกรปูรางของวิบริโอเฟจภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
 

เฟจ Family / Bradley ,s classification 
Vp2 Family Siphoviridae / B 
Vp4 Family Siphoviridae / B 
Vp6 Family Siphoviridae / B 
Vp7 Family Siphoviridae / B 
Vp8                         Family Myoviridae   / A 
Vp9 Family Siphoviridae / B 

Vp10 Family Siphoviridae / B 
Vp15 Family Siphoviridae / B 
Vp28 Family Siphoviridae / B 
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6. การศึกษาโฮสท-เรนจ 
        การศึกษาความสัมพนัธของวิบริโอเฟจทั้ง 9 ตัว ทีท่าํใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียสาย
พันธุอ่ืน นอกเหนือจากโฮสทที่ใชแยกวิบริโอเฟจชนิดนัน้ โดยทดสอบกบั V. parahaemolyticus 28 
ไอโซเลท ที่แยกไดจากการทดลอง พบวาวิบริโอเฟจทัง้ 9 ตัว สามารถทาํใหเกดิการติดเชื้อกบั      
V. parahaemolyticus สายพนัธุอ่ืนนอกเหนือจากสายพันธุที่ใชแยกวิบริโอเฟจได และเมื่อทดสอบ 
กับสปชีสอ่ืน คือ V. vulnificus 15 ไอโซเลท V. damsela 1 ไอโซเลท และ V. alginolyticus   2  
ไอโซเลท  พบวามีเพียงเฟจ Vp28 เทานัน้ ที่ไมสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียสปชีสอ่ืน
ที่ทดสอบ สวนวิบริโอเฟจอีก 8 ตัว สามารถเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียสปชีสอ่ืนทีท่ดสอบได 
นอกจากนีย้ังทดสอบความสามารถในการติดเชื้อกับแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหาร ซึง่
อยูใน Family Enterobacteriaceae ไดแก E. coli 4 สายพันธุ   Klebsiella sp. 2 สายพนัธุ พบวา
ไมเกิดการติดเชื้อโดยวิบริโอเฟจทัง้ 9 ตัว ดังแสดงในตาราง 9 
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ตาราง 9 ผลการทดสอบโฮสท-เรนจ 
 

                            เฟจ 
  โฮสท 

VP2 VP4 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10 VP15 VP28 รวม 

1. V. parahaemolyticus  V1 + + + + + + + - - 7 
2. V. parahaemolyticus  V2 + + - - + - + + - 5 
3. V. parahaemolyticus  V3 - - - - - - - - - - 
4. V. parahaemolyticus  V4 - + - + + - - - + 4 
5. V. parahaemolyticus  V5 - - - - - - - - - - 
6. V. parahaemolyticus  V6 - + + + + - + - - 5 
7. V. parahaemolyticus  V7 - + + + + - + + - 6 
8. V. parahaemolyticus  V8 - + + + + - + - + 6 
9. V. parahaemolyticus  V9 + + - - + + - - - 4 
10. V. parahaemolyticus V10 - + + + + - + + - 6 
11. V. parahaemolyticus V11 - + - - + + + + - 5 
12. V. parahaemolyticus V12 - + + + + - + + - 6 
13. V. parahaemolyticus V13 - + - - - - - - - 1 
14.V. parahaemolyticus V14 - + - + + + + + - 6 
15. V. parahaemolyticus V15 - + - - - - - + - 2 
16. V. parahaemolyticus V16 - + + + + - + + - 6 
17. V. parahaemolyticus V17 - + - - + + - - - 3 
18. V. parahaemolyticus V18 - - - - - - - + - 1 
19. V. parahaemolyticus V19 - + + + + - + + - 6 
20. V. parahaemolyticus V20 + + + + + - + + + 8 
21. V. parahaemolyticus V21 + + - - - + - + + 5 
22. V. parahaemolyticus V22 - - - + - - - + - 2 
23. V. parahaemolyticus V23 - - - - - - + + - 2 
24. V. parahaemolyticus V24 - + - - - + - - - 2 
25. V. parahaemolyticus V25 - + - - - - - - - 1 
26. V. parahaemolyticus V26 - + - - + + - - - 3 
27. V. parahaemolyticus V27 + + - + + + + + - 7 
28. V. parahaemolyticus V28 + + - - - - - - + 3 
29. V. alginolyticus V29 - - - - - - - - - - 
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ตาราง 9 (ตอ) 
 
                            เฟจ 
  โฮสท 

VP2 VP4 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10 VP15 VP28 รวม 

30. V. alginolyticus V30 + + + + + - + - - 6 
31. V. damsela  V61 - + - + + - + - - 4 
32. V. vulnificus  V31 - - + + + - - - - 3 
33. V. vulnificus  V32 - + + + + - + + - 6 
34. V. vulnificus  V33 - + + + + + + - - 6 
35. V. vulnificus  V34 - + + + + - + + - 6 
36. V. vulnificus  V35 - + + + + - - - - 4 
37. V. vulnificus  V36 - + + + + + + + - 7 
38. V. vulnificus  V37 - + + + + - + + - 6 
39. V. vulnificus  V38 - - + + + - + - - 4 
40. V. vulnificus  V39 + + + + + + - + - 7 
41. V. vulnificus  V40 - - + + + - + - - 4 
42. V. vulnificus  V41 - - + + + - + - - 4 
43. V. vulnificus  V 42 + - + + - + + + - 6 
44. V. vulnificus  V43 - + + + + - + + - 6 
45. V. vulnificus  V44 - + + + + + + - - 6 
46. V. vulnificus  V45 - + + + - - - + - 4 
รวม 10 35 25 30 32 14 27 23 5  
47. E. coli   E1   - - - - - - - - - - 
48. E. coli   E2 - - - - - - - - - - 
49. E. coli   E3 - - - - - - - - - - 
50. E. coli   E4 - - - - - - - - - - 
51. Klebsiella  sp.  K1 - - - - - - - - - - 
52. Klebsiella  sp.  K2 - - - - - - - - - - 
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7. การตรวจสอบดีเอ็นเอของวิบรโิอเฟจโดยวิธีอิเล็กโทรโฟเรซิส 
        ไดสกัดดีเอ็นเอของวิบริโอเฟจ 6 ตัว คือ เฟจ Vp2, Vp4, Vp6, Vp10, Vp15 และ  Vp28 
ตามวิธกีารทดลองในขอ 9 จากนัน้นําดีเอน็เอของวิบริโอเฟจมาตรวจสอบความบริสุทธิ์  เมื่อพบวา
ดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์ จงึนาํดีเอ็นเอมาตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด พบวาเฟจ Vp10 ไมถูก
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทัง้ 5 ชนิด (ภาพประกอบ 15) เฟจ Vp2, Vp6 และ Vp28 ถูกตัดดวย
เอนไซม HindIII (ภาพประกอบ 12,14,17 ตามลําดับ) เฟจ Vp4 ถูกตัดดวยเอนไซม HindIII และ 
EcoRI (ภาพประกอบ 13) เฟจ Vp15 ถูกตัดดวยเอนไซม HindIII, EcoRI และ BglII 
(ภาพประกอบ 16) รูปแบบดีเอ็นเอของวบิริโอเฟจ หลงัการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทัง้ 5 ชนิด  
ดังแสดงในตาราง 10 

 
                                                     M    1     2     3    4    5  

ภาพประกอบ 12 ดีเอ็นเอของเฟจ Vp2 หลงัการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  
   แถว  M  คือ lambda DNA marker/HindIII 
   แถวที ่1  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
   แถวที ่2  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII 

   แถวที ่3  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII 
   แถวที ่4  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI 
   แถวที ่5  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 

   kb 
 
 

   23 
 
  

4.4 
 

   2.0 
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                                         M     1      2     3     4     5  

 
ภาพประกอบ 13 ดีเอ็นเอของเฟจ Vp4 หลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

      แถว   M  คือ lambda DNA marker/ HindIII 
   แถวที ่1   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII 
   แถวที ่2   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
   แถวที ่3   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII 
   แถวที ่4  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI 
   แถวที ่5  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 
 
 
 
 

   kb 
 
 

 
       23 

 
 

9.4 
      6.6 

 
      4.4 

 
 

      2.3 
      2.0 



 60

 
 
 

 
M    1    2     3     4      5  

 
ภาพประกอบ 14 ดีเอ็นเอของเฟจ Vp6 หลงัการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

      แถว  M  คือ lambda DNA marker / HindIII 
   แถวที ่1   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
   แถวที ่2   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII 
   แถวที ่3   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII 
   แถวที ่4  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI 
   แถวที ่5  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 

 
 
 

   kb 
 
 

 
       23 

 

 
      9.4 

 

      6.6 
 

      4.4 
 

 
2.3 

      2.0 
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                                           M    1    2     3     4    5  

 
ภาพประกอบ 15 ดีเอ็นเอของเฟจ Vp10 หลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

  แถว  M  คือ lambda DNA marker/HindIII 
  แถวที ่1   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 

   แถวที ่2   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII 
   แถวที ่3   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII 
   แถวที ่4  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI 
   แถวที ่5  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 

 
 
 

   kb 
 
 
   23 

 
 
 

  4.4 
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                                          M     1     2     3     4    5  

 
ภาพประกอบ 16 ดีเอ็นเอของเฟจ Vp15 หลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

  แถว  M  คือ lambda DNA marker/ HindIII 
 แถวที่ 1   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 

  แถวที ่2   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII 
                                        แถวที ่3   ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI 
                                        แถวที ่4  ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ NdeI 
                                        แถวที ่ 5  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII 

 
 
 

   kb 
 

    23 
 
 
 
 

4.4 
 

 2.3 
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                                    M    1     2    3     4     5  

 
ภาพประกอบ 17 ดีเอ็นเอของเฟจ Vp28 หลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

 แถว  M  คือ lambda DNA marker/ HindIII 
  แถวที ่1  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
 แถวที ่2  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII 
 แถวที ่3  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI 
 แถวที ่4  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  HindIII 
 แถวที ่ 5  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  NdeI 
 
 
 

   kb 
 
    23 

9.4 
6.6 
4.4 

 
2.0 
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ตาราง 10 รูปแบบดีเอ็นเอของวิบริโอเฟจหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ 5 ชนิด 
 

เอนไซมตัดจําเพาะ  เฟจ 
EcoRI HindIII BglII PstI NdeI 

Vp2 ไมตัด ตัดได 
มากกวา 5 แถบ 

ไมตัด ไมตัด ไมตัด 

Vp4 ตัดได 6 แถบ ตัดได 
มากกวา 6 แถบ 

ไมตัด ไมตัด ไมตัด 

Vp6 ไมตัด ตัดได 7 แถบ ไมตัด ไมตัด ไมตัด 
Vp10 ไมตัด ไมตัด ไมตัด ไมตัด ไมตัด 
Vp15 ตัดได 

มากกวา 9 แถบ 
ตัดได 

มากกวา 9 แถบ 
ตัดได 

มากกวา 9 แถบ 
ไมตัด ไมตัด 

Vp28 ไมตัด ตัดได 6 แถบ ไมตัด ไมตัด ไมตัด 

 
 



บทที่ 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
 จากการคัดแยกแบคทีเรียจนีสัวิบริโอ จากตัวอยางน้ําทะเลและอาหารทะเลดิบ ไดแก 
ปลาหมกึ หอยนางรม จาํนวนทั้งหมด 102 ตัวอยาง พบวาสามารถแยกแบคทีเรียไดทั้งหมด  80  
ไอโซเลท พบวาเปน V. parahaemolyticus 28 ไอโซเลท V. vulnificus 48 ไอโซเลท V. damsela 
1 ไอโซเลท และ V. alginolyticus  3  ไอโซเลท แบคทีเรียในจนีัสวิบริโอบางชนดิตองการเกลอื
สําหรับการเจริญที่ความเขมขนตั้งแต 0.5-12 เปอรเซ็นต จงึใชสมบัติดังกลาวนี้มาชวยในการ
จําแนกสปชีส ทําใหจัดจาํแนกไดรวดเรว็ยิ่งขึน้ และชวงที่คัดแยกแบคทีเรียอยูในชวงฤดูรอนมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ จึงพบเชือ้วิบริโอจํานวนมาก  
 จากนั้นนํา V. parahaemolyticus  ทีคั่ดแยกไดมาเปนโฮสท สําหรับแยกวิบริโอเฟจ 
สามารถแยกวบิริโอเฟจ ได 9 ตัว วิบริโอเฟจแตละตัวมลัีกษณะของพลาคแตกตางกัน คือ มีขนาด
เสนผาศนูยกลางเฉลีย่อยูในชวง 0.5-2 มิลลิเมตร  มทีั้งพลาคใสและพลาคขุน   พลาคใส ไดแก 
เฟจ Vp9    พลาคขุน ไดแก  เฟจ Vp2, Vp4, Vp6, Vp7, Vp8, Vp10, Vp15 และ Vp28   
 เมื่อนําวิบริโอเฟจทัง้ 9 ตัว ไปศึกษารูปรางภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
พบวาวิบริโอเฟจทัง้หมดมีหวัเปนรูปหกเหลี่ยม  มีเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยอยูในชวง 53.33-93.33 
นาโนเมตร มสีวนหางทีม่ีความยาวแตกตางกนัเฉลีย่อยูในชวง 66.67-233.33 นาโนเมตร สามารถ
แยกวิบริโอเฟจ ไดเปน 2 กลุม  กลุมแรก คือ  เฟจ Vp2, Vp4, Vp6, Vp7, Vp9, Vp10, Vp15 และ 
Vp28 มีสวนหางยาวและไมมีชีทหอหุม จัดอยูในกลุม B ตามวิธกีารจัดจําแนกของ Bradley และ
จัดอยูใน Family Siphoviridae ตามวธิีของคณะกรรมการสากลวาดวยการจัดอนกุรมวิธานของ
ไวรัส กลุมที่สอง คือ เฟจ Vp8 สวนหางมีชีทหอหุม จดัเฟจนี้อยูในกลุม A ตามวธิขีอง Bradley  
และจัดอยูใน Family Myoviridae ตามวิธขีองคณะกรรมการสากลวาดวยการจัดอนกุรมวิธานของ
ไวรัส เชนเดียวกับการทดลองของ Koga, Toyoshima และ Kawata (Koga; Toyoshima; & 
Kawata.  1982: 466) ซึ่งพบวาวิบริโอเฟจทีพ่บสวนใหญอยูใน Family Myoviridae และ Family 
Siphoviridae เมื่อศึกษาไดวาวบิริโอเฟจมีรูปรางเปนแบบใดแลว ทาํใหทราบทางออมวาวิบริโอเฟจ 
มีกรดนิวคลีอิกชนิดใด ซึ่งทัง้สองกลุมที่แยกไดนี้มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู  
 เมื่อนําวิบริโอเฟจทัง้ 9 ตัว มาศึกษาความสัมพันธที่ทาํใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรีย        
สายพนัธุอ่ืน นอกเหนือจากโฮสทที่ใชแยกวิบริโอเฟจชนดินั้น พบวาวบิริโอเฟจทัง้ 9 ตัว สามารถ
เกิดการติดเชือ้กับ V. parahaemolyticus สายพันธุอ่ืนนอกเหนือจากโฮสทได ซึง่แตละสายพนัธุมี
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ความหลากหลาย ตอการตดิเชื้อวิบริโอเฟจแตละตัวไดแตกตางกนั มี V. parahaemolyticus  2  
ไอโซเลท จากทั้งหมดที่แยกไดมีความตานทานตอการติดเชื้อวิบริโอเฟจทัง้ 9 ตัว เมื่อนํามาทดสอบ 
กับสปชีสอ่ืน คือ V. vulnificus  15  ไอโซเลท V. alginolyticus  2  ไอโซเลท และ V. damsela 1  
ไอโซเลท  มี V. alginolyticus 1 ไอโซเลท ที่ไมสามารถเกิดการติดเชื้อโดยวิบริโอเฟจทัง้ 9 ตัว  
นอกนั้นเกิดการติดเชื้อโดยวิบริโอเฟจทั้ง 9 ตัวไดแตกตางกนั   วิบริโอเฟจทีม่ีโฮสท-เรนจกวางที่สุด 
คือ เฟจ Vp4, Vp7, Vp8 , Vp10 สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อใน  V. alginolyticus, V. damsela, 
V. parahaemolyticus และ V. vulnificus  ไดทั้ง 4 สปชีส    วิบริโอเฟจทีม่ีโฮสท-เรนจแคบ คือ 
เฟจ Vp2, Vp6, Vp9, Vp15 และ Vp28 สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อในจีนัสวิบริโอทีท่ดสอบ
เพียงสปชีสเดยีวหรือ 2-3 สปชีสเทานัน้           สวนวบิริโอเฟจตัวทีท่ําใหเกิดการติดเชื้อเฉพาะใน 
V. parahaemolyticus คือ เฟจ Vp28 แตวิบริโอเฟจทั้งหมดไมสามารถเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรีย
จีนัสอ่ืน โดยเมื่อนํามาทดสอบกับ E. coli 4 สายพันธุ  Klebsiella sp. 2 สายพนัธุ   พบวามีความ
ตานทานตอการติดเชื้อโดยวิบริโอเฟจทั้ง 9 ตัว  จากการทดลองมีเพียงเฟจ Vp28    ที่ไมสามารถ
ทําใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียตางสปชีสและจีนัส ดังนัน้อาจนําสมบัติความจําเพาะของเฟจ 
Vp28  มาใชประโยชนในการจัดจําแนกสปชีสของ V. parahaemolyticus ออกจากสปชีสอ่ืนใน
จีนัสวิบริโอ สวนวิบริโอเฟจอีก 8 ตัว สามารถนํามาจดัจําแนกแบคทีเรียในจนีัสวบิริโอ ออกจาก
แบคทีเรียจีนัสอ่ืนได 
 เมื่อนําวิบริโอเฟจ 6 ตัว คือ เฟจ Vp2, Vp4, Vp6, Vp10, Vp15 และ Vp28      มาทาํการ
สกัดดีเอ็นเอแลวนาํดีเอ็นเอที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ 5 ชนิด   เพื่อตรวจสอบยืนยนัวาเปน 
วิบริโอเฟจชนดิเดียวกนัหรือไม พบวาเฟจ Vp10 ไมถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทัง้ 5 ชนิด แสดง
วาดีเอ็นเอของเฟจ Vp10 ไมมีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 5 ชนิด     สวนดีเอ็นเอ
ของเฟจ Vp2, Vp6, และ Vp28  ถูกตัดดวยเอนไซม HindIII  แสดงวาดีเอ็นเอของเฟจทัง้ 3 ตัว มี
บริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม HindIII    สวนดีเอ็นเอของเฟจ Vp4  ถูกตัดดวยเอนไซม HindIII 
และ EcoRI  แสดงวาดีเอน็เอของเฟจ Vp4  มีบริเวณตดัจําเพาะของเอนไซม  HindIII และ EcoRI     
ดีเอ็นเอของเฟจ Vp15  ถูกตัดดวยเอนไซม HindIII, EcoRI และ BglII แสดงวาดีเอ็นเอของเฟจ 
Vp15 มีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม HindIII, EcoRI และ BglII    แตดีเอ็นเอของเฟจ Vp15 แม
ถูกตัดดวยเอนไซมทั้ง 3 ชนดินี้ แตแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎยังแยกไดไมชดัเจน จึงควรเลือกใชเอนไซม
ตัดจําเพาะชนดิอื่นที่เหมาะสมตอไป จากรูปแบบดีเอ็นเอของวิบริโอเฟจแตละตัวหลังการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะทัง้ 5 ชนิดแตกตางกนั  จึงยืนยันไดวาเปนวิบริโอเฟจตางชนิดกัน   และพบวา
วิบริโอเฟจสวนใหญมีบริเวณที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิด HindIII  
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ภาคผนวก ก 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการวิเคราะห 
1. Brain  heart  infusion  broth 

calf  brain              200   กรัม 
beef heart             250   กรัม 

  proteose  peptone              10  กรัม 
  dextrose            2   กรัม 
  sodium chloride         5   กรัม 
  disodium  phosphate               2.5  กรัม 

น้ํากลัน่            1  ลิตร 
  pH 7.4 
 ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
2. Carbohydrate  broth (phenol red broth base) 
  beef  extract          1   กรัม 
  proteose  peptone                             10   กรัม 
  sodium  chloride            5   กรัม 
  carbohydrate               10   กรัม 
  phenol  red                      0 .018   กรัม 
  น้ํากลัน่          1   ลิตร 
  pH   7.4 
  ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
3. Citrate  medium  
  ammonium  dihydrogen  phosphate      1   กรัม 
  dipotassium  phosphate     1   กรัม 
  sodium  chloride     5   กรัม 
  magnesium  sulfate                        0.2   กรัม 
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  agar                15   กรัม 
  bromthymol  blue                      0.08   กรัม 
  น้ํากลัน่         1   ลิตร 
  pH   6.9    
  ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
4. Decarboxylase  broth base 
  peptone       5   กรัม 
  beef  extract         5   กรัม 
  bromcresol  purple                        0.01  กรัม 
  cresol  red                       0.005   กรัม 
 dextrose                0.5   กรัม 

pyridoxal           0.005   กรัม 
  น้ํากลัน่          1   ลิตร 
  pH  6.0  
  เติมกรดอะมิโนที่ตองการทดสอบลงไปใน decarboxylase broth base ใหมีความเขมขน
เปน 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ตัวอยางเชน ตองการตรวจหาเอนไซม lysine 
decarboxylase  ก็ใหเตมิ lysine ลงใน decarboxylase broth base ใหมีความเขมขน 0.5 
เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
  
5. Methyl Red/Voges-Poskauer (MR/VP)  broth 
  proteose  peptone         7   กรัม 
  dextrose      5   กรัม 
  dipotassium hydrogen phosphate   5   กรัม 
  น้ํากลัน่          1   ลิตร 
  pH  6.2 
  ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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6. Motility   test  medium 
             beef   extract          3   กรัม 
  peptone                 10   กรัม 
  sodium  chloride        5   กรัม 
  agar          4   กรัม 
  น้ํากลัน่           1   ลิตร 
  2, 3, 5 - triphenyltetrazodiumchloride           0.01           มิลลิกรัม 
  pH  7.4 
 ทําการเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี 
 การทดสอบ motility ใหปกเชื้อลงไปในอาหารแข็ง ตรงกลางอาหารแลวดูบริเวณตรงกลาง
ที่ปก ถาเชื้อกระจายไปบริเวณอื่นๆ นอกเหนือจากบริเวณที่ปกเชื้อ แสดงวาเชื้อเคลื่อนที่ได 
 
7. Nutrient  agar   
  beef  extract        3   กรัม 
  peptone        5   กรัม 
  agar                15   กรัม 
  น้ํากลัน่         1   ลิตร 
  pH  6.8 
  ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
8. Nutrient   broth 

beef  extract        3   กรัม 
  peptone        5   กรัม 
  น้ํากลัน่         1   ลิตร 
  pH  6.8 
  ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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9. Thiosulfate  citrate  bile  salts  sucrose  agar (TCBS agar) 
  yeast  extract         5   กรัม 
  peptone               10   กรัม 
  sucrose               20  กรัม 
  sodium  thiosulfate pentahydrate            10   กรัม 
  oxgall          5   กรัม 
  sodium  chloride              10   กรัม 
  ferric   citrate         1   กรัม 
  bromthymol  blue           0.04   กรัม 
  agar                15   กรัม 
  น้ํากลัน่                        1    ลิตร 
  pH  8.6 
  ละลายสารตางๆ เขาดวยกนัตั้งไฟพอเดือด จากนั้นเทใสจานเพาะเลีย้ง (อาหารไมจําเปน 
ตองฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส 15 นาท)ี  TCBS เปนอาหาร selective media โดยใน
อาหารจะเติมสารอาหารที่ยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่น มเีพยีงจีนัสวิบริโอทีส่ามารถเจริญ
ได คือ มี thiosulfate และ citrate ยับยั้งการเจริญของพวก Enterobacteriaceae   Oxbile และ 
cholate ยับยั้งพวก enterococci   สวนกลุม coliform เจริญไดแตไมสามารถใชน้ําตาลซูโครส    มี 
bromthymol blue เปนอนิดเิคเตอร 
  
10. Tryptone  broth   

Tryptone               10   กรัม 
น้ํากลัน่                         1   ลิตร 
pH  7.0 

        อาจใช peptone ชนิดอื่น ทีม่ีปริมาณของกรดอะมิโน tryptophan คอนขางสงู ทําการฆา
เชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
        การใชปริมาณ tryptophan สูงๆ มักใชทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย ในการเปลี่ยน 
tryptophan ใหเปน  indole 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
1. DNase I 
  ละลาย DNase  2 มิลลิกรัมใน 1 มิลลิลิตร ของ 
  Tris-Cl (pH 7.5)               10  mM 
  sodium chloride              150  mM 
  magnesium chloride     1  mM 
 
2. RNase I 

RNase              2   มิลลิกรัม 
TE (pH 7.6)            2   มิลลิลิตร 
 

3. 3 M Sodium acetate 
  sodium acetate           408.3   กรัม 
  น้ํากลัน่                800   มิลลิลิตร 
  ปรับคา pH ใหได 5.2 โดย glacial acetic acid เขมขนและปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวย
น้ํากลัน่ ทาํการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
4. 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS)  
  sodium dodecyl sulfate                    100   กรัม 
  น้ํากลัน่                                           500   มิลลิลิตร 
  ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้าํกลัน่ ทาํการฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาท ีและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
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5. 50X TAE 
  Tris- base             242      กรัม 
  glacial acetic acid           57.1   กรัม 
  0.5 M EDTA pH 8.0           1   ลิตร 
  ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ีเมื่อจะใชใหทาํการเจือจาง
เปน 1X ดวยน้าํกลั่น  
 
6. TE- buffer 
  Tris-HCl              0.1   M 
  EDTA             1   mM 
 ปรับคา pH ใหได 8.0 และปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวยน้าํกลัน่ ทาํการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
สภาวะที่ใชในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ) 

EcoRI (บริษัท Fermentas) 
 DNA   3  ไมโครลิตร 

  Enzyme          0.5  ไมโครลิตร 
Buffer H         3.5  ไมโครลิตร 
Distilled water  5 ไมโครลิตร 
Dye    2  ไมโครลิตร 
รวม            15  ไมโครลิตร 

 
NdeI (บริษัท Fermentas) 

DNA   3  ไมโครลิตร 
Enzyme          0.5  ไมโครลิตร 
Buffer D         3.5  ไมโครลิตร 
Distilled water   5 ไมโครลิตร 
Dye    2  ไมโครลิตร 
รวม            15  ไมโครลิตร 



 81

HindIII (บริษัท Fermentas) 
DNA    3  ไมโครลิตร 
Enzyme    1  ไมโครลิตร 
Buffer R   1  ไมโครลิตร 
Distilled water   3  ไมโครลิตร 
Dye    2  ไมโครลิตร 

 รวม            10  ไมโครลิตร 
 
BglII (บริษัท Fermentas) 

DNA    3  ไมโครลิตร 
Enzyme   1  ไมโครลิตร 
Buffer O  1  ไมโครลิตร 
Distilled water    3  ไมโครลิตร 
Dye    2  ไมโครลิตร 
รวม            10  ไมโครลิตร 

 
PstI (บริษัท Fermentas) 

DNA    3  ไมโครลิตร 
Enzyme   1  ไมโครลิตร 
Buffer O  1  ไมโครลิตร 
Distilled water   3  ไมโครลิตร 
Dye    2  ไมโครลิตร 
รวม          10  ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 
การทดสอบทางชีวเคมี 
1. การทดสอบเอนไซมออกซิเดส  
         การทดสอบออกซิเดสใชในการจัดจําแนกสกุลตางๆ ของแบคทีเรียแกรมลบ สําหรับการ
วินิจฉัยเชื้อจนีสัวิบริโอนัน้ ควรทดสอบออกซิเดสกอนเปนอันดับแรก แลวนําเชื้อไปทดสอบทาง
ชีวเคมีอ่ืนๆ ตอไป เนื่องจากจีนัสวิบริโอและจีนัสใกลเคยีง เชน Aeromonas หรือ Plesiomonas 
อาจใหปฏิกิริยาที่คลายกับเชือ้ใน Family Enterobacteriaceae  อาจทาํใหการวนิิจฉัยผิดพลาดได    
 
วิธีทดสอบ 
  1. เลี้ยงเชื้อบนอาหารทีเ่หมาะสม เชน  blood agar และ  nutrient  agar   จะใหผลบวกที่
ชัดเจนและเกดิปฏิกิริยาเร็วขึ้น  โดยเลี้ยงเชื้อใหไดโคโลนีเดี่ยวที่บริสุทธิ์ 
  2. หยด  1% tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride  บนโคโลน ี2-3 หยด 
 
การตรวจผล สังเกตสีของ oxidase reagent ซึ่งปกติไมมีสี แตถาเชื้อมีเอนไซมออกซิเดส ทาํให
สามารถออกซไิดส p-phenylenediamine  โดยใชออกซิเจนในบรรยากาศ ชวยใหเกิด indophenol  
blue ข้ึน จะเห็นโคโลนีเปลีย่นเปนสีมวงทนัท ี (ดวงพร คันธโชต.ิ  2537: 118) ดังแสดงในภาพ 
ประกอบ 18  บางครั้งอาจใชกระดาษกรองตัดเปนชิน้ขนาด 1 x 3 เซนติเมตร  ชุบน้ํายา oxidase 
reagent  ทีเ่ตรียมใหมๆ จากนั้นใช loop เขี่ยโคโลนีออกมาทดสอบ โดยลากโคโลนีไปมาบน 
กระดาษ โดยจีนัสวิบริโอใหผลบวกจะเกิดสีมวงเขมภายใน 10 วินาท ีหรืออาจใชสําลีซึ่งฆาเชื้อแลว
ชุบน้ํายา oxidase reagent  แลวปายที่โคโลน ี 
 

 
 

ภาพประกอบ 18 ความสามารถในการสรางเอนไซมออกซิเดส 
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2. การทดสอบการใชซิเตรท   
 เปนการทดสอบความสามารถของเชื้อในการเจริญเติบโตในอาหาร ที่มีแหลงคารบอน
อยางงาย คือ ซิเตรท ในอาหารประกอบดวยซิเตรทและ bromthymol blue อาหารจงึมีสีเขียวมี pH 
6.8 และเปนสีน้ําเงินเมื่อม ี pH มากกวา 7.6  แบคทีเรียที่ใชซเิตรทไดตองมีเอนไซม citrate 
permease หรือ citrase โดยจะยอยซิเตรทใหเปน oxaloacetic acid    จากนัน้ oxaloacetic acid 
ถูกยอยตอจนได pyruvate, CO2 และโซเดียมไอออน  โซเดียมไอออนนี้จะรวมตวัเปน Na2CO3   
ทําใหอาหารม ีpH เปนดาง จึงเปลี่ยนสีของ bromthymol blue ได  ดังแสดงในภาพประกอบ 19 
 
วิธีทดสอบ 
 1. ปลูกเชื้อในอาหารซิเตรทที่ทาํเปนวุนเอยีง 
 2. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 
การตรวจผล 
 ผลบวก  อาหารมีสีน้าํเงนิ  
 ผลลบ   อาหารไมเปลี่ยนส ี 
 

 
 

       ภาพประกอบ 19 ความสามารถในการใชซิเตรท 
        (A) อาหารที่ไมไดเพาะเชื้อ    (B) ผลบวก 

 

A B 
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3. การทดสอบอินโดล  
  เปนการทดสอบเพื่อดูความสามารถของเชื้อในการสรางสารอินโดล ซึ่งเปนผลิตภัณฑ
สุดทาย จากการยอยกรดอะมิโน tryptophan ซึ่งไมมใีนอาหาร peptone ทั่วๆ ไป อาหารที่ใชจึง
ควรมีสวนผสมของ tryptone 1 เปอรเซ็นต ถาเชื้อเจริญไดไมจําเปนตองใสอาหารอื่นลงไป การ
ทดสอบหาสารอินโดลใช Kovac ,s  reagent  ซึ่งมีสาร  p-dimethyl amino-benzaldehyde โดย
หยดลงในอาหาร ถาในอาหารมีสารอินโดลอยูจะเกิดสีชมพ-ูมวงของ quinoidal red violet 
compound ดังแสดงในภาพประกอบ 20 
 
วิธีทดสอบ 
  1. ปลูกเชื้อในอาหารเหลว tryptone broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
  2. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24–48 ชั่วโมง 
 
การตรวจผล 
  ผลบวก เมื่อหยด Kovac ,s  reagent  ลงไป จะเกิดสีชมพ-ูมวงขึ้นทันท ี
  ผลลบ  เมื่อหยด Kovac ,s  reagent  ลงไป อาหารไมเปลี่ยนส ี
 

 
 

  ภาพประกอบ 20 ความสามารถในการสรางสารอนิโดล 
                                   (A) อาหารที่ไมไดเพาะเชื้อ     (B) ผลบวก 
 

A B 
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4. การทดสอบ Voges-Proskauer  
  เปนการทดสอบเพื่อดูความสามารถของเชื้อในการยอยกลูโคส แลวใหผลิตภัณฑสุดทาย
เปน acetoin การหาสาร acetoin ใชวิธีหยดรีเอเจนท KOH และ naphthol ซึ่งผสม creatine 
solution ลงไป  ถาเกิดสีแดงเขมข้ึนในอาหารแสดงวามสีาร acetoin  ดังแสดงในภาพประกอบ 21 
 
วิธีทดสอบ 
  1. เลี้ยงเชื้อใน MR-VP medium บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน 
  2. เติม alpha-naphthol solution ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ตามดวย KOH solution 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เขยาแรงๆ เพื่อเพิม่ออกซิเจนในบรรยากาศเขาไปผสม  
 
การตรวจผล  
   ผลบวก  อาหารมีสีแดง  
  ผลลบ   อาหารมีสีน้ําตาล 
 

 
 

       ภาพประกอบ 21 ความสามารถในการสรางสาร acetoin  
 (A) ผลลบ               (B) ผลบวก 

 
 
 
 

B A 
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5.  การทดสอบการยอยกรดอะมิโน  
  เปนการทดสอบความสามารถของเชื้อในการยอยกรดอะมิโน ผลบวกของปฏิกิริยาเกดิจาก
การดึงหมู carboxyl group ออกจากโมเลกุล (decarboxylation) ถายอยกรดอะมิโนไลซีน เรียกวา  
lysine decarboxylase  
  lysine decarboxylase test  เปนการทดสอบความสามารถในการยอยกรดอะมิโนไลซีน 
แลวใหผลิตภัณฑสุดทายเปนสารพวก amine ซึ่งมีสมบัติเปนดาง ดังนัน้เมื่อเกิดการยอยกรดอะมิ-
โนไลซีน ทาํใหอาหารเปนดางมากขึ้น อินดิเคเตอรทีอ่ยูในอาหารจงึเปลี่ยนส ี ดังแสดงในภาพ 
ประกอบ 22 
 
วิธีทดสอบ 
  1. ปลูกเชื้อลงใน lysine decarboxylase base medium 
  2. ปดทับดวย paraffin เหลว ความสงูประมาณ 4-5 มิลลิเมตร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 
การตรวจผล  
  ผลบวก อาหารมีสีมวงหรือมวงแดง  
  ผลลบ  อาหารมีสีเหลือง 
 

 
 

    ภาพประกอบ 22 ความสามารถในการใชกรดอะมิโนไลซีน  
   (A) อาหารที่ไมไดเพาะเชื้อ        (B) ผลบวก  

A B 
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6. การทดสอบการใชคารโบไฮเดรต 
  การศึกษาความสามารถของเชื้อในการยอยคารโบไฮเดรต เพื่อนํามาใชเปนแหลงพลังงาน 
ตรวจสอบโดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร phenol red broth base ที่ผสมคารโบไฮเดรตที่ตองการทดสอบ 
1 เปอรเซ็นต ถาเชื้อสามารถยอยไดจะผลิตกรด ดูไดจากการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรในอาหาร  
ดังแสดงในภาพประกอบ  23 
 
วิธีทดสอบ 
  1. เตรียม phenol  red  broth base medium นําไปทาํใหปลอดเชื้อโดยฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
  2. เติมคารโบไฮเดรต ไดแก กลูโคส แมนนิทอล อะราบโินส และเซลโลไบโอส ที่ปลอดเชื้อ 
1 เปอรเซ็นต 
  3. ถายเชื้อทีต่องการทดสอบลงหลอดทดลอง ซึ่งมีอาหารบรรจุอยูปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร 
บมที่อุณหภูม ิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง   
 
การตรวจผล 
  ผลบวก อาหารมีสีเหลือง 
  ผลลบ   อาหารไมเปลี่ยนส ี
 

 
 

     ภาพประกอบ 23 ความสามารถในการใชกลูโคส แมนนทิอล อะราบิโนส 
 และเซลโลไบโอส    (A) ผลลบ     (B) ผลบวก  

A B 
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7. การทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่  
  เชื้อในจีนัสวิบริโอ สามารถเคลื่อนที่โดยใชเเฟลกเจลลาที่ข้ัวเสนเดียว บางสปชีสมีสองเสน
หรือมากกวาทีข้ั่วเดียวกนั และบางสปชีสไมสามารถเคลือ่นที่ได ดังนัน้จึงทดสอบความสามารถใน
การเคลื่อนที่ เพื่อชวยในการจัดจําแนกสปชีส อาหารที่ใชทดสอบควรมีวุนเปนสวนประกอบ 0.3-
0.5 เปอรเซ็นต เพราะถามวีุนมากถึง 1.5 เปอรเซ็นต อาหารจะแขง็มาก ทําใหเชื้อไมสามารถ
เคลื่อนที่ได  
 
วิธีทดสอบ 
  1. เตรียม motility medium บรรจุใสหลอดทดลองตั้งหลอดตรง (ไมเอียง) 
  2. ใชเข็มเขี่ยเชื้อ (needle) เขี่ยเชื้อและปกเชื้อลงไปตรงกลางอาหาร  
  3. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 
การตรวจผล 
  ถาเชื้อกระจายไปบริเวณอื่นๆ นอกเหนือจากบริเวณที่ปก แสดงวาเชื้อเคลื่อนที่ได 
 
8. การทดสอบความสามารถของเชื้อในการเจริญในที่มีความเขมขนของเกลอืตางกัน  
  เชื้อในจีนัสวิบริโอบางสปชีสเปน halophile ซึ่งตองการเกลือสําหรบัการเจริญ ที่ความ
เขมขนตั้งแต 0.5-12 เปอรเซ็นต ยกเวน V. cholerae และ V. mimicus สามารถเจริญไดในสภาพที่
ไมมีเกลือ ดังนัน้จึงทดสอบการเจริญในสภาพทีม่ีความเขมขนของเกลือตางๆ เพื่อชวยในการจัด
จําแนกสปชีส  โดยเตรียมอาหาร nutrient broth และผสมเกลือตามความเขมขนที่ตองการทดสอบ 
เชน 0,  3,  6, 8  และ 10  เปอรเซ็นต 
 
วิธีทดสอบ 
  1. เตรียมอาหาร nutrient broth ที่มีความเขมขนของเกลอืตางกนั 
  2. ใช loop ถายเชื้อลงหลอดทดลองซึง่มีอาหารบรรจุอยูปริมาตร 1-2 มลิลิลิตร  
  3. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 
การตรวจผล 
  ผลบวก  อาหารมีลักษณะขุน  
 ผลลบ    อาหารมีลักษณะใส  
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