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บทที่ 3

ผลการทดลอง

3.1 ผลของปริมาณเกลือ  pH และสารยับยั้งตอการเจริญของ Vibrio hollisae
จากการทดลอง เลี้ยงเชื้อ V. hollisae ใน 1% peptone ทีป่รับระดับความเขมขน

ของเกลือโซเดียมคลอไรด ตั้งแต 1-8% พบวาที่ระดับความเขมขน 2% เชื้อมีการเจริญสูง
สุด (รูปที่ 3.1) สวนที่ระดับความเขมขน 0% และสูงกวา 9% เชื้อจะไมสามารถเจริญเติบ
โตได (ขอมูลไมไดแสดง) สํ าหรับการทดสอบคา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญ เมื่อ
เลี้ยงเชื้อ V. hollisae ใน 1% peptone ที่ปรับคา pH ตั้งแต 7.0-9.4 พบวา pH ที่เหมาะสม
ตอการเจริญสูงสุดคือ 8.2 (รูปที่ 3.2)  แต pH ตํ่ ากวา 6 เชื้อไมสามารถเจริญได (ขอมูลไม
ไดแสดง) และจากการทดลองใชสารยับยั้งที่เคยมีรายงานวาสามารถใชในอาหาร
selective medium หลายชนิดเชน taurocholic acid  potassium tellurite  sodium azide ซึ่ง
นยิมใชยับยั้งเชื้อแกรมลบ รวมทั้ง deoxycholic acid ทีน่ยิมใชยับยั้งเชื้อแกรมบวก และ
malachite green และ lauryl sulphate ซึง่ใชยับยั้งเชื้อประจํ าถิ่นทั่วไป พบวาสารยับยั้งที่
นํ ามาทดสอบทั้ง 6 ชนิดลวนมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อทั้งสิ้น (รูปที่ 3.3) จึงไมสามารถ
ที่จะนํ าสารยับยั้งแตละชนิดมาเติมลงใน H agar เพื่อพัฒนาเปน selective medium ดังนั้น
ในการนํ า H agar มาใชแยกเชื้อ V. hollisae ในอาหารทะเล จึงปรับความเขมขนของเกลือ
โซเดียมคลอไรดใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2% และ pH เปน 8.2

3.2 ผลการเจริญของ V. hollisae บน H agar เปรียบเทียบกับการเจริญบน
Sporosarcina agar และ Mannitol maltose agar

จากการเปรียบเทียบการเจริญของ V. hollisae สายพันธุมาตรฐาน 1613 บน H
agar กับ Sporosarcina agar และ Mannitol malltose agar พบวา V. hollisae สามารถเจริญ
บน H agar ไดดีกวา Mannitol malltose agar และ Sporosarcina agar ตามลํ าดับ (ตารางที่
3.1) แตไมพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ อยางไรก็ตามไดเลือกใช H agar ในการ
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หมายเหตุ  ทํ าการทดลอง 3 ซ้ํ า (triplicate) ของแตละการทดลอง

หมายเหตุ  ทํ าการทดลอง 3 ซ้ํ า (triplicate) ของแตละการทดลอง
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รูปท่ี 3.1 ผลของความเขมขนของเกลือตอการเจริญ
ของเชื้อ V. hollisae
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รูปท่ี 3.2 ผลของ pH ตอการเจริญของเชื้อ  V. hollisae 
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หมายเหตุ  ทํ าการทดลอง 3 ซ้ํ า (triplicate) ของแตละการทดลอง
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          รูปท่ี 3.3 ผลของสารยับยั้งตอการเจริญของเชื้อ  V. hollisae
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ตารางที่ 3.1 เปรียบเทียบการเจริญของ V. hollisae บน H agar กับ Sporosarcina agar
และ Mannitol maltose agar

ปริมาณเชื้อที่นับได (CFU/ml)ชนิดของอาหาร
การทดลองที่1 การทดลองที่2 การทดลองที่3

H agar         2.1 x 107        2.7 x 107        1.8 x 106

Sporosarcina agar 1.6 x 106  * 2.2 x 106  * 1.2 x 105  *

Mannitol maltose agar 8.7 x 106  * 2.4 x 106  * 7.3 x 105  *

                         *   P>0.05   (F - test)
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แยกเชื้อ V. hollisae จากอาหารทะเล เนื่องจากในการแยกเชื้อจากธรรมชาติหรือสิ่งแวด
ลอม มีโอกาสที่จะพบเชื้อไดนอย จึงจํ าเปนที่ตองเลือกใชอาหารที่มีโอกาสแยกเชื้อใหได
มากที่สุด

3.3 การเจริญของ V. hollisae บน H agar และ Maltose agar เปรียบเทียบกับ Vibrio
species และเชื้อแบคทีเรียอื่นๆ

ไดทํ าการทดสอบเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อ V. hollisae 11 สายพันธุ กับเชื้อ
Vibrio 21 สปชีส และเชื้อแบคทีเรียในจีนัสอื่น 4 จีนัส บน H agar พบวาเชื้อ V. hollisae
ทั้ง 11 สายพันธุ สามารถเจริญบน H agar และหมักนํ้ าตาล arabinose ทํ าใหโคโลนีมีสี
เหลือง (ตารางที่ 3.2) และทุกสายพันธุจะใหลักษณะโคโลนีที่กลม แบน ขอบเรียบ โปรง
ใส เสนผานศูนยกลางประมาณ 0.1 - 0.3 มิลลิเมตร เมื่อทิ้งไวนานเกิน 24 ชั่วโมง จะมี
รอยบุมตรงกลาง (รูปที่ 3.4) สวน Vibrio อีก 22 สปชีสพบวาสามารถเจริญบน H agar
ไดทั้งหมด แตมีเพียง 4 สปชีสเทานั้นที่สามารถหมักนํ้ าตาล arabinose (ตารางที่ 3.2)
สํ าหรับแบคทีเรียในจีนัสอื่นที่นํ ามาทดสอบไดแก S. aureus  E. coli  S. enteritidis และ
S. dysenteriae พบวาสามารถเจริญไดบน H agar ทั้งหมด แตมีเพียง  E. coli  และ
S. enteritidis เทานั้นที่สามารถหมักนํ้ าตาล arabinose ซึ่งเชื้อทั้งสองมีลักษณะโคโลนี
ใหญ และกลมนูน ซึ่งแตกตางจาก V. hollisae สํ าหรับการเจริญบน Maltose agar พบวา
V. hollisae และ Vibrio species ทุกตัวที่ทดสอบ รวมทั้ง S. aureus  E. coli  S. enteritidis
และ S. dysenteriae สามารถเจริญไดทุกตัว แต Vibrio ทุกตัวที่สามารถหมักนํ้ าตาล
arabinose จะสามารถหมักนํ้ าตาล maltose ได ยกเวน V. hollisae ที่ไมสามารถหมักนํ้ า
ตาล maltose ไดและใหโคโลนสีีชมพู (รูปที่ 3.5) ทํ าใหสามารถใช Maltose agar  คัด
เลือก V. hollisae ออกจาก Vibrio species อ่ืนได
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            รปูท่ี 3.4   ลกัษณะการเจริญของเชื้อ V. hollsae บน H agar

รูปท่ี 3.5 โคโลนีของเชื้อ V. hollisae ซึ่งไมสามารถหมักนํ้ าตาล maltose บน
              อาหาร  Maltose agar เปรียบเทียบกับเชื้อที่สามารถหมักนํ้ าตาล maltose
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ตารางที่ 3.2  ผลการเพาะเชื้อ V. hollisae 11 สายพันธุ บน H agar และ Maltose agar
เปรียบเทียบกับ Vibrio species และแบคทีเรียในจีนัสอื่นๆ

เชื้อ การเจริญบน
H agar

การหมักนํ้ าตาล
arabinose

การเจริญบน
Maltose agar

การหมักนํ้ าตาล
maltose

V. hollisae 1613 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1614 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1615 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1616 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1617 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1618 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1619 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1626 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1627 (C) + AF + NMF
V. hollisae 1628 (C) + AF + NMF
V. hollisae 3209 (E) + AF + NMF
V. fluvialis + AF + MF
V. parahaemolyticus + AF + MF
V. vulnificus + NF + MF
V. damsela + NF + MF
V. furnissii + AF + MF
V. alginolyticus + NF + NMF
V. mimicus + NF + MF
V. metschnikovii + NF + MF
V. navarrensis + NF + NMF
V. cincinatiensis + AF + MF
V. cholerae O1 + NF + MF
V. cholerae O139 + NF + MF
V. cholerae non-O1 + NF + MF
V. carchariae + NF + MF
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เชื้อ การเจริญบน
H agar

การใชนํ้ าตาล
arabinose

การเจริญบน
Maltose agar

การหมักนํ้ าตาล
maltose

V. harveyi + NF + MF
V. orientalis + NF + NMF
V. splendidus + NF + MF
V. pelagius + NF + NMF
V. mytilii + NF + MF
V. proteolyticus + NF + NMF
V. nereis + NF + ND
V. mediterranei + NF + ND
V. ordalii + NF + ND
V. campbellii + NF + MF
S. aureus + NF + MF
E. coli + AF + NMF
S. enteritidis + AF + ND
S. dysenteriae + NF + ND

(C) = Clinical strain
(E) = Environmental strain
+  = growth
AF = Arabinose Fermenter
NAF  =   Non Arabinose Fermenter
MF = Maltose Fermenter
NMF =  Non Maltose Fermenter
ND = Not Done
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 3.4 ผลการแยกเชื้อ V. hollisae ในอาหารทะเลโดยใช H agar
ไดทํ าการแยกเชื้อ V. hollisae จากตัวอยางอาหารทะเลทั้งสิ้น 448 ตัวอยาง เปน

ปลา 191 ตัวอยาง หอย 237 ตัวอยาง ปู 13 ตัวอยาง กุง 4 ตัวอยาง และกั้ง 3 ตัวอยาง โดย
เก็บตัวอยางระหวางเดือนกุมภาพันธ 2543 - เดือนกุมภาพันธ 2544 พบเชื้อที่สามารถ

ตารางที่ 3.3  ตัวอยางอาหารทะเลที่นํ ามาตรวจหาเชื้อ V. hollisae และผลการทดสอบ

arabinose fermenter
และ maltose-nonfermenter จ ํานวนสายพันธุที่ใหผล

บวก
ชนิดของ
ตัวอยาง

จ ํานวน
ตัวอยาง

(%) จ ํานวนตัว
อยางที่ใหผล
บวก(%)

จ ํานวนสาย
พันธุที่ให
ผลบวก(%)

TSI
(K/A)

ชีวเคมี PCR

จ ํานวนตัว
อยางที่
ทดสอบ
(ผล PCR
ใน APW
ใหผลบวก)

ปลา 191(42.6) 76(46.6) 177(45.2) 50 5 0 96(1)
หอย 237(52.9) 77(47.3) 197(50.2) 28 3 0 111(0)
ปู 13(2.9) 7(4.3) 11(2.8) 2 0 0 10(0)
กุง 4(0.9) 1(0.6) 1(0.3) 1 1 0 4(0)
กั้ง 3(0.7) 2(1.2) 6(1.5) 1 0 0 3(0)
รวม 448(100) 163(100) 392(100) 82 9 0 224(1)

หมักนํ้ าตาล arabinose แตไมสามารถหมักนํ้ าตาล maltose  ในตัวอยางหอยมากที่สุดคือ
77 ตัวอยาง รองลงมาคือปลา ปู กั้ง และกุง ตามลํ าดับ (ตารางที่ 3.3) จํ านวนสายพันธุพบ
มากที่สุดในตัวอยางหอย 197 สายพันธุ รองลงมาคือปลา 177 สายพันธุ ปู 11 สายพันธุ
กั้ง 6 สายพันธุ และกุง 1 สายพันธุ ตามลํ าดับ อยางไรก็ตาม อยางไรก็ตามเมื่อทํ าการ
ทดสอบ TSI พบวาจํ านวนสายพันธุที่ใหผล TSI เปนแบบ alkaline slant acid butt (K/A)
มีเพียง 82 สายพันธุ โดยพบในปลามากที่สุดคือ 50 สายพันธุ รองลงมาคือหอย 28 สาย
พันธุ  แตเมื่อนํ าสายพันธุทั้งหมดมาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีพบสายพันธุที่ใหผล
บวกจากตัวอยางปลา 5 สายพันธุ จากตัวอยางหอย 3 สายพันธุ และจากตัวอยางกุง เพียง
1 สายพันธุ เทานั้นแตเมื่อนํ าไปตรวจยืนยัน โดยวิธี PCR พบวาใหผลลบทุกสายพันธุ
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และจากการตรวจหาเชื้อโดยตรงจาก APW ที่ผานการบมเพาะเชื้อนาน 6 ชั่วโมง เมื่อ
นํ ามาทํ า PCR โดยตรงและทํ า electrophoresis พบผลบวกจากปลาหัวออนเพียง 1 ตัว
อยาง จากจํ านวนตัวอยางที่นํ ามาทดสอบทั้งสิ้น 224 ตัวอยาง แตไมสามารถแยกเชื้อดัง
กลาวออกมาได

3.5 ผลการตรวจหาจีน tdh บนโครโมโซมอลดีเอนเอและพลาสมิดของเชื้อ V. hollisae
จากการตรวจหาจีน tdh บนโครโมโซมอลดีเอนเอของเชื้อ V. hollisae 11

สายพันธุคือ V. hollisae 1613 V. hollisae 1614 V. hollisae 1615 V. hollisae 1616         
V. hollisae 1617 V. hollisae 1618 V. hollisae 1619 V. hollisae 1626 V. hollisae 1627   
V. hollisae 1628 และ V. hollisae 3209  และจากพลาสมิดของเชื้อ V. hollisae 1614      
V. hollisae 1615 V. hollisae 1618 และ V. hollisae 3209 โดยวิธี Southern blot
hybridization พบจีน tdh บนโครโมโซมอลดีเอนเอของเชื้อ V. hollisae ทุกสายพันธุที่นํ า
มาทดสอบ แตไมพบจีน tdh บนสวนของพลาสมิด (รูปที่ 3.6)
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ลการตรวจหาจีน tdh บนโครโมโซมและพลาสมิดของ V. hollisae
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 3.6 ผลการตรวจหาจีนของ phage Vf33 บนโครโมโซมอลดีเอนเอและพลาสมิดของ
V. hollisae

จากการตรวจหาจีนของ phage Vf33 ตรงตํ าแหนง conserved region ขนาด 2,634
bp (Vf1) และ distinctived region ขนาด 579 bp (Vf2) บนโครโมโซมอลดีเอนเอและ
พลาสมิดของเชื้อ V. hollisae 11 สายพันธุ ไมพบสวนของ conserved region และ
distinctived region ของ bacteriophage Vf33 ทั้งในสวนของโครโมโซมอลดีเอนเอและ
พลาสมิดของเชื้อ V. hollisae ทกุสายพันธุที่นํ ามาทดสอบ (รูปที่ 3.7 และ 3.8)
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ท่ี 3.7  ผลการตรวจหาจีน bacteriophage Vf 33 สวนที่เปน conserve region
f1) บนโครโมโซมและพลาสมิดของ V. hollisae
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