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บทคัดย่อ 
 
  V. vulnificus จัดเป็นเชื้อที่มีความส าคัญเนื่องจากก่อโรคในคนโดยเฉพาะ
ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันต่ าจะมีอัตราการตายสูง และก่อโรควิบริโอซิสในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า
ท าให้เกิดการสูญเสียเงินในระบบเศรษฐกิจ การวิจัยครั้งนี้เพ่ือศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ ฟีโนไทป์ 
ร่วมกับรูปแบบลายพิมพ์ดี เอ็นเอ ความสามารถในการก่อโรคโดยใช้หนอนผี เสื้อ (Galleria 
mellonella) เป็นแบบจ าลอง  และการแยกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ V. vulnificus ในเชื้อ
ทั้งหมด 62 สายพันธุ์ แบ่งเป็น เชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมร้อยละ 66 ผู้ป่วยร้อยละ 16 และเชื้อก่อ
โรคในปลาร้อยละ 16 ผลการตรวจสอบ vcg-type, ยีน manIIA, ยีน nanA, ยีน nab, PRXII, การ
สลายเม็ดเลือดแดง, ความทนต่อเซรุ่ม และการใช้น้ าตาลแมนนิทอล แสดงให้เห็นว่า ยีน nanA และ 
PRXII อาจใช้เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพเพ่ือบอกความรุนแรงของเชื้อได้ดีกว่าการทดสอบอย่างอ่ืน 
การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธี ERIC-PCR สามารถจัดกลุ่มเชื้อได้ 4 กลุ่ม คือ A, B, C, และ D โดย
กลุ่ม C และ D สมาชิกส่วนใหญ่ประกอบด้วยเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม และเชื้อในแต่ละกลุ่มมีการ
แสดงออกทาง จีโนไทป์ และฟีโนไทป์ที่หลากหลาย ความหลากหลายของเชื้อที่ เกิดขึ้น อาจ
เนื่องมาจาก V. vulnificus ทุกสายพันธุ์มีการแทรกตัวของโปรเฟจ ผลของการใช้หนอนผีเสื้อเป็น
แบบจ าลองในการศึกษาความรุนแรงของ V. vulnificus แสดงให้เห็นว่าการตายและพยาธิสภาพของ
หนอนผีเสื้อขึ้นอยู่กับปริมาณและสายพันธุ์ของ V. vulnificus ที่ได้รับ การศึกษาครั้งนี้ท าการแยก  
แบคเทอริโอเฟจ จ านวน 333 ไอโซเลท โดยใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 และ ATCC 27562 
เป็นโฮสต์ แบคเทอริโอเฟจส่วนใหญ่สามารถยับยั้ง V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย, V. vulnificus 
ไบ โอ ไท ป์  2, V. cholera ส า ย พั น ธุ์  PSU 966 O1 , V. alginolyticus ส า ย พั น ธุ์  PSU 6 ,                  
V. parahaemolyticus สายพันธุ์  ATCC 17808 และ V. vulnificus ก่อโรคในปลา ตามล าดับ 
คัดเลือกแบคเทอ- ริโอเฟจได้จ านวน 5 ไอโซเลทโดยอาศัยความสามารถในการฆ่า Vibrio spp. 
ปริมาณแบคเทอริโอเฟจภายหลังการเพ่ิมจ านวน และขนาดของพลาคส์ เพ่ือศึกษาความสามารถใน
การอยู่รอดในสภาวะต่าง ๆ พบว่าสามารถอยู่รอดในช่วงอุณหภูมิ 20˚C-40˚C, pH 5-11 และความ
เค็มที่ 0-3 % NaCl แบคเทอริ-โอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่ มีขนาด
มากกว่า 23 kb และผลการทดลองโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะยืนยันว่าแบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 
ไอโซเลทไม่ใช่ชนิดเดียวกัน จากการคัดเลือกแบคเทอริโอ เฟจจ านวน 2 ไอโซเลท (MC20915 และ 
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BD41025) มาศึกษารูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าแบคเทอริโอเฟจ
ประกอบด้วยส่วนหัวหกเหลี่ยม ขนาดประมาณ 60 และ 63 nm และไม่มีหาง การศึกษานี้แสดงให้
เห็นถึงความเป็นไปได้ที่จะใช้ตัวชี้วัดทางชีวภาพเพ่ือใช้ระบุความรุนแรงของเชื้อ เพ่ือใช้ในการเฝ้าระวัง
และป้องกันการติดเชื้อ รวมถึงการป้องกันและก าจัดเชื้อโดยการใช้แบคเทอริโอเฟจ 
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Abstract 
 

   Vibrio vulnificus is an important pathogen which can cause 
serious infections with high mortality rate in humans with underlying diseases and 
vibriosis in marine animals, resulting in economic loss. Our study is aimed to 
genotypically and phenotypically characterize, to investigate DNA fingerprints of      
V. vulnificus, to preliminary evaluate possibility of Galleria mellonella as animal 
model for V. vulnificus infection, and to isolate bacteriophage specific to V. vulnificus. 
Sixty two V. vulnificus strains were used including environmental isolates (66%), 
clinical isolates (17%), and fish pathogens (17%). The analysis of genotypic and 
phenotypic characteristics including the presence of vcg-type, manIIA gene, nanA 
gene, nab gene and PRXII, hemolytic activity, serum resistance, and mannitol 
fermentation, revealed that mannitol fermentation by nanA and PRXII were better 
biomarker candidates to assess virulence strains than the other characteristics. 
Analysis of DNA fingerprints by ERIC-PCR led to the separation of V. vulnificus into 4 
groups including A, B, C, and D. Group C and D are composed of most environmental 
isolates. The genotypic and phenotypic characteristics among groups were 
insignificantly different. Our study suggested that the high diversity of V. vulnificus 
may be due to the prophage insertion in its genome. The ability to use Galleria 
mellonella larvae as an animal model of virulence V. vulnificus strains was explored 
in this study. The result showed that fatality and pathogenesis of the larvae 
depended on dose and strain of V. vulnificus. Three hundred and thirty-three 
bacteriophages specific to V. vulnificus VVA6 and ATCC 27562 were isolated. Host 
range analysis showed that most V. vulnificus caused lysis in clinical isolates and       
V. vulnificus biotype 2, V. cholerae PSU 966 O1, V. alginolyticus PSU 6,                   
V. parahaemolyticus ATCC 17808, and V. vulnificus isolated from diseased fish. To 
investigate survival ability of bacteriophages in different environmental stresses, 5 
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bacteriophages were selected based on host range, concentration of bacteriophages 
after amplification, and plaque size. These bacteriophages survived during 20˚C- 
40˚C, pH 5-11 and 0-5% salinity. Their genomes were double-stranded DNA with the 
size of more than 23 kb and showed different DNA fingerprint patterns after 
restriction enzyme digestion. Two bacteriophages, MC20915 and BD41025, were 
chosen to be observed under a transmission electron microscope. The result 
displayed that both were icosahedrons. Our study demonstrates the 
possibility of biomarker candidates to indicate virulent V. vulnificus strains for disease 
surveillance and prevention. In addition, this research provides further alternative 
ways as biological agents to inhibit and control V. vulnificus in the aquaculture 
industry.  
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 ขอขอบคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ที่สนับสนุนงบประมาณเพ่ือ
การวิจัย 
 สุดท้ายนี้ขอขอบคุณ ครอบครัวที่รัก ดร.พงษ์โสภี อัตศาสตร์ สมาชิกห้อง PR516 และ 
วท. 510 เพ่ือน ๆ พ่ี ๆ และน้อง ๆ ทุกคนที่คอยเป็นก าลังใจ เป็นแรงบันดาลใจ และให้ความ
ช่วยเหลือเสมอมา 
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บทที่ 1 

 
 

บทน า 
 
 
1.1 บทน าต้นเรื่อง 

 
   Vibrio vulnificus เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างแท่งโค้ง สามารถพบได้ใน
น้ าทะเล ปากแม่น้ า หรือสัตว์น้ าทางทะเล โดยเฉพาะหอย คนจะได้รับเชื้อผ่านการรับประทานอาหาร
ทะเลที่ไม่ผ่านความร้อนและมีเชื้อปนเปื้อน โดยเฉพาะหอยนางรมดิบ (Lowry et al., 1989) อาจท า
ให้เกิดกระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบ หรืออาจได้รับเชื้อผ่านทางบาดแผลโดยตรงจากสัมผัสเชื้อที่
อยู่ในน้ าทะเล ท าให้เกิดการติดเชื้อทางบาดแผล  ก่อให้เกิดภาวะโลหิตเป็นพิษ (septicemia) (Jones 
and Oliver, 2009) นอกจากนี้ V. vulnificus ยังจัดเป็นเชื้อฉวยโอกาส ในผู้ที่มีภูมิคุ้มกันต่ า หรือเป็น
โรคตับอักเสบ หลังจากเชื้อเข้าสู่ร่างกาย จะเกิดภาวะโลหิตเป็นพิษอย่างรุนแรง ซึ่งมีอัตราการตายอาจ
สูงถึง 67-80% (Jung et al., 2005) แม้ว่ารายงานการตรวจพบการติดเชื้อ V. vulnificus จะมีไม่
มากนักทั้งในประเทศและต่างประเทศ แต่ผู้ป่วยส่วนใหญ่ที่ติดเชื้อจะมีอัตราการเสียชีวิตสูง (Mead et 
al., 1999, Jones and Oliver, 2009, Kiratisin, 2012) และการระบาดของเชื้อมักพบบ่อยในช่วง
หน้าร้อน (Blake et al., 1979) ปัจจุบันมีการจ าแนก V. vulnificus โดยอาศัยการทดสอบทางชีวเคมี 
และล าดับเบส รวมถึงความสามารถในการก่อโรค สามารถแบ่งออกเป็น 3 ไบโอไทป์ ได้แก่ ไบโอไทป์ 
1 มักก่อโรคในคน ไบโอไทป์ 2 ส่วนใหญ่สามารถก่อโรคในสัตว์น้ าแต่มีรายงานว่าสามารถก่อโรคในคน
ได้ และไบโอไทป์ 3 ก่อโรคในสัตว์น้ าและคน สายพันธุ์นี้พบเฉพาะในประเทศอิสราเอล โดยไบโอไทป์ 
3 ให้ผลการทดสอบทางชีวเคมีและล าดับเบสเป็นลูกผสมระหว่างไบโอไทป์ 1 และ 2 (Radu et al., 
1998, Strom and Paranjpye, 2000, Oliver, 2005, Jones and Oliver, 2009) การจัดกลุ่มโดย
อาศัยไบโอไทป์เพียงอย่างเดียวอาจไม่เพียงพอส าหรับการระบุความรุนแรงของเชื้อในคนหรือสัตว์น้ า
ได ้
  ใน อดี ต ก ารจั ด จ าแน ก  V. vulnificus โด ย ใช้  vcg-type เ พ่ื อ บ่ งบ อก
ความสามารถของเชื้อในการก่อโรคและแหล่งที่มา เชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยและน่าจะมีความรุนแรง
จัดเป็น vcg-C type ส่วนเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมและไม่น่าจะมีความสามารถในการก่อโรค
จัดเป็น vcg-E type (Nilsson et al., 2003, Rosche et al., 2005, Vickery et al., 2007) ต่อมามี
รายงานพบ V. vulnificus ที่เป็น vcg-C type ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างทางสิ่งแวดล้อม (Guerrero et 
al., 2015, Kim and Cho, 2015, Cruz et al., 2016) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ไม่สามารถใช้ vcg-type 
เพ่ือบ่งบอกความสามารถของเชื้อในการก่อโรคได้อย่างแม่นย า ดังนั้นต่อมาจึงมีการศึกษายีนอ่ืน ๆ ที่



 
 

2 
 

 

 
 

เกีย่วข้องกับการก่อโรคหรือเพ่ิมความรุนแรงของเชื้อเพ่ือใช้เป็นตัวชี้วัด V. vulnificus ที่มีความรุนแรง
และก่อโรค เช่นความสามารถของเชื้อในใช้น้ าตาลแมนนิทอล (Drake et al., 2010) การแสดงออก
ของ pathogenicity region XII (PRXII) (Cohen et al., 2007) และยีน nanA ที่ควบคุมการสลาย 

sialic acid (Jeong et al., 2009, Lubin et al., 2012) ดังนั้นจึงน่าสนใจที่จะศึกษายีนเหล่านี้ใน   
V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย สิ่งแวดล้อม และปลาที่เป็นโรค จากภาคใต้ของประเทศไทย 
ร่วมกับการศึกษารูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธี ERIC-PCR เพ่ือดูความสัมพันธ์ของเชื้อแต่ละกลุ่ม 
ซ่ึงอาจเป็นแนวทางในการจัดจ าแนก V. vulnificus สายพันธุ์ที่ก่อโรคและสายพันธุ์ที่ไม่ก่อโรคได ้

  อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ ามักประสบปัญหาโรคติดเชื้อที่ เกิดจาก
แ บ ค ที เ รี ย  เ ช่ น  vibriosis, photobacteriosis, furunculosis, streptococcosis แ ล ะ 
lactococcosis เป็นต้น vibriosis นับเป็นโรคที่ท าให้ฟาร์มเพาะเลี้ยงสูญเสียรายได้เป็นจ านวนมาก 
(Thompson et al., 2004 ) แบ คที เรี ย ใน กลุ่ ม นี้ ได้ แก่  V. anguillarum, V. alginolyticus,          
V. parahaemolyticus,     V. vulnificus และ V. salmonicida (Toranzo et al., 2005, Silva 
et al., 2014) ซึ่งนับเป็นการสูญเสียทางเศรษฐกิจของชาติ เนื่องจากประเทศไทยจัดเป็นผู้ผลิตสัตว์น้ า
ส่งออกล าดับที่ 7 ของโลก (FAO, 2012) เกษตรกรนิยมใช้ยาปฏิชีวนะในการควบคุมการระบาดของ
โรคทั้งแบบใช้ยาชนิดเดียวและแบบผสม เพ่ือเสริมฤทธิ์ของยา ส่งผลให้เชื้อมีอัตราการดื้อยาเพ่ิมสูงขึ้น 
พบว่าแบคทีเรียในทะเลประมาณ 90% ดื้อต่อยาปฏิชีวนะและแบคทีเรียประมาณ 20% ดื้อต่อยา
ปฏิชีวนะอย่างน้อย 5 ชนิด (Cabello, 2006, Karunasagar et al., 2007, Almeida et al., 2009, 
Pasqualina et al., 2011, Cabello et al., 2013) นอกจากนี้พบการดื้อยาหลายชนิดใน Vibrio 
spp. หลายสายพันธุ์ที่ก่อโรคในมนุษย์ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาในการใช้ยาปฏิชีวนะรักษาโรคติดเชื้อ 
(Rowan, 2010, Martínez, 2013)  ดังนั้นการใช้กลยุทธ์ใหม่ ๆ เพ่ือควบคุมหรือรักษาการติดเชื้อจาก 
Vibrios จึงเป็นสิ่งที่ส าคัญ แบคเทอริโอเฟจ (Bacteriophage) เป็นทางเลือกที่น่าสนใจ เนื่องจาก   
แบคเทอริโอเฟจจัดเป็นไวรัสของแบคทีเรีย (obligate intracellular parasite) ซึ่งจ าเป็นต้องใช้
แบคทีเรียเป็นโฮสต์ในการเพ่ิมจ านวนและท าลายแบคทีเรียเพ่ือปลดปล่อยลูกหลาน (lytic- 
bacteriophage) (Salmond and Fineran, 2015) โดยการบุกรุกแบคทีเรียมีความความจ าเพาะสูง 
จึงไม่ท าลายแบคทีเรียประจ าถิ่นที่มีประโยชน์ และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ดังนั้นการใช้แบคเทอริ-
โอเฟจจึงเป็นทางเลือกใหม่ที่น่าสนใจส าหรับควบคุมโรคติดเชื้อที่เกิดจากแบคทีเรียโดยเฉพาะเชื้อที่ดื้อ
ต่อยาปฏิชีวนะหรือแบคทีเรียทีส่ร้างไบโอฟิล์ม 

  งานวิจัยในครั้งนี้เป็นการศึกษาคุณสมบัติของเชื้อ V. vulnificus ที่แยกได้จาก
สิ่งส่งตรวจผู้ป่วย สิ่งแวดล้อม และปลาที่เป็นโรค เพ่ือเปรียบเทียบเชื้อจากแหล่งต่างกันมีลักษณะการ
แสดงออกทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์แตกต่างกันอย่างไร และมีความเกี่ยวข้องกันหรือไม่ (clonal- 
relation) นอกจากนั้นท าการแยกและศึกษาแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ V. vulnificus ความรู้จาก
การศึกษาครั้งนี้สามารถใช้เป็นแนวทางในการหาลักษณะที่จ าเพาะของเชื้อ V. vulnificus ที่ก่อโรคใน
ปลา และ ในคน และการควบคุมเชื้อ เพ่ือที่จะเป็นแนวทางในการป้องกันและควบคุมการปนเปื้อน
ของเชื้อ Vibrio spp. ในอาหารทะเล และรักษาการติดเชื้อ V. vulnificus ในอนาคต 
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1.2 การตรวจเอกสาร 
 

1.2.1 Vibrio spp. 
 

     Vibrio spp. จัดอยู่ในวงศ์ Vibrionaceae ซึ่งมีมากกว่า 72 สปีชีส์ โดยสปีชีส์ที่
มี ความส าคัญ ทางการแพทย์ และสามารถก่ อ โรคในคนมี  3 สปี ชี ส์  ได้ แก่  V. cholerae,                  
V. parahaemolyticus และ V. vulnificus  
    Vibrio  มีลักษณะแท่งตรงหรือโค้งหัวท้ายมนแบบ comma-shaped มีขนาด
กว้างประมาณ 0.5-0.8 µm ยาวประมาณ 1.4-2.6 µl ติดสีแกรมลบ ไม่สร้างสปอร์ เคลื่อนที่โดยการ
ใช้ polar flagella สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิ เจน  (facultative anaerobe) 
ด ารงชี วิ ต แบ บ  chemoheterotroph ส ามารถสร้ า ง เอน ไซม์ ห ลั่ งออกมาภ ายน อก เซลล์ 
(exoenzyme) ได้หลายชนิด เช่น gelatinase, amylase, chitinase และ DNase  (Joseph et al., 
1982) ให้ผลบวกกับการทดสอบ  oxidase ยกเว้น  V. metschnikovii  (Bottone and Robin, 
1978) สายพันธุ์ที่ก่อโรคในคนให้ผลบวกกับการทดสอบ lysine decarboxylase และ ornithine 
decarboxylase แต่ให้ผลลบกับการทดสอบ arginine dihydrolase คุณสมบัติที่ส าคัญอีกประการ
หนึ่ งของ  Vibrio คื อจะไวต่ อการทดสอบ  0/129 (2,4-diamino-6,7-di-isopropylpteridine) 
(Alsina and Blanch, 1994) แต่ไม่ให้แก๊ส โดยทั่วไปสามารถสร้าง indole ได ้
 

1.2.2 Vibrio vulnificus 
 

1.2.2.1 ลักษณะทั่วไป 
    V. vulnificus สามารถพบได้ในแหล่งน้ าเค็มและบริเวณปากน้ า (น้ ากร่อย) 
นอกจากนี้ยังสามารถพบได้ในสัตว์ทะเล โดยเฉพาะหอยแครงและหอยนางรม ในประเทศแถบ
ตะวันตกมักพบผู้ป่วยติดเชื้อในหน้าร้อน แต่ในประเทศไทยและประเทศอ่ืน ๆ สามารถพบการติดเชื้อ 
V. vulnificus ได้ตลอดทั้ งปี  V. vulnificus ถูกแยกได้ครั้งแรกโดย  U.S. Centers for Disease 
Control (CDC) ประเทศสหรัฐอเมริกาในปี 1964 (Strom and Paranjpye, 2000) ซึ่งมีลักษณะ
ใก ล้ เคี ย งกั บ  V. parahaemolyticus แ ล ะ  V. alginolyticus แ ต่ ใน ก า รท ด ส อ บ ท าง เค มี               
V. vulnificus สามารถหมักน้ าตาล lactose ได้ แต่ V. parahaemolyticus และ V. alginolyticus 
ไม่สามารถหมักได้ ในปี ค.ศ.1980 V. vulnificus ได้ถูกแยกออกจาก V. parahaemolyticus และ    
V. alginolyticus โดยอาศัยความแตกต่างของ 16SrRNA gene (Radu et al., 1998, Harwood et 
al., 2004) 
    การปนเปื้อน V. vulnificus ในอาหารทะเลยังคงมีรายงานอย่างต่อเนื่อง 
ประเทศไต้หวันพบการปนเปื้อน V. vulnificus ในกุ้งและปลา (Hsueh et al., 2004) ประเทศ
สหรัฐอเมริกาตรวจพบ V. vulnificus ที่ปนเปื้อนในอาหารทะเล โดยเฉพาะหอยนางรมในบริเวณรัฐที่
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ติดกับอ่าวแม็กซิโก (Kaysner et al., 1987) นอกจากนี้มีการตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อในหอย ปลา 
และน้ าทะเล แถบทวีปยุโรป ได้แก่ประเทศเดนมาร์ค (Hoi et al., 1998) เยอรมัน (Lhafi and 
Kühne, 2007) เนเธอร์แลนด์ (Veenstra et al., 1994) และยังมีรายงานการพบเชื้อในบ่อเลี้ยงปลา
ในประเทศอิสราเอล (Bisharat and Raz, 1996, Bisharat et al., 1999, Paz et al., 2007) ส่วน
แถบทวีปเอเชีย พบการปนเปื้อนทั้งในน้ าทะเล ปลา และหอย ในประเทศญี่ปุ่น (Venkateswaran et 
al., 1989, Miyasaka et al., 2006, Mahmud et al., 2008) ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน 
(Yano et al., 2004) และบริเวณเกาะฮ่องกง (Chan et al., 1986) เนื่องจากเชื้อสามารถเจริญได้ดี
ในเขตอากาศอบอุ่นถึงร้อน ดังนั้นจึงพบผู้ติดเชื้อในช่วงฤดูอบอุ่นและฤดูร้อน เช่น ช่วงเดือนพฤษภาคม
ถึงกันยายน ในประเทศสหรัฐอเมริกาหรือช่วงเมษายนถึงกันยายน ในประเทศญี่ปุ่น จีน และไต้หวัน 

  ส าหรับข้อมูลในประเทศไทยจากการเฝ้าระวังทางห้องปฏิบัติการของ
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุขระหว่างปี  2544-2549 พบผู้ป่วยติดเชื้อ V. vulnificus แบบ 
septicemia 56 ราย ในช่วงอายุประมาณ 46-55 ปี นอกจากนี้เชื้อสามารถท าให้เกิดโรคกระเพาะ
อาหารและล าไส้อักเสบ (gastroenteritis) จากการรับประทาน แต่พบอัตราการตายต่ าและสามารถ
หายเองได้ ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้สูงว่า จ านวนผู้ป่วยที่เกิดการติดเชื้อ V. vulnificus มีมากกว่าที่มี
การรายงาน โดยพบว่าผู้ป่ายที่มีประวัติเคยดื่มสุรา ติดสุรา และเป็นโรคตับแข็งมาก่อน มีอัตราป่วย
ตายเป็นร้อยละ 83 กลุ่มคนดังกล่าวเมื่อเกิดการติดเชื้อจะท าให้เชื้อแพร่กระจายไปท าลายอวัยวะต่าง 
ๆ ได้อย่างรวดเร็ว ท าให้เพ่ิมความรุนแรงในการก่อโรค (ศรีวรรณา และคณะ, 2549) จากการส ารวจ 
V. vulnificus ในตัวอย่างหอยนางรมสด จากอ่างศิลา จ.ชลบุรี ระหว่าง เดือนกุมภาพันธ์ 2553 ถึง 
เดือนกุมภาพันธ์ 2554 โดยใช้ยีนการสลายเม็ดเลือดแดง (vvh) ในการยืนยันว่าเป็น V. vulnificus 
ผลส ารวจพบว่ามีจ านวน V. vulnificus อยู่ระหว่าง 10 และ 102 MPN/กรัม จากตัวอย่างหอยนางรม
สดจ านวน 53 ตัวอย่าง และส่วนใหญ่จะตรวจพบในฤดูฝน (มิถุนายน - พฤศจิกายน) ดังนั้นจากผล
การศึกษาแสดงให้เห็นว่าการบริโภคหอยนางรมที่ไม่ผ่านความร้อนอาจมีความเสี่ยงสูงในการติดเชื้อ   
V. vulnificus (Changchai and Saunjit, 2014) 

 
1.2.2.2 ไบโอไทป์ของ V. vulnificus 

 
   V. vulnificus สามารถแบ่งออกเป็น 3 ไบโอไทป์ โดยใช้ลักษณะทางฟีโนไทป์

และโฮสต์ที่ก่อโรค โดยไบโอไทป์ 1 ส่วนใหญ่ก่อโรคในคน ไบโอไทป์ 2 ส่วนใหญ่ก่อโรคในสัตว์น้ า 
(Biosca et al., 1996, Bisharat et al., 1999) 
   1. V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 ส่วนใหญ่ก่อโรคในคน การติดเชื้อมักเป็นแบบ 
primary septicemia และมีอัตราการตายสูงถึง 50% (Zaidenstein et al., 2008) V. vulnificus 
ไบโอไทป์ 1 เป็นสาเหตุการเสียชีวิตเนื่องจากการรับประทานหอยที่ปนเปื้อนเชื้อในสหรัฐอเมริกามาก
ถึ ง 95% (Oliver et al., 1991) จากรายงานของ Hseueh และคณะ ในปี  ค .ศ . 2004  พบ           
V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 จากตัวอย่างตะกอนดิน น้ าทะเล และสัตว์น้ า (Hsueh et al., 2004) จาก
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การเก็บตัวอย่างบริเวณปากน้ ากร่อยและสัตว์ทะเลในประเทศไต้หวัน  สามารถแยกเชื้อใน
วงศ์Vibrionaceae ได้ จ านวน 1,167 สายพันธุ์ จากจ านวนดังกล่าวพบว่าเป็น V. vulnificus 67 
สาย-พันธุ์ (5.7%) และผลทดสอบทางชีวเคมีพบว่า V. vulnificus ทั้งหมดเป็น ไบโอไทป์ 1 เนื่องจาก
ให้ผลบวกในการทดสอบ indole และ ornithine decarboxylase  
   2. V. vulnificus ไบ โอ ไทป์  2 ก่ อ โรค ใน สั ต ว์น้ า  โดย เฉพ าะป ลาไห ล            
V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 ถูกแยกครั้งแรกจากการระบาดของ V. vulnificus ในฟาร์มเลี้ยงปลาไหล 
ในขณะนั้นการติดเชื้อดังกล่าวส่งผลให้ปลาไหลตายเป็นจ านวนมาก (Biosca et al., 1991, Biosca 
et al., 1996) นอกจากนั้นยังพบว่า V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 มีความเกี่ยวข้องกับการติดเชื้อ
บาดแผล  (wound infections) ในคน อีกด้ วย  (Strom and Paranjpye, 2000, Oliver, 2005, 
Jones and Oliver, 2009) แต่อย่างไรก็ตาม  V. vulnificus ไบโอไทป์  2 สามารถตรวจพบใน
สิ่งแวดล้อมน้ าทะเลหรือสัตว์น้ าไดน้้อย ยกเว้นบริเวณท่ีมีการเลี้ยงปลาไหลและมีการระบาดของเชื้อใน
ฟาร์ม จากการศึกษาที่ผ่านมาของ Hoi และคณะ ปี ค.ศ. 1998 จากตัวอย่างดินตะกอน น้ า และหอย
กาบ พบ V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 น้อยกว่าไบโอไทป์ 1 (Hoi et al., 1998) นอกจากนี้มีรายงาน
การแยก V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 ได้จากผู้ป่วยที่ติดเชื้อในกระแสเลือดที่มีการสัมผัสปลาไหลที่
ปนเปื้อน V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 นอกจากการระบาดของเชื้อชนิดนี้ในฟาร์มประเทศไต้หวันและ
ญี่ปุ่น ยังพบการระบาดของ V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 ในประเทศสเปนในช่วงเดือนพฤศจิกายน ปี 
1989 ด้วยเหตุดังกล่าวจึงมีการศึกษาการก่อโรคของไบโอไทป์ 2 อย่างกว้างขวางเป็นต้นมาโดยพบว่า 
V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 สามารถก่อโรคในหนูทดลองและมีปัจจัยการก่อโรคที่คล้ายกันกับไบโอไทป์ 
1 ได้แก่ การสร้างแคปซูล การผลิต siderophore การใช้ hemin และ hemoglobin เป็นแหล่งของ
เหล็ก (iron source) และการผลิตสารพิษที่ขับออกนอกเซลล์ (exotoxin) (Amaro and Biosca, 
1996) 
   3. V. vulnificus ไบโอไทป์ 3 เป็นสายพันธุ์ที่ให้ผลการทดสอบทางชีวเคมีและ
ล าดับเบสเหมือนกับ V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 และไบโอไทป์ 2 โดยพบ V. vulnificus ไบโอไทป์ 3 
ครั้งแรกในประเทศอิสราเอลจากชาวประมงที่จับปลา โดยขณะนั้นมีการระบาดของเชื้อสูงในบ่อเลี้ยง
ปลา V. vulnificus ไบโอไทป์ 3 ก่อให้เกิดอาการรุนแรงกับเนื้อเยื่อ (Bisharat et al., 1999, Paz et 
al., 2007) และก่อให้เกิดการติดเชื้อในกระแสเลือดได้ อย่างไรก็ตามพบว่าผู้ป่วยมีอัตราการตายที่
ค่อนข้างต่ าประมาณ 8% (Zaidenstein et al., 2008) ซึ่งพบการก่อโรคในมนุษย์เพียงในประเทศ
อิสราเอลเท่านั้น (Jones and Oliver, 2009) 
 

1.2.2.3 การก่อเกิดโรคและการระบาด 
 

   1. ลักษณะการก่อโรคในคน 
   การติดเชื้อที่บาดแผล (wound infection):  การติดเชื้อที่บาดแผลเกิดจาก
บาดแผลเปิดสัมผัสกับน้ าทะเลที่มีเชื้อ เมื่อมีการติดเชื้อที่ผิวหนังจะมีอาการบวม ร้อนแดง ปวดรอบ
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บาดแผล กลายเป็นตุ่ม จนเกิดอาการเนื้อเน่าตายของเนื้อเยื่ออ่อนใต้ผิวหนังและพบภาวะเม็ดเลือด
ขาวเพิ่มขึ้นมีระยะฟักตัว 4 ชั่วโมง ถึง 4 วัน (เฉลี่ย 12 ชั่วโมง) 
   อาการโลหิตเป็นพิษ (septicemia): เชื้อสามารถเข้าสู่กระแสโลหิตโดยผ่านทาง
เยื่อบุทางเดินอาหารจากการรับประทานอาหารทะเลดิบหรือผ่านทางบาดแผลในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกัน
ต่ า โดยเฉพาะผู้ที่ป่วยโรคตับมักจะมีการติดเชื้อในกระแสเลือด ท าให้มีอาการรุนแรงและอาจเสียชีวิต
ได้ โดยผู้ป่วยมักเริ่มจากมีอาการครั่นเนื้อครั่นตัว ไข้เฉียบพลัน หนาวสั่น ความดันเลือดต่ า (septic- 
shock) บริเวณผิวหนังมีผื่นแดงสามารถพัฒนากลายเป็นจ้ าเลือดหรือตุ่มน้ า (bleb หรือ blisters) 
และมีขนาดใหญ่ขึ้นตามล าดับ ในรายที่ติดเชื้อรุนแรงมักพบตุ่มน้ าที่มีเลือดปน (hemorrhagic bleb) 
และพบภาวะเม็ดเลือดขาวต่ ามีระยะฟักตัว 12-72 ชั่วโมง (เฉลี่ย 6 ชั่วโมง )  
   กระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบ (gastroenteritis): เมื่อรับประทานอาหารที่
ปนเปื้อนเชื้ออาจจะท าให้มีอาการคลื่นไส้ อาเจียน ถ่ายเหลว และปวดท้อง โดยเริ่มมีอาการหลังจาก
รับประทานอาหารทะเลที่ปนเปื้อนเชื้อประมาณ 16 ชั่วโมง 
   2. ลักษณะการก่อโรคในปลา 
   ก่อให้เกิดโรคที่เรียกว่าวิบริโอซิส โดยจะเกิดจุดแดงตามบริเวณล าตัวและหลัง
ของตัวปลาโดยเฉพาะบริเวณหางและครีบ (Miyazaki et al., 1977) นอกจากนี้อาจมีอาการกระจก
ตาขุ่น ปลาจะตายในที่สุดเนื่องจากภาวะโลหิตจาง (anaemia) ดูไดจ้ากเหงือกของปลาที่ซีดจาง 
(Toranzo et al., 2005) 
   V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 เป็นสายพันธุ์ก่อให้เกิดโรควิบริโอซิสที่รุนแรงและ
เมื่อเกิดการระบาดในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า อัตราการตายของจะปลาสูงท าให้เกิดความ
เสียหายต่อการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า เช่น การระบาดของ V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 ในฟาร์มปลาไหลใน
ยุโรป (Biosca et al., 1991, Biosca, 1994, Hoei, 1998, Arias et al., 1999, Dalsgaard et al., 
1999) นอกจากนี้พบว่า V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 สามารถก่อให้เกิดโรคติดเชื้อในปลานิลและกุ้ง 
(Sakata and Hattori, 1988, Song et al., 1990) จากการศึกษาความรุนแรงในการก่อโรควิบริโอ-
ซิสในปลาของ V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 และไบโอไทป์ 2 โดยให้ V. vulnificus ผ่านทางสาม
ช่องทาง คือ การฉีดเข้าช่องท้อง การแช่ และผสมกับอาหาร พบว่าปริมาณเชื้อที่ท าให้เกิดการตาย
ของปลา 50% (LD50) ของ V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 คือ 1 x 104, 1 x 106และ 1 x 107CFU/ml 
ตามล าดับ ส่วน LD50 ของ V. vulnificus ไบโอไทป์ 1คือ 1 x 108, 1 x 108และ 1 x 109 CFU/ml 
ตามล าดับ ลักษณะของปลาเมื่อติดเชื้อ V. vulnificus ไบโอไทป์ 2 คือเกิดภาวะโลหิตเป็นพิษ สังเกต
ได้จาก ลักษณะภายนอกล าตัวของปลา เกิดภาวะเลือดออกบริเวณส่วนหัว หน้าท้อง และครีบ  ส่วน
ลักษณะการก่อโรคของ V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 คือเกิดการอักเสบและเกิดภาวะเลือดออกในล าไส้ 
(Fouz et al., 2002) 
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1.2.2.4 การคัดแยกและจ าแนก V. vulnificus 
 

  1. อาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับแยก V. vulnificus 
  อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด selective media หลายชนิดถูกพัฒนาขึ้นมาและนิยมใช้
กันอย่างแพร่หลาย โดยมีจุดประสงค์เพ่ือใช้แยกเชื้อ  V. vulnificus ออกจากเชื้อ อ่ืนในวงศ์ 
Vibrionaceae โดยอาศัยความสามารถในการใช้น้ าตาลชนิดต่างๆเป็นแหล่งคาร์บอน รายละเอียด
ของอาหารแต่ละชนิด pH อุณหภูมิ และแหล่งคาร์บอน รวมถึงลักษณะสีของโคโลนี V. vulnificus ได้
สรุปไว้ในตารางที่ 1 
 
ตารางท่ี 1 แสดงอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการคัดแยก V. vulnificus 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือ pH อุณหภูมสิ าหรับ  
การบ่ม (◦C) 

แหล่งคาร์บอน ลักษณะสี
ของโคโลน ี

อ้างอิง 

Thiosulphate citrate bile 
salt sucrose agar (TCBS) 

8.6 37 Sucrose เขียว (Kobayashi et al., 
1963) 

V. vulnificus agar (VV) 8.6 37 Salicin เทา  (Brayton et al., 1983) 
SDS polymyxin sucrose 
agar (SPS) 

7.6 37 Sucrose ฟ้า (Kitaura et al., 1983) 

Cellobiose polymyxin B 
colistin agar (CPC) 

7.6 40 Cellobiose เหลือง (Massad and Oliver, 
1987) 

Modified cellobiose 
polymyxin B colistin agar 
(mCPC) 

7.6 40 Cellobiose เหลือง (Tamplin et al., 
1991) 

V. vulnificus enumeration 
agar (VVE) 

8.5 37 Cellobiose, 
lactose, X-Gal 

ฟ้าอมเขียว (Miceli et al., 1993) 

Cellobiose colistin agar 
(CC) 

8.5 40 Cellobiose เหลือง (Høi et al., 1998) 

V. vulnificus medium 
(VVM) 

8.5 37 Cellobiose เหลือง (Cerda-Cuellar et al., 
2000) 

V. vulnificus medium+ 
colistin  ( VVMc) 

8.5 37 Cellobiose เหลือง (Cerda‐Cuellar et 
al., 2001) 

CHROMagar™ Vibrio 9.0 37 Chromogenic 
mix 

ฟ้าน้ าทะเล - 

 
  2. การใช้ DNA probes และเทคนิค PCR เพ่ือยืนยัน V. vulnificus 
  เนื่องจากวิธีการตรวจทางชีวเคมีมีความใกล้เคียงกันระหว่างเชื้อ V. vulnificus, 
V. parahaemolyticus และ V. cholerae ดังนั้น จึงมีการยืนยันโดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา อัน
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ได้แก่ PCR, DNA hybridization เป็นต้น โดยใช้ส่วนของยีนที่จ าเพาะต่อเชื้อ V. vulnificus เป็นยีน
เป้าหมาย (marker) ได้แก่ cytolysin gene (vvhA), 16 SrRNA  และ 23S rRNA (ตารางที่ 2) โดยที่ 
cytolysin gene (vvhA) เป็นยีนอนุรักษ์ (conserved sequence) ที่พบใน V. vulnificus ทุกสายพันธุ์ 
โดยมีความไวของการทดสอบ 10 พิโคกรัม โดยไม่พบผลบวกปลอม จัดเป็นยีนที่นิยมใช้เพ่ือทดสอบ
ยืนยันมากที่สุด  
 
 

ตารางท่ี 2 แสดง DNA probes และPCR primer เพ่ือยืนยัน V. vulnificus 
 

 

Probe/primer Method Target gene (size/tpye) Reference 
V. vulnificus probe Colony hybridization vvhA (3.2 kb DNAprobe) (Morris et al., 1987) 
VVAP Colony hybridization vvhA (24 base probe) (Wright et al., 1993) 
V3VV Colony hybridization 16 SrRNA (24 base probe) (Cerda-Cuellar et al., 

2000) 
VVp1 and VVp2 PCR vvhA (519 bp amplicon) (Hill et al., 1991) 
Vv-1 and Vv-3 PCR vvhA (340 bp amplicon) (Brauns et al., 1991) 
118V and 1037R 
Dvu9V and Dvu45R 

Nested PCR Bacterial 23S rRNA (1828 
bp amplicon) V. vulnificus 
23S rRNA (978 bp 
amplicon) 

(Arias et al., 1995) 

Vv-1 and Vv-3 Multiplex PCR vvhA (340 bp amplicon) (Wang et al., 1997) 
L-CTH and R-CTH Multiplex PCR vvhA (205 bp amplicon) (Brasher et al., 1998) 
PP-vvh Phosphorylated probe vvhA (35 base amplicon) (Lee et al., 2003) 
BP-vvh Biotinylated probe vvhA (30 base probe) 
VV1 and VV2R Reverse transcriptase 

PCR 
vvhA (704 bp amplicon) (Lee et al., 1997) 

VV3 and VV2R Seminested reverse 
transcriptase PCR (RT-
PCR)(VV1 is outside 
primerfor 1st round) 

vvhA (604 bp amplicon) 

V. vulnificus R-PCR TaqMan real-time PCR vvhA (100 base amplicon) (Campbell and 
Wright, 2003) 

L-vvh and R-vvh 
(originally L-CTHand 
R-CTH) 

SYBR green real-time 
PCR 

vvhA (205 bp amplicon) (Panicker et al., 
2004) 
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1.2.2.5 ปัจจัยที่มีผลต่อความรุนแรง 
 

   - แคปซูล (capsule) องค์ประกอบเป็นสารพวกโพลีแซคคาร์ไรด์  ซึ่ ง มี
ความส าคัญเกี่ยวกับการก่อโรคของเชื้อ โดยบดบังไม่ให้เม็ดเลือดขาวจับกิน (antiphagocytosis) เชื้อ
ที่มีความรุนแรงในการก่อโรคมักจะมีความสามารถในการสร้างแคปซูล 
   - Fimbriae เ ป็ น  N-methylphenylalanine pili type IV ซึ่ ง เ ป็ น
ส่วนประกอบที่มีความส าคัญในการเกาะติดกับ epithelial cell  
   - Endotoxin (LPS: Lipopolysaccharide) เป็นสารพิษที่ก่อให้ เกิดอาการ
อักเสบ (inflammation) LPS จะกระตุ้น ให้ เกิด  tumor necrosis factor (TNF-α) และ nitric 
oxide synthase พบว่า หากฉีด LPS ในหนูทดลอง จะเกิด hypertension ในหนูและหนูตายภายใน 
1 ชั่วโมง (Linkous and Oliver, 1999, Strom and Paranjpye, 2000, Kirov, 2003) 
   - Exoenzyme ประกอบด้วย เอนไซม์ hemolysin, elastase, collagenase, 
DNase, lipase, phospholipase, mucinase, chondroitin sulfatase, hyaluronidase, 
fibrinolysin และ protease ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีไปท าลายส่วนต่างๆของโฮสต์ (Linkous and Oliver, 
1999, Strom and Paranjpye, 2000, Kirov, 2003) 
  - ความสามารถในการใช้เหล็ก (Iron utilization) ธาตุเหล็ก เป็นธาตุที่จ าเป็น
ส าหรับการก่อโรคของเชื้อ เชื้อสามารถผลิต phenolate และ hydroxamate siderophores ซึ่งท า
ให้เชื้อสามารถน าเหล็กในกระแสเลือดมาใช้ได้ จากการศึกษาพบว่าเมื่อท าลาย siderophores จะท า
ให้ความรุนแรงของเชื้อลดลง (Biosca et al., 1996, Grau et al., 2005)  
 

1.2.2.6 การศึกษายีนหรือลักษณะพิเศษอ่ืน ๆ ที่ใช้เป็น virulence marker เพ่ือบ่งชี้
ความสามารถในการก่อโรค 

 
   การศึกษาต่าง ๆ ชี้ให้เห็นว่า V. vulnificus สามารถก่อโรคในคน และสัตว์น้ า 
และมีอัตราการตายสูงในผู้ป่วยที่มีปริมาณธาตุเหล็กต่ าในกระแสโลหิต และในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันต่ า 
อย่างไรก็ตาม ลักษณะจ าเพาะหรือ virulence marker ที่ใช้แยกระหว่างเชื้อก่อโรคและไม่ก่อโรคยัง
ไม่แน่ชัด มีการศึกษายีนต่าง ๆ และคุณสมบัติต่าง ๆ เพ่ือมาใช้เป็น virulence marker 
   1. Virulence correlated gene (vcg) 
   การจ าแนก V. vulnificus เบื้องต้นจะใช้ไบโอไทป์ โดยไบโอไทป์ 1 ให้ผลบวก
ในการทดสอบ indole, ornithine decarboxylase และพบ O antigen ที่มีหลายรูปแบบ ไบโอไทป์ 
2 จะให้ผลลบกับการทดสอบทางชีวเคมีดังกล่าว และพบ O antigen ที่เหมือนกัน (Amaro and 
Biosca, 1996, Jones and Oliver, 2009) ต่อมา Warner และ Oliver พบชิ้นส่วนดีเอ็นเอประมาณ 
200 bp จ า ก วิ ธี  randomly amplified polymorphic DNA PCR (RAPD-PCR) (Warner and 
Oliver, 1999) สามารถใช้บอกความแตกต่างของแหล่งที่แยก V. vulnificus ได้ จากการศึกษาพบชิ้น
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สวนดังกล่าวใน V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย 100% (31/31) แต่ใน V. vulnificus ที่แยกได้จาก
สิ่งแวดล้อมพบเพียง 8% (3/39) จากนั้น Rosche และคณะ ได้ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับวิธี PCR 
เพ่ือใช้แยกความแตกต่าง V. vulnificus ตามแหล่งที่แยก โดยก าหนดให้เชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม
สัมพันธ์กับการแสดงออกของ vcg-E (virulence correlated gene environmental allele)  และ
เชื้อที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยสัมพันธ์กับการแสดงออกของ vcg-C (virulence correlated 
gene clinical allele) จากการศึกษาครั้งนี้พบว่า V. vulnificus สายพันธุ์ที่แยกจากผู้ป่วยจัดเป็น 
vcg-C type ร้อยละ 90 และเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมจัดเป็น vcg-E type ร้อยละ 93  (Rosche 
et al., 2005) นอกจากนี้พบว่า V. vulnificus ที่จัดเป็น vcg-C จะสามารถหมักน้ าตาลแมนนิทอล 
ดังนั้นการใช้ความสามารถในการหมักน้ าตาลแมนนิทอลอาจเป็นอีกทางเลือกส าหรับใช้ประเมินเชื้อ
สายพันธุ์ที่มีความรุนแรงเบื้องต้น เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่ายและราคาถูก (Drake et al., 2010) อย่างไรก็
ตามมีรายงานการตรวจพบ vcg-C ใน V. vulnificus ที่แยกได้จากตัวอย่างทางสิ่งแวดล้อม (Guerrero 
et al., 2015, Kim and Cho, 2015, Cruz et al., 2016) ดังนั้น vcg-type อาจไม่ใช้ตัวชี้วัดที่ดีที่สุด
ส าหรับการบ่งบอกแหล่งหรือความรุนแรงของ V. vulnificus  
   2. การใช้น้ าตาลแมนนิทอล 
   จากการศึกษาล าดับ เบสทั้ งหมดของ V. vulnificus สายพันธุ์  CMCP6 
(GenBank AE016795) พบโอเปอร์รอน (รูปที่  1) ที่ควบคุมการเปลี่ยนน้ าตาลแมนนิทอลเป็น
น้ าตาลฟรุกโตส (Kim et al., 2003) ประกอบด้วย mannitol phosphotransferase system 
(PTS), mannitol dehydrogenase (mtlD) แ ล ะ  mannitol operon repressor (mtlR) 
นอกจากนี้บริเวณต าแหน่ง  upstream ของแมนนิทอลโอเปอร์รอน ประกอบด้วยบริเวณ putative 
hemolysin และ TRAP type mannitol transport system (รูปที่ 1) (Chen et al., 2003, Kim 
et al., 2003) โดย V. vulnificus ส่วนใหญ่ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจผู้ป่วยสามารถใช้น้ าตาลแมนนิ
ทอลได้  (Nilsson et al., 2003 , Rosche et al., 2005 , Vickery et al., 2007 , Froelich and 
Oliver, 2011) 
 

 
 

รูปที่ 1 ตัวอย่างกลุ่มยีนของ V. vulnificus สายพันธุ์ CMCP6 (GenBank AE016795) 
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   3. การแสดงออกของยีน nanA  
   Sialic acid หรือ N-acetylneuraminic acid คืออนุพันธ์น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 
(9-carbon alpha keto sugars) พบในเยื่อเมือกของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง (Varki, 1992) เป็น
สารเคมีที่ใช้ส าหรับการสื่อสารภายในเซลล์ หรือการปฎิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์และเป็นองค์ประกอบ
เซลล์เมมเบรน เป็นต้น (Varki, 2008) ในแบคทีเรียก่อโรคมีการเปลี่ยนแปลง sialic acid บนผิวเซลล์
ท าให้สามารถหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันได้และยังเกี่ยวข้องกับการสร้างอาณานิคมของแบคทีเรีย
บริเวณล าไส้ของสัตว์ (Vimr and Troy, 1985, Vimr and Lichtensteiger, 2002, Vimr et al., 
2004, Steenbergen et al., 2005) กระบวนการเริ่มจากการสลาย N-acetylneuraminic acid 
(Neu5Ac) (รูปที่ 2) โดย Neu5Ac จะถูกสลายด้วยเอนไซม์ lyase/aldolase (ยีน nanA) ท าให้ได้       
N-acetylmannosamine (ManNAc) จากนั้น ManNAc ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตด้วย ManNAc kinase 
(ยีน NanK) ท าให้ได้ N-acetylmannosamine-6-phosphate (ManNAc-6-P) ต่อมา ManNAc-6-
P ถูกเปลี่ยนเป็น N-acetylglucosamine-6-P (GlcNAc- 6-P) ด้วยเอนไซม์ epimerase (ยีน NanE) 
โดยกลุ่มยีนที่ส าคัญส าหรับการควบคุมการสร้างเอนไซม์ในกระบวนการสลาย  sialic acid ใน
แบคทีเรียประกอบด้วยยีน nanA, ยีน nanK และยีน nanE (Almagro Moreno and Boyd, 2009) 
ใน ก ระ บ ว น ก า รส ล า ย ขั น้ สุ ด ท้ า ย เอ น ไซ ม์  GlcNAc-6-P deacetylase (ยี น  nagA) แ ล ะ 
glucosamine-6-P deaminase (nagB) จะเปลี่ยน GlcNAc-6-P เป็น fructose-6-P (Fru-6-P) เพ่ือ
ใช้ เป็ น ส ารตั้ งต้ น ส าห รั บ ก ระบ วน  glycolysis ต่ อ ไป  V. cholerae พ บ  SAC genes บ น 
chromosome I บริเวณ 57-kb Vibrio pathogenicity island-2 (VPI-2) ซึ่งถูกจัดเป็นสายพันธุ์ก่อ
โรค (Jermyn and Boyd, 2002, 2005) จากรายงานของ Lubin และคณะ พบว่าการแสดงออกของ
ยีน nanA ส่วนใหญ่เกี่ยวข้องกับ V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย (Lubin et al., 
2012) V. vulnificus ที่มียีน nanA  และกระบวนการสลาย N-acetylneuraminic acid จะน าไปสู่
ความรุนแรงในการก่อโรคที่เพ่ิมขึ้น โดยกระบวนการดังกล่าวเป็นประโยชน์ส าหรับการเจริญ การ
เกาะติด และการอยู่รอดระหว่างการติดเชื้อ Jeong และคณะ ได้ท าการยับยั้งการท างานของยีน 
nanA  ใน V. vulnificus พบว่าความเป็นพิษของเชื้อลดลง รวมถึงการเจริญ และการเกาะติดกับ
เซลล์ เมื่อทดสอบกับ INT-407 epithelial cell นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบในหนู พบว่าความ
รุนแรงในการก่อโรคลดลง เนื่องจากเนื้อเยื่อบริเวณล าไส้ส่วนกลางและล าไส้ใหญ่ถูกท าลายน้อยลง  
(Jeong et al., 2009) 
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รูปที่ 2 การสลาย sialic acid และ transport operons (A) แผนผังของยีน nanA และ siaPT โอ
เปอร์รอนโดยยีน nanA โอเปอร์รอน ควบคุมการแสดงออกของกระบวนการสลาย sialic acid และ
transcriptional regulator SiaR และ siaPT โอเปอร์รอนควบคุมการแสดงออกของ sialic acid 
transporter, YjhT และ sialic acid mutarotase (B) แผนผังแสดงกระบวนการสลาย sialic acid 
(Johnston et al., 2010) 

 
   4. การแสดงออกของยีน nab   
   Nonulosonic acid (NulOs) เป็นกลุ่มของอนุพันธ์น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว (9-
carbon alpha keto sugars) เช่นเดียวกับ neuraminic (sialic), legionamic และ pseudaminic 
acid สามารถพบได้ในโครงสร้างแบคทีเรีย เช่น capsular polysaccharides, LPS หรือ flagella 
เป็นต้น  (Angata and Varki, 2002, Lewis et al., 2009) NulOs ประกอบด้วยอนุพันธ์ของ 4 
isomeric 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradeoxynon-2-ulosonic acid (Knirel et al., 2003) โ ด ย
โครงสร้างหลักของ legionaminic acid (Leg) ประกอบด้วยไอโซเมอร์ของน้ าตาล D-glycero-d-
galacto (McNally et al., 2 0 0 7 , Glaze et al., 2 0 0 8 )  แ ล ะ  pseudaminic acid (Pse) 
ประกอบด้วยไอโซเมอร์ของน้ าตาล L-glycero-l-manno (McNally et al., 2006, Schoenhofen 
et al., 2006) โครงสร้างดังกล่าวความคล้ายคลึงกับ sialic acid (รูปที่ 3C)  โดยขั้นตอนการสร้าง 
NulOs แต่ละชนิดจะอาศัยเอนไซม์ที่เหมือนกัน เช่น การรวมตัวของน้ าตาล 6-carbon sugar กับ 3-
carbon phosphoenolpyruvate (3C) เพ่ือสร้างน้ าตาล  9-carbon backbone NulO จากนั้ น
บริเวณ NulO residues จะเปลี่ยนโครงสร้างเป็นสารตัวกลาง cytidine monophosphate (CMP)-
NulO โดยใช้ cytidine triphosphate ท าให้ได้ NulO ชนิดต่างๆ (รูปที่ 3) (Lewis et al., 2009) 
นอกจากนี้ NulOs เกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์ม , autoagglutination และการเคลื่อนที่ของ
แบคทีเรีย (Swords et al., 2004, Guerry et al., 2006, Ewing et al., 2009, Anderson et al., 
2010, Naito et al., 2010) เกี่ยวข้องกับการจับกันโดยตรงของโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตระหว่าง
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โฮสต์กับแบคทีเรียก่อโรค (Jones et al., 2003, Swords et al., 2004, Carlin et al., 2007 , 
Carlin et al., 2009, Khatua et al., 2010) กลุ่ม NulOs biosynthetic (ยีน nab) ยีน พบได้ใน
แ บ ค ที เ รี ย ก ลุ่ ม  Vibrionaceae (Lewis et al., 2009) ไ ด้ แ ก่  V. parahaemolyticus,                
V. vulnificus, Aliivibrio salmonicida และ Photobacterium profundum (Edebrink et al., 
1996, Bogwald and Hoffman, 2006, Lewis et al., 2009, Vinogradov et al., 2009) จาก
การศึกษาความถ่ีของยีน nab ใน Vibrionaceae พบว่า NAB pathway ที่ควบคุมการแสดงออกของ 
ยีน nab  ประกอบด้วยยีน nab1 (homolog ของ CMP–N-acetylneuraminic acid synthetase) 
ยีน nab2 (homolog ของ N-acetylneuraminic acid synthase) และยีน nab3 (homolog ของ 
UDP–N-acetylglucosamine 2 epimerase)  Lewis และคณะ ท าการศึกษากลุ่มยีน nab  ใน            
V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 สายพันธุ์ YJ016 (ก่อโรคในสัตว์น้ า) (Chen et al., 2003) และ CMCP6 
(ก่อโรคในคน) (Kim et al., 2003) พบว่ายีน nab  V. vulnificus สายพันธุ์ YJ016 ประกอบด้วย 
open reading frames (ORFs) VV0311 (Nab2) ถึ ง  VV0316 (Nab1) V. vulnificus ส าย พั น ธุ์ 
CMCP6 ประกอบด้ วย  ORFs VV10803 (Nab1) ถึง  VV10808 (Nab2) บนโครโม โซม 1 จาก
การศึกษาพบว่า V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยมีการแสดงออกของยีน nab  ได้
มากกว่า 40 เท่าของ V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม (Lewis et al., 2011) 
 
   5. บริเวณ pathogenicity region XII (PRXII)  
   จากการศึกษาบริเวณ PRXII ของ V. vulnificus ประกอบด้วย 3 ORFs ได้แก่ 
บริเวณ VVA0080–VVA0186 (124-kb) ซึ่งมีการแสดงออกของ transport system, amino acid 
metabolism gene, maltoporin, thermostable hemolysin, ferredoxin, flavodoxin, แ ล ะ 
oxidoreductase บ ริ เว ณ  VVA0301–VVA0336 (53-kb region) ซึ่ ง มี ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง 
phospholipase/hemolysin, RTX toxin gene cluster, และ hydrolase และบริเวณ VV1613– 
VVA1636 (33-kb) ซึ่งควบคุมการแสดงออกของ chondroitinase, sulfate reduction system, 
oligopeptide ABC transport system, arylsulfatase A gene, methyl-accepting 
chemotaxis protein ซึ่งบริเวณดังกล่าวเกี่ยวข้องกับการก่อโรคของ V. vulnificus ต่อมา Cohen 
และคณะ เลือกบริเวณ 33-kb เนื่องจากมีปริมาณ GC สูงประมาณ 50% จากนั้นผู้วิจัยได้ออกแบบ
ไพ ร เ ม อ ร์ สี่ คู่ ส า ห รั บ ต ร ว จ ส อ บ ก า ร ก ร ะ จ า ย ข อ ง ยี น เ ป้ า ห ม า ย ใ น บ ริ เ ว ณ                                  
PRXII (VVA1612F/VVA1613R, VVA1625F/ VVA1625R, VVA1634F/ VVA1634R, แ ล ะ 
VVA1636F/ VVA1637R) แ ล ะ ต ร ว จ ส อ บ บ ริ เ ว ณ  core chromosome flanking ยี น 
(VVA1612F/VVA1637R) เพ่ือยืนยันการแทรกของ PRXII บนโครโมโซม II (รูปที่ 4)  จากการศึกษา 
MLST ของ V. vulnificus โดยใช้  6 houskeeping ยีน (Bisharat et al., 2005) สามารถแบ่ ง      
V. vulnificus ออกเป็น 2 lineages คือ lineage I ซึ่งประกอบด้วย V. vulnificus  ไบโอไทป์ 1 
ในขณะที่ lineage II ประกอบด้วย V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 และ 2 โดยบริเวณ PRXII สามารถ
ตรวจพบได้ใน V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย (lineage I) แต่ไม่พบ PRXII ใน V. vulnificus กลุ่ม 
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lineage II PRXII ประกอบด้วยยีนที่ควบคุมการแสดงออกของ 2 putative chondroitinase AC 
lyases (VVA1613 และ VVA1636) sulfate permease และกลุ่ม  arylsulfatase A (VVA1632-
VVA1635) (arylsulfatase hydrolase, putative regulator, sulfatase แ ล ะ  arylsulfatase A 
precursor) มี รายงานพบว่าการสร้างเอนไซม์  chondroitinase ของแบคที เรีย เพ่ือท าลาย 
chondroitin sulfate proteoglycans และมีบทบาทส าคัญในการก่อโรคของแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุ
ของการติ ด เชื้ อ ในช่ องป าก  (Takeuchi et al., 1982, Tam et al., 1982) นอกจากนี้ ก ลุ่ ม 
arylsulfatase และระบบการลด sulfate อาจมีบทบาทส าคัญในกระบวนการก่อโรคของแบคทีเรีย 
(Murooka et al., 1 9 9 6 , Hoffman et al., 2 0 0 0 , Mougous et al., 2 0 0 2 )  ห า ก                     
V. vulnificus มีการแสดงออกของ PRXII อาจบ่งบอกถึงศักยภาพสูงในการก่อโรค ดังนั้น PRXII อาจ
มีประโยชน์ในการแยกกลุ่มของ V. vulnificus ที่ก่อโรครุนแรงในมนุษย์ ออกจากกลุ่มที่คัดแยกได้จาก
สิ่งแวดล้อมและไม่มีการก่อโรค (Cohen et al., 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รู ป ที่  3 NAB pathways เ พ่ื อ สั ง เค ร า ะ ห์  NulOs (Neu, Kdn, Leg แ ล ะ  Pse acid) (A). 
องค์ประกอบหลักของกระบวนการสร้าง NulOs ซึ่งเกี่ยวข้องกับ UDP-N -acetylglucosamine โดย
เริ่มจากรวมตัวของสารตัวกลางที่เป็น 6-carbon กับphosphoenolpyruvate ท าให้ได้ 9-carbon -
keto acid (NAB-2) จากนั้ น โครงสร้างเป็น  CMP-activated NulO intermediate (NAB-1) ซึ่ ง
เปลี่ยนโครงสร้างเป็น NulO ชนิดต่างๆ (B). การตั้งชื่อของ NulO pathways ตามความแตกต่างของ
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แต่ละบรรพบุรุษ ที่มีล าดับของกรดอะมิโนคล้ายคลึงกัน (C). โครงสร้างทางเคมีของ N-acetyl (Neu, 
Leg และPse) (Lewis et al., 2009) 
 

รูปที่ 4 แสดง ORF (VVA1613 ถึง VVA1636) ของ PRXII (A). แสดงยีนเป้าหมาย 5 ต าแหน่งบริเวณ 
PRXII (VVA1612F/VVA1613R, VVA1625F/VVA1625R, VVA1634F/VVA1634R และ VVA1636 
F/VVA1637R) (B). แสดงยีนเป้าหมายบริเวณ core chromosome flanking ยีน (VVA1612F/ 
VVA1637R) 
 

1.2.2.7 การรักษาและการป้องกัน 
 

    หลีกเลี่ยงการรับประทานอาหารทะเลดิบ ๆ สุก ๆ โดยเฉพาะหอยนางรมดิบ 
ในผู้ที่ป่วยโรคตับหรือภูมิคุ้มกันต่ า ควรปรุงอาหารทะเลให้สุก ไม่ควรสัมผัสน้ าทะเล หรือน้ ากร่อย 
หากมีบาดแผลที่เกิดขึ้นจากการเล่นน้ าทะเลควรท าความสะอาดทันทีด้วยสบู่ น้ า และใส่ยาฆ่าเชื้อที่
บาดแผล หากมีการติดเชื้อที่รุนแรงการรักษาจะใช้ยาในกลุ่ม tetracyclines ร่วมกับยาในกลุ่ม third-
generation cephalosporin (doxycycline+ceftazidime) แ ล ะ  fluoroquinolones 
(levofloxacin, ciprofloxacin และgatifloxacin) รวมทั้งตัดเนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่เน่าตายทิ้งร่วมด้วย 
 

1.2.2.8 แนวทางการควบคุม V. vulnificus ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 
 

  1. ยาปฏิชีวนะ 
  ยาปฏิ ชี วนะที่ ใช้ ในกระบวนการเพาะเลี้ ย งสั ตว์น้ า ได้ แก่  ampicillin, 
cefotaxime, streptomycin, kanamycin, gentamicin, chloramphenicol, florfenicol, 
oxytetracycline, nalidixic acid, oxolinic acid, flumequine, furazolidone แ ล ะ 



 
 

16 
 

 

 
 

trimethoprim-sulfamethoxazole แต่พบปัจจุบันพบอัตราการดื้อต่อยาเหล่านี้เพ่ิมสูงขึ้น ดังนั้น
จ าเป็นต้องใช้ยามากกว่าสองชนิดในการควบคุมแบคทีเรีย (Romero et al., 2012, Cabello et al., 
2013) 
  2. โปรไบโอติก 
 WHO และ FAO ให้ค านิยามของโปรไบโอติกว่า จุลินทรีย์ที่มีชีวิตอยู่เมื่อให้ใน
ปริมาณที่เหมาะสมจะก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสิ่งมีชีวิตนั้น มีการใช้โปรไบโอติกอย่างกว้างขวางในการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ า เพ่ือใช้ในการควบคุมแบคทีเรียก่อโรค เช่น Enterococcus faecium, Bacillus 
megaterium, Aeromonas hydrophila และ Arthrobacter เป็นต้น (Bogut, 2000, Li et al., 
2009, Pai et al., 2010, Newaj-Fyzul et al., 2014) 
 
  1.2.3. แบคเทอริโอเฟจ (Bacteriophage) 
 
  1.2.3.1. ลักษณะทั่วไป 
 
   แบคเทอริโอเฟจถูกค้นพบในปี 1915 โดย Frederick Twort นักพยาธิวิทยา
ชาวอังกฤษ และในปี 1917 โดย Felix d’Herelle นักจุลชีววิทยาชาวฝรั่งเศส (d'Herelle, 2007)   
แบคเทอริโอเฟจจัดเป็นไวรัสของแบคทีเรีย สามารถบุกรุก เพ่ิมจ านวน และท าลายเซลล์แบคทีเรียได้
อย่างจ าเพาะ องค์ประกอบที่ส าคัญของแบคเทอริโอเฟจ ได้แก่ สารพันธุกรรม (DNA หรือ RNA) และ
โปรตีนห่อหุ้มสารพันธุกรรมเรียกว่า แคปซิด (capsid) บางชนิดอาจมีส่วนหาง และบริเวณส่วนหางนี้
อาจพบโครงสร้างอ่ืน ๆ ร่วมด้วย เช่น base plate และ tail fiber เป็นต้น แบคเทอริโอเฟจมากกว่า 
95% ชนิดถูกจัดอยู่ในอันดับ Caudovirales (tail phage) แบ่งออกเป็น 3 วงศ์ ตามความยาวของ
หางได้แก่ Siphoviridae ประมาณ 60% Myoviridae ประมาณ 25% และ Podoviridae ประมาณ 
15% (Guttman et al., 2004) 
   แบคเทอริโอเฟจสามารถแบ่งออกเป็นสองกลุ่มตามการด ารงชีวิตได้แก่         
แบคเทอริโอเฟจที่ท าลายแบคทีเรีย (lytic) และไม่ท าลายแบคทีเรีย (temperate) อย่างไรก็ตาม 
temperate แบคเทอริโอเฟจสามารถกลายเป็น lytic แบคเทอริเฟจได้ เมื่อถูกเหนี่ยวน าด้วยสารเคมี 
หรือ UV โดยทั่วไปการบุกรุกของแบคเทอริโอเฟจเข้าสู่โฮสต์จะมีความจ าเพาะสูงมาก ความจ าเพาะ
ระหว่างแบคเทอริโอเฟจกับแบคทีเรียอาศัยการจับกันระหว่างต าแหน่งจ าเพาะที่อยู่บนอนุภาคของ 
แบคเทอริโอเฟจ เรียกว่า attachment site กับต าแหน่งที่อยู่บนผิวเซลล์ของแบคทีเรียซึ่งเรียกว่า 
receptor site จากนั้นสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจก็จะถูกน าเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย และเริ่มต้น
เข้าสู่กระบวนการเพ่ิมจ านวน (replication) ของแบคเทอริโอเฟจต่อไป  
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   1.2.3.2 การเพ่ิมจ านวนของแบคเทอริโอเฟจ 
 
   แบคเทอริโอเฟจหนึ่งอนุภาคสามารถเข้าสู่โฮสต์เพื่อเพ่ิมจ านวนและปลดปล่อย
ลูกหลาน การศึกษาการเพ่ิมจ านวนของแบคเทอริโอเฟจภายในเซลล์แบคทีเรีย โดยอาศัย one step- 
growth (Ellis and Delbruck, 1939) (รูปที่ 5) วงจรชีวิตของแบคเทอริโอเฟจสามารถแบ่งเป็น 2 
แบบ คือ lytic cycle และ lysogenic cycle (รูปที่ 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูป 5 การศึกษา one step growth (Guttman et al., 2004) 
วงจรชีวิตของแบคเทอริโอเฟจแบบ lytic cycle ประกอบด้วยขั้นตอนดังนี้  
 

1. การเกาะติด (adsorption) แบคเทอริโอเฟจจะเกาะติดบนตัวรับบนผิว
เซลล์ ในกรณีที่แบคเทอริโอเฟจมีหางจะเกาะติดด้วยโครงสร้างพิเศษ เช่น fiber หรือ spike เพ่ือจับ
กับตัวรับที่จ าเพาะบนผิวเซลล์แบคทีเรีย หรือแคปซูลของแบคทีเรียเป้าหมาย นอกจากนี้การเกาะติด
อาจเกี่ยวข้องกับปัจจัยภายนอก เช่น lambda receptor จะแสดงออกในสภาวะที่มีน้ าตาลแมนโตส 
หรือแบคเทอริโอเฟจบางชนิดจ าเป็นต้องอาศัยไดวาเลนท์แคทไอออน เช่น Ca2+ และ Mg2+ เป็นต้น
เพ่ือช่วยในการเกาะติด (Wollman and Stent, 1952, Brown and Anderson, 1969) 

2. การน ากรดนิ วคลี อิกของแบค เทอริ โอ เฟ จ เข้ าสู่ เซลล์ แบคที เรี ย 
(penetration) โดยปกติแบคเทอริโอเฟจที่มีหางจะใช้ tail tip เจาะบริเวณชั้น peptidoglycan และ 
inner membrane เพ่ือปล่อยกรดนิวคลีอิกเข้าสู่ภายในเซลล์โดยตรง 

3. การสั งเคราะห์ กรดนิ วคลี อิกและ โครงสร้างของแบคเทอริโอ เฟจ 
(transition from host to phage-directed metabolism) แ บ ค เท อ ริ โ อ เฟ จ จ ะ ใ ช้  RNA 
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polymerase ของแบคทีเรียในการถอดรหัส (transcription) ของ immediate early genes โดย
การแสดงออกของยีนดังกล่าวอาจป้องกันการท าลายกรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอเฟจจาก 
protease และเอนไซม์ตัดจ าเพาะของแบคทีเรีย หลังจากนั้นแบคเทอริโอเฟจเริ่มจะสร้างเอนไซม์ที่
จ าเป็นส าหรับการจ าลองสารพันธุกรรม โปรตีนโครงสร้าง เช่น แคปซิดโปรตีน (capsid) ส่วนหาง 
เป็นต้น และโปรตีนส าหรับการท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกตามล าดับ 

4. การประกอบอนุภาคของแบคเทอริโอเฟจ (assembly) กรดนิวคลีอิกของ
แบคเทอริโอเฟจถูกบรรจุในโปรตีนโครงสร้าง หรือแคปซิด จากนั้นแบคเทอริโอเฟจจะประกอบเป็น
อนุภาคที่สมบูรณ์ภายในเซลล์  

5. การปลดปล่อยอนุภาคของแบคเทอริโอเฟจ (lysis) โดยท าให้แบคทีเรียแตก 
ขั้นแรกแบคเทอริโอเฟจจะหลั่งเอนไซม์ออกมาท าลายผนังเซลล์ของแบคทีเรียส่งผลให้ผนังเซลล์แตก
และปลด ปล่อยลูกหลานแบคเทอริโอเฟจที่สามารถบุกรุกแบคทีเรียข้างเคียง  
    การเพ่ิมจ านวนแบบ lysogeny cycle จะตรงข้ามกับ lytic cycle เนื่องจาก
แบคเทอริโอเฟจจะแทรกกรดนิวคลีอิกในสารพันธุกรรมของแบคทีเรียและเรียกระยะนี้ว่า prophage 
เมื่อแบคทีเรียแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม แบคเทอริโอเฟจมีการจ าลองตัวเองไปพร้อมกันและ
ยังคงแทรกอยู่ในสารพันธุกรรมเช่นเดิม โดยไม่ท าให้เซลล์ของแบคทีเรียแตก ดังนั้นการเพ่ิมจ านวน
ของแบคเทอริโอเฟจดังกล่าว จึงไม่ท าให้เกิดการแตกสลายหรือการตายของแบคทีเรีย แต่อาจท าให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมหรือการกลายพันธุ์ของแบคทีเรียได้ ขณะที่แบคทีเรียอยู่ในสภาวะ
เครียด เช่น เมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยแสงอัลตราไวโอเลตหรือสารเคมีบางชนิด prophage สามารถ
เปลี่ยนวงจรชีวิตเข้าสู่การเพ่ิมจ านวนแบบ lysic ได ้
 
 
 
 
 
   

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 วงจรชีวิตของแบคเทอริโอเฟจ (Salmond and Fineran, 2015) 
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   1.2.3.3  การจัดจ าแนกแบคเทอริโอเฟจ 
 
   Bradley ได้จัดจ าแนกแบคเทอริโอเฟจตามลักษณะรูปร่างภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนและชนิดของกรดนิวคลีอิก สามารถแบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม แสดงในตารางที่ 3 
(Bradley, 1967) 
 
ตารางท่ี 3 การจัดกลุ่มแบคเทอริโอเฟจตามวิธีของ Bradley  
 
กลุ่ม ลักษณะของแบคเทอริโอเฟจ ชนิดของกรดนิวคลีอิก รูปร่างของแบคเทอริโอเฟจ 
 
 
A 

-สวนหัวมีลักษณะรูปรางเปนรูปหก 
เหลี่ยม (hexagonal)  
-สวนหาง (tail) มีชีทที่ยืดหดไดหอหุม 
(contractile sheath) และเปนแทง 
ตรง 

 
 

ds-DNA 

 

 
 
B 

-สวนหัวมีลักษณะรูปรางเปนรูปหก 
เหลี่ยม (hexagonal)  
-สวนหาง (tail) ไมม่ีชีทที่ยืดหดไดหอ 
หมุ (contractile sheath) และยาว
มากกว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของส่วนหัว  

 
 

ds-DNA 
 

 
C 

-สวนหัวมีลักษณะรูปรางเปนรูปหก 
เหลี่ยม (hexagonal)  
-สวนหาง (tail) ไมม่ีชีทที่ยืดหดไดหอ 
หมุ (contractile sheath) และสั้นกว่า
เส้นผ่านศูนย์กลางของส่วนหัว 

 
ds-DNA 

 

D -สวนหัวมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยมซึ่ง
มีแคพโซเมอรขนาดใหญอยูบนมุมของ
แคพซิด  

ss-DNA  

E -สวนหัวมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยมที่
ประกอบดวยแคพโซเมอรขนาดเล็ก
หรือไม่มี 

ss-DNA  

 
 
F 

 
-ลักษณะรูปรางไมเหมือนกลุมอ่ืนๆ 
เพราะเปนสายยาวที่มีความยืดหยุน 
 

 
ss-DNA 
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  นอกจากนี้พบแบคเทอริโอเฟจที่มีรูปร่างไม่แน่นอนมี envelope ที่มีไขมันเป็น
ส่วนประกอบ ไม่มีแคปซิดและกรดนิวคลีอิกเป็นดีเอ็นสายคู่  ต่อมาคณะกรรมการสากลวาดวยการจัด
อนุกรมวิธานของไวรัส  (International Committee on Taxonomy of Viruses: ICTV) ได้จัด
หมวดหมู่ของไวรัส ประกอบด้วย 3 orders, 61 families, 214 genera และมากกว่า 3600 species 

(Van Regenmortel et al., 2000) ส าหรับการจัดหมวดหมู่แบคเทอริโอเฟจให้เป็น 1 order, 13 
families, และ 31 genera การจัดจ าแนก Family ของแบคเทอริโอเฟจตามวิธีของคณะกรรมการ
สากลว่าดวยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส แสดงในตารางที่ 4 การตั้งชื่อในระดับ family ให้ลงท้าย
ด้วย –viridae เช่น Myoviridae และในระดับ genus ให้ลงท้ายด้วย –virus เช่น Microvirus เป็น
ต้น  (Ackermann, 2004) 
 
  1.2.3.4 ปจจัยทางกายภาพที่มีผลตอแบคเทอริโอเฟจ 
 
   แบคเทอริโอเฟจมีความไวต่อสารเคมีหรือปัจจัยทางกายภาพอ่ืนๆ ได้แก่ pH, 
ascorbic acid, urea, urethane, detergent, chelating agent, mustard gas, alcohol แ ล ะ
ความร้อน เป็นต้น โดยปกติแล้วแบคเทอริโอเฟจสามารถอยู่รอดได้ในช่วงความเป็นกรดด่างที่  5-8 
และอยู่รอดลดลงในช่วงความเป็นกรดด่างที่ 3-4 ถูกยับยั้งเมื่อสัมผัสกับรังสียูวีในช่วงความยาวคลื่น 
260 nm นอกจากนี้แบคเทอริโอเฟจยังไวต่อสารที่ท าให้ โปรตีนเสีย สภาพ ได้แก่ urea และ 
urethane ระดับความรุนแรงในการท าลายขึ้นอยู่กับความเข้มข้น อุณหภูมิ และชนิดของแบคเทอริ
โอเฟจ แบคเทอริโอเฟจที่มีซองไขมันหุ้ม หรือ envelope จะไวต่อสารเคมีสูง เช่น chloroform 
(Guttman et al., 2004) ดั งนั้นการประยุกต์ ใช้แบคเทอริโอเฟจ จึงจ าเป็นต้องตรวจสอบ
ความสามารถของการอยู่รอดในสภาวะเครียดต่างๆ  
 
ตารางท่ี 4 การจัดจ าแนก Family ของแบคเทอริโอเฟจ ตามวิธีของคณะกรรมการสากลว่าดวยการ
จัดอนกุรมวิธานของไวรัส 
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C Circular; L linear; S superhelical; seg segmented; 1 single-stranded; 2 double-
stranded ∗รอการจัดหมวดหมู่  
  
  1.2.3.5 การน าแบคเทอริโอเฟจไปใช้ประโยชน์  
 
   ปัจจุบันอุบัติการณ์ของแบคทีเรียดื้อต่อยาปฏิชีวนะเพ่ิมสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง 
ในขณะที่การคิดค้นตัวยาใหม่ ๆ ได้น้อยลง ดังนั้นการใช้แบคเทอริโอเฟจ และผลิตผลของแบคเทอริ-
โอเฟจ จึงเป็นอีกทางเลือกส าหรับใช้ควบคุมแบคทีเรียก่อโรค ในด้านอุตสาหกรรมการเกษตร ด้าน
การแพทย์ หรือด้านอุตสาหกรรม (รูปที่ 7)  
   1. การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจในทางการแพทย์ 
   การใช้แบคเทอริโอเฟจในการจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรีย (phage typing) 
ตามความไวต่อการติดเชื้อแบคเทอริโอเฟจ วิธีการนี้อาศัยความจ าเพาะระหว่างการเกาะติดของ    
แบคเทอริโอเฟจกับ receptor บนผนังเซลล์ของแบคทีเรีย เมื่อเกิดการแตกของของเซลล์แบคทีเรียจะ
สังเกตเห็น plaque หรือวงใสบริเวณผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ นอกจากนั้นมีการใช้แบคเทอริโอเฟจ
ในการตรวจติดตามยีนเป้าหมาย การจับโปรตีนบริเวณผิวเซลล์ และใช้เป็นตัวติดตามทางชีวภาพ 
(Schmelcher and Loessner, 2014) มีการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจเพื่อรักษาโรคติดเชื้อ (Chan 
et al., 2013, Nobrega et al., 2015) เช่น การศึกษาแบคเทอริโอเฟจสายพันธุ์ผสมเพ่ือก าจัด 
Pseudomonas aeruginosa ซึ่งก่อให้เกิดโรคติดเชื้อในหู พบว่าแบคเทอริโอเฟจสามารถท าลายเชื้อ
ได้อย่างมีประสิทธิภาพและมีความปลอดภัย (Wright et al., 2009)  
   2. การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจในทางด้านอุตสาหกรรม  
   ด้านความปลอดภัยทางอาหารและอุตสาหกรรมการเกษตร มีการใช้แบคเทอริ-
โอ เฟจทางการค้ า  เช่ น  การใช้  LISTEX P100 (Micreos; the Netherland) และ  ListShield 
(Intralytix; Baltimore, Maryland, USA) ส า ห รั บ ค ว บ คุ ม  Listeria monocytogenes ใ น
กระบวนการผลิตอาหาร  
   3. ผลิตผลของแบคเทอริโอเฟจที่ใช้ทางการแพทย์ และอุตสาหกรรม 
   นอกจากนี้มีการใช้ผลิตผลจากแบคเทอริโอเฟจ (รูปที่ 7) ได้แก่ endolysin ซึ่ง
เป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวกับการท าให้แบคทีเรียแตกขณะเพ่ิมจ านวน โดย endolysin จะท าลายบริเวณ 
peptidoglycan ของแบคทีเรีย (Roach and Donovan, 2015) ปัจจุบันมีการพัฒนา endolysin 
ซึ่งเป็นเอนไซม์จากแบคเทอริโอเฟจที่สามารถท าลายเชื้อแบคทีเรียได้อย่างจ าเพาะ โดยท าให้เกิด
กระบวนการ hydrolysis บริเวณพันธะ beta-1, 4-glycosidic bond ในชั้นของ peptidoglycan 
ท าให้ผนังเซลล์ของแบคทีเรียเป็นรู และแตก (Young, 2014) ชื่อ endolysin ที่ใช้ทางการค้าได้แก่ 
Staphefkt (Micreos) ใช้ส าหรับการรักษาโรคติดเชื้อบริเวณผิวหนังที่เกิดจากการติดเชื้อ S. aureus 
ด้านการแพทย์ได้น า endolysin บริสุทธิ์มาใช้เป็น therapeutic agent อาจใช้สารชนิดนี้เพียงอย่าง
เดียวหรือใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะ เพ่ือท าลายแบคทีเรียดื้อยาหรือแบคทีเรียที่สร้างไบโอฟิล์ม (รูปที่ 7) 
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(Knoll and Mylonakis, 2014) นอกจากนี้มีการใช้แบคเทอริโอเฟจเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของยา
ปฏิชีวนะ (รูปที่ 7) เช่น การใช้แบคเทอริโอเฟจที่มียาปฏิชีวนะเพ่ือเพ่ิมความจ าเพาะในการท าลาย
แบคทีเรียเป้าหมายและช่วยเพิ่มความเข้มข้นของยาบริเวณท่ีติดเชื้อ (Yacoby and Benhar, 2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
รูปที่ 7 กลยุทธ์ส าหรับการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจ (a) การใช้แบคเทอริโอเฟจควบคุมแบคทีเรีย
ก่อโรค (b) การใช้เอนไซม์ของแบคเทอริโอเฟจเพ่ือควบคุมแบคทีเรียก่อโรค (c) การใช้แบคเทอริ
โอเฟจ และเอนไซม์ท่ีแบคเทอริโอเฟจสร้างขึ้นเพ่ือท าลายไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย (d) การใช้แบคเทอ
ริโอเฟจเพื่อสังเคราะห์ antibiotic-resistant enzyme (Salmond and Fineran, 2015) 
 
  4. การใช้แบคเทอริโอเฟจเพื่อควบคุม Vibrio spp. 
  Vibrio spp. เป็นแบคทีเรียกลุ่มหนึ่งที่ได้รับความสนใจ เนื่องจากเป็นเชื้อที่ก่อ
โรคได้ทั้งในคนและสัตว์ สาเหตุส่วนใหญ่มักเกี่ยวข้องกับการรับประทานอาหารทะเลที่มีการปนเปื้อน
ของเชื้อหรือไม่ผ่านการปรุงสุก ดังนั้นการใช้แบคเทอริโอเฟจในการควบคุม  Vibrio spp จึงเป็น
ทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจในการป้องกันและควบคุมการติดเชื้อดังกล่าวที่เกี่ยวข้องกับการบริโภคอาหาร
ทะเล ตัวอย่างการใช้แบคเทอริโอเฟจเพื่อควบคุมโรคติดเชื้อ Vibrio spp. ดังนี้ 
  4.1 การใช้แบคเทอริโอเฟจ ในการควบคุม V. anguillarum เพ่ือป้องกันการ
ติดเชื้อดังกล่าวในปลาซาลมอน จากการทดลองทั้งในห้องปฏิบัติการและในฟาร์ม พบว่าแบคเทอริ-
โอเฟจ สามารถลดการตายของปลาซาลมอนได้ถึง 100% (Higuera et al., 2013) 
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  4.2 การแยกและศึกษาลักษณะแบคเทอริโอเฟจต่อ V. owensii (Yu et al., 
2013) เพ่ือประโยชน์ส าหรับการป้องกันโรคติดเชื้อดังกล่าวในอนาคต 

 4.3 การแยกและศึกษาลักษณะของแบคเทอริโอเฟจต่อ  V. harveyi เพ่ือ
ควบคุมการติดเชื้อ V. harveyi ในตัวอ่อนของกุ้งกุลาด า พบว่าอัตราการรอดชีวิตของตัวอ่อนกุ้ง
กุลาด าสูงถงึ 80% (Vinod et al., 2006) 

 4.4 การใช้แบคเทอริโอเฟจควบคุมการติดเชื้อ V. paraheamolyticus ในตัว
อ่อนของกุ้งขาว พบว่าแบคเทอริโอเฟจมีประสิทธิภาพในการลดอัตราการตายของตัวอ่อนของกุ้งได้ 
(Lomeli-Ortega and Martínez-Díaz, 2014) 
   ปัจจุบันการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าทางทะเลเพ่ิมสูงขึ้นเรื่อย  ๆ โดยเฉพาะการ
เพาะเลี้ยงปลาทะเล แต่เกษตรกรยังคงประสบปัญหาเนื่องจากการตายของปลาที่เกิดจากโรคติดเชื้อ
แ บ ค ที เรี ย ห ล าย ช นิ ด ได้ แ ก่  vibriosis, photobacteriosis, furunculosis, flexibacteriosis, 
streptococcosis, lactococcosis, BKD, mycobacteriosis แ ล ะ  piscirickettsiosis เ ป็ น ต้ น  
vibriosis เป็นโรคติดเชื้อที่ เกิดจากเชื้อในกลุ่ม Vibrio spp. สาเหตุหลักเกิดจากการติดเชื้อใน         
V. anguillarum, V. ordalii, V. salmonicida และ V. vulnificus (Toranzo et al., 2005, Silva 
et al., 2014) V. vulnificus เป็นแบคทีเรียที่ได้รับความสนใจ เนื่องจากสามารถก่อโรคในคนและมี
รายงานการติดเชื้ออย่างต่อเนื่อง จากรายงานของ CDC พบว่า V. vulnificus สามารถพบได้มากใน
สัตว์จ าพวกหอยทะเล ดังนั้นจึงเป็นที่น่าสนใจที่จะศึกษาแบคเทอริโอเฟจเพ่ือใช้ควบคุมเชื้อดังกล่าว 
  
  1.2.3.6 ปัจจัยที่เก่ียวข้องกับการใช้แบคทีเรียโอเฟจในการควบคุมทางชีวภาพ 
มีดังนี้ 
 

1. ความสามารถในการท าลายแบคทีเรียได้หลายสายพันธุ์ 
2. ความสามารถของการอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ใช้งานจริง เช่น ในฟาร์ม

เพาะเลี้ยง  
3. ระยะเวลาการเพ่ิมจ านวนแบคเทอริโอเฟจภายในแบคทีเรียที่สั้นและให้

ลูกหลานของแบคเทอริโอเฟจจ านวนมาก 
4. การเหนี่ยวน าให้เกิด lysogenic phage  
5. แบคทีเรียทนต่อแบคเทอริโอเฟจ 
6. ความสามารถในการถ่ายทอดยีนที่ท าให้เพ่ิมความสามารถในการก่อโรค

ของแบคทีเรีย 
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  1.2.3.7 กลไกการดื้อของแบคทีเรียต่อแบคเทอริโอเฟจ 
 

   การเปลี่ยนแปลงทางธรรมชาติส่งผลให้แบคทีเรียมีการปรับตัวเพ่ือความอยู่รอด 
ท าให้แบคเทอริโอเฟจมีการวิวัฒนาการสูงเช่นกัน เนื่องจากการด ารงชีวิตของแบคเทอริโอเฟจต้อง
อาศยัแบคทีเรีย (Sturino and Klaenhammer, 2006, Mc Grath and Van Sinderen, 2007) (รูป
ที่ 6) กลไกการดื้อของแบคทีเรียต่อแบคเทอริโอเฟจประกอบด้วย 4 กลไกดังนี้ 

1. การป้องกันการเกาะติดของแบคเทอริ โอ เฟจ (preventing phage 
adsorption) 
   ขั้นแรกแบคเทอริโอเฟจจะเกาะติดบนผิวเซลล์ของแบคทีเรีย แต่แบคทีเรียอาจ
ป้องกันการเกาะติด ได้แก่ ป้องกันไม่ให้แบคเทอริโอเฟจเข้าจับบริเวณ receptor บนผิวเซลล์ของ
แบคทีเรีย เช่น S. aureus สามารถสร้าง protein A ซึ่งใช้ในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกัน โดย 
protein A จะจับกับบริเวณ Fc ของ IgG (Foster, 2005) พบว่าหาก S. aureus มีการสร้าง protein 
A ได้ปริมาณน้อย การเกาะติดของแบคเทอริโอเฟจจะเพ่ิมสูงขึ้น เนื่องจาก protein A บดบังบริเวณ 
receptor ที่แบคเทอริโอเฟจจะเข้าจับ (รูป 8a) (Nordstrom and Forsgren, 1974)  
   เพ่ือความอยู่รอดในสภาวะแวดล้อม แบคทีเรียสร้างเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ 
(extracellular matrix) พบว่าแบคเทอริโอเฟจบางชนิดสามารถจดจ าโพลิเมอร์ภายนอกเซลล์ 
(extracellular polymers) ที่แบคทีเรียสร้างขึ้นได้ เช่น แบคเทอริโอเฟจของ E. coli จดจ าบริเวณ O 
antigen และ K antigen หรือ Salmonella phage P22 จดจ าบริเวณ K antigen ได้ (รูป 8c) ใน
ขณะเดียวกันแบคเทอริโอเฟจสามารถย่อยสลายสารกลุ่มนี้ได้ (รูป 8b) (Stirm, 1968, Sutherland, 
1995 , Steinbacher et al., 1997 , Sutherland, 1999 , Sutherland et al., 2004) เพ่ือที่จะ
ป้องกันการบุกรุกของแบคเทอริโอเฟจ แบคทีเรียสร้างสารหรือโมเลกุลเพ่ือแย่งจับบริเวณ receptor 
บนผิวเซลล์ของแบคทีเรียกับแบคเทอริโอเฟจ 
 
 
 
 
 

  
 

 
 
รูปที่ 8 กลไกที่แบคทีเรียใช้ส าหรับการป้องกันการเกาะติดของแบคเทอริโอเฟจ  (a) แบคทีเรีย
หลีกเลี่ยงการติดเชื้อจากแบคเทอริโอเฟจ โดยเปลี่ยนแปลง receptor บนผิวเซลล์ท าให้แบคเทอริ-
โอเฟจเกาะติดไม่ได้ (step 1) ต่อมาแบคเทอริโอเฟจสามารถจดจ า receptor ใหม่ได้ (step 2) แต่
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อย่างไรก็ตามแบคทีเรียจะสร้างโปรตีนชนิดใหม่บดบังบริเวณ receptor ท าให้แบคเทอริโอเฟจ
เกาะติดไม่ได้ (step 3) S. aureus สามารถสร้าง protein A ซึ่งจะช่วยลดการเกาะติดของ       
แบคเทอริโอเฟจ  (step 4) (b) แบคทีเรียสร้างสารจ าพวก exopolysaccharide (EPS) เพ่ือ
ป้องกันการเกาะติด แต่แบคเทอริโอเฟจสามารถผลิตเอนไซม์  polysaccharide lyase หรือ 
polysaccharide hydrolase เพ่ือสลาย EPS  (c) แบคเทอริโอเฟจสามารถจดจ าสารจ าพวก 
polysaccharides เช่น O antigens และ K antigens แต่แบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
บางอย่างท าให้แบคเทอริโอเฟจไม่สามารถเกาะติดได้ (Labrie et al., 2010) 

 
2. การป้องกันการน าดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจเข้าสู่เซลล์ (preventing 

phage DNA entry) 
   แบคทีเรียมีระบบที่ เรียกว่า superinfection exclusion (Sie) ซึ่งหมายถึง
ระบบที่สร้างโปรตีนเพ่ือป้องกันการน าดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจเข้าสู่เซลล์ เช่นยีน imm และยีน 
sp ในระบบ Sie ถูกสร้างขึ้นเพ่ือป้องกัน Coliphage T4 เป็นต้น ระบบนี้จะยับยั้งการน าดีเอ็นเอเข้าสู่
เซลล์อย่างรวดเร็ว (รูปที่ 9) (Lu et al., 1993) 
 
 
 
 

 
  

 
 

 
รูปที่ 9 การป้องกันการน าดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจเข้าสู่เซลล์ (a) สภาวะปกติที่ E. coli  ถูก
บุกรุกโดย phage T4 โดยปกติชั้น peptidogycan จะถูกสลาย ต่อมาดีเอ็นเอของแบคเทอริ-
โอเฟจ ถูกน าเข้าสู่ cytoplasm ผ่าน inner-membrane protein (b) แบคทีเรียสร้างโปรตีน 
Imm ซ่ึงจะยับยั้งการน าดีเอ็นเอเข้าสู่ cytoplasm ดังนั้นจึงป้องกันการติดเชื้อจาก T-even-like 
phages (c) และแบคทีเรียสร้างโปรตีน Sp ซึ่งจะป้องกันการสลายชั้น peptidoglycan ดังนั้นดี
เอ็นเอของเบคเทอริโอเฟจจะถูกกักไว้บริเวณชั้น peptidoglycan และ outer membrane (Lu 
et al., 1993) 
 

3. การท าลายดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจ 
3.1 ระบบ restriction-modification (R-M) สามารถพบได้ในแบคทีเรียทั่วไป 

โดยระบบ R-M จะอาศัยเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพ่ือท าลายดีเอ็นเอแปลกปลอม เช่น ดีเอ็นเอของไวรัส  
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3.2 ร ะ บ บ  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats (CRISP-Cas) CRISP-cas เป็นระบบที่พบได้ในแบคทีเรียและอาเคียร์ เปรียบเหมือนระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะของแบคทีเรีย โดยระบบจะป้องกันและจดจ าดีเอ็นเอแปลกปลอม เช่น แบ
คเทอริโอเฟจ และพลาสมิด (Barrangou et al., 2007, Sorek et al., 2008) 

4. ระบบ Abortive infection (Abi) 
   แบคทีเรียหรือเซลล์ที่ติดเชื้อจะมีการฆ่าตัวตาย โดยผ่านระบบ Abi เช่น ระบบ 

Rex พบระบบดังกล่าวใน phage λ-lysogenic E. coli  (Molineux, 1991, Snyder, 1995) RexA 
และRexB โปรตีนจะถูกสร้างส าหรับป้องกันการติดเชื้อจากแบคเทอริโอเฟจ โดย RexA จะถูกกระตุ้น
ด้วย phage protein–DNA complex จากนั้น RexA ที่พร้อมท างานจะไปกระตุ้น RexB ก่อให้เกิด
การเคลื่อนที่ของไอออนบริเวณ inner membrane ของแบคทีเรีย ท าให้ membrane ถูกท าลาย 
และแบคทีเรียตาย (รูปที่ 10) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 การท างานของระบบ Rex (Labrie et al., 2010) 
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1.3 วัตถุประสงค์  
 

1. เพ่ือศึกษาลักษณะการแสดงออกทางจีโนไทป์ และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus ที่
แยกได้จากสิ่งส่งตรวจผู้ป่วย สิ่งแวดล้อม และปลาที่เป็นโรค  

2. เพ่ือเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ V. vulnificus 
3. เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้หนอนผีเสื้อ (Galleria mellonella) เป็นโมเดล

สัตว์ทดลอง ส าหรับเชื้อ V. vulnificus 
4. เพ่ือแยกและลักษณะแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะกับ V. vulnificus  
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บทที่ 2 
 
 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ 
 
 

2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 

2.1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

 ชนิด บริษัทผู้ผลิต 
1. Agar Difco (France) 
2. Tryptic soy agar Difco (France) 
3. Tryptic soy broth Difco (France) 
4. Luria-Bertani agar Difco (France) 
5. Luria-Bertani broth Difco (France) 
6. Peptone Merck (USA) 
7. Brain Heart Infusion agar Merck (USA) 
8. Mannitol Ajax Finechem PtyLtd 

(New Zealand) 
9. Glucose Ajax Finechem PtyLtd 

(New Zealand) 
10. Sucrose Ajax Finechem PtyLtd 

(New Zealand) 
 

2.1.2 สารเคมีเกรดวิเคราะห์ 
 

 ชนิด บริษัทผู้ผลิต 
1. Magnesium Sulfate Heptahydrate  Ajax Finechem Pty 

(MgSO4.7H2O)    (New Zealand) 
 
2. Tris base Bio Basic Canana INC 
3. Sodium Chloride (NaCl) AjaxFinechem PtyLtd 
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(New Zealand) 
 

4. Bromphenol blue Ajax Finechem PtyLtd 
(New Zealand) 

5. Ethidium bromide Sigma (USA) 
6. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Bio Basic Canana INC 
7. Sodium dodecyl sulfate (SDS) Bio Basic Canana INC 
8. Boric acid Bio Basic Canana INC 
9. Potassium chloride (KCl) Ajax Finechem PtyLtd 

(New Zealand) 
10. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Ajax Finechem PtyLtd 

(New Zealand) 
11. Monopotassium phosphate (KH2PO4) Ajax Finechem PtyLtd 

(New Zealand) 
12. Sodium hydroxide (NaOH) Ajax Finechem PtyLtd 

(New Zealand) 
13. Hydrochloric acid (HCl) LobaChemie (USA) 
14. Polyethylene glycol 8000 (PEG 8000) AMRESCO (USA) 
15. Sodium acetate (NaOAc) Ajax Finechem PtyLtd 

(New Zealand) 
16. Cesium Chloride (CsCl) Sigma (USA) 

   
2.1.3 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade) 

 
 ชนิด บริษัทผู้ผลิต 

1. Agarose Bio-Rad (USA) 
2. dNTP Bioline (UK) 
3. MyTaq DNA polymerase Bioline (UK) 
4. 1 kb DNA ladder Solis BioDyne (Sweden) 
5. 100 bp ladder Bioline (UK) 
6. Lambda DNA Thermo Scientific (USA) 
7. Protenase K Invitrogen (USA) 
8. DNase I Thermo Scientific (USA) 
9. RNase A AMRESCO (USA) 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwi_zpHS-s7OAhWJL48KHavvDAUQFggaMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEthylenediaminetetraacetic_acid&usg=AFQjCNFcDRb2RuoFju_Oiw_hf4Zx4zoldA&sig2=g3pDIFyEcxML-VqQjuAV1w
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwiVlubz-87OAhVELY8KHSBzBR8QFggiMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FMonopotassium_phosphate&usg=AFQjCNGlvZ_0TwTc_85ZKt93Bod1ZnWMDw&sig2=uqIoIdUqKYgZKVQOBTtt9Q
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjG0s-O_M7OAhUBqo8KHajCBhMQFgggMAE&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSodium_hydroxide&usg=AFQjCNHdAaxt5c1oJz672c7x2mnGq0i3GA&sig2=a9ufHHJE7Tf_C4F_k-OqKw
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10. Restriction enzyme Thermo Scientific (USA) 
11. Low melting agarose Bio-Rad (USA) 
12. CHEF DNA size standard, Lambda ladder Bio-Rad (USA) 

 
2.1.4   อุปกรณ์และเครื่องมือ 

- เครื่องแก้ว และอุปกรณ์ส าหรับงานวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา 
- หลอด eppendorf ขนาด 1.5 ml 
- หลอด PCR 
- เครื่อง PCR (Bio-Rad, T100 Thermal Cycle, USA) 
- Automatic pipette ขนาด 20, 200 และ 1000 µl (Gilson, France) 
- ชุด Electrophoresis และเครื่องก าเนิดไฟฟ้า (power supply) รุ่น 200/2.0 (Bio-

Rad, USA) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (MIKRO 22R, Germany) 
- เครื่อง vortex mixer (Scientific Industries, USA) 
- ตู้เย็นแช่แข็ง -20˚C (Sanyo, Japan) 
- ตู้เย็นแช่แข็ง 4˚C (Sanyo, Japan) 
- ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Venticell) 
- ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) (Heraeus, Germany) 
- ตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า (Shaker incubator) (Labline Instrument Int., USA) 
- ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar airflow carbinet) รุ่น ABS 1200A (ASTEC microflow, 

UK) 
- เครื่องวัด pH (pH meter) (Metrohm, Switzerland) 
- เครื่องสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (Bio-Rad, USA) 
- เครื่อง Hot plate และSteirrer (Fisher Scientific, USA) 
- หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า (Autoclave) (Tomy, Japan) 
- เข็มส าหรับฉีด insulin (Terumo Myjector, USA) 
- เครื่อง ultracentrifuge (Backman, USA) 
- Snake skin® dialysis tubing (Thermo scientific, USA) 
- กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่าน (JEM 2010, JEOL, Gemany) 
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) (LPerkin Elmer, UK) 
- เครื่องส าหรับท า Pulse field gel electrophoresis (PFGE) (contour-clamped 

homogeneous electric field apparatus, CHEF DR III, Bio-rad, USA) 
- Plug mold 
- Microcentrifuge (Miko 22R Hettich, Germany) 
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- BioNumerics version 7.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) 
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ภาพรวมของงานวิจัย

การศึกษาลักษณะของ V. vulnificus การตรวจสอบความรุนแรงของ 
V. vulnificus ในหนอนผีเสื้อ 

การศึกษาแบคเทอรโิอเฟจที่จ าเพาะต่อ 
V. vulnificus 

การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ 

การศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป ์

การศึกษาลักษณะรูปลายพมิพ์ดีเอน็เอ ด้วยวิธี PFGE 
และERIC-PCR 

การแยกแบคเทอรโิอเฟจ 

การเพิ่มจ านวนและการหาปรมิาณแบคเทอรโิอเฟจ
ภายหลังการเพิ่มจ านวน 

การทดสอบความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. 

การท าให้แบคเทอริโอเฟจบรสิุทธ์ิด้วยวิธี CsCl step gradient 
ultracentrifugation 

การตรวจสอบสารพันธุกรรมและรปูแบบลายพิมพด์ีเอ็นเอเมื่อ
ตัดกับเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 

การศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจภายใต้กล้องจลุทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

-การทดสอบการใช้น้ าตาลแมนนทิอล  

-การทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดง  

-การทดสอบความทนต่อเซรุ่ม 

การตรวจสอบโปรเฟจใน V. vulnificus 
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2.2  วิธีการด าเนินการ 
 

2.2.1   แบคทีเรียท่ีใช้ในการศึกษา 
 

   V. vulnificus ที่ ใช้ ในการศึกษาครั้งนี้ ประกอบด้วย 62 สายพันธุ์  ได้แก่        
V. vulnificus ที่ก่อโรคในปลาเก๋าเสือจ านวน 10 สายพันธุ์ ซึ่งได้รับการยืนยันความสามารถในการก่อ
โรคในปลาเก๋าเสือจากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตว์น้ าชายฝั่ง กรมประมง V. vulnificus ที่แยกได้จาก
ผู้ป่วย 10 สายพันธุ์ ได้รับความอนุเคราะห์จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ V. vulnificus ที่แยกได้
จากสิ่งแวดล้อมจ านวน 41 สายพันธุ์ และ V. vulnificus ATCC 27562 ได้รับความอนุเคราะห์จาก 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  
 V. alginolyticus PSU 6 , V. cholerae O1 PSU 966 แ ล ะ                    
V. parahaemolyticus ATCC 17808 ได้รับความอนุ เคราะห์จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  
 

2.2.2 การตรวจหาลักษณะทางจีโนไทป์ 
 
2.2.2.1 ตรวจสอบลักษณะจีโนไทป์ทั้งหมด 6 ต าแหน่ง ได้แก่ยีน manIIA, ยีน 

nanA, ยีน nab, vcg-type และ PRXII โดยวิธี PCR 
 

   สกัดดีเอ็นเอของ V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์ โดยวิธีต้มเดือดที่ 100˚C 
นาน 10 นาที แล้วแช่น้ าแข็งทันทีและเก็บดีเอ็นเอท่ี -20˚C เพ่ือใช้เป็นแม่แบบในการท า PCR จากนั้น
ตรวจสอบยีน manIIA, ยีน nanA, ยีน nab, vcg-type และ PRXII โดยใช้ไพรเมอร์ดังแสดงในตาราง
ที่ 5 ส่วนผสมในการท าปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 6 การจัดโปรแกรมอุณหภูมิ และเวลาในแต่ละ
ขั้นตอนแสดงตารางที่ 7  
 
  2.2.2.2 การวิเคราะห ์PCR product ด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซิส 
 
   ผสม PCR product กับ loading dye จากนั้นดูดใส่หลุมอะกาโรสเจล (0.8-
1.5%) ใส่ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb DNA และ 100 bp ladder) ลงไปใน 1 หลุมของอะกาโรสเจล 
จากนั้นเปิดเครื่องอิเล็คโทรโฟรีซิส ปรับความต่างศักย์ (80-100 โวลต์) และใช้เวลาระหว่าง 30-50 
นาท ีโดยขึ้นอยู่กับ PCR product เมื่อครบเวลาน าอะกาโรสเจลไปย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์เป็นเวลา 
1 นาที จากนั้นน าไปแช่น้ ากลั่นเป็นเวลา 15 นาที แล้วตรวจสอบแถบของยีนเป้าหมายด้วยเครื่อง 
benchtop UV transilluminater  
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ตารางท่ี 5 แสดงไพรเมอร์ที่ใช้ โดยวิธ ีPCR 

Primer Gene target Sequence (5’ to 3’) Tm 
(◦C) 

Amplicon 
size (bp) 

Reference 

Man IIA F Mannitol 
fermentation 

operon 

GATGTTGGTGAACAACTTCTCTGC 60.8 243 (Froelich 
and Oliver, 
2011) 

Man IIA R TCTGAAGCCTGTTGGATGCC 

nanA-F Sialic  acid 
catabolism cluster 

TKATCGCCGCTCCYCATACA 55 745 (Lubin et 
al., 2012) nanA-R GCAACGCCACCGTATTCAAC 

VV0316F 
YJ-like nab1 allele 

GGCCACCCCTTCAATTGAG 60 435  
 
 
(Lewis et 
al., 2011) 

VV0316R GTCGCATACACAACCGTGG 

VV0312F 
YJ-like nab2 allele 

CGACGAAGCACTGGCGTTTAA A 61 986 
VV0312R GCTCGAGCATCTCCCAATACT 

VV10803F CM-like nab1 
allele 

TTATCGGCGACAAGGTGA 57 346 
VV10803R ATCCATTACATAGGCAAATATG 

VV10808F CM-like nab2 
allele 

TATTCGTTTAGCCAAACAGTTGA 57 902 
VV10808R CCACTTCATCCCAACGCGTT 

vcg C-F Virulence-
correlated gene 
clinical allele 

AGCTGCCGATAGCGATCT  50 99  
 
(Mala et al., 
2014) 

vcg C-R TGAGCTAACGCGAGTAGTGAG  

vcg E-F Virulence-
correlated gene 
environmental 

allele 

CTCAATTGACAATGATCT  55 278 
vcg E-R CGCTTAGGATGATCGGTG 

VVA1612F Region XII, flanking 
region 

ACCCTGATCGTTGGCTACTC 57 2,257  
 
 
 
(Cohen et 
al., 2007) 

VVA1613R Region XII GGAGCGGTGTGATGGTGTTG 

VVA1625F Region XII CGGTCTGTGGTTTATCG 47 1,822 
VVA1625R Region XII TCGTTTCCAGTCGTCAC 

VVA1634F Region XII TGACACCCAACCTAGACCAC 55 1,364 
VVA1634R Region XII ATTGATGCCAACCTGAG 

VVA1636F Region XII TGTCCACGACTTGAACACG 56 1,547 
VVA1637R Region XII, flanking 

region 
AACATCAACCAGCGAGTCGAAC 

VVA1612bF Region XII, flanking 
region 

TGTGGAGAGCGGCAAGATCAAG 61 1,200 

VVA1637R Region XII, flanking 
region 

AACATCAACCAGCGAGTCGAAC 
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ตารางท่ี 6 แสดงส่วนผสมในปฏิกิริยา PCR ของยีน manIIA, ยีน nanA, ยีน nab, vcg-type และ 
PRXII 
 

ส่วนผสม ปริมาตร (µl) 
10x buffer (20 mM Mg2+) 
2.5 mM dNTP 
1 µM primer-F 
1 µM primer-R 
1 U Taq polymerase  
DNA template 
Deionized water 

8.50 
1.25 
3.75 
3.75 
0.25 
5.00 
8.50 

ปริมาตรรวม 25 
 
ตารางท่ี 7 แสดงการจัดโปรแกรมอุณหภูมิ และเวลาในแต่ละข้ันตอนของยีน manIIA, ยีน nanA, ยีน 
nab, vcg-type และ PRXII ภายในเครื่อง Thermal cycle 

 
ขั้นตอน อุณหภูมิ (˚C) เวลา )วินาที(  จ านวนรวม 

1. Hot start  
2. Denature 
3. Annealing 
4. Extension 
5. Final Extention 

94 
94 

(ขึ้นอยู่กับยีน แสดงในตารางที่ 5) 
72 
72 

60 
30 
 

60 
600 

1 
 

 30 
 
1 

 
   2.2.2.3 การแปลผล nab และ PRXII 
 
   การตรวจยีน nab1 และยีน nab2 จะแปลผลเป็น YJ-like allele หรือ CM-
like allele โดยจะจัดเป็น YJ-like allele เมื่อตรวจพบบริเวณ VV0312 (YJ-like nab1 allele) และ
VV0316 (YJ-like nab2 allele) แต่ถ้าตรวจพบบริเวณ  VV10803 (CM-like nab1 allele) และ
VV10808 (CM-like nab2 allele) จัดเป็น CM-like allele (Lewis et al., 2011) 
   การตรวจหา PRXII จะเพ่ิมจ านวน 4 ยีนได้แก่ putative chondroitinase AC 
lyases ส อ งต า แ ห น่ ง  (ยี น  VVA1613 แ ล ะ ยี น  VVA1636), putative arylsulfatase A (ยี น 
VVA1634) และ putative methyl-accepting chemotaxis protein (ยีน VVA1625) โดยจะแปล
ผลว่าเป็นผลบวก เมื่อมีการเพ่ิมจ านวนยีนได้อย่างน้อย 3 ยีน และตรวจไม่พบบริเวณขนาบข้าง 
(flanking region) ของ PRXII (Cohen et al., 2007) 
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    2.2.2.4 การศึกษารูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ V. vulnificus โดยวิธี ERIC-
PCR 
 
   สกัดดีเอ็นเอของ V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์ ด้วยชุดสกัด Presto™ 
Mini gDNA Bacteria Kit แล้วตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA โดย
อาศัย 0.5% อะกาโรสเจล ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 35 นาที ด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซิส ดัง
แสดงในข้อ 2.2.2.2 
   การศึกษาลักษณะลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ V. vulnificus โดยอาศัยไพรเมอร์ 
ERIC1R (5’-ATGTAAGCTC CTGGGGATTCA-3’)  แ ล ะ  ERIC2 (5’ AAGTAAGTGACTGG GGTG 
AGCG-3’) (Rivera et al., 1995) ใช้ส่วนผสมในปฏิกิริยาแสดงดังตารางที่  8 การจัดโปรแกรม
อุณหภูมิและเวลาในแต่ละขั้นตอนแสดงดังตารางที่ 9 แล้วตรวจสอบชิ้นส่วนดีเอ็นเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 kb DNA ด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซิส ดังแสดงในข้อ 2.2.2.2 โดยใช้ 1% อะกาโรสเจล ที่
ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 5 นาที จากนั้นปรับความต่างศักย์เป็น 50 โวลต์ นาน 3 ชั่วโมง และ
สร้างเดนโดรแกรมจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยใช้โปรแกรม bionumerics เวอร์ชัน 7.0 
 
ตารางท่ี 8 แสดงส่วนผสมในปฏิกิริยาของ ERIC-PCR 

 

ส่วนผสม ปริมาตร (µl) 
5x buffer (20 mM Mg2+, 2.5 mM dNTP) 
10 µM ERIC1R 
10 µM ERIC2 
2.5 U Expolymerase  
DNA template 
Deionized water  

20 
5 
5 

0.5 
- 

69.5 
ปริมาตรรวม 100 (5 reaction) 
 

**ดูดส่วนผสมจ านวน 19 µl ผสมกับ ดีเอ็นเอจ านวน 1 µl** 
  
ตารางท่ี 9 แสดงการจัดโปรแกรมอุณหภูมิและเวลาในแต่ละขั้นตอนของ ERIC-PCR 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (˚C) เวลา )นาที(  จ านวนรวม 
1. Hot start  
2. Denature 
3. Annealing 
4. Extension 
5. Final Extention 

95 
90 
52 
70 
70 

7 
1 
1 
5 
10 

1 
 

30 
 
1 
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 2.2.2.5 การศึกษาความสัมพันธ์ของ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6, VVA7 
และ VVA8 โดยใช้วิธี Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)  
 
    จากผลการศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ ฟีโนไทป์ และรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ด้วยวิธี ERIC-PCR เมื่อไม่พบความแตกต่างของ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6, VVA7 และ VVA8 
จะท าการจ าแนกโดยใช้เทคนิค PFGE อาจสามารถบอกความแตกต่าง หรือความสัมพันธ์ของเชื้อ
ดังกล่าวได้ (Cameron et al., 1994, Buchrieser et al., 1995, Tamplin et al., 1996) วิธี PFGE 
ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลัก ได้แก่ การท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกและใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะตัด        
ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย , การแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลโดยอาศัยการสลับสนามไฟฟ้า
สองทิศทาง และการตรวจสอบชิ้นส่วนดีเอ็นเอโดยย้อมกับเอธิเดียมโบรไมด์ แล้วส่องดูแถบดีเอ็นเอ
ภายใต้แสง UV ขั้นตอนการท า PFGE โดยละเอียดมีดังนี้ 

1. เลี้ยง V. vulnificus บนอาหาร TSA + 1% NaCl น าเชื้อมาละลายใน cell 
suspension buffer ผสมให้เข้ากัน แล้วปรับปริมาณเชื้อให้ได้ OD เท่ากับ 0.2 โดยวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ 600 nm จากนั้นน า V. vulnificus แขวนลอยปริมาตร 500 µl บ่มที่ 55 ˚C เป็นเวลา 10 
นาท ี

2. เติม protenase K (20 mg/ml) ปริมาตร 20 µl แลว้เติม 1.2% อะกาโรส
เจลที่หลอมละลาย ปริมาตร 500 µl ผสมให้เข้ากันและใส่ลงใน plug mold จนเต็มหลุมโดยไม่ให้มี
ฟองอากาศ  

3. วางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วบ่มต่อที่ 4˚C เป็นเวลา 30 
นาท ี

4. ใส่ plug ลงใน lysis buffer ปริมาตร 5 ml แลว้เติม proteinase K 
ปริมาตร 25 µl บ่มที่ 55˚C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

5. เท lysis buffer ออก แล้วล้าง plug mold ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อที่มี
อุณหภูมิ 55˚C เป็นเวลา 15 นาที 2 ครั้ง และล้างด้วย TE buffer2, pH 8.0 เป็นเวลา 15 นาที 3 
ครั้ง  

6. น า plug  ใส่ลงในหลอด eppendorf แล้วเก็บไว้ที่ 4˚C ข้ามคืน 
7. ตัด plug ให้ได้ขนาด 3×5 mm ใส่ใน 1X FastDigest buffer ของเอนไซม์ 

Not I ปริมาตร 100 µl แล้วบ่มที่ 37˚C นาน 1 ชั่วโมง  
8. ดูด 1X buffer ออกให้หมด แล้วเติมส่วนผสมดังแสดงในตารางที่ 10  

 
 
 
 
 
 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiBmsPw4vrOAhUKtY8KHfApAWkQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.cdc.gov%2Fpulsenet%2Fpathogens%2Fpfge.html&usg=AFQjCNEJhA8gxKwtqSVU3y2OhYJb9RiMlw&sig2=pINMjfgw0ZYgcRWSMOzDJg
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ตารางท่ี 10 แสดงส่วนผสมในปฏิกิริยาส าหรับการใช้ Not I FastDigest 
 

ส่วนผสม ปริมาตร (µl) 
10x FastDigest buffer  
Not I FastDigest  
Deionized water  

10 
1 
89 

ปริมาตรรวม 100  
 

9. บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูดของเหลวออก
ทั้งหมด แล้วน า plug ออกมาวางบนหวี ใช้ CHEF DNA size standard, Lambda ladder เป็น 
marker และตรึงด้วย 1% อะกาโรสเจล จ านวน 1-2 หยด รอให้แข็ง  

10.  วางหวีลงถาดเจลที่เตรียมไว้ แล้วเติม 1% อะกาโรสเจล 
11.  รอให้อะกาโรสเจลแข็งประมาณ 15 นาที จากนั้นดึงหวีออก แล้วน าไปวาง

ในเครื่อง PFGE ชนิด CHEF (Bio-Red, Heraeles, USA) ใช้ระยะเวลาในการแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 19 
ชั่วโมง, กระแสไฟ 6 V/cm, มุมการใช้กระแสไฟฟ้า 120°, Initial time 2.2 วินาที และ final switch 
time 54.2 ที่อุณหภูมิ 14°C ใน 0.5X TBE buffer 

12.  ตรวจสอบชิ้นส่วนดีเอ็นเอโดยน าอะกาโรสเจลไปย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์
เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นแช่น้ ากลั่นเป็นเวลา 15 นาที แล้วตรวจสอบแถบของยีนเป้าหมายด้วยเครื่อง 
benchtop UV transilluminater และสร้างเดนโดรแกรมจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใช้โปรแกรม 
bionumerics เวอร์ชัน 7.0 
 

2.2.3   การตรวจหาลักษณะทางฟีโนไทป์ 
 

2.2.3.1 ความสามารถในการสร้าง indole 
   เลี้ยง V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์ ใน 1% peptone เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37˚C แล้วหยด Kovac’s reagent ถ้าเชื้อสามารถสร้าง indole จะสังเกตเห็นวง
แหวนสีแดงบนผิวหน้า และถ้าเชื้อไม่สามารถสร้าง indole จะสังเกตเห็นวงแหวนสีเขียว  
 

2.2.3.2 การทดสอบการใช้น้ าตาลแมนนิทอล  
 
   ท าการถ่าย V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์ บนอาหาร LB agar + 1% 
NaCl ลงใน mannitol fermentation broth (1% mannitol, 0.0075% bromothymol blue, 
1% peptone, 0.5% NaCl, pH 7.4) โดยท าการทดลอง 3 ซ้ า บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 1 ถึง 5 
วัน ถ้า V. vulnificus สามารถใช้น้ าตาลแมนิทอลได้สีอาหารจะเปลี่ยนจากสีน้ าเงินอมฟ้าเป็นสีเหลือง 
(Froelich and Oliver, 2011) 
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2.2.3.3 การทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดง (Bier et al., 2013)  
 

  การเตรียม 4% เม็ดเลือดแดงของคน ซึ่งได้รับจากอาสาสมัครที่มีสุขภาพ
แข็งแรง โดยปั่นเหวี่ยงโลหิตด้วยความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4˚C ดูดส่วนใส
ทิ้ง แล้วเติม PBS ให้เท่ากับปริมาตรของส่วนใสที่ดูดทิ้ง เพื่อล้างเม็ดเลือดแดง ท าซ้ าสองครั้ง หลังจาก
นั้นเจือจางเม็ดเลือดแดงให้ได้ 4% ด้วย PBS  

  การเตรียมกล้าเชื้อ V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์  โดยเลี้ยงใน Brain-
heart infusion medium (BHIB) + 1% NaCl พร้อมเขย่าด้วยความเร็วรอบที่ 150 รอบ/นาที และ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 nm เท่ากับ 1.6 (late log phase ) น ากล้าเชื้อมาปั่นเหวี่ยง ด้วย
ความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4˚C ท าการเก็บน้ าเลี้ยงเซลล์และตะกอนเซลล์ 
โดยน้ าเลี้ยงเซลล์น ามากรองด้วยกระดาษกรอง 0.22 µm ตะกอนเซลล์ล้างด้วย PBS 2 ครั้ง แล้ว
ละลายตะกอนใน PBS ส าหรับการทดสอบการสลายเม็ดเลือดแดงของเซลล์และน้ าเลี้ยงเซลล์จะใช้
อัตราส่วน 1:1 (เซลล์/น้ าเลี้ยงเซลล์: 4% เม็ดเลือดแดงของคน) บ่มที่ 37˚C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง พร้อม
เขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 rpm เมื่อครบเวลาน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm โดยใช้ชุด
ควบคุมจ านวน 3 ชุด และท าการทดลอง 3 ซ้ า ได้แก ่

 
1. Positive control ประกอบด้วย 2% Triton X-100 และ 4% เม็ดเลือด

แดง แล้วน าไปบ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ 56˚C เป็นเวลา 30 นาที  
2. Spontaneous control ประกอบด้วย PBS และ 4% เม็ดเลือดแดง แล้ว

น าไปบ่มใน water bath ที่ อุณหภูมิ 56˚C เป็นเวลา 30 นาท ี
3. Spontaneous control ของเซลล์และน้ าเลี้ยงเซลล์ ประกอบด้วย เซลล์

และน้ าเลี้ยงเซลล์ที่ถูกยับยั้งการท างานโดยการบ่มที่ 56˚C นาน 30 นาท ีและ 4% เม็ดเลือดแดง 
แล้วน าไปบ่มใน water bath ที่ อุณหภูมิ 56˚C เป็นเวลา 30 นาที  

 
 การค านวณ % การสลายเม็ดเลือดแดง 
 
= 100 ×  (ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง – ค่าดูดกลืนแสงของ spontaneous control) 
    (ค่าการดูดกลืนแสงของ positive  – ค่าดูดกลืนแสงของ spontaneous control) 
 

 การแปลผล : ให้ผลบวก เมื่อ % การสลายเม็ดเลือดแดงมากกว่า 20 % 
 

2.2.3.4 การทดสอบความทนต่อเซรุ่ม (Bier et al., 2013) 
 

   การตรวจสอบความทนต่อเซรุ่ม ซึ่งได้รับจากอาสาสมัครที่มีสุขภาพแข็งแรง 
ด้วยวิธี colorimetric serum sensitivity assay (Moll et al., 1979) การแปลผลดูจากการเจริญ
ของเชื้อ หากมีการเจริญเชื้อจะใช้น้ าตาลกลูโคสแล้วให้กรดท าให้สีฟ้าของอาหาร peptone glucose 
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broth เปลี่ยนเป็นสีเหลือง โดยเลี้ยง V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์ใน 96-well plate ที่มี
อาหาร LB+1% NaCl บ่มที่อุณหภูมิ 37 ˚C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อลงใน 96-well 
plate ที่มีอาหาร LB+1%  NaCl บ่มต่อเป็นเวลา 5 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาถ่ายเชื้อลง peptone 
glucose broth (1% glucose, 0.0075% bromthymol blue, 1% peptone, 0.5% NaCl, pH 
7.4) ที่มีปริมาณเซรุ่มแตกต่างกันได้แก่ 0, 10, 20, 40, 60 และ 80% แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 ˚C เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง และท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 

 การแปลผล  
 ให้ผลบวก ที่เซรุ่ม 60 – 80 % = resistance 
 ให้ผลบวก ที่เซรุ่ม 20 – 40 % = intermediate resistance 
 ให้ผลบวก ที่เซรุ่ม  0 – 10 % = sensitive  
 

2.2.4   การตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคของ V. vulnificus ในหนอน
ผีเสื้อ Galleria mellonella  

 
     ตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคโดยคัดเลือก V. vulnificus 10 สายพันธุ์ 
ได้ แก่  สายพันธุ์  VVA1, VVA2, VVA3, VVA4, VVA5, VVA6, VVA7, VVA8, VVA9 และ  FVV11 
เนื่องจากสายพันธุ์ดังกล่าว สถาบันวิจัยสุขภาพสัตว์น้ าชายฝั่ง กรมประมงได้ยืนยันความสามารถใน
การก่อโรคในปลาเก๋าเสือ โดยเชื้อสายพันธุ์ VVA6 ท าให้ปลาตายเมื่อให้เชื้อปริมาณ 106 CFU/ml แต่
การศึกษาครั้งนี้ ใช้โมเดลหนอนผีเสื้อแทนปลาเก๋าเสือ การศึกษาแบบหยาบในเบื้องต้นจะใช้           
V. vulnificus สายพันธุ์ VVA1 และ VVA6 ให้ปริมาณเชื้อสุดท้ายระหว่าง 102, 103,...,106 CFU/ml 
โดยเตรียมกล้าเชื้อ V. vulnificus  ให้ได้ปริมาณเชื้อเท่ากับ 108 CFU/ml มีรายละเอียดการเตรียม
ดังต่อไปนี้ เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ V. vulnificus จากอาหารแข็ง LB + 1% NaCl เลี้ยงในอาหารเหลว 
LB + 1% NaCl ปริมาณ  5 ml แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อที่ได้เลี้ยง
ต่อใน ฟลาสก์ที่มี LB + 1% NaCl ปริมาตร 45 ml และบ่มต่อที่อุณหภูมิ 37˚C พร้อมเขย่าด้วย
ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 90 นาที จากนั้นล้างกล้าเชื้อด้วย PBS buffer 3 ครั้ง แล้ว
น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm ให้ได้ค่าประมาณ 0.5-0.6 หลังจากนั้นท าการ
เจือจางเชื้อสิบเท่าด้วย PBS buffer ดังแสดงในรูปที่ 11 เชื้อแต่ละความเข้มข้น (102, 103,...,106 
CFU/ml) ฉีดเข้าขาซ้ายคู่ที่ 1 ของหนอนผีเสื้อปริมาณ 10 µl จ านวน 10 ตัว ทุกชุดการทดลองท า 3 
ซ้ า และท าการนับปริมาณเชื้อทุกความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบ โดยวิธี spread plate ชุดควบคุมฉีดเพียง 
PBS จากนั้นสังเกตการตายของหนอนผีเสื้อที่เวลา 24, 48, 72, 96, และ 120 ชั่วโมง ในกรณีที่หนอน
ผีเสื้อรอดชีวิตจะติดตามผลจนหนอนผีเสื้อกลายเป็นผีเสื้อ 
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รูปที่ 11 แผนผังแสดงการศึกษาความสามารถในการก่อโรคของ V. vulnificus ในหนอนผีเสื้อ 
(Galleria mellonella) 
 
     จากผลการตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคได้คัดเลือกปริมาณเชื้อที่ 10, 
102 และ 103 CFU/ml เพ่ือใช้ส าหรับทดสอบ V. vulnificus สายพันธุ์อ่ืน ๆ ขั้นตอนการเตรียมกล้า
เชื้อให้ได้ปริมาณที่ต้องการและตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคในหนอนจะใช้วิธีที่กล่าวมาแล้ว
ข้างต้น (รูปที่ 11) (Norville et al., 2014, McMillan et al., 2015)  
 

2.2.5  การตรวจสอบโปรเฟจใน V. vulnificus 
 

     การตรวจสอบแบคทีเรียที่มีการแทรกตัวของโปรเฟจอยู่อาจใช้รังสี UV, ยา
ปฏิชีวนะ (mitomycin C) หรือไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เพ่ือชักน าให้โปรเฟจเปลี่ยนเป็นไลติก
แบคเทอริโอเฟจ ซึ่งจะสามารถเพ่ิมจ านวนอนุภาคของแบคเทอริโอเฟจ และปลดปล่อยลูกหลานโดย
ท าให้ เซลล์โฮสต์แตก การศึกษาครั้ งนี้ เลือกใช้  mitomycin (1 µg/ml) เนื่องจากสารดังกล่าว
เหนี่ยวน าให้โปรเฟจกลายเป็นไลติกแบคเทอริโอเฟจได้สูงสุด (Los et al., 2009, Bloch et al., 
2014)  
     ตรวจสอบการแทรกของโปรเฟจใน V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์ โดย
เลี้ยง V. vulnificus ใน TSB + 1% NaCl ให้อยู่ในช่วง log phase (108 CFU/ml) จากนั้นน าปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสออก แล้วเติม TSB + 1% NaCl เพ่ือ
ละลายตะกอนเซลล์ จากนั้นเติม mitomycin C ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 1 µg/ml น าไปบ่มที่ 
37˚C นาน 18-24 ชั่วโมง ท าการทดลองควบคู่กับชุดควบคุมที่ไม่มีการเติม mitomycin C โดยท า
การทดลอง 3 ซ้ า เมื่อครบเวลาน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เก็บ
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ส่วนใสมาตรวจสอบ แบคเทอริโอเฟจด้วยวิธี drop plate หากสังเกตเห็นวงใสให้แปลผลว่ามีการ
แทรกของโปรเฟจในแบคทีเรียดังกล่าว 
 

2.2.6   การศึกษาแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ V. vulnificus  
 
2.2.6.1 การเตรียมกล้าเชื้อ V. vulnificus  

 
   แบคทีเรียที่ใช้เป็นโฮสต์ส าหรับการแยกแบคเทอริโอเฟจ ได้แก่ V. vulnificus 
สายพันธุ์ VVA6 และ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 โดยเตรียมกล้าเชื้อ V. vulnificus ให้ได้
ปริมาณเชื้อเท่ากับ 108 CFU/ml ซึ่งรายละเอียดการเตรียมเชื้อมีดังต่อไปนี้ ถ่ายเชื้อโดยเลือกโคโลนี
เดี่ยว ของ V. vulnificus จากอาหาร TSA + 1% NaCl เลี้ยงในอาหาร TSB + 1% NaCl ปริมาณ 5 
ml แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นจึงน าเชื้อที่ได้มาเลี้ยงต่อในฟลาสก์ที่มี TSB + 
1% NaCl ปริมาตร 45 ml และบ่มต่อที่อุณหภูมิ 37˚C พร้อมเขย่าด้วยความเร็วรอบที่ 150 รอบ/
นาที เป็นเวลา 90 นาที จากนั้นจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm ให้ได้
ค่าประมาณ 0.5-1.0 และท าการนับจ านวนเชื้อเริ่มต้น (108 CFU/ml) โดยวิธี spread plate ซึ่งเชื้อ
ที่ได้จะถูกน าไปใช้ในการเป็นเชื้อเริ่มต้นในการทดลองต่อไป  
 

2.2.6.2 การแยกแบคเทอริโอเฟจ  
 

   ท าการแยกแบคเทอริโอเฟจจากตัวอย่างอาหารทะเลซึ่งประกอบด้วยตัวอย่าง
หอยแครง หอยแมลงภู่  หอยตลับ  และกุ้ ง ด้วยวิธี  double-layer agar plaque assay ซึ่ งมี
รายละเอียดดังต่อไปนี้ ขั้นแรกท าการเตรียมตัวอย่าง 25 กรัม โดยหอยแครง และหอยตลับ ท าการ
เก็บน้ าหอย และเนื้อหอยจะหั่นบาง กุ้งเก็บส่วนตับจากนั้นบดหยาบแล้วเติม 1% NaCl ปริมาตร 10 
ml ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันแล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วน
ใส และกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 µm เก็บส่วนใสที่ผ่านการกรอง ดูดส่วนใส 200 µl ผสม
กับกล้าเชื้อ  V. vulnificus (108 CFU/ml) ดูดใส่  soft agar (TSB, 0.75% agar และ 1%  NaCl) 
ปริมาตร 3 ml ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงบน TSA + 1%NaCl บ่มที่ 37˚C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง  
  ท า single plaque เพ่ือท าให้แบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์  โดยใช้ ไม้จิ้มฟัน
ปราศจากเชื้อเขี่ยบริเวณที่เกิดวงใส ใส่ใน TSB + 1 % NaCl ปริมาตร 300 µl แล้วเติมกล้าเชื้อ       
V. vulnificus 50 µl บ่มข้ามคืนที่ 37˚C ตรวจสอบแบคเทอริโอเฟจด้วยวิธี double-layer agar 
plaque assay โด ยจะท า  single plaque สองค รั้ งแล้ ว จึ ง เก็ บ  plaque ใน  SM buffer ที่ มี 
chloroform 2% (V/V) และเก็บไว้ที่ 4˚C (Adams, 1959, Schmidt and Stanier, 1965) 
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2.2.6.3 การเพ่ิมจ านวนและเก็บแบคเทอริโอเฟจ 
 
   เลี้ยง V. vulnificus ให้ได้ปริมาณ 1×108 CFU/ml ดูดเชื้อ 200 µl ผสมกับ  
แบคเทอริโอเฟจ 50 µl บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นผสมกับ soft agar + 1% 
NaCl แล้วเททับลงบนอาหาร TSA + 1% NaCl บ่มที่ 37˚C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเก็บ
แบคเทอริโอเฟจ โดยดูด SM buffer ปริมาตร 3 ml ใส่ในเพลตที่เพ่ิมจ านวนแบคเทอริโอเฟจแล้ว 
จากนั้นน าไปเขย่าด้วยความเร็วต่ าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาให้ดูดส่วนใสและเก็บ soft agar 
แล้วเติม chloroform 2% (V/V) น าไปเขย่าอย่างแรง 30 วินาที และแช่น้ าแข็งนาน 30 นาที เมื่อ
ครบเวลาน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 35 นาที เก็บส่วนใสไว้ที่ 4˚C (Adams, 
1959, Schmidt and Stanier, 1965, DePaola et al., 1998) 
 

2.2.6.4 การหาปริมาณแบคเทอริโอเฟจภายหลังการเพิ่มจ านวน 
 

น าแบคเทอริโอเฟจที่เพ่ิมจ านวนแล้วมาเจือจางแบบสิบเท่าด้วย SM buffer 
จากนั้นดูดแบคเทอริโอเฟจปริมาตร 200 µl ผสมกับ V. vulnificus (1×108 CFU/ml) ปริมาตร 200 
µl ใส่ soft agar ผสมให้เข้ากันและเทลงบน TSA + 1% NaCl รอให้แห้งแล้วบ่มที่ 37˚C เป็นเวลา 
18-24 ชั่วโมง นับจ านวนแบคเทอริโอเฟจแล้วน ามาค านวณในหน่วย PFU/ml  
   

2.2.6.5 การทดสอบความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. 
 

   เชื้อที่ใช้ทดสอบประกอบด้วย Vibrio spp. 24 สายพันธุ์ ได้แก่ V. vulnificus 
สายพันธุ์  ATCC 27562, V. vulnificus สายพันธุ์  PSU 025, V. vulnificus สายพันธุ์ PSU 039,                
V. alginolyticus สายพันธุ์ PSU 6, V. cholerae O1 สายพันธุ์ PSU 966, V. parahaemolyticus 
สายพันธุ์ ATCC 17808, V. vulnificus ที่แยกจากสิ่งส่งตรวจผู้ป่วยจ านวน 10 สายพันธุ์  และ         
V. vulnificus ที่แยกได้ปลาที่ติดเชื้อจ านวน 10 สายพันธุ์ เลี้ยงเชื้อให้ได้ปริมาณเชื้อเท่ากับ 1×108 

CFU/ml ปริมาตร 200 µl ผสมกับ soft agar แล้วเททับลงบน TSA + 1% NaCl รอให้แห้งเป็นเวลา 
30 นาที หลังจากนั้นหยดแบคเทอริโอเฟจปริมาณ 2 µl ทิ้งไว้ให้แห้ง แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง โดยแบคเทอริโอเฟจที่สามารถท าลายแบคทีเรียได้และให้ผลบวกจะเห็นวงใส 
(DePaola et al., 1998) 
 
    2.2.6.6 ปัจจัยทางกายภาพที่มีผลต่อความอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ 

 
    จากการทดสอบความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. และขนาด
ของพลาคส์สามารถคัดเลือกแบคเทอริโอเฟจได้ 5 ไอโซเลท ได้แก่ MC20915, BD11015, BD41015, 
BD51015, และ BD61015 จากนั้นนน ามาตรวจสอบความสามารถในการอยู่รอดภายใต้อุณหภูมิ 
ความเค็ม และความเป็นกรดด่าง  
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   ส าหรับการทดสอบการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจภายใต้อุณหภูมิต่าง ๆ 
ได้แก่ 20˚C, 30˚C, 40˚C, 50˚C, 60˚C และ 70˚C ขั้นแรกเจือจางแบคเทอริโอเฟจให้ได้ปริมาณ 
106 PFU/ml ใน SM buffer แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 20˚C, 30˚C, 40˚C, 50˚C, 60˚C และ 70˚C เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาตรวจสอบปริมาณแบคเทอริโอเฟจ ด้วยวิธี double-layer agar plaque 
assay ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 (1×108 CFU/ml) เป็นโฮสต์  
   ส าหรับการทดสอบการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจภายใต้ความเป็นกรดด่างที่ 
pH ต่าง ๆ ขั้นแรกท าการปรับกรดด่างใน SM buffer ให้มีค่าเท่ากับ 2, 5, 7, 9, 11, และ 13 
ตามล าดับ โดยใช้สารละลาย 3M sodium hydroxide (NaOH) และ 1M hydrochloric acid (HCl) 
นอกจากนี้ทดสอบความอยู่รอดภายใต้ความเค็มต่าง ๆ โดยใช้ SM buffer ที่มีการเติม sodium 
chloride (NaCl) โดยปรับให้มีค่าความเค็ม (salinity) เท่ากับ 0%, 1%, 2%, 3%, 4% และ 5% 
ตามล าดับ จากนั้นน าแบคเทอริโอเฟจ (107 PFU/ml) ปริมาณ 100 µl ผสมกับ SM buffer 900 µl 
ที่มีความเป็นกรดด่างและความเค็มต่าง ๆ จากนั้นบ่มที่ 37oC เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วตรวจสอบ
ปริมาณแบคเทอริโอเฟจ ด้วยวิธี double-layer agar plaque assay ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยใช้   
V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 (1×108 CFU/ml) เป็นโฮสต์ 
 
   2.2.6.7 การท าให้แบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ด้วยวิธี CsCl gradient 
ultracentrifugation  

 
    เพ่ิมจ านวนแบคเทอริโอเฟจ 5 ไอโซเลท โดยน า V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 
ความเข้มข้น 1×108 CFU/ml ผสมกับแบคเทอริโอเฟจความเข้มข้น 1×107 PFU/ml ในอาหาร TSB 
+ 1% NaCl ปริมาตร 50 ml บ่มที่ 37˚C พร้อมเขย่าด้วยความเร็ว 100 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง 
แล้วน าปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8,000 rpm นาน 15 นาที เก็บส่วนใส จากนั้นน าผสมกับ PEG 8,000 
(10% w/w) และ NaCl (1M) ให้เป็นเนื้อเดียวกัน บ่มที่ 4˚C นาน 12 ชั่วโมง เพ่ือตกตะกอนแบคเทอ
ริโอเฟส จากนั้นท าการเก็บตะกอนโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที น า
ตะกอนแบคเทอริโอเฟจที่ได้มาละลายใน SM buffer จากนั้นท าให้แบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ด้วยวิธี 
CsCl step gradient ultracentrifugation ตามวิธีการของ Sambrook และคณะ (Sambrook et 
al., 1989) โดยใช้ CsCl ที่ความหนาแน่น 0.66 g/cm2, 0.82 g/cm2 และ 1.0 g/cm2 แล้วน าไปปั่น
เหวี่ยง (swinging out rotor) ที่ความเร็วรอบ 35,000 rpm เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเก็บแบนขาว
ขุ่นที่ความหนาแน่น 0.66 g/cm2 แล้วเอา CsCl ออกด้วยวิธี dialysis โดยใช้ SM buffer จากนั้นเก็บ
ที่ 4˚C แล้วน าไปยืนยันความเป็นแบคเทอริโอเฟจและหาปริมาณแบคเทอริโอเฟจด้วยวิธี double-
layer agar plaque assay โดยใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 เป็นโฮสต์ (Sambrook et al., 
1989) 
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     2.2.6.8 การสกัดสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ 
 
    สกัดดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์แล้ว โดยการเติม 
DNase I และ RNase A แล้วบ่มที่ 37˚C เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือก าจัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอที่ไม่
เกี่ยวข้อง จากนั้นท าให้แบคเทอริโอเฟสแตกโดยเติม lysis buffer และ proteinase K (10 mg/ml) 
บ่มที่ 65˚C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท าการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ phenol-chloroform (อัตราส่วน 
1:1) แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนที่ได้มาเติม 
chloroform เพ่ือก าจัด phenol แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
เก็บส่วนใสเพื่อท าการตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม 3 M sodium acetate และ Isopropanol เก็บไว้ที่ 
-20˚C ข้ามคืน จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ท าการล้าง
ตะกอนดีเอ็นเอด้วย ethanol 70% แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นระเหย ethanol ออก ท าการละลายดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจด้วย DI และเก็บดีเอ็น
เอไว้ที่ -20˚C (Sambrook et al., 1989) 
 
    2.2.6.8.1 การตรวจสอบคุณสมบัติของสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ 
 
    ท าการตรวจสอบขนาดและชนิดของสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ โดย
ตรวจสอบชนิดของสารพันธุกรรมด้วยเอนไซม์ DNase I และ RNase A (Silva et al., 2014) จากนั้น
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสเชนเดียวกับขอ 2.2.2.2 โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 kb ladder  
    ตรวจสอบรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ ได้แก่ Hind III, 
Not I และ EcoR I แล้วเติมบัพเฟอรที่จ าเพาะกับเอนไซม์ จากนั้นบมนาน 12-16 ชั่วโมง แล้ว
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสเชนเดียวกับขอ 2.2.2.2 โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 kb ladder  
 
   2.2.6.9 การศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  
 
    น าแบคเทอริโอเฟจที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์จากข้อ 2.2.6.6 ส่องดูรูปร่าง โดยใช้ 
copper grid แล้วย้อมด้วย uranyl acetate 1% น าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน (Hall, 1955, Hitchborn and Hills, 1965) 
 

2.2.7 สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 

   เปรียบเทียบลักษณะทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus ตามแหล่งที่
ได้รับเชื้อ และจากการจัดกลุ่มด้วยวิธี ERIC-PCR โดยวิธี chi-square เลือกใช้ Fisher’exact test 
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และสร้าง Kaplan-Meier กราฟ เพ่ือแสดงการรอดชีวิตของหนอนด้วยโปรแกรม SPSS version 14 
(SPSS Inc. Chicago, III., U.S.A) 
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บทที่ 3 
 
 

ผลการทดลอง 
 
 
3.1 การจัดกลุ่ม V. vulnificus โดยใช้ไบโอไทป์ 

 
   V. vulnificus ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ประกอบด้วย 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ก่อโรค

ในปลาร้อยละ 17 (10/62) กลุ่มที่แยกได้จากผู้ป่วยร้อยละ 17 (10/62) และกลุ่มที่แยกได้จาก
สิ่งแวดล้อมร้อยละ 66 (41/62) โดยใช้ V. vulnificus ATCC 27562 เป็นเชื้อมาตรฐาน การจัดกลุ่ม 
V. vulnificus เบื้องต้นโดยใช้ไบโอไทป์ อาศัยความสามารถในการสร้าง indole โดยไบโอไทป์ 1 
จัดเป็นกลุ่มที่สร้าง indole และไบโอไทป์ 2 จัดเป็นกลุ่มที่ไม่สร้าง indole จากการศึกษาพบว่า      
V. vulnificus ส่วนใหญ่จัดเป็นไบโอไทป์ 1 โดยเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยและเชื้อก่อโรคในปลาทุกสาย
พันธุ์จัดเป็นไบโอไทป์ 1 นอกจากนี้พบว่าเชื้อที่แยกจากสิ่งแวดล้อมจัดเป็นไบโอไทป์ 1 ร้อยละ 95 
(39/41) อย่างไรก็ตามพบ V. vulnificus ที่จัดเป็นไบโอไทป์ 2 ในกลุ่มเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม 
(สายพันธุ์ G16 และสายพันธุ์ K1) ร้อยละ 5 (2/41) (ตารางที่ 11) 

 
3.2  การตรวจสอบ vcg type, ยีน manIIA, ยีน nanA, ยีน nab และ PRXII โดยวิธี  PCR 

 
   จากการตรวจสอบลักษณะทางจีโนไทป์ในแต่ละกลุ่มของ V. vulnificus 
ร่วมกับการวิเคราะห์ผลทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 พบว่าการตรวจพบยีน nanA และ PRXII ใน
เชื้อแต่ละกลุ่มมีอย่างน้อยหนึ่งคู่ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในขณะที่การตรวจพบ  vcg- 
type และยีน manIIA ในเชื้อแต่ละกลุ่มแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 11) จาก
การตรวจสอบ vcg-type พบว่า V. vulnificus ทุกสายพันธุ์จัดเป็น vcg-C type และมียีน manIIA 
ยกเว้น V. vulnificus ที่แยกจากสิ่งแวดล้อมตรวจพบยีน manIIA ร้อยละ 86 (ตารางที่ 11) ดังนั้น 
vcg type และยีน manIIA อาจไม่ใช้ตัวชี้วัดที่ดีส าหรับใช้ในการจัดกลุ่มของ V. vulnificus  
   เมื่อพิจารณาการตรวจพบยีน nanA ในแต่ละกลุ่มของ V. vulnificus โดย
อาศัยการวิเคราะห์ผลทางสถิติ พบยีน nanA  ในเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมน้อยกว่ากลุ่มเชื้อที่แยก
ได้จากผู้ป่วย (p-value = 0.047)  อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 12) โดยตรวจพบยีน nanA ใน     
V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมร้อยละ 63 (26/41) และใน V. vulnificus ที่แยกจากผู้ป่วย
ทุกสายพันธุ์ (10/10) (ตารางที่ 11)   
   บริเวณ PRXII พบในกลุ่ม V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมต่ ากว่าเชื้อที่
ก่อโรคในปลา (p-value = 0.035) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 12) โดยตรวจพบบริเวณ PRXII 
ร้อยละ 36 (15/41) และร้อยละ 80 (8/10) (ตารางที่ 11) อย่างไรก็ตามการตรวจพบยีน nanA และ 
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PRXII ใน V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วยและเชื้อที่ก่อโรคในปลาแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 11) 
 
3.3  ความสามารถในการหมักน้ าตาลแมนนิทอล 

 
  จากการศึกษาพบว่า  V. vulnificus ทุ กสายพันธุ์ที่ จั ด เป็น  vcg-C type 
สามารถหมักน้ าตาลแมนนิทอลได้ร้อยละ 90 (56/62) อย่างไรก็ตามพบว่า V. vulnificus ที่แยกได้
จากสิ่งแวดล้อมจ านวน 5 สายพันธุ์ ไม่สามารถหมักน้ าตาลแมนนิทอลได้ โดยผลการหมักน้ าตาลแมน
นิทอลให้ผลสอดคล้องกับการปรากฏยีน manIIA (ตารางที่ 11)  
 
3.4  ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง 

 
  จากการทดสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของคน โดยใช้น้ าเลี้ยง
เซลล์และเซลล์ของ V. vulnificus ในแต่ละกลุ่ม เมื่ออาศัยการวิเคราะห์ทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ 
0.05 พบว่าน้ าเลี้ยงเซลล์ V. vulnificus ในแต่ละกลุ่มแสดงความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.003) เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการสลาย
เม็ดเลือดแดงของคนโดยใช้น้ าเลี้ ยงเซลล์  V. vulnificus ในแต่ละกลุ่มพบว่า น้ าเลี้ ยงเซลล์             
V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมมีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงต่ ากว่าน้ าเลี้ยงเซลล์ 
V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.048) (รูปที่ 12) โดย
พบว่าน้ าเลี้ยงเซลล์จากเชื้อกลุ่มที่แยกจากสิ่งแวดล้อมมีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงร้อย
ละ 68 (28/41) ขณะที่น้ าเลี้ยงเซลล์จากเชื้อกลุ่มที่แยกได้จากผู้ป่วยทุกสายพันธุ์สามารถสลายเม็ด
เลือดแดงได้ นอกจากนี้น้ าเลี้ยงเซลล์จากเชื้อในกลุ่มที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมและเชื้อก่อโรคในปลามี
ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 11) 
  จากการทดสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงของคน โดยใช้ตัวเซลล์ 
V. vulnificus พบว่า เซลล์แต่ละกลุ่มมีความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.000) (ตารางที่ 11) โดยเมื่อเปรียบเทียบความสมารถในการสลาย
เม็ดเลือดแดงโดยตัวเซลล์แต่ละกลุ่มพบว่า เชื้อในกลุ่มที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมสามารถสลายเม็ดเลือด
แดงได้ต่ ากว่าเชื้อที่ก่อโรคในปลา อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.001) (รูปที่ 12) โดยเชื้อที่
แยกจากสิ่งแวดล้อมสามารถสลายเม็ดเลือดแดงร้อยละ 44 ขณะที่เชื้อที่ก่อโรคในปลาทุกสายพันธุ์
สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได้ นอกจากนี้พบการสลายเม็ดเลือดแดงในเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยต่ ากว่า
เชื้อที่ก่อโรคในปลาอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.010) (รูปที่ 12) ซึ่งเชื้อที่แยกได้จาก
ผู้ป่วยสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได้เพียงร้อยละ 20 นอกจากนี้พบว่าความสามารถในการสลายเม็ด
เลือดแดงของเชื้อในกลุ่มที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมและผู้ป่วยมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทาง
สถิติ (ตารางที่ 11)  
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3.5   ความทนต่อเซรุ่ม 
 

  จากการศึกษาพบว่า V. vulnificus vcg-C type ร้อยละ 92 (57/62) ทนต่อ
เซรุ่ม (เจริญได้ในเซรุ่ม 60-80 %) ร้อยละ 2 (1/62) ทนต่อเซรุ่มปานกลาง (เจริญได้ในเซรุ่ม 20-40 
%) และร้อยละ 5 (3/62) ไวต่อเซรุ่ม (เจริญได้ในเซรุ่ม 0-10 %) (ตารางที่ 11)
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ตารางท่ี 11 ลักษณะการแสดงออกทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจผู้ป่วย สิ่งแวดล้อม และเชื้อก่อโรคในปลา 
 
 

แหล่งที่แยก 
ไบโอไทป์ 

จีโนไทป์ 

 

                ฟีโนไทป์ 

vcg type 
manIIA nanA 

nab  
PRXII 

ความสามารถใน
การหมักน้ าตาล

แมนนิทอล 

การสลายเม็ดเลือดแดง ความทนต่อเซรุ่ม 

1 2 C E CM-like YJ-like น้ าเลี้ยงเซลล์  เซลล ์ Sen Int Res 

V. vulnificus ATCC 27562  + - + - + + - - - + + - - - + 

สิ่งแวดล้อม (n = 41 สายพันธ์ุ) 39 (95) 2 (5) 41 (100) 0 36 (88) 26 (63) 1 (2) 27 (66) 15 (36) 36 (88) 28 (68) 18 (44) 3 (7) 1 (2) 37 (90) 

ผู้ป่วย (n = 10 สายพันธ์ุ) 10 (100) 0 10 (100) 0 10 (100) 10 (100) 1 (10) 5 (50) 4 (40) 10 (100) 10 (100) 2 (20) 0 0 10 (100) 

ก่อโรคในปลา (n = 10 สายพันธ์ุ) 10 (100) 0 10 (100) 0 10 (100) 7 (70) 0 6 (60) 8 (80) 10 (100) 6 (60) 10 (100) 0 0 10 (100) 

 

 
 
 



 
 
 

51 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12 ลักษณะทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus แต่ละกลุ่ม ให้ (   ) แทน V. vulnificus 
ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม (   ) แทน V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย (   ) แทน V. vulnificus ที่ก่อ
โรคในปลา 

*การตรวจพบลักษณะทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ในแต่ละกลุ่มของ V. vulnificus ให้ผลแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 
 
3.6 การศึกษารูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ V. vulnificus โดยใช้เทคนิค ERIC-PCR 

 
  จากรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ V. vulnificus ทั้งหมด 62 สายพันธุ์ สามารถ
จัดกลุ่มเชื้อจากรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่แตกต่างกันได้จ านวน 4 กลุ่ม ได้แก่ A, B, C, และ D (รูปที่- 
13)  โดยกลุ่ม A ประกอบด้วย V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย (1/2) และสิ่งแวดล้อม (1/2) ร้อยละ 
50 ตามล าดับ กลุ่ม B ประกอบด้วย V. vulnificus ก่อโรคในปลาจ านวน 3 ไอโซเลท  กลุ่ม C 
ประกอบด้วย V. vulnificus ATCC 27562 V. vulnificus ที่ แยกได้จากสิ่ งแวดล้อมร้อยละ 78 
(29/37) เชื้อที่ก่อโรคในปลาร้อยละ 13 (5/37) และเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยร้อยละ 5 (2/37) และกลุ่ม 
D ประกอบด้วยเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมร้อยละ 55 (11/20) ผู้ป่วยร้อยละ 35 (7/20) และเชื้อที่
ก่อโรคในปลาร้อยละ 10 (2/20) (รูปที่ 13)  
  เมื่อพิจารณาแต่ละกลุ่มที่ได้จากวิธี ERIC-PCR ร่วมกับลักษณะทางจีโนไทป์
และฟีโนไทป์ โดยอาศัยการวิเคราะห์ผลทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 พบว่าเชื้อแต่ละกลุ่มมีลักษณะ
ทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ที่หลากหลาย และไม่สามารถน าไปเชื่อมโยงกับแต่ละกลุ่มของ ERIC-PCR 
อย่างไรก็ตามกลุ่ม C พบว่าประกอบด้วยเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมสูงกว่าเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วย   
(p-value = 0.000) และเชื้อก่อโรคในปลา  (p-value = 0.000) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และกลุ่ม D  
ประกอบด้วยเชื้อที่แยกจากสิ่งแวดล้อมสูงกว่าเชื้อที่ก่อโรคในปลา (p-value=0.006) อย่างมีนัยส าคัญ
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ทางสถิติ โดยพบการแสดงออกของ PRXII ของทั้งสองกลุ่มเพียงร้อยละ 38 (14/37) และร้อยละ 55 
(11/20) ตามล าดับ (ตารางที่ 12) 
  นอกจากนี้พบว่าเชื้อ V. vulnificus สายพันธุ์ S 1.4 และ W 4.6 ให้รูปแบบลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกัน และเชื้อ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6, VVA7 และ VVA8 ให้รูปแบบลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกัน (รูปที่ 13)  
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รูปที่ 13 รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอและเดนโดรแกรมของ V. vulnificus ทั้งหมด 62 สายพันธุ์ ด้วย
เทคนิค ERIC-PCR (A-D แสดงกลุ่มที่จัดได้) 

A 

B 

C 

D 

% Similarly 
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ตารางท่ี 12 แสดงการจัดกลุ่มด้วยวิธี ERIC-PCR ลักษณะทางจีโนไทป์ และฟีโนไทป์  
 

กลุ่ม  V. vulnificus แยกตามแหล่งที่ได้รับ 
ลักษณะทางจีโนไทป์ ลักษณะทางฟีโนไทป์ 

PRXII nanA  
nab การสลายเม็ดเลือดแดง ความทนต่อเซรุ่ม 

YJ-like CM-like น้ าเลี้ยงเซลล์ เซลล์ sen Int res 

A (n = 2) 
สิ่งแวดล้อม (n = 1) 

0 (0) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 2 (100) 0 (0) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 
ผู้ป่วย (n = 1) 

B (n = 3) ก่อโรคในปลา (n = 3) 2 (67) 3 (100) 1 (33) 0 (0) 1 (33) 3 (100) 3 (100) 0 (0) 0 (0) 

C (n = 37) 

V. vulnificus ATCC 27562 

14 (38) 25 (67) 23 (62) 0 (0) 27 (73) 18 (49) 37 (100) 0 (0) 0 (0) 
สิ่งแวดล้อม (n = 29) 
ผู้ป่วย (n = 2) 
ก่อโรคในปลา (n = 5) 

D (n = 20) 
สิ่งแวดล้อม (n = 11) 

11 (55) 15 (75) 11 (55) 2 (10) 15 (75) 9 (45) 16 (80) 1 (5) 3 (15) ผู้ป่วย (n = 7) 
ก่อโรคในปลา (n = 2) 
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3.7 ความสามารถในการก่อโรคของ V. vulnificus ในหนอนผีเสื้อ Galleria mellonella 
 

 การศึกษาครั้งนี้คัดเลือก V. vulnificus สายพันธุ์ที่ก่อโรคในปลาเก๋าเสือ ซึ่ง
ได้รับการยืนยันความสามารถในการก่อโรคจากสถาบันวิจัยสุขภาพสัตว์น้ าชายฝั่ง กรมประมง จังหวัด
สงขลา อย่างไรก็ตามการใช้ปลาเก๋าเสืออาจมีข้อจ ากัดสูงในการศึกษาเนื่องจากมีราคาแพงและหาได้
ยาก ปัจจุบันมีความพยายามในการใช้หนอนผีเสื้อเพ่ือตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคของ
แบคทีเรียหลายกลุ่ม (Desbois and Coote, 2012) ดังนั้นการครั้งนี้จึงเลือกใช้โมเดลหนอนผีเสื้อเพ่ือ
ตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคของ V. vulnificus จ านวน 10 สายพันธุ์ ที่ได้รับการยืนยัน
ความสามารถในการก่อโรคในปลาเก๋าเสือ จากการรายงานพบว่า V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 มี
ความรุนแรงในการก่อโรคสูงสุด เนื่องจากท าให้ปลาเก๋าเสือตายภายใน 5 วัน เมื่อได้รับเชื้อปริมาณ 
106 CFU/ml ผ่านทางช่องท้อง (Thawonsuwan et al., 2016) จากรายงานดังกล่าวจึงเลือก
ปริมาณ V. vulnificus ที่ใช้ทดสอบอยู่ในช่วง 102,103…, 107 CFU/ml โดยการตรวจสอบความ 
สามารถในการก่อโรคเบื้องต้นจะเลือก V. vulnificus ที่ท าให้ปลาเก๋าเสือป่วยแต่ไม่ตาย และสายพันธุ์
ที่ท าให้ปลาเก๋าเสือตาย ได้แก่ สายพันธุ์ VVA1 และ VVA6 จากการศึกษาพบว่า V. vulnificus ทั้ง
สองสายพันธุ์ ท าให้หนอนผีเสื้อเกิดการติดเชื้อและสังเกตเห็นการสร้างเม็ดสี (melanization) โดยเชื้อ
สายพันธุ์ VVA6 ไม่พบการรอดชีวิตของหนอนตั้งแต่ 24 ชั่วโมง เมื่อได้รับเชื้อปริมาณ 1.8×102, 
2.6×103…, 2.5×107 CFU/ml แต่เมื่อหนอนผีเสื้อได้รับเชื้อสายพันธุ์ VVA1 ปริมาณ 2.3×102 และ 
6.9×103 CFU/ml ไม่พบการตายของหนอนผีเสื้อ แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณเชื้อเป็น 4.5×104, 2.1×105, 
2.2×106 และ 2.3×107 CFU/ml พบการรอดชีวิตของหนอนผีเสื้อลดลงเหลือร้อยละ 87, 13, 3,  
และ 3 ที่ 120 ชั่วโมง ตามล าดับ (ตารางที่ 13) จากผลดังกล่าวพบว่าการตายของหนอนผีเสื้อขึ้นอยู่
กับปริมาณและสายพันธุ์ของ V. vulnificus ที่ได้รับ ดังนั้นจึงเลือกปริมาณเชื้อที่ 101, 102, และ 103 
CFU/ml ส าหรับตรวจสอบความรุนแรงของ V. vulnificus สายพันธุ์อ่ืน ๆ ในหนอนผีเสื้อ 
  จากการตรวจสอบความสามารถในการก่อ โรค ในหนอนผี เสื้ อ ของ               
V. vulnificus จ านวน 10 สายพันธุ์ โดยศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง การรอดชีวิตของหนอนผีเสื้อ 
(ร้อยละ) และเวลา (ชั่วโมง) โดยพิจารณาทีค่่ามัธยฐานของการรอดชีวิต (median survival time) ซึ่ง
หมายถึงเวลาที่ท าให้การอยู่รอดของหนอนผีเสื้อเท่ากับร้อยละ 50  
 พบว่าเมื่อหนอนผีเสื้อได้รับเชื้อสายพันธุ์ VVA9, VVA8, VVA6, และ VVA5 
ปริมาณ 10 CFU/ml ที่ค่ามัธยฐานของการรอดชีวิต 24 ชั่วโมง (รูปที่ 14A) พบอัตราการรอดชีวิตของ
หนอนผีเสื้อร้อยละ 26.7, 30, 33.3, และ 36.7 ตามล าดับ นอกจากนี้พบว่า V. vulnificus สายพันธุ์ 
VVA3 มีค่ามัธยฐานของการรอดชีวิตของหนอนผีเสื้อ 48 ชั่วโมง โดยมีอัตราการรอดชีวิตร้อยละ 46.7  
 เมื่อเพ่ิมปริมาณเชื้อของแต่ละสายพันธุ์เป็น 100 CFU/ml พบเชื้อจ านวน 5 
สายพันธุ์ ให้ค่ามัธยฐานของการรอดชีวิตของหนอนผีเสื้อ 24 ชั่วโมง ได้แก่สายพันธุ์ VVA6, VVA8, 
VVA5, VVA9 และ VVA3 (รูปที่ 14B) มีอัตราการรอดชีวิตของหนอนผีเสื้อที่ได้รับเชื้อสายพันธุ์ VVA5, 



 
 
 

56 
 

 

 

VVA9 และ VVA3 เป็นร้อยละ 13.3, 20, และ 26.7 ตามล าดับ โดยเชื้อสายพันธุ์ VVA6 และ VVA8 
ไม่พบการรอดชีวิตของหนอนผีเสื้อ  

 เมื่อเพ่ิมปริมาณเชื้อแต่ละสายพันธุ์เป็น 1000 CFU/ml พบว่าเชื้อจ านวน 8 
สายพันธุ์ ให้ค่ามัธยฐานของการรอดชีวิตของหนอนผีเสื้อ 24 ชั่วโมง โดยเชื้อสายพันธุ์ VVA2 และ 
VVA7 มีอัตราการรอดชีวิตร้อยละ 3.3 และ 36.7 ตามล าดับ แต่ไม่พบอัตราการรอดชีวิตของหนอน
ผีเสื้อในเชื้อสายพันธุ์ VVA3, VVA5, VVA6, VVA8, VVA9, และ FVV11 (รูปที่ 14C)  
 จากการประเมินผลของปริมาณ V. vulnificus ที่ท าให้เกิดการตายของหนอน
ผีเสื้อร้อยละ 50 (LD50) พบว่าเมื่อหนอนผีเสื้อได้รับ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6, VVA8, VVA5, 
VVA9 VVA3, และ VVA2 ปริมาณ 100 CFU/ml ท าให้เกิดการตายของหนอนต่ ากว่าร้อยละ 50    
(รูปที่ 14B)  
 
ตารางที่ 13 ผลการทดสอบความรุนแรงของ V. vunificus สายพันธุ์ VVA1 และสายพันธุ์ VVA6 
เบื้องต้นในหนอนผีเสื้อ 
 

แบคทีเรีย 
จ านวนแบคทีเรียที่ใช้ 

(CFU/mL) 

จ านวนหนอนผีเสื้อที่รอดชีวิต (%) 

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 120 ชั่วโมง 

V. vunificus VVA1  

2.3 × 107 3 3 3 3 3 

2.2 × 106 13 10 10 7 3 

2.1 × 105 30 30 13 13 13 

4.5 × 104 90 87 87 87 87 

6.9 × 103 100 100 100 100 100 

2.3 × 102 100 100 100 100 100 

V. vunificus VVA6  

2.5 × 107 0 0 0 0 0 

4.5 × 106 0 0 0 0 0 

3.1 × 105 0 0 0 0 0 

6.0 × 104 0 0 0 0 0 

2.6 × 103 0 0 0 0 0 

1.8 × 102 0 0 0 0 0 
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A. V. vulnificus (101 CFU/ml)  

B. V. vulnificus (102 CFU/ml)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 14 Kaplan-Meier กราฟ แสดงการรอดชีวิตใน 120 ชั่วโมง หลังจากได้รับเชื้อ V. vulnificus 
จ าแนกตามชนิดของเชื้อ 
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C. V. vulnificus (103 CFU/ml)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 14 Kaplan-Meier กราฟ แสดงการรอดชีวิตใน 120 ชั่วโมง หลังจากได้รับเชื้อ V. vulnificus 
จ าแนกตามชนิดของเชื้อ (ต่อ) 
 

3.8 การศึกษารูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยใช้ Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)  
 
  เนื่ อ งจาก  V. vulnificus ส าย พั น ธุ์  VVA6, VVA7 และ VVA8 มี ผลการ
ตรวจสอบลักษณะทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ที่เหมือนกัน นอกจากนั้นยังให้รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่
เหมือนกันเมื่อใช้เทคนิค ERIC-PCR (รูปที่ 13) จึงไม่สามารถแยกความแตกต่างของเชื้อกลุ่มนี้ได้ 
ดังนั้นจึงท าการศึกษารูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยด้วยเทคนิค PFGE พบว่าสามารถแยกความ
แตกต่างของเชื้อทั้งสามสายพันธุ์ได้ โดยสายพันธุ์ VVA6 และ VVA8 ให้รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
เหมือนกันร้อยละ 96.5 และเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ให้รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกับ VVA7 ร้อยละ 
68 (รูปที่ 15 ) 

 

 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi445un3prOAhUHOI8KHfiyA08QFggdMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.cdc.gov%2Fpulsenet%2Fpathogens%2Fpfge.html&usg=AFQjCNEJhA8gxKwtqSVU3y2OhYJb9RiMlw&sig2=hlyNwjLXbosGwgEVNWKRbw&bvm=bv.128617741,d.c2I
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รูปที่ 15 รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอและเดนโดรแกรมของ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6, VVA7 และ
VVA8 ด้วยเทคนิค PFGE 

 
3.9 การแยกแบคเทอริโอเฟจและหาปริมาณแบคเทอริโอเฟจ 

 
  จากการตรวจสอบโปรเฟจใน V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์ พบว่าทุก
สายพันธุ์มีการแทรกของสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ (รูปที่ 16) จากนั้นท าการแยกแบคเทอริ-
โอเฟจโดยใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 และสายพันธุ์ VVA6 เป็นโฮสต์ จากตัวอย่าง
หอยแครง หอยแมลงภู่ และกุ้ง สามารถแยกแบคเทอริโอเฟจได้จ านวน 333 ไอโซเลท ให้ขนาดของ 
พลาคส์อยู่ระหว่าง 0.01-0.23 mm และมีปริมาณแบคเทอริโอเฟจอยู่ระหว่าง 107-1012 PFU/ml  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 การตรวจสอบโปรเฟจใน V. vulnificus โดยการเหนี่ยวน าด้วย mitomycin C (1 µg/ml) 
 

3.10 การตรวจสอบความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. 
 

 น าแบคเทอริโอเฟจจ านวน 333 ไอโซเลท มาศึกษาความสามารถในการยับยั้ง 
Vibrio spp. พบว่าแบคเทอริโอเฟจส่วนใหญ่สามารถยับยั้ง V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย ,       

ชุดทดสอบที่เตมิ mitomycin C (1 µg/ml) 

ชุดควบคุมทีไ่มเ่ติม mitomycin C  
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V. vulnificus ไบโอไทป์ 2, V. cholerae สายพันธุ์ PSU 966 O1, V. alginolyticus สายพันธุ์ PSU 
6, V. parahaemolyticus ATCC 17808 และV. vulnificus ก่อโรคในปลา ตามล าดับ (รูปที่ 17) 
นอกจากนี้พบว่าแบคเทอริโอเฟจจ านวน 4 ไอโซเลท สามารถยับยั้ง V. vulnificus ทุกสายพันธุ์ที่แยก
ได้จากผู้ป่วย แบคเทอริโอเฟจจ านวน 174 ไอโซเลท สามารถยับยั้ง V. vulnificus ทุกสายพันธุ์ของ 
ไบโอไทป์ 2 แบคเทอริโอเฟจจ านวน 25 ไอโซเลท สามารถยับยั้ง  V. alginolyticus สายพันธุ์ PSU 
6, V. cholerae สายพันธุ์ PSU 966 O1 และ V. parahaemolyticus ATCC 17808 แต่อย่างไรก็
ตามไม่พบแบคเทอริโอเฟจที่ยับยั้ง V. vulnificus ทุกสายพันธุ์ที่ก่อโรคในปลา จากนั้นคัดเลือก      
แบคเทอริโอเฟจ โดยพิจารณาจากความสามารถในการยับยั้ง V. vulnificus ที่ก่อโรคในปลาเก๋าเสือ
ได้หลายสายพันธุ์ ปริมาณแบคเทอริโอเฟจภายหลังการเพ่ิมจ านวน และขนาดของพลาคส์มากกว่า 
0.15 mm สามารถคัดเลือกแบคเทอริโอเฟจได้จ านวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ MC20915, BD11015, 
BD41015, BD51015 และ BD61015  

 

รูปที่ 17 แสดงจ านวนแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ Vibrio spp. 
 

3.11 ปัจจัยทางกายภาพที่มีผลตอแบคเทอริโอเฟจ 
 
  น าแบคเทอริโอเฟจ 5 ไอโซเลท มาบ่มที่อุณหภูมิ 20˚C, 30˚C, 40˚C, 50˚C, 
60˚C และ 80˚C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือทดสอบความอยู่รอดในอุณหภูมิต่าง ๆ พบว่าแบคเทอริ-
โอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถอยู่รอดได้ในช่วงอุณหภูมิ 20˚C-40˚C โดย BD41015 และ BD61015 
สามารถอยู่รอดได้ร้อยละ 100, MC20915 อยู่รอดที่อุณหภูมิ 20˚C ได้ร้อยละ 90 ที่อุณหภูมิ 30˚C 
และ 40˚C ได้ร้อยละ 100แต่ไม่สามารถอยู่รอดได้ที่อุณหภูมิ 60˚C, BD11015 อยู่รอดได้ประมาณ
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ร้อยละ 91-97 ในช่วงอุณหภูมิ 20˚C-40˚C, BD51015 อยู่รอดที่อุณหภูมิ 20˚C ได้ประมาณร้อยละ 
98 ที่อุณหภูมิ 30˚C และ 40˚C ได้ร้อยละ 100 แต่เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 50˚C-60˚C พบว่าแบคเทอ-
ริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท อยู่รอดได้น้อยกว่าร้อยละ 75 และไม่สามารถอยู่รอดได้ที่ อุณหภูมิ 70˚C    
(รูปที่ 18)  
  เมื่อทดสอบความสามารถในการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลทใน 
SM บัฟเฟอร์ที่ปรับกรดด่างเท่ากับ 2, 5, 7, 9, 11 และ 13 พบว่าแบคเทอริโอเฟจทุกไอโซเลทสามา
รถอยู่รอดมากกว่าร้อยละ 80 ในช่วงกรดด่าง 5-11 แต่อย่างไรก็ตามที่กรดด่าง 2 และ 13 พบว่าไม่มี
แบคเทอรโิอเฟจสามารถอยู่รอด (รูปที่ 19)  
   เมื่อทดสอบความอยู่รอดของแบคเทอริเฟจในสภาวะที่มีเกลือ (NaCl) ความ
เข้มข้นต่าง ๆ ใน SM บัฟเฟอร์ พบว่า MC20915 สามารถอยู่รอดได้ร้อยละ 100 ที่ความเข้มข้นของ
เกลือร้อยละ 0-5, BD61015 อยู่รอดได้ประมาณร้อยละ 90-97 ในช่วงความเข้มข้นเกลือร้อยละ 1-5, 
BD41015 อยู่รอดได้ประมาณร้อยละ 91-99 ในช่วงความเข้มข้นเกลือร้อยละ 0-3 BD11015 อยู่รอด
ได้ประมาณร้อยละ 90-95 ในช่วงความเข้มข้นเกลือร้อยละ 1-3 และ BD51015 อยู่รอดได้ประมาณ
ร้อยละ 80-90 ในช่วงความเข้มข้นเกลือร้อยละ 0-5 (รูปที่ 20) จากผลศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นถึง
ความสามารถในการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท ในช่วงอุณหภูมิ pH และความเค็มที่
กว้าง  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 ความสามารถในการอยูรอดของแบคเทอริโอเฟจในอุณหภูมิต่าง ๆ 
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รูปที่ 19 ความสามารถในการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจใน pH ต่างๆ 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 20 ความสามารถในการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจในความเข้มข้น NaCl ต่างๆ 
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3.11 การท าให้แบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ด้วยวิธี CsCl gradient ultracentrifugation 
 

  จากการศึกษาพบว่าแบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลทให้แบนอย่างน้อย 2 แถบ 
หลังจากปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบสูง (รูปที่ 21) แบคเทอริเฟจถูกเก็บจากแถบต าแหน่งที่ 2 โดย
น าไปทดสอบการติดเชื้อกับโฮสต์ด้วยวิธี drop plate หลังจากนั้นก าจัด CsCl ออกด้วยวิธีไดอะไลซิส 

และเก็บแบคเทอริโอเฟจที่ 4˚C ส าหรับการทดลองต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 21 การท าให้แบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ ด้วยวิธี CsCl gradient ultracentrifugation  
 
3.12 การศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจ 

 
  คัดเลือกแบคเทอริเฟจจากการศึกษาความจ าเพาะและความสามารถในการอยู่
รอดในสภาวะเครียดต่าง ๆ สามารถคัดเลือกแบคเทอริโอเฟจ 2 ไอโซเลท ได้แก่ MC20915 และ
BD41015 จ าก นั้ น น า แ บ ค เท อ ริ โอ เฟ จ ที่ ผ่ าน ก ารท า ให้ บ ริ สุ ท ธิ์ ด้ ว ย วิ ธี  CsCl gradient 
ultracentrifugation แล้วน ามาศึกษารูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่า
แบคเทอริโอเฟจทั้ง 2 ไอโซเลทประกอบด้วย ส่วนหัวและไม่มีหาง โดยส่วนหัวของ MC20915 มี
ขนาด 60 nm และ BD41015 มีขนาด 63 nm (รูปที่ 22)  
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รูปที่ 22 รูปร่างของแบคเทอริโอเฟจภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

(A: MC 20915, B: BD 41015) (bar = 100 nm) 
 

3.13  การตรวจสอบดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจ 
  

  น าแบคเทอริเฟจ 5 ไอโซเลท ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี CsCl gradient 
ultracentrifugation มาสกัดดีเอ็นเอ พบว่าทุกไอโซเลทให้ขนาดมากกว่า 23 kb (รูปที่ 23) และมี
สารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอ (รูปที่ 24) จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 3 ชนิด 
พบว่าแบคเทอริเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ not I แต่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ Hind III และให้
รูปแบบลายพิมพ์ดีเอนเอแตกต่างกัน สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม A ประกอบด้วย 
MC20915 และ BD51015 กลุ่ม B ประกอบด้วย BD11015, BD41015 และ BD61015 (รูปที่ 25A) 

เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ EcoR I พบว่า MC20915 ไม่ถูกตัด แต่  BD11015 , BD41015, BD51015 และ
BD61015  ถูกตัดด้วย EcoR I และให้รูปแบบลายพิมพ์ดีเอนเอเหมือนกัน (รูปที่ 25B) 
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รูปที่ 23 แสดงขนาดดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจ โดยวิธีอิเล็คโทรโฟเรซิส แถว M = lambda Hind 
III ladder, แถว 1 = MC20915, แถว 2 = BD11015, แถว 3 = BD41015, แถว 4 = BD51015 
และแถว 5 = BD61015  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 24 แสดงชนิดสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ ด้วย DNase I และ RNaseA โดยวิธีอิเล็กโทร
โฟเรซิส แถว M 1 kb ladder แถว 1 ดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจที่ไม่ตัดด้วย DNase I และ 
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RNaseA แถว 2 ดีเอ็นเอของแบคเทอริโอเฟจที่ตัดด้วย RNaseA และแถว 3 ดีเอ็นเอของแบคเทอริ-
โอเฟจที่ตัดด้วย DNase I 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

รูปที่ 25 รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอและเดนโดรแกรมของแบคเทอริโอเฟจ 5 ไอโซเลท ภายจากหลังตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (A ตัดด้วยเอนไซม์ HindIII และ B ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI) 
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บทที่ 4 
 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

  เชื้อ V. vulnificus ก่อให้เกิดอัตราการตายสูง แม้ว่ามีรายงานการติดเชื้อน้อย
ก็ตาม รายงานการระบาดของเชื้อส่วนใหญ่พบบริเวณ Gulf Coast ของประเทศสหรัฐอเมริกา  
(Penman et al., 1995, Motes et al., 1998, Shapiro et al., 1998, Baizabal-Ramirez et al., 
2010) และในแถบเอเชีย (Hsueh et al., 2004, Oishi et al., 2006, Inoue et al., 2008, Lee et 
al., 2013) ปัญหาของเชื้อ V. vulnificus คือไม่มีตัวชี้วัดทางชีวภาพ (biomarker) ที่ชัดเจน ส าหรับ
การระบุความรุนแรงของเชื้อ   ปัจจุบันมีการศึกษาปัจจัยในการก่อโรคโดยใช้ V. vulnificus สายพันธุ์
ที่ มีการยืนยันความรุนแรง (CMCP6, MO6-24/O และ YJ016) ซึ่ งแยกได้ ในประเทศเกาหลี 
สหรัฐอเมริกา และไต้หวัน ตามล าดับ  (Wright et al., 1990, Chen et al., 2003, Kim et al., 
2003) อย่างไรก็ตามการศึกษาลักษณะและยีนต่างๆส าหรับใช้เพ่ือระบุความรุนแรงของประชากรเชื้อ
ที่พบในประเทศแถบเอเชียยังไม่ชัดเจน (Kim and Cho, 2015) จากการศึกษาของ Hoi และคณะ 
พบว่า V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 ส่วนใหญ่สามารถแยกได้จากสิ่งแวดล้อม ในขณะที่ไบโอไทป์ 2 แยก
ได้ในปริมาณที่น้อยกว่าหรือไม่พบ อาจเนื่องจากสภาวะแวดล้อมที่ V. vulnificus ไบโอไทป์ 1 และ 2 
ใช้ ในการเจริญแตกต่างกัน (Hoi et al., 1998) ซึ่ งสอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้ เนื่ องจาก              
V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมร้อยละ 95 (39/41) จัดเป็นไบโอไทป์ 1 และจัดเป็นไบโอไทป์ 
2 เพียงร้อยละ 5 (2/41) ได้แก่ V. vulnificus สายพันธุ์ G16 และสายพันธุ์ K1 

 ในปี  2005 Rosche และคณ ะ ใช้  vcg-type ส าหรับบอกแหล่ งที่ แยก          
V. vulnificus โดยพบว่าร้อยละ 90 ของเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยจัดเป็น vcg-C type ขณะที่ร้อยละ 
93 ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมจัดเป็น vcg-E type (Rosche et al., 2005) การค้นพบนี้ชี้ไปในแนวทาง
ที่เชื้อซึ่งเป็น  vcg-C type ที่พบมากในผู้ป่วยติดเชื้อ น่าจะมีความรุนแรงมากกว่า vcg-E type ซึ่งพบ
ได้บ่อยในเชื้อที่แยกจากธรรมชาติ ต่อมามีรายงานการใช้ vcg-type เพ่ือจัดกลุ่ม V. vulnificus ตาม
แหล่งที่แยก พบว่าไม่เป็นไปตามการรายงานของ Rosche และคณะ เช่น Warner และ Oliver ได้
รายงานการจัดกลุ่ม V. vulnificus ที่แยกได้จากตัวอย่างน้ าทะเลใน eastern coast ของ North 
Carolina พบว่า V. vulnificus ร้อยละ 46.9 จัดเป็น vcg-E type และร้อยละ 53.1 จัดเป็น vcg-C 
type (Warner and Oliver, 2008) ในปี  2013 Yokochi และคณ ะ ศึ กษ าการกระจายของ          
V. vulnificus บริเวณทะเล Ariake ในประเทศญี่ปุ่น พบว่าร้อยละ 91.4 จัดเป็น vcg-C type 
(Yokochi et al., 2013) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้เนื่องจาก V. vulnificus ที่แยกได้จาก
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สิ่งแวดล้อมทุกสายพันธุ์จัดเป็น vcg-C type นอกจากนี้พบว่า V. vulnificus vcg-C type ร้อยละ 90 
สามารถใช้น้ าตาลแมนนิทอลได้ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Drake และคณะ (Drake et al., 2010) 
  การศึกษาโดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ล าดับเบสไพโร (pyrosequencing) เพ่ือ
วิเคราะห์ล าดับเบสทั้งจีโนมของ V. vulnificus สายพันธุ์ที่มีความรุนแรง พบการแสดงออกของยีนที่
จ าเพาะกับสายพันธุ์ที่แยกได้จากผู้ป่วย (clinical strains) ได้แก่ sialic acid catabolism, mannitol 
fermentation และส่วนประกอบของ  type IV secretory pathway VirB4 (Morrison et al., 
2012) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Lubin และคณะ ที่ท าการศึกษาล าดับเบสของ V. vulnificus 
สามสายพันธุ์ที่มีความรุนแรง (CMCP6, MO6-24/O และ YJ016) พบว่าทั้งสามสายพันธุ์มียีนควบคุม
การสลาย sialic acid (ยีน nanA) นอกจากนี้ตรวจพบ nanA ในเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยและ
สิ่งแวดล้อม ร้อยละ 77.7 และ 42.5 ตามล าดับ (Lubin et al., 2012) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาครั้ง
นี้ เนื่องจากตรวจพบยีน nanA ในเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยทุกสายพันธุ์ ขณะที่เชื้อที่แยกได้จาก
สิ่งแวดล้อมตรวจพบได้น้อยกว่าคือ ร้อยละ 63  

 Nonulosonic acid (NulOs) เป็นโครงสร้างน้ าตาลที่พบได้ในโครงสร้างต่างๆ
ของแบคทีเรีย เช่น capsule โดยการสร้าง NulOs เกดิจากยีน nab ซึ่งพบในแบคทีเรียวงศ ์
Vibrionaceae หลายสายพันธุ์ (Lewis et al., 2009) Lewis และคณะมีการตรวจสอบบริเวณยีน 
nab โดยใช้ล าดับเบสของ V. vulnificus สายพันธุ์ CMCP6 (ไบโอไทป์ 1, ก่อโรคในคน) และ YJ016 
(ไบโอไทป์ 1, ก่อโรคในสัตว์น้ า) เพ่ือออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบ nab1 และ nab2 ของเชื้อ
ทั้งสองสายพันธุ์ โดยก าหนดให้ V. vulnificus สายพันธุ์ CMCP6 และ YJ016 จัดเป็น CM-like 
allele และ YJ-like allele ตามล าดับ เชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยส่วนใหญ่มีการแสดงออกของ CM-like 
และ YJ-like และเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมส่วนใหญ่มีการแสดงออกของ YJ-like (Lewis et al., 
2011) การศึกษาครั้งนี้ตรวจพบเชื้อที่มีการแสดงออกของ CM-like เพียง 2 สายพันธุ์ ซึ่งเป็นเชื้อที่
แยกได้จากผู้ป่วยและสิ่งแวดล้อม โดยเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม เชื้อที่ก่อโรคในปลา และผู้ป่วย 
ส่วนใหญ่มีการแสดงออกของ YJ-like 

 จากการศึกษาของ Bier และคณะ เพ่ือตรวจสอบ ยีน  VVA1634 ของ 
pathogenicity region XII (PRXII) พบว่าเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมมีการแสดงออกของ PRXII 
น้อยกว่าเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วย  (Bier et al., 2013) จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อที่ก่อโรคในปลา
ส่วนใหญ่มีการแสดงออกของ PRXII และพบการแสดงออกดังกล่าวน้อยในเชื้อที่แยกได้จาก
สิ่งแวดล้อม  

 ดังนั้นจากการตรวจสอบลักษณะทางจีโนไทป์ nanA และ PRXII อาจใช้เป็น
ตัวชี้วัดทางชีวภาพร่วมกันส าหรับบอกความรุนแรงของ V. vulnificus ได ้

 การระบาดวิทยามีการจ าแนกชนิดของเชื้อโดยอาศัยรูปแบบทางสารพันธุกรรม 
เช่น การใช้เทคนิค Enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) และ 
Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) เป็นต้น  เทคนิค ERIC-PCR เป็นการเพ่ิมปริมาณ       
ดีเอ็นเอในช่วงล าดับเบสที่ปรากฏซ้ าบริเวณ non-coding region (ERIC-sequences) (Versalovic 
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et al., 1991) มีการใช้เทคนิคดังกล่าวในการจัดกลุ่ มแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก เช่น 

Xanthomonas campestris, V. parahaemolyticus และ Streptococcus pneumoniae เป็น
ต้น (Louws et al., 1994, Hermans et al., 1995, Marshall et al., 1999, Khan et al., 2002) 
จากการศึกษาครั้งนี้สามารถใช้เทคนิค ERIC-PCR จัดกลุ่ม V. vulnificus ได้ 4 กลุ่ม (A, B, C, และ D) 
โดยกลุ่ม A และ B มีจ านวนสมาชิกในกลุ่มน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 ขณะที่กลุ่ม C และ D สมาชิกส่วน
ใหญ่เป็นเชื้อในกลุ่มที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม โดยพบจ านวนเชื้อกลุ่มดังกล่าวสูงกว่าเชื้อที่ ก่อโรคใน
ปลาอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อพิจารณาการจัดกลุ่มจากเทคนิค ERIC-PCR ร่วมกับลักษณะทางจี
โนไทป์และ ฟีโนไทป์ พบว่าสมาชิกในแต่ละกลุ่มมีการแสดงออกลักษณะดังกล่าวหลากหลาย และ
แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ อย่างไรก็ตามเทคนิค ERIC-PCR ไม่สามารถใช้แยกความ
แตกต่างของ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6, VVA7, และ VVA8 เนื่องจากให้รูปแบบลายพิมพ์        
ดีเอ็นเอเหมือนกัน เมื่อตรวจสอบลักษณะทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ พบว่ามีการแสดงของยีน manIIA 
และ PRXII ทนต่อซีรุ่ม สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได้เมื่อทดสอบกับน้ าเลี้ยงเซลล์และเซลล์ โดยเชื้อ
ทั้งสามสายพันธุ์ได้รับการยืนยันความสามารถในการก่อโรคในปลาเก๋าเสือ (Thawonsuwan et al., 
2016) ต่อมาจึงเลือกใช้เทคนิค PFGE เพ่ือศึกษารูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ พบว่าสามารถแยกความ
แตกต่างของเชื้อทั้งสามสายพันธุ์ได้ โดยเชื้อสายพันธ์ VVA6 และ VVA8 ให้รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ความเหมือนกันร้อยละ 96.5 นอกจากนี้เชื้อทั้งสองสายพันธุ์สามารถถูกท าให้ติดเชื้อด้วยกลุ่มของ   
แบคเทอริโอเฟจเดียวกัน และมีระดับความรุนแรงในการก่อโรคในหนอนผีเสื้อเท่ากัน ซึ่งแตกต่างอย่าง
สิ้นเชิงเมื่อเทียบกับ VVA7 
 ปัจจัยที่มีผลต่อความรุนแรงอย่างหนึ่งในการก่อโรคของ V. vulnificus คือ
ความสามารถในการผลิตสาร heamolysin ที่ท าให้เมมเบรนของเซลล์เม็ดเลือดแดงแตก (Johnson 
and Calia, 1981, Yamanaka et al., 1987, Chae et al., 1996) จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าน้ า
เลี้ยงเซลล์ของ V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วยและปลาติดเชื้อทุกสายพันธุ์สามารถท าให้เซลล์เม็ด
เลือดแดงแตก ที่น่าประหลาดใจคือตัวเซลล์ของ V. vulnificus ที่ก่อโรคในปลาทุกสายพันธุ์สามารถ
ท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตก แต่เมื่อทดสอบกับน้ าเลี้ยงเซลล์พบการสลายเม็ดเลือดแดงเพียงร้อยละ 
60 นอกจากนี้มีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการสร้าง capsular polysaccharide (CPS) และ
ความสามารถในการก่อโรคของ V. vulnificus (Yoshida et al., 1985, Gulig et al., 2005, Jones 
and Oliver, 2009) จากรายงานของ Simpson และคณะ พบว่า V. vulnificus ที่สร้างชั้น CPS หนา 
ให้ค่า LD50 ในหนูน้อยกว่า V. vulnificus ที่สร้างชั้น CPS บาง และ V. vulnificus ที่ไม่สร้างชั้น CPS 
จะมีความรุนแรงในการก่อโรคน้อยกว่าหรือไม่มี (Simpson et al., 1987, Wright et al., 1990)
นอกจากนี้มีรายงานการตรวจสอบ V. vulnificus  vcg-C และ vcg-E type ที่สร้าง CPS ท าให้เชื้อ
ทนต่อเซรุ่มเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตาม V. vulnificus vcg-E type ทนต่อเซรุ่มน้อยกว่า V. vulnificus 
vcg-C type (Bogard and Oliver, 2007) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้เนื่องจาก V. vulnificus  
vcg-C ร้อยละ 92 ทนต่อเซรุ่ม  
 การใช้หนอนผีเสื้อ Galleria mellonella ในการทดสอบความสามารถในการ
ก่อโรคของแบคทีเรียเพ่ือเป็นทางเลือกใหม่แทนการใช้สัตว์ทดลองอ่ืน ๆ ตามหลักการของ 3Rs 
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(Schaeck et al., 2013)  เป็นการลดค่าใช้จ่ายและความต้องการโครงสร้างพ้ืนฐาน หรือความไม่
สะดวกในการศึกษาการติดเชื้อในสัตว์น้ า (Chamilos et al., 2007, Desbois and Coote, 2012)
เนื่องจากหนอนผีเสื้อเป็นโมเดลที่ง่ายและท าให้เกิดการติดเชื้อภายในหนอนผีเสื้อได้ (Norville et al., 
2014, McMillan et al., 2015) นอกจากนี้มีรายงานการใช้หนอนผีเสื้อเพ่ือทดสอบความสามารถใน
ก า ร ก่ อ โ ร ค ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย  ไ ด้ แ ก่  V. anguillarum, Burkholderia pseudomallei, 
Campylobacter jejuni, Francisella tularensis แ ล ะ  Legionella pneumophila เป็ น ต้ น 
(Champion et al., 2010, Wand et al., 2011, Harding et al., 2012, McMillan et al., 2015) 
เพ่ือเป็นแนวทางในการเลือกใช้โมเดลสัตว์ทดลองส าหรับเชื้อ  V. vulnificus ในระยะเริ่มต้น จึง
ตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคของ V. vulnificus จ านวน 10 สายพันธุ์ในหนอนผีเสื้อ ซึ่งเชื้อ
ดังกล่าวได้รับการยืนยันความสามารถในก่อโรคในปลาเก๋าเสือ (Thawonsuwan et al., 2016) 
พบว่า V. vulnificus ท าให้หนอนผีเสื้อเกิดการติดเชื้อและสังเกตเห็นการสร้างเม็ดสี (melanization) 
โดย V. vulnificus มีความรุนแรงในการก่อโรคในหนอนผีเสื้อสูงเมื่อเทียบกับปลาเก๋าเสือ เนื่องจาก
เมื่อหนอนผีเสื้อได้รับเชื้อปริมาณ 102 CFU/ml (VVA6 และVVA8) ไม่พบการรอดชีวิตของหนอน
ผีเสื้อตั้งแต่เวลา 24 ชั่วโมง แต่จากการตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคของ  V. vulnificus   
สายพันธุ์ VVA6 ในปลาเก๋าเสือ พบว่าต้องให้เชื้อปริมาณสูงถึง 106 CFU/ml ถึงจะท าให้ปลาเก๋าเสือ
ตายภายในเวลา 120 ชั่ ว โมง (Thawonsuwan et al., 2016) อย่างไรก็ตามการตรวจสอบ
ความสามารถในการก่อโรคของ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 ในปลาเก๋าเสือและหนอนผีเสื้อให้ผล
สอดคล้องกัน เช่นเดียวกับการตรวจสอบความสามารถในการก่อ โรคของ Pseudomonas 
aeruginosa และ Streptococcus Group A ในหนอนผีเสื้อเปรียบเทียบกับหนูทดลอง (Jander et 
al., 2000, Olsen et al., 2011) จากการศึกษาความสามารถในการก่อโรคของ V. vulnificus ใน
หนอนผีเสื้อ พบว่าสายพันธุ์ VVA6, VVA8, VVA5 และ VVA9 มีความรุนแรงในการก่อโรคตามล าดับ 
โดยทั้ง 4 สายพันธุ์ มีการแสดงออกของ PRXII สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได้เมื่อทดสอบกับตัวเซลล์ 
และทนต่อเซรุ่ม  
 ปัจจุบันมีการใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือควบคุมการติดเชื้อ V. vulnificus (Chiang 
and Chuang, 2003, Chen et al., 2012) ซึ่งการใช้ยาปฏิชีวนะที่ เพ่ิมสูงขึ้นเรื่อย ๆ ก่อให้ เชื้อ
ดังกล่าวเริ่มดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (Baker-Austin et al., 2009 , Kim et al., 2011 , 
Elmahdi et al., 2016) ดังนั้นการพัฒนากลยุทธ์ใหม่เพ่ือควบคุม V. vulnificus จึงเป็นสิ่งที่จ าเป็น 
แบคเทอริโอเฟจชนิด lytic เป็นอีกกลยุทธ์ที่น่าสนใจ เนื่องจากแบคเทอริโอเฟจสามารถใช้แบคทีเรีย
เป็นโฮสต์ในการเพ่ิมจ านวนลูกหลาน และปลดปล่อยลูกหลานโดยการท าให้แบคทีเรียแตก คุณสมบัติ
นี้เป็นลักษณะที่มีประโยชน์ส าหรับก าจัดแบคทีเรีย นอกจากนี้แบคเทอริโอเฟจยังมีความจ าเพาะใน
การบุกรุกแบคทีเรียสูง ไม่ท าลายแบคทีเรียประจ าถิ่น  (Sulakvelidze et al., 2001, Calendar, 
2006) ด้านอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์มีการพิจารณาและน าแบคเทอริโอเฟจมาใช้ควบคุม
แบคทีเรียก่อโรคในสัตว์น้ า (Nakai and Park, 2002, Park and Nakai, 2003, Karunasagar et al., 
2007, Verner–Jeffreys et al., 2007, Higuera et al., 2013, Martinez Diaz and Hipolito 
Morales, 2013)  
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 การคัดแยกแบคเทอริโอเฟจโดยอาศัย V. vulnificus สองสายพันธุ์ พบว่า    
แบคเทอริโอเฟจที่คัดแยกได้จาก V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 ให้ขนาด plaque เล็ก      
(< 0.08 mm) ขณะที่แบคเทอริโอเฟจที่ ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 เป็นโอสต์ ให้ขนาด 
plaque ขนาดใหญ่ (≤ 0.23 mm) และทุกชนิดสามารถเกิดการติดเชื้อกับ V. vulnificus ที่แยกได้
จากผู้ป่วยและเชื้อที่ก่อโรคในปลา ดังนั้นการคัดเลือกแบคเทอริโอเฟจเบื้องต้นจะอาศัยขนาดของ 
plaque จ านวนและชนิดของ V. vulnificus ที่เกิดการติดเชื้อ จากคุณสมบัติดังกล่าวสามารถคัดเลือก
แบคเทอริโอเฟจจ านวน 5 ไอโซเลท 
 เมื่อพิจารณาปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมที่มีผลต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ 
ได้แก่ อุณหภูมิ pH และความเค็ม แบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท อยู่รอดในช่วงอุณหภูมิ 20˚C-
40˚C และ pH 5-11 นอกจากนี้พบว่า MC20915 และ BD41025 สามารถอยู่รอดได้สูงสุดในช่วง
ความเค็มที่ 0-5% NaCl และ 0-3% NaCl ตามล าดับ  
  จากการน าแบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท มาสกัดดีเอ็นเอและตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ 3 ชนิด เพ่ือตรวจสอบแบคเทอริโอเฟจว่าเป็นชนิดเดียวกันหรือไม่ พบว่าสารพันธุกรรม
ของแบคเทอริโอเฟจเป็นดีเอ็นเอสายคู ่มีขนาดมากกว่า 23 kb และไม่มีต าแหน่งตัดจ าเพาะของ not I 
แต่ถูกตัดด้วย Hind III และ EcoR I โดยหลังจากตัดด้วย Hind III พบว่าให้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาด
ต่างกัน จากรูปแบบดีเอ็นเอดังกล่าวเป็นการยืนยันว่าแบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท ต่างชนิดกัน 
นอกจากนี้มีศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจ MC20915 และ BD41025 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าประกอบด้วยส่วนหัวหกเหลี่ยม มีเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 60-63 
nm ตามล าดับ  อย่างไรก็ตามแบคเทอริโอเฟจที่พบในธรรมชาติซึ่งมีจีโนมเป็นดีเอ็นเอนั้น ร้อยละ 96 
เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีหาง (Caudovirales) ส่วนแบคเทอริโอเฟจที่มีส่วนหัวหกเหลี่ยมและแบบเส้น
ใยพบเพียงร้อยละ 3-4 จากผลการทดลองพบว่าแบคเทอริโอเฟจทั้ง 2 ไอโซเลทซึ่งมีจีโนมเป็นดีเอ็นเอ
มีส่วนหัวเพียงอย่างเดียว ทั้งนี้อาจเป็นไปได้นี่คือลักษณะแบคเทอริโอเฟจแท้จริงที่ได้ หรืออาจ
เนื่องจากความรุนแรงของกระบวนการท าให้แบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค CsCl gradient 
ultracentrifugation ท าให้ส่วนหางของแบคเทอริโอเฟจหลุด ในกรณีแบคเทอริโอเฟจประกอบด้วย
ส่วนหัวและส่วนหางจะจัดอยู่ในวงศ์ Myoviridae, Siphoriridae, และ Podoviridae โดยการจัด
กลุ่มดังกล่าวขึ้นอยู่กับความยาวของหาง และในกรณีที่แบคเทอริโอเฟจประกอบส่วนหัวอย่างเดียวจะ
จัดอยู่ในวงศ์ Microviridae, Corticoviridae, และ Tectiviridae ตามวิธีของคณะกรรมการสากลว่า
ด้วยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส 
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บทที่ 5 
 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 

1. V. vulnificus จ านวน 60 จาก 62 สายพันธุ์ (97%) จัดเป็นไบโอไทป์ 1 แต่อย่างไรก็
ตามพบว่า V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อมจ านวน 2 สายพันธุ์ จัดเป็นไบโอไทป์ 2 

2. V. vulnificus ทุกสายพันธุ์จัดเป็น vcg-C type และสามารถใช้น้ าตาลแมนนิทอลได้
จ านวน 56 จาก 62 สายพันธุ์ (90%) ซึ่งผลความสามารถในการใช้น้ าตาลสอดคล้องกับการตรวจพบ 
ยีน manIIA    

3. การแสดงออกของยีน nanA สามารถตรวจพบใน V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย 
(100%) สูงกว่า V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม (63%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

4. V. vulnificus ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ส่วนใหญ่จัดเป็น YJ-like allele โดยพบการ
แสดงออกดังกล่าวใน V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม (66%) V. vulnificus ที่ก่อโรคในปลา 
(60%) และ V. vulnificus ที่ก่อโรคในปลา (60%) แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ อย่างไรก็
ตามพบว่า V. vulnificus สายพันธุ์ DMST 32990 และสายพันธุ์ W 4.6 จัดเป็น CM-like allele ซึ่ง
เป็นเชื้อที่แยกได้จากผู้ป่วยและสิ่งแวดล้อม  

5. การตรวจสอบการแสดงออกของ PRXII พบใน V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม 
(36%) ต่ ากว่า V. vulnificus ที่ก่อโรคในปลา (80%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

6. การตรวจสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงเมื่อทดสอบกับน้ าเลี้ยงเซลล์ 
พบว่า น้ าเลี้ยงเซลล์ V. vulnificus ทุกสายพันธุ์ที่แยกได้จากผู้ป่วยสามารถสลายเม็ดเลือดแดงได้ 
นอกจากนี้พบการสลายเม็ดเลือดแดงของน้ าเลี้ยงเซลล์จากเชื้อกลุ่มดังกล่าวสูงกว่าน้ าเลี้ยงเซลล์ที่ได้
จาก V. vulnificus กลุ่มที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม (68%) และ V. vulnificus กลุ่มที่ก่อโรคในปลา 
(60%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อพิจารณาความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดงเมื่อทดสอบกับ
ตัวเซลล์พบว่า V. vulnificus ที่ก่อโรคในปลา (100%) สามารถสลายเม็ดเลือดแดงได้สูงกว่า          
V. vulnificus ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม (44%) และ V. vulnificus ที่แยกได้จากผู้ป่วย (20%) อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  

7. เมื่อพิจารณา vcg-type ร่วมกับความทนต่อเซรุ่ม พบว่า V. vulnificus vcg-C type 
ร้อยละ 92 (57/62) ทนต่อเซรุ่ม แต่อย่างไรก็ตามพบว่า V. vulnificus vcg-C type ที่แยกได้จาก
ปลาติดเชื้อร้อยละ 2 (1/62) ทนต่อเซรุ่มปานกลาง และร้อยละ 5 (3/62) ไวต่อเซรุ่ม  
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8. จากการตรวจสอบรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ V. vulnificus จ านวน 62 สายพันธุ์ 
ด้วยวิธี ERIC-PCR สามารถจัดกลุ่มเชื้อจากรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่แตกต่างกันได้จ านวน 4 กลุ่ม 
ได้แก่ A, B, C, และ D โดยกลุ่ม C และ D ประกอบด้วยสมาชิกจ านวน 37 และ 20 สายพันธุ์ 
ตามล าดับ โดยทั้งสองกลุ่มสมาชิกส่วนใหญ่เป็นเชื้อที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม  

9. เมื่อพิจารณาลักษณะทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ในแต่ละกลุ่มที่จัดโดยวิธี ERIC-PCR 
ร่วมกับการวิเคราะห์ผลทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ พบว่าเชื้อทั้ง 4 กลุ่ม มีความแตกต่างกันของ
ลักษณะดังกล่าวอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  

10. จากการศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์มีความหลากหลายมาก  อาจ
เนื่องมาจาก V. vulnificus ทุกสายพันธุ์มีการแทรกตัวของโปรเฟจ ดังนั้นเมื่อพิจารณาถึงตัวชี้วัดทาง
ชีวภาพที่เป็นไปได้ที่สุดอาจใช้ nanA และ PRXII เพ่ือบอกความรุนแรงของ V. vulnificus ได้ใน
เบื้องต้น 

11. มีความเป็นไปได้เบื้องต้นในการใช้หนอนผีเสื้อ (Galleria mellonella) เพ่ือใช้เป็น
โมเดลสัตว์ทดลองส าหรับการศึกษาความรุนแรงของ V. vulnificus เนื่องจากหนอนผีเสื้อแสดงพยาธิ
สภาพเมื่อเกิดการติดเชื้อ V. vulnificus โดยสังเกตได้จากการสร้างเม็ดสี (melanization) และการ
ตายของหนอนผีเสื้อภายหลังจากการได้รับเชื้อ ผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าการตายของหนอนผีเสื้อ
ขึ้นอยู่กับปริมาณและสายพันธุ์ของเชื้อที่ได้รับซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองเมื่อใช้ปลาเก๋าเสือเป็น
โมเดลสัตว์ทดลอง  

12. สามารถแยกแบคเทอริโอเฟจจ านวน 333 ไอโซเลท จากตัวอย่างหอยแครง หอยแมลงภู่ 
และกุ้ง โดยใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 และสายพันธุ์ VVA6 เป็นโฮสต์ โดยให้ขนาด
ของพลากส์อยู่ระหว่าง 0.01-0.23 mm แบคเทอริโอเฟจส่วนใหญ่สามารถยับยั้ง V. vulnificus ที่
แยกได้จากผู้ป่วย, V. vulnificus ไบโอไทป์ 2, V. cholerae PSU 966 O1 ,   V. alginolyticus PSU 
6, V. parahaemolyticus ATCC 17808 และ V. vulnificus ก่อโรคในปลา ตามล าดับ 

13. สามารถคัดเลือกแบคเทอริโอเฟจได้จ านวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ MC20915, BD11015, 
BD41015, BD51015 และ BD61015 โดยอาศัยความสามารถในการยับยั้ง Vibrio spp. ปริมาณ  
แบคเทอริโอเฟจภายหลังการเพ่ิมจ านวน และขนาดของพลาคส์  

14. แบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท อยู่รอดในช่วงอุณหภูมิ 20˚C-40˚C และ pH 5-11 
นอกจากนี้พบว่า MC20915 และ BD41025 สามารถอยู่รอดได้สูงสุดในช่วงความเค็มที่ 0-5% NaCl 
และ 0-3 %NaCl ตามล าดับ  

15. แบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่มีขนาดมากกว่า 23 
kb นอกจากนี้พบว่าแบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลทไม่ใช่ชนิดเดียวกัน เนื่องจากหลังจากน าดีเอ็นเอ
ของแบคเทอริโอเฟจทั้ง 5 ไอโซเลท มาตัดด้วย Hind III พบว่าให้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาดต่างกัน จาก
การศึกษารูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่า MC20915 และ BD41025 
ประกอบด้วยส่วนหัวหกเหลี่ยมมีเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 60 และ 63 nm ตามล าดับ  
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และสารเคมี 
1. สูตรอาหาร 

 
1.1   Tryptic soy agar (TSA) + 1% NaCl 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

  Pancreatic digest of casein  15  g 
  Papaic digest of soybean  5  g 
  Sodium chloride  5  g 
  Agar  15  g 
  NaCl  10  g 
  น้ ากลั่น  1000    ml 
 การเตรียม 
  ชั่ง TSA และ NaCl ละลายด้วยน้ ากลั่น 1000 ml น าส่วนผสมไปต้มโดยใช้ magnetic 
stirrer จนส่วนผสมทั้งหมดละลายเข้ากัน แล้วน าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave อุณหภูมิ 121˚C 
เวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ 50˚C เทใส่จานอาหารที่ปราศจากเชื้อ แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
4˚C 

 
1.2 Tryptic soy broth (TSB) + 1% NaCl 

 ส่วนประกอบต่อลิตร 
 Pancreatic digest of casein  15  g 
 Papaic digest of soybean  5  g 
 Sodium chloride  5  g 
 NaCl  10  g 
 น้ ากลั่น  1000  ml 
 การเตรียม 
 ชั่ง TSB และ NaCl ละลายด้วยน้ ากลั่น 1000 ml น าส่วนผสมไปต้มโดยใช้ magnetic 
stirrer จนส่วนผสมทั้งหมดละลายเข้ากัน แล้วน าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave อุณหภูมิ 121˚C 
เวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ 50˚C เทใส่จานอาหารที่ปราศจากเชื้อ แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
4˚C 
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1.3 Soft agar 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 Tryptic soy broth  30  g 
 Sodium chloride  10  g 
 Agar  7  g 
 น้ ากลั่น  1000  ml 

การเตรียม 
ชั่ง TSB, NaCl และ agar ละลายด้วยน้ ากลั่น 1000 ml น าส่วนผสมไปต้มโดยใช้ 

magnetic stirrer จนส่วนผสมทั้งหมดละลายเข้ากัน ใช้ปิเปตดูดใส่หลอดทดลองหลอดละ 3 ml แล้ว
น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave อุณหภูมิ 121˚C เวลา 15 นาที วางให้เย็นลง แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
4˚C 

 
1.4 Luria-Bertani agar 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 Tryptone 10  g 
 Yeast Extract 5 g 
 Sodium chloride  10  g 
 Agar  7  g 
 น้ ากลั่น  1000  ml 

 การเตรียม 
 ชั่ง TSB, Yeast Extract, NaCl และ agar ละลายด้วยน้ ากลั่น 1000 ml น าส่วนผสม
ไปต้มโดยใช้ magnetic stirrer จนส่วนผสมทั้งหมดละลายเข้ากัน น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave 
อุณหภูมิ 121˚C เวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ 50˚C เทใส่จานอาหารที่ปราศจากเชื้อ แล้ว
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4˚C 

 
1.5 Luria-Bertani broth 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 Tryptone 10  g 
 Yeast Extract 5 g 
 Sodium chloride  10  g 
 น้ ากลั่น  1000  ml 

การเตรียม 
 ชั่ง TSB, Yeast Extract และNaCl ละลายด้วยน้ ากลั่น 1000 ml น าส่วนผสมไปต้มโดย
ใช้ magnetic stirrer จนส่วนผสมทั้งหมดละลายเข้ากัน น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave อุณหภูมิ 
121˚C เวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4˚C 
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1.6 Mannitol fermentation broth 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 1% Mannitol 10 g  
 0.0075% Bromothymol blue 0.075 g 
 1% Peptone 10 g 
 0.5% NaCl 5 g 
 pH 7.4 
 น้ ากลั่น 1000 ml 

การเตรียม 
 ชั่ง Mannitol, Bromothymol blue, peptone และ NaCl ละลายด้วยน้ ากลั่น 800 
ml ปรับ pH ให้ได้ 7.4 แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 ml ใช้ปิเปตดูดใส่หลอดทดลองหลอดละ 5 
ml น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave อุณหภูมิ 121˚C เวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ แล้วเก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิ 4˚C 

 
1.7  Brain Heart Infusion agar 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 Calf Brains, Infusion  7.7  g  
Beef Heart, Infusion  9.8  g  
Proteose peptone  10.0  g  
Dextrose  2.0  g  
Sodium chloride  5.0  g  
Disodium phosphate  2.5 g 
Agar  15.0  g 

 น้ ากลั่น 1000 ml 
การเตรียม 

 ชั่ ง Calf Brains, Beef Heart, Proteose peptone, Dextrose, Sodium chloride, 
Disodium phosphate และ agar ละลายด้วยน้ ากลั่น 1000 ml น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave 
อุณหภูมิ 121˚C เวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ 50˚C เทใส่จานอาหารที่ปราศจากเชื้อ แล้ว
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4˚C 

 
1.8 Brain Heart Infusion broth 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

Calf Brains, Infusion 7.7  g  
Beef Heart, Infusion 9.8  g  
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Proteose peptone  10.0  g  
Dextrose  2.0  g  
Sodium chloride  5.0  g  
Disodium phosphate  2.5 g 

 น้ ากลั่น 1000 ml 
การเตรียม 

 ชั่ ง  Calf Brains, Beef Heart, Proteose peptone, Dextrose, Sodium chloride 
และ Disodium phosphate ละลายด้วยน้ ากลั่น  1000 ml น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave 
อุณหภูมิ 121˚C เวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ 50˚C แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4˚C 

 
1.9 Peptone glucose broth 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

1% Glucose 10  g 
0.0075% Bromthymol blue 0.075 g 
1% Peptone 10  g 
0.5 NaCl 5  g 
pH 7.4 
น้ ากลั่น 1000 ml 

การเตรียม 
 ชั่ง Glucose, Bromothymol blue, Peptone และ NaCl ละลายด้วยน้ ากลั่น 800 
ml ปรับ pH ให้ได้ 7.4 แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 ml น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave 
อุณหภูมิ 121˚C เวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4˚C 
 
2 สูตรการเตรียมสารเคมี 

 
2.1 SM buffer   
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 MgSO4•7H2O (8 mM)  2   g  
 Sodium chloride (100 mM)  5.8  g  
 1M Tris-Cl pH 7.5 (50  mM)  50   ml  
 น้ ากลั่น   1000      ml 

การเตรียม 
ชั่ง Sodium chloride และ MgSO4•7H2O ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 800 ml เติม 

Tris-ClpH 7.5 แล้วปรับปริมาตรน้ าเป็น 1000 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที 
แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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2.2 Loading dye  

 ชั่ง Bromphenol blue 25 mg และ Sucrose 4 g ละลายในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ  
10 ml เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4˚C 

 
2.3 Ethidium bromide (10mg/ml) 

 ชั่ง Ethidium bromide 1 g ละลายในน้ ากลั่น 100 ml เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง 
 

2.4 Cell suspension buffer 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 1M Tris, pH 8.0  100  ml  
 0.5M EDTA, pH 8.0  200  ml  
 1M NaCl  20   ml  
 น้ ากลั่นให้ครบ   1000      ml 

การเตรียม 
 ดูด 1M Tris, pH 8.0, 0.5M EDTA, pH 8.0 และ1M NaCl แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ า
กลั่นจนครบ 1000 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.5 Cell lysis buffer 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 1M Tris, pH 8.0  50  ml  
 0.5M EDTA, pH 8.0  100  ml  
 10% SDS  100   ml  
 น้ ากลั่นให้ครบ  1000      ml 

การเตรียม 
 ดูด 1M Tris, pH 8.0, 0.5M EDTA, pH 8.0 และ10% SDS แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ า
กลั่นจนครบ 1000 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.6 TE buffer 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 1M Tris, pH 8.0  10 ml  
 0.5M EDTA, pH 8.0  2 ml   
 น้ ากลั่นให้ครบ   1000      ml 

การเตรียม 
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 ดูด 1M Tris, pH 8.0 และ0.5M EDTA, pH 8.0 แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนครบ 
1000 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.7 10× TBE buffer 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 Tris base  108 g 
 Boric acid  55 g 
 0.5M EDTA, pH 8.0  40 ml   
 น้ ากลั่นให้ครบ   1000      ml 
การเตรียม 

 ชั่ง Tris base, Boric acid และดูด 0.5M EDTA, pH 8.0 แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น
จนครบ 1000 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.8 Phosphate-bufferred saline (PBS) 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 NaCl  8 g 
 KCl  2 g 
 Na2HPO4  1.44 g 
 KH2PO4  2.4 g 
 pH 7.4   
 น้ ากลั่นให้ครบ   1000      ml 

การเตรียม 
 ชั่ง NaCl, KCl, Na2HPO4 และ KH2PO4 ปรับ pH ให้ได ้7.4 แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ า
กลั่นจนครบ 1000 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.9 Lysis buffer  
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 0.5M EDTA  18.61 g 
 1M Tris  12.11 g 
 10% SDS  10 g 
 pH 8.0   
 น้ ากลั่นให้ครบ   1000      ml 

การเตรียม 
 ชั่ง EDTA, Tris และSDS ละลายในน้ า 800 ml ปรับ pH ให้ได้ 8 แล้วปรับปริมาตรด้วย
น้ ากลั่นจนครบ 1000 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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2.10   3M NaCl 
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 NaCl  175.32 g 
 น้ ากลั่นให้ครบ   1000      ml 

การเตรียม 
 ชั่ง NaCl ละลายในน้ า 1000 ml แล้วน าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที 
แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.11   30% PEG 8,000  
ส่วนประกอบต่อลิตร 

 PEG 8,000  30 g 
 น้ ากลั่นให้ครบ   1000  ml 

การเตรียม 
 ชั่ง PEG 8,000 ละลายในน้ ากลั่นจนครบ 1000 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็น
เวลา 15 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.12   3M NaOAc (Sodium acetate) 
ส่วนประกอบต่อ 100 ml 

 NaOAc  40.8 g 
 pH 5.2   
 น้ ากลั่นให้ครบ   100      ml 

การเตรียม 
 ชั่ง NaOAc ละลายในน้ า 80 ml ปรับ pH ให้ได้ 5.2 แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจน
ครบ 100 ml น าไป autoclave ที่ 121˚C เป็นเวลา 15 นาที แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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ภาคผนวก ข 
 
 

แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา 
ตารางท่ี 14 แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา 

ล าดับ แบคทีเรีย แหล่งที่แยก แหล่งที่ไดร้ับ 

1 V. vulnificus สายพันธ์ุ  D22 แยกจากหอยนางรม 

ภาควิชาจุลชีววิทยา 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์  

2 V. vulnificus สายพันธ์ุ D24 แยกจากหอยนางรม 

3 V. vulnificus สายพันธ์ุ J6 แยกจากหอยนางรม 
4 V. vulnificus สายพันธ์ุ J11 แยกจากหอยนางรม 
5 V. vulnificus สายพันธ์ุ J14 แยกจากหอยนางรม 

6 V. vulnificus สายพันธ์ุ J15 แยกจากหอยนางรม 
7 V. vulnificus สายพันธ์ุ J17 แยกจากหอยนางรม 

8 V. vulnificus สายพันธ์ุ K2 แยกจากหอยนางรม 
9 V. vulnificus สายพันธ์ุ K3 แยกจากหอยนางรม 
10 V. vulnificus สายพันธ์ุ K10 แยกจากหอยนางรม 

11 V. vulnificus สายพันธ์ุ D14 แยกจากหอยนางรม 
12 V. vulnificus สายพันธ์ุ D16 แยกจากหอยนางรม 

13 V. vulnificus สายพันธ์ุ D21 แยกจากหอยนางรม 
14 V. vulnificus สายพันธ์ุ C42 แยกจากหอยนางรม 

15 V. vulnificus สายพันธ์ุ D18 แยกจากหอยนางรม 
16 V. vulnificus สายพันธ์ุ C30 แยกจากหอยนางรม 
17 V. vulnificus สายพันธ์ุ C35 แยกจากหอยนางรม 

18 V. vulnificus สายพันธ์ุ D2 แยกจากหอยนางรม 
19 V. vulnificus สายพันธ์ุ C90 แยกจากหอยนางรม 

20 V. vulnificus สายพันธ์ุ C32 แยกจากหอยนางรม 
21 V. vulnificus สายพันธ์ุ K20 แยกจากหอยนางรม 
22 V. vulnificus สายพันธ์ุ C16 แยกจากหอยนางรม 

23 V. vulnificus สายพันธ์ุ K22 แยกจากหอยนางรม 
24 V. vulnificus สายพันธ์ุ C14 แยกจากหอยนางรม 

25 V. vulnificus สายพันธ์ุ C88 แยกจากหอยนางรม 
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ตารางท่ี 14 แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา (ต่อ) 

ล าดับ แบคทีเรีย แหล่งที่แยก แหล่งที่ไดร้ับ 

26 V. vulnificus สายพันธ์ุ C12 แยกจากหอยนางรม 

ภาควิชาจุลชีววิทยา 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์  

27 V. vulnificus สายพันธ์ุ C70 แยกจากหอยนางรม 

28 V. vulnificus สายพันธ์ุ C11 แยกจากหอยนางรม 
29 V. vulnificus สายพันธ์ุ K12 แยกจากหอยนางรม 

30 V. vulnificus สายพันธ์ุ C43 แยกจากหอยนางรม 
31 V. vulnificus สายพันธ์ุ C51 แยกจากหอยนางรม 

32 V. vulnificus สายพันธ์ุ C4 แยกจากหอยนางรม 
33 V. vulnificus สายพันธ์ุ D4 แยกจากหอยนางรม 
34 V. vulnificus สายพันธ์ุ C2 แยกจากหอยนางรม 

35 V. vulnificus สายพันธ์ุ J1 แยกจากหอยนางรม 
36 V. vulnificus สายพันธ์ุ  PSU 039 แยกจาก สิ่งแวดล้อม 

37 V. vulnificus สายพันธ์ุ PSU 025 แยกจาก สิ่งแวดล้อม 

38 
V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 
31751 

แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

กรมวิทยาศาตร์การแพทย ์

39 
V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 
31752 

แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

40 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 4184 แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

41 
V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 
31753 

แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

42 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 4183 แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

43 
V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 
32991 

แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

44 
V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 
32989 

แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

45 
V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 
32990 

แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

46 
V. vulnificus สายพันธ์ุ ATCC 
27562 

สายพันธ์ุ มาตรฐาน 
American type culture 

collection 

47 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 3606 แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 
กรมวิทยาศาตร์การแพทย ์

48 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 4126 แยกจากสิ่งส่งตรวจผูป้่วย 

49 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA1 แยกจากปลากะพงขาว สถาบันวิจัยสุขภาพสตัว์น้ า
ชายฝั่ง กรมประมง  50 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA2 แยกจากปลากะพงขาว 
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ตารางท่ี 14 แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา (ต่อ) 

ล าดับ แบคทีเรีย แหล่งที่แยก แหล่งที่ไดร้ับ 

51 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA3 แยกจากปลากะพงขาว 

สถาบันวิจัยสุขภาพสตัว์น้ า
ชายฝั่ง กรมประมง  

52 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA4 แยกจากปลากะพงขาว 

53 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA5 แยกจากปลากะพงขาว 
54 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA6 แยกจากปลาเก๋าเสือ 

55 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA7 แยกจากปลาเก๋าเสือ 
56 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA8 แยกจากปลาเก๋าเสือ 

57 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA9 แยกจากปลาเก๋าเสือ 
58 V. vulnificus สายพันธ์ุ FVV11 แยกจากปลาเก๋าเสือ 
59 V. vulnificus สายพันธ์ุ W 3.2 น้ ากระชังปลาบังเฉด จ.กระบี ่

ภาควิชาจุลชีววิทยา 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์  

60 V. vulnificus สายพันธ์ุ W 4.6 น้ ากระชังปลาบังเฉาะ จ.กระบี ่
61 V. vulnificus สายพันธ์ุ W 7.6 น้ ากลางคลองจิหลาด จ. กระบี ่

62 V. vulnificus สายพันธ์ุ S 1.4 
ตะกอนดินกระชังปลาบังเฉด 

 จ.กระบี ่

63 
V. cholerae O1 สายพันธ์ PSU 
966 

แยกได้จากตัวอย่างผู้ป่วย 

64 
V. parahaemolyticus สายพันธ์ 
ATCC 17808 

สายพันธ์ุ มาตรฐาน 
American type culture 

collection 

65 V. alginolyticus สายพันธ์ุ PSU 6 สายพันธ์ุ มาตรฐาน 
ภาควิชาจุลชวีวิทยา 

มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร ์
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ภาคผนวก ค 
ผลที่ได้จากการทดลอง 

 
ตารางท่ี 15 ลักษณะการแสดงออกทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus  

ล าดับ แบคทีเรีย ไบโอไทป์ 
การหมักน้ าตาล

แมนนิทอล 

จีโนไทป์ การสลายเม็ดเลือดแดง 
ความทนต่อเซรุ่ม 

ManIIA nanA nab PRXII น้ าเลี้ยงเซลล ์ เซลล ์

1 V. vulnificus สายพันธ์ุ  D22 1 + + + YJ-like - - + Res 

2 V. vulnificus สายพันธ์ุ D24 1 + + - YJ-like + + + Res 
3 V. vulnificus สายพันธ์ุ J6 1 + + + YJ-like + - - Res 
4 V. vulnificus สายพันธ์ุ J11 1 - - + - - + + Res 

5 V. vulnificus สายพันธ์ุ J14 1 + + + YJ-like - + - Res 
6 V. vulnificus สายพันธ์ุ J15 1 + + + YJ-like - - - Res 

7 V. vulnificus สายพันธ์ุ J17 1 + + - - - + - Res 
8 V. vulnificus สายพันธ์ุ K2 1 - - + YJ-like - + + Res 

9 V. vulnificus สายพันธ์ุ K3 1 + + + YJ-like - + - Res 
10 V. vulnificus สายพันธ์ุ K10 1 + + + YJ-like - + - Res 
11 V. vulnificus สายพันธ์ุ D14 1 + + + - - + + Res 

12 V. vulnificus สายพันธ์ุ D16 1 + + - YJ-like + + + Res 
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ตารางท่ี 15 ลักษณะการแสดงออกทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus (ต่อ) 

ล าดับ แบคทีเรีย ไบโอไทป์ 
การหมักน้ าตาล

แมนนิทอล 

จีโนไทป์ การสลายเม็ดเลือดแดง 
ความทนต่อเซรุ่ม 

ManIIA nanA nab PRXII น้ าเลี้ยงเซลล ์ เซลล ์

13 V. vulnificus สายพันธ์ุ D21 1 + + + YJ-like - + + Res 
14 V. vulnificus สายพันธ์ุ C42 1 + + - YJ-like - + - Res 

15 V. vulnificus สายพันธ์ุ D18 1 + + + YJ-like - + + Res 
16 V. vulnificus สายพันธ์ุ C30 1 + + + YJ-like - - - Res 
17 V. vulnificus สายพันธ์ุ C35 1 + + + - - + - Res 

18 V. vulnificus สายพันธ์ุ D2 1 + + - YJ-like + - + Res 
19 V. vulnificus สายพันธ์ุ C90 1 + + + - + - + Res 

20 V. vulnificus สายพันธ์ุ C32 1 + + - YJ-like - - + Res 
21 V. vulnificus สายพันธ์ุ K20 1 + + - YJ-like - + - Res 
22 V. vulnificus สายพันธ์ุ C16 1 + + + YJ-like - + + Res 

23 V. vulnificus สายพันธ์ุ K22 1 + + + - + - - Res 
24 V. vulnificus สายพันธ์ุ C14 1 + + + - + + - Res 
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ตารางท่ี 15 ลักษณะการแสดงออกทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus (ต่อ) 

ล าดับ แบคทีเรีย ไบโอไทป์ 
การหมักน้ าตาล

แมนนิทอล 

จีโนไทป์ การสลายเม็ดเลือดแดง 
ความทนต่อเซรุ่ม 

ManIIA nanA nab PRXII น้ าเลี้ยงเซลล ์ เซลล ์

25 V. vulnificus สายพันธ์ุ C88 1 + + - YJ-like - + - Res 

26 V. vulnificus สายพันธ์ุ C12 1 - - - - + - - Res 
27 V. vulnificus สายพันธ์ุ C70 1 + + - YJ-like - - - Res 

28 V. vulnificus สายพันธ์ุ C11 1 + + - YJ-like + + + Res 
29 V. vulnificus สายพันธ์ุ K12 1 + + + - + + - Res 
30 V. vulnificus สายพันธ์ุ C43 1 + + - YJ-like - - - Res 
31 V. vulnificus สายพันธ์ุ C51 1 - - - - - - - Res 
32 V. vulnificus สายพันธ์ุ C4 1 - - - - - + + Res 
33 V. vulnificus สายพนัธุ์ D4 1 + + - YJ-like + + - Res 

34 V. vulnificus สายพันธ์ุ C2 1 + + + YJ-like + + + Res 
35 V. vulnificus สายพันธ์ุ J1 2 + + + - - + - Res 

36 V. vulnificus สายพันธ์ุ  PSU 039 1 + + + YJ-like - - - Res 
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ตารางท่ี 15 ลักษณะการแสดงออกทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus (ต่อ) 

ล าดับ แบคทีเรีย ไบโอไทป์ 
การหมักน้ าตาล

แมนนิทอล 

จีโนไทป์ การสลายเม็ดเลือดแดง 
ความทนต่อเซรุ่ม 

ManIIA nanA nab PRXII น้ าเลี้ยงเซลล ์ เซลล ์

37 V. vulnificus สายพันธ์ุ PSU 025 1 + + + YJ-like - + - Res 

38 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 31751 1 + + + YJ-like + + + Res 
39 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 31752 1 + + + YJ-like - + - Res 

40 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 4184 1 + + + YJ-like - + + Res 
41 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 31753 1 + + + - + + - Res 
42 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 4183 1 + + + YJ-like + + - Res 

43 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 32991 1 + + + - + + - Res 
44 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 32989 1 + + + CM-like - + - Res 

45 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 32990 1 + + + - - + - Res 

46 V. vulnificus สายพันธ์ุ ATCC 27562 1 + + + - - + - Res 

47 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 3606 1 + + + - - + - Res 

48 V. vulnificus สายพันธ์ุ DMST 4126 2 + + + YJ-like - + - Res 
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ตารางท่ี 15 ลักษณะการแสดงออกทางจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของ V. vulnificus (ต่อ) 

ล าดับ แบคทีเรีย ไบโอไทป์ 
การหมักน้ าตาล

แมนนิทอล 

จีโนไทป์ การสลายเม็ดเลือดแดง 

ความทนต่อเซรุ่ม 
ManIIA nanA nab PRXII น้ าเลี้ยงเซลล ์ เซลล ์

49 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA1 1 + + + YJ-like + + + Res 
50 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA2 1 + + + - + - + Res 

51 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA3 1 + + + - - - + Res 
52 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA4 1 + + + - + + + Res 
53 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA5 1 + + + YJ-like + - + Res 

54 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA6 1 + + - - + + + Res 
55 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA7 1 + + - - + + + Res 

56 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA8 1 + + - - + + + Res 
57 V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA9 1 + + + - + - + Res 
58 V. vulnificus สายพันธ์ุ FVV11 1 + + + YJ-like - + + Res 

59 V. vulnificus สายพันธ์ุ W 3.2 1 + + + - + + + Sen 
60 V. vulnificus สายพันธ์ุ W 4.6 1 + + + CM-like + + - Sen 

61 V. vulnificus สายพันธ์ุ W 7.6 1 + + + YJ-like - + + Sen 
62 V. vulnificus สายพันธ์ุ S 1.4 1 + + + YJ-like + + + Int 
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ตารางท่ี 16 ผลการทดสอบความรุนแรงของ V. vunificus จ านวน 10 สายพันธุ์ ในหนอนผีเสื้อ 
 

V. vulnificus 
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของหนอนผีเสื้อ 

จ าแนกตามเวลาตา่ง (ช่ัวโมง) 
สายพันธ์ุ ปริมาณที่ใช้ )CFU/ml) 24 48 72 96 120 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA1 
10 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
100 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
1000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA2 
10 80.0 70.0 63.3 63.3 60.0 
100 60.0 53.3 53.3 50.0 50.0 
1000 3.3 3.3 3.3 3.3 3.3 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA3 
10 60.0 46.7 33.3 26.7 26.7 
100 26.7 20.0 16.7 16.7 13.3 
1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA4 
10 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
100 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
1000 83.3 80.0 80.0 80.0 80.0 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA5 
10 36.7 23.3 23.3 23.3 23.3 
100 13.3 10.0 10.0 10.0 10.0 
1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA6 
10 33.3 26.7 23.3 23.3 23.3 
100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA7 
10 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
100 83.3 83.3 80.0 80.0 80.0 
1000 36.7 33.3 33.3 33.3 33.3 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA8 
10 30.0 23.3 20.0 20.0 20.0 
100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

V. vulnificus สายพันธ์ุ VVA9 
10 26.7 23.3 23.3 23.3 23.3 
100 20.0 6.7 6.7 6.7 6.7 
1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

V. vulnificus สายพันธ์ุ FVV11 
10 93.3 93.3 90.0 90.0 90.0 
100 80.0 76.7 60.0 46.7 46.7 
1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

1 + +
2 + +
3 + +
4 + +
5 + +
6 +
7 +
8 +
9 +
10 +
11 + + + +
12 + +
13 + + + +
14 + +
15 + +
16 + +
17 + +
18 + + + + +
19 + + + + + + + +
20 + + + +
21 + + + + + + + + +
22 + + + + + + +
23 + + + + + + + +
24 + + + + + + + + +
25 + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ 
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

26 + + + + + + + + +
27 + + + + + + + + + +
28 + + + + + + + + +
29 + + + + + + + + + + +
30 + + + + + + + + + +
31 + + + + + + + + + + + + + + + +
32 + + + + + + + + + + + + + + + +
33 + + + + + + + + + + + + +
34 + + + + + + + + + + + + + + +
35 + + + + + + + + + + + + + + +
36 + + + + + + + + + + + + + + +
37 + + + + + + + + + + + + +
38 + + + + + + + + + + + + + + +
39 + + + + + + + + + + + + + + +
40 + + + + + + + + + + +
41 + + + + + + + + + + +
42 + + + + + + + + + + +
43 + + + + + + + + + + + +
44 + + + + + + + + + + + +
45 + + + + + + + + + + + + +
46 + + + + + + + + + + + +
47 + + + + + + + + + + + + +
48 + + + + + + + + + + +
49 + + + + + + + + + + + +
50 + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 
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ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

51 + + + + +
52 + + + + +
53 + + + + + + +
54 + + + + +
55 + + + + + + +
56 + + + + + + +
57 + + + + + + + + +
58 + + + + + + + + +
59 + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

81 + + + + + + + + +
82 + + + + + + + +
83 + + + + + + + + + +
84 + + + + + + + + + +
85 + + + + + + + + + + +
86 + + + + + + + + + + + +
87 + + + + + + + + + + + +
88 + + + + + + + + + + + +
89 + + + + + + + + + +
90 + + + + + + + + + +
91 + + + + +
92 + + + + +
93 + + + + +
94 + + + + + +
95 + + + + + + + + +
96 + + + + + + + + + +
97 + + + + + + + + + + + +
98 + + + + + + + + + + + +
99 + + + + + + + + + + + +
100 + + + + + + + + + + +
101 + + + + + + + + + +
102 + + + + + + + + + +
103 + + + + + + + + + + + +
104 + + + + + + + + + + + + +
105 + + + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

106 + + + + + + + + + + + + + +
107 + + + + + + + + + + + + + + +
108 + + + + + + + + + + + + + +
109 + + + + + + + + + + + + + +
110 + + + + + + + + + +
111 + + + + + + + +
112 + + + + + + + + + +
113 + + + + + + + + +
114 + + + + + + + + + + +
115 + + + + + + + + + +
116 + + + + + + + +
117 + + + + + + + + + + + +
118 + + + + + + + + +
119 + + + + + + +
120 + + + + + + + + + +
121 + + + + + + + + + +
122 + + + + + + + + + + +
123 + + + + + + + + + + + +
124 + + + + + + + + + + +
125 + + + + + + + + + + + +
126 + + + + + + + + + +
127 + + + + + + + + + + + +
128 + + + + + + + + + + + +
129 + + + + + + + + + + +
130 + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

131 + + + + +
132 + + + + + + + +
133 + + + + + + + + + + + +
134 + + + + + + + + + + + + +
135 + + + + + + + + + +
136 + + + + + + + + + + + +
137 + + + + + + + + +
138 + + + + + + + + + + + +
139 + + + + + + + +
140 + + + + + + + + + + +
141 + + + + + + + + + + +
142 +
143 + + + + + + + + + + +
144 + + + + + + + + + + + +
145 + + + + + + + + + + + +
146 + + + + + + + + + + +
147 + + + + + + + + + + +
148 + + + + + + + + + + + +
149 + + + + + + + + + + + +
150 + + + + + + + + + + + +
151 + + + + + + + + + +
152 + + + + + + + + +
153 + + + + + + + + + + +
154 + + + + + + + + + + +
155 + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 

 

 



 
 

 

120  

 

V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

156 + + + + + + + + + + +
157 + + + + + + + + + + +
158 + + + + + + + + + + +
159 + + + + + + + + + +
160 + + + + + + + + + +
161 + + + + + + + +
162 + + + + + + + + +
163 + + + + + + + + + +
164 + + + + + + + + + + + + +
165 + + + + + + + + + + + +
166 + + + + + + + + + + +
167 + + + + + + + + + + + + +
168 + + + + + + + + + + + +
169 + + + + + + + + + + + +
170 + + + + + + + + + + + +
171 + + + + + + + + + + +
172 + + + + + + + + + + +
173 + + + + + + + + + + + +
174 + + + + + + + + + + + + +
175 + + + + + + + + + + + +
176 + + + + + + + + + + + +
177 + + + + + + + + + + + +
178 + + + + + + + + + + + +
179 + + + + + + + + + + + +
180 + + + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp.ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

181 + + + + + + +
182 + + + + + + + + + +
183 + + + + + + + + + + + +
184 + + + + + + + + + + + + +
185 + + + + + + + + + + + + +
186 + + + + + + + + + + + +
187 + + + + + + + + + + + + +
188 + + + + + + + + + + + + +
189 + + + + + + + + + +
190 + + + + + + + + + + + + + +
192 + + + + + + + + + + +
193 + + + + + + +
194 + + + +
195 + + + + + + + +
196 + + + + + + +
197 + + + + + + + + + +
198 + + + + + +
199 + +
200 +
201 + + + + + + + +
202 + + + + + + + + +
203 + + + + + + +
204 + + + + + + + +
205 + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 

 

 



 
 

 

122  

 

V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

206 + + + + + + + + +
207 + + + + + +
208 + + + + + + +
209 + + + + + + +
210 + + + + +
211 + + + + +
212 + + + + + + + + +
213 + + + + + + +
214 + + + + + + + + + +
215 + + + + + + + +
216 + + + + + +
217 + + + + + + + + + +
218 + + + + + + + + + + +
219 + + + + + + + + + + +
220 + + + + + + + + +
221 + + + + + + + + +
222 + + + + + + + + + +
223 + + + + + + + + + + +
224 + + + + + + + + +
225 + + + + + + + + +
226 + + + + + + + + +
227 + + + + + + + +
228 + + + + +
229 + + + + + + + + +
230 + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 

 

 



 
 

 

123  

 

V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

231 + + + + + + +
232 + + + + + +
233 + + + + + + +
234 + + + + + + + + + + + +
235 + + + + + +
236 + + + + + + + + +
237 + + + + + + + + + + +
238 + + + + + + +
239 + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp.ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

124  

 

V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

240 + + + +
241 + + + + + + +
242 + + + + + +
243 + + + + + + +
244 + + + + + + + + + + +
245 + + + + + + + + + + + + +
246 + + + + + + + + + +
247 + + + + + +
248 + + + + +
249 + + + +
250 + + + + + + + + + +
251 + + + + + + + + +
252 + + + + + + + +
253 + + + + + + + + + + + +
254 + + + + + + + + +
255 + + + + + + + + + + +
256 + + + + + + + +
257 + + + + + + +
258 + + + + + +
259 + + + + + + + +
260 + + + + + + + + + +
261 + + + + + + + + +
262 + + + + + + + + + + + + +
263 + + + + + + + + + + + + + +
264 + + + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp.ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 

 

 



 
 

 

125  

 

V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

265 + + + + + + + + + + + +
266 + + + + + + + + + + + + + +
267 + + + + + + + + + + + +
268 + + + + + + + + + + +
269 + + + + + + + + + + + +
270 + + + + + + + +
271 + + + + + + + + +
272 + + + + + + + + + + +
273 + + + + + + + + + + + + + + +
274 + + + + + + + + + + +
275 + + + + + + + + + + + + + + +
276 + + + + + + + + + + + + + + + +
277 + + + + + + +
278 + + + + + + + + + +
279 + + + + + + + + +
280 + + + + + + + + + + +
281 + + + + + + + + + + + +
282 + + + + + + + + + + + + + +
283 + + + + + + + + + + + + + + + +
284 + + + + + + + + + + + + + +
285 + + + + + + + + + + + + + + +
286 + + + + + + + + + + + + + +
287 + + + + + + + + + + + + + +
288 + + + + + + + + + + + + + +
289 + + + + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

290 + + + + + +
291 + + + + + + + +
292 + + + + + + + +
293 + + + + + + + + + + + +
294 + + + + + + + + + +
295 + + + + + + +
296 + + + + + + + + + +
297 + + + + + + + +
298 + + + + + + + +
299 + + + + + + + +
300 + + + + + + + + +
301 + + + + + + + + + +
302 + + + + + + + + + + +
303 + + + + + + + + + + + + + +
304 + + + + + + + + + +
305 + + + + + + + + + + + +
306 + + + + + + + + + +
307 + + + + + + + + + + +
308 + + + + + + + + + + + + +
309 + + + + + + + + + + + + + +
310 + +
311 +
312 + + +
313 + + + + + + +
314 + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

315 + + + +
316 + + + + + + +
317 + + +
318 + +
319 + + +
320 + + + + + + + + + + + + + +
321 + + + + + + + + + + + + + +
322 + + + + + + + + + + +
323 + + + + + + + + + + + + + + +
324 + + + + + + + + + + + + + +
325 + + + + + + + + + + + +
326 + + + + + + + + + + + + + + +
327 + + + + + + + + + + + + + + +
328 + + + + + + + + + + + +
329 + + + + + + + + + + + + + +
330 + + + + + + + + + + + +
331 + + + + + + + + + + +
332 + + + + + + + + + + + +
333 + + + + + + + + + + + + + +
334 + + + + + + + + + + + + +
335 + + + + + + + + + + + + +
336 + + + + + + + + + + + + + +
337 + + + + + + + + + + + + + +
338 + + + + + + + + + + + + +
339 + + + + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp.ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 
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V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. vulnificus V. parahaemolyticus V. alinolyticus V. cholerae V. vulnificus 

สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ สายพันธ์ุ
4183 3606 4126 32990 32991 G16(PSU025) K1(PSU039) 31751 31752 31753 32989 4184 ATCC 17808 PSU 6 PSU 01 368 ATCC 27562

340 + + + + + + + + + + + + +
341 + + + + + + + + + + + +
342 + + + + + + + + + + + + + +
343 + + + + + + + + + + + +
344 + + + + + + + + + + + +
345 + + + + + + + + + + + + +
346 + + + + + + + + + + + +
347 + + + + + + + + + + + +

phage code

Vibrio spp. ที่ใช้

ตารางท่ี 17 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp.ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ ATCC 27562 เป็นโฮสต์ (ต่อ) 
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MC10915 MC20915 BD11015 BD21015 BD31015 BD41015 BD51015 BD61015 BD71015
V. vulnificus  ATCC 27562 + +
V. vulnificus  DMST 3606 + + + +
V. vulnificus  DMST 4126
V. vulnificus  DMST 4183 + + + + +
V. vulnificus  DMST 4184 +
V. vulnificus  DMST 31751 + + + + + + +
V. vulnificus  DMST 31752 + + + + + + + +

V. vulnificus  DMST 31753 + + + + + + + + +
V. vulnificus  DMST 32990 + + + + + + + +
V. vulnificus  DMST 32991 + + + + + + + +
V. vulnificus  DMST 32989
V. vulnificus  PSU 039
V. vulnificus  PSU 025
V. vulnificus  VVA1 + + + + + + +
V. vulnificus  VVA2 + + + + + + +
V. vulnificus  VVA3 + + + + +
V. vulnificus  VVA4 + + + + + + + +
V. vulnificus  VVA5
V. vulnificus  VVA6 + + + + + + + +
V. vulnificus  VVA7 + + + +
V. vulnificus  VVA8 + + + + + + + +
V. vulnificus  VVA9 + + + + + +
V. vulnificus  FVV11 + + + + + + + +
V. alginolyticus PSU 6
V. cholerae  PSU 966 O1
V. parahaemolyticus ATCC 17808

 Vibrio  spp.
แบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ V. vulnificus

ตารางท่ี 18 ความจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจต่อ Vibrio spp. ที่ใช้ V. vulnificus สายพันธุ์ VVA6 เป็นโฮสต์ 
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