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บทสรุปผู้บริหาร 

 

 โครงการวิจยั เร่ือง “การแยกเชือ้แบคเทอริโอเฟจท่ีจําเพาะตอ่เชือ้ Vibrio harveyi เพ่ือใช้

เป็นตวัควบคมุการเกิดโรคในกุ้งกลุาดํา” เป็นโครงการวิจยัท่ีมีนายพงศ์ศกัดิ ์ รัตนชยักลุโสภณ เป็น

หวัหน้าโครงการ และมี นางปาริชาต ิ พุม่ขจร เป็นผู้ ร่วมโครงการ โครงการวิจยัดงักลา่วได้รับทนุ

สนบัสนนุการวิจยัจากงบประมาณแผน่ดนิประจําปีงบประมาณ 2552 และ 2553 โดยได้รับทนุ

สนบัสนนุเป็นจํานวนเงิน 323,300 บาท (สามแสนสองหม่ืนสามพนัสามร้อยบาทถ้วน) จาก

งบประมาณแผน่ดนิประจําปีงบประมาณ 2552 และ ได้รับทนุสนบัสนนุเป็นจํานวนเงิน 424,600 

บาท (ส่ีแสนสองหม่ืนส่ีพนัหกร้อยบาทถ้วน) จากงบประมาณแผน่ดนิประจําปีงบประมาณ 2553 

จากการดําเนินการโครงการวิจยัดงักลา่วเป็นเวลา 2 ปี โดยเร่ิมดําเนินการตัง้แต ่ 1 ตลุาคม 2551 

และได้เสร็จสิน้สมบรูณ์เม่ือ 30 กนัยายน 2553 ผลท่ีได้จากโครงการวิจยันีต้รงตามวตัถปุระสงค์

ท่ีตัง้ไว้ทกุประการ กลา่วคือ สามารถตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi ได้ 

ทราบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืน ทราบกลไกการยึด

เกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลล์ของแบคทีเรีย ทราบความสามารถในการทนความร้อน 

สารเคมี และสารต้านจลุินทรีย์ของแบคเทอริโอเฟจ ทราบรูปร่างลกัษณะ จํานวนโปรตีนท่ีเป็น

สว่นประกอบ รวมทัง้ชนิด และขนาดของ DNA ของแบคเทอริโอเฟจ 

 นอกจากนีแ้ล้วผลท่ีได้จากโครงการวิจยันีย้งัได้มีการนําไปตีพิมพ์เผยแพร่ในช่ือเร่ือง 

“Isolation and partial characterization of bacteriophage infecting the shrimp pathogen 

Vibrio harveyi” ในวารสาร African Journal of Microbiology Research ปี 2010 ฉบบัท่ี 4(16) 

หน้า 1794-1800. 
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บทคัดย่อ 

 

การใช้สารเคมี และยาปฏิชีวนะในการป้องกนั และควบคมุโรคของกุ้งกลุาดํามกัก่อให้เกิด

ผลในเชิงลบ เชน่ ก่อให้เกิดแบคทีเรียท่ีดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะ และก่อให้เกิดปัญหาในด้านความ

ปลอดภยัตอ่ผู้บริโภค และตอ่สิ่งแวดล้อมอนัเน่ืองมาจากการตกค้างของสารในผลผลิต และใน

ธรรมชาต ิ ดงันัน้จงึมีความต้องการทางเลือกท่ีสามารถใช้ในการควมคมุโรคของกุ้งกลุาดํา ซึง่การ

ใช้แบคเทอริโอเฟจในการรักษาโรคถือเป็นทางเลือกหนึง่ท่ีมีความเป็นไปได้ การศกึษานีมี้

จดุมุง่หมายเพ่ือตรวจหา และศกึษาคณุสมบตัขิองแบคเทอริโอเฟจท่ีมีความสามารถในการบกุรุก

ทําลาย Vibrio harveyi ซึง่เป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตขุองโรคเรืองแสงของกุ้งกลุาดํา ในการศกึษา

นีไ้ด้ทําการตรวจตวัอย่างนํา้จํานวน 12 ตวัอยา่งท่ีเก็บมาจากแหลง่นํา้ธรรมชาต ิ และบอ่เลีย้งกุ้ ง

กลุาดํา ซึง่พบวา่ตวัอยา่งนํา้จากบอ่เลีย้งกุ้ งกลุาดําแหง่หนึง่มีแบคเทอริเฟจท่ีสามารถทําลาย V. 

harveyi ทกุสายพนัธุ์ท่ีนํามาทดสอบอย่างจําเพาะ แบคเทอริโอเฟจดงักล่าวถกูให้ช่ือวา่ 

bacteriophage PW2  จากการศกึษาความสามารถในการยึดเกาะบนผิวเซลล์ของ V. harveyi 

CS101 โดย bacteriophage PW2 พบวา่ 90% ของแบคเทอริโอเฟจดงักลา่ว สามารถยดึเกาะบน

ผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 ได้ภายในเวลา 30 นาที การศกึษาการทนของ bacteriophage 

PW2 ตอ่ความร้อน และสารเคมีแสดงให้เห็นวา่แบคเทอริโอเฟจดงักล่าวสามาถทนความร้อนได้ท่ี

อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และสามารถทนตอ่สารเคมีท่ีนํามาใช้ทดสอบทกุ

ชนิด ความเข้มข้นของ CaCl2 มีผลตอ่การเพิ่มจํานวนของ bacteriophage PW2 โดยแบคเทอริ

โอเฟจดงักลา่วสามารถเพิ่มจํานวนในสภาวะท่ีมี CaCl2 ความเข้มข้น 20 mM ได้ดีกวา่ในสภาวะท่ี

ไมมี่ CaCl2 หรือมี CaCl2 น้อยกว่า 10 mM  จากการศกึษาโดยการใช้กล้องจลุทรรศน์อิเลค      

ตรอนแบบสอ่งผา่นพบวา่ bacteriophage PW2 มีสว่นหวัเป็นรูป icosahedral ท่ีมีเส้นผา่น

ศนูย์กลาง 50 ± 3.8 นาโนเมตร และมีสว่นหางเป็นแบบ noncontractile tail ท่ีมีเส้นผา่นศนูย์กลาง 

11 ± 0.5 นาโนเมตร และมีความยาว 136 ± 6.2 นาโนเมตร ซึง่ทําให้สามารถจดัจําแนก 

bacteriophage PW2 ไว้ใน famiy Siphoviridae  nucleic acid ของ bacteriophage PW2 ถกู

ตรวจสอบพบว่าเป็น DNA สายคู ่ทัง้นีเ้น่ืองจาก nucleic acid ของ bacteriophage PW2 สามารถ

ถกูย่อยสลายได้โดย restriction enzymes แตไ่มถ่กูย่อยสลายโดย RNase และ S1 nuclease 

นอกจากนีย้งัพบว่า DNA ของ bacteriophage PW2 มีขนาดประมาณ 46kb การศกึษาโปรตีน

โดยวิธี SDS-PAGE แสดงให้เห็นวา่ bacteriophage PW2 ประกอบด้วยโปรตีนหลกัอยา่งน้อย 6 

ชนิด ซึง่มีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 75, 60, 35, 30, 20 และ 15 kDa 

 

 

 

ii 



Abstract 

 

The use of chemicals and antibiotics to prevent and treat diseases of Penaeus 

monodon (giant tiger prawn) has been known to have adverse effects including the 

development of drug resistant bacteria and the safety problems to consumers and 

environment caused by their accumulation in animal products and environment. Thus, 

an alternative approach has been needed for controlling the diseases. Recently, 

bacteriophage therapy has been shown to be a potential one. This study aimed to find 

and characterize a bacteriophage infecting Vibrio harveyi, a pathogen causing the 

luminous disease in P. monodon. Twelve water samples collected from natural water 

resources and from P. monodon ponds were screened for the desired bacteriophage. 

Bacteriophage PW2 isolated from a P. monodon pond had ability to specifically infect all 

tested strains of V. harveyi. Test of bacteriophage adsorption on the cell surface of the 

V. harveyi CS101 revealed that 90% of the phage was adsorbed on the bacterial cell 

surface within 30 min. Heat and chemical sensitivity tests showed that bacteriophage 

PW2 was resistant to heat at 50°C for 30 min and to all chemicals and antibiotics used in 

this study. Concentration of CaCl2 was found to influence the propagation of the phage. 

It propagated in the V. harveyi CS101 culture with 20 mM CaCl2 better than in that 

without CaCl2 or containing CaCl2  below 10 mM. Transmission electron microscopy 

showed that bacteriophage PW2 had an icosahedral head (50 ± 3.8 nm in diameter) and 

a noncontractile tail (11 ± 0.5 nm in diameter and 136 ± 6.2 nm in length). It could be 

classified as a member in the family Siphoviridae. The nucleic acid of bacteriophage 

PW2 was found to be double stranded DNA because it could be degraded by restriction 

enzymes but not by RNase and S1 nuclease. Furthermore, DNA of bacteriophage PW2 

was estimated to be 46 kb. Analysis of proteins purified from bacteriophage PW2 by 

SDS-PAGE revealed that it contained at least 6 major proteins with molecular mass of 

75, 60, 35, 30, 20 and 15 kDa 

 

 

 

 

 

iii 



สารบัญเร่ือง 

                  หน้า 

บทสรุปผู้บริหาร           i 

บทคดัย่อ            ii 

Abstract           iii 

สารบญัเร่ือง           iv 

สารบญัตาราง            v 

สารบญัรูป           vi 

บทนํา             1 

ตรวจเอกสาร            3 

อปุกรณ์ และวิธีการ         31 

ผลการทดลอง          39 

วิจารณ์ผลการทดลอง         53 

สรุปผลการทดลอง         59 

เอกสารอ้างอิง          60 

ภาคผนวก          66 

ตารางเปรียบทียบวตัถปุระสงค์ กิจกรรมท่ีวางแผนไว้ กิจกรรมท่ีดําเนินการมา    

 และผลท่ีได้รับตลอดโครงการ        74 

รายงานการเงิน        76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iv 



สารบัญตาราง 

ตารางท่ี                 หน้า 

1 การจดัจําแนกชนิด และคณุสมบตัโิดยทัว่ไปของ bacteriophages   15 

2 จํานวนของ bacteriophages ท่ีมีรายงานวา่สามารถบกุรุกแบคทีเรียกลุม่ตา่ง ๆ  17 

3 แบคทีเรียท่ีสามารถถกูบกุรุกได้โดย bacteriophages กลุม่ตา่ง ๆ    18 

4 ลกัษณะทัว่ไปของ genome ของ bacteriophages บางชนิด    19 

5 ความสามารถของbacteriophage suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่งตา่ง ๆ 

ในการยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi      40 

6 ความสามารถของ bacteriophage PW2 ในการทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์ตา่ง ๆ  42 

7 เปอร์เซนต์การยดึเกาะของ bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 45 

8 จํานวน phage ท่ีตรวจวดัได้ในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้นตา่ง ๆ  46 

9 อตัราการรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 เม่ือบม่ bacteriophage PW2 

ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 30 นาที       48 

10 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 ในสารเคมี และสารต้านจลุินทรีย์ 

         ชนิดตา่ง ๆ         49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iv 



สารบัญรูป 

รูปท่ี                  หน้า 

1 ลกัษณะรูปร่างของกุ้งกลุาดํา          4 

2 ไดอะแกรม (diagram) แสดงลกัษณะของ bacteriophages ใน families ตา่ง ๆ  16 

3 genetic map ของ bacteriophage M13      20 

4 genetic map ของ bacteriophage λ (แสดงเฉพาะยีนบางยีนเทา่นัน้)   20 

5 lytic cycle ของ bacteriophage T4       22 

6 bacteriophage lambda สามารถทําให้เกิดได้ทัง้ lysogeny และ lytic cycle  24 

7 ระยะ early infection และ late infection ของ lytic cycle    26 

8 การแสดงออกของยีนตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องกบั lytic cycle มีลกัษณะเป็นลําดบัขัน้  27 

9 inhibition zone ท่ีเกิดจากการยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi โดย bacteriophage  

suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่ง PW2     41 

10 plaque ท่ีเกิดจากการนํา bacteriophage suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่ง 

         PW2 มาทํา plaque assay โดยใช้ V. harveyi CS101 เป็นโฮสต์เซลล์   41 

11 เปอร์เซนต์การยึดเกาะของ bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi  

         CS101          44 

12 จํานวน phage ท่ีตรวจวดัได้ในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้นตา่ง ๆ  46 

13 อตัราการรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 เม่ือบม่ bacteriophage PW2 

         ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 30 นาที       47 

14 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 ในสารเคมี และสารต้านจลุินทรีย์ 

         ชนิดตา่ง ๆ         50 

15 ภาพจลุทรรศน์อิเลคตรอนของ bacteriophage PW2     51 

16 SDS-PAGE ของโปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบสว่นประกอบของ bacteriophage NLP8 51 

17 แถบ (band) ของ nucleic acid ของ bacteriophage PW2 ท่ีปรากฏบนแผน่  

          agarose gel         52 

 

 

 

 

 

 

 

vi 



 1 

บทนํา 

 

กุ้งกลุาดํา (Giant tiger prawn) มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ Penaeus monodon จดัเป็นสตัว์

เศรษฐกิจท่ีมีการเพาะเลีย้งอยา่งกว้างขวางและเป็นสินค้าสง่ออกท่ีสําคญัของประเทศไทย ปัญหา 

สําคญัอนัหนึง่ท่ีผู้ เลีย้งกุ้ งประสบในการเพาะเลีย้งกุ้ งชนิดนีคื้อ การเกิดโรคเรืองแสง (Luminous 

vibriosis) ซึง่มีสาเหตมุาจากเชือ้แบคทีเรีย Vibrio harveyi และสร้างความเสียหายอยา่งมากตอ่

การเพาะเลีย้งกุ้ ง โดยการตดิเชือ้สามารถเกิดขึน้ได้เกือบทกุระยะ (life stages) ของการ

เจริญเตบิโตของกุ้ ง กุ้งท่ีติดเชือ้จะมีอาการท่ีสงัเกตได้คือ กุ้ งมกัลอยอยูท่ี่ขอบบอ่เพาะเลีย้ง ไมกิ่น

อาหาร ตวัหลวม สีลําตวัขุน่ ซ่ีเหงือกมีสีดํา ตบัและตบัออ่นอกัเสบ และจะมีการเรืองแสงเกิดขึน้ใน

เวลากลางคืน การรักษาสามารถทําได้โดยการใช้ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) และฆา่เชือ้ในนํา้ด้วย

ไอโอดีนหรือเบนซลัโคเนียมคลอไรด์ (benzalkonium chloride ; BKC) (Lavilla-Pitogo และคณะ 

1998, Lavilla-Pitogo และคณะ 1992, http://www. thailandshrimp.com/ 

agriculture_tiger8.html) 

 เน่ืองจากกระแสการตอ่ต้านการใช้ยาปฏิชีวนะหรือสารเคมีเพ่ือฆา่เชือ้โรค ทัง้ในสว่นท่ีใช้

กบันํา้เลีย้งกุ้ งหรือผสมอาหารให้กุ้ งกินได้เพิ่มมากขึน้ อนัเน่ืองมาจากความกลวัวา่จะมีผลตกค้าง

ในสว่นของเนือ้กุ้ งท่ีจะนํามาบริโภค รวมทัง้ผลตกค้างในธรรมชาติ ซึง่อาจจะสง่ผลกระทบตอ่

สภาพแวดล้อมในระยะยาว อีกทัง้ปัญหาท่ีเก่ียวกบัการค้าระหวา่งประเทศ โดยเฉพาะอยา่งย่ิงการ

ไมย่อมรับกุ้งท่ีมีการเพาะเลีย้งโดยใช้สารเคมีของประเทศผู้สัง่นําเข้ากุ้ งจากประเทศไทย แม้นยัหนึง่

จะเช่ือวา่เป็นการตอ่ต้านเพ่ือใช้เป็นเคร่ืองมือกีดกนัทางการค้า อย่างไรก็ตามผู้ เลีย้งกุ้ งจําเป็นท่ี

จะต้องตอบสนองนโยบายการสง่ออกของรัฐบาล โดยพยายามลดการใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมี

ในการเพาะเลีย้งกุ้ งและนําวิธีธรรมชาตบํิาบดัมาใช้ในวงการเพาะเลีย้งกุ้ งเพิ่มมากขึน้ เพ่ือหวงัจะ

แก้ปัญหาดงักลา่ว วิธีการหนึง่ท่ีกําลงัได้รับความสนใจเป็นอยา่งมาก คือการนําแบคเทอริโอเฟจ 

(bacteriophage) มาใช้ในการฆา่เชือ้ก่อโรค หรือการรักษาโดยใช้แบคเทอริโอเฟจ 

(bacteriophage therapy) (Alisky และคณะ 1998, Barrow และคณะ 1998, Barrow และ 

Soothill 1997) ซึง่การใช้แบคเทอริโอเฟจควบคมุหรือทําลายเชือ้ก่อโรค มีข้อดีท่ีเหนือกวา่การใช้ยา

ปฏิชีวนะหรือสารเคมีหลายประการคือ แบคเทอริโอเฟจสามารถฆา่เชือ้แบคทีเรียได้อยา่งจําเพาะ 

(specific) คือ แบคเทอริโอเฟจชนิดใดชนิดหนึง่ มกัจะสามารถฆา่เชือ้แบคทีเรียได้เพียงชนิดเดียว

เทา่นัน้ และการเจริญของแบคเทอริโอเฟจสามารถถกูควบคมุได้โดยตวัของมนัเอง (self-limitation) 

คือเม่ือแบคทีเรียท่ีจะเพาะตอ่แบคเทอริโอเฟจนัน้ตายไป หรือหมดไปจากบริเวณท่ีมีแบคเทอริโอ  
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เฟจอยู ่ ก็จะทําให้แบคเทอริโอเฟจหยดุการเพิ่มจํานวนตามไปด้วย นอกจากนีแ้บคเทอริโอเฟจยงั

ถือวา่ไมเ่ป็นพิษ (non-toxic) ตอ่สิ่งแวดล้อมอีกด้วย 

 แบคเทอริโอเฟจ คือไวรัสของแบคทีเรีย ซึง่สามารถพบได้แทบทกุแหง่ในธรรมชาต ิเช่น ใน

ดนิ อากาศ อาหาร แหลง่นํา้ธรรมชาต ิ นํา้เสียหรือนํา้ทิง้จากอาคารบ้านเรือนหรือโรงงาน

อตุสาหกรรม เป็นต้น หรืออาจกลา่วได้วา่ท่ีใดมีแบคทีเรียท่ีนัน่ก็ยอ่มมีแบคเทอริโอเฟจ ทัง้นี ้

เพราะวา่แบคเทอริโอเฟจต้องอาศยัแบคทีเรียเพ่ือการเพิ่มจํานวน (replication) เม่ือแบคเทอริ

โอเฟจเข้าไปเพิ่มจํานวนในแบคทีเรีย แบคเทอริโอเฟจจะอาศยักลไกตา่ง ๆ ภายในเซลล์แบคทีเรีย

เพ่ือจําลองตวัเอง และเพิ่มจํานวนขึน้อยา่งมากมายมหาศาลภายในเวลาอนัสัน้ จากนัน้แบคเทอริ

โอเฟจก็จะทําให้แบคทีเรียเกิดการแตกสลาย (lysis) และปลอ่ยแบคเทอริโอเฟจจํานวนมากมาย

นัน้ออกมาจากเซลล์แบคทีเรียท่ีตายไป จากนัน้แบคเทอริโอเฟจท่ีเกิดขึน้ใหมนี่ก็้สามารถเข้าสูเ่ซลล์

แบคทีเรียเซลล์ใหมท่ี่อยูข้่างเคียง แล้วเร่ิมกลบัเข้าสูว่งจรของการเพิ่มจํานวนของแบคเทอริโอเฟจ

ได้ตอ่ไป จนกระทัง่ทําให้แบคทีเรียนัน้หมดไปในท่ีสดุ จากคณุสมบตัขิองแบคเทอริโอเฟจท่ีกลา่วมา

นี ้ ทําให้นกัวิทยาศาสตร์เร่ิมหนัมาค้นหาและศกึษาแบคเทอริโอเฟจท่ีจําเพาะตอ่แบคทีเรียท่ีเป็น

ปัญหาทัง้ในวงการแพทย์ อตุสาหกรรมและเกษตรกรรม โดยหวงัวา่จะสามารถนําแบคเทอริโอเฟจ

ไปใช้ฆา่เชือ้ก่อโรคเพ่ือทดแทนการใช้สารปฏิชีวนะ หรือนําไปใช้ในการรักษาโรคท่ีเชือ้เกิดการดือ้ 

(resistance) ตอ่ยาปฏิชีวนะ หรือใช้ในกรณีท่ีเชือ้ไมส่ามารถถกูทําลายได้โดยสารเคมีท่ีใช้ฆา่เชือ้

โดยทัว่ไป เป็นต้น  

 การศกึษาในครัง้นีมี้จดุประสงค์คือ ต้องการแยกเชือ้แบคเทอริโอเฟจท่ีจําเพาะตอ่เชือ้ 

Vibrio harveyi โดยจะทําการแยกแบคเทอริโอเฟจจากบอ่เพาะเลีย้งกุ้ งรวมถึงจากแหลง่นํา้

ธรรมชาตติา่ง ๆ จากนัน้จะคดัเลือกแบคเทอริโอเฟจท่ีมีความสามารถในการฆา่หรือทําลายเชือ้ 

Vibrio harveyi ได้ดีท่ีสดุ (high virulence) มาทําการศกึษาในขัน้ตอนตอ่ไปคือ การทําให้แบคเทอ

ริโอเฟจบริสทุธ์ิ ศกึษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลาย Vibrio สายพนัธุ์อ่ืนหรือเชือ้

แบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ศกึษาการทนความร้อน การทนตอ่สารเคมีและสารต้านจลุินทรีย์ของแบคเทอ

ริโอเฟจ ศกึษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการเกาะติดกบัเซลล์ของโฮสต์ ศกึษารูปร่าง

ของแบคเทอริโอเฟจภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอน ศกึษาโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของ      

แบคเทอริโอเฟจ และศกึษา DNA ของแบคเทอริโอเฟจ ผลท่ีได้จากการศกึษาในครัง้นีน้า่จะเป็น

ข้อมลูพืน้ฐานท่ีสําคญัท่ีสามารถนําไปใช้ในการป้องกนัและควบคมุโรคเรืองแสงในกุ้งกลุาดําได้

ตอ่ไป 
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ตรวจเอกสาร 

 

กุ้งกุลาดาํ 

 กุ้งกลุาดํา (Giant tiger prawn) เป็นสตัว์ในวงศ์ (family) Penaeidae มีช่ือวิทยาศาสตร์

คือ Penaeus monodon ในประเทศไทยกุ้งกลุาดําเป็นท่ีรู้จกักนัในหลากหลายช่ือ เชน่ กุ้ งกลุา     

กุ้งกะลา  กุ้ งเสือดํา  กุ้ งเสือ และ กุ้ งลาย เป็นต้น  กุ้ งกลุาดําเป็นกุ้งท่ีคนนิยมเลีย้งเพ่ือการค้าและมี

ความสําคญัตอ่เศรษฐกิจของประเทศไทยเป็นอยา่งมาก กุ้ งกลุาดําเป็นสตัว์ทะเล ถ่ินอาศยัตาม

ธรรมชาตพิบได้ทัว่ไปในทวีปเอเชีย ในประเทศไทยพบกระจายอยูท่ัว่ไป พบมากท่ีบริเวณเกาะช้าง 

บริเวณนอกฝ่ังชมุพรถึงนครศรีธรรมราช และทางฝ่ังอนัดามนัจะพบมากท่ีภเูก็ตและระนอง ชอบ

อาศยัอยูใ่นบริเวณท่ีมีดินเป็นทรายปนโคลน หรือทรายปนเปลือกหอยและหินปะการัง สามารถ

ปรับตวัเข้ากบัสิ่งแวดล้อมได้ดี อดทนและโตเร็ว ลกัษณะทัว่ไปของกุ้งชนิดนีคื้อ ลําตวัสีแดงอม

นํา้ตาลถึงนํา้ตาลเข้ม มีลายพาดขวางท่ีหลงัประมาณ 9 ลาย ลายมีสีออกนํา้ตาลเข้มด้านข้างลาย

จะมีแถบสีขาว ด้านบนของกรีมีฟัน 7-8 ซ่ี ด้านลา่งมี 3-4 ซ่ี สนักรียาวเกือบถึงคาราเปส 

(carapace) มีสนัตบั (hepatic crest) ยาวตรงขนานไปกบัลําตวั หนวดยาวไมมี่ลายชดัเจน ขา

เดนิมีสีแดงปนดํา ขาวา่ยนํา้มีสีนํา้ตาลปนนํา้เงิน ขาเดนิคูท่ี่ 5 ไมมี่ exopod เม่ือเจริญเตบิโตเตม็ท่ี

จะมีขนาดความยาวได้ถึง 33 เซนตเิมตร โดยตวัเมียมกัจะมีขนาดใหญ่กวา่ตวัผู้  (รูปท่ี 1) 

การเพาะเลีย้งกุ้ งกลุาดําของประเทศไทยได้เข้าสูร่ะบบการเลีย้งแบบพฒันาในปี พ.ศ. 

2529 ซึง่เน้นการเพิ่มผลผลิตให้มากในพืน้ท่ีจํากดั ทําให้ธุรกิจการเพาะเลีย้งกุ้ งกลุาดําได้ขยายตวั

ออกไปอย่างตอ่เน่ืองและรวดเร็ว โดยเฉพาะพืน้ท่ีจงัหวดัชายทะเลตา่ง ๆ ซึง่ในปัจจบุนัมีเนือ้ท่ีการ

เลีย้งประมาณ 450,000 ไร่ ได้ผลผลิตประมาณ 200,000-250,000 ตนั/ปี สง่ผลให้นบัตัง้แตปี่ 

พ.ศ. 2534 เป็นต้นมา ประเทศไทยได้กลายเป็นผู้ นําในการสง่ออกกุ้งกลุาดําและผลิตภณัฑ์ไปยงั

ตลาดโลก และยงัคงครองความเป็นผู้ นํามาจนถึงปัจจบุนั โดยสามารถสร้างรายได้เข้าสูป่ระเทศปี

ละกวา่ 100,000 ล้านบาท 
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รูปท่ี 1 ลกัษณะรูปร่างของกุ้ งกลุาดํา 

(ท่ีมา : http://www.kungthai.com/KungThai/con_detail.php?id=21) 

 

อนุกรมวิธานของกุ้งกุลาดาํ   

 กุ้งกลุาดําถกูจดัจําแนกตามหลกัอนกุรมวิธาน ดงันี ้

 Phylum: Arthropoda 

 Class: Crustacia 

 Subclass: Malacostraca 

 Order: Decapoda 

 Suborder: Dendrobranchiae 

 Superfamily: Penaeoidea 

 Family: Penaeidae 

 (http://www.kungthai.com/KungThai/con_detail.php?id=21) 

 

เพศของกุ้งกุลาดาํ 

 เพศของกุ้งกลุาดําสามารถถกูจดัจําแนก โดยอาศยัอวยัวะเพศภายนอกท่ีมองเห็นได้อยา่ง

ชดัเจน โดยกุ้งกลุาดําท่ีถกูจดัเป็นเพศผู้จะมีอวยัวะเพศผู้ ท่ีเรียกวา่ petasma ซึง่เกิดจากการเช่ือม

ตดิกนัของแขนงอนัในของขาวา่ยนํา้คูแ่รกทัง้สองข้าง สว่นกุ้งกลุาดําท่ีถกูจดัเป็นเพศเมียจะมี

อวยัวะเพศเมียท่ีเรียกวา่ thelycum ซึง่เกิดจากการเปล่ียนแปลงของผนงัด้านท้อง (sternal plate) 

ของระยางค์ส่วนอก ปล้องท่ี 7 และ 8 (หรือตรงกบัขาเดินคูท่ี่ 4 ถึง 5) ไปเป็นถงุสําหรับรับนํา้เชือ้

ของเพศผู้  
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 การผสมพนัธุ์กนัระหวางกุ้งกลุาดําเพศผู้  และกุ้งกลุาดําเพศเมียเป็นการผสมพนัธุ์

ภายนอก โดยกุ้งกลุาดําเพศเมียจะทําการวางไขใ่นนํา้ โดยการวางไขแ่ตล่ะครัง้กุ้ งกลุาดําเพศเมีย

สามารถวางไขไ่ด้ประมาณ 300,000 ฟอง ในขณะท่ีกุ้ งกลุาดําเพศเมียทําการวางไข ่กุ้ งกลุาดําเพศ

ผู้ ก็จะปลอ่ยนํา้เชือ้ออกมาผสมกบัไข ่ โดยปกตแิล้วการผสมพนัธุ์ของกุ้งกลุาดําแตล่ะครัง้กินเวลา

ประมาณ 2 ถึง 7 นาที 

 

วงจรชีวิตของกุ้งกุลาดาํ 

 ไขท่ี่ได้รับการผสมแล้วจะฟักเป็นตวัอ่อนภายในเวลา 12 ชัว่โมง ตวัออ่นของกุ้งกลุาดําท่ีได้

อยูใ่นระยะท่ีเรียกว่า Nauplius มีขนาดประมาณ 0.3 มลิลิเมตร และยงัไมกิ่นอาหาร ตวัออ่นของ

กุ้งกลุาดําอยูใ่นระยะนีป้ระมาณ 2 วนั ซึง่มีการลอกคราบประมาณ 6 ครัง้ จากนัน้ตวัออ่นของกุ้ง

กลุาดําจะเข้าสูร่ะยะท่ีเรียกว่า Protozuea ตวัออ่นของกุ้ งกลุาดําในระยะนีมี้ขนาดประมาณ 1 ถึง 

3 มิลลิเมตร กินแพลงตอนพืชเป็นอาหาร มีการลอกคราบประมาณ 3 ครัง้ซึง่ใช้เวลาประมาณ 3 

ถึง 4 วนั จากนัน้ตวัอ่อนของกุ้งกลุาดําจะเข้าสูร่ะยะท่ีเรียกวา่ Mysis ตวัอ่อนของกุ้งกลุาดําในระยะ

นีมี้ขนาดประมาณ 3.3 ถึง 5 มิลลิเมตร กินแพลงตอนสตัว์เป็นอาหาร หลงัจากท่ีตวัออ่นของกุ้ง

กลุาดําอยูใ่นระยะนี ้3 ถึง 4 วนั ก็จะเข้าสูร่ะยะท่ีเรียกวา่ Postlarva ซึง่ตวัอ่อนของกุ้งกลุาดําจะอยู่

ในระยะนีป้ระมาณ 20 วนั โดยแตล่ะวนัตวัอ่อนของกุ้งกลุาดําจะมีช่ือเรียกแตกตา่งกนัตามจํานวน

วนัท่ีอยูใ่นระยะนี ้เชน่ P1 หมายถึงตวัออ่นของกุ้งกลุาดําท่ีอยูใ่นระยะ Postlarva วนัท่ี 1 และ P20 

หมายถึงตวัอ่อนของกุ้งกลุาดําท่ีอยูใ่นระยะ Postlarva วนัท่ี 20 เป็นต้น หลงัจากสิน้สดุระยะ 

Postlarva กุ้งกลุาดําจะมีขนาดประมาณ 2 ถึง 3 เซนตเิมตร และเข้าสูร่ะยะท่ีเรียกว่า Juvenile ซึง่

เป็นระยะท่ีกุ้ งกลุาดํามีลกัษณะตา่ง ๆ เหมือนกุ้งกลุาดําตวัเตม็วยั เพียงแตย่งัไมส่ามารถสืบพนัธุ์

ได้ จากนัน้กุ้ งกลุาดําจะเข้าสู่ระยะเจริญพนัธุ์ (maturation) และใช้เวลาอีกประมาณ 10 เดือนใน

การพฒันาไปป็นกุ้งกลุาดําตวัเตม็วยั 

 

โรคของกุ้งกุลาดาํ 

 โรคของกุ้งกลุาดํามีหลากหลายชนิด ซึง่แตล่ะชนิดมีสาเหตขุองโรค และอาการของโรคท่ี

แตกตา่งกนั การป้องกนั และการักษาโรคของกุ้งกลุาดําแตล่ะโรคก็มีความแตกตา่งกนั  

 โรคของกุ้งกลุาดําสามารถแบง่ตามลกัษณะความรุนแรงของโรคได้เป็น 2 กลุม่ คือ 

1. โรคตดิเชือ้ท่ีทําให้ผลผลิตกุ้งเสียหายอยา่งรุนแรง ซึง่มีทัง้โรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้ไวรัส 

และโรคท่ีเกิดจากการการตดิเชือ้แบคทีเรีย โรคกุ้งท่ีเกิดจากการติดเชือ้ไวรัสท่ีสําคญัได้แก่ โรคดวง
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ขาว และโรคหวัเหลือง เป็นต้น สว่นโรคกุ้งท่ีเกิดจากการตดิเชือ้แบคทีเรียท่ีสําคญัได้แก่ โรค 

vibriosis และโรคเรืองแสง เป็นต้น 

 2 โรคท่ีทําให้ผลผลิตกุ้งเสียหายไมรุ่นแรง ซึง่ได้แก่โรคท่ีเกิดจากโปรโตซวัตา่ง ๆ  

โรคของกุ้งกลุาดําท่ีสําคญั ได้แก่ 

โรคดวงขาว (White spot syndrome)  

 โรคดวงขาวของกุ้งกลุาดําเกิดจากเชือ้ไวรัส white spot syndrome virus (WSSV) ซึง่เป็น 

double stranded DNA virus ชนิดหนึง่ อวยัวะท่ีมกัถกูทําลายโดยไวรัสดงักลา่ว ได้แก่ เซลล์เย่ือบุ

ผิวใต้เปลือก เหงือก อวยัวะสร้างเม็ดเลือด ตอ่มนํา้เหลือง และเม็ดเลือด  โรคดวงขาวถกูพบครัง้

แรกในปี ค.ศ. 1993 ท่ีประเทศญ่ีปุ่ น โดยพบในกุ้ง Penaeus japonicus โดยในขณะนัน้ได้เรียก

ไวรัสท่ีก่อให้เกิดโรควา่ Penaeid Rod-shaped DNA virus (PRDV) หรือ Rod-shaped Nuclear 

virus of P. japonicus (RV-PJ) ตอ่มาได้มีการระบาดของโรคดงักลา่วในประเทศไทย ไต้หวนั 

อินโดนีเซีย เวียดนาม มาเลเซีย อินเดีย และอีกหลายประเทศในทวีปเอเชีย ตัง้แตต้่นปี ค.ศ. 1995 

และตัง้แตต้่นปี ค.ศ. 1997 โรคนีไ้ด้ระบาดในแหลง่เลีย้งกุ้ งในแถบอเมริกากลางและอเมริกาใต้   

กุ้งกลุาดําท่ีเป็นโรคนีมี้อาการดงันี ้ ลําตวัมีสีแดง และมกัพบดวงสีขาวขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง

ประมาณ 0.1 ถึง 2 มิลลิเมตรท่ีเปลือก  ไมมี่แรงดีดตวั มกัวา่ยนํา้บริเวณผิวนํา้หรือเกยขอบบอ่ กิน

อาหารได้น้อยลง ลอกคราบไมอ่อก กุ้ งกลุาดําท่ีเป็นโรคนีมี้อตัรการตายประมาณ 80% ถึง 100% 

และมกัตายภายใน 4 ถึง 5 วนั ในปัจจบุนัยงัไมมี่ยา หรือสารเคมีท่ีสามารใช้รักษาโรคนีไ้ด้ 

 การป้องกนัการเกิดโรคตวัแดงดวงขาวในกุ้งกลุาดําสามารถทําได้โดย ดแูลคณุภาพของ

นํา้ และสภาพพืน้บอ่ให้ดี และควรมีบอ่พกันํา้  คดัเลือกเฉพาะลกูกุ้ งกลุาดําท่ีปลอดเชือ้ในการ

ปลอ่ยลงในบอ่เลีย้ง  ป้องกนัอย่าให้ในบอ่เลีย้งมีตวัพาหะ หรือตวันําเชือ้โรคตวัแดงดวงขาว ซึง่

ได้แก่ ก้งเุคย หรือกุ้งชนิดอ่ืน ๆ รวมทัง้ปนูิดตา่ง ๆ และหลีกเล่ียงการปลอ่ยลกูกุ้ งกลุาดําลงในบอ่

เลีย้งในชว่งปลายปี แตห่ากจําเป็นจริง ๆ ก็ไมค่วรเลีง้เตม็พืน้ท่ี (http://www.nicaonline.com/ 

articles7/0site/view_article.asp?idarticle=98) 

 โรคหวัเหลือง 

 โรคหวัเหลืองของกุ้งกลุาดําเกิดจากการตดิเชือ้ไวรัส Yellow head virus (YHV) ซึง่เป็น 

single stranded RNA virus ชนิดหนึง่ อวยัวะท่ีสามารถติดเชือ้ได้เชน่ บริเวณเหงือก ตอ่ม

นํา้เหลือง อวยัวะสร้างเม็ดเลือด และเม็ดเลือด โรคนีมี้การระบาดครัง้แรกในฟาร์มเลีย้งกุ้ งกลุาดํา

ในประเทศไทย และตอ่มาได้มีการระบาดในแหลง่เลีย้งกุ้ งในหลาย ๆ ประเทศของทวีปเอเชีย      

กุ้งกลุาดําท่ีเป็นโรคนีมี้อาการดงันี ้ บริเวณหวัของกุ้งจะบวมโตมีสีเหลืองชดั  บริเวณตบัและตบั

http://www.nicaonline.com/%20articles7/
http://www.nicaonline.com/%20articles7/
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ออ่นจะบวมโตมีสีเหลืองชดัเจนเชน่กนั เม่ือเกิดโรคนีข้ึน้กบักุ้ งกลุาดําจะทําให้กุ้ งตายอยา่งรวดเร็ว

ภายใน 2 ถึง 3 วนั ในปัจจบุนัยงัไมมี่ยา หรือสารเคมีท่ีสามารใช้รักษาโรคนีไ้ด้ 

การป้องกนัการเกิดโรคหวัเหลืองในกุ้งกลุาดําสามารถทําได้โดย ดแูลคณุภาพของนํา้ และ

สภาพแวดล้อมตา่ง ๆ ให้ดี  คดัเลือกเฉพาะลกูกุ้ งกลุาดําท่ีปลอดเชือ้ในการปลอ่ยลงในบอ่เลีย้ง 

และป้องกนัอยา่ให้ในบอ่เลีย้งมีตวัพาหะ หรือตวันําเชือ้โรคตวัแดงดวงขาว ซึง่ได้แก่ ก้งเุคย หรือกุ้ง

ชนิดอ่ืน ๆ รวมทัง้ปนูิดตา่ง ๆ (http://www.nicaonline.com/ articles7/site/view_article.asp? 

idarticle=98) 

 โรค vibriosis 

 โรค vibriosis ของกุ้งกลุาดําเกิดจากการติดเชือ้ Vibrio spp. ซึง่เป็นเชือ้แบคทีเรียชนิด

หนึง่ กุ้งกลุาดําท่ีเป็นโรคนีมี้อาการดงันี ้ ตามระยางค์มีรอยไหม้สีดําเกิดขึน้อนัเน่ืองมาจากการท่ีกุ้ ง

พยายามสร้างเม็ดสี มีการอกัเสบของตบั และตบัอ่อน  ตบัฝ่อ กินอาหารได้น้อยลง กุ้ งกลุาดําท่ีเป็น

โรคนีจ้ะทยอยตายเร่ือย ๆ การรักษาโรคนีส้ามารถทําได้โดยการใช้สารเคมีในกลุม่ไอโอดีน หรือยา

ปฏิชีวนะตา่ง ๆ  

 การป้องกนัการเกิดโรค vibriosis ในกุ้งกลุาดําสามารถทําได้โดย ควบคมุปริมาณอาหารท่ี

ให้กบักุ้ งกลุาดําให้อยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสม ควบคมุปัจจยัการเลีย้งตา่ง ๆ เชน่ คณุภาพนํา้ ให้อยูใ่น

เกณฑ์ท่ีเหมาะสม (http://www.nicaonline.com/articles7/site/view_article.asp?idarticle=98) 

 โรคขีข้าว 

โรคขีข้าวของกุ้งกลุาดําเกิดจากการติดเชือ้แบคทีเรียในทางเดนิอาหารบริเวณลําไส้ หรือ

อาจเกิดจากการท่ีก้งกลุาดําได้รับสารพิษ หรือโปรโตซวับางชนิด กุ้ งกลุาดําท่ีเป็นโรคนีมี้อาการ

ดงันี ้ กินอาหารได้น้อยง ผอม ตวัเร่ิมนิ่ม มีการกินกนัเอง และมีการพบขีสี้ขาวลอยอยู่บริเวณผิวนํา้ 

การรักษาโรคนีส้ามารถทําได้โดยการใช้ยาปฏิชีวนะในกลุ่ม Sulfonamides หรือในกลุม่ 

aminoglycoside โดยอาจใช้ร่วมกบั probiotic ก็ได้ 

 การป้องกนัการเกิดโรคขีข้าวในกุ้งกลุาดําสามารถทําได้โดย คดัเลือกอาหารท่ีมีคณุภาพ 

และตรวจสอบความปลอดภยัของอาหารตลอดเวลา นอกจากนีย้งัอาจทําได้โดยการให้ probiotic 

เสริมไปกบัอาหาร (http://www.nicaonline.com/articles7/site/view_article.asp?idarticle=98) 

 โรคเรืองแสง (luminous vibriosis) 

 โรคเรืองแสงของกุ้งกลุาดําเกิดจากการติดเชือ้ Vibrio harveyi ซึง่เป็นแบคทีเรียชนิดหนึง่ 

กุ้ งกลุาดําท่ีเป็นโรคนีมี้อาการดงันี ้กุ้ งลอยอยูท่ี่ขอบบอ่ ไมกิ่นอาหาร ตวัหลวม สีลําตวัขุน่ ซ่ีเหงือก

มีสีดํา ตบัอกัเสบ ตบัออ่นมีสีซีดลง และจะมีการเรืองแสงเกิดขึน้ในเวลากลางคืน หากกุ้งกลุาดํา

ตดิเชือ้ Virio harveyi สายพนัธุ์ท่ีมีความรุนแรงสงูในการก่อโรค (highly virulent strain) สามารถ



 8 

ทําให้กุ้ งมีอตัราการตายสงูถึง 100 % เม่ือในบอ่มีเชือ้เพียง 102 cfu/ml (Lavilla-Pitogo และคณะ 

1992) การรักษาโรคนีส้ามารถทําได้โดยการใช้ยาปฏิชีวนะ และฆา่เชือ้ในนํา้ด้วยไอโอดีนหรือ

เบนซลัโคเนียมคลอไรด์ (Benzalkonium chloride) 

 การป้องกนัการเกิดโรค vibriosis ในกุ้งกลุาดําสามารถทําได้โดย ควบคมุความเคม็ของนํา้

ให้อยูใ่นระดบั 5 ถึง 7 ppt  ควบคมุปริมาณอาหารท่ีให้กบักุ้ งกลุาดําให้อยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสม 

ควบคมุปัจจยัการเลีย้งตา่ง ๆ เชน่ คณุภาพนํา้ ให้อยูใ่นเกณฑ์ท่ีเหมาะสม (http://www. 

thailandshrimp.com/agriculture_tiger8.html, Lavilla-Pitogo 1998) 

 

การแก้ปัญหาโรคตดิเชือ้ในกุ้ง 

 วิธีการแก้ปัญหาโรคติดเชือ้ในกุ้งท่ีผู้ เพาะเลีย้งนิยมใช้กนัอยูท่ัว่ไปในปัจจบุนัคือ การใช้ยา

ปฏิชีวนะ (antibiotics) และสารเคมี โดยยาปฏิชีวนะและสารเคมีท่ีมีจําหน่ายในห้องตลาดมีอยู่

ด้วยกนัหลายชนิดและย่ีห้อทัง้ท่ีถกูกฎหมายและไมถ่กูกฎหมาย เน่ืองจากหน่วยงานท่ีรับผิดชอบไม่

สามารถควบคมุดแูลได้อยา่งทัว่ถึง ดงันัน้จงึเปิดโอกาสให้มีการขายสินค้าท่ีไมไ่ด้ขึน้ทะเบียนได้

อยา่งเสรี และขาดระเบียบปฏิบตัท่ีิถกูต้อง เชน่ การโฆษณาสรรพคณุสินค้าอยา่งเกินความจริง ไม่

มีฉลากสินค้าท่ีระบถึุงสว่นผสมและปริมาณของสารออกฤทธ์ิ ไมบ่อกวนัผลิตและวนัหมดอายขุอง

สินค้า ทําให้เกษตรกรตกอยู่ในฐานะผู้ เสียเปรียบ อีกทัง้การดําเนินธุรกิจของผู้ ค้ายาและสารเคมีใน

ลกัษณะเชน่นีย้่อมนํามาซึง่ปัญหาท่ีจะเกิดขึน้กบัผลผลิตกุ้ งของประเทศ ทัง้ในแง่การตกค้างของยา

และสารเคมีในกุ้ง และในแง่ของการดือ้ยาปฏิชีวนะของเชือ้ก่อโรคในกุ้ง ซึง่จะสง่ผลทําให้ยากตอ่

การรักษาในอนาคต ตลอดจนผลกระทบระยะยาวตอ่สิ่งแวดล้อมในแหลง่เลีย้งกุ้ งซึง่เกษตรกรยงั

จําเป็นต้องใช้เป็นแหลง่ประกอบอาชีพของตนและครอบครัวสืบไป 

 สําหรับสารปฏิชีวนะท่ีนิยมใช้ในการเพาะเลีย้งกุ้ งอยา่งกว้างขวาง (กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์, 2545) คือ ออกซิเททราไซคลิน (Oxytetracycline, OTC) กบัออกโซลินิค แอซิด 

(Oxolinic acid, OA) ซึง่เป็นสารต้านจลุินทรีย์ท่ีอนญุาตให้ใช้อยา่งถกูกฎหมาย โดยเฉพาะ OTC 

นัน้เป็นยาท่ี CODEX ขึน้ทะเบียนให้ใช้ในการผลิตสตัว์นํา้และสตัว์บกเพ่ือใช้เป็นอาหารของมนษุย์ 

อยา่งไรก็ตามการนํายาเหลา่นีม้าใช้ก็ต้องทราบวิธีการใช้และใช้อยา่งถกูต้อง และสิ่งสําคญัท่ีสดุก็

คือ จะต้องไมใ่ห้เหลือตกค้างอยูใ่นเนือ้สตัว์เกินกว่าคา่มาตรฐานท่ีกําหนดไว้ว่าปลอดภยัและ

สามารถนําสตัว์นัน้มาบริโภคได้ ซึง่เรียกคา่ดงักล่าวนีว้่า MRL (Maximum Residue Limit) โดย 

OTC มีคา่ MRL กําหนดไว้ท่ี 0.05 ppm สําหรับประเทศญ่ีปุ่ น และ 0.01 ppm สําหรับสหภาพ

ยโุรป สว่น OA มีคา่ MRL กําหนดไว้ท่ี 0.05 ppm สําหรับประเทศญ่ีปุ่ น และ 0.00 ppm สําหรับ

สหภาพยโุรป ซึง่หมายความวา่ จะต้องไมมี่หลงเหลืออยูเ่ลย สําหรับสารปฏิชีวนะท่ีไมค่วรใช้โดย
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เดด็ขาดในการเพาะเลีย้งกุ้ ง ได้แก่ ยากลุม่คลอแรมฟีนิคอล (Chloramphenicol) ยากลุม่เบต้า   

แลคแตม (β-Lactams) ยากลุม่ไนโตรฟิวแรน (Nitrofurans) ยากลุม่ฟลอูอโรควิโนโลน 

(Fluoroquinolones) ยากลุม่ซลัโฟนาไมด์ (Sulfonamides) และยากลุม่ไกลโคเปปไทด์ 

(Glycopeptides) เป็นต้น 

 

เชือ้แบคทีเรียในจีนัส Vibrio 

แบคทีเรียในจีนสั Vibrio เป็นแบคทีเรียท่ีอยูใ่นวงศ์ Vibrionaceae มีรูปร่างแบบแทง่ (rod) 

โดยอาจเป็นแทง่ตรงหรือโค้งเล็กน้อย มีขนาดกว้าง 0.5-0.8 ไมโครเมตร และยาว 1.4-2.6 

ไมโครเมตร ตดิสีแกรมลบ (gram-negative) สร้างเอนไซม์ออกซิเดส (oxidase) ไมส่ร้างสปอร์ 

(spore) และแคปซูล (capsule) เคล่ือนท่ีได้รวดเร็วโดยใช้แฟลเจลลา (flagella) ท่ีปลายเซลล์เพียง

เส้นเดียวหรือมากกวา่ 1 เส้น บางสายพนัธุ์อาจพบแฟลเจลลาอยู่ด้านข้างของเซลล์ การเพาะเลีย้ง

เชือ้สามารถทําได้ทัง้ในสภาวะท่ีมีและไมมี่ออกซิเจน เจริญได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้ประจําใน

ห้องปฏิบตักิารจลุชีววิทยาโดยทัว่ไป สามารถเห็นโคโลนีขนาด 2-3 มิลลิเมตร ได้ภายหลงัจากการ

บม่เพาะเชือ้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ลกัษณะโคโลนีบน blood agar และ 

chocolate agar จะมีสีเขียวและวาวแสง บางสปีชีส์ (species) ให้ฮีโมลยัซีสแบบบีตา               

(β-hemolysis) รอบโคโลนีบน blood agar เน่ืองจากเชือ้มีความทนทานน้อยตอ่สภาวะท่ีเป็นกรด

แตส่ามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีเป็นดา่ง (pH 8.0-9.5) จึงได้นําคณุสมบตันีิข้องเชือ้มาใช้ในอาหาร

เลีย้งเชือ้ท่ีชว่ยสง่เสริมการเจริญของเชือ้ (enrichment media) อาหารเลีย้งเชือ้จําเพาะ (selective 

media) และอาหารท่ีใช้แยกชนิดของเชือ้ (differential media) โดยอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีชว่ยสง่เสริม

การเจริญของเชือ้ ได้แก่ alkaline peptone water ซึง่มี pH 8.6 อาหารเลีย้งเชือ้จําเพาะท่ีนิยมใช้

กนัมาก ได้แก่ thiosulfate citrate bile salts sucrose (TCBS) agar ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ 

Vibrio บน TCBS agar จะขึน้อยูก่บัความสามารถของเชือ้ในการหมกัย่อยซูโครส สปีชีส์ท่ีสามารถ

หมกัยอ่ยซูโครส เชน่ V. cholerae และ V. alginolyticus จะให้โคโลนีสีเหลือง สว่นสปีชีส์ท่ีไมห่มกั

ยอ่ยซูโครส เชน่ V. minicus และ V. parahaemolyticus จะให้โคโลนีสีเขียว สําหรับ V. harveyi 

สามารถเจริญได้บน TCBS agar แตอ่าจให้โคโลนีสีเหลืองหรือสีเขียวก็ได้ ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัสายพนัธุ์ 

(strain) Vibrio บางสปีชีส์ไมส่ามารถเจริญบน TCBS agar เชน่ V. hollisae และบางสายพนัธุ์ของ 

V. metschnikovii (วิภาวดี, 2540) สําหรับอาหารท่ีใช้แยกชนิดของเชือ้ (differential media) ท่ี

เหมาะสมตอ่การคดัแยกเชือ้ V. harveyi ได้แก่ V. harveyi agar (VHA) (Harris และคณะ 1996) 

เม่ือบม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส และอาศยัความสามารถในการหมกัย่อยเซลลบูิโอส 

(cellubiose) และ ออนิธีน (ornithine) ของ V. harveyi ทําให้เชือ้ V. harveyi มีลกัษณะโคโลนี
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เฉพาะและแตกตา่งไปจากโคโลนีของ Vibrio ชนิดอ่ืน ๆ บน VHA คือ โคโลนีมีสีเขียว กลางโคโลนี

มีสีเขียวเข้ม รอบโคโลนีมีสีเหลือง (yellow halo) (Harris และคณะ 1996)  

  

Vibrio harveyi 

 Vibrio harveyi เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลกัษณะรูปร่างเป็นทอ่นสัน้ๆ เติบโตได้ทัง้ใน

สภาวะมีออกซิเจนและไมมี่ออกซิเจน บางสายพนัธุ์สามารถก่อให้เกิดโรคเรืองแสง (luminous 

vibriosis) ในสตัว์นํา้ เชน่ กุ้ ง (Karunasagar และคณะ 1994, Pizzuto และ Hirst 1995, Alvarez 

และคณะ 1998)และปลา (Kraxberger-Beatty และคณะ 1990, Ishimaru และ Muroga 1997) 

ได้ ความสามารถในการก่อโรคของ V. harveyi เก่ียวข้องกบัยีน hemolysin (Zhang และคณะ 

2001) โดยปกตแิล้ว Vibrio harveyi สามารถเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองได้ โดยการเรืองแสง

ดงักลา่วเกิดจากปฏิกิริยาท่ีต้องอาศยัเอนไซม์ luciferase โดยเอนไซม์ luciferase จะทําหน้าท่ีเร่ง

ปฏิกิริยา oxidation ของ luciferin  

 ปฏิกิริยาท่ีทําให้เกิดการเรืองแสงประกอบด้วย 2 ขัน้ตอน ดงันี ้

luciferin + ATP → luciferyl adenylate + PPi 

luciferyl adenylate + O2 → oxyluciferin + AMP + light 

 Vibrio harveyi ถกูจดัจําแนกตามหลกัอนกุรมวิธาน ดงันี ้

 Phylum: Proteobacteria 

 Class: Gamma Proteobacteria 

 Order: Vibrionales 

 Family: Vibrionaceae 

 Genus: Vibrio 

 Species: V. harveyi 

 (http://en.wikipedia.org/wiki/Vibrio_harveyi) 

 

Bacteriophages 

 Bacteriophages (bacterial viruses) ถกูค้นพบครัง้แรกโดยนกัวิทยาศาสตร์สองทา่น คือ 

Dr. Frederick William Twort (ในปีค.ศ. 1915) และ Dr. Felix Hubert d’Herelle (ในปีค.ศ. 

1917) (Ackermann 2003) โดย Dr. Twort ซึง่เป็นนกัพยาธิวิทยา (pathologist) ชาวองักฤษ ได้

ทําการวิจยัท่ีกรุงลอนดอน (London) ประเทศองักฤษ และพบไวรัส (virus) ท่ีสามาถทําให้ 

Micrococcus กลายพนัธุ์ได้ สว่น Dr. d’Herelle ซึง่เป็นนกัวิทยาศาสตร์ชาวฝร่ังเศสเชือ้สาย

http://en.wikipedia.org/wiki/Adenosine_triphosphate
http://en.wikipedia.org/wiki/Pyrophosphate
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Adenosine_monophosphate
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แคนาดา ได้ทําการวิจยัท่ีสถาบนั the Pasteur Institute of Paris ในกรุงปารีส (Paris) ประเทศ

ฝร่ังเศส และพบการแตกสลาย (lysis) ของ Shigella โดยไวรัส นอกจากนี ้ Dr. d’Herelle ยงัเป็น

บคุคลแรกท่ีได้ใช้คําวา่ “bacteriophages” ในการเรียกไวรัสท่ีสามารถบกุรุก (infect) แบคทีเรีย  

 bacteriophages โดยทัว่ไปมกัประกอบด้วย genome ท่ีมี capsid หรือ protein coat 

หอ่หุ้มอยู ่ โดย bacteiophages บางชนิดอาจมี envelope ซึง่มีไขมนั (lipid) เป็นส่วนประกอบ

หอ่หุ้ม capsid อีกชัน้หนึง่  genome ของ bacteriophages อาจเป็น single-stranded DNA 

(ssDNA)  double-stranded DNA (dsDNA)  single-stranded RNA (ssRNA) หรือ double-

stranded RNA (dsDNA) ก็ได้ นอกจากนี ้ genome ของ bacteriophages ยงัอาจมีรูปร่างเป็น 

circular หรือ linear ก็ได้ (Ackermann 2003) 

 

การจัดจาํแนก bacteriophages (Bacteriophage classification) 

 ในอดีตท่ีผา่นมามีการจดัจําแนก bacteriophage กนัหลากหลายวิธี ซึง่แตล่ะวิธีมี

ข้อกําหนด และกฎเกณฑ์ท่ีแตกตา่งกนัออกไป ตวัอย่างเชน่ การจดัจําแนก bacteriophage ตาม

วิธีของ d’Herelle (1918)   การจดัจําแนก bacteriophage ตามวิธีของ Holmes (1948)  การจดั

จําแนก bacteriophage ตามวิธีของ Lwoff และคณะ (1962) และการจดัจําแนก bacteriophage 

ตามวิธีของ Bradley (1967) เป็นต้น ดงันัน้จงึได้มีการจดัตัง้หนว่ยงานซึง่ทําหน้าท่ีจดัจําแนก 

bacteriophages ขึน้เรียกว่า “International Committee for Taxonomy of Viruses” หรือ “ICTV” 

 ICTV ได้จดัจําแนกไวรัสทัง้หมดออกเป็น 3 orders 61 families และ 241 genera 

(Ackermann 2003) โดย bacteriophage ถกูจดัอยูใ่น 1 order 13 families และ 30 genera 

(ตารางท่ี 1)  สว่นการตัง้ช่ือไวรัสได้ใช้ภาษาละติน (latin) หรือภาษากรีก (Greek) โดยถ้าเป็นช่ือ 

order ให้ลงท้ายช่ือด้วย –virales  ถ้าเป็นช่ือ family ให้ลงท้ายช่ือด้วย –viridae และถ้าเป็นช่ือ 

genus ให้ลงท้ายช่ือด้วย –virus  

 ตามการจดัจําแนก bacteriophages ของ ICTV bacteriophages ท่ีมีรูปร่าง tailed 

shape จะถกูจดัอยูใ่น order “Caudovirales” ซึง่ bacteriophages ท่ีอยูใ่น order นีย้งัถกูแบง่

ออกเป็น 3 families คือ Myoviridae  Siphoviridae และ Podoviridae  สว่น bacteriophages ท่ี

มีรูปร่าง polyhedral shape จะถกูแบง่ออกเป็น 5 families คือ Microviridae  Corticoviridae  

Tectiviridae  Leviviridae และ Cystoviridae  ในขณะท่ี bacteriophages ท่ีมีรูปร่าง 

filamentous shape จะถกูแบง่ออกเป็น 3 families คือ Inoviridae  Lipothrixviridae และ 

Rudiviridae  นอกจากนี ้bacteriophages ท่ีมีรูปร่าง pleomorphic shape จะถกูแบง่ออกเป็น 2 

families คือ Plasmaviridae และ Fuselloviridae  จากตารางท่ี 1  ตารางท่ี 2 และตารางท่ี 3 จะ
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เห็นวา่ bacteriophages ใน families ตา่ง ๆ มีความแตกตา่งกนัหลายด้าน ไมว่า่จะเป็น รูปร่าง

ของ bacteriophages   ชนิดของกรดนิวคลีอิก (nucleic aid) ของ bacteriophages  ลกัษณะและ

สว่นประกอบของ bacteriophages  ตลอดจนความสามารถของ bacteriophages ในการบกุรุก

แบคทีเรียกลุม่ตา่ง ๆ เป็นต้น  อยา่งไรก็ตามข้อมลูตา่ง ๆ เก่ียวกบั bacteriophages ท่ีได้นําเสนอ

ในท่ีนีอ้าจไมถ่กูต้องในอนาคตข้างหน้า ทัง้นีเ้น่ืองจากการศกึษาและค้นหา bacteriophages ชนิด

ใหม ่ ๆ ยงัคงดําเนินตอ่ไปเร่ือย ๆ และมีการคาดการณ์ว่าในอนาคตจะมี bacteriophages ชนิด

ใหม ่ๆ ถกูค้นพบอีกมาก 

 Tailed phages 

 Tailed phage จดัเป็น bacteriophages กลุม่ท่ีใหญ่ท่ีสดุ เน่ืองจากมี bacteriophages 

ประมาณ 96% ของ bacteriophages ทัง้หมด (Ackermann 1999, 1996) ลกัษณะโดยทัว่ไปของ 

tailed phages ประกอบด้วย สว่นหวัท่ีมีสมมาตรแบบลกูบากศ์ (head with cubic symmetry) 

และสว่นหางท่ีขดเป็นเกลียว (helical tail) (Lwoff และคณะ 1962)  genome ของ tailed phages 

ทกุชนิดเป็น linear dsDNA ซึง่มีอยู ่1 อนั และถกูล้อมรอบด้วย capsid   

 Tailed phages ทกุชนิดจดัอยูใ่น order Caudovirales โดย bacteriophages ท่ีอยูใ่น 

order ดงักลา่วยงัสามารถถกูแบง่ออกได้เป็น 3 families คือ Myoviridae  Siphoviridae และ 

Podoviridae (ตารางท่ี 1, รูปท่ี 1) 

 ใน family Myoviridae มี tailed phages อยู่ประมาณ 25% ของ tailed phages ทัง้หมด  

ลกัษณะเดน่ของ bacteriophages ใน family นีคื้อ สว่นหางของ bacteriphages มีลกัษณะยืดหด

ได้ (contractile tail) และประกอบด้วยแกนกลางท่ีเรียกวา่ central tube ซึง่ถกูหอ่หุ้มด้วยส่วนท่ี

เรียกวา่ sheath   bacteriophages ใน family Myoviridae ยงัสามารถแบงได้เป็น 6 genera โดย

ตวัอยา่งของ bacteriohages ท่ีอยูใ่น family นี ้เชน่ T4 เป็นต้น (Ackermann 2003) 

ใน family Siphoviridae มี tailed phages อยู่ประมาณ 61% ของ tailed phages 

ทัง้หมด ซึง่จดัเป็น family ท่ีใหญ่ท่ีสดุของ tailed phages ลกัษณะเดน่ของ bacteriophages ใน 

family นีคื้อ สว่นหางของ bacteriphages มีลกัษณะยาว และไมส่ามารถยืดหดได้ (long, 

noncontractile tail)   bacteriophages ใน family Siphoviridae ยงัสามารถแบงได้เป็น 6 

genera โดยตวัอยา่งของ bacteriohages ท่ีอยูใ่น family นี ้ เชน่ lambda (λ) เป็นต้น 

(Ackermann 2003) 

ใน family Podoviridae มี tailed phages อยูป่ระมาณ 14% ของ tailed phages ทัง้หมด 

ลกัษณะเดน่ของ bacteriophages ใน family นีคื้อ สว่นหางของ bacteriphages มีลกัษณะสัน้ 
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(short tail)   bacteriophages ใน family Podoviridae ยงัสามารถแบงได้เป็น 3 genera โดย

ตวัอยา่งของ bacteriohages ท่ีอยูใ่น family นี ้เชน่ T7 เป็นต้น (Ackermann 2003) 

Polyhedral phages 

 Polyhedral phages เป็น bacteriophages ท่ีมีรูปร่างหลายเหล่ียม  genome ของ 

bacteriophages ในกลุม่นีมี้ทัง้แบบ ssDNA  dsDNA  ssRNA และ dsRNA  polyhedral 

phages ถกูจดัแบง่เป็น 5 families คือ Microviridae  Corticoviridae  Tectiviridae  Leviviridae 

และ Cystoviridae (ตารางท่ี 1, รูปท่ี 1) 

 Genome ของ bacteriophages ใน family Microviridae เป็น circular ssDNA ซึง่มี 1 

อนั และถกูหอ่หุ้มด้วย capsid  ลกัษณะเดน่ของ bacteriophages ใน family นีคื้อ เป็น 

bacteriophages ท่ีมีขนาดเล็ก  bacteriophages ใน family Microviridae สามารถแบง่ได้เป็น 4 

genera โดยตวัอยา่งของ bacteriohages ท่ีอยูใ่น family นี ้ เชน่ ΦX174เป็นต้น (Ackermann 

2003) 

Genome ของ bacteriophages ใน family Corticoviridae เป็น circular dsDNA 

ลกัษณะเดน่ของ bacteriophages ใน family นีคื้อ capsid ของ bacteriophages ใน family นี ้

ประกอบด้วย ชัน้ของโปรตีน 2 ชัน้ โดยมีชัน้ของ lipid bilayer แทรกอยู่ตรงกลาง  

bacteriophages ใน family Corticoviridae มีเพียง 1 genus โดย bacteriohages ท่ีอยูใ่น family 

นี ้ได้แก่ PM2 (Ackermann 2003) 

Genome ของ bacteriophages ใน family Tectiviridae เป็น linear dsDNA ลกัษณะ

เดน่ของ bacteriophages ใน family นีคื้อ มี capsid ท่ีแข็งแรง (rigid protein capsid) และมี 

lipoprotein vesicles อยูภ่ายใน (internal lipoprotein vesicles) ซึง่ในขณะท่ี bacteriophages 

ใน family นีเ้กาะท่ีผิวของแบคทีเรีย vesicle ดงักลา่วจะเปล่ียนไปเป็นทอ่ (tail-like tube) ท่ีมี

ความยาวประมาณ 60 นาโนเมตร ซึง่จะทําหน้าท่ีเป็นทางให้ DNA ถกูปลอ่ยจาก 

bacteriophages เข้าสูเ่ซลล์ของแบคทีเรีย  bacteriophages ใน family Corticoviridae มีเพียง 1 

genus โดยตวัอยา่งของ bacteriohages ท่ีอยูใ่น family นี ้ เชน่ PRD1 เป็นต้น (Ackermann 

2003) 

Genome ของ bacteriophages ใน family Leviviridae เป็น linear ssRNA ซึง่ถกูหอ่หุ้ม

ด้วย capsid ท่ีมีโครงสร้างแตกตา่งจาก RNA viruses ทัว่ไป (Valegard และคณะ 1990) 

bacteriophages ใน family นีมี้ลกัษณะคล้าย polioviruses  bacteriophages ใน family 

Leviviridae สามารถแบง่ได้เป็น 2 genera โดยตวัอยา่งของ bacteriohages ท่ีอยู่ใน family นี ้

เชน่ MS2 เป็นต้น (Valegard และคณะ 1990, Ackermann 2003) 
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Genome ของ bacteriophages ใน family Cystoviridae เป็น linear dsRNA ลกัษณะ

เดน่ของ bacteriophages ใน family นีคื้อ มี envelope ซึง่ประกอบด้วยไขมนั (lipid containing 

envelope) ล้อมรอบด้านนอกของ capsid และ bacteriophages ใน family นีส้ามารถบกุรุกได้

เฉพาะ Pseudomonas syringae เทา่นัน้  bacteriophages ใน family Cystoviridae มีเพียง 1 

genus โดย bacteriohages ท่ีอยูใ่น family นี ้ได้แก่ Φ6 (Ackermann 2003) 

Filamentous phages 

 Filamentous phages เป็น bacteriophages ท่ีมีรูปร่างเป็นสาย หรือเป็นเส้น genome 

ของ bacteriophages ในกลุ่มนีมี้ทัง้แบบ ssDNA และ dsDNA   filamentous phages ถกูจดัแบง่

เป็น 3 families คือ Inoviridae   Lipothrixviridae และ Rudiviridae (ตารางท่ี 1, รูปท่ี 1) 

Genome ของ bacteriophages ใน family Inoviridae เป็น circular ssDNA 

bacteriophages ใน family นีส้ามารถจดัจําแนกได้เป็น 2 genera คือ Inovirus และ Plectrovirus

ใน genus Inovirus มี bacteriophages 42 ชนิด  ลกัษณะเดน่ของ bacteriophages ใน genus 

นีคื้อ มีลกัษณะเป็นสายยาว (long filament) ซึง่อาจแข็ง (rigid) หรือยืดหยุน่ได้ (flexible) ก็ได้ มี

ความทนทานตอ่ความร้อน แตไ่วตอ่ chloroform  แบคทีเรียท่ีสามารถเป็นเซลล์เจ้าบ้าน (host 

cell) ของ bacteriophages ใน genus Inovirus ได้ ได้แก่ แบคทีเรียท่ีจดัเป็น enterobacteria  

Clostridium (Kim และ Blaschek 1991)  Propionibacterium (Gautier 1999)  สว่นใน genus 

Plectrovirus มี bacteriophages 15 ชนิด ลกัษณะเดน่ของ bacteriophages ใน genus นีคื้อ มี

ลกัษณะเป็นแทง่ตรงสัน้ ๆ (short, straight rod) แบคทีเรียท่ีสามารถเป็นเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) 

ของ bacteriophages ใน genus Inovirus ได้ ได้แก่ แบคทีเรียในกลุม่ mycoplasmas 

(Ackermann 2003) 

Genome ของ bacteriophages ใน family Lipothrixviridae เป็น linear dsDNA  

bacteriophages ใน family นีมี้ลกัษณะเป็นแทง่ (rod-like shape) และมี lipoprotein envelope 

หอ่หุ้มอยูภ่ายนอก bacteriophages ใน family Lipothrixviridae มีเพียง 1 genus โดยตวัอยา่ง

ของ bacteriophages ท่ีอยูใ่น family นี ้เชน่ TTV 1 เป็นต้น (Ackermann 2003) 

Genome ของ bacteriophages ใน family Rudiviridae เป็น linear dsDNA  

bacteriophages ใน family นีมี้ลกัษณะเป็นแทง่ตรงแข็ง (straight, rigid rod) ไมมี่ envelope 

หอ่หุ้มภายนอก และมีลกัษณะคล้าย tobacco mosaic virus  bacteriophages ใน family 

Rudiviridae มีเพียง 1 genus โดยตวัอยา่งของ bacteriophages ท่ีอยูใ่น family นี ้ เชน่ SIRV 1 

เป็นต้น (Ackermann 2003) 
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Pleomorphic phages 

Pleomorphic phages เป็น bacteriophages ท่ีมีรูปร่างไมแ่นน่อน  bacteriophages ทกุ

ชนิดในกลุม่นีมี้ genome เป็น circular dsDNA   pleomorphic phages ถกูจดัแบง่เป็น 2 

families คือ Plasmaviridae และ Fuselloviridae (ตารางท่ี 1, รูปท่ี 2) 

Bacteriophages ใน family Plasmaviridae เป็น bacteriophages ท่ีไมมี่ capsid        

แตมี่ envelope ท่ีประกอบด้วยไขมนัห่อหุ้มแทน  ในการบกุรุกเซลล์ของแบคทีเรียในกลุม่ 

mycoplasmas   envelope ของ bacteriophage ในกลุม่นีจ้ะเช่ือม (fuse) รวมกบัเย่ือหุ้มเซลล์ 

(cell membrane) ของแบคทีเรีย ซึง่ทําให้ bacteriophages สามารถปลอ่ย genome เข้าสูเ่ซลล์

ของแบคทีเรียได้  bacteriophages ใน family Plasmaviridae มีเพียง 1 genus โดยตวัอยา่งของ 

bacteriophages ท่ีอยูใ่น family นี ้เชน่ L2 เป็นต้น (Ackermann 2003) 

Bacteriophages ใน family Fuselloviridae มีลกัษณะคล้ายผลมะนาว (lemon-shaped) 

และมีหนามสัน้ ๆ (short spikes) ท่ีปลายด้านหนึง่  capsid ของ bacteriophages ใน family นี ้

ประกอบด้วย hydrophobic proteins 2 ชนิด และไขมนัท่ีได้มาจากเซลล์เจ้าบ้าน (host lipids) 

capsid ดงักลา่วสามารถถกูทําลายได้โดย chloroform  bacteriophages ใน family 

Fuselloviridae มีเพียง 1 genus โดยตวัอยา่งของ bacteriophages ท่ีอยูใ่น family นี ้เชน่ SSV 1 

เป็นต้น (Ackermann 2003) 

 

Shape Nucleic acid Families Genera Examples Members characteristics 

Tailed DNA, ds, L Myoviridae 6 T4 1243 Tail contractile 

 DNA, ds, L Siphoviridae 6 λ 3011 Tail long, noncontractile 

 DNA, ds, L Podoviridae 3 T7 696 Tail short 

Polyhedral DNA, ss, C Microviridae 4 ΦX174 40  

 DNA, ds, C, T Corticoviridae 1 PM2 3 Complex capsid, ipids 

 DNA, ds, L Tectiviridae 1 PRD1 18 Internal lipoprotein vesicle 

 RNA, ss, L Leviviridae 2 MS2 39  

 RNA, ds, L, S Cystoviridae 1 Φ6 1 Envelope, lipids 

Filamentous DNA, ss, C Inoviridae 2 fd 57 Filaments or rods 

 DNA, ds, L Lipothrixviridae 1 TTV1 6 Envelope, lipids 

 DNA, ds, L Rudiviridae 1 IRV1 2 Resembles TMV 

Pleomorphic DNA, ds, C, T Plasmaviridae 1 L2 6 Envelope, lipids, no capsid 

 DNA, ds, C, T Fuselloviridae 1 SSV1 8 Spindle-shape, no capsid 

C = circular, L = linear, S = segmented, T = superhelical, ss = sigle-stranded, ds = double-stranded 
 

ตารางท่ี 1  การจดัจําแนกชนิด และคณุสมบตัโิดยทัว่ไปของ bacteriophages 
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รูปท่ี 2  ไดอะแกรม (diagram) แสดงลกัษณะของ bacteriophages ใน families ตา่ง ๆ  
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Bergey 

sectiona 

Bacterial group Myoviridae Siphoviridae Podoviridae PFPb 

 Gram-negative bacteria     

1 Spirochetes 10 1 - - 

2 Spirilla and vibrioids 26 14 - 9 

4 Rods and cocci, aerobic 303 323 230 22 

5 Rods, facultatively anaerobic 440 340 300 93 

6 Rods, anaerobic 4 21 5 - 

7 Sulfate and sulfur reducers 1 1 - - 

8 Anaerobic cocci - 2 2 - 

9 Rickettsias and chlamydias - 1 1 2 

11 Endosymbionts  - - 2 - 

18 Anoxygenic phototrophs 3 6 3 - 

19 Cyanobacteria  22 6 16 - 

20 Chemolithotrophs  1 1 - - 

21 Budding and/or appendaged bacteria 8 90 14 8 

22 Sheathed bacteria - - 1 - 

23 Nonfruiting gliding bacteria 30 2 - 2 

24 Myxobacteria  11 - 5 - 

 Gram-positive eubacteria     

10 Mycoplasmas  1 2 14 21 

12 Cocci  44 1144 29 - 

13 Endospore producers 257 317 51 10 

14 Nonsporing regular rods 71 213 2 - 

15 Nonsporing pleomorphic rods - 183 13 1 

16 Mycobacteria  1 77 - - 

17, 26 Nocardioforms  1 95 1 - 
aBergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
bPolyhedral, filamentous and pleomorphic phages 

 

ตารางท่ี 2 จํานวนของ bacteriophages ท่ีมีรายงานว่าสามารถบกุรุกแบคทีเรียกลุม่ตา่ง ๆ  
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Bergey 

sectiona 

Bacterial group Myoviridae Siphoviridae Podoviridae PFPb 

 Gram-positive eubacteria (ต่อ)     

28 actinoplanes 1 4 - - 

29 Streptomycetes  2 121 8 - 

30 Maduromycetes  - 3 - - 

31 Thermomonosporae  - 27 - - 

32 Thermoactinomycetes  - 3 1 - 

33 Other actinomycetes - 6 - - 

25 Archaea  7 7 - 18 
aBergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
bPolyhedral, filamentous and pleomorphic phages 
 

ตารางท่ี 2  จํานวนของ bacteriophages ท่ีมีรายงานวา่สามารถบกุรุกแบคทีเรียกลุม่ตา่ง ๆ (ตอ่) 

 

Phage group or family Bacterial group or genus 

Tailed phages (Myoviridae, 

Siphoviridae and 

Podoviridae) 

Eubacteria, Euryarchaeota (extreme halophiles and methanogens) 

Microviridae Enterobacteria, Bdellovibrio, Chlamydia, Spiroplasma 

Corticoviridae Alteromonas 

Tectiviridae (a) Enterics, Acinetobacter, Pseudomonas, Thermus, Vibrio 

(b) Bacillus, Alicyclobacillus 

Leviviridae Enterics, Acinetobacter, Caulobacter, Pseudomonas 

Cystoviridae Pseudomonas 

Inoviridae: 

     Inovirus 

     Plectrovirus 

 

Enterics, Pseudomonas, Thermus, Vibrio, Xanthomonas 

Acholeplasma, Spiroplasma 

Plasmaviridae Acholeplasma 

Lipothrixviridae Crenachaeota: Acidianus, Sulfolobus, Thermoproteus 

Rudiviridae Crenachaeota: Sulfolobus 

Fuselloviridae (a) Crenachaeota: Acidianus, Sulfolobus 

(b) Euryarchaeota: Methanococcus, Pyrococcus 
 

ตารางท่ี 3  แบคทีเรียท่ีสามารถถกูบกุรุกได้โดย bacteriophages กลุม่ตา่ง ๆ 
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พันธุศาสตร์ (Genetics) ของ bacteriophages 

ดงัท่ีได้กลา่วมาแล้วว่า genome ของ bacteriophages มีทัง้แบบท่ีเป็น single-stranded 

DNA   double-stranded DNA   single-stranded RNA และ double-stranded RNA ซึง่ใน 

genome แตล่ะแบบยงัอาจมีได้หลายลกัษณะ เชน่ ลกัษณะท่ีเป็นเส้นตรง (linear) และ ลกัษณะท่ีเป็น

วงกลม (circular) (ตารางท่ี 4) 

 

Phage       Host             Genome type      Genome size (kb)    Number of genes#     

MS2       E. coli       ss linear RNA                   3.6                            3               

φX174       E. coli     ss circular DNA             5.4               11 

M13       E. coli     ss circular DNA             6.4               10 

T7       E. coli      ds linear DNA            39.9               55 

λ       E. coli      ds linear DNA            49.5               48 

T4       E. coli      ds linear DNA          166.0              150 
 

ตารางท่ี 4  ลกัษณะทัว่ไปของ genome ของ bacteriophages บางชนิด 

                                    (ss = single-stranded,  ds= double-stranded, 

                                     #   = the numbers refer to genes with identified functions) 

 

 จากตารางท่ี 5 จะเห็นวา่ bacteriophages บางชนิดมี genome ขนาดเล็ก ซึง่ประกอบด้วย

ยีนเพียงไมก่ี่ยีน เชน่ bacteriophage M13   bacteriophage ชนิดนีมี้ genome ขนาดประมาณ 6.4 

kb ซึง่ประกอบด้วยยีนเพียง 10 ยีน โดยท่ียีนเหลา่นีส้่วนใหญ่เป็นยีนสําหรับเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบั

กระบวนการจําลองตวัเอง (replication) ของ genome ของ bacteriophage M13 (ยีน II และ ยีน V) 

และยีนสําหรับโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบของโปรตีนหอ่หุ้ม (capsid) ของ bacteriophage M13 (ยีน 

III ยีน V และ ยีน VIII) (รูปท่ี 3) สว่น bacteriophages บางชนิดมี genome ขนาดใหญ่ ซึง่

ประกอบด้วยยีนจํานวนมาก เชน่ bacteriophage lambda (bacteriophage λ)   bacteriophage 

ชนิดนีมี้ genome ขนาดประมาณ 49.5 kb ซึง่ประกอบด้วยยีนจํานวนมากนอกเหนือไปจากยีนสําหรับ

เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการจําลองตวัเองของ genome ของ bacteriophage λ (ยีนในกลุม่ 

replication) และยีนสําหรับโปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบของโปรตีนหอ่หุ้มของ bacteriophage λ (head 

genes และ tail genes) (รูปท่ี 4)  ถึงแม้วา่ bacteriophage λ จะมี genome ขนาดใหญ่ และมียีน

จํานวนมากเพียงใดก็ตาม bacteriophage λ ก็ยงั จําเป็นต้องอาศยัเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านในการ

ดํารงชีพเหมือนกบั bacteriophages ท่ีมี genome ขนาดเล็กและมียีนเพียงไมก่ี่ยีน 
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รูปท่ี 3  genetic map ของ bacteriophage M13 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 4  genetic map ของ bacteriophage λ (แสดงเฉพาะยีนบางยีนเท่านัน้) 
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Bacteriophages บางชนิดสามารถทําให้เกิดได้เฉพาะ lytic cycle แตบ่างชนิดสามารถทําให้

เกิดได้ทัง้ lytic cycle และ lysogeny 

 เม่ือ bacteriophage บกุรุกเข้าไปอาศยัอยูใ่นเซลล์แบคทีเรีย จะทําให้เกิดการเปล่ียนแปลง

ขึน้กบัเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านได้ในลกัษณะใดลกัษณะหนึง่จาก 2 ลกัษณะท่ีกําลงัจะกลา่วถึง ทัง้นี ้

ขึน้อยู่กบัชนิดของ bacteriophage  

 การเปล่ียนแปลงในลกัษณะแรก เร่ิมต้นจากการท่ี bacteriophage มาเกาะท่ีผิวของเซลล์เจ้า

บ้าน (โดยการจบักบั receptor ท่ีจําเพาะบนผิวของเซลล์เจ้าบ้าน) จากนัน้ bacteriophage จะปลอ่ย 

genome เข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน ซึง่ภายในเซลล์เจ้าบ้านนี ้ genome ดงักลา่วจะมีการเพิ่มจํานวนขึน้     

หลงัจากนัน้จะมีการสร้างโปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบของโปรตีนหอ่หุ้ม (capsid) โดยอาศยัข้อมลูทาง

พนัธุกรรมจาก genome ของ bacteriophage แตอ่าศยัเอนไซม์ตา่ง ๆ ของเซลล์เจ้าบ้าน ซึง่ตอ่มา 

bacteriophage genome และโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบของโปรตีนหอ่หุ้มจะมาประกอบกนัเป็น 

bacteriophages ท่ีสมบรูณ์  ทําให้มี bacteriophages จํานวนมากเกิดขึน้ภายในเซลล์เจ้าบ้าน  

จากนัน้ bacteriophages จะทําลายแบคทีเรียเจ้าบ้าน และหลดุออกสูภ่ายนอก  bacteriophages ท่ี

หลดุออกสูภ่ายนอกเหลา่นีส้ามารถท่ีจะไปบกุรุกเซลล์เจ้าบ้านตวัอ่ืนได้ ซึง่เป็นการเร่ิมต้นของวงจรนี ้

ใหม ่  เน่ืองจากวงจรนีเ้ป็นวงจรท่ีมีการทําลายเซลล์เจ้าบ้าน ดงันัน้จงึเรียกวงจรดงักลา่วนีว้่า lytic 

infection cycle หรือ lytic cycle (รูปท่ี 5) และเรียก bacteriophage ท่ีทําให้เกิดวงจรนีว้า่ virulent 

phage ซึง่ได้แก่ bacteriophage T4 เป็นต้น 
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รูปท่ี 5  lytic cycle ของ bacteriophage T4 
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 การเปล่ียนแปลงในลกัษณะท่ีสอง เร่ิมต้นจากการท่ี bacteriophage มาเกาะท่ีผิวของเซลล์

เจ้าบ้าน (โดยการจบักบั receptor ท่ีจําเพาะบนผิวของเซลล์เจ้าบ้าน) และปลอ่ย genome เข้าสูเ่ซลล์

เจ้าบ้าน  จากนัน้ genome ของ bacteriophage จะแทรกเข้าไปอยูใ่น chromosome ของเซลล์เจ้า

บ้าน (host chromosome) ตรงตําแหนง่ท่ีจําเพาะ ทําให้ bacetriophage genome สามารถเพิ่ม

จํานวนไปพร้อม ๆ กบัการเพิ่มจํานวนของ host chromosome ได้ (รูปท่ี 6) เรียก bacteriophage 

genome ท่ีแทรกเข้าไปอยูใ่น host chromosome วา่ prophage และ เรียกการเปล่ียนแปลงท่ีเกิด

ขึน้กบัเซลล์เจ้าบ้านในลกัษณะนีว้า่ lysogeny    prophage สามารถอยูใ่น lysogenic state ไปได้

เร่ือย ๆ จนกวา่จะมีการกระตุ้น (induction) ด้วยสิ่งกระตุ้นท่ีเหมาะสม ซึง่จะทําให้ bacteriophage ท่ี

อยูใ่น lysogenic state เปล่ียนไปใช้วงจรชีวิตแบบ lytic cycle (รูปท่ี 6) การเปล่ียนจาก lysogeny ไป

เป็น lytic cycle สามารถเกิดขึน้ได้โดยการท่ี bacteriophage genome จะถกูตดัให้แยกออกจาก host 

chromosome  จากนัน้จะมีการเพิ่มจํานวนของ bacteriophage genome และ มีการสร้างโปรตีนท่ี

เป็นสว่นประกอบของโปรตีนหอ่หุ้ม (capsid)  ซึง่ตอ่มา bacteriophage genome และ โปรตีนท่ีเป็น

สว่นประกอบของโปรตีนหอ่หุ้มจะมาประกอบกนั ทําให้มี bacteriophages จํานวนมากเกิดขึน้ภายใน

เซลล์เจ้าบ้าน  ซึง่ bacteriophages เหลา่นีจ้ะหลดุออกสูภ่ายนอกได้โดยการทําลายเซลล์เจ้าบ้าน  

เรียก bacteriophage ท่ีสามารถทําให้เกิดได้ทัง้ lysogeny และ lytic cycle วา่ temperate phage ซึง่

ได้แก่ bacteriophage lambda (bacteriophage λ) เป็นต้น 

ยีนตา่ง ๆ ของ bacteriophage ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด lytic cycle 

 lytic cycle สามารถแบง่ได้เป็น 2 ระยะใหญ่ ๆ คือ early infection และ late infection 

 ระยะ early infection จะนบัตัง้แตข่ัน้ตอนท่ี genome ของ bacteriophage ถกูปล่อยเข้าสู่

แบคทีเรียเจ้าบ้านจนถึงขัน้ตอนท่ีเร่ิมมีกระบวนการ replication (การจําลองตวัเอง) ของ 

bacteriophage genome เกิดขึน้ ในระยะนีจ้ะมีการสร้างเอนไซม์ตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการจําลอง

ตวัเองของ bacteriophage genome ซึง่เอนไซม์เหลา่นีจ้ะถกูนําไปใช้ในการเพิ่มจํานวนของ 

bacteriophage genome  ในรูปท่ี 7 ระยะ early infection ได้แก่ขัน้ตอน infection และ early 

development รวมกนั 
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รูปท่ี 6  bacteriophage lambda สามารถทําให้เกิดได้ทัง้ lysogeny และ lytic cycle 
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 ระยะ late infection จะนบัตอ่จากระยะ early infection จนถึงขัน้ตอนท่ีเซลล์เจ้าบ้านถกู

ทําลายและมีการปล่อย bacteriophages ออกสูภ่ายนอก  ระยะนีเ้ป็นระยะท่ีมีการสร้างโปรตีนท่ีเป็น

สว่นประกอบของโปรตีนหอ่หุ้มของ bacteriophage โดยอาศยัเอนไซม์ของเซลล์เจ้าบ้าน เม่ือโปรตีน

เหลา่นีม้าประกอบเข้าด้วยกนัเป็นสว่นหวั (head) และสว่นหาง (tail) แล้ว bacteriophage genome 

จงึจะถกูบรรจเุข้าไปในสว่นหวั จากนัน้ส่วนหางจงึจะประกอบเข้ากบัส่วนหวัท่ีมี bacteriophage 

genome อยู่ เพ่ือให้ได้ bacteriophage ท่ีสมบรูณ์ ซึง่จะถกูปลอ่ยออกสูภ่ายนอกโดยการทําให้เซลล์

เจ้าบ้านแตก  ในรูปท่ี 7 ระยะ late infection ได้แก่ ขัน้ตอน late development และ lysis รวมกนั 

 ในระยะตา่ง ๆ ของ lytic cycle จะมีการแสดงออกของยีนท่ีแตกตา่งกนั  ดงันัน้จงึได้มีการแบง่

ยีนตา่ง ๆ ของ bacteriophage ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด lytic cycle ออกเป็น 3 กลุม่ ตามระยะของ lytic 

cycle ท่ียีนนัน้ ๆ แสดงออก ได้แก่ immediate early genes (บางทีอาจเรียกวา่ early genes)  

delayed early genes และ late genes  ใน bacteriophage ตา่งชนิดกนัอาจมีช่ือเรียกกลุม่ของยีน

เหลา่นีแ้ตกตา่งกนั 

 immediate early genes และ delayed early genes เป็นยีนท่ีแสดงออกในระยะ early 

infection ของ lytic cycle โดย immediate early genes จะเป็นยีนกลุม่แรกท่ีแสดงออกหลงัจากท่ี 

bacteriophage ปลอ่ย genome เข้าสูเ่ซลล์เจ้าบ้าน  เหตท่ีุเป็นเชน่นีเ้น่ืองจากยีนในกลุม่นีมี้ 

promoter ท่ีเหมือนกบั promoter ของยีนในเซลล์เจ้าบ้าน ดงันัน้ยีนในกลุม่นีจ้งึสามารถใช้โปรตีน

ควบคมุ (regulatory proteins) ตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการแสดงออกของยีนเจ้าบ้านในการแสดงออก

ของตวัเองได้  สว่นการแสดงออกของ delayed early genes ต้องอาศยัโปรตีนบางตวัท่ีได้มาจากการ

แสดงออกของ immediate early genes  ดงันัน้ delayed early genes จะแสดงออกได้ตอ่เม่ือ 

immediate early genes ต้องแสดงออกก่อนเสมอ 

 late genes เป็นยีนท่ีแสดงออกในระยะ late infection ของ lytic cycle  การแสดงออกของยีน

ในกลุม่นีต้้องอาศยัโปรตีนบางตวัท่ีได้มาจากการแสดงออกของ delayed early genes ดงันัน้การ

แสดงออกของ late genes จะเกิดขึน้หลงัจากท่ี delayed early genes แสดงออกแล้วเสมอ 
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รูปท่ี 7  ระยะ early infection และ late infection ของ lytic cycle 
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 จะเห็นได้วา่การแสดงออกของยีนตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด lytic cycle จะมีลกัษณะเป็น

ลําดบัขัน้ กลา่วคือโปรตีนบางตวัท่ีได้มาจากการแสดงออกของ immediate early genes จะถกูใช้

เพ่ือให้ delayed early genes สามารถแสดงออกได้ และโปรตีนบางตวัท่ีได้มาจากการแสดงออกของ 

delayed early genes จะถกูใช้เพ่ือให้ late genes สามารถแสดงออกได้ (รูปท่ี 8) 
 

   immediate early genes  −−−−→  proteins 

                                          ↓ 

                              delayed early genes −−−−→  proteins 

                             ↓ 

                                                          late genes −−−−→  proteins 
 

รูปท่ี 8  การแสดงออกของยีนตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องกบั lytic cycle มีลกัษณะเป็นลําดบัขัน้  
 

ยีนตา่ง ๆ ของ bacteriophage ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด lysogeny 

 ดงัท่ีได้กลา่วมาแล้วว่า bacetriophages บางชนิดสามารถทําให้เกิด lysogeny ได้ โดย 

genome ของ bacteriophage จะแทรกตวัเข้าไปอยูใ่น chromosome ของแบคทีเรียเจ้าบ้านตรง

ตําแหนง่ท่ีจําเพาะ ซึง่จะทําให้ bacteriophage genome สามารถเพิ่มจํานวนไปพร้อม ๆ กบัการเพิ่ม

จํานวนของ chromosome ของเซลล์เจ้าบ้านได้  การท่ี bacteriophage สามารถทําให้เกิด lysogeny 

ได้ต้องอาศยัการแสดงออกของยีนตา่ง ๆ ดงันี ้  หลงัจากท่ี bacteriophage genome ถกูปลอ่ยเข้าไป

ในเซลล์เจ้าบ้าน จะมีการแสดงออกของ immediate early genes จากนัน้โปรตีนบางตวัท่ีได้มาจาก

การแสดงออกของ immediate early genes จะไปทําให้ delayed early genes สามารถแสดงออกได้ 

ซึง่โปรตีนบางตวัท่ีได้มาจากการแสดงออกของ delayed early genes จะไปทําให้มีการแสดงออกของ

ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการแทรกตวัของ bacteriophage genome เข้าไปอยูใ่น chromosome ของเซลล์เจ้า

บ้าน และยีนสําหรับโปรตีนยบัยัง้ท่ีสามารถไปยบัยัง้การแสดงออกของ late genes ได้ ซึง่จะทําให้ 

bacteriophage ไมส่ามารถทําให้เกิด lytic cycle ได้ 

 จะเห็นได้วา่การแสดงออกของยีนตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด lysogeny จะคล้าย ๆ กบัการ

แสดงออกของยีนตา่ง ๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด lytic cycle คือ มีการแสดงออกของ immediate early 

genes และ delayed early genes แตจ่ะแตกตา่งกนัหลงัจากท่ีมีการแสดงออกของ delayed early 

genes แล้ว คือ ถ้าเป็นการเกิด lysogeny จะมีการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการแทรกตวัของ 

bacteriophage genome เข้าไปอยูใ่น chromosome ของเซลล์เจ้าบ้าน และยีนสําหรับโปรตีนยบัยัง้ท่ี

สามารถไปยบัยัง้การแสดงออกของ late genes ได้ ในขณะท่ีถ้าเป็นการเกิด lytic cycle จะมีการ

แสดงออกของ late genes 
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ประโยชน์ของ bacteriophages 

 เม่ือกลา่วถึง bacteriophages ผู้คนสว่นใหญ่มกัคิดถึงแตข้่อเสีย เชน่ bacteriophage 

บางชนิดสามารถทําลายเชือ้ตัง้ต้นของการหมกั (starter culture) ซึง่สง่ผลทําให้การหมกัเกิดความ

เสียหาย หรือ bacteriophage บางชนิดสามารถทําให้แบคทีเรียหลายชนิด เชน่ V. harveyi 

(Austin และคณะ 2003) V. cholerae (Waldor และ Mekalanos 2003) และ Corynebacterium 

diphtheriae (Rajadhyaksha และ Roa 2003) มีความสามารถในการก่อโรคได้รุนแรงขึน้ แตใ่น

ความเป็นจริงแล้วมีรายงานจํานวนมากท่ีกลา่วถึงประโยชน์ของ bacteriophages ซึง่ในท่ีนีจ้ะยก

มากลา่วเป็นตวัอย่างเทา่นัน้ 

 ในกระบวนการสกุ (ripening) ของ cheese หาก starter culture ท่ีใช้ในการหมกั 

cheese สามารถแตกสลายเองได้ (autolysis) จะทําให้มีการปลดปล่อยเอนไซม์ peptidases 

ภายในเซลล์ของ starter culture (intracytoplasmic peptidases) ออกมา ซึง่เอนไซม์ดงักลา่ว

สามารถชว่ยเร่งกระบวนการสกุของ cheese ได้  จากการศกึษาท่ีผา่นมามีรายงานถึงการพบ 

bacteriophages บางชนิดท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด autolysis ของแบคทีเรีย ตวัอยา่งเช่น Husson-

Kao และคณะ (2000) ได้รายงานถึงความเก่ียวข้องกนัระหวา่ง bacteriophage กบัการเกิด 

autolysis ของ Streptococcus thermophilus และ O’Sullivan และคณะ (2000) ได้รายงานถึง

ความเก่ียวข้องกนัระหวา่ง bacteriophage กบัการเกิด autolysis ของ Lactococcus lactis เป็น

ต้น จากรายงานดงักล่าวทําให้มีความเป็นไปได้ในการนํา bacteriophages มาใช้ในการพฒันา

สายพนัธุ์ของ starter culture โดยทําให้ starter culture สามารถเกิด autolysis ในชว่งเวลาท่ี

ต้องการ 

 จากการท่ี bacteriophages มีความสามารถในการทําลายแบคทีเรีย จงึได้มีนกัวิทยา

ศสาตร์จํานวนมากมีความคิดท่ีจะนํา bacteriophages มาใช้ในการทําลายจลุินทรีย์ท่ีไมพ่งึ

ประสงค์ เช่น จลุินทรีย์ก่อโรค เป็นต้น ซึง่จากการท่ีมีรายงานจํานวนมากสนบัสนนุความคิด

ดงักลา่ว ทําให้การนํา bacteriophages มาใช้ในการทําลายจลุินทรีย์ท่ีไมพ่งึประสงค์มีความ

เป็นไปได้เป็นอย่างมาก  จากการศกึษาท่ีผา่นมาได้มีการทดลองนํา bacteriophages ไปใช้ในการ

ทําลายแบคทีเรียก่อโรคในสตัว์ทดลอง ตวัอยา่งเชน่ Biswas และคณะ (2002) สามารถใช้ 

bacteriophage ในการทําลาย Enterococcus facium ท่ีดือ้ตอ่ยา vancomycin (vancomycin-

resistant Enterococcus facium, VRE) ซึง่ถกูนําไปทําให้เกิดโรค VRE-induced bacteremia ใน

หนทูดลอง และ Cerveny และคณะ (2002) สามารถใช้ bacteriophage ในการทําลาย Vibrio 

vulnificus ซึง่ถกูนําไปทําให้เกิดโรค septicemia ในหนทูดลอง  นอกจากการนํา bacteriophages 

ไปทําลายแบคทีเรียก่อโรคในสตัว์ทดลองแล้ว ยงัมีรายงานเก่ียวกบัความสามารถของ 
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bacteriophages อีกหลายชนิดในการทําลายเชือ้ก่อโรคตา่ง ๆ เชน่ Bacillus anthrcis ซึง่เป็น

แบคทีเรียท่ีทําให้เกิดโรค anthrax (Schuch และคณะ 2002) Streptococcus pyogenes  

Streptococcus pneumonia และ group A streptococci ซึง่ป็นเชือ้ก่อโรคท่ีแยกได้จาก 

mucous membrane ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม (Loeffler และคณะ 2001, Fischetti 2003, 

Nelson และคณะ 2001, Loeffler และ Fischetti 2003)  Clostridium perfingens ซึง่ป็นเชือ้ก่อ

โรคท่ีพบได้ในอาหาร (food-borne pathogen) (Zimmer และคณะ 2002) เป็นต้น  นอกจากการ

นํา bacteriophages ไปใช้ในการทําลายแบคทีเรียแล้ว ยงัมีรายงานพบว่า bacteriophage บาง

ชนิดสามารถทําลายไวรัสได้ เชน่ bacteriophage phi29 pRNA ซึง่สามารถทําลาย hepatitis B 

virus (Hoeprich และคณะ 2003) เป็นต้น 

 การนํา bacteriophages ไปใช้ประโยชน์เป็น intergration vector ก็เป็นสิ่งท่ี

นกัวิทยาศาสตร์ให้ความสนใจเป็นอย่างมาก และมีรายงานจํานวนมากท่ีแสดงถึงความเป็นไปได้ 

(Coffey และ Ross 2002)   

 นอกเหนือจากท่ีกลา่วมาข้างต้น ยงัมีรายงานอีกเป็นจํานวนมากท่ีแสดงให้เห็นถึงความ

เป็นไปได้ในการนํา bacteriophages ไปใช้ประโยชน์ ซึง่คาดว่าในอนาคตอนัใกล้นีค้งมีการนํา 

bacteriophages มาใช้ประโยชน์กนัอยา่งแพร่หลาย 

 

Bacteriophage therapy 

 การนํา bacteriophage มาใช้ในการป้องกนั และรักษาโรค หรือท่ีเรียกวา่ bacteriophage 

therapy (Alisky และคณะ 1998, Barrow และคณะ 1998, Barrow และ Soothill 1997) ได้

เร่ิมต้นขึน้ในช่วงทศวรรตท่ี 1980 โดยมีการใช้ bacteriophage ในการรักษาโรคตดิเชือ้ 

Escherichiae coli .ในหนทูดลอง และในสตัว์เลีย้งหลายชนิด (Smith และ Huggins 1982, Smith 

และ Huggins 1983, Smith และคณะ 1987a, Smith และคณะ 1987b) รวมทัง้มีการใช้ 

bacteriophage ในการรักษาโรคในคนท่ีเกิดจากการติดเชือ้แบคทีเรียท่ีดือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะ (Alisky 

และคณะ 1998, Slopek และคณะ 1987) หลงัจากนัน้มีรายงานอีกเป็นจํานวนมากท่ีเก่ียวข้องกบั

การนํา bacteriophage ไปใช้ในการรักษาโรคตา่ง ๆ (Barrow และคณะ 1998, Berchieri และ

คณะ 1991, Merril และคณะ 1996, Ramesh และคณะ 1999, Soothill 1994, Soothill 1992, 

Soothill 1988)  

 ปัจจยัท่ีทําให้การใช้ bacteriophage ในการรักษาโรคเป็นท่ีสนใจ คือ ความสามารถของ 

bacteriophage ในการทําลายเชือ้ก่อโรคอยา่งจําเพาะ ดงันัน้หากนํา bacteriophage มาใช้ใน

การรักษารค bacteriophage ก็จะไปทําลายเฉพาะเชือ้ก่อโรคเทา่นัน้ โดยท่ีไมทํ่าอนัตรายตอ่เชือ้
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แบคทีเรียประจําถ่ิน (normal flora) ท่ีอาศยัอยูใ่นร่างกายของคน และสตัว์ ทัง้ยงัไมทํ่าอนัตรายตอ่

เซลล์ของคน และสตัว์อีกด้วย นอกจากนีก้ารดํารงชีพแบบต้องพึง่พาเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ของ 

bacteriophage ก็เป็นอีกปัจจยัหนึง่ท่ีทําให้ การใช้ bacteriophage ในการรักษาโรคเป็นท่ีสนใจ 

ทัง้นีเ้น่ืองจากเม่ือมีการใช้ bacteriophage ในการรักษาโรค หลงัจากท่ี bacteriophage ทําลาย

เชือ้ก่อโรคแล้ว bacteriophage ก็จะไมส่ามารถดํารงชีพตอ่ไปได้ด้วย ดงันัน้จงึไมมี่ปัญหาเก่ียวกบั

การมี bacteriohage ตกค้างในร่างกายคน และสตัว์ หลงัจากท่ีมช้ bacteriophage ในการรักษา

โรค 

 bacteriophage หลายชนิดได้ถกูนํามาใช้ในการรักษาโรคของสตัว์นํา้ เชน่ กุ้ ง และปลา

อยา่งมีประสิทธิภาพ ตวัอยา่งเชน่  

 การใช้ bacteriophage ท่ีอยู่ใน family Siphoviridae ซึง่แยกได้จากปลาท่ีเป็นโรค และนํา้

จากบอ่เลีย้งปลา มาใช้ในการรักษาโรคติดเชือ้แบคทีเรีย Lactococcus garvieae (หรือช่ือเดมิคือ 

Enterococcus seriolicida) ในปลา yellowtail (Seliora quinqueradiata) (Kusuda และคณะ 

1991, Nakai และคณะ 1999) 

 การใช้ bacteriophage ท่ีอยูใ่น family Myoviridae และ family Podoviridae ซึง่แยกได้

จากปลาท่ีเป็นโรค และนํา้จากบอ่เลีย้งปลา ร่วมกนัในการรักษาโรคติดเชือ้แบคทีเรีย 

Pseudomonas plecoglossicida ในปลา ayu (Plecoglossus alitivelis) (Nishimori และคณะ

2000, Park และคณะ 2000)  

การใช้ bacteriophage ท่ีอยู่ใน family Siphoviridae ซึง่แยกได้จากนํา้จากบอ่เลีย้งกุ้ ง มา

ใช้ในการรักษาโรคตดิเชือ้แบคทีเรีย V. harveyi ในตวัอ่อน (larvae) ของกุ้ง Penaeus mondon 

(Vinod และคณะ 2006) 

การใช้ bacteriophage ท่ีอยู่ใน family Siphoviridae ซึง่แยกได้จากหอยนางรม (oyster) 

และนํา้จากบอ่เลีย้งกุ้ ง มาใช้ในการรักษาโรคตดิเชือ้แบคทีเรีย V. harveyi ในตวัออ่น (larvae) ของ

กุ้ ง Penaeus mondon (Karunasagar และคณะ 2007) 
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อุปกรณ์ และวิธีการ 

 

แบคทีเรีย อาหารเลีย้งเชือ้และการเพาะเลีย้ง 

 ในการศกึษานีใ้ช้ Vibrio harveyi CS101 เป็นโฮสต์เซลล์ (host cell) เพ่ือตรวจหาแบค  

เทอริโอเฟจจากแหลง่นํา้ธรรมชาตแิละจากบอ่เลีย้งกุ้ ง และใช้ในการเพิ่มจํานวนของแบคเทอริ

โอเฟจ ตลอดจนใช้ศกึษาคณุสมบตัิตา่ง ๆ ของแบคเทอริโอเฟจท่ีแยกได้ แบคทีเรียดงักลา่วเป็น

แบคทีเรียท่ีแยกได้จากกุ้งท่ีเป็นโรคเรืองแสง ในการศกึษานีทํ้าการเลีย้ง V. harveyi CS101 ใน

อาหาร BHI broth หรือ BHI agar ท่ีเตมิ NaCl ให้ได้ความเข้มข้นเทา่กบั 1.0% (w/v) (BHI-NaCl) 

ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส  

 แบคทีเรียท่ีใช้ในการศกึษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลายแบคทีเรียสาย

พนัธุ์อ่ืน (bacteriophage host range) มีจํานวนทัง้สิน้ 33 สายพนัธุ์ ชนิดของแบคทีเรีย และ

สภาวะในการเลีย้งแบคทีเรียทัง้หมดได้แสดงไว้ในตารางท่ี 6  

แบคทีเรียทกุชนิดถกูเก็บรักษาไว้ในอาหารเหลวท่ีเตมิ 20% glycerol (v/v) เม่ือต้องการนํา

แบคทีเรียท่ีเก็บรักษาไว้มาใช้ จงึนําไปเลีย้งบนอาหารแข็งเพ่ือให้ได้โคโลนีเด่ียว (single colony) 

ก่อน แล้วจงึเลือกเพียงหนึง่โคโลนีมาเลีย้งในอาหารเหลว จากนัน้จงึนําไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 

 

การเตรียมสารละลายแบคเทอริโอเฟจ (Bacteriophage suspension) 

 เก็บตวัอย่างนํา้จากแหลง่นํา้ธรรมชาตหิรือจากบอ่เลีย้งกุ้ ง รวม 5 แหง่ แหง่ละประมาณ    

1 ลิตร นํา้ตวัอยา่งดงักล่าวถกูนํามาใช้ในการแยกแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage isolation) ท่ี

จําเพาะตอ่ V. harveyi CS101 โดยมีวิธีการคือ นํานํา้ตวัอยา่งปริมาตร 15 มิลลิลิตร มาป่ันเหว่ียง 

(centrifuge) ท่ีความเร็ว 5,000 xg เป็นเวลา 15 นาที เก็บสว่นใส (supernatant) ท่ีได้จากการป่ัน

เหว่ียงไปกรองผา่นแผน่กรอง (filter) ท่ีมีขนาดของรูพรุน (pore size) เทา่กบั 0.45 ไมโครเมตร นํา

ของเหลวท่ีผา่นการกรองมาผสมกบัอาหาร BHI-NaCl broth ท่ีเตรียมให้มีความเข้มข้นเป็นสองเทา่ 

(double strength) และเตมิ V. harveyi CS101 ท่ีบม่ข้ามคืน (overnight culture) ลงไปปริมาตร 

500 ไมโครลิตร บม่ท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนัน้นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 

5,000 xg เป็นเวลา 15 นาที เก็บสว่นใส (supernatant) ท่ีได้จากการป่ันเหว่ียงไปกรองผา่นแผน่

กรอง (filter) ท่ีมีขนาดของรูพรุน (pore size) เทา่กบั 0.45 ไมโครเมตร ของเหลวท่ีผ่านการกรองนี ้

เรียกวา่ สารละลายแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage suspension) ซึง่ถกูนําไปทดสอบวา่มี     

แบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi CS101 ได้หรือไม ่(bacteriophage detection) โดย

วิธี spot test 
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การตรวจหาแบคเทอริโอเฟจ (Bacteriophage detection) 

 การตรวจหาแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage detection) โดยวิธี spot test มี

รายละเอียดดงันี ้ นําเชือ้ V. harveyi CS101 ท่ีเลีย้งในอาหาร BHI-NaCl broth และบม่ข้ามคืน

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกบัอาหาร  BHI-NaCl soft agar (ความเข้มข้นของ agar เทา่กบั 

0.7%) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เททบัให้ทัว่ผิวหน้าอาหาร BHI-NaCl agar และรอให้อาหาร BHI-

NaCl soft agar ท่ีเททบัลงไปนัน้แข็งตวั หยด bacteriophage suspension ท่ีต้องการตรวจสอบ

วา่มีแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi CS101 หรือไม ่ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบน

ผิวหน้าอาหาร BHI-NaCl soft agar นําจานอาหารเลีย้งเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนัน้สงัเกตวา่มีสว่นใสของการยบัยัง้ (clear zone) เกิดขึน้ตรงตําแหนง่ท่ีมี

การหยด bacteriophage suspension หรือไม ่ ถ้ามีสว่นใสของการยบัยัง้เกิดขึน้ท่ีตําแหนง่

ดงักลา่วแสดงวา่ใน bacteriophage suspension นัน้มีแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย              

V. harveyi CS101 อยู ่

 

การแยกแบคเทอริโอเฟจ (Isolation of bacteriophage) และการเตรียม bacteriophage 

lysate 

 นํา bacteriophage suspension ท่ีทดสอบแล้วว่ามีแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย        

V. harveyi CS101 มาทําการแยกแบคเทอริโอเฟจโดยวิธี plaque assay ซึง่มีขัน้ตอนดงันี ้ทําการ

เจือจาง bacteriophage suspension แบบ ten-fold serial dilution (1:10, 1:102, 1:103, 1:104, 

1:105…) ด้วยนํา้กลัน่ปลอดเชือ้ (sterile deionized water) นํา bacteriophage suspension แต่

ละระดบัความเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ V. harveyi CS101 ท่ีบม่ข้ามคืนปริมาตร 400 

ไมโครลิตร ผสมกบัอาหาร BHI-NaCl soft agar (0.5% agar) ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร นําสว่นผสม

ดงักลา่วเททบัลงบนผิวหน้าอาหาร BHI-NaCl agar และรอให้อาหาร BHI-NaCl soft agar ท่ีเท

ทบัลงไปนัน้แข็งตวั นําจานเพาะเลีย้งเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง จะ

ปรากฏ plaque ให้เห็นในจานเพาะเลีย้ง เลือก plaque ท่ีอยูเ่ด่ียว ๆ (single plaque) มา 1 

plaque โดยใช้ปลาย pipette tip เข่ีย plaque ดงักลา่วมาจุม่ลงในอาหาร BHI-NaCl broth 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติม V. harveyi CS101 ท่ีบม่ข้ามคืนปริมาตร 400 ไมโครลิตร และนํามา

ผสมกบัอาหาร BHI-NaCl soft agar ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร นําสว่นผสมดงักลา่วเททบัลงบน

ผิวหน้าอาหาร BHI-NaCl agar และรอให้อาหาร BHI-NaCl soft agar ท่ีเททบัลงไปนัน้แข็งตวั    

นําจานเพาะเลีย้งเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง เลือก plaque ท่ีอยู่   

เด่ียว ๆ มา 1 plaque จุม่ลงในอาหาร BHI-NaCl broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติม V. harveyi 
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CS101 ท่ีบม่ข้ามคืนปริมาตร 400 ไมโครลิตร และนํามาผสมกบัอาหาร BHI-NaCl soft agar 

ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร นําส่วนผสมดงักลา่วเททบัลงบนผิวหน้าอาหาร BHI-NaCl agar และรอให้

อาหาร BHI-NaCl soft agar ท่ีเททบัลงไปนัน้แข็งตวั นําจานเพาะเลีย้งเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 

องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง เลือก plaque เด่ียว และทําซํา้เชน่นีอี้ก 1 รอบ เพ่ือให้แนใ่จวา่ 

plaque เด่ียวท่ีเลือกมานัน้เป็นแบคเทอริโอเฟจท่ีบริสทุธ์ิ (pure culture) จากนัน้นํา plaque เด่ียว

ท่ีได้ในครัง้หลงัสดุ มาใสล่งในอาหาร BHI-NaCl broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เตมิ V. harveyi 

CS101 ท่ีบม่ข้ามคืนปริมาตร 100 ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง 

นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 5,000 xg เป็นเวลา 10 นาที เก็บสว่นใส (supernatant) มาปรับ pH ให้

เทา่กบั 6.5 ด้วย 3N NaOH แล้วกรองผา่นแผน่กรอง (filter) ท่ีมีขนาดของรูพรุน (pore size) 

เทา่กบั 0.45 ไมโครเมตร ของเหลวท่ีได้ในขัน้ตอนนีเ้รียกว่า bacteriophage lysate การเก็บรักษา 

bacteriophage lysate ทําได้โดยนําไปเตมิ chloroform (5% v/v) และเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส หรือเตมิ glycerol (20% v/v) และเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 

การหาความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ (Bacteriophage titer) 

 การหาความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ โดยวิธี double-layer agar method มีวิธีการ

ดงันี ้ นําตวัอยา่งท่ีต้องการหาความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจมาทําการเจือจางแบบ ten-fold 

serial dilution ในนํา้กลัน่ปลอดเชือ้ (sterile deionized water) จากนัน้นําตวัอยา่งท่ีระดบัความ

เจือจางตา่ง ๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสล่งไปในอาหาร BHI-NaCl soft agar ปริมาตร 4.5 

มิลลิลิตร เตมิ V. harveyi CS101 ท่ีบม่ข้ามคืนปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วเททบั

ลงบนอาหาร BHI-NaCl agar นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้

ทําการนบัจํานวน plaque ท่ีปรากฏบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ (เลือกนบัจากจานเพาะเลีย้งท่ีมี 

plaque อยูใ่นชว่ง 50-300 อนั) นําจํานวน plaque ท่ีนบัได้ไปคํานวณคา่ความเข้มข้นของแบคเทอ

ริโอเฟจในหน่วย plaque-forming unit/ml (pfu/ml) โดยใช้สตูรการคํานวณดงันี ้

ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ (pfu/ml) = จํานวน plaque × 10 × ระดบัความเจือจาง 

 ตวัอยา่งการคํานวณคา่ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจในหนว่ย pfu/ml เชน่ ถ้าในการ

ทดลองหาคา่ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ นบัจํานวน plaque ได้ 150 อนั ท่ีระดบัความเจือ

จาง 1:104 แสดงวา่ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจมีคา่เทา่กบั 150 × 10 × 104 = 1.5 × 107 

pfu/ml 
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การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทาํลายแบคทีเรียสายพันธ์ุอ่ืน 

(Bacteriophage host range) 

 การทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืนโดยวิธี 

spot test มีขัน้ตอนดงันี ้ นําเชือ้แบคทีเรียทดสอบท่ีบม่ข้ามคืน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกบั

อาหารก่ึงแข็ง (soft agar) ท่ีใช้ในการเจริญของเชือ้ชนิดนัน้ ๆ ปริมาตร 4.9 มิลลิลิตร แล้วเททบัลง

บนผิวหน้าอาหารแข็ง (agar) ชนิดเดียวกบั soft agar ท่ีใช้ รอจนผิวหน้าอาหารแข็งตวั หยด 

bacteriophage lysate ท่ีมีความเข้มข้นเท่ากบั 106 pfu/ml ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้า

อาหาร soft agar นําจานเพาะเลีย้งไปบม่ท่ีอณุหภมูิท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเชือ้แบคทีเรียทดสอบ 

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้สงัเกตวา่มีสว่นใสของการยบัยัง้ (clear zone) เกิดขึน้ตรงตําแหนง่ท่ีมี

การหยด bacteriophage lysate หรือไม ่ ถ้ามีสว่นใสของการยบัยัง้เกิดขึน้ท่ีตําแหนง่ดงักลา่ว 

แสดงวา่แบคเทอริโอเฟจท่ีใช้ในการทดลองนัน้สามารถทําลายแบคทีเรียทดสอบได้ ในกรณีท่ี

ปรากฏวา่มี clear zone เกิดขึน้ จะทําการตรวจสอบเพ่ือยืนยนัอีกครัง้โดยวิธี plaque assay 

 

การศึกษาการยดึเกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลล์ของโฮสต์  

(Bacteriophage adsorption assay) 

 การศกึษาการยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 ทําโดยนํา 

V. harveyi CS101 (108 cfu/ml) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาเตมิ bacteriophage lysate ให้มีคา่ 

MOI (Multiplicity of infection) เทา่กบั 0.001 บม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งครัง้

ละ 0.5 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที นําตวัอย่างท่ีเก็บได้ไปป่ันเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 12,000 xg เป็นเวลา 10 นาที เก็บสว่นใส (supernatant) ไปกรองผา่นแผ่นกรอง (filter) 

ท่ีมีขนาดของรูพรุน (pore size) เทา่กบั 0.45 ไมโครเมตร นําของเหลวท่ีได้จากการกรองไป

ตรวจหาความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ ซึง่ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจท่ีได้จะเป็นความ

เข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจท่ีไมไ่ด้เกาะท่ีผิวเซลล์ของ V. harveyi ATCC 14126 ซึง่เรียกวา่ 

residual titer 

 การทดลองนีจ้ะต้องทําการทดลองชดุควบคมุ (control) ควบคูไ่ปด้วย โดยในการทดลอง

ชดุควบคมุจะทําทกุขัน้ตอนเชน่เดียวกบัท่ีกลา่วมา แตใ่ช้ BHI-NaCl broth แทน V. harveyi 

ATCC 14126 ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจท่ีได้จากการทดลองชดุควบคมุเรียกวา่ control 

titer 
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 การคํานวณหาคา่เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลล์ของโฮสต์ 

(% adsorption of the bacteriophage) สามารถทําได้โดยใช้สตูรดงัตอ่ไปนี ้

 [(control titer – residual titer) / control titer] × 100 

การศึกษาผลของสารละลาย CaCl2 ต่อการเพิ่มจาํนวนของ bacteriophage  

การศกึษาผลของสารละลาย CaCl2 ตอ่การเพิ่มจํานวนของ bacteriophage ทําโดยนํา 

culture ท่ีอยูใ่นระยะ log phase ของ V. harveyi CS101 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จํานวน 4 หลอด 

มาเตมิสารละลาย CaCl2 โดยให้สารละลาย CaCl2 มีความเข้มข้นสดุท้าย (final concentration) 

เทา่กบั 0, 1, 10 และ 20 mM  จากนัน้ทําการเตมิ phage lysate ลงไปใน culture ของ V. harveyi 

CS101 ดงักลา่วทัง้ 4 หลอด โดยให้ phage lysate มีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 104 pfu/ml  

หลงัจากนําหลอดทดลองทัง้ 4 หลอดไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียสแล้ว  ทําการเก็บตวัอย่าง 

(ปริมารตร 0.5 มิลลิลิตร) จากหลอดทดลองทกุหลอด ทกุ ๆ 1 ชัว่โมง เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เพ่ือนํามา

ตรวจวดัความเข้มข้นของ bacteriophage  

 

การศึกษาการทนความร้อนของแบคเทอริโอเฟจ 

 การศกึษาการทนความร้อนของแบคเทอริเฟจ สามารถทําได้โดย นํานํา้กลัน่ปลอดเชือ้ 

(sterile deionized water) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ใสใ่นหลอด microcentrifuge tube แล้ว

นําไปให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ ดงันี ้50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

เพ่ือให้นํา้กลัน่ปลอดเชือ้มีอณุหภมูิตามท่ีตัง้ไว้ จากนัน้เตมิ bacteriophage lysate ปริมาตร 100 

ไมโครลิตรลงไปในนํา้กลัน่ปลอดเชือ้ท่ีผา่นการให้ความร้อนแล้ว (ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ

หลงัจากเตมิลงไปในนํา้กลัน่ปลอดเชือ้แล้วมีคา่ประมาณ 106 pfu/ml) นําหลอด microcentrifuge 

tube ไปบม่ตอ่ท่ีอณุหภมูิเดิม เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้เก็บตวัอย่างไปทําให้เย็นลงทนัทีโดยจุม่ลง

ในนํา้แข็ง แล้วนําไปหาคา่ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ (pfu/ml) 

 

การศึกษาการทนต่อสารเคมีและสารต้านจุลินทรีย์ของแบคเทอริโอเฟจ 

 สารเคมีหรือสารต้านจลุินทรีย์ท่ีนํามาทดสอบมีดงันี ้ Malachite green (0.1 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร), Formalin (30 ppm), Sodium hypochlorite (100 ppm), 50% Benzalkonium 

chloride (1 ppm), 10% Iodine (2 ppm), Ethanol (10%, 50%, 70%, absolute), Isopropanol 

(10%, 50%, 100%), Acetic acid (0.0001%) และ Hydrogen peroxide (0.0001%) 
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 การศกึษาการทนตอ่สารเคมีและสารต้านจลุินทรีย์ของแบคเทอริโอเฟจ สามารถทําได้โดย 

นํา bacteriophage lysate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกบัสารเคมีหรือสารต้านจลุินทรีย์

ปริมาตร 900 ไมโครลิตร (ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจหลงัจากผสมกบัสารเคมีหรือสารต้าน

จลุินทรีย์แล้วมีคา่ประมาณ 106 pfu/ml) นําสว่นผสมดงักลา่วไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที แล้วนําไปหาคา่ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ (pfu/ml) 

 การทดลองนีมี้การทําการทดลองชดุควบคมุ (control) ด้วย โดยในการทดลองชดุควบคมุ

ใช้นํา้กลัน่ปลอดเชือ้ (sterile deionized water) แทนการใช้สารเคมีหรือสารต้านจลุินทรีย์ 

 การคํานวณหาคา่เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของแบคเทอริโอเฟจ (% survival of the 

bacteriophage) ในสารเคมีหรือสารต้านจลุินทรีย์ตา่ง ๆ ท่ีใช้ สามารถคํานวณได้จากสตูรตอ่ไปนี ้

 [bacteriophage titer in chemical treatment / bacteriophage titer in control] × 100 

 

การทาํแบคเทอริโอเฟจให้บริสุทธ์ิ (Bacteriophage Purification) 

 การทําแบคเทอริโอเฟจให้บริสทุธ์ิ มีวิธีการดงันี ้เลีย้ง V. harveyi ATCC 14126 ในอาหาร 

BHI-NaCl ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เม่ือเชือ้เจริญจนมีคา่ความขุน่ (OD ท่ี 600  นาโนเมตร) เท่ากบั 

0.6 เตมิ bacteriophage lysate ลงไปให้ได้คา่ MOI (Multiplicity of infection) เทา่กบั 0.1 บม่ท่ี

อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 7,000 xg          

อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บสว่นใส (supernatant) มากรองผ่านแผน่กรองท่ี

มีขนาดของรูพรุน (pore size) เทา่กบั 0.45 ไมโครเมตร แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 23,500 xg 

อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง ละลายตะกอน (pellet) ใน bacteriophage buffer (20 

mM Tris-HCl (pH7.5), 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําสารละลายท่ีได้ใส่

ลงในสารละลาย CsCl ท่ีมีความหนาแนน่แตกตา่งกนั (CsCl gradient ท่ีมีความหนาแนน่ 1.35, 

1.53 และ 1.65 กรัม/มิลลิลิตร) นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 35,000 xg อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 2 ชัว่โมง ใช้ syringe ดดูสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสทุธ์ิ (purified bacteriophage 

suspension) ออกมาจากสารละลาย CsCl แล้วนําไปทําให้บริสทุธ์ิขึน้โดยวิธี dialysis ใน 

bacteriophage buffer 
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การศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน  

 การศกึษารูปร่าง (morphology) ของแบคเทอริโอเฟจด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอน 

สามารถทําได้โดยนําสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสทุธ์ิ (purified bacteriophage suspension) 

1 หยด (ประมาณ 25 ไมโครลิตร) หยดลงบน grid ท่ีฉาบด้วยคาร์บอน (carbon-coated grid) ทิง้

ไว้ 3 นาที แล้วย้อมแบบ negative ด้วย 0.5% (w/v) uranyl acetate (pH 4.0) ทิง้ไว้ 2 วินาที 

จากนัน้นําไปศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผา่น (transmission electron 

microscope, TEM) การจําแนกชนิดของแบคเทอริโอเฟจอาศยัเกณฑ์ (criteria) ท่ีกําหนดโดย 

International Committee of Taxonomy of Viruses 

 

การศึกษาโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบของแบคเทอริโอเฟจโดยวิธี SDS-PAGE 

 การศกึษาโปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบของแบคเทอริเฟจด้วยวิธี sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) สามารถทําได้โดยนําสารละลายแบคเทอริ

โอเฟจบริสทุธ์ิ (purified bacteriophage suspension) ปริมาตร 24 ไมโครลิตร ผสมกบั 4× 

sample buffer (200 mM Tris-HCl (pH 6.8), 400 mM 1, 4-dithiothrietol, 40% glycerol, 8% 

SDS, 20% β-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร นําไปต้มใน

นํา้เดือด เป็นเวลา 10 นาที แล้วนําไปหยอดลงในชอ่ง (well) บนแผน่ polyacrylamide gel โดย

หยอดสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบนํา้หนกัโมเลกลุ (standard protein marker) ลงในชอ่ง

ข้าง ๆ ด้วย จากนัน้ปล่อยกระแสไฟฟ้าคงท่ี (ประมาณ 50mA) ผา่นแผน่ polyacrylamide gel เม่ือ

เวลาผา่นไปประมาณ 1 ชัว่โมง นําแผน่ polyacrylamide gel ไปย้อมด้วย coomassie brilliant 

blue ล้างสีย้อมสว่นเกินออกด้วย destaining solution (50% (v/v) methanol, 10% (v/v) glacial 

acetic acid) จะเห็นแถบ (band) โปรตีนเป็นสีนํา้เงิน นํา้หนกัโมเลกลุของโปรตีนท่ีเป็น

สว่นประกอบของแบคเทอริโอเฟจ สามารถคาดคะเนได้จากการเปรียบเทียบกบันํา้หนกัโมเลกลุ

ของโปรตีนมาตรฐาน 

 

การศึกษา nucleic acid ของแบคเทอริโอเฟจ 

 การสกดั nucleic acid (หรือ genome) ของแบคเทอริเฟจ ทําโดยการใช้ชดุสกดั 

PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit ของ Invitrogen แล้วนําสารละลาย nucleic acid ของแบค  

เทอริโอเฟจท่ีสกดัได้มาทดลองตดัด้วยเอนไซม์ RNase, S1 nuclease, PstI และ BamHI โดย

สภาวะท่ีใช้ในการตดั nucleic acid ด้วยเอนไซม์เหลา่นีไ้ด้ทําตามคําแนะนําของบริษัทผู้ผลิต

เอนไซม์ จากนัน้นํา nucleic acid ท่ีถกูตดัด้วยเอนไซม์ดงักลา่วไปศกึษาด้วยวิธี agarose gel 
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electrophoresis ซึง่มีวิธีการคือ นํา nucleic acid ท่ีได้จากการตดัด้วยเอนไซม์ชนิดตา่ง ๆ มาผสม

กบั loading sample แล้วหยอดใสล่งในชอ่ง (well) บนแผน่ agarose gel (ท่ีมีความเข้มข้นของ 

agarose เทา่กบั 0.8 %) บฟัเฟอร์ท่ีใช้ในการทํา agarose gel electrophoresis คือ Tris-acetate–

EDTA (TAE) buffer และความตา่งศกัย์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์เทา่กบั 100 V การศกึษา nucleic 

acid ท่ีอยูภ่ายในแผน่ agarose gel ทําโดยการนําแผ่น agarose gel ไปย้อมด้วยสารละลาย

ethidium bromide ท่ีมีความเข้มข้นเทา่กบั 0.5 ไมโครกมัตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้

นํามาศกึษาด้วยเคร่ือง UV transilluminator  
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ผลการทดลอง 

 

การตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทาํลาย V. harveyi CS101 จากนํา้ตัวอย่าง  

 ในการทดลองนีไ้ด้ทําการเก็บนํา้ตวัอยา่งทัง้สิน้จํานวน 12 ตวัอยา่ง โดยแบง่เป็นนํา้จาก

แหลง่นํา้ธรรมชาต ิเชน่ แมนํ่า้ คลอง และบงึนํา้ เป็นต้น จํานวน 7 ตวัอยา่ง และนํา้จากบอ่เลีย้งกุ้ ง

จํานวน 5 ตวัอยา่ง จากการนําสารท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่งทัง้หมด (bacteriophage 

suspension) มาทําการตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi CS101 ได้ โดยวิธี 

spot test พบวา่ bacteriophage suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่งจํานวน 1 ตวัอยา่ง 

(PW2) ซึง่เป็นนํา้ตวัอยา่งท่ีเก็บจากบอ่เลีย้งกุ้ ง สามารถยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi CS101 ได้ 

(ตารางท่ี 5) โดยสงัเกตจากการได้จากการมีสว่นใสของการยบัยัง้ (inhibition zone) เกิดขึน้บน

จานอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีเซลล์ของ V. harveyi CS101 เจริญอยู ่(รูปท่ี 9) ในขณะท่ีbacteriophage 

suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่งท่ีเหลือไมส่ามารถยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi CS101 

ได้ 

 จากการนํา bacteriophage suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่ง PW2 มาทํา plaque 

assay โดยใช้ V. harveyi CS101 เป็นโฮสต์เซลล์ พบวา่มี plaque เกิดขึน้บนจานอาหารเลีย้งเชือ้ 

โดย plaque ท่ีเกิดขึน้มีลกัษณะเป็น plaque ใส มีขอบเขตท่ีชดัเจน (รูปท่ี 10) ผลการทดลองนีเ้ป็น

การยืนยนัวา่สิ่งท่ีอยูใ่น bacteriophage suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่ง PW2 ท่ีทําให้เกิด 

inhibition zone ในการทํา spot test คือแบคเทอริโอเฟจ 

เม่ือทราบวา่ bacteriophage suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่ง PW2 มีแบคเทอริ

โอเฟจท่ีสามาถทําลาย V. harveyi CS101 ได้ จงึได้นํา bacteriophage suspension ดงักลา่วมา

เตรียมป็น phage lysate และตัง้ช่ือ bacteriophage ท่ีตรวจพบวา่ bacteriophage PW2 
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ตัวอย่างนํา้ การเกิดinhibition zone 

ตัวอย่างนํา้จากแหล่งนํา้ธรรมชาต ิ(NW) 

NW1 

NW2 

NW3 

NW4 

NW5 

NW6 

NW7 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

ตัวอย่างนํา้จากบ่อเลีย้งกุ้ง (PW) 

PW1 

PW2 

PW3 

PW4 

PW5 

 

- 

+ 

- 

- 

- 

- = ไมส่ามารถยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi 

+ = สามารถยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi 

 

ตารางท่ี 5  ความสามารถของbacteriophage suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอย่างตา่ง ๆ 

                       ในการยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi  
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รูปท่ี 9  inhibition zone ท่ีเกิดจากการยบัยัง้การเจริญของ V. harveyi โดย bacteriophage  

                 suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่ง PW2 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 10  plaque ท่ีเกิดจากการนํา bacteriophage suspension ท่ีเตรียมได้จากนํา้ตวัอยา่ง  

                  PW2 มาทํา plaque assay โดยใช้ V. harveyi CS101 เป็นโฮสต์เซลล์ 
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การศึกษาความสามารถของ bacteriophage PW2 ในการทาํลายแบคทีเรียสายพันธ์ุอ่ืน 

 เม่ือนํา phage lysate ของ bacteriophage PW2 มาทําการทดสอบความสามารถในการ

ทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์ตา่ง ๆ โดยวิธี spot test พบว่า phage lysate ของ bacteriophage 

PW2 สามารถทําลาย Vibrio harveyi ทกุสายพนัธุ์ท่ีนํามาทดสอบ แตไ่มส่ามารถทําลายแบคทีเรีย

สายพนัธุ์อ่ืนท่ีนําทดสอบ (ตารางท่ี 6) 

 

 

 

แบคทีเรีย สภาวะของการเลีย้ง Lysisa 

Vibrio harveyi CSC101 BHI-N agar and broth, 25°C +/C 

Vibrio harveyi ATCC 14126 BHI-N agar and broth, 25°C +/C 

Vibrio harveyi ATCC 15702 BHI-N agar and broth, 25°C +/C 

Vibrio harveyi ATCC 25919 BHI-N agar and broth, 25°C +/C 

Vibrio harveyi ATCC 33842 BHI-N agar and broth, 25°C +/C 

Vibrio harveyi ATCC 43515 BHI-N agar and broth, 25°C +/C 

Vibrio harveyi ATCC 700104 BHI-N agar and broth, 25°C +/C 

Vibrio alginolyticus ATCC 14582 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Vibrio algosus ATCC 14390 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Vibrio campbelli ATCC 25920 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Vibrio cholerae ATCC 11558 BHI-N agar and broth, 37°C - 

Vibrio fischeri ATCC 14546 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Vibrio logei ATCC 15382 BHI-N agar and broth, 18°C - 

Vibrio marinovulgaris ATCC 14394 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Vibrio natriegens ATCC 14048 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Vibrio nereis ATCC 25917 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 BHI-N agar and broth, 37°C - 
a + = lysis; - = no lysis; C = clear plaque 

BHI, brain Heart Infusion; BHI-N, Brain Heart Infusion supplemented with 1% NaCl; 

MRS, de Man Rogosa and Sharpe 

 

ตารางท่ี 6  ความสามารถของ bacteriophage PW2 ในการทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์ตา่ง ๆ 
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แบคทีเรีย สภาวะของการเลีย้ง Lysisa 

Vibrio salmonicida ATCC 43839 BHI-N agar and broth, 15°C - 

Vibrio splendidus ATCC 25914 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Vibrio tubiashii ATCC 19105 BHI-N agar and broth, 25°C - 

Aeromonas hydrophila ATCC 7966 BHI agar and broth, 25°C - 

Campylobacter fetus ATCC 19438 BHI agar and broth, 37°C - 

Campylobacter jejuni ATCC 700819 BHI agar and broth, 37°C - 

Escherichia coli ATCC 15922 Nutrient agar and broth, 37°C - 

Lactococcus garvieae ATCC 49156 MRS agar and broth, 37°C - 

Listonella anguillarum ATCC 43310 Marine agar and broth, 20°C - 

Moritella marina ATCC 15381 Marine agar and broth, 18°C - 

Photobacterium damselae ATCC 33538 Marine agar and broth, 26°C - 

Proteu vulgaris ATCC 27968 Nutrient agar and broth, 37°C - 

Pseudomonas anguilliseptica ATCC 33660 BHI agar and broth, 20°C  - 

Pseudomonas fluorescens ATCC 6972 Nutrient agar and broth, 37°C - 

Salmonella enterica ATCC 33059 Nutrient agar and broth, 37°C - 

Streptococcus iniae ATCC 29177 MRS agar and broth, 37°C - 

Streptococcus phoecae ATCC 51973 MRS agar and broth, 37°C - 
a + = lysis; - = no lysis; C = clear plaque 

BHI, brain Heart Infusion; BHI-N, Brain Heart Infusion supplemented with 1% NaCl; 

MRS, de Man Rogosa and Sharpe 

 

ตารางท่ี 6  ความสามารถของ bacteriophage PW2 ในการทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์ตา่ง ๆ (ตอ่) 

 

 

 

 

 

 

 



 44 

การศึกษาการยดึเกาะของ bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 

 จากการนํา bacteriophage PW2 มาทําการศกึษาการยดึเกาะของ bacteriophage 

ดงักลา่วบนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 พบวา่เปอร์เซนต์การยดึเกาะ (% adsorption) ของ 

bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 มีคา่เพิ่มขึน้เร่ือย ๆ โดยในชว่ง 15 นาที

แรกของการทดลอง คา่เปอร์เซนต์การยดึเกาะเพิ่มขึน้ในอตัราท่ีเร็วมาก (จาก 0% ในตอนเร่ิมต้น

การทดลองไปเป็น 80% ในนาทีท่ี 15 ของการทดลอง) หลงัจากนัน้คา่เปอร์เซนต์การยดึเกาะ 

เพิ่มขึน้ในอตัราท่ีช้าลง (จาก 80% ในนาทีท่ี 15 ของการทดลองไปเป็นประมาณ 90% ในนาทีท่ี 

30 ของการทดลอง) (รูปท่ี 11, ตารางท่ี 7) 
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รูปท่ี 11  เปอร์เซนต์การยึดเกาะของ bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi  

                       CS101 
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เวลาท่ีเก็บตัวอย่าง (นาทีท่ี) % Adsorption 

0 0 

5 35 

10 60 

15 80 

20 86 

25 89 

30 90 

 

ตารางท่ี 7  เปอร์เซนต์การยึดเกาะของ bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi 

                         CS101 

 

 

 

การศึกษาผลของสารละลาย CaCl2 ต่อการเพิ่มจาํนวนของ bacteriophage PW2 

 จากการศกึษาผลของสารละลาย CaCl2 ตอ่การเพิ่มจํานวนของ bacteriophage PW2 

โดยนํา bacteriophage PW2 (ท่ีมีความเข้มข้นเท่ากบั 104 PFU/ml) มาเพาะเลีย้งในสภาวะท่ีมี

สารละลาย CaCl2 ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่ง ๆ ดงันี ้0 mM, 1 mM, 10 mM และ 20 mM พบวา่ใน

สภาวะท่ีไมมี่สารละลาย CaCl2 ใช้เวลาประมาณ 5 ชัว่โมงในการเพิ่มจํานวนจนมีจํานวนสงูสดุ 

สว่นในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 1 mM bacteriophage PW2 ใช้เวลาประมาณ 

4 ชัว่โมงในการเพิ่มจํานวนจนมีจํานวนสงูสดุ ในขณะท่ีในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความ

เข้มข้น 10 mM และ 20 mM bacteriophage PW2 ใช้เวลาประมาณ 3 ชัว่โมงในการเพิ่มจํานวน

จนมีจํานวนสงูสดุ (รูปท่ี 12, ตารางท่ี 8) แตอ่ยา่งไรก็ตามจากการทดลองเห็นได้วา่ไมว่า่ในสภาวะ

ท่ีไมมี่สารละลาย CaCl2 หรือในสภาวะท่ีมีสารละลายดงักลา่วความเข้มข้น 1 mM, 10 mM และ 

20 mM จํานวน bacteriophage PW2 สงูสดุท่ีตรวจวดัได้มีคา่ใกล้เคียงกนัมาก คือมีคา่ในชว่ง

ประมาณ 8.12 x 108 pfu/ml ถึง 8.91 x 108 PFU/ml 
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เวลา 

(ช่ัวโมง) 

จาํนวน phage ท่ีตรวจวัดได้ในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้นต่าง ๆ 

(PFU/ml) 

0 mM 1 mM 10 mM 20 mM 

0 1.00 x 104 1.00 x 104 1.00 x 104 1.00 x 104 

1 6.76 x 105 3.47 x 106 2.24 x 107 4.27 x 107 

2 1.74 x 107 1.15 x 108 4.07 x 108 6.35 x 108 

3 1.62 x 108 5.25 x 108 8.69 x 108 8.91 x 108 

4 4.68 x 108 8.51 x 108 8.69 x 108 8.91 x 108 

5 8.12 x 108 8.51 x 108 8.69 x 108 8.91 x 108 

6 8.12 x 108 8.51 x 108 8.69 x 108 8.91 x 108 

 

ตารางท่ี 8  จํานวน phage ท่ีตรวจวดัได้ในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้นตา่ง ๆ 
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รูปท่ี 12  จํานวน phage ท่ีตรวจวดัได้ในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้นตา่ง ๆ 
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การศึกษาการทนความร้อนของ bacteriophage PW2 

 จากการศกึษาการทนความร้อนของ bacteriophage PW2 โดยการนํา bacteriophage 

ดงักลา่ว (ท่ีมีความเข้มข้นเท่ากบั 106 PFU/ml) ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 50, 60, 70, 80 และ 90 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที พบว่าเม่ือนํา bacteriophage PW2 ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 50 องศา

เซลเซียส จํานวนของแบคเทอริโอเฟจแทบจะไมมี่การเปล่ียนแปลง (รูปท่ี 12, ตารางท่ี 9) ในขณะท่ี

เม่ือนํา bacteriophage PW2 ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 60, 70 และ 80 จํานวนของแบคเทอริโอเฟจจะ 

ลดลงตามอณุหภมูิท่ีเพิ่มขึน้ (รูปท่ี 13, ตารางท่ี 9) และเม่ือนํา bacteriophage PW2 ไปบม่ท่ี

อณุหภมูิ 90 ปรากฏว่าไมส่ามารถตรวจวดัจํานวนของแบคเทอริโอเฟจได้ (รูปท่ี 12, ตารางท่ี 9)  
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รูปท่ี 13  อตัราการรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 เม่ือบม่ bacteriophage PW2 

                         ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 30 นาที 
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อุณหภูมิ การรอดชีวิตของแบคเทอริโอเฟจ (%) 

50°C 98 ± 7.9 

60°C 49 ± 2.8 

70°C 32 ± 5.5 

80°C 11 ± 1.6 

90°C 0 

 

ตารางท่ี 9  อตัราการรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 เม่ือบม่ bacteriophage PW2 

                          ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 30 นาที 

 

 

 

การศึกษาการทนต่อสารเคมีและสารต้านจุลินทรีย์ของ bacteriophage PW2 

 จากการนํา bacteriophage PW2 มาศกึษาการทนตอ่สารเคมีและสารต้านจลุินทรีย์ 

ดงัตอ่ไปนี ้Malachite green, Formalin, Sodium hypochlorite, 50% Benzalkonium chloride, 

10% Iodine, Ethanol (10%, 50%, 70%, absolute), Isopropanol (10%, 50%, 100%), Acetic 

acid และ Hydrogen peroxide พบวา่เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 ในสาร

ตา่ง ๆ ดงักลา่วข้างต้นมีคา่คอ่นข้างสงู โดยอยูใ่นชว่งระหวา่ง 96.4% ถึง 100% (รูปท่ี 14, ตารางท่ี 

10) 
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สารเคมีและสารต้านจุลินทรีย์ % survival 

Malachite green 98.5 

Formalin 100 

Sodium hypochlorite 99.2 

50% Benzalkonium chloride 100 

10% Iodine 100 

10 % Ethanol 100 

50 % Ethanol 100 

70 % Ethanol 98.2 

Absolute Ethanol 96.4 

10 % Isopropanol 100 

50 % Isopropanol 100 

100 % Isopropanol 99.1 

Acetic acid 97.8 

Hydrogen peroxide 97.2 

 

ตารางท่ี 10  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 ในสารเคมี และสารต้านจลุินทรีย์ 

                     ชนิดตา่ง ๆ  
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รูปท่ี 14  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ bacteriophage PW2 ในสารเคมี และสารต้านจลุินทรีย์ 

                  ชนิดตา่ง ๆ  

 

 

 

การศึกษา bacteriophage PW2 ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน 

 จากการนํา bacteriophage PW2 ไปศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งผา่น 

(transmission electron microscope, TEM) พบวา่ bacteriophage PW2 มีลกัษณะดงันี ้สว่นหวั 

(head) เป็นรูป icosahedral ในขณะท่ีสว่นหาง (tail) มีลกัษณะเป็นแบบ noncontractile tail (รูป

ท่ี 15) จากการหาคา่เฉล่ียของขนาดของสว่นหวั และสว่นหางของ bacteriophage PW2 (จํานวน 

5 particles) พบวา่สว่นหวัของ bacteriophage ดงักล่าวมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง (diameter) 

เฉล่ียประมาณ 50 ± 3.8 นาโนเมตร ในขณะท่ีสว่นหางมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางเฉล่ียประมาณ 

11 ± 0.5 นาโนเมตร และมีความยาวเฉล่ียประมาณ 136 ± 6.2 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 15  ภาพจลุทรรศน์อิเลคตรอนของ bacteriophage PW2 (Bar = 100 นาโนเมตร) 

 

การศึกษาโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบของ bacteriophage PW2 โดยวิธี SDS-PAGE 

 จากการศกึษาโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบของ bacteriophage PW2 โดยวิธี SDS-PAGE 

พบแถบโปรตีน (protein band) บนแผน่ polyacrylamide gel จํานวน 6 แถบ ซึง่แถบโปรตีน

ดงักลา่วมีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 75, 60, 35, 30, 20 และ 15 kDa ตามลําดบั (รูปท่ี 16) 

 

 
 

รูปท่ี 16  SDS-PAGE ของโปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบสว่นประกอบของ bacteriophage NLP8  

                  Lane 1 = Broad range protein molecular weight markers 

                  Lane 2 = โปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบของ bacteriophage NLP8 
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การศึกษา nucleic acid ของ bacteriophage PW2 

 เม่ือทําการสกดัเอา nucleic acid จาก bacteriophage PW2 และนํา nucleic acid 

ดงักลา่วไปตดัด้วยเอนไซม์ 4 ชนิด คือ RNase (หรือ ribonuclease), S1 nuclease, PstI และ 

BamHI ผลปรากฏว่า nucleic acid ของ PW2 สามารถถกูยอ่ยสลายได้โดย PstI และ BamHI แต่

ไมส่ามารถถกูย่อยสลายได้โดย RNase และ S1 nuclease โดยสงัเกตได้จากผลของการวิเคราะห์ 

nucleic acid โดยวิธี agarose gel electrophoresis เม่ือนําเอาขนาดของชิน้ส่วนของ nucleic 

acid ท่ีได้จากการตดัด้วย PstI หรือ BamHI มารวมกนั พบวา่ nucleic acid ของ bacteriophae 

PW2 มีขนาดประมาณ 46 kb (รูปท่ี 17) 

 

 

 
 

รูปท่ี 17  แถบ (band) ของ nucleic acid ของ bacteriophage PW2 ท่ีปรากฏบนแผ่น  

                       agarose gel  

Lane 1 = lambda DNA cut with HindIII 

Lane 2 = pGEM DNA marker 

Lane 3 = uncut nucleic acid of bacteriophage PW2 

Lane 4 = nucleic acid of bacteriophage PW2 cut with PstI 

Lane 5 = nucleic acid of bacteriophage PW2 cut with BamHI 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

กุ้งกลุาดํา (Penaeus monodon) เป็นสตัว์ทะเล ท่ีพบกระจายอยูท่ัว่ไปในประเทศไทย 

โดยเฉพาะบริเวณเกาะช้าง บริเวณนอกฝ่ังชมุพรถึงนครศรีธรรมราช ส่วนทางฝ่ังทะเลอนัดามนัจะ

พบมากท่ีภเูก็ตและระนอง ก้งกลุาดําเป็สตัว์นํา้ท่ีสามารถปรับตวัเข้ากบัสิ่งแวดล้อมได้ดี อดทน

และโตเร็ว ความนิยมในการบริโภคกุ้งกลุาดําของทัง้คนในประเทศไทย และตา่งประเทศทําให้

อตุสาหกรรมการเลีย้งกุ้ งกลุาดําในประเทศไทยมีการพฒันาอย่างมาก จนประเทศไทยกลายเป็น

ผู้ นําในการสง่ออกกุ้งกลุาดํา และผลิตภณัฑ์ท่ีเก่ียวข้องไปยงัตลาดโลก โดยสามารถสร้างรายได้

เข้าสูป่ระเทศได้ปีละกวา่ 100,000 ล้านบาท อยา่งไรก็ตามการเพาะเลีย้งกุ้ งกลุาดําไมว่า่จะใน

ประเทศไทย หรือในตา่งประเทศมกัประสบบญัหาเก่ียวกบัโรคท่ีเกิดขึน้กบักุ้ งกลุาดํา  การระบาด

ของโรคกุ้งกลุาดําแตล่ะครัง้นอกจากจะก่อให้เกิดความสญูเสียตอ่เกษตรกรผู้ เลีย้งกุ้ งแล้ว ยงั

ก่อให้เกิดการสญูเสียรายได้ของประเทศอีกด้วย ดงันัน้ปัญหาเก่ียวกบัโรคของกุ้งกลุาดําจงึถือวา่

เป็นปัญหาระดบัชาติท่ีหลาย ๆ ฝ่ายพยายามชว่ยกนัป้องกนั และแก้ไข 

โรคของกุ้งกลุาดําท่ีทําให้เกิดความเสียหายรุนแรงในเชิงธุรกิจมกัเป็นโรคท่ีเกิดจากการตดิ

เชือ้ไวรัส และแบคทีเรีย ซึง่โรคหนึง่ในบรรดาโรคดงักลา่วท่ีมกัพบได้ในประเทศไทย และก่อให้เกิด

ความสญูเสียอยา่งมาก คือ โรคเรืองแสง (luminous vibriosis) ซึง่เป็นโรคท่ีเกิดจากการตดิเชือ้

แบคทีเรีย Vibrio harveyi  กุ้งกลุาดําท่ีเป็นโรคนีมี้อาการดงันี ้ กุ้ งลอยอยูท่ี่ขอบบอ่ ไมกิ่นอาหาร 

ตวัหลวม สีลําตวัขุน่ ซ่ีเหงือกมีสีดํา ตบัอกัเสบ ตบัออ่นมีสีซีดลง และจะมีการเรืองแสงเกิดขึน้ใน

เวลากลางคืน หากกุ้งกลุาดําตดิเชือ้ Vibrio harveyi สายพนัธุ์ท่ีมีความรุนแรงสงูในการก่อโรค 

(highly virulent strain) สามารถทําให้กุ้ งมีอตัราการตายสงูถึง 100 % เม่ือในบอ่มีเชือ้เพียง 102 

cfu/ml (Lavilla-Pitogo และคณะ 1992) วิธีท่ีนิยมใช้ในการป้องกนั และการรักษาโรคนี ้คือ การใช้

ยาปฏิชีวนะ และฆา่เชือ้ในนํา้ด้วยไอโอดีนหรือเบนซลัโคเนียมคลอไรด์ (Benzalkonium chloride) 

Vibrio harveyi เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลกัษณะรูปร่างเป็นทอ่นสัน้ๆ เติบโตได้ทัง้ใน

สภาวะมีออกซิเจนและไมมี่ออกซิเจน บางสายพนัธุ์สามารถก่อให้เกิดโรคเรืองแสง (luminous 

vibriosis) ในสตัว์นํา้ เชน่ กุ้ ง (Karunasagar และคณะ 1994, Pizzuto และ Hirst 1995, Alvarez 

และคณะ 1998) และปลา (Kraxberger-Beatty และคณะ 1990, Ishimaru และ Muroga 1997) 

ได้ ความสามารถในการก่อโรคของ V. harveyi เก่ียวข้องกบัยีน hemolysin (Zhang และคณะ 

2001) โดยปกตแิล้ว Vibrio harveyi สามารถเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองได้ โดยการเรืองแสง

ดงักลา่วเกิดจากปฏิกิริยาท่ีต้องอาศยัเอนไซม์ luciferase โดยเอนไซม์ luciferase จะทําหน้าท่ีเร่ง

ปฏิกิริยา oxidation ของ luciferin  การแยกความแตกตา่งระหวา่ง V. harveyi ออกจาก Vibrio 
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species อ่ืน ๆ สามารถทําได้โดยการเลีย้งในอาหาร V. harveyi agar (VHA) (Harris และคณะ 

1996) ซึง่เป็นอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้แยกชนิดของเชือ้ (differential media) ชนิดหนึง่ เม่ือใช้อาหาร

เลีย้งเชือ้ดงักลา่วในการเลีย้ง V. harveyi จะทําให้ได้โคโลนีท่ีมีลกัษณะเฉพาะแตกตา่งไปจาก

โคโลนีของ Vibrio ชนิดอ่ืน ๆ กลา่วคือ โคโลนีของ V. harveyi  จะเป็นโคโลนีท่ีมีสีเขียว กลาง

โคโลนีมีสีเขียวเข้ม รอบโคโลนีมีสีเหลือง (yellow halo) (Harris และคณะ 1996)  

การใช้สารเคมี และยาปฏิชีวนะในการป้องกนั และรักษาโรคท่ีเกิดกบัสตัว์เลีย้งเพ่ือการ

บริโภคทัว่ไป เชน่ ไก่ เป็ด ววั และปลา รวมทัง้โรคท่ีเกิดกบักุ้ งกลุาดํา มกัก่อให้เกิดปัญหาหลาย

ประการ เช่น 

 การใช้สารเคมี และยาปฏิชีวนะในกระบวนการเลีย้งสตัว์เพ่ือการบริโภคอาจก่อให้เกิดการ

ตกค้างของสารตา่ง ๆ ดงักล่าวในสตัว์ และสง่ผลตอ่สขุภาพ และความปลอดภยัของผู้บริโภคได้  

การใช้สารเคมี และยาปฏิชีวนะในฟาร์ม หรือในบอ่เลีย้งสตัว์อาจทําให้เกิดการ

แพร่กระจายของสารดงักล่าวทัว่ไปในสิ่งแวดล้อม ซึง่อาจเกิดขึน้จากการชะของฝน หรือการปล่อย

นํา้จากบอ่เลีย้งสตัว์ออกสูแ่หลง่นํา้ธรรมชาต ิ สารเคมี และยาปฏิชีวนะดงักลา่วท่ีหลดุออกสู่

สิ่งแวดล้อมอาจก่อให้เกิดอนัตรายตอ่สิ่งมีชีวิตในวงกว้างได้  

 การใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคมกัก่อให้เกิดปัญหาการดือ้ยาของเชือ้ก่อโรค ซึง่สง่ผล

ให้การรักษาโรคท่ีเกิดจากเชือ้ก่อโรคดงักลา่วเป็นไปได้ยากขึน้ เชน่อาจต้องใช้ยาในปริมาณท่ีมาก

ขึน้ หรือต้องหายาชนิดใหม่ ๆ มาใช้ในการรักษาโรคตลอดเวลา 

 จากปัญหาดงักลา่วของการใช้การใช้สารเคมี และยาปฏิชีวนะในการป้องกนั และรักษา

โรคท่ีเกิดกบัสตัว์เลีย้งเพ่ือการบริโภคจงึทําให้ในบางประเทศมีกฎหมายควบคมุ หรือสัง่ห้ามการใช้ 

สารเคมี และยาปฏิชีวนะหลาย ๆ ชนิด นอกจากนีใ้นหลายประเทศยงัได้มีการสนบัสนนุ และ

กระตุ้นให้มีการค้นคว้าวิจยัเพ่ือหาสารท่ีปลอดภยัมาใช้ในการป้องกนั และรักษาโรคท่ีเกิดกบัสตัว์

เลีย้งเพ่ือการบริโภคแทนการใช้สารเคมี และยาปฏิชีวนะ ซึง่สารดงักล่าวต้องมีคณุสมบตัหิลกั คือ 

เป็นสารท่ีได้มาจากธรรมชาต ิ  สามารทําลายเชือ้ก่อโรคได้อยา่งมีประสิทธิภาพ และอยา่งจําเพาะ  

และไมต่กค้างในสตัว์ หรือสิ่งแวดล้อม จากการศกึษาวิจยัอยา่งจริงจงัของนกัวิทยาศาสตร์จํานวน

มากทําให้พบวา่แบคเทอริโอเฟจมีศกัยภาพท่ีจะนํามาใช้แทนสารเคมี และยาปฏิชีวนะในการ

ป้องกนั และรักษาโรค โดยเฉพาะโรคท่ีเกิดจากการตดิเชือ้แบคทีเรีย  

 แบคเทอริโอเฟจ คือ ไวรัสท่ีใช้แบคทีเรียเป็นเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) หรือกลา่วอีกนยัหนึง่

คือ แบคเทอริโอเฟจเป็นไวรัสท่ีต้องเพิ่มจํานวนภายในเซลล์ของแบคทีเรีย แบคเทอริโอเฟจ

โดยทัว่ไปประกอบด้วย genome ท่ีมี capsid หรือ protein coat หอ่หุ้มอยู่ โดยแบคเทอริโอ         

เฟจบางชนิดอาจมี envelope ซึง่มีไขมนั (lipid) เป็นสว่นประกอบห่อหุ้ม capsid อีกชัน้หนึง่  
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genome ของแบคเทอริโอเฟจอาจเป็น single-stranded DNA (ssDNA)  double-stranded DNA 

(dsDNA)  single-stranded RNA (ssRNA) หรือ double-stranded RNA (dsDNA) ก็ได้ 

นอกจากนี ้ genome ของ bacteriophages ยงัอาจมีรูปร่างเป็น circular หรือ linear ก็ได้ 

(Ackermann 2003) 

การนําแบคเทอริโอเฟจมาใช้ในการป้องกนั และรักษาโรค หรือท่ีเรียกว่า bacteriophage 

therapy (Alisky และคณะ 1998, Barrow และคณะ 1998, Barrow และ Soothill 1997) ได้รับ

ความสนใจเป็นอยา่งมาก และมีแนวโน้มท่ีจะนํามาใช้แทนการป้องกนั และรักษาโรคในสตัว์เลีย้ง

เพ่ือการบริโภคโดยการใช้สารเคมี และยาปฏิชีวนะในอนาคต ทัง้นีเ้น่ืองจากปัจจยัดงัตอ่ไปนี ้ แบ

คเทอริโอเฟจมีความสามารถ ในการทําลายเชือ้ก่อโรคได้อย่างจําเพาะ ดงันัน้หากนําแบคเทอริ

โอเฟจมาใช้ในการรักษาโรค แบคเทอริโอเฟจก็จะไปทําลายเฉพาะเชือ้ก่อโรคเทา่นัน้ โดยท่ีไมทํ่า

อนัตรายตอ่เชือ้แบคทีเรียประจําถ่ิน (normal flora) ท่ีอาศยัอยูใ่นร่างกายของคน และสตัว์ ทัง้ยงัไม่

ทําอนัตรายตอ่เซลล์ของคน และสตัว์อีกด้วย นอกจากนีก้ารดํารงชีพแบบต้องพึง่พาเซลล์เจ้าบ้าน 

(host cell) ของแบคเทอริโอเฟจก็เป็นอีกปัจจยัหนึง่ท่ีทําให้ การใช้แบคเทอริโอเฟจในการรักษาโรค

เป็นท่ีสนใจ ทัง้นีเ้น่ืองจากเม่ือมีการใช้แบคเทอริโอเฟจในการรักษาโรค หลงัจากท่ีแบคเทอริโอเฟจ

ทําลายเชือ้ก่อโรคแล้วแบคเทอริโอเฟจก็จะไมส่ามารถดํารงชีพตอ่ไปได้ด้วย ดงันัน้จึงไมมี่ปัญหา

เก่ียวกบัการมี แบคเทอริโอเฟจตกค้างในร่างกายคน สตัว์ และสิ่งแวดล้อม หลงัจากท่ีมีการใช้แบ

คเทอริโอเฟจในการรักษาโรค 

 ในการศกึษานีไ้ด้ทําการตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีมีความสามารถในการทําลาย Vibrio 

harveyi ซึง่เป็นแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคเรืองแสงในกุ้งกลุาดํา โดยทําการตรวจหาแบคเทอริโอ    

เฟจดงักลา่วในนํา้ท่ีได้มาจากจากบอ่เพาะเลีย้งกุ้ งกลุาดํา รวมถึงนํา้ท่ีได้มาจากแหล่งนํา้ธรรมชาติ

ตา่ง ๆ นอกจากนีย้งัได้ทําการศกึษาคณุสมบตัหิลาย ๆ ประการของแบคเทอริโอเฟท่ีตรวจหาได้ 

โดยมีความมุง่หวงัว่าแบคเทอริโอเฟจท่ีตรวจหาได้จากการศกึษานีจ้ะสามารถนําไปพฒันาเพ่ือใช้

ในการป้องกนั และรักษาโรคเรืองแสงท่ีเกิดขึน้กบักุ้ งกลุาดําตอ่ไป  

จากการนํานํา้ตวัอยา่งจํานวน 12 ตวัอย่าง โดยเป็นนํา้จากแหลง่นํา้ธรรมชาตจํิานวน 7 

ตวัอยา่ง และนํา้จากบอ่เลีย้งกุ้ งกลุาดําจํานวน 5 ตวัอยา่งมาทําการตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ี

สามารถทําลาย V. harveyi CS101 ซึง่เป็นเชือ้แบคทีเรียก่อโรคในกุ้งกลุาดํา พบว่านํา้ตวัอยา่งท่ีได้

จากบอ่เลีย้งกุ้ งกลุาดําท่ีมีรหสัวา่ PW2 มีแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi CS101 ได้ 

ดงันัน้จงึได้เรียกวแ่บคเทอริโอเฟจท่ีตรวจหาได้ว่า bacteriophage PW2 และจากการนํา 

bacteriophage PW2 ไปศกึษาความสามารถในการทําลายแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ พบวา่แบคเทอริ

โอเฟจดงักลา่วสามารถทําลาย V. harveyi ทกุสายพนัธุ์ท่ีนํามาทดสอบ แตไ่มส่ามารถทําลาย
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แบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีนํามาทดสอบ การท่ี bacteriophage PW2 สามารถทําลายเชือ้ V. harveyi ได้

หลายสายพนัธุ์ ทําให้แบคเทอริโอเฟจดงักลา่วมีความนา่สนใจท่ีจะนํามาพฒันาเพ่ือใช้ในการ

ป้องกนั และรักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้ V. harveyi ทัง้นีเ้น่ืองจากในสภาพความเป็นจริง        

V. harveyi ท่ีก่อให้เกิดโรคในกุ้งกลุาดํามีสายพนัธุ์ท่ีหลากหลายมาก ดงันัน้การนําแบคเทอริโอเฟจ

ท่ีมีความสามารถในการทําลาย V. harveyi ได้หลากหลายสายพนัธุ์มาใช้ในการการป้องกนั และ

รักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้ V. harveyi จงึนา่ท่ีจะดีกว่าการนําแบคเทอริโอเฟจท่ีมี

ความสามารถในการทําลาย V. harveyi ได้เพียงสายพนัธุ์เดียวมาใช้ในการป้องกนั และรักษาโรค

ท่ีเกิดจากการติดเชือ้ V. harveyi  งานวิจยัท่ีสนบัสนนุข้อความดงักล่าวเป็นงานวิจยัของ Vinod 

และคณะ (2006) ซึง่ได้เลือกนําแบคเทอริโอเฟจท่ีมีความสามารถในการทําลาย V. harveyi        

ทกุสายพนัธุ์ท่ีนํามาใช้ทดสอบ (50 สายพนัธุ์) มาทดลองใช้ในการรักษาโรคในกุ้งกลุาดํา และ

พบวา่แบคเทอริโอเฟจดงักล่าวสามารถรักษาโรคในกุ้งกลุาดําได้อย่างมีประสิทธิภาพ  ถึงแม้วา่จะ

มีรายงานเก่ียวกบัการค้นพบแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi ท่ีก่อให้เกิดโรคเรืองแสง

ในกุ้งกลุาดํา (Karunasagar I และคณะ 2007, Vinod และคณะ 2006) แตง่านวิจยัในลกัษณะ

ดงักลา่วก็ยงัเป็นท่ีสนใจของนกัวิทยาศาสตร์จํานวนมาก ทัง้นีเ้น่ืองจากแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถ

ทําลาย V. harveyi ท่ีก่อให้เกิดโรคเรืองแสงในกุ้งกลุาดําท่ีค้นพบแล้วอาจไมส่ามารถนํามาใช้ใน

การป้องกนั และรักษาโรคเรืองแสงในกุ้งกลุาดําท่ีเกิดจาก V. harveyi สายพนัธุ์ท่ีแตกตา่งไปจาก

สายพนัธุ์ท่ีใช้ในการทดลอง 

การยึดเกาะบนผิวเซลล์ของแบคทีเรียโดยแบคเทอริโอเฟจ ถือว่าเป็นขัน้ตอนท่ีสําคญั

ขัน้ตอนหนึง่ของการบกุรุกเซลล์ของแบคทีเรียโดยแบคเทอริโอเฟจ แตง่านวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบั

การศกึษาแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi ท่ีผา่นมายงัไมเ่คยมีการศกึษา

ความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการยึดเกาะบนผิวของเซลล์ V. harveyi เลย ดงันัน้ใน

การศกึษานีจ้งึได้ทําการศกึษาการยึดเกาะของ bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi 

CS101 ซึง่พบวา่ประมาณ 90% ของ bacteriophage PW2 สามารถยดึเกาะบนผิวเซลล์ของ      

V. harveyi CS101 ได้ภายในเวลา 30 นาที ผลท่ีได้นีใ้กล้เคียงกบัผลท่ีได้จากการศกึษาการยดึ

เกาะของ bacteriophage ΦJL-1 บนผิวเซลล์ของเชือ้แบคทีเรีย Lactobacillus plantarum MU45 

ซึง่พบวา่ ประมาณ 98% ของ bacteriophage ΦJL-1 สามารถยึดเกาะบนผิวเซลล์ของ              

L. plantarum MU45 ได้ภายในเวลา 30 นาที (Lu และคณะ 2003) 

จากการศกึษาท่ีผา่นมามีรายงานจํานวนมากท่ีแสดงให้เห็นวา่ divalent cation เชน่ Ca2+, 

Mg2+  และ Mn2+ เป็นต้นมีความสําคญัตอ่การเพิ่มจํานวนของ bacetriophage (Lu และคณะ 

2003, Watanabe และคณะ 1970, Seto และคณะ 1964, , Rountree 1955, Luria และ Steiner 
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1954, Perlman และคณะ 1951, Collins และคณะ 1950) ดงันัน้จงึมีความนา่สนใจในการศกึษา

ผลของสารละลาย CaCl2 ตอ่การเพิ่มจํานวนของ bacteriophage PW2 ซึง่จากการการทดลอง

พบวา่ในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 20 mM bacteriophage PW2 สามารถเพิ่ม

จํานวนได้รวดเร็วกวา่ในสภาวะท่ีไมมี่สารละลาย CaCl2 หรือมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 1 

mM และ 10 mM  อยา่งไรก็ตามเน่ืองจากการเพิ่มจํานวนของแบคเทอริโอเฟจประกอบด้วยหลาย

ขัน้ตอน เชน่ ขัน้ตอนท่ีแบคเทอริโอเฟจไปเกาะท่ีผิวของเซลล์เจ้าบ้าน (host cell)  ขัน้ตอนการเพิ่ม

จํานวนของแบคเทอริโอเฟจภายในเซลล์เจ้าบ้าน และขัน้ตอนการทําให้เซลล์เจ้าบ้านแตกสลาย 

(cell lysis) เป็นต้น และจากการศกึษานีย้งัไมส่ามารถสรุปได้วา่สารละลาย CaCl2 มีความสําคญั

ตอ่ขัน้ตอนใดของการเพิ่มจํานวนของ bacteriophage PW2 ดงันัน้การทดลองเพ่ือศกึษา

ความสําคญัของสารละลาย CaCl2 ตอ่ขัน้ตอนตา่ง ๆ ของการเพิ่มจํานวนของ bacteriophage 

PW2 จงึเป็นประเดน็ท่ีนา่ทําการศกึษาตอ่ไป 

 ด้วยเหตท่ีุแบคเทอริโอเฟจแตล่ะชนิด มีความสามารถในการทนความร้อนได้แตกตา่งกนั 

เชน่ bacteriophage PL-1 สามารถถกูทําลายได้ท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ 50 องศาเซลเซียส (Watanabe 

และคณะ 1970) ในขณะท่ี bacteriophage ΦJL-1 สามารถถกูทําลายได้ท่ีอณุหภูมิสงูกวา่ 70 

องศาเซลเซียส (Lu และคณะ 2003) ดงันัน้การมีข้อมลูเก่ียวกบัการทนความร้อนของแบคเทอริ

โอเฟจจงึมีความสําคญัตอ่การนําแบคเทอริโอเฟจไปพฒันาเพ่ือใช้ประโยชน์ เพราะถ้าหากทราบว่า

แบคเทอริโอเฟจท่ีจะนําไปใช้ประโยชน์สามารถถกูทําลายได้ท่ีอณุหภมูิเทา่ใด ก็จะได้หลีกเล่ียง

ไมใ่ห้แบคเทอริโอเฟจดงักลา่วต้องอยูใ่นสภาวะท่ีอาจถกูทําลายได้ จากการศกึษาการทนความร้อน

ของ bacteriophage PW2 พบวา่แบคเทอริโอเฟจดงักล่าวสามารถทนความร้อนได้ท่ีอณุหภมูิ 50 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แตจ่ะถกูทําลายได้ท่ีอณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส 

 การนําแบคเทอริโอเฟจไปพฒันาเพ่ือใช้ในการป้องกนั และรักษาโรคในกุ้งกลุาดําจําเป็น

อยา่งย่ิงท่ีต้องมีข้อมลูเก่ียวกบัควมสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทนตอ่สารเคมี และยา

ปฏิชีวนะท่ีนิยมใช้ในการป้องกนั และรักษาโรคในกุ้งกลุาดํา ทัง้นีเ้น่ืองจากในบอ่เลีย้งกุ้ งท่ีจะนําแบ

คเทอริโอเฟจไปใช้อาจมีสารเคมี หรือยาปฏิชีวนะดงักลา่วตกค้างอยู่ นอจากนีก้ารมีข้อมลูดงักลา่ว

อาจชว่ยให้สามารถออกแบบการใช้แบคเทอริโอเฟจในการป้องกนั และรักษาโรคในกุ้ งกลุาดําให้มี

ประสิทธิภาพขึน้ โดยการนําไปใช้ร่วมกบัสารเคมี หรือยาปฏิชีวนะดงักลา่ว ดงันัน้ในการศกึษานีจ้งึ

ได้ทําการทดสอบความสามารถของ bacteriophage PW2 ในการทนตอ่สารเคมี และยาปฏิชีวนะ

หลาย ๆ ชนิดท่ีนิยมใช้ในการป้องกนั และรักษาโรคในกุ้งกลุาดํา ซึง่ได้แก่ Malachite green, 

Formalin, Sodium hypochlorite, 50% Benzalkonium chloride, 10% Iodine, Ethanol (10%, 

50%, 70%, absolute), Isopropanol (10%, 50%, 100%), Acetic acid และ Hydrogen 
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peroxide และจากการทดลองพบว่าความสามารถในการทนตอ่สารเคมี และยาปฏิชีวนะท่ี

นํามาใช้ทดสอบของ bacteriophage PW2 ในเกณฑ์ท่ีสงู โดย absolute ethanol เป็นสารท่ีมี

ความสามารถในการทําลาย bacteriophage PW2 ได้ดีท่ีสดุ แตถึ่งกระนัน้อตัราการรอดชีวิตของ 

bacteriophage PW2 ในสารละลาย absolute ethanol ก็ยงัมีคา่สงูถึง 96.4% 

  จากการศกึษารูปร่างลกัษณะของ bacteriophage PW2 ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลค      

ตรอนแบบสอ่งผา่น รวมทัง้การศกึษาโปรตีน และ nucleic acid ท่ีเป็นสว่นประกอบของแบคเทอริ

โอเฟจดงักลา่ว พบวา่ bacteriophage ดงักลา่วน่าจะจดัเป็น tailed phage ใน family 

Siphoviridae ซึง่ประกอบด้วยโปรตีนหลกั (major protein) อยา่งน้อย 6 ชนิด และมี genome 

เป็น DNA สายคู ่ (double stranded DNA) ทัง้นีเ้น่ืองจาก nucleic acid ท่ีสกดัได้จาก 

bacteriophage PW2 สามาถถกูทําลายได้โดย PstI และ BamHI ซึง่เป็น restricton enzymes 

(เอนไซม์ท่ีสามารถยอ่ยสลาย double stranded DNA ได้) แตไ่มส่ามาถถกูทําลายได้โดย RNase 

(เอนไซม์ท่ีสามารถยอ่ยสลาย RNA ได้) และ S1 nuclease (เอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลายได้เฉพาะ 

single stranded DNA) อย่างไรก็ตามในการศกึษานีย้งัสามารถคาดคะเนขนาดของ 

bacteriophage PW2 ได้ว่ามีขนาดประมาณ 46 kb แตไ่มส่ามารถบอกได้วา่ genome ของ 

bacteriphage PW2 มีรูปร่างเป็นวงกลม (circular) หรือมีรูปร่างเป็นเส้นตรง (linear) จากรายงาน

ท่ีผา่นมาเก่ียวกบัแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi ได้พบวา่แบคเทอริโอเฟจดงักลา่ว

ทกุชนิดเป็นแบคเทอริโอเฟจ ใน family Siphoviridae และมี genome เป็น DNA สายคู ่ (double 

stranded DNA) (Karunasagar I และคณะ 2007, Vinod และคณะ 2006) 
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สรุปผลการทดลอง 

  

 Bacteriophage PW2 เป็น bacteriophage ท่ีแยกได้จากนํา้ตวัอยา่งท่ีเก็บจากบอ่เลีย้งกุ้ ง

กลุาดํา และมีความสามารถในการทําลาย Vibrio harveyi ได้อย่างจําเพาะ ประมาณ 90% ของ 

bacteriophage PW2 สามารถยึดเกาะบนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 หลงัจากท่ีมีการเตมิ 

bacteriophage ดงักลา่วลงไปในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมี V. harveyi CS101 เป็นเวลา 30 นาที 

bacteriophage PW2 สามารถทนความร้อนได้ท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

และสามารถทนตอ่สารเคมี และยาปฏิชีวนะทกุชนิดท่ีนํามาใช้ในการทดลอง แนอกจากนีย้งั

สามารถเพิ่มจํานวนในสภาวะท่ีมีสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 20 mM ได้ดีกว่าในสภาวะท่ีไมมี่

สารละลาย CaCl2 หรือมีสารละลายดงักลา่วความเข้มข้น 1 mM และ 10 mM จากการศกึษา

รูปร่าง ชนิดของ nucleic acid และโปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบของ bacteriophage PW2 พบวา่ 

bacteriophage PW2 เป็น double stranded DNA virus ใน family Siphoviridae และ

ประกอบด้วยโปรตีนหลกัอย่างน้อย 6 ชนิด  
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ตารางเปรียบทียบวัตถุประสงค์ กิจกรรมท่ีวางแผนไว้ กิจกรรมท่ีดาํเนินการมา และผลท่ี

ได้รับตลอดโครงการ 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือคดัเลือกแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย Vibrio harveyi จากแหลง่นํา้ธรรมชาต ิและจากบอ่

เพาะเลีย้งกุ้ ง 

2. เพ่ือศกึษาคณุสมบตัขิองแบคเทอริโอเฟจท่ีแยกได้ ได้แก่ การทําให้แบคเทอริโอเฟจ บริสทุธ์ิ ศกึษา

ความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลาย Vibrio สายพนัธุ์อ่ืนหรือเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ 

ศกึษาการทนความร้อน การทนตอ่สารเคมีและสารต้านจลุินทรีย์ของแบคเทอริโอเฟจ ศกึษา

ความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการเกาะติดกบัเซลล์ของโฮสต์ ศกึษารูปร่างของแบคเทอริ

โอเฟจภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอน ศกึษาโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของแบคเทอริโอเฟจ 

และศกึษา DNA ของแบคเทอริโอเฟจ 

กิจกรรมท่ีวางแผนไว้ 

1. ตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi CS101 

2. ศกึษาความสามารถของ bacteriophage PW2 ในการทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืน 

3. ศกึษาการยดึเกาะของ bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 

4. ศกึษาการทนความร้อนของ bacteriophage PW2 

5. ศกึษาการทนตอ่สารเคมี และสารต้านจลุินทรีย์ของ bacteriophage PW2 

6. ศกึษารูปร่างของ bacteriophage PW2 ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอน 

7. ศกึษาโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบของ bacteriophage PW2 โดยวิธี SDS-PAGE 

8. ศกึษา nucleic acid ของ bacteriophage PW2 

กิจกรรมท่ีดาํเนินการมา 

1. ตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi CS101 

2. ศกึษาความสามารถของ bacteriophage PW2 ในการทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืน 

3. ศกึษาการยดึเกาะของ bacteriophage PW2 บนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 

4. ศกึษาการทนความร้อนของ bacteriophage PW2 

5. ศกึษาการทนตอ่สารเคมี และสารต้านจลุินทรีย์ของ bacteriophage PW2 

6. ศกึษารูปร่างของ bacteriophage PW2 ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอน 

7. ศกึษาโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบของ bacteriophage PW2 โดยวิธี SDS-PAGE 

8. ศกึษา nucleic acid ของ bacteriophage PW2  
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ผลท่ีได้รับตลอดโครงการ 

1. สามารถตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย V. harveyi CS101 ได้ คือ bacteriophage 

PW2 

2. ทราบความสามารถของ bacteriophage PW2 ในการทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืน โดยพบวา่ 

bacteriophage PW2 สามารถทําลาย V. harveyi ทกุสายพนัธุ์ท่ีนํามาใช้ในการทดลอง แตไ่ม่

สามารถทําลายแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืนท่ีนํามาใช้ในการทดลองได้ 

3. พบวา่ 90% ของ bacteriophage PW2 สามารถยึดเกาะบนผิวเซลล์ของ V. harveyi CS101 ได้

ภายในเวลา 30นาที 

4. พบวา่ bacteriophage PW2 สามารถทนความร้อนได้ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 

นาที 

5. พบวา่ bacteriophage PW2 สามารถทนตอ่สารเคมี และสารต้านจลุินทรีย์ทกุชนิดท่ีใช้ในการ

ทดลอง  

6. พบวา่ bacteriophage PW2 มีสว่นหวัเป็นรูป icosahedral ท่ีมีเส้นผา่นศนูย์กลาง 50 ± 3.8 นาโน

เมตร และมีสว่นหางเป็นแบบ noncontractile tail ท่ีมีเส้นผา่นศนูย์กลาง 11 ± 0.5 นาโนเมตร 

และมีความยาว 136 ± 6.2 นาโนเมตร 

7. พบวา่ bacteriophage PW2 ประกอบด้วยโปรตีนหลกัอยา่งน้อย 6 ชนิด ซึง่มีนํา้หนกัโมเลกลุ

ประมาณ 75, 60, 35, 30, 20 และ 15 kDa 

8. พบวา่ nucleic acid ของ bacteriophage PW2 เป็นแบบ double stranded DNA และมีขนาด

ประมาณ 46 kb 
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รายงานการเงนิ 

งบประมาณท่ีได้รับอนมุตั ิ

จากงบประมาณแผน่ดินประจําปีงบประมาณ 2552 เป็นจํานวนเงิน 323,300 บาท 

จากงบประมาณแผน่ดินประจําปีงบประมาณ 2553 เป็นจํานวนเงิน 424,600 บาท 

คา่ใช้จา่ยตลอดโครงการ 

(หลกัฐานตา่ง ๆ สามารถตรวจสอบได้ท่ีฝ่ายการคลงั คณะวิทยาศาสตร์ ม. อบุลราชธานี) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


