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             This study aimed to develop the methods for quantitative determination of V. parahaemolyticus based 

on its quorum sensing; acyl homoserine lactone (AHL) production property. Initially, the chemical reactions for AHL 
standard detection was evaluated to be developed as the colorimetric method. It was found that the coloring complex 
from AHL and FeCl3 reaction was more obvious and stable, compared with the reaction using NH4Fe(SO4)2 reagent. 
This reaction was then used as the detection method for AHL produced from V. parahaemolyticus. The AHL production 
of V. parahaemolyticus was confirmed by HPLC analysis. The results indicated that V. parahaemolyticus could produce 
mainly 3-hydroxyl-C4-HSL. Subsequently, the colorimetric method for the detection of AHL from V. parahaemolyticus  
was evaluated by determining the absorption property of the coloring complex. It was found that the coloring complex 
had maximum absorption (λmax) at 520 nm. In addition, the results also indicated that the coloring complex in the culture 
of V. parahaemolyticus was generated from the specific reaction between FeCl3 and AHL. The medium composition 
and metabolites secreted from V. parahaemolyticus did not interfere the colorimetric detection. The colorimetry was 
then used to investigate AHL production property of V. parahaemolyticus cultured under salt conditions. It was found 
that the AHL production of V. parahaemolyticus cultivated under these conditions depended upon cell density and it 
was detectable at 0.1 (OD520) when cell density reached approximately 9logCFU/ml. Therefore, 1%peptone water 
containing 8%NaCl was used as selective pre-enrichment media for V. parahaemolticus to produce AHL by cultivation 
at 200 rpm orbital shaking at room temperature. The cell number of V. parahaemolyticus could be estimated from the 
detection time (DT) when initial cell reached 9.1logCFU/ml. In pure culture system,  the DT was 26, 24, 22, 20, 16, 14, 
12 and 10 hours for the initial cell population at 10, 102, 103, 104, 105, 106, 107 and 108 CFU/ml, respectively (y = }
0.386x+11.82). The factors that might influence the growth and AHL production of V. parahaemolticus including 
bacterial interaction, exposure of cells to chilling and freezing temperature prior to determination and food matrix were 
investigated. It was  found that all factors significantly influenced the growth and AHL production but the same DT 
equation could still be  used to estimate cell population. In exception, the pre-exposure of cell to freezing temperature 
resulted in slow growth in the selective pre-enrichment condition, leading to a delay in DT for two hours. Finally, the 
developed method was then used for quantitative determination of V. parahaemolyticus in seafood sample comparing 
with MPN method. The results from both methods were correlated. It indicated that this methodology can be potentially 
used for V. parahaemolyticus detection in fresh seafood. 
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�.1  ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,���q�	
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 ��$+�������
%��3������3�
��
+�
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���,��,�	�)���jjjjjjjjjjj123 
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+��
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��40�3.������ "�������ก��"�� orbital shaking �
+  
 200 rpmjjjjjjjjjjjjjjjjjj...jjjjjjjjj     57 
 
 
 



 r

�.'�
+  �	�� 
4.11 2
�������	�&���
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�
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Vibrio parahaemolyticus  �'(	"�2�
��
�"ก���� �.'"�)� �����.)�	ก�4)� obligate 

halophile ��ก-0���)	,���#$%�#	��	
%2$� �����p�
#

����.)�	�������$�	%q��
+�
�ก�$�� ��
��2��
w��& (NaCl) ��%�"�)������ 0.5 p*� 8 "������/w���
+�40�3.���+q� ���	�%	�*���ก��'	�'���	w����%��	
�����������"��g���3�01&���������"#)",�� ����i��� '�� '. ก4�� "�����	���� �'(	��	  
V. parahaemolyticus  ����'(	�4��	��
�&ก)���2�	������
+�q�2�/ ���ก)���2������'(	��-��$�
������	�������ก��� �	'�����w����
)��#$%�#	��	
%ก)�����ก����2ก��2	w���.��
+�4��'(	��	���
�	*+�����)�ก�	���'(	�����
����
	�	ก
)� 10 '6 (ก��2
�24���2 ก����
������0�4,, 2549)  

�	'���4��	ก����
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	��������� ���2�
'��ก����
�����,�%	��	 w��"ก) ก����
%���	��������
"�� pre-enrichment "�� selective 
enrichment "��
�*���
%���	�����",��"�� selective plating ��$+�"�ก�2��	
 "�������
240���������#

�2�
,���2��	
 �)
	ก����
���������ก��'	�'���	���#�
��
�����"�� Most 
Probable Numbers (MPN)  *+���%����
��
�#������
���	ก����
����	�	p*� 5 
�	 ��%	�'�$��
"����	"��2)��#��)�� "���	'���4��	ก����w�)�

��
��
���� V. parahaemolyticus �
+�
����

�q������#���
����ก��'	�'���	�	ก���
	ก��g�������� ���	�%	��ก�����p���	�
��
�
+�
����

"���
'�������3���q������#��	ก����
�"�2�
��
����ก�)�
 ���q����w��
��
�����$�ก�
+�#��	ก��
��
�����4��	��
�&#	��	
%�)
�ก������ก��2
�24�2403����$+����ก��g���������������

'�������3��"���
2
��'���3����ก��+�,*%	 

��%�"�)'6 1970 �
�����	
)�� ��&�4��	��
�&�����p�$+����ก�	��
�ก���)���//�0����2�

�
+��
�ก
)�2
����� 	 ��  *+��'(	����2�
�
+�
����ก4�,	�����ก �����
�ก
)� autoinducer ��$� 
bacterial pheromone �����ก-0��2�����������2�
 ��//�02
����� 	 ��"�)���ก�'(	 3 
ก�4)� w��"ก) AI-1, AI-2 "�� AI-3 �4��	��
�&"�)��#	�����������//�02
����� 	 ���
+�
�.'"��
"��'����0"�ก�)��ก�	��กw' ��$+��4��	��
�&�������//�02
����� 	 ����กp*�������	*+����q�
����ก��ก����	
+�
	q�ก���
	ก�������	�4ก���"��ก)�����ก��ก��"�����ก,���6�	w�'��	�.'"��
�)��� �#)	 ก������/���+��q�	
	� ��& ก��������'��& ก���ก��w������&� "��ก��g�����	w �&���+�
��ก��	�ก� ��& �'(	��	 (Gobbetti "��20�, 2007) ก�4)�,����//�02
����� 	 ���
+�

ก���*ก-�ก�	��)��ก
���,
������i����	"�2�
��
�"ก���� 2$� ��//�0�	ก�4)��� ���!�� 
�
	
"�ก��	 (AHL)  *+� V. parahaemolyticus  �'(	�4��	��
�&�
ก#	���	*+��
+���������	ก�4)� AHL �'(	
���ก �������� AHL #	�� 3-hydroxyl-C4-HSL (Henke "�� Bassler, 2004) ก����
������� 
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AHL �
+�4��	��
�&�����,*%	�
��
�ก�	����
��
 w��"ก) bioassay, thin-layer chromatography (TLC) 
"�� high-performance liquid chromatography (HPLC)  *+�"�)��
��
�'(	
��
�#��2403��"��
2)�	,����
2
�� �� ��	 ��$+�'����0'6 2006 �
�����	
)�����	ก�4)��� ���!�� 
�
	"�ก��		
%
�����p��
�
��w����������'r�ก���������2�
�
+��
�ก
)� 'r�ก�����ก���ก�����'��ก���#�� ��	 
Ferric(III)-hydroxamate �ก���'(	����
�
+�����p��
�
��w��  *+����กก�����ก�)�
	)��������p
	q����#��'(	�$%	s�	�
+�����	��'(	
��
ก����
���� AHL �
+�4��	��
�&�����,*%	��������'r�ก�����
�2�
�
+��
�
��g�w����)���
����
  

��ก"	
2��	
%��	
����	
%�*��

��p4'����2&��$+����	�
��
ก����
����ก��'	�'���	 Vibrio 
parahaemolyticus �#��'����0�	����������� ��������������ก���������//�02
����� 	
 �� #	���� ���!�� 
�
	"�ก��	 (AHL)  *+�	)����'(	
��
�����$�ก�	*+��q�����'���4ก�&�#��	�����
����'r�����ก����$��	����������	�4����ก���w�� 
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����  2 
�	��	������
�� 

 
2.1 V. parahaemolyticus 

 
"�2�
��
��	ก�4)� Vibrionaceae ��w����+
w'�		%q�����"�����
&���� ����'(	�4��	��
�&

'���q�p�+	�	���
&��������#	�� �#)	 '��"��'����*ก ���	�%	�*���ก��ก��'	�'���	�	�����
������.)�)��2��%� ��������	,�� Bacteriological analytical manual online (BAM), USFDA; 
May 2004 "�)��4��	��
�&�	ก�4)� Vibrionaceae �
+��ก��'	�'���	�	���������w����%���� 11 
�����	�4& "���#	��"��240��ก-0����#

�2�
���������
+ 2.1 �����	�4&�
+��ก��ก)���2�	�����
��.)�)��2��%� w��"ก) V. cholerae, V. parahaemolyticus "�� V. vulnificus �4��	��
�&�	ก�4)�	
%�'(	
�4��	��
�&ก)���2�	������
+�q�2�/  *+�ก)�����ก����ก�����2��	�ก��ก��� w��"ก) ��ก��������'(	
��- ���
��ก��2 ก�����������"���q�w����ก��� "��ก������#$%�������"g� (Lake "��20�, 
2003) ���2	��w������#$%���กก�����g����$�����32����������
+�
ก��'	�'���	 ��$�ก���
+
���"g����g��ก��	%q����� �
�����	
)��4��	��
�&ก)���2�
+�q�2�/�	ก�4)� non-cholera �
+�
ก��
"��)ก������		%q�������ก�
+�4�2$� V. parahaemolyticus (Su "�� Lui, 2007) 
 V. parahaemolyticus  �'(	"�2�
��
�"ก���� �.'"�)� w�)������'��& �������	w �& 
oxidase ����/w����%��	�3�
��
+�
��ก��"��w�)�
��ก�� (facultative anaerobe) �����.)�	ก�4)� 
moderately obligate halophile  ��"��)��������.)�		%q�����"��	%q�ก�)�� ��ก-0���)	,���#$%�
#	��	
%2$� �����p�
#

����.)�	�������$�	%q��
+�
�ก�$�� ��
��2��w��& (NaCl) ��%�"�)������ 0.5 p*� 
8 2
���,��,�	�ก�$��
+�������2$� ������ 3 �����p����/��.)w���
+�40�3.���+q� �������/w���	#)
� 
5-43 ����� �� 
�� �40�3.���
+��������
+�4�2$� 37 ����� �� 
�� #)
� water activity (aw) �
+
����/w��2$� 0.940-0.996 ����/w���
�
+�4��
+ aw = 0.980 �����p����/w���	#)
� pH 4.8-11 #)
� 
pH �
+�������2$� 8.6-8.8 ก������/��p.ก�����%�w����
� 0.1% acetic acid (pH 5.1) (Lake "��
20�, 2003)  

V. parahaemolyticus �'(	�4��	��
�&ก)���2�	������
+�q�2�/ ���ก)�����ก����2ก������
�����"���q�w����ก��� (gastroenteritis) "��ก������#$%�������"g� (wound infection) ���
��	�4&�
+"�กw����กg.�'�
��)
	��/)������������- thermostable direct hemolysin (TDH) 
�����p�q�"	ก serotype ,���#$%�#	��	
%w����ก#	��,��"�	����	 ����q�"	ก�'(	 O-antigen 
(cell wall antigen, 13 #	��) "�� K-antigen (capsule antigen, 71 #	��) �����
)� serotype 
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�
+�'(	�����	�4&ก)���2 2$� O3:K6, O1:K25, O1:KUT, O4:K8 "�� O4:K68 (Bhuiyan "��20�, 
2002)  

��ก�������2��%�"�ก�	'�����/
+'4�	�	'6 1950 (Fujino "��20�, 1953) �����4�ก��
��กก������32'����� ��ก	�%	�*���ก�������w'��+
��ก ����i��� Serotype O3:K6 ��ก��
'	�'���	�	����� "��ก)���2������	2	��.)�	����'����� w��"ก) w���
�	 ��
 /
+'4�	 w�� 
�ก���
 "������s�����ก� (Matsumoto "��20�, 2000) �	��.���	"����	��.��w���)
�����ก��
������
+�4	"�� �	$+������ก�40�3.��,��	%q������
+��������)�ก������/,��"�2�
��
�#	��	
% 
�q������	'�����w���p���	
����
���������&�����0�4, ก��
���������&ก��"���& �	s�	�
����'r�����ก��������� w���q��	�	ก��������
����2����)���������"��	%q� �
+�ก����ก�#$%�ก�4)� 
Vibrio ��g.�'�
�ก�����������"���q�w����ก��� (gastroenteritis) ��กก������#$%� V. 

parahaemolyticus �.��'(	��	����	*+� '����0'6�� 1,000-2,000 ��� �����4��กก��
���'����	����������4ก����� �����ก��'	�'���	w����%��	�����������"��g���3�01&
���������"#)",�� ����i��� '�� '. ก4�� "�����	���� �'(	��	 

��%�	
%�������������'(	��	2���)���ก�
+�q�2�/�'(	��	�����	�,��'�����w��"��'���4��	
g.�����32	������'����	�������������	�.'"���)�����ก,*%	 �#)	  .#�  *+���
)��

��,����.)
��+
w' �)�g����g.�����32�
2
����
+���)�ก������#$%�#	��	
%�.�,*%	 ���	�%	ก��2
�24�"��'��ก�	
2403������������*�2
��
'�������3��"��w������s�	 ก�����	�
��
��
����ก��'	�'���	 
V. parahaemolyticus �	����������
+�
2
���
����
 "�)	�q� ��2�p.ก "�������p�#���	w��
�����	�����	�4����ก�������� �*�p$��'(	����ก���q�2�/�
+�������p2
�24�"��'���ก�	ก��
"��)�#$%�#	��	
%���.)2	w�� 
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�	�	���� 2.1 240��ก-0����#

�2�
,��"�2�
��
�ก)���2�	ก�4)� Vibrionaceae �
+��ก��'	�'���	�	��������� (Bacteriological analytical manual 
(BAM); USFDA, 2004 : online) 

Biochemical characteristics of human pathogenic Vibrionaceae commonly encountered in seafood* 
   V. algi- 

nolyticus  
V. cholerae  V. fluvialis  V. furnissii  V. hollisae  V. metschni- 

kovii 
V. mimicus V. parahae- 

molyticus 
V. vulnificus A. hydro- 

philia** 
P. shigel- 
loides** 

TCBS agar Y Y Y Y NG Y G G G Y G 

mCPC agar NG P NG NG NG NG NG NG Y NG NG 

CC agar NG P NG NG NG NG NG NG Y NG NG 

AGS KA Ka KK KK Ka KK KA KA KA KK nd 

Oxidase + + + + + - + + + + + 

Arginine dihydrolase - - + + - + - - - + + 

Ornithine decarboxylase + + - - - - + + + - + 

Lysine decarboxylase + + - - - + + + + V + 

Growth 
in (w/v): 

0% NaCl - + - - - - + - - + + 

3% NaCl + + + + + + + + + + + 

6% NaCl + - + + + + - + + + - 

8% NaCl + - V + - V - + - - - 

10% NaCl + - - - - - - - - - - 

Growth at 42°C + + V - nd V + + + V + 

Acid 
from: 

Sucrose + + + + - + - - - V - 

D-Cellobiose - - + - - - - V + + - 

Lactose - - - - - - - - + V - 

Arabinose - - + + + - - + - V - 

D-Mannose + + + + + + + + + V - 

D-Mannitol + + + + - + + + V + - 

ONPG - + + + - + + - + + - 

Voges- 
Proskauer 

+ V - - - + - - - + - 

Sensi- 
tivity to: 

10 µg O/129 R S R R nd S S R S R S 

150 µg O/129 S S S S nd S S S S R S 

Gelatinase + + + + - + + + + + - 

Urease - - - - - - - V - - - 

* Adapted from Elliot et al. (31) 
** Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides 
Abbreviations: TCBS, thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose; mCPC, modified cellobiose-polymyxin B-colistin; AGS, arginine-glucose slant; 
Y = yellow     NG = no or poor growth     S = susceptible     nd = not done  
G = green     V = variable among strains    R = resistant    P = purple,     V = variable  
KK = Slant alkaline / Butt alkaline     KA = Slant alkaline /Butt acidic,     Ka = Slant alkaline/ Butt slightly acidic  

 
5 
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2.2 ����ก	�������
 V. parahaemolyticus   
 

�	'���4��	
��
ก����
���� V. parahaemolyticus �	������������
+p$�'r�����ก�	�	
����'r�����ก��,�������	�4����ก��������	�%	���2��'(	
��
��%������
+'��ก��w'��
�,�%	��	
�)�������,�%	��	 w��"ก) pre-enrichment, selective enrichment, selective plating, isolation 
of colony, biochemical test "�� serological test (Bacteriological analytical manual 
(BAM); USFDA, 2004 : online) ��)��w�ก�����
��	
�����
+���������	�
��
��
���� V. 
parahaemolyticus �ก��,*%	���)��
�ก�	����
��
 �#)	 ก���#���2	�2 PCR "�� DNA hybridization 
�����w��ก�)�
�)�w'	
% 

 
 2.2.1 Most probable number (MPN) 
  ��2&ก�������"��������s�����ก� (FDA�s Bacteriological Analytical 

Manual chapter 9, May 2004) กq��	����
��
 MPN �'(	
��
����s�	�q������#���
����ก��
'	�'���	 V. parahaemolyticus �	����� ,�%	��	ก����
����"�������.'�
+ 2.1  *+�'��ก��w'
��
� ,�%	��	ก����
%���	��������
"�� pre-enrichment "�� selective enrichment ��$+����
� ��&�
+�)�	"��ก��ก�����	��
 "�����+��q�	
	 �'(	ก�����+���ก���	ก����
��� ��ก	�%	��
%���	
�����",�� thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar (TCBS) "�� selective plating ��$+�
"�ก�2��	
 ����2��	
,�� V. parahaemolyticus ���
�
�,
�
��ก-0�ก�� ,	�� 2-3 ��������� 
��ก	�%		q��2��	
�
+�����w'��
��$	��	��
�ก�������240���������#

�2�
,���2��	
 �#)	 
2
�������p�	ก������/�	�ก�$�2
���,��,�	�)��� ก��ก���ก���������	w �&#	���)��� �'(	��	 
ก����
������
�
��
	
%�����#��
��	�	ก
)� 5 
�	 �*�������g�ก����
�����
+p.ก����   
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�0���� 2.1 
��
ก����
���� V. parahaemolyticus �	��
��)���������
�
��
����s�	 MPN 
�
+�� : ���"'����ก Bacteriological Analytical Manual (BAM); USFDA, 2004 

 
2.2.2 DNA hybridization 

  DNA}DNA hybridization �'(	
��
���#

����ก4� ���ก�����	� probe 
"�� non-radioactive 2 #	�� (alkaline phosphatase (AP)-labeled "�� digoxigenin (DIG)-
labeled probes) �q�������
�����
	�q����� tlh �
+'��กr�	 V. parahaemolyticus (McCarthy 
"��20�, 1999) 
��
	
%�
2
��w
"���q������.� "����
����กก��,��
��
 AP- "�� DIG-labeled 
probe �*��
ก�����	�
��
 direct-plating ����#�  AP- "�� DIG-labeled probe �	ก����
����

#�+���
��)�� 50 ก��� 
 

�
'��	�'(	�
�� 90 
�	��
 
 

���� phosphate buffer saline (PBS) 450 ml,  
�
'��	 8,000 RPM �'(	�
�� 1 	��
  

 
'��'� PBS dilution 1 ml ���	 alkaline peptone water  

�
+�
�ก�$������� 1 (APW) '������ 9 ml, dilution �� 3 ����  
��$+����
�� APW dilution 

 
�)� APW dilution �
+ 35 ± 2 °C �'(	�
�� 12 #�+
��� 

 
	���q�	
	����,��"�)�� dilution �
+��ก������/,���#$%�  

"��
"'�g�����)�	��ก����� MPN 
 

�#� loop �,
+��#$%���กg�
�	��,�� APW �
+��ก������/"��
 streak  
���	 TCBS �)��
+ 35 ± 2 °C �'(�
�� 12 #�+
��� 

 
	q��2��	
�
+�����w'�������
�
��
���#

�2�
�)�w' 

 
 

,�%	��	ก��"�ก�#$%� 

,�%	��	 Pre-enrichment 
"�� selective enrichment 
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�
	 tlh �q�����ก����
��� total V. parahaemolyticus (Gooch "��20�, 2001) 
��
��
����
���)�	
%�����p��
�w��3���	 1-2 
�	 ��)��w�ก���� 
��
	
%����ก��g.��
+�
2
���#
+�
#�/�	ก��
��
���� �	$+����ก�
,�%	��	ก��'r������
+2)�	,��� �� ��	 '��ก����
� colony lift, 
hybridization "�� colorimetric detection �
�w'p*�,�%	��	ก�����
�� probe "�� membrane 
	�ก��ก	
% Banerjee "��20� (2002) w�����	�
��
 rapid DNA probe method �q�����
��
���� V. parahaemolyticus �
+�����p����/�	 hydrophobic grid membrane filters 
(HGMF) w�� p*�"��
)�
��
	
%�������p��
���� V. parahaemolyticus w��3���	 1 
�	 ������ก
g)�	,�%	��	 enrichment "�)
��
	
%ก�����'(	
��
�
+ �� ��	 

 
2.2.3 Polymerase chain reaction (PCR) 

  Polymerase Chain Reaction ��$� (PCR) �'(	��2	�2�q��������+�
'����0�
���	�������������กก�� DNA Replication  *+��'(	ก������2����&��� DNA ������) 
��ก DNA ��	"���	���������3���	�����
����	��%	"��w�� DNA ������)�ก��,*%	��ก��� 
�	'6 1992 Tada "��20� w�����	���2	�2 PCR �q������#���
�����
	�q����� (tdh "�� trh) 
�
+���	 V. parahaemolyticus �����	�4&�
+ก)�2
���4	"�� (virulent strain) "���	'6 1999 Bej 
"��20� ���	���2	�2 multiplex PCR �q������#���
���� V. parahaemolyticus w���4ก���
��	�4&����������
�����	��
��)����� 
��
	
%�����p��
����� ��&w���
+� ��&�q�	
		�����
�� 
1-10 � ��& �)�ก�����
��)���
+ enrich �	 alkaline peptone water �'(	�
�� 8 #�+
��� 

  Kaufman "��20� (2004) ���	�ก����
�����q�	
	� ��& V. 
parahaemolyticus ��%�����	�	$%����	���� ����#���2	�2 real-time PCR  *+�
��
	
%�'(	
��
�
+
�
����
 �����p�)�#
%�q�	
	 V. parahaemolyticus w��3���	�����
�� 1 #�+
���  

 
2.2.4 Chromogenic medium 

  �
ก�����	� chromogenic medium (Bio-Chrome Vibrio medium) 
�q������#��q�"	ก2
��"�ก�)��,�� V. parahaemolyticus ��ก��ก�����	�4&�$+	�	�
	�� Vibrio 
��������2
�������p�	ก���������	w �& β-galactosidase  *+���w'�)�� substrate �	����� 
�q�����2��	
,�� V. parahaemolyticus �	����� Bio-Chrome Vibrio medium (BCVM) �
�

�)
� �	,0��
+�2��	
,�� V. vulnificus, V. cholerae "�� V. mimicus ���
�
�,
�
����� ����� 
BCVM �
2
���q�����"��p.ก������กก
)� TCBS (Duan "�� Su, 2005) "�)
��
	
%����'(	��
��
��

��
�����#��2403����)�	�%	 
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p*�"���	'���4��		
%���
ก�����	�
��
���)�q������#���
����ก��'	�'���	 V. 

parahaemolyticus �	��
��)������� "�)
��
���)�	
%���2��
,������ 2$��)
	��/)��ก�'(	
��
�
+�

2
�� �� ��	 �����#�g.��#
+�
#�/������	��2	�2�.� �4'ก�0&"������2�
�
+�#��
��2�"�� "�����2�
��.)�	�������	
���� ก��	q�
��
ก��"g	���)�
+���	�,*%	��	
%w''���4ก�&�#��	������4����ก����*�
���2��
w�)��ก	�ก   

 
2.3 >�����?@�@�� 
  
 2
����� 	 �� �'(	ก���$+����"��ก���)���//�0'���3��	*+�,��"�2�
��
� ���g)�	
�����//�0����2�
�
+��
�ก
)� ��
��	
+�
	q�����	���� (autoinducers, AIs)  *+���
��	
+�
	q�
����	�������)�	
%�'�
�����$�	3�-�,��"�2�
��
��
+�#��	ก���$+������%�3���	ก�4)���
�
ก�	"��
���
)��ก�4)� ���ก���)���//�0'���3�	
%�
ก�wกก������	���)�� ��&��$+�� ��&�
2
��
�	�"	)	�.� (Anderson "��20�, 2001) 	�+	2$���$+�� ��&����/���+��q�	
	"���������//�0 
2
����� 	 ����ก����ก�	ก����+�p*�������	*+� *+���กก
)������ threshold ���ก��ก����	
+�
	q�
ก���
	ก�������	�4ก���"��ก)�����ก��ก��"�����ก,���6�	w�'��	�.'"���)���  
 �
��	
�����
+�*ก-������,����//�02
����� 	 �� �����
)����	
%�����p2
�24�
ก����$��"�����#

3��w�� (Miller "�� Bassler, 2001) ก���ก��w������&�(Zhu "�� Mekalanos, 
2003) ก��������'��& (Rudner "��20�, 1991; Perego "�� Hoch, 1996) ก����������
'r�#

	� (Takano "��20�, 2001; Derzelle "��20�, 2002) ก����	
+�
	q�ก��ก)�2
���4	"��
�	ก��ก)���2�	�$# (Dow "��20�, 2003) ��$��	4-�& (Bassler, 2002) ก������#$%��	 host, ก��
�������� bacteriocin (Hauge "��20�, 1998) �����	��	
+�
	q�����ก��ก���'�
+�	"'��,��
� ��&"�����������	"�2�
��
� (March "�� Bentley, 2004) �4��	��
�&"�)��#	�����
ก�������
��//�02
����� 	 ���
+�)��ก�	��กw'��$+��#��	ก���$+���� ��)��w�ก��������ก��2
�24�
��//�02
����� 	 ���4ก�#	��	�%	�
�.'"���
+���$�	ก�	 ������w������)�w'	
% 

 
2.4 กABกก	���	�	�C������	D>�����?@�@��  
 

ก�wกก���q���	,����//�02
����� 	 ���	"�2�
��
� "�)��'(	 3 ,�%	��	 w��"ก) ก��
g�����//�02
����� 	 �� ก��������//�02
����� 	 �� "��ก�������//�02
����� 	 �� 
"�������.'�
+ 2.2 (Podbielski "�� Kreikemeyer, 2004) 
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2.4.1 ก	�EA������	D>�����?@�@�� ����ก4���//�0��p.ก�������กก��
"�����ก,���
	�
+�q����� "��
"��)g)�	�����$+��4��� ��&��กw'�.)��+�"
����� "�)�
�������ก4��
+
�ก�������.)�
+�$%	g�
,��� ��&,��"�2�
��
� 

 
 2.4.2 ก	���������	D>�����?@�@�� ก�������ก��,*%	�	$+������กก��

�������//�0�	������
+2��
+ 	�ก��ก	
%�������ก4��
+�����,*%	w�)�����p"��)g)�	g	��� ��&
��กw'w�� �
g��q�����ก��ก��������//�02
����� 	 ��3���	� ��&�.�,*%	 
 

2.4.3 ก	���
����	D>�����?@�@�� "�2�
��
��������//�0��ก3��	�ก
� ��& �����//�0���2�$+�	�
+��ก3��	�ก� ��&g)�	��$+��4��� ��&,��"�2�
��
���
�ก���q���	
,�� 2 ก�wก 2$� ��//�0�
+�
,	�����ก���2�$+�	�
+�,���.)3���	� ��&���ก��"��) �)
	��//�0�
+
�
,	��,������ก4���/)���2�$+�	�
+�,���.)� ��&���ก���
	ก�� active transport �	���ก�0
 ก��
�����//�0���ก��,*%	�
+g�
� ��&����
�'��
	�
+�q��	���
+�'(	��
�����//�0 ก�������//�0,��
"�2�
��
����ก��,*%	��$+��
ก���������//�0��ก�� "�)ก��"�����ก,���
	�
+�q��������ก��,*%	
��$+��
'����0��//�0�.�p*������ threshold level ��)�	�%	  

 

 
 

�0���� 2.2 ,�%	��	ก��2
�24���//�02
����� 	 �� 
�
+��   Podbielski "�� Kreikemeyer (2004) 
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2.5 กAGH�C������	D>�����?@�@��  
 

Podbielski "�� Kreikemeyer (2004) �q�"	ก��������ก4���//�02
����� 	 ��w
�
��
�ก�	 3 ก�4)� (AI-1, AI-2 "�� AI-3) ���"�)�ก�4)�����2�������,������ก4� ����)�w'	
%  
 

2.5.1 Acyl homoserine lactone (AI-1); �'(	��//�02
����� 	 ��ก�4)�"�ก�
+
�
�����	 "���
ก���*ก-�ก�	��)��ก
���,
�� ��//�0ก�4)�	
%�#��	ก���$+����3���	ก�4)�,��
"�2�
��
�"ก���� ��)��w�ก���� "�2�
��
�"ก�������#	�� �#)	 Pseudomonas aerunginosa 
�#���//�0 AHL �	ก���$+����ก��"�2�
��
��)�������	�4&  

 
2.5.2 Furanosyl borate L�M� nonboronated diester (AI-2); "�2�
��
�"ก��

��"��"ก���
ก����#	�� �#)	 V. harveyi, V. cholorae "�� Escherichia coli �����
��//�02
����� 	 ��#	��	
% AI-2 ��$+��#��	ก���$+�������
)��ก�4)��4��	��
�& ก���)���//�0w'
���� ��&"�2�
��
��ก��,*%	��ก ribose transporter "������ membrane-located sensor 2
����
� 	 ��#	�� Autoinducer-2 (AI-2) �'(	�����
+�
2
���q�����	���ก
)����� AI-1 

 
2.5.3 Oligo- OA� cyclic dipeptide (AI-3); ��//�02
����� 	 �� 2 #	��	
%�ก��

����กก���'�
+�	"'������2�
��กก�4)��$+	��
+ก�)�
��"��
,�����	 ��//�0 cyclic dipeptide 
�������ก"�2�
��
�"ก���
ก���#	�� ����ก4����)�	
%��"��)g)�	��)�������g)�	��$+��4��� ��&,��
"�2�
��
� oligopeptide �������ก��%�"�2�
��
�"ก���
ก"��"ก���� �	"�2�
��
�"ก���
ก 
������//�0 oligopeptide (,�%	��	�
+ 3, �.'�
+ 2.2) �ก��,*%	�
+g�
,����$+��4��� ��& ��)��w�ก���� 
�	���ก�0
 ��//�0��p.ก�q���
��"�� active transport �����	w �& permease "��ก�����
��//�0���ก��,*%	3���	� ��&,��"�2�
��
� oligopeptide ���)�	
%�'(	��//�02
����� 	 ���
+
�q�2�/�
+�4��	"�2�
��
�"ก���
ก   

 
��
��)���2������� ก�4)�,��"�2�
��
��
+�������//�02
����� 	 �� ก���
	ก��

�����//�0 "�� ����
0�
+�
ก�������//�0 "����	������
+ 2.2 
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�	�	���� 2.2 ����ก4���//�02
����� 	 �� 
 

ก�4)�,����//�0 �2������� "�2�
��
��
+����� ก�wก �q�"�	)�ก�������//�0  
AHL 
 
 

AI-2 
 
 

cyclic dipeptides 
 
 

oligopeptides 

 

 

 

 

"�2�
��
�"ก���� 
 
 

"�2�
��
�"ก���
ก/ "�2�
��
�"ก���� 
 
 

"�2�
��
�"ก���� 
 

"�2�
��
�"ก���
ก/ "�2�
��
�"ก���� 
 

ก��"��) 
 
 

active transport 
 
 

ก��"��) 
 

active transport 

Intracellular 
 
 

extra / intracellular 
 
 

intracellular 
 

extra / intracellular 

�
+��   Podbielski "�� Kreikemeyer (2004) 
 

12 
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2.6 >�����?@�@��Q��R AI-1 
 

 ����ก���$+����#	��	
%�
��
�)���//�02$� acylated homoserine lactone (AHL)  �����
,*%	�����	w �& LuxI   ก�wกก���q���	���"����	�.'�
+ 2.3 ก�)�
2$� ��
�)���//�0��"��)g)�	
�,����ก��ก� ��&���g)�	�����$+��4��� ��&  "����p.ก������.)��%�3���	"��3��	�ก� ��&���
'����0 AHL ��"'�g�	���'����0� ��&"�2�
��
� ��$+��
ก�������	ก����+� AHL �
2
��
�,��,�	�.�p*�������	*+� (threshold level)  �'��
	 LuxR  *+��q��	���
+�'(	��
�����//�0��
�#$+���)�ก�� AHL  �ก���'(	 LuxR-AHL complex  ��ก	�%	���'��ก���#�� ��	���ก�)�
��w'
�#$+���)�ก�� promoter ,���
	�'�������
+�q��	���
+2
�24���//�02
����� 	 �� ��$+�ก���4�	ก��
��ก���� (transcription) "��ก)�����ก��ก��"�����ก,���6�	w�'��	�.'"���)��� 
 

 
 
 
�0���� 2.3 ������//�02
����� 	 ��#	�� AI-1 
�
+��  Valenzuela "��20� (2007) 
 

 �2�������,����� AHL �'(	���� )�� ���#$+���)�ก��
�"�
	"�ก��	 ("����	�.'�
+ 2.4) 
�����p�����w���
�	w,��	�*�"��)g)�	�,��-��กg	��� ��&�4��	��
�&w�� 2
��"�ก�)��,��#	����� 
AHL ,*%	ก��2
����
,������ )�� �� ��	��2.)�
+�q�"�	)��)��� "��/��$���.)"�	�
+�
+2��&��	
�q�"�	)��
+ 3 3���	���� )   2��
)����� )�� ��	)�������ก�������� *�,��ก��w,��	 �)
	
�
"�
	"�2��		�%		)�������ก�������� *�,��ก�������	 (Morin "��20�, 2003)    *+��	
"�2�
��
�"ก����"�)�������	�4&���������� AHL �
+�
2
��"�ก�)��ก�	��กw' "��"�2�
��
�
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�����	�4&�	*+������������ AHL ��กก
)� 1 #	��ก�w��  *+�"�)��#	����ก)�����ก��ก��"�����ก
,���6�	w�'��
+"�ก�)��ก�	"������������
+ 2.3 
 

 
�0���� 2.4 �2���������+
w',�� N-3-acylated homoserine lactone 
�
+��   Gram "��20� (2002) 

 
�	'6 2003, Flodgaard "��20���
)���� AHL ���
2
����p
��������$+�3�
�

"
������
2
���'(	�)����ก,*%	 (2)� pH �.�ก
)� 7.5) "����$+�2)��
��#���+���ก 7.1 �'(	 8.5 
�
"�
	"�ก��	��p.กw!���w� &3���	 24 #�+
��� 	�ก��ก	
%�2�������,�� AHL ก��
g��)�2
��
��p
����
� ���2
����p
��,����� AHL �����+�,*%	��$+��
2
����
,������ )�� ����ก,*%	 "��
p��w!�����	,��2��&��	�
+�q�"�	)��
+ 3 ,������ )p.ก"�	�
+��
���ก ���	 ก����q����2
����p
��
���� (Yates "��20�, 2002)   
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�	�	���� 2.3 :  ��
��)��ก��2
�24�ก��"�����ก����6�	w�'�,�� AHL �	"�2�
��
�"ก����  
 

#	��,��"�2�
��
� ��//�0�
+����� ก��"�����ก����6�	w�'� "��)��
+�� 
Aeromonas hydrophila 

Ae.salmonicida 

A.tumefaciens 

Berkholdaria cepacia 

Chromobacterium 

violaceum 

Erwinia carotovora 

 

E.chrysanthemi 

Pseudomonas aerofaciens 

C4-HSL 

C4-HSL 

3-oxo-C8-HSL, C4-HSL 

C8-HSL 

C6-HSL 

3-oxo-C6-HSL 

3-oxo-C8-HSL 

3-oxo-C6-HSL, C6-HSL 

3-oxo-C6-HSL, 3-oxo-
C12-HSL 

serine protease and metalloprotease production 

exoprotease production 

Ti-plasmid conjugation transfer 

protease and siderophore production 

violacein pigment, hydrogen cyanide, antibiotics, 
exoprotease and chitinolytic enzyme 

Carbapenem antibiotic sysnthesis (through CarI/R) 

exoenzyme synthesis (through ExpI/R) 

regulator of pectinase synthesis 

Phenazine antibiotic biosynthesis 

Swift "��20�, 1997 

Swift "��20�, 1999 

Piper "��20�, 1993 

Lewenza "��20�, 1999 

Chernin "��20�, 1998 
 

Jones "��20�, 1993, 

Bainton "��20�, 1992 

Nasser "��20�, 1998 

Wood "��20�, 1997 

 
15 
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�	�	���� 2.3 :  ��
��)��ก��2
�24�ก��"�����ก����6�	w�'�,�� AHL �	"�2�
��
�"ก���� (�)�) 
 

#	��,��"�2�
��
� ��//�0�
+����� ก��"�����ก����6�	w�'� "��)��
+�� 
P.aerunginosa 

Rhizobium etli 

R.leguminosarum 

Serratia liquefaciens 

Vibrio anguillarum 

V.fischeri 

V.harveyi 

 

Yersinia enterocolitica 

Y.pseudotuberculosis 

3-oxo-C12-HSL, C4-HSL 

multiple, unconfirmed 

C6-HSL, C8-HSL 

C4-HSL 

3-oxo-C10-HSL 

3-oxo-C6-HSL, C8-HSL 

3-OH-C4-HSL 

 

C6-HSL 

C8-HSL 

Virulence and biofilm development 

restriction of nodule number 

nodulation 

swarmer cell differentiation, exoprotease 

unknown 

luminescence and colonization 

biolumiunescence, exopolysaccharide 
production, siderophore and metalloprotease 

unknown 

unknown 

Pearson "��20�, 1994 

Pearson "��20�, 1995 

Rosemeyer"��20�,1998 

Cubo "��20�, 1992 

Eberl "��20�, 1996 

Milton "��20�, 2006 

Lupp "�� Ruby, 2004 

Bassler "��20�,1993 

Throup "��20�, 1995 

Atkinson "��20�, 1999 

16 
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2.7 �T���U�����������A�H�ก	���V	� AHL Y�O
>��?��UOก��A
 
 
�
��	
������ก����
+�*ก-�'������
+�
��������)�ก���������� AHL �	"�2�
��
� 

'��ก����
�'�����3���	 (�����	�4&"��#)
�ก������/) "��'�����3��	�ก (�40�3.��"��
��2&'��ก��,���������
%���#$%�) (Atkinson "��20�, 1999, Geisenberger "��20�, 2000; 
Lithgow "��20�., 2001, Blosser-Middleton "�� Gray, 2001, Byers "��20�, 2002) �����
w��ก�)�
�)�w'	
% 

'�����"�ก 2$� #)
�ก������/ ��� Yates "��20� (2002) ��
)���� C6-HSL "�� 3-
oxo-C6-HSL �
+�������ก Y. pseudotuberculosis ����
���w���	#)
�ก���"��'���,�� log 
phase �	'����0�
+��กก
)��	#)
� stationary phase �#)	��
�
ก�� P. aeruginosa �
+��
���
ก������� C4-HSL "�� 3-oxo-C12-HSL �	#)
� log phase �	'����0�
+��กก
)�#)
� stationary 
phase g.�
����������w
�
)�'����0 AHL �
+�����	$+������กก��"�ก�����	3�
��
+�'(	��� ก��
'�)�����"�����	
���ก����ก� ��&�	���
)��ก������/�
g���� pH �	������.�,*%	 ���	�%	
�
"�
	"�ก��	�	����ก4�,�� AHL �*�w�)��p
��"���ก��ก��"�ก
�"�
	3������3�
��
+�'(	�)�� 
(Byers "��20�, 2002) ���	�%	'����0 AHL �
+��
�
��w���	#)
�ก������/	
%�*������	"�2�
��
�
���#	�� ��)��w�ก�����
�����	
)�'��������	#)
�ก������/�	�4��	��
�&���#	��w�)w���
��������)�
ก������� AHL �#)	 S. proteamaculans strain B5a (Flodgaard "��20�, 2003) 

'������)��� 2$� �40�3.��  *+��'(	'�����3��	�ก�
+�
�����	
)��
��������)�'����0 AHL 
��� Schaefer "��20� (1996) �*ก-��������,���40�3.���)�ก��ก���,����	w �&,�� LuxI  *+�
�'(	��	w �&�
+�#��	ก������� autoinducer �����
)��40�3.���
+��������)�ก��ก���,����	w �&
2$� 20}30 ����� �� 
�� �)��� Atkinson "��20� (1999) w���*ก-�g�,���40�3.���)�ก��
����� AHL ,�� Y. pseudotoberculosis ��
)��.'"��ก������� AHL ,��"�2�
��
�#	��	
%�
ก��
�'�
+�	"'����$+��
ก���'�
+�	"'���40�3.���
+�#��	ก��������
%�� 	�ก��ก	
% Gram "��20� 
(1999) ��
)� 3������3�
��40�3.���+q�"���
+ pH <7  *+��'(	����� pH �
+����+
w'�	g���3�01&
����� ��#)
���ก-�2
����p
��,�� AHL �q�����
ก�������
+���+���ก,*%	  *+�ก����2����ก��
��	
����,�� Yates "��20� (2002) 
)�2
����p
��,�� AHL ��������$+��40�3.�����+�,*%	��ก 
22 w'p*� 37 ����� �� 
�� 

��2&'��ก��,���������
%���#$%��'(	'�����3��	�ก�
ก'������	*+��
+��
)��
��������)�
ก������� AHL �	"�2�
��
����#	�� �#)	 R. leguminosarum (Geisenberger "��20�, 2000; 
Lithgow "��20�, 2001) �#)	��
�
ก��ก������� C4-HSL ,�� Ae. hydrophila ก�,*%	��.)ก��
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�40�3.��"����2&'��ก��,���������
%���#$%� �	"�),��2
���,��,�	,��	%q����ก�.�2� (Martinez 
"��20�, 2005). 
  
2.8 >�����?@�@��Y������ Vibrios 
 
 �
�����	ก����
���������//�02
����� 	 ���	"�2�
��
�ก�4)� Vibrio ��.)����
�����	�4& (Freeman "�� Bassler, 1999; Camara "��20�, 2002; Kim "��20�, 2003) ���
��
)���//�0���)�	
%ก)�����ก��ก��"�����ก,���6�	w�'� �#)	ก����$��"�����#

3���	 V. 
fischeri "�� V. harveyi �
	 luxRI "�� luxMN �
2
���ก
+�
,���ก��ก�����������ก4���//�0
#	�� AI-1 (��$� acylated homoserine lactones, AHL) ���2
�24�ก��p�������	 V. fischeri 
"�� V. harveyi ����q���� �	,0��
+ luxSP/Q �
2
���ก
+�
,���ก��ก�����������ก4�2
����� 	 ��
#	�� AI-2 (��$� furanosyl borate diester) �	"�2�
��
���%���������	�4& (Bassler "��20�, 
1993; Schauder "��20�, 2001) 
 

2.8.1 >�����?@�@��Y� V. harveyi  
 V. harveyi �'(	"�2�
��
��
+��$��"��w�� �
2
���ก
+�
,���ก��ก��ก)���2�	ก4��"��

'������#	�� (Liu "�� Lee, 1999) ����2
����� 	 ���	 V. harveyi '��ก����
� 3 ����  *+�
�#�2
�24�ก������������$��"�����#

3�� (bioluminescence) "������$+	� w��"ก) 
metalloprotease, siderophore, "�� exopolysaccharide (Bassler "��20�, 1993; ; Lilly 
"�� Bassler, 2000; Mok "��20�, 2003 "�� Henke "�� Bassler, 2004) 	�ก��ก	
%���
��
)�2
����� 	 ��2
�24����� type III secretion (TTS)  *+��ก
+�
,���ก��ก��ก)�2
���4	"���	
ก��ก)���2,��"�2�
��
���
� 
  �.'"��,��������//�02
����� 	 ��,�� V. harveyi "����	�.'�
+ 2.5 ���� 
LuxM/N �#� N-(3-hydroxybutanoyl)-L-homoserine lactone (3-hydroxy-C4-HSL) �'(	����ก4�
��//�0#	�� AI-1 ���� LuxS/PQ �#� 3A-methyl-5,6-dihydro-furo(2,3D)(1,3,2) 
dioxaborole-2,2,6,6A-tetraol �'(	��//�0#	�� AI-2 ���� AI-1 �
2
���q������.� �*��#��'(	
����ก���$+����3���	�����	�4&��
�
ก�	 (intraspecies communication) �	,0��
+  AI-2 	�%	 
�'(	�����
+�
2
���q�����	���ก
)� "����
)��
����ก���$+����	
%�	"�2�
��
����������	�4& �*�
�
,����		�-s�	
)��'(	�����
+�#��	ก���$+����,��"�2�
��
�,��������	�4&  (interspecies 
communication) �����4�����2$� CqsA/S �#�����ก4���//�0   CAI-1  *+����w�)�����2�������
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����2�
,����//�0#	��	
% ����ก4�,����//�0"�)��#	�����
2
��"�ก�)��ก�	 "�)���q���	
�)
�ก�	�	ก��2
�24�ก��"�����ก,���
	 
   3������3�
��
+�
�q�	
	� ��&�+q� "��w�)�
ก��'��กr��//�02
����� 	 �� �
	 luxN, 
luxQ "�� cqsS ���ก��ก��������.)������w'��.)�
+ phoshotransferase (LuxU) "��
 LuxU ��
��	p)����.)������w'����	���)� regulator domain 2$� LuxO �ก���'(	 phosphor-LuxO  *+�
�������%�ก��"�����ก,���
	 luxR �)
	�
+�q�	
	� ��&�.�� �
	 luxN, luxQ "�� cqsS �������
����ก4�,����//�0"��
w'�#$+���)�ก����
�����//�0 �������ก4� 3-hydroxy-C4-HSL "�� 
CAI-1 ���#$+���)�������ก�� LuxN "�� CqsS ����q���� ����ก4�,�� AI-2 �	,�%	��	"�ก�����
ก�� periplasmic protein LuxP ก)�	�
+���#$+���)�ก�� LuxQ  *+�ก���
	ก�����)�	
%�q�����ก��ก��
�����%�ก��ก���,�� LuxO ���	�%	 LuxR �*�p.ก"'�����  ��� LuxR ���#$+���)�ก���'�������&,�� 
luxCDABE �ก��ก����	
+�
	q�����ก��ก����$��"�����#

3��"���6�	w�'��$+	�
+ก�)�
��"��

,�����	 	�ก��ก	
% LuxR ���2
�24�ก��"�����ก,��ก�4)��
	�
+�'(	���� (encoding) ���� TTS 
 *+��ก
+�
,���ก��ก��ก)�2
���4	"���	"�2�
��
� ���2
����� 	 ���������%����� TTS ��$+���.)
3������3�
��
+�
�q�	
	� ��&�.� (Milton, 2006) 
 

 
�0���� 2.5 ������//�02
����� 	 ���	 V. harveyi 
�
+��    Milton (2006) 
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2.8.2 >�����?@�@��Y� V. cholerae 
 V. cholerae �'(	�4��	��
�&�
+ก)���2�	�	4-�& ก)�����ก����2���
��ก��2 (Colwell, 

2004) ��ก-0���)	,����2	
%2$� �4�����,��g.�'�
����
�
,4)	���$�		%q� �
,��
 �'(	g�����กก��
����������- cholera (CT) ��� CT ��$� ADPribosylating toxin �'(	�����-�
+ก)�2
���4	"��
��ก (Kaper "��20�, 1994 "�� Dickinson "�� Lencer, 2003) 

 ��������	,�� Miller "��20�(2002) ก��2
�24���//�02
����� 	 ���	 
V. cholera ��2����ก��������//�0,�� V. harveyi ���'��ก����
����� AI-2 LuxS/PQ, 
CqsA/S �)
	�����
+ 3 ���w�)��ก�������	p*���ก-0�,����//�0�	����	
% V. cholerae w�)
'��กrก���������//�0#	�� AI-1 �)�#
%������	
)�w�)�������	ก�4)� AHL "�)��
)��
ก���q���	
,�� LuxS/PQ "�� CqsA/S ���$�	ก���
+���	 V. harveyi (Milton "��20�, 2006) ��ก��
2
�24�,���
	 luxU, luxO "�� luxR ���$�	ก���
+���	 V. harveyi "�)�
2
��"�ก�)����.)
���ก	����	�)
	,�� LuxR ���'�
+�	�'(	 HapR �	 V. cholerae (Camara "��20�, 2002) �	
�����
+ 3 �
2
���#$+�
)�	)����#$+���)�ก�� LuxO ������ "��ก���4�	ก���q���	,�� single 
regulatory cascade 

 
2.8.3 >�����?@�@��Y� V. vulnificus 
 V. vulnificus �'(	"�2�
��
�ก)���2�		%q�����  *+�ก)�����ก����2 vibriosis �	2	

"��'�� "�)������	�4&,���4��	��
�&#	��	
%w���'(	 3 biotype ��������	�4&�
+ก)�2
���4	"���	'��
�����.)�	 biotype 2 �	'6 2001, McDougald "��20� �����	
)� V. vulnificus ��������� 
2
����� 	 ��#	�� AI-2 �#)	��
�
ก���
+���	 V. harveyi �����
����
	 luxU, luxO, luxR "�� 
SmcR ก�wกก���������//�02
����� 	 ���	 V. vulnificus �
�.'"����
�
ก���
+���	 V. 
harveyi (Lenz "��20�, 2004) 
  ��//�02
����� 	 ��#	�� furanosyl borate diester ��$� autoinducer 2 (AI-
2) ���	 biotype 1  *+��'(	�����	�4&�
+ก)���2�	2	 Valiente "��20� (2009) "���������	
)��
	 
luxS �'(	��
�������//�0 AI-2 ������� AI-2 �	 V. vulnificus �4ก�����	�4& �4ก biotype "�� 
serovar 	�ก��ก	
%�����
)� V. vulnificus �������//�02
����� 	 ��#	�� acylated 
homoserine lactone (AHL) ��$� AI-1 ��
� �������� AHL �	 biotype 1 "�� 2 �
+"�กw����ก
	%q� 2	"��'���
+�
��ก������#$%�������"g� "�)w�)���	�����	�4&�
+"�กw����ก2	�
+�
��ก�����
�#$%��	ก��"���$�� �
ก��������)�#
%���'��ก�� AHL ��
�
��
���#

3�� "�� HPLC-MS ��
)�
�'(	#	�� N-butanoyl-homoserine-lactone (C4-HL) �������
������ C4-HL ��$+�������
%��
�	������
+�
���������+q� "�)��w�)��ก����������	
%�	"��)��
+�
���������.� 
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2.8.4 >�����?@�@��Y� V. parahaemolyticus 
 ���กs�	"�ก�
+��������//�02
����� 	 ���	 V. parahaemolyticus 

�����	��� Greenberg "��20� �	'6 1979 ��	�w
�
)� culture fluid ,�� V. 

parahaemolyticus ��	
+�
	q�ก��"�����ก,���
	 lux �	 V. harveyi w�� ��	
����,�� 
Greenberg �
,���.��	���	4	��� Bassler "��20� �	'6 1997  *+��*ก-�ก����	
+�
	q�ก����$��
"�����#

3��,���ก�4)��	 V. harveyi g�ก���������
)� V. parahaemolyticus �������� *+�
��	
+�
	q�������//�0��%����� AI-1 "������ AI-2 �	 V. harveyi �������ก4��
+��	
+�
	q� V. 
harveyi AI-1 (3-hydroxy-C4-HSL) �����p�ก��w������#���
�q�����������	��
�& "������  
AI-1 �
2
���q�����"��2
��w
�.�ก
)����� AI-2  

 �	'6 2004 Henke "�� Bassler �q�ก���������$+��*ก-��
	�
+2
�24�ก�������
��//�02
����� 	 ��"��ก��2
�24�ก�4)��
	 TTS �	 V. harveyi "���
ก���'�
����
��ก��
�q�����
	,�� V. parahaemolyticus  g�ก���������
)� �����q����	�
2�
��w��&���,���
	 
TTS �	 V. parahaemolyticus ���$�	ก���	 V. harveyi "��	�ก��ก	
%�����
)� V. 
parahaemolyticus �
�
	 lux �4ก#	���
+�#��	ก���������//�02
����� 	 ���#)	��
�
ก�� V. 
harveyi '��ก����
� luxM, luxR (���� AI-1; 3-hydroxy-C4-HSL) "�� luxS (���� AI-2) 
���	�%	 V. parahaemolyticus �*�	)����������//�0 N-(3-hydroxybutanoyl)-L-homoserine 
lactone (3-hydroxy-C4-HSL) �'(	����ก4���//�0#	��  AI-1 "��	)����
2
���ก
+�
,���ก��
ก��2
�24�ก��"�����ก,���
	�	ก��ก)�2
���4	"��,��"�2�
��
��#)	��
�
ก�� V. harveyi 
 
2.9 ����ก	�������
 AHL 
  

2.9.1    ก	�������
�	�Q���	� (Bioassay) 
 Bioassay ��������ก2
���q�����,���
	�)���� AHL ����#�"�2�
��
���
�
�� 

(monitor strain) �'(	��
��
���� "������������
+ 2.4  *+����q��	���
+���$�	�'(	��
�����//�0 
AHL �
+�������ก"�2�
��
������	�4&�$+	 "���ก��ก��"�����ก�	�.',��ก����$��"�����#

3�� 
(bioluminescence) ��$�ก�����������
 �����+
w'"�2�
��
��
+	����#��'(	��
��
�
��w��"ก) (i) 
Escherichia coli �
+�
������� pSB403 (Andersen "��20�, 2001) (ii) Chromobacterium 
violaceum CV026 (Ravn "��20�, 2001) (iii) Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4) 
(Singh "�� Greenstein, 2005)  "�2�
��
���
�
��"�)��#	�����
2
��w
�)���� AHL "�ก�)��
ก�	  
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 ,����
�,��
��
	
%2$� 1) 
��
 bioassay �������ก��ก���#��	�������	
������)�	�%	 
�	$+����ก
��
	
%����ก��g.��#
+�
#�/�
+�
��ก-� "�� monitor strains �'(	ก�����"'������	�4ก����
+
w�)��p
�� 2) �q�����ก���#���	�	��
��)������ �������#� monitor strains ��กก
)� 2-3 �����	�4&
,*%	w' 3) �����
���
+�	ก����
������%����2)�	,���	�	 ��กก
)� 2 
�	    
 
�	�	���� 2.4 monitor strains "��ก������	���)�����ก4���//�0 AHL  
 

'6 g.�
���� indicator strains ก������	�� 

1998 
2000 
2001 
2002 
2003 
2004 
2005 
2005 

Winson "��20� 
Blosser "�� Gray 
Andersen "��20� 
Middleton "��20� 
Jacobi "��20� 
Jafra "�� Wolf 
Chambers "��20� 
Singh "�� Greenstein 

E. coli MT102 
C. violaceum CV0blu 
E. coli MT102 
E. coli JM109  
E. coli (pSB403) 
E. coli JB534-MT102 
A. tumefaciens A136 
A. tumefaciens NTL4 

bioluminescence 
purple color 
green fluorescence 
bioluminescence 
bioluminescence 
green fluorescence 
blue color 
blue color 

 
2.9.2    Thin layer chromatography (TLC) 
 ก����
����"���)�#
%����ก4���//�0 AHL ��
�
��
 TLC ��������กก��2
��

"�ก�)��,��2
����
,������ )�� �� "����.)"�	�
+�
+2��&��	�q�"�	)��
+ 3 ����ก4�,�� AHL ��
p.ก"�ก��
�"g)	 TLC "����
�g����ก����2������&,�� indicator strains ���	g�
�	��,��
"g)	 TLC 
  ก���#���2	�2 TLC �	��
����"��ก���)�#
%����ก4���//�0 AHL ���+���	�	'6 
1997 ��� Shaw "��20� ���	�
��
����#�"g)	 TLC "�� C18 reversed-phase "���#� A. 
tumefaciens strain NT1 (pDCI41E33) �'(	 indicator strains �q�ก��������	��� AHL 
����s�	 

�
	
%�����p"�ก�����ก��
��)��w���'(	�������s�	 10 #	�� 2
��w
,��
��
	
%��$+��#�
��
��������s�	��.)�
+��������2��� ��)��w�ก����,���q�ก��,��
��
	
%2$� 2
��
 indicator strains 
�
+�#��	ก����
��������ก4� AHL ����#	�� ��$+����w��g�ก��������
+p.ก���� "��
��
	
%�'(	ก��
��
�
��2����&��)��2�)�
��	�#��2403�� w�)�����p���42
���,��,�	,������
+"�กw�� "��ก��
"'�g������#�2
��#q�	�/ �
ก��%���ก�ก����� smear �'(	�����
 ��ก�
ก��'	�'���	,������$+	 



23 
 

2.9.3 Liquid chromatography- mass spectrometry (LC-MS) 
 High performance liquid chromatography (HPLC) �'(	
��
�
+�
'�������3��

�q������#��	ก���q�"	ก����ก4�,�� AHL ��ก��ก��
��)���
+	q�����
���� "���q��������
��
����ก4� AHL �q�����ก��
��2����& Bainton "��20� (1992) "�� Chhabra "��20� (1993) 
�#�2����	& C18 reversed-phase "�� isocratic mobile phase (�#)	 acetonitrile-water) �	ก��
"�ก����ก4� AHL ����ก4��
+p.ก"�ก"��
��g)�	�,���.)�2�$+�� MS "�� nuclear magnetic 
resonance spectroscopy �q�����ก���)�#
%�2������� 

 ���	�%	�	�
���)����*��
ก���#���2	�2 LC-MS �	ก��
��2����&����ก4� AHL ก�	
��)��ก
���,
�� "���
ก�����"'��3�
����������� Frommberger "��20� (2004) ���	�
�4'ก�0&�
+�����p�#�w����%�ก���q������
��)���
2
���,��,�	,*%	 (pre-concentration) "��ก��"�ก
��� ����#� reversed-phase nano-liquid chromatography column �)
�ก��  
microelectrosprey - ionization ion trap mass spectrometry �q����
��
	
%�
2
��p.ก����"���

'�������3����ก,*%	     

 Bruhn "��20� (2004) �#� C18 reversed-phase HPLC column �)
�ก�� 
positive-electrospray high-resolution mass spectroscophy �	ก����
���� 3-oxo-
hexanoyl homoserine lactone (3-oxo-C6-HSL) �	2������&����4���9,�� Hafnia alvei 
  
��
	
%�#�
��2����&w����%�������	2403��"��'����0 �
2
��w
"��2
���q�����
�.� �#��
���	ก��
��2����&��%	 

 
2.9.4 Colorimetry  
 Yang "��20� (2006) ���	�
��
ก�����)�q�������
���� AHL ��
�
��
 

colorimetry 
��
	
%���"'������ก��	
����,�� Goddu "��20� (1955)  *+����	�
��
ก��
��
��������
+�
��.) ester, anhydrides "���	4��	�&,��ก�� carboxylic 
��
 colorimetry �
+
���	�w��	
% �����p��
��������ก4�,�� AHL �	��
��)��w����)���
����
 �)�� "���#���
�� 
spectrophotometer �'(	�2�$+���$��	ก����
���� 

 
��
 colorimetry ��������กก��ก���q�'r�ก�����,����.) lactone ก�� ferric 
chloride �q�����ก��ก���'�
+�	"'����ก�
���$���'(	���'��ก���#�� ��	�
	%q���� ��.) lactone 
�'(	g���3�01&,�� cyclic ester �
+'��ก����
���.) alcohol "����.) carboxylic 3���	����ก4� �

��	
������ก����
+"���������	
)��	�2�������,�� AHL �4ก#	�����
��.) lactone '��กr��.)���� 
(Miller "�� Bassler, 2001; Fuqua "�� Greenberg, 2002; Jacobi "��20�, 2003; 
Buchholtz "��20�, 2005; Pillai "�� Jesudkasen, 2006) 
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 3�����3�
��
+�'(	�)��  ��
� sodium hydroxide ��.) lactone �	�2�������,�� 
AHL ��p.ก hydrolyze �'(	�������&������ (�.'�
+ 2.6) ��$+�
�"�
	"�ก��	�'�� ��.) carboxyl 
����)
	,�� homoserine ���q�'r�ก�����ก�� hydroxylamine �ก���'(	��� hydroxamic acid (�.'
�
+ 2.7a) (Goddu "��20�, 1955; Yang "��20�, 2006) g���3�01& hydroxamic acid ���q�
'r�ก�����ก�� ferric chloride �	����"��
�ก���'(	���'��ก���#�� ��	�
 *+���
�
����� 
spectrophotometer (�.'�
+ 2.7b) 

 

 
�0���� 2.6 ก��"�ก����,�� AHL 3�����3�
��)�� ��� N-octanoly-D/L-homoserine lactone 
p.ก hydrolyze 3�����3�
��
+�'(	�)�� g���3�01&�
+w��2$� N-octanoly-D/L-homoserine 
�
+��   Englmann "��20� (2007) 

 

                1 
 

   2 
 
�0���� 2.7 'r�ก����� colorimetry ,�� AHL �
+p.ก hydrolyze "��
 ��� 1 ; 'r�ก�����,���������&
������ก�� hydroxylamine �ก���'(	 hydroxamic acid "�� 2; 'r�ก����� colorimetry ,�� 
hydroxamic acid ก�� ferric chloride g���3�01&���'��ก���#�� ��	�
�
+�ก��,*%	�����p��
�
��
��� spectrophotometer 
�
+�� Glagovich, Organic Qualitative Analysis Outline : online  
 

 ��ก�.'�
+ 2.8 ���'��ก���#�� ��	,�� ferric ก�� aliphatic hydroxamic acid 
�)
	��/)���2)�ก���.�ก�$	"���.��4��
+2
����
2�$+	'����0 530 	��	���� (λmax ~ 530 nm) 
"�)���'��ก���#�� ��	,�� ferric ก�� ester �
+�
 conjugated double bond ��$� �
��.) carboxyl 
��กก
)� 1 ��.) �����2)� λmax �
+2
����
2�$+	"�ก�)��ก�	���ก	��� (Goddu "��20�, 1955) 
���'��ก���#�� ��	,�� AHL �
+��.)3�����3�
��
+�'(	�)��ก�� ferric �����������
�
���$��p*��
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	%q���� "���
2)�  λmax �
+2
����
2�$+	'����0 520 	��	���� �
,����������,*%	��.)ก��
'����0,��
�"�
	"�ก��	 

 

 
    1200         1000       800       600        400        200         0    AHL (nmol) 
 
�0���� 2.8 �
,�����'��ก���#�� ��	 ferric-AHL complex ���2
���,��,�	,�� AHL �	#)
� 0 
p*� 1200 	��	��� "p
�
+ 1; 2-hexanoyl-3-hydroxymethyl butanolide, "p
�
+ 2; 2-(6-methyl-
l-hydroxyheptyl)-3-hydroxymethyl buthanolide, "p
�
+ 3; N-3-0xooctanoyle-homoserine 
lactone (3-oxo-C10-HSL) 
�
+��   Yang "��20� (2006) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 

2 

3 
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���� 3 
ก	�R�	?����	�����U 

 
��� G̀R�
 
  
 ������������
+�#��	��	
���� w��"ก) ก4�� '����*ก '�� "�����	����  $%���ก 4'�'��&
���ก������"�)� "���)
	�	*+�w�����2
���	4�2����&��ก���-�� w��������& �q�ก��  
 
?>�M����M�OA��G�ก�D� 
 

1) Biomedical freezer, Sanyo MDF 236, Japan 
2) Colony counter, Gallenkamp, Germany 
3) Vortex mixer, Lab-line Instrument Inc., USA 
4) Laminar flow hood, BVT 123 Issco, USA 
5) Centrifuge, Micro22R Hettich, Germany 
6) Microwave, KOR-63-D7 Daewoo, Korea 
7) Incubator shaker, SW23 Julabo, USA 
8) Spectrophotometer, V530 Jasco, USA 
9) Spectrophotometer , Lambda 25 UV/VIS spectrometer, PerkinElmer, USA 
10) Balance, AB 204 Mettler Todledo, Switzerland 
11) Balance , RP 310S Satorious, Germany 
12) HPLC, 600 Waters, USA 
13) HPLC software, Empower software Waters, Ireland 
14) Computer, IBM, USA 
15) Microsyringe 250 µl, MS R250, Ito corp., Japan 
16) Gyrotory shaker, Model G2 New Brunswick Scientific, USA 
17) Incubator shaker, Lab-line Instrument Inc., USA 
18) Autoclave, SS320 Tomy, USA 
19) Hot-air oven, Binder, Germany 
20) Micropipette P 200 "�� P 1000 (Gilson, France) 
21) Luna C18(2) 100A. 150 x 4.6 mm HPLC column, Phenomenex, USA 
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22) Security guard semi-prep gard cartridge system 10mm ID for HPLC colomn, 
Phenomenex, USA 

23) 0.45 µm filter membrane (Nylon) (Kanto Chemical, Japan) 
24) Cotton swobs, Thai Gauze co., LTD., Thailand 
25) Syringe 3 ml, BD, Singapore 

 
�	�?>�� 
 

1) Sodium chloride, analytical grade, Ajax Finechem, USA 
2) Sodium hydroxide, analytical grade, Merk, Germany 
3) Ferric chloride, analytical grade, Asia Pacific Specially Chemical Limited, 

Singapore 
4) Ammonium ferric perchlorate, analytical grade, Asia Pacific Specially 

Chemical Limited, Singapore 
5) Hydroxylamine hydrochloride, analytical grade, Fluka, USA 
6) N-(ß-ketocaproyl)-homoserine lactone (3-oxo-C6-AHL), HPLC grade, Sigma-

Aldrich, Germany 
7) Trifluoroacetic acid, HPLC grade, Sigma-Aldrich, USA 
8) Acetonitrile, HPLC grade, Merck, Germany 
9) Methanol, HPLC grade, Merck, Germany 
10) Ethanol, analytical grade, Ajax Finechem, USA 
11) 37% Hydrochloric acid, analytical grade, Reidel-de Haen, Germany 
12) 7%perchloric acid, analytical grade, Reidel-de Haen, Germany 
13) Glycerol, analytical grade, Fluka, USA 

 
�	L	�?A�aU�?QMa� 
 

1) Plate count agar (PCA), Difco, France 
2) Thiosulfate Citrate Bile Sucrose Agar (TCBS), Merck, Germany 
3) Nutrient agar (NA), Himedia, India 
4) Nutrient broth (NB), Himedia, India 
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5) Peptone Bacteriological, Himedia, India 
6) Xylose lysine deoxycholate agar, Merck, Germany 
7) Mannitol Salt Agar, Merck, Germany 

 
�	U����G��GA�����U� 
 

1) Vibrio parahaemolyticus DMST 22092 ("�กw����ก���������) 
(ก��
���������&ก��"���&, '�����w��) 

2) Vibrio parahaemolyticus DMST 22093 ("�กw����ก���������) 
(ก��
���������&ก��"���&, '�����w��) 

3) Vibrio vulnificus ATCC 27562 (ก��
���������&ก��"���&, '�����w��) 
4) Vibrio chlorelae DMST 2873 (ก��
���������&ก��"���&, '�����w��) 
5) Salmonella sp. ATCC 13311 (ก��
���������&ก��"���&, �p���	
����


���������&�����0�4,, '�����w��) 
6) Staphylococcus aureus DMST 65388 (ก��
���������&ก��"���&, '�����

w��) 
 
C�a����ก	�R�	?����	�����U 
 
3.1 ���?����	����YQVY�ก	���	�b�ก���U	ก�
 AHL ��	L��
��c�	?�d������	� colorimetry  
 
 '�����	#	��,������
+�����p�q�'��ก������2�
ก����� AHL "��
���g���3�01&�'(	����
�
+
�
�
��)	#��"����p
�� �	ก�������	
%�#���� AHL ����s�	 N-(ß-ketocaproyl)-L-homoserine 
lactone (3-oxo-C6-HSL, Sigma-Aldrich, USA) �q������'(	��
"�	,��ก���q�'r�ก��������
)��
����	ก�4)� AHL ก������
+�#��	ก���q�����ก�����'��ก���
 "�)��'(	ก��������)��w�����	
% 
 
  3.1.1 ก���q�'r�ก��������
)�� Ferric chloride ก�� AHL �
+��	���� Yang "��
20� (2006) "�����"'��"�����	��)���� ��#���� ��#�4�� (2550) 
   ���
���������� AHL ����s�	 (standard stock solution) 0.005 ��
���& (3�2g	
ก ก.1) ��ก	�%	��$������
�	%q�'�����กw���	 (deionized water) ���w��2
��
�,��,�	 600 	��	����)���������� ��$+�	q��������'r�ก�����ก���ก�����'��ก���#�� ��	 ferric 
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(III)-hydroxamate ���	q��������� AHL ����s�	 2
���,��,�	 600 	��	����)���������� 
'������ 800 w��2����� ���q�'r�ก�����ก�� reagent I 1000 w��2����� "�� reagent II 1000 
w��2����� ����q���� (�������
��"����	3�2g	
ก ก.2) g������,��ก�	 ��%���%�w
� 10 	��
 "��

	q����'��ก���
�
+�ก��,*%	w'
��2)�ก���.�ก�$	"����
��2�$+�� spectrophotometer (Lambda 25 
UV/VIS spectrometer, PerkinElmer, USA) �
+2
����
2�$+	 520 	��	���� ����#�	%q�ก��+	
'�����กw���	�q�'r�ก�����ก�� reagent ��%�����'(	 blank �q�ก���������)���� 3  %q� 
   ����
+ reagent I 2$� �)
	g��,�� hydroxylamine hydrochloride 2 ��
���& ก�� sodium hydroxide 3.5 �����& �	������)
	 1:1 "�� reagent II 2$� �)
	g��,�� ferric 
chloride 10 �'��&� �	�& �	 hydrochloric 4 �����& ก�� ethanol 95 �'��&� �	�& �	������)
	 1:1 
   ��
����2
����p
��,�����'��ก���#�� ��	�
�
+�ก��,*%	 ���
��2)�ก��
�.�ก�$	"��,�����'��ก���
�4ก� 10 	��
 �'(	�
�� 30 	��
 
 

3.1.2 ก���q�'r�ก��������
)�� Ammonium ferric sulphate ก�� AHL ���"'�
��ก
��
�
+���	���� ��#���� ��#�4�� (2550) 
   
��2����&�#)	��
�
ก��ก������� 3.1.1 "�)�'�
+�	����
+�q�����ก���
��ก 
ferric chloride �'(	 ammonium ferric sulphate 
   ��
����2
����p
��,�����'��ก���#�� ��	�
�
+�ก��,*%	 ���
��2)�ก��
�.�ก�$	"��,�����'��ก���
�4ก� 10 	��
 �'(	�
�� 30 	��
 
 

 3.1.3 ก���q�'r�ก��������
)�� Ammonium ferric sulphate ก�� AHL ���"'�
��ก
��
�
+���	���� Leitao "�� Esteves da Silva (2008) 
   '��'��������� AHL ����s�	 2
���,��,�	 600 	��	����)�
��������� '������ 1 ��������� ��)���	,
�'���'������ (volumetric flask) ,	�� 5 ��������� 
���� hydroxylamine reagent  0.6 ��������� �,�)�"��
���� ferric reagent 0.2 ��������� �,�)� 
"��
������������ก���'��&2����ก 7 �'��&� �	�& 0.3 ��������� (3�2g	
ก ก.3) �,�)�"��
'���
'��������
�	%q�'�����กw���	 (deionized water) g������,��ก�	 "��
	q����'��ก���
�
+
�ก��,*%	w'
��2)�ก���.�ก�$	"����
��2�$+�� spectrophotometer (Lambda 25 UV/VIS 
spectrometer, PerkinElmer, USA) �
+2
����
2�$+	 512 	��	���� ����#�	%q�ก��+	'�����ก
w���	�q�'r�ก�����ก�� reagent �'(	 blank �q�ก���������)���� 3  %q�   
   ����
+ Hydroxylamine reagent 2$� �)
	g��,��  hydroxylamine 
hydrochloride 9.375 �'��&� �	�& ก���������� sodium hydroxide 18.750 �'��&� �	�& �	
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������)
	 1:1 "�� Ferric reagent 2$� �������� ammonium ferric sulphate 2 �'��&� �	�& �	
��������ก���'��&2����ก 7 �'��&� �	�& 
   ��
����2
����p
��,�����'��ก���#�� ��	�
�
+�ก��,*%	 ���
��2)�ก��
�.�ก�$	"��,�����'��ก���
�4ก� 10 	��
 �'(	�
�� 30 	��
 

 
 3.1.4 ก���q�'r�ก��������
)�� Ferric chloride ก�� AHL ���"'���ก
��
�
+���	�

��� Leitao "�� Esteves da Silva (2008) 
   
��2����&�#)	��
�
ก��ก������� 3.1.3 "�)�'�
+�	����
+�q�����ก���
��ก 

ammonium ferric sulphate �'(	 ferric chloride  
   ��
����2
����p
��,�����'��ก���#�� ��	�
�
+�ก��,*%	 ���
��2)�ก��
�.�ก�$	"��,�����'��ก���
�4ก� 10 	��
 �'(	�
�� 30 	��
 

 
2����$�ก'r�ก������
+��������
+�4��q������#��	ก����
�
����� AHL �	ก��������)�w' 

��������0���ก'r�ก������
+������'��ก���
�
+��)	#��"���
2
����p
�� ��$+�	q�w'���	��'(	
��
 
colorimetry �q������#��	ก�������,�%	�)�w' 

 
3.2 ���0���ก	���V	� AHL C�� V. parahaemolyticus RV�U HPLC 

 
  �4��	��
�&�
+�#��	ก����
�����
��%���� 3 �����	�4& 2$� V. parahaemolyticus DMST 
22092 "�� V. parahaemolyticus DMST 22093  *+��'(	�4��	��
�&�
+��������2
����� 	 ���	 
ก�4)� AHL "���#� Salmonella sp. ATCC 13311  *+��'(	�4��	��
�&�
+w�)���������	ก�4)� AHL �'(	
��
��)��2
�24��� (AHL negative strains) ���
�����#��2��	
,���4��	��
�&���������
%�� V. 
parahaemolyticus DMST 22092 "�� V. parahaemolyticus DMST 22093 �	����� nutrient 
broth (NB) �
+�
�ก�$������� 3 '������ 5 ��������� ������
%�� Salmonella sp. ATCC 13311 �	
����� NB '������ 5 ��������� 3������3�
��40�3.������ �����ก��"�� orbital shaking �
+ 
200 rpm �'(	�
�� 24 #�+
��� ��ก	�%	�#�w����	�q��
'����#$%� (sterile cotton swab) �4)����	2��
����&"��
'��� (swab) ���	����� nutrient agar (NA) �
+�
�ก�$������� 3 �)��
+�40�3.�� 37 
����� �� 
�� �'(	�
�� 24 #�+
��� �,
+��2��	
�
+����/�	g�
�	��������q�	
	 2 �.' ก�������
�		%q�ก��+	'����#$%� 100 w��2����� "��
	q�w''��	��

+����	�
�
+2
�����
��� 13,000 rpm 
�40�3.�� 4 ����� �� 
�� �'(	�
�� 10 	��
 ก����)
	�� (supernatant) �
+w����
� membrane 
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filter ,	�� 0.45 w��2����� ��$+�"�ก� ��&�4��	��
�&"�������$�'	�$+	���ก �ก����ก-����#�
�2��	
,���4��	��
�&�
+�40�3.�� -20 ����� �� 
�� ���
)����ก��	q�w'
��2����&��
� HPLC 
 ก��
��2����&��� AHL �	���#��2��	
��
� HPLC �
�3�
����	
% 2����	&�
+�#��	ก��
�����2$� Luna C18 II column, 100A 150 x 4.6 mm (Phenomenex), Ultraviolet-Visible 
detector ; Waters 2487 Dual Absorbance ����2�$+�	�
+2$� water-CH3CN gradient system 
("������������
+ 3.1) '����0�����
��)���
+i
� (injection volume) 2$� 10 w��2����� �����ก��
w�� (flow rate) ��)�ก�� 1.5 ����������)�	��
 �40�3.���
+�#��	ก��
��2����& 25 ����� �� 
�� (��#
���� ��#�4��, 2550) �q�ก���������)���� 2  %q� 
 �	ก��
��2����&	
%�#���� N-(ß-ketocaproyl)-homoserine lactone (3-oxo-C6-HSL) 
(Sigma-Aldrich, Germany) �'(	�������s�	 ���
������������� AHL ����s�	 0.6 
�����ก��� ���		%q�ก��+	 1 ��������� 
 
�	�	���� 3.1 ����2�$+�	�
+�
+�#��	ก��
��2����&��� AHL ��
� HPLC  
 

����2�$+�	�
+ 
(acetonitrile : water) (v/v) 

�
�� (	��
) 

5 : 95 
35 : 65 
100 : 0 
100 : 0 
5 : 95 

0 
15 
20 
25 
30 

 
 
 3.3 ���?���ก	�������
�	� AHL �����V	��	ก V. parahaemolyticus RV�U���� colorimetry 
  
 �4��	��
�&�
+�#��	ก����
����ก������� AHL ��
�
��
 colorimetry 2$� �4��	��
�&�
+g)�	ก��
��
����ก������� AHL ��
�
��
 HPLC ��ก,�� 3.2  
 ������
%�� V. parahaemolyticus  �	����� NB �
+�
�ก�$������� 3 "��������
%�� 
Salmonella sp. �	 NB '������ 5 ��������� 3������3�
��40�3.������ �����ก��"�� orbital 
shaking �
+ 200 rpm �'(	�
�� 24 #�+
��� ��$+����w���q�	
	� ��&'����0 9logCFU/ml  ��ก	�%	'�
�'�2������& 1 ��������� ��)���	���� eppendorf 	q�w''��	��

+���
+2
�����
��� 13,000 rpm 
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�40�3.�� 4 ����� �� 
�� �'(	�
�� 10 	��
 ��$+�"�ก� ��&��ก 	q��)
	���
+w��w'��
���� AHL 
��
�
��
 colorimetry �
+��$�ก��ก,�� 3.1 ��ก	�%	��
����2
����
2�$+	�
+�q�����ก��ก���.�ก�$	

"���.��4� (λmax) ��
� spectrophotometer (Lambda 25 UV/VIS spectrometer, PerkinElmer, 
USA) 
 �������s�	�
+�#��	ก�������2$� N-(ß-ketocaproyl)-homoserine lactone (3-oxo-
C6-AHL) (Sigma - Aldrich, Germany) ������
���	�.'"��,�����������		%q�ก��+	"��

������	����� NB "��
	q�w'�q�'r�ก�����"����
����2)� λmax ��
�
��
 colorimetry �	�.'"��
��
�
ก���
+ก�)�
,�����	 
 
3.4 
eกf	��
���ก	���V	��	� AHL C�� V. parahaemolyticus �	UY�V��	�������?กAM�RV�U
���� colorimetry 

  
 3.4.1 '�����	2
���,��,�	,���ก�$��
+��������)�ก������/"��ก������� AHL ,�� 
V. parahaemolyticus 

   	q�2������&,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 �
+������
%���	 NB �
+�

�ก�$������� 3 3������40�3.������ �'(	�
�� 12 #�+
��� ���q���$�������w���q�	
	� ��&'����0 
6logCFU/ml "��
'��'�2������& 1 ��������� ��)���	 peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$������� 
0, 3, 6, 8 "�� 10 ����q���� '������ 99 ��������� (w���q�	
	� ��&���+���	'����0 
4logCFU/ml) ������
%��3������3�
��40�3.������ "�������ก��"�� orbital shaking �
+ 200 
rpm ������ก������/"��ก������� AHL �'(	�
�� 12, 18 "�� 24 #�+
��� ก������/���������
ก����
�����q�	
	'��#�ก��
+������
%����
�
��
ก�� spread plate ���	����� NA �
+�
�ก�$�
������ 3 "��
�)��
+�40�3.�� 37 ����� �� 
�� �'(	�
�� 24 #�+
��� ��
����'����0 AHL �
+
�������ก�#$%����ก��'��'�2������& 1 ��������� ��)���	���� eppendorf �
+�
�� 12, 18 "�� 24 
#�+
��� 	q�w''��	��

+���
+2
�����
��� 13,000 rpm �40�3.�� 4 ����� �� 
�� �'(	�
�� 10 	��
 
"��
	q��)
	���
+w��w'��
���� AHL ��
�
��
 colorimetry �
+'�����	w����ก,�� 3.3 �q�ก�������
��)���� 2  %q� 
 
 3.4.2 �*ก-�2
�������	�&���
)���q�	
	� ��&ก�������ก������/"��ก������� AHL �
+
������
%��3������3�
��ก�$��
+������� 
   	q�2������&,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 �
+������
%���	 NB �
+�

�ก�$������� 3 3������40�3.������ �'(	�
�� 12 #�+
��� ���q���$�������w���q�	
	� ��&'����0 
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6logCFU/ml "�� 4logCFU/ml "��
'��'�2������&�
+��$����"��
�
+"�)�������� ��&'������ 1 
��������� ��)���	 peptone water (������ 1) �
+�
2
���,��,�	�ก�$��
+���������ก,�� 3.4.1  
'������ 99 ��������� (��$+�����
�q�	
	� ��&���+���	�'(	 4 logCFU/ml "�� 2 logCFU/ml 
����q����) �����������ก������/"�������ก������� AHL ��
�
��
��
�
ก��,�� 3.4.1 ���#�+
����
+ 
0 p*�#�+
����
+ 4 ���������4ก�2�*+�#�+
��� ������ก	�%	���������4ก� 2 #�+
��� �'(	�
�� 30 
#�+
��� �q�ก���������)���� 2  %q� 
   '�����	�����ก������/�	2)� specific growth rate (µ) �����ก�� (1) "��
'�����	2
�������	�&���
)���
���	ก��������
%�� �q�	
	� ��& "��'����0 AHL ����#���ก��
���20�������& ���	
%  
   µ =  log  Nt   -   log  N0   (1)          
                 0.301 x t 
   NO �'(	�q�	
	"�2�
��
����+���	   
   Nt �'(	�q�	
	"�2�
��
���$+��q�ก��"�)���
�'(	�
��   
   t �'(	�
����%�����
+�#��	ก������/ 
    
   2����$�ก�3�
��ก�$��
+��������)�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. 
parahaemolyticus ��$+��#��'(	�3�
��	ก��������
%��"�2�
��
����ก�)�
�	ก��������)��w' 
��������0���ก�����ก������/"��'����0 AHL �
+�����  
 
 3.4.3 �*ก-�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus �	����ก��
������
%���
+�
�q�	
	� ��&���+���	"�ก�)��ก�	 
  ������
%�� V. parahaemolyticus DMST 22093 �	 peptone water (������ 1) 
3������3�
��ก�$��
+2����$�กw����ก,�� 3.4.2 ���"'��q�	
	� ��&���+���	 1log, 2log, 3log, 
4log, 5log, 6log, 7log "�� 8log CFU/ml �
+�3�
��40�3.������ "�������ก��"�� orbital 
shaking �
+ 200 rpm ������ก������/"��ก������� AHL ��
�
��
��
�
ก��,�� 3.4.1 ������+�
��
�����	#�+
����
+2������&�
2
��,4)	�
+�����p����ก�w�� ������ก	�%	��
�����4ก� 2 #�+
��� 
�	ก����+�2)� AHL (OD520) �
+��
�
��w���
2)�'����0 0.1 (OD520)  *+��
���
+�#$%��#��	ก������/�	
�
�q�	
	� ��&��กp*�������
+����� AHL p*� 0.1 ����
�ก
)� detection time (DT) �q�ก�������
��)���� 2  %q� 	q�,���.��
+w������2
�������	�&���
)���q�	
	� ��&���+���	ก��2)� DT �	�.',��
��ก�����20�������& �q������#��	ก���q�	���q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �	����
�������
%���#$%�  
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3.5 �T���U�����������A�H�ก	�?����OA�ก	���V	� AHL C�� V. parahaemolyticus 
  
 '�����	'������
+����
��������)��.'"��ก������/"��ก������� AHL ,�� V. 

parahaemolyticus "������)�g����2)� DT ,������ก����
�
���
+'�����	w���	,�� 3.4.3 �

2
��"'�g�	 ����*ก-�'���������)�w'	
% 

 
 3.5.1 ��	��ก�����ก���4��	��
�&#	���$+	 
   ������
%�� V. parahaemolyticus �	����� peptone water (������ 1) 3�����
�3�
��ก�$��
+��$�ก��ก,�� 3.4.2 �)
�ก��"�2�
��
�#	���$+	 ������"�2�
��
��4ก#	���
�q�	
	� ��&
���+���	 4logCFU/ml ���"����	������
+ 3.2 ������
%��3������3�
��40�3.������ "�������ก��
�
+ 200 rpm ��
����ก������/"��ก������� AHL �	#�+
����
+2������&�
2
��,4)	�
+����ก�w�� "��
������ก	�%	��
�����4ก� 2 #�+
��� �	ก����+�2)� AHL �
+��
�
��w���
2)�'����0 0.1 (OD520)  
��$+�'�����	��2)� DT ,��"�)������ก��������
%�� ��
�����q�	
	'��#�ก�,���#$%�"�)��
#	�����ก��	q�2������&w' spread ���	������
+�q�����ก���#$%�#	���)��� w��"ก) Thiosulfate 
Citrate Bile Salts Sucrose Agar (TCBS) ��$+���
���� V. parahaemolyticus, Xylose lysine 
deoxycholate agar  (XLD) ��$+���
���� Salmonella sp. "�� Mannitol Salt Agar ( MSA) 
��
���� Staphylococcus aureus �q�ก���������)���� 2  %q� 
 
�	�	���� 3.2 �����	�4&,��"�2�
��
� "��������)
	,���q�	
	� ��&#	���)����
+�#��	ก������� 

  

�����	�4&"�2�
��
� 
������)
	�q�	
	� ��&
���+���	 (logCFU/ml) 

V. parahaemolyticus DMST22093 
V. parahaemolyticus DMST22093 + Salmonella sp. ATCC13311 
V. parahaemolyticus DMST22093 + S. aureus DMST 65388 
V. parahaemolyticus DMST22093 + V. vulnificus ATCC 27562 
V. parahaemolyticus DMST22093 + Salmonella sp. ATCC 13311+ 
S. aureus DMST 65388+ V. vulnificus ATCC 27562 

4 
4:4 
4:4 
4:4 

4:4:4:4 
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 3.5.2 ก���q���� V. parahaemolyticus ���g��ก���40�3.��"#)���	��$�"#)��$�ก",��ก)�	
ก��������
%��  
  	q�2������&,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 �
+������
%���	 NB �'(	
�
�� 12 #�+
��� ���q���$�������w���q�	
	� ��&'����0 8logCFU/ml '��'�2������& 5 ��������� 
���	��������� 	q�w'"#)���	�
+�40�3.�� 4 ����� �� 
�� "��"#)��$�ก",���
+�40�3.�� -20 ����
� �� 
�� �'(	�
�� 6 #�+
��� ��ก	�%		q���ก����%���%�w
� �	2������&�
�40�3.����)�ก���40�3.������ 
�*�'��'�2������&�
+w�� 1 ��������� ��)���	 peptone water (������ 1) 99 ��������� �
+�
�ก�$�2
��
�,��,�	�
+2����$�ก��ก,�� 3.4.2 (w���q�	
	� ��&���+���	 6logCFU/ml) ������
%��"��������ก��
����/"��ก������� AHL �#)	��
�
ก��,�� 3.4.3 �q�ก���������)���� 2  %q�  
   
 3.5.3 ���������ก��2&'��ก��,����������� 
   	q���
��)��'����*ก�� 25 ก��� ��)���	p4�������ก'����#$%��
+�
 peptone 
water (������ 1) 225 ��������� 	q�w'�
��
��2�$+�� stomacher �
+2
�����
�.��4� �'(	�
�� 2 	��
  
'��'�	%q�'����*ก�
+w����กก���
'��	 10 ��������� ��)���	 peptone water (3�
����$�	,�� 3.4.3) 
'������ 90 ��������� ���
����
��)��	%q�'����*ก�'(	 2 #4� ��$+�	q�w'���������)�w'	
% 
     - #4�"�ก ������� AHL ����s�	 (3-oxo-C6-HSL) 2
���,��,�	 600 
nmol/ml ��w' "��
	q�w'��
�
��'����0 AHL ��
�
��
 colorimetry �'�
����
��ก����
��)��
2
�24�2$� �������� AHL ����s�	�	 peptone water �
+2
���,��,�	��
�
ก�	  
    - #4��
+��� ����� ��& V. parahaemolyticus �������
�q�	
	� ��&���+���	 
3logCFU/ml ��
����ก������/"��ก������� AHL �#)	��
�
ก��,�� 3.4.3 �'�
����
��ก��
��
��)��2
�24� 2$������
+������
%�� V. parahaemolyticus �	 peptone water �
+w�)g��	%q�'��
��*ก 
   �4กก��������q�ก������� 2  %q� 
 
3.6 ก	�����	D��	���?@AA� V. parahaemolyticus RV�Uก	���R�	�>H	 DT ?���U
?��U

ก�
�����	��g	� MPN 
   
 3.6.1 '�����	ก����
�����	�����#$%�����4���9 
  	q�2������&,�� V. parahaemolyticus �	����� NB �
+������
%���'(	�
�� 12 
#�+
��� ���q���$����"��
�������	 peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$�2
���,��,�	�
+2����$�ก
��ก,�� 3.4.2 '������ 99 ��������� ���"'��q�	
	� ��&���+���	�'(	 6log, 5log, 4log, 3log, 
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2log "�� 1log CFU/ml ��
����ก������/"��ก������� AHL ���ก��������2)� DT 
�#)	��
�
ก��,�� 3.4.3 "���)�2������&#4���
�
ก�	w'
��2����&2)� Most Probable Number (MPN) 
(3�2g	
ก ,.1) �
+����'r�����ก��
����"������������ 20�
���������& �45���ก�0&
���
������� ���2
�24��
�����+���	ก�����������'(	�
����
�
ก�	 
 
 3.6.2 '�����	ก����
�����	��������������� 
  ������������
+�#��	ก�������"������������
+ 3.3 ��
����ก��'	�'���	 V. 
parahaemolyticus �	��
��)����
�
��
 colorimetry �
+���	�w��2
�2.)ก��
��
����s�	 MPN ���
�)���
��
+����'r�����ก��
����"������������ 20�
���������& �45���ก�0&���
������� ���
2
�24��
�����+���	ก��������
+�
����
�
ก�	      
  #�+���
��)����������� 25 ก��� ��)���	 peptone water (������ 1) 225 
��������� �
��
��)����
��2�$+�� stomacher �
+2
�����
�.��4� �'(	�
�� 2 	��
 �.�	%q��
+w����กก���

'��	'������ 10 ��������� ��)���	 peptone water (3�
����$�	,�� 3.4.3)  '������ 90 ��������� 
3������3�
��40�3.������ "�������ก���
+ 200 rpm ��
�����q�	
	�4��	��
�&��%������
�ก�� 
spread 2������&���	����� plate count agar (PCA) "����
�����q�	
	�4��	��
�&�	ก�4)� 
Vibrio ��
�ก�� spread 2������&���	����� TCBS �������%���
����'����0 AHL ��ก2��
����&�
+"�ก� ��&��ก"��
 (cell-free supernatant) ��
�
��
 colorimetry ��$+���2)� DT �q�ก��
�������
��)���� 2  %q� 
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�	�	���� 3.3 #	��"��"��)��
+��,������������
+�#��	ก������� 
#	��,����������� "��)��
+�� 

1.'����*ก��+V. parahaemolyticus �q�	
	� ��& 2logCFU/ml (
��

�����#$%�"�����������) 
2.ก4����+ V. parahaemolyticus �q�	
	� ��& 6logCFU/ml (
��
�����#$%�
"�����������) 
3.ก4���� 
4.'����*ก�� 
5.���	���� 
6.ก4�����'�ก�'�$�ก"#)",����� $%���ก supplier ���,��ก���
	ก��g���
"��w�)����g)�	ก��������
�2���
	 
7.ก4������
+p.ก������
�2���
	 50-100 ppm '�ก�'�$�ก "��
	q���g��
"'��"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	 
8.ก4�������%���
�
+p.ก������
�2���
	 50-100 ppm  
9.ก4�������%���
�
+p.ก������
�2���
	 50-100 ppm "��
	q���'�ก�'�$�ก 
10.ก4������
+p.ก������
�2���
	 50-100 ppm '�ก�'�$�ก 	q���g��"'��
"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	 "#)",�� -18 ºC 
11.ก4������
+p.ก������
�2���
	 50-100 ppm '�ก�'�$�ก 	q���g��"'��
"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	 "#)",�� -18 ºC 
12.ก4������
+p.ก������
�2���
	 50-100 ppm '�ก�'�$�ก 	q���g��"'��
"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	 "#)",�� -18 ºC #4�"'��"���ก���,	�
'�� "��
"#)",�� -18 ºC �
ก2��%� 
13.ก4������
+p.ก������
�2���
	 50-100 ppm '�ก�'�$�ก 	q���g��"'��
"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	 "#)",�� -18 ºC #4�"'��"���ก���,	�
'�� "��
"#)",�� -18 ºC �
ก2��%� 
14.ก4�������%���
�
+p.ก������
�2���
	 50-100 ppm 

����ก� ����� 
 
����ก� ����� 
 
����ก� ����� 
����ก� ����� 
����ก� ����� 
���-�� w��������& �q�ก�� 
 
���-�� w��������& �q�ก�� 
 
���-�� w��������& �q�ก�� 
���-�� w��������& �q�ก�� 
 
���-�� w��������& �q�ก�� 
 
���-�� w��������& �q�ก�� 
 
���-�� w��������& �q�ก�� 
 
���-�� w��������& �q�ก�� 
 
 
���-�� w��������& �q�ก�� 

   
  ����2������&,�� V. parahaemolyticus �
+�
�q�	
	� ��& 8log "�� 4log CFU/ml 
��)���� 1 ��������� ���	��
��)��'����*ก�� "��ก4���� �
+g)�	ก�� decontamination ��
�
2���
	"��	%q�ก��+	'����#$%� "��
g)�	,�%	��	ก�����
����
��)���#)	��
�
ก���
+ก�)�
w
�,�����	 
��$+����w���q�	
	� ��&���+���	�	'����*ก"��ก4�����'(	 2log "�� 6log CFU/ml ����q���� 
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����  4 
EAก	��RA��OA����	�D�EAก	��RA�� 

 
4.1 ���?����	����YQVY�ก	���	�b�ก���U	ก�
 AHL ��	L��
��c�	?�d������	� colorimetry  
  
 �	$+����ก�2�������,����� Acyl homoserine lactone ��$� AHL 	�%	�

�"�
	"�ก��	
�'(	��2&'��ก��  *+�
�"�
		
%��$+���.)�	3�
��
+�'(	�����"�กก����'(	�������&�������
+
�����p�q�'r�ก�����ก���������� hydroxylamine "��
�ก���'(	���'��ก�� hydroxamic acid 
 *+������p�q�'r�ก������)�ก������
+�'(	w��	,������ก �#)	 ferric chloride �ก�����'��ก��
�#�� ��	 Ferric(III)-hydroxamate  *+��'(	���'��ก���#�� ��	�
+�
�
 "����
�
��'����0��
�
�2�$+�� spectrophotometer w�� (Yang "��20�, 2006) ���	�%	�	ก�������	
%�*�'�����	�����
�	ก�4)�w���	,������ก�q������#��	ก���q�'r�ก�����ก�� AHL ��$+�����ก���'(	���'��ก���
 
�q��������	��'(	
��
ก����
����"�� colorimetry ��$+�'���4ก�&�#��'(	
��
��
���� AHL �
+
�������ก V. parahaemolyticus �)�w' ���"�)��'(	 3 ก��������)�� ���"����	,�� 3.1 w��g�
ก����������	
% 
 
 4.1.1 ก���q�'r�ก��������
)�� Ferric chloride ก�� AHL �
+��	���� Yang "��20� 
(2006) "�����"'��"�����	��)���� ��#���� ��#�4�� (2550)    
  ��$+�	q��������s�	 AHL �
+������		%q�ก��+	 2
���,��,�	 600 	��	����)�
��������� ���q�'r�ก�����ก�� reagent I "�� reagent II ���
��
,����#���� ��#�4�� (2550) ��
)�
�ก���'(	���'��ก���#�� ��	�
	%q���� ��$+���
����2)�ก���.�ก�$	"���
+2
����
2�$+	 520 	�
�	���� �
+�
�� 0 	��
 ��
)����2)� OD520 ��)�ก�� 0.207±0.002 ��ก	�%	��
����2)� OD520 �4ก� 
10 	��
 �'(	�
�� 30 	��
 ��$+���
����2
����p
��,�����'��ก���
�
+�ก��,*%	 w��g�ก��
�����"������������
+ 4.1 ��
)� ��$+��
��g)�	w' 2)� OD520 �
+��
�
��w���		��
�
+ 10 "�� 20 
�
"	
�	������"�)w�)�
	���q�2�/����p��� (p>0.05) "�)��$+���
�
���
+	��
�
+ 30 ��
)�2)� OD520 

�
+��
�
��w��������)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05) "���������	
)����'��ก���#�� ��	�
�
+
�ก��,*%		�%	�
2
����p
���	#)
��
�� 20 	��
 ���	�%	ก����
�������'��ก���
�
+�ก����ก'r�ก�����
	
%2
���
�
��3���	�
��w�)�ก�	 20 	��
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�	�	���� 4.1 2)� OD520 �
+�����
���)��� ��กก��
��2����&��
�ก������� 4.1.1  
 

�����
�� (	��
) OD520
 E 

0 0.207 a ±0.002 
10 0.203 a ± 0.004 
20 0.198 a ± 0.003 
30 0.182 b ± 0.008 

 E 2)��i�
+� ± 2)���
+����	����s�	 ,��ก������� 3  %q� 
 a,b 2)��
+"���2
��"�ก�)����)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05)  

 
 4.1.2 ก���q�'r�ก��������
)�� Ammonium ferric sulphate ก�� AHL ���"'���ก
��
�
+
���	���� ��#���� (2550) 
  Ammonium ferric sulphate �'(	 coloring agent #	���	*+��
+�
�����	
)�
�����p�q�'r�ก�����ก���ก�����'��ก���#�� ��	 ferric-hydroxamate "��
���g���3�01&�'(	
���'��ก���#�� ��	�
+�
�
"�� (Leitao "�� Esteves da Silva, 2008)  *+�"�ก�)����ก�
,�� 
reagent �q����������	��
����'�)�#����	 ���	�%	�*������	q����#��'(	w���	,������ก"�	 
ferric chloride ���"'����
��
,����#���� ��#�4�� (2550) ��กg�ก���������
)� ��$+�	q����
����s�	 AHL �
+������		%q�ก��+	 2
���,��,�	 600 	��	����)���������� ���q�'r�ก�����ก�� 
reagent I "�� reagent II ����q���� ���ก���'(	���'��ก���#�� ��	�
	%q�����#)	��
�
ก��
'r�ก�����,�� FeCl3 ��$+���
����2)�ก���.�ก�$	"���
+2
����
2�$+	 520 	��	���� �
+�
�� 0 
	��
 ��
)����2)� OD520 ��)�ก�� 0.203±0.006 ��ก	�%	��
����2)� OD520 �4ก� 10 	��
 �'(	�
�� 
30 	��
 ��$+���
����2
����p
��,�����'��ก���
�
+�ก��,*%	 w��g�ก�������2����ก��'r�ก�����
,�� FeCl3 (������
+ 4.2) �����
)� ��$+��
��g)�	w' 2)� OD520 �
+��
�
��w���		��
�
+ 10 "�� 20 
�
"	
�	������"�)w�)�
	���q�2�/����p��� (p>0.05)  "�)��$+���
�
���
+	��
�
+ 30 ��
)�2)� OD520 

�
+��
�
��w��������)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05) "���������	
)����'��ก���#�� ��	�
�
+
�ก��,*%		�%	�
2
����p
���	#)
��
�� 20 	��
 ���	�%	ก����
�������'��ก���
�
+�ก����ก'r�ก�����
	
%2
���
�
��3���	�
��w�)�ก�	 20 	��
 �#)	��
�
ก��'r�ก������	,�� 4.1.1 p*�"��
)������g�
�ก���2
��ก��'r�ก�����,�� FeCl3 "�)��
)� 
��
	
%�
2
���4)���ก�	,�%	��	ก�����
������2�
 
�	$+����ก ammonium ferric sulphate ������	 methanol 50% w��2)�	,�����ก �����#�
�
��	�	�	ก�����
�����'����0 2 
�	  
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 �	�	���� 4.2 2)� OD520 �
+�����
���)��� ��กก��
��2����&��
�ก������� 4.1.2 
 

�����
�� (	��
) OD520
E 

0 0.203a ± 0.006 
10 0.197a ± 0.006 
20 0.189 ab± 0.001 
30 0.178b ± 0.001 

    E 2)��i�
+� ± 2)���
+����	����s�	 ,��ก������� 3  %q� 
 a,b 2)��
+"���2
��"�ก�)����)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05)  

 
 4.1.3 ก���q�'r�ก��������
)�� Ammonium ferric sulphate ก�� AHL ���"'���ก
��
�
+
���	���� Leitao "�� Esteves da Silva (2008) 

 Leitao "�� Esteves da Silva (2008) ���	�
��
ก����
������� Diltiazem 
��
�'r�ก�����ก���ก�����'��ก���#�� ��	 ferric-hydroxamate ����#� Ammonium ferric 
sulphate �'(	 coloring agent ��
)����g���3�01&�'(	���'��ก���#�� ��	�
"�� �
+�����p
��
�
����
� spectrophotometer w�� "���	$+����ก�2�������,����� Diltiazem �
2
��
2����2�*�ก����� AHL �	�)
	,��
�"�
	"�ก��	 ���	�%	�*������	q�'r�ก������
+20�g.�
����w��
�q�ก���*ก-���������#��	ก����
������� AHL �����$+�	q���� AHL ����s�	������		%q�
ก��+	 2
���,��,�	 600 	��	����)���������� w'�q�'r�ก��������ก������� 3.1.3 "��
 ��
)��ก��
���'��ก���
	%q����"���ก��,*%	 "�)�	���������
�����ก���'(	�q�	
	��ก (�.'�
+ 4.1) �*�w�)
�����p��
�
��������ก���.�ก�$	"����
��2�$+�� spectrophotometer w�� "����$+�กq��������
+
�ก��,*%	��
� sonication bath �
g�����
,�����'��ก���#�� ��	�
+�ก��,*%	���� �q����w�)�����p�#�
'r�ก�����	
%�	ก����
�
�� AHL w�� 	�ก��ก	
%ก�����
����������,�� ammonium ferric 
sulphate �	 perchloric acid  70% �����#������
��	�	 1 
�	  
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�0���� 4.1 ��ก-0������ก���
+�ก��,*%	������ก�ก��'r�ก��������ก������� 4.1.3 
 

4.1.4 ก���q�'r�ก��������
)�� Ferric chloride ก�� AHL ���"'���ก
��
�
+���	���� 
Leitao "�� Esteves da Silva (2008)  

 �	$+����ก2
���4)���ก�	ก�����
���������� Ammonium ferric sulphate 
"���	,0���
�
ก�	ก���'�/����$+�������ก�� �*�������#�ก���q�'r�ก�����,�� Leitao "�� 
Esteves da Silva (2008) "�)�'�
+�	����
+�#��q�'r�ก�����ก�� AHL �'(	 ferric chloride ��$+�
"ก�'�/�����ก�)�
 ��
)� ��$+�	q� AHL ����s�	w'�q�'r�ก�����ก���ก�����'��ก���#�� ��	 
ferric hydroxamate ���ก������� 3.1.4 ����#� ferric chloride  *+��'(	w��	,������ก�
+���,��
w'���ก�����'��ก�� hydroxamic acid ����ก���'(	���'��ก���#�� ��	�
	%q���� g�ก�������
��
)��ก��'�/���#)	��
�
ก��g�ก��������	,�� 4.1.3 ก�)�
2$� �
�����ก���ก��,*%	�'(	�q�	
	
��ก (�.'�
+ 4.2) �q����w�)�����p��
����������ก���.�ก�$	"����
��2�$+�� spectrophotometer 
w���#)	��
�
ก��,�� 4.1.3  

 

 
 

�0���� 4.2 ��ก-0������ก���
+�ก��,*%	������ก�ก��'r�ก��������ก������� 4.1.4 
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 ��กg�ก������� ��$+�'�����	��3�
��
+�������"��
��
)� ก��������	,�� 
4.1.1  *+��'(	ก���q�'r�ก��������
)�� Ferric chloride ก�� AHL �
+��	���� Yang "��20� 
(2006) "�����"'��"�����	��)���� ��#���� ��#�4�� (2550) �'(	
��
�
+��������
+�4� �	$+����ก
�'(	
��
�
+���g���3�01&���'��ก���#�� ��	�
+�
�
2)�	,�����)	#�� �
2
����p
��	�	p*� 20 	��
 �q�
��������p
��2)� OD w��3���	 10-20 	��
 "���ก�������ก��	��� ���	�%	�	ก��'�)�����
�ก��'r�ก������'(	�
�� 10 	��
 (���,�%	��	�	ก�������) ก������pกq���������ก���
+�ก��,*%	
������w'w�� p*�"��ก���#�'r�ก��������
��
�	,�� 3.1.2 �����g�w�)"�ก�)����ก'r�ก������	,�� 
3.1.1 "�)�
,������ 2$�2
���4)���ก�	ก�����
���������� ���	�%	�*���$�ก�#���� FeCl3 �	ก���q�
'r�ก�����ก�� AHL 3������3�
�ก���q�'r�ก������	,�� 3.1.1 ��$+�����ก�����'��ก���
�q�����
���	��'(	
��
��� colorimetry �	ก�������,�%	�)�w' 
 
4.2 ���0���ก	���V	� AHL C�� V. parahaemolyticus RV�U HPLC 

                            
�	ก�������	
%��
������$+��$	��	ก���������� AHL ,�� V. parahaemolyticus �
+�#�

�	ก���������
� HPLC ��%�	
%�	$+����ก��� AHL ��p.ก�����"��
���+���ก��	�ก� ��& 
(Podbielski "�� Kreikemeyer, 2004) "�����	
%�
240�������	ก�������	%q�w���
 ���	�%	�*�
�����#���� AHL ��ก��ก�2��	
,�� V. parahaemolyticus ���4 24 #�+
��� ��
�	%q�ก��+	'���
�#$%� "��
'��	��

+��"�ก� ��&��ก���
��
,����#���� ��#�4�� (2550) ��$+�w�����#��2��	
"��
�*�
	q�w'i
�
��2����&��
�
��
 HPLC ����#���� 3-oxo-C6-HSL �'(	�������s�	 "���#�����ก��
��ก�2��	
,�� Salmonella sp. ATCC 13311 �'(	��
��)��2
�24���  g�ก�������"������
�.'�
+ 4.3 p*� 4.6 ��
)� �2�����"ก��,���������s�	 3-oxo-C6-HSL �
+"����	�.'�
+ 4.3 
'��กr�
2,*%	�
+ �
�� 9.95 	��
  �)
	�2�����"ก��,������ก����ก�2��	
,�� V. 
parahaemolyticus �����	�4& DMST 22092 "�� DMST 22093 �
+"����	�.'�
+ 4.4 "�� 4.5 	�%	
��
)��
�
2���ก'��กr,*%	�	*+��
2�
+�
�� 6.2 	��
 ���$�	ก�	��%���������	�4&  *+��
2���ก�)�
�

"	
�	��
)�	)����'(	����	ก�4)��� ���!�� 
�
	"�ก��	�
+�
���� )�� ���
+��%	ก
)� 3-oxo-C6-HSL �
+
�#��'(	�������s�	 ��%�	
%�
�����	
)� V. parahaemolyticus �������//�0 AI-1 #	�� 3-
hydroxybutanoyl-homoserine lactone (3-hydroxyl-C4-HSL) �'(	#	�����ก (Bassler "��
20�, 1997 "�� Henke "�� Bassler, 2004) ��$+������0���ก2
����
,������ )�� ��"��
 ก�
����
)� 3-hydroxyl-C4-HSL �
2
����
,������ )�� ���
+��%	ก
)��������s�	 3-oxo-C6-
HSL ����
+�
����ก4������%	ก
)�"���p*�2
���
,�%
��กก
)���p.ก#���
�����2�$+�	�
+��ก��ก)�	 
���	�%	�
2,���2�����"ก���	�.'�
+ 4.4 "�� 4.5 �*�	)����'(	�
2,����� AHL �
+�
����ก4������%	
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ก
)� �#)	  3-hydroxyl-C4-HSL "����$+������0��2�����"ก��,������ก����ก�2��	
,�� 
Salmonella sp. ATCC 13311 "�������.'�
+ 4.6 ��
)�w�)'��กr�
2���ก,*%	�
+�
����� "���
)�
�	���#�,��"�2�
��
�#	��	
%w�)�
����
+�
240�������ก���2
��ก������	ก�4)� AHL  *+����2����ก��
�����	�
+
)� Salmonella sp. �'(	"�2�
��
��
+w�)���������	ก�4)� AHL ��$��'(	 non-AHL 
production strains (Walters "�� Sperandio, 2006) �)
	�
2��ก
	�$+	��
+'��กr�	�2�����
"ก��,������ก����ก"�2�
��
���%����#	�� 	)����ก����ก����$+	��
+"�2�
��
������,*%	"���

�2��������
+�
��.) carboxyl  *+������p�.�ก�$	"���	#)
�2
����
2�$+	 210 	��	����w��  *+��'(	
#)
�2
����
2�$+	,�� UV-detector �
+�#��	ก�������	
% ������)�	
%���w��"ก) ก�.�2�"���'��
	
�
+'	�'���	����ก� ��&�
+"�ก��
���� "�)��)��w�ก���������)�	
%�
'����0�+q�ก
)� AHL ��ก ���	�%	
��กg�ก�������	
%�*��)�#
%w��
)� V. parahaemolyticus ��%���������	�4&	
%	)����������� AHL 
#	�� 3-hydroxyl-C4-HSL ��)��w�ก����2
���
�����$	��	�2�������,�����	
%�)�w'��
�
�2�$+ ���$��
+ �����p�#� �	ก���)�#
% �2���������$�	%q ��	�ก����ก4�,����� �#)	  Liquid 
Chromatograph Mass Spectrometer (LCMS) ��$+��$	��	#	��,��������ก�)�
 

 

 
 

�0���� 4.3 �2�����"ก��,����� AHL ����s�	 3-oxo-C6-HSL 
 

Retention time = 9.95 min 
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�0���� 4.4 �2�����"ก��,������ก����ก�2��	
,�� V. parahaemolyticus DMST 22092 
 

 
 
�0���� 4.5 �2�����"ก��,������ก����ก�2��	
,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 

 

Retention time = 6.2 min 

Retention time = 6.2 min 
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�0���� 4.6 �2�����"ก��,������ก����ก�2��	
,�� Salmonella sp. ATCC 13311 
 

4.3 ���?���ก	�������
ก	���V	� AHL �	ก V. parahaemolyticus RV�U���� colorimetry 
   
 ก��'�����	���+���	���ก�������'r�ก������2�
��������'r�ก�����ก���ก�����'��ก��
�#�� ��	 Ferric(III)-hydroxamate �
+�ก��,*%	���
)�� AHL ก���������� FeCl3 �
+��$�ก��กก��
�����,��  4.1 �����
�
��2)�ก���.�ก�$	"��,�����'��ก���
�
+ �ก��,*%	��
� 
spectrophotometer (���"����	�.'�
+ 4.7)  *+��q�ก��'�����	�	 3 ���� ����"�ก2$� ก���#����
����s�	������		%q�ก��+	 ��
)� ��$+�	q��������s�	 3-oxo-C6-HSL ������		%q�ก��+	"��

	q�w'�q�'r�ก� ����ก���ก�����'��ก���#�� ��	 Ferric(III)-hydroxamate ��$+���
����

���'��ก���
�
+�ก��,*%	 ��
)����'��ก�����ก�)�
�.�ก�$	"���.��4� �
+2
����
2�$+	 (λmax) 
'����0 520 	��	���� �����
+ 2 2$� ก���#��������s�	������	�������
%���#$%� nutrient 
broth (NB) ��
)� ��$+�	q��������s�	 3-oxo-C6-HSL ������	 nutrient broth "��
	q�w'�q�

'r�ก�����"����
�
ก�	 ��$+���
����2)�ก���.�ก�$	"�� ��
)����2��
2)� λmax �
+'����0 520 	�
�	������
���4���
�
�#)	ก�	 "���������	
)����'��ก���)����	 NB w��"ก) peptone, NaCl, 
beef extract "�� yeast extract w�)�q�'r�ก�����ก�� FeCl3 ���	�%	�*�w�)�
�������)�ก����
�
����
�

��
	
% "�������
+ 3 2$� ก���#�2������&,�� V. parahaemolyticus �
+������
%���	 NB �
+�
�ก�$�����
�� 3 ��
)���$+�	q��)
	����ก2������&,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 �
+"�ก� ��&��ก
���ก��'��	��

+�����q�'r�ก�����ก�� FeCl3 ��$+��'�
����
�����'��ก���
�
+�ก��,*%	 ��
)��
2)� 
λmax '����0 520 	��	���� �#)	��
�
ก���������s�	 ���2����ก�������	,�� Yang "��
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20� (2006) ��
)���$+�	q���� AHL ����2����&#	���)������q�'r�ก�����ก�� FeCl3 ��w��
���'��ก���
�
+�
ก���.�ก�$	"���.��4��
+ 520 	��	���� ���	�%	���'��ก���
�
+�ก��,*%	��กก���q�
'r�ก�����,�� FeCl3 ก������	�)
	��,��2������&,�� V. parahaemolyticus �*�	)����ก����ก��� 
AHL �
+�#$%������,*%	 
 ��)��w�ก������$+��$	��	
)����'��ก���
�
+w����ก2������&,�� V. parahaemolyticus �ก��
��กก���q�'r�ก�����,�� AHL ��$��ก����ก������w��&�$+	��
+�ก��,*%	���
)��ก������/,��� ��& 
�*������	q��)
	����ก2������&,�� Salmonella sp. ATCC 13311  *+��'(	"�2�
��
��	ก�4)��
+�

�����	
)�w�)����� AHL (Walters "�� Sperandio, 2006) ���q�'r�ก�����ก�� FeCl3 ��
)�����
��w��&�)����
+�
��.)�	�)
	��,��2������&,�� Salmonella sp. w�)�q�'r�ก�����ก�� FeCl3 �*���
�
w�)�����'��ก���
��ก-0���
�
ก��ก��������	2������&,�� V. parahaemolyticus  *+���กg�
ก�������	
%�)�#
%w��
)����'��ก���
�
+�ก��,*%	�	2������&,�� V. parahaemolyticus �ก����กก��
�q�'r�ก������
+�q��������
)���������� FeCl3 ก�� AHL ��)�	�%	 ���	�%	
��
	
%�*������p	q�w'�#��	
ก����
���� AHL �
+�������ก� ��& V. parahaemolyticus �	�����������
%���#$%��	ก��
������)�w'w�� 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
�0���� 4.7 absorption spectrum ,�����'��ก���#�� ��	�
+�ก����กก���q�'r�ก��������
)�� 
FeCl3 ก�� �������s�	 3-oxo-C6-HSL �
+������		%q�ก��+	 (       ) ,�������s�	 3-oxo-C6-
HSL ������	 nutrient broth (         ), �)
	����ก2������&,�� V. parahaemolyticus DMST 
22093 (AHL positive) (·······) "�� �)
	����ก2������&,�� Salmonella sp. ATCC 13811 (AHL 
negative) (       ) 
 

λmax = 520 nm 
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����
+w��ก�)�
w
�"��

)� 
��
ก����
���� AHL ��
�'r�ก�����	
%w�����	���� ��#���� ��#�4�� 
(2550)  *+�w���q�ก��'�����	2
��p.ก���� (method validation) ��
)�
��
	
%�
'�������3����
��
���
+���#��	ก����
���� AHL w����)��p.ก���� (accuracy) "��"�)	�q� (precision) (w�)"���g�
ก�������) 	�ก��ก	
%��#���� ��#�4�� (2550) ��������	w
�
)� '�����3���	 w��"ก) �����	�4&"��
����ก������/ "��'�����3��	�ก w��"ก) �40�3.�� "����2&'��ก��,���������
%���#$%� w�)�
g��)�
������ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus �ก�
�	2
���,��,�	�ก�$� "���	$+����กก������� 
AHL �	����������	�4&w�)�
2
��"�ก�)�� (3�2g	
ก 2 ����� 2.1) ���	�%	�	ก��������)�w'�*�
��$�ก V. parahaemolyticus DMST 22093 �'(	��
"�	�	ก���*ก-��	,�%	��	�)�w'��
�������	�4&
��
�
  
 

4.4 
eกf	��
���ก	���V	��	� AHL C�� V. parahaemolyticus �	UY�V��	�������?กAM�RV�U���� 
colorimetry 

 
4.4.1 '�����	2
���,��,�	,���ก�$��
+��������)�ก������/"��ก������� AHL ,�� 

V. parahaemolyticus 

   
  V. parahaemolyticus �'(	�4��	��
�&�
+#������/�	�3�
��
+�
�ก�$� ���

����s�	,�� Bacteriological analytical manual online (BAM), USFDA, (May 2004) �*��#�
�ก�$��
+2
���,��,�	�)����	ก��2��"�ก species 3���	 genus Vibrio "���ก�$���������p�#�
�����%�ก������/,��"�2�
��
��	 genus �$+	�w�)�������/",)�ก�� V. parahaemolyticus �	����
ก����
����w����
� ���	�%	��$+����	�ก���#�
��
��� colorimetry �	ก����
���� V. 

parahaemolyticus ��������������ก������� AHL �*�����'�����	������ก������� AHL ,�� V. 
parahaemolyticus 3������3�
��
+�
�ก�$� ��������������
%�� V. parahaemolyticus �	
����� peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$�2
���,��,�	"�ก�)��ก�	 5 ����� w��"ก) ������ 0, 3, 
6, 8 "�� 10 ����q���� '�����	ก������/"��ก������� AHL �	���
)��ก��������
%���
+�
�� 12, 
18 "�� 24 #�+
��� �������%��'�
����
��'����0 AHL �
+�#$%��	"�)�����������,*%	�)��	)
�� ��& 
���2q�	
	�	2)�,�� %measured absorbance (��$+�'���'����0� ��&�����.)�	2)���
�
ก�	��$�
s�	��
�
ก�	 (normalization)) �����ก�� (2)  

 
%measured absorbance   =   2)� OD520      x        100          (2) 

                                      �q�	
	� ��& (logCFU/ml) 
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  g�ก�������"������������
+ 4.3 ��
)� 3������3�
��ก�$������� 0 "�� 10 
��
�w�)��ก������/"��ก������� AHL  *+��)�#
%��
�2)� OD520,�� V. parahaemolyticus �	,0�
�
+3������3�
��ก�$������� 3, 6 "�� 8 ��ก������/,�� V. parahaemolyticus ���"�2�
��
�
#	��	
%������/w���
�
+�4��	������
+�
�ก�$������� 3 �����p����/p*��q�	
	� ��& 9.23logCFU/ml 
w��3���	�
�� 12 #�+
��� ก������/��������$+�2
���,��,�	,���ก�$��.�,*%	 �����
)��
+�
�� 12 
#�+
��� �	�3�
��ก�$������� 6 V. parahaemolyticus ����/w���q�	
	� ��& 8.96logCFU/ml 
�)
	�	�3�
��ก�$������� 8 ����/w����
�� 8.18logCFU/ml  
  ��$+���
����ก������� AHL �	�4ก2
���,��,�	�ก�$� ��
)�'����0 AHL �
+
��
�
��w�� �	2)� OD520 �����+�,*%	����q�	
	� ��&  "������+ ��
+	)��	�� 2$� ��$+�  V. 
parahaemolyticus ����/p*��q�	
	� ��&'����0 9logCFU/ml �	�4ก2
���,��,�	�ก�$� 2)� AHL 
�
+��
�
��w�����
2)���)�ก�� 0.1 (OD520) ���� 	�ก��ก	
%��$+��'�
����
��'����0 AHL �	2)�,�� 
%measured absorbance (%MS) ����
+"����	������
+ 4.3 ��
)��
2
��"�ก�)��ก�	��)���

	���q�2�/����p��� �����
)��
+�3�
��ก�$������� 3 �
2)� %MS �.��
+�4� �������2$� ������ 6 
"�������� 8 ����q���� "���������	
)���$+�� ��&����/�	�ก�$�2
���,��,�	�+q�������� AHL w��
��กก
)� 

  *+�g�ก�������	
%w�)�������ก����	
�����$+	� w��"ก) Sewald "��20� (2007) 
�
+�*ก-��������,���ก�$�"��2��w��&�)�ก����	
+�
	q�ก���������//�02
����� 	 ��#	�� 
autoinducer-2 (AI-2) ,���'��
	 LuxS �	"�2�
��
��q��
ก halophilic 2$� Halobacillus 
halophilus (DSMZ 2266)  *+��'(	"�2�
��
�ก�4)���
�
ก�� V. parahaemolyticus ���������
%���	
����� NB �
+���� sodium chloride, sodium nitrate "�� magnesium sulfate   �����
)�ก��
p������,���'��
	 LuxS 	�ก��ก,*%	��.)ก������ก������/"��
 ���,*%	��.)ก��2
���,��,�	,��
�ก�$��
+��.)�	�������
%���#$%���
�  *+�g.�
����������
)���$+��
2
���,��,�	,���ก�$��.�����	
+�
	q�
ก���q���	,���'��
	 LuxS ����ก��ก���������/�02
����� 	 ���
+�.�,*%	 	�ก��ก	
% ��#���� ��#
�4�� (2550) ��������	g�ก���*ก-�'������
+�
��������)�ก���������//�02
����� 	 ��#	�� 
autoinducer-1 ��$� AHL ,�� V. parahaemolyticus  *+�������
%���	����� NB ��
)��3�
��
+
�
�ก�$�2
���,��,�	�.� �������p��	
+�
	q�ก���������//�02
����� 	 ������.�,*%	w���#)	ก�	 
��)��w�ก������$+������0�p*�'������
+����q����g�ก��������
+w���	ก���*ก-�	
%�
2
��"�ก�)��
��ก�����	���)�	
%��
)�	)����ก
+�
,���ก��#	��,��������
+�#��	ก��������
%��  

 �	��	
�����
+ก�)�
p*�	�%	 ����������
+�#��	ก��������
%��2$� NB  *+��'(	�����
�4�� �	,0��
+ก�������	
%�#� peptone water  *+��'(	��
�� pre-enrichment media �
+,��
�)
	g��,�� yeast extract "�� beef extract  *+���%�����)
	g��	
%�
�)
	'��ก��,��ก������
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�	���ก����#	���
+�q�2�/ �
+���p.ก�#��	ก���'(	
��p4����	ก���
	ก��"�����ก�����	�4ก���
,���
	�	�
+	
%2$� lux gene ���ก�������	���)�	
%���p.ก	q�w'�#��	ก��������'(	 functional 
protein �
+�ก
+�
,���ก��ก���
	ก������2����&��� AHL ���	�%	ก��������
%���	 peptone water 
�*��'(	w'w���
+�ก�$������	
+�
	q���� lux gene �ก��ก��"�����ก��$+����+������ก������� AHL "�)
���,��ก�������	���ก�)�
�
+���#��	ก���'(	
��p4�����$+���	
+�
	q�ก��"�����ก�����	�4ก���
,���
		
% ���	�%	�*�w�)��ก����	
+�
	q�ก������� AHL w�����$�	ก��ก��������
%���	���������
�4�� �	,0���
�
ก�	 2)� %MS �)�#
%��
�
)��	�ก�$������� 3 2)� AHL �
+��
�
��w�����.�ก
)��	
�ก�$������� 6 "�� 8 ����q���� ��%�	
%����	$+����ก V. parahaemolyticus ����� AHL "�� up-
regulation (�.2q��������	�	�� 56) ����
+� ��&������� AHL �	������
+�.�,*%	��$+��q�	
	� ��&
�.�,*%	 ���	�%	�	�ก�$������� 3  *+��
� ��&����/w���
ก
)� "���
�q�	
	� ��&�)��	)
����������,��
������	�"	)	ก
)��
+�
��ก��������
%����
�
ก�	 �*���
��� AHL (OD520)  w���.�ก
)� "�)��)��w�
ก����'����0 AHL �
+�#$%������,*%	�	�ก�$������� 6 "�� 8 ก����2�"'�g�	����q�	
	� ��& �q����
���2������p�#��'(	"	
����	ก�����	�
��
ก����
�����q�	
	� ��& V. parahaemolyticus 
w����������'����0 AHL (OD520) �'(	��
�)�#
% 
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�	�	���� 4.3 ก������/"��ก������� AHL 3������3�
��
+�
�ก�$��
+�
���)��� 
 
������
,���ก�$� 

�q�	
	� ��& (logCFU/ml) A 2)�ก���.�ก�$	"���
+ 520 	��	���� B %measure absorbance 

12 #�+
��� 18 #�+
��� 24 #�+
��� 12 #�+
��� 18 #�+
��� 24 #�+
��� 12 #�+
��� 18 #�+
��� 24 #�+
��� 

0 NG NG NG 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

3 9.23a±0.08 9.54a±0.04 9.71a±0.07 0.116a±0.003 0.152a±0.005 0.172a±0.003 1.257 a±0.009 1.593 a±0.047 1.771a±0.040 

6 8.93b±0.04 9.36b±0.03 9.48a±0.04 0.031b±0.006 0.136b±0.004 0.159b±0.001 0.347 b±0.019 1.453 b±0.066 1.677 b±0.009 

8 8.18c±0.05 9.16c±0.02 9.24b±0.05 0.024b±0.004 0.096c±0.004 0.118c±0.002 0.293 c±0.012 1.048 c±0.071 1.277 c±0.043 

10 NG NG NG 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

 
A, B 2)��i�
+� ± �)
	��
+����	����s�	��กก������� 2  %q� 
a,b,c,j 2)��
+"���2
��"�ก�)����)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05) 
NG 2$� ��
�w�)��ก������/ 
 
   

50 
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 4.4.2 �*ก-�2
�������	�&���
)���q�	
	� ��&ก�������ก������/"��ก������� AHL �
+
������
%��3������3�
��ก�$��
+������� 
   
  ��กg�ก�������ก��'�����	�3�
��ก�$��	,�� 4.4.1 p*�"��
)��
+�3�
��ก�$�
������ 3 V. parahaemolyticus ����/w���
�
+�4� "�)�	ก���*ก-��)�w'��$�ก�3�
�ก����
%�� V. 
parahaemolyticus �
+�
�ก�$������� 6 "�������� 8 ���*ก-�2
�������	�&���
)�������ก��
����/ก��ก������� AHL �	$+����ก�'(	�3�
��
+ selective �)� V. parahaemolyticus ��กก
)��
+
������ 3 ���������
%�� V. parahaemolyticus �
+�3�
��ก�$���%� 2 2
���,��,�	 "��"'��q�	
	
� ��&���+���	�	��%� 2 ���� �'(	 2 logCFU/ml "�� 4 logCFU/ml ������ก������/"��ก������� 
AHL �	#�+
����
+ 0 p*�#�+
��� 4 �4ก�2�*+�#�+
��� ������ก	�%	�������4ก� 2 #�+
��� �'(	�
�� 30 
#�+
��� "��
'�����	�����ก������/�	2)� specific growth rate (µ) g�ก����������"����	�.'�
+ 
4.8 p*� 4.9  

  ��ก�.'�
+ 4.8 ก��������
%�� V. parahaemolyticus 3������3�
��ก�$�2
��
�,��,�	������ 6 ��$+��	�����
�q�	
	� ��&���+���	 2.35logCFU/ml (�.'�
+ 4.8 a) ��
)�ก������/
��2��
+��.)�	#)
� lag phase ��%�"�)#�+
����
+ 0 p*�#�+
����
+ 2 ��ก	�%	������/�,���.)���� log phase 
�	#�+
����
+ 3 p*�#�+
��� �
+ 14  *+��	����	
% V. parahaemolyticus �
ก������/���+��q�	
	� ��&
��)���
����
�	p*��q�	
	� ��&'����0 9logCFU/ml "��
���,���.)���� stationary phase �	
#�+
����
+ 16 '�����	�����ก������/�	2)������ก������/�q����� (specific growth rate, µ) w��2)�
��)�ก�� 1.11 generation/hr �)
	ก��������
%���
+�
�q�	
	� ��&���+���	�
+ 4.1logCFU/ml (�.'�
+ 4.8 
b) ��
)����2��
�.'"��ก������/�#)	��
�
ก�	 "�)�#��
��ก������/���+��q�	
	�	p*��q�	
	� ��& 
9logCFU/ml ��%	ก
)� 2$��,���.)���� stationary phase ��%�"�)#�+
����
+ 14  '�����	�����ก������/
�	2)� µ w���ก���2
��ก������ 2logCFU/ml 2$���)�ก�� 1.12 generation/hr 

 ��ก�.'�
+ 4.9 ก��������
%�� V. parahaemolyticus 3������3�
��ก�$�2
��
�,��,�	������ 8 ��$+��	�����
�q�	
	� ��&���+���	 2.48logCFU/ml (�.'�
+ 4.9 a) ��
)�ก������/
��.)�	���� lag phase ����
ก
)��
+�ก�$������� 6 2$��#��
�� 4 #�+
��� ��ก	�%	�*��,���.)���� log 
phase �	#�+
����
+ 5 p*�#�+
����
+ 16  *+��	����	
% V. parahaemolyticus �
ก������/���+��q�	
	
� ��&��)���
����
�	p*��q�	
	� ��&'����0 9logCFU/ml "��
���,���.)���� stationary phase 
�	#�+
����
+ 18 �����ก������/�
+'�����	�	2)�,�������ก������/�q����� (specific growth rate, 
µ) ���
2)��+q�ก
)�ก��������
%���	�ก�$������� 6 2$��
2)���
�� 0.71 generation/hr �)
	ก��
������
%���
+�q�	
	� ��&���+���	'����0 4logCFU/ml (�.'�
+ 4.9 b) ��
)����2��
�.'"��ก��
����/�#)	��
�
ก�	 "�)�#��
��ก������/���+��q�	
	�	p*��q�	
	� ��& 9logCFU/ml ��%	ก
)� 2$��,��
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�.)���� stationary phase ��%�"�)#�+
����
+ 16  '�����	�����ก������/�	2)� µ w���ก���2
��ก������ 
2logCFU/ml 2$���)�ก�� 0.74 generation/hr  

 

 
 

 
 
�0���� 4.8 �����ก������/"��ก���������//�0 AHL �)�#
%�	2)�,�� OD520 �
+��
�
����
�
��
 
colorimetry ,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 3������3�
��
+�
�ก�$������� 6 �
+�q�	
	
� ��&���+���	 2 logCFU/ml (a) "�� 4 logCFU/ml (b)   
 

Stationary phase 
Log phase 

Lag phase 

Stationary phase 
Log phase 

Lag phase 
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�0���� 4.9 �����ก������/"��ก���������//�0 AHL �)�#
%�	2)�,�� OD520 �
+��
�
����
�
��
 
colorimetry ,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 3������3�
��
+�
�ก�$������� 8 �
+�q�	
	
� ��&���+���	 2 logCFU/ml (a) "�� 4 logCFU/ml (b)   
 
 ��กg�ก������� ��$+������0�p*�ก��������
%�� V. parahaemolyticus 3������3�
��
+
�
�ก�$�2
���,��,�	��
�
ก�	 ��
)� "�����
�q�	
	� ��&���+���	�	�����)��ก�	 "�)ก�w�)�
�������
�)��.'"��"�������ก������/,�� V. parahaemolyticus ��)��w�ก������$+������0�p*�ก��
������
%��3������3�
��ก�$��
+�
2
���,��,�	"�ก�)��ก�	 ��
)�ก��������
%��3������3�
��
+�


Lag phase 

Stationary phase 

Log phase 

Lag phase 

Stationary phase 
Log phase 
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�ก�$������� 6 ��������ก������/,�� V. parahaemolyticus �.�ก
)�ก��������
%��3������3�
��
+
�
�ก�$������� 8 "���������	
)�2
���,��,�	,���ก�$��
��������)�ก������/,�� V. 
parahaemolyticus ��%�	
%�	$+����ก�	�3�
��
+�
�ก�$�2
���,��,�	�.�� ���ก��3�
� osmotic 
stress  *+��'(	��	�����)�� ��& �)�g����� ��&�
ก������/#���� �
�����	
)��	3�
��
+�
�ก�$�2
��
�,��,�	�.� V. parahaemolyticus ��'�����
�)�3�
� osmotic stress ���ก�������"���������
�q��
ก compatible solutes ��$� osmolytes �#)	 	%q������$�ก�������	 ��$+�ก����.)���,��
� ��& (Naughton "��20�, 2009) �)�g����� ��&��ก��"�)���
��$+����+��q�	
	'��#�ก� 

 ��$+������0��.'"��ก������� AHL ���ก����
�
��"��"����	2)� OD520 ��
���	w��
)��	�4ก�3�
�ก��������
%�� �4ก#)
�ก������/,�� V. parahaemolyticus 2)� OD520 ��
"'�g�	����q�	
	� ��& ����	���� lag phase ��
�w�)�� AHL ก�)�
2$� 2)�ก���.�ก�$	"�� 
(OD520) �
+��
�
��w���
2)�'����0�.	�& ��%�	
%����	$+������ก2
��w
,��
��
"���2�$+���$��
+�#��	
ก����
�
�����w
w�)���
+����
�
�� AHL �	'����0�+q��
+���� lag phase w�� "�)�	���� log 
phase �����+���
�
��'����0 AHL w��"�������+���
�
��w����)��p.ก�����������s�	,�� 
USFDA guideline, 2001 (%RSD < ±15%) ��$+� V. parahaemolyticus ����/���+��q�	
	�	�

�q�	
	� ��&'����0 6logCFU/ml �������
�
��2)� OD520 w��'����0 0.01 ��%�	
%2)� OD520 ��
���+��.�,*%	��)���
����
 ��$+�� ��&����/�,���.)#)
�'���,������ log phase ��$����+��,���.)���� 
stationary phase "�������+�,*%	��)���)��	$+������#)
�ก������/�	���� stationary phase 
	�ก��ก	
%��
)���$+��#$%��	�4ก��������/�	�
�q�	
	� ��&�.�p*� 9.3 logCFU/ml 2)� OD520 �
+
��
�
��w�����
2)� 0.11 ���$�	ก�	�4ก���� 

 ��$+������0������ก�����+�,���q�	
	� ��&"�������ก�����+�,��'����0 AHL 
�	2)�,��2
��#�	 (slope of linear regression line, m) "������������
+ 4.4 ��
)��4ก��3�
�
ก��������
%�� �����ก�����+�,*%	,���q�	
	� ��&�	���� log phase (m = 0.404}0.434) �.�ก
)�
�����ก�����+�,*%	,��2)� OD520 (m = 0.001}0.002) "�)�	���� stationary phase �����ก��
���+�,*%	,���q�	
	� ��&���+q��� (m = 0.008}0.031) �	,0��
+�����ก�����+�,��2)� OD520 	�%	�

"	
�	�����+��.�,*%	ก
)��	���� log phase (m = 0.008}0.01) ��กg�ก���������$+������0�
ก���'�
+�	"'��2)� OD520  *+��)�#
%p*�'����0 AHL �
+ V. parahaemolyticus �����,*%	 "������
���	
)������ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus w�)�
2
�������	�&ก�	ก�������ก������/ 
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�	�	���� 4.4 �����ก�����+�,*%	,���q�	
	� ��&"�������ก�����+�,*%	,��'����0 AHL �
+ V. parahaemolyticus �����,*%	 "����	2)�,��2
��#�	 (m) 
 

�3�
�ก��
������
%�� 

�����ก�����+�,*%	,���q�	
	� ��& (m) �����ก�����+�,*%	,��'����0 AHL (m) 
Log phase Stationary phase Log phase Stationary phase 

2logCFU/ml 4logCFU/ml 2logCFU/ml 4logCFU/ml 2logCFU/ml 4logCFU/ml 2logCFU/ml 4logCFU/ml 
Peptone water 
+ �ก�$������� 6 

0.434±0.007 0.424±0.005 0.008±0.002 0.006±0.003 0.002±0.006 0.002±0.008 0.010±0.002 0.009±0.005 

Peptone water 
+ �ก�$������� 8 

0.424±0.003 0.404±0.005 0.029±0.007 0.031±0.003 0.001±0.009 0.001±0.003 0.010±0.002 0.008±0.007 
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 �
�����	ก�)�
w
�
)�ก���������//�0 AHL �	"�2�
��
������p�ก��,*%	w�� 2 
�.'"�� �.'"��"�ก2$� �����ก������� AHL ,*%	��.)ก�������ก������/,��"�2�
��
���)�	�%	  *+�
��
�ก
)� constitutive production 20�g.�
����w��������w
�
)�"�2�
��
��	ก�4)�	
% ��$+�ก������� AHL 
���+��.�,*%	p*�������	*+�"��
 (threshold level) ����	
+�
	q�ก���
	ก�������	�4ก�����$+�����ก��
ก��"�����ก,���6�	w�'��	�.'"���)��� "�)w�)w���
g��)�ก����	
+�
	q�ก���������//�0 AHL 
������+�,*%	 �����ก�����+�,*%	,��'����0 AHL �
2)���)�ก�������ก�����+�,*%	,���q�	
	� ��& ก��
����� AHL �	��ก-0�	
%���	 S. liquefaciens "�� En. agglomerans (Gram "��20�, 
1999), S. proteomaculans B5a "�� E. carotovora ATCC 39048 (Ravn "��20�, 2001) 
�.'"���
+ 2 2$��.'"���
+�����ก������� AHL w�)w��,*%	��.)ก�������ก������/,���q�	
	� ��&��
��
��)����
�
 ����ก4�,����//�0 AHL �
+�����,*%	�	#)
�"�ก �����p��	
+�
	q�ก���������//�0 
AHL �	#)
��)���w�� (autoinducible)  *+���
�ก
)� up-regulation production ��ก-0��#)		
%�
g�
���'����0 AHL �)��	*+��	)
�� ��&���+���ก,*%	  (Fuqua "��20�, 1994; Latifi "��20�, 
1995; Kuo "��20�, 1996) ���	�%	��$+������0�ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus 
	)��������.)�	ก�4)� up-regulation production 

 ��ก,���.��q�	
	� ��&"��'����0 AHL �
+��������กก��������
%��3�����
�3�
��ก�$������� 6 "�� 8 ��$+�	q���'�����	2
�������	�&���
)���q�	
	� ��& (logCFU/ml) 
ก��'����0 AHL (OD520) �	#)
��
+��
�
��w�� g�ก�������"����	�.'�
+ 4.10 "�� 4.11 
����q���� ��
)� '����0 AHL �����+��
2
���,��,�	p*��	������
+��
�
��w����)��"�)	�q� 
(precision) ����#��ก01&ก����
�
���
+�
2
��"�)	�q��
+ %RSD w�)�ก�	 ± 15% w���	#)
�'���
,�� log phase "������2
�������	�&���
)���q�	
	� ��&�	#)
�'���,�� log phase 
(>8.8logCFU/ml) ก��'����0 AHL �
+��
�
��w�� (%RSD w�)�ก�	 ± 15%) �	2)�,��2)� OD520 
(≥0.02) �
2
�������	�&ก�	�'(	���	��� �
2)� r2 ��กก
)� 0.9 "���������	
)�'����0 AHL �	#)
�
���ก�)�
�����p�#��'(	��
"�	�	ก���)�#
%�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �*�	)��������p
���	��'(	
��
ก����
�����q�	
	� ��& V. parahaemolyticus ��������'����0 AHL �'(	��

�)�#
%w��  
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�0���� 4.10 2
�������	�&���
)���q�	
	� ��& (logCFU/ml) ก��'����0 AHL ��
�
���	
2)� OD520 �	#)
��
+��
�
��w���
+������
%���	 peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$������� 6 
3������3�
��40�3.������ "�������ก��"�� orbital shaking �
+ 200 rpm 
 

  
 
�0���� 4.11 2
�������	�&���
)���q�	
	� ��& (logCFU/ml) ก��'����0 AHL ��
�
���	

2)� OD520 �	#)
��
+��
�
��w���
+������
%���	 peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$������� 8 
3������3�
��40�3.������ "�������ก��"�� orbital shaking �
+ 200 rpm 
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 �	ก�������'�����	ก���#� AHL �	ก���q�	���q�	
	� ��& ���������
%��
3������3�
��ก�$�	�%	p*�"��
)��	�3�
��
+�
�ก�$������� 6 V. parahaemolyticus ������/w��
�
ก
)��	�3�
��
+�
�ก�$������� 8  *+�'�����	��ก�����ก������/"��
��
)�3������3�
��ก�$�
������ 6 V. parahaemolyticus ����/���
ก
)�'����0 2 #�+
��� "�)��$+������0�p*��3�
� 
selective �)� V. parahaemolyticus �������s�	,�� Bacteriological analytical manual 
online (BAM), USFDA, (May 2004) ����
)��	�3�
��ก�$������� 8 ���
2
���������
��กก
)� (����
+"����	ก����
���ก����	�� 5 ����� 2.1) ก�)�
2$� 3������3�
��ก�$������� 8 
��"�2�
��
�#	���$+	�	�
	�� Vibrio ����/w����%���� 2 #	�� w��"ก) V. alginolyticus "�� V. 
furnissii �)
	3������3�
��ก�$������� 6 ��"�2�
��
�#	���$+	�	�
	�� Vibrio ����/w����%���� 7 
#	��w�� w��"ก) V. alginolyticus, V. fluvialis, V. furnissii, V. hollisae, V. metschnikovii, V. 
vulnificus "�� A. hydrophila ���	�%	�	�3�
��
+�
�ก�$�������  6 2�w�)�
�3�
� selective ��ก
���
+��	q�w''���4ก�&�#��'(	 selective media �q������#��	����ก����
����ก��'	�'���	 V. 
parahaemolyticus �	��
��)�����������w�� �)
	"�2�
��
��	ก�4)��
+�����p����/w���	�3�
�
�ก�$������� 8 	�%	�
�����	
)� V. alginolyticus �����p���������	ก�4)� AHL w�� �'(	#	�� C12-
HSL "�� C6-HSL (Huang "��20�, 2007) "�)�q����� V. furnissii ���w�)�
�����	
)���������
�	ก�4)� AHL w�� ��)��w�ก����"�2�
��
���%����#	��	
%w�)w�������.)�	ก�4)��
+�
�����	
)���ก��
'	�'���	�)��2��%��	��������� (Lake "��20�, 2003) ���	�%	ก����$�ก�#��������
%���#$%��
+�

�ก�$������� 8 ����#� peptone water (������ 1,  *+������+
w'�#��'(	 pre-enrichment media �	
����ก��
��2����&�4��	��
�&�	�����) �'(	���� selective pre-enrichment media 	)����'(	
�����
+�
��ก�3�����
+��	q�w'�#��	ก�����	��'(	������
���� V. parahaemolyticus ��
�
ก����
�
�� AHL  

 ��ก,���.��
+w����กก���*ก-���%������$%����	 �*���'�����	ก����
�����q�	
	 
V. arahaemolyticus ���������
%���	 peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$������� 8 3�����
�3�
��40�3.������ "�������ก��"�� orbital shaking �
+ 200 rpm ��$+�����#$%����+���	���+�
�q�	
	��ก,*%	�	����� AHL p*�������
+ OD520 ≥ 0.1 ����
���
+�#��	ก������/�	����� AHL p*�
������
+��
�
��w�����ก�)�
 ��
�ก
)� detection time (DT) "��
�#�2)� DT �	ก���q�	���q�	
	
� ��&,�� V. parahaemolyticus ���+���	 ���"����	ก��������)�w' 
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 4.4.3 �*ก-�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus �
+������ ��&
���+���	�)��� 

  
 �	,�%	��		
%�������
����2)� DT ,�� V. parahaemolyticus �
+�q�	
	� ��&

���+���	 1log, 2log, 3log, 4log, 5log, 6log, 7log "�� 8logCFU/ml �
+������
%���	���� 
selective pre-enrichment media 3������3�
��40�3.������ "�������ก��"�� orbital 
shaking �
+ 200 rpm g�ก�������"������������
+ 4.5a "�� 4.5b ��
)� 3������3�
�ก��
������
%���	���� selective pre-enrichment media 	
% ��$+��
�q�	
	� ��&���+���	 1.47, 2.38, 
3.40, 4.42, 5.30, 6.24, 7.18 "�� 8.06 logCFU/ml � ��&������/p*� 9.1logCFU/ml �
+�
�� 26, 
24, 22, 20, 16, 14, 12 "�� 10 #�+
��� ����q���� (����� 4.5a) "����
�
��2)� OD520 w����)�ก�� 
0.1 w���
+�
����
�
ก�	 (����� 4.5b) ���	�%	2)� DT ,���
+������ ��&���+���	 1log, 2log, 3log, 
4log, 5log, 6log, 7log "�� 8logCFU/ml �*��
2)���)�ก�� 26, 24, 22, 20, 16, 14, 12 "�� 10 
#�+
��� ����q���� 	�ก��ก	
% ��ก,���.��
+w�������
���
)� �
+�4ก������q�	
	� ��&���+���	 ��$+��#$%�
����/p*��q�	
	� ��&'����0 9.1logCFU/ml ������� AHL p*������ OD520 ��)�ก�� 0.1 ���� 
"���������	
)�'����0 AHL "����	2)� OD520 �����p�#��)�#
%�q�	
	� ��&w��"�������p

��2����&,���.��'(	�������	"���q������#��	ก��'�����	�q�	
	� ��&���+���	w�����������
+ 4.6 

 ��ก,���.�,�����	��$+�	q�����2
�������	�&���
)���q�	
	� ��&���+���	 
(logCFU/ml) ก��2)� DT ��
)��q�	
	� ��&���+���	"��2)� DT �
2
�������	�&ก�	"�����	������
��ก�� y = }0.386x+11.82 "���
2)� r² ��)�ก�� 0.99 "�������.'�
+ 4.12 ��ก���	ก��������p
�#��q�	��w��
)�p���	�����
�#$%����+���	 11.82logCFU/ml �������p��
�
�� AHL w����	�
��%�"�)
#�+
����
+ 0 "�)p����
�
��w'�	p*�#�+
����
+ 30 "��
 �����
�w�)�� AHL "���
)��	����w�)�
ก��
'	�'���	,�� V. parahaemolyticus ��ก��ก���
+2q�	
	w��	
%�����p�#��	ก���q�	���q�	
	
� ��&���+���	,�� V. parahaemolyticus �	�����������
%���#$%� selective pre-enrichment 
media ���2
�24�ก����
%�������.)3������3�
��40�3.������"�������ก��"�� orbital shaking 
�
+ 200 rpm  

 ��)��w�ก����p*�"��
)� V. parahaemolyticus �'(	�4��	��
�&�q��
ก facultative 
anaerobe "�)ก�������ก��ก����2��
2
���q�2�/�)�2
����+q�����,��ก������/  *+�	)����
g�
�)�'����0 AHL �
+��
�
��w�� �	��	
����	
%�*�w��������'�
����
���3�
�ก��������
%��"�����
��ก��"��w�)�����ก�� ��
)��	�3�
�ก��������
%���
+w�)�����ก�� �
g����ก������/,�� V. 
parahaemolyticus �+q�ก
)�ก��������
%���	�3�
������ก����ก ก�)�
2$� ��$+������������
%�� 
V. parahaemolyticus �	�3�
������ก�� �
+�q�	
	� ��&���+���	 6logCFU/ml ���
2)� DT 
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��)�ก�� 14 #�+
��� �'�
����
��ก��ก��������
%���	�3�
��
+w�)�����ก�� V. parahaemolyticus 
�����#��
��	�	ก
)� 30 #�+
��� �*���w���q�	
	� ��&�.��4�w��p*� 8.16logCFU/ml ���	�%	�q���� DT 
�
+���#��	ก����
�
�� AHL �
+������ ��&���+���	�)�����
	�	,*%	ก
)�������ก (g�ก�������
"����	3�2g	
ก 2 ����� 2.2)  *+����2����ก����	
����,�� Medina-Martinez (2006) �
+
�*ก-�'�����ก���������//�0 AHL ,�� Aeromonas spp. �����
���� AHL ��
�
��
���
#

3�� (bioassay) ��
)���$+�������
%���4��	��
�&3������3�
�w����ก�� �4��	��
�&��������p
����/w�� "�)�����ก������/#��ก
)��3�
��
+�
��ก����ก "��ก������� AHL ,��"�2�
��
�#	��	
%
,*%	��.)ก���q�	
	� ��& ���	�%	��$+�� ��&����/w��#�� ก����
��� AHL �*��#��
��	�	ก
)�3�����
�3�
��
+�
��ก����ก 

 �� � 	�% 	 
� �
 ก � ��
+ � ����	�,*% 	 �q � � �� � � #� � 	 ก� � � � 
�����q �	 
	  V. 
parahaemolyticus ���ก��������2)� DT �
+w����กก����
���� AHL �*��q��'(	����������
%��
�#$%�3������3�
�ก�������ก�� ��4'�3�
��
+�#��	ก����
���� V. parahaemolyticus w�����	
% 
2$� ������
%���	 peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$�2
���,��,�	������ 8 3������3�
�
�40�3.������"�������ก��"�� orbital shaking �
+ 200 rpm  
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�	�	���� 4.5a �q�	
	� ��& (logCFU/ml) ,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 �
+������
%���	 peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$������� 8 3������3�
� 
�40�3.������"�������ก��"�� orbital shaking �
+ 200 rpm �
+�
���)��� 

� ��&���+���	 A 
(logCFU/ml) 

�q�	
	� ��& (logCFU/ml) �
+�
���)��� (hr) 

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 

1.47±0.06   
      

9.16±0.04 9.20±0.05 9.33±0.07 

2.38±0.04   
    

9.03±0.01 9.18±0.01 9.27±0.03 
  

3.40±0.05   
    

9.16±0.03 9.23±0.07 9.27±0.06 
  

4.42±0.04   
  

9.04±0.07 9.13±0.04 9.18±0.06 
    

5.38±0.06   9.07±0.04 9.18±0.02 9.20±0.02 
      

6.24±0.05   9.18±0.02 9.22±0.06 9.24±0.06 
      

7.18±0.04 9.01±0.01 9.13±0.04 9.21±0.04 
        

8.06±0.08 9.17±0.05 9.27±0.01 9.35±0.03 
        

A 2)��i�
+���กก������� 2  %q� ± �)
	��
+����	����s�	 
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�	�	���� 4.5b 2)� OD520 �
+��
�
����ก2������&,�� V. parahaemolyticus DMST 22093 �
+������
%���	 peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$������� 8 3�����
�3�
� �40�3.������"�������ก��"�� orbital shaking �
+ 200 rpm �
+�
���)��� 

� ��&���+���	 A 
(logCFU/ml) 

2)� OD520 �
+�
���)��� (hr) 

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 

1.47±0.06   
      

0.117±0.006 0.133±0.002 0.151±0.004 

2.38±0.04   
    

0.093±0.009 0.112±0.011 0.131±0.006 
  

3.40±0.05   
    

0.107±0.010 0.124±0.004 0.141±0.006 
  

4.42±0.04   
  

0.083±0.012 0.104±0.005 0.114±0.004 
    

5.38±0.06   0.089±0.006 0.107±0.006 0.129±0.006 
      

6.24±0.05   0.108±0.014 0.129±0.009 0.139±0.008 
      

7.18±0.04 0.087±0.006 0.103±0.002 0.124±0.004 
        

8.06±0.08 0.109±0.002 0.128±0.003 0.141±0.005 
        

A 2)��i�
+���กก������� 2  %q� ± �)
	��
+����	����s�	 
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�	�	����  4.6 �������	"���q������#��	ก��'�����	�q�	
	� ��&���+���	,�� V. 
parahaemolyticus  
 

�q�	
	� ��&���+���	 (logCFU/ml) Detection time (#�+
���) 

1 26 

2 24 

3 22 

4 20 

5 16 

6 14 

7 12 

8 10 

 

 
 

�0���� 4.12 2
�������	�&���
)���q�	
	� ��&���+���	,�� V. parahaemolyticus (logCFU/ml) ก�� 
detection time 
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4.5 �T���U�����������A�H�����	ก	�?����OA�ก	���V	� AHL C�� V. parahaemolyticus  
 
�
��	
������ก����
+�*ก-�'������
+�
��������)�ก������/"��ก������� AHL ,��

"�2�
��
�#	���)���  *+�'��ก��w'��
�'�����3���	 w��"ก) �����	�4&"������ก������/ 
(Atkinson "��20�, 1999; Geisenberger "��20�, 2000; Blosser-Middleton "�� Gray, 
2001; Lithgow "��20�, 2001 "�� Byers "��20�, 2002) �)
	'�����3��	�ก w��"ก) 
��2&'��ก��,��������
+�#��	ก��������
%�� (Geisenberger "��20�, 2000; Lithgow "��
20�, 2001; Martinez "��20�, 2005) "���40�3.�� (Atkinson "��20�, 1999; Yates "��
20�, 2002) 
 Prakitchaiwattana "��20� (2009) �*ก-��������,��'�����3���	"��'�����3��	�ก
�)�240������ก���������//�0 AHL ,�� V. parahaemolyticus ��%��	�#��'����0"���#��
2403�� ��
)������	�4&"��#)
�ก������/,��"�2�
��
� �
�p*�3�
�ก����
%��w��"ก) #	��,��
�������
%���#$%�"���40�3.��w�)�
g��)�ก���������//�0 AHL ��%��	�#��2403��"��'����0 
���	�%	�	��	
����	
%�*��*ก-�'������$+	����+������
+����
��������)��.'"��ก������/"��ก������� 
AHL ,�� V. parahaemolyticus "������)�g����2)� DT ,������ก����
�
���
+'�����	w���	
,�� 4.4.3 �
2
��"'�g�	  *+ � w��"ก)  ��	��ก�����ก���4��	��
�&#	���$+	  ก���q����  V. 
parahaemolyticus ���g��ก���40�3.��"#)���	��$�"#)��$�ก",��ก)�	ก��������
%�� "�����������ก
��2&'��ก��,����������� g�ก�������"�������)�w'	
% 
 
 4.5.1 ��	��ก�����ก���4��	��
�&#	���$+	 
  V. parahaemolyticus �'(	�4��	��
�&����p�+	�
+���	���� ���	�%	�*���ก��ก��
'	�'���	��.)�	��������������+
w' "�)��)��w�ก������ก���4��	��
�&�$+	��
ก����#	���
+'	�'���	
��.)�	�����������
�  *+���ก��	q�
��
�
+���	��q�������
���� V. parahaemolyticus ���#�
��
����"�2�
��
�#	��	
%�	���������"��
 �������
ก���*ก-��������,���4��	��
�&#	���$+	�)�
������ก������/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus �*������������
%�� V. 
parahaemolyticus �)
�ก��"�2�
��
�#	���$+	� w��"ก) Salmonella sp.  *+��'(	��
"�	,��
"�2�
��
�"ก���� S. aureus �'(	��
"�	,��"�2�
��
�"ก���
ก V. vulnificus �'(	��
"�	,��
"�2�
��
��	�
	�� Vibrio �
+�
�����	
)��������//�0�	ก�4)� AHL w�� �����ก"��ก�������
����
+"����	,�� 3.5.1 ������ก������/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus ��$+���2)� 
DT "����
����ก������/,���4��	��
�&"�)��#	�����ก��������
%���	������q�����ก���#$%�"�)
��#	�� g�ก�������"������������
+ 4.7  



65 
 

  ��ก������
+ 4.7 ��
)��	����ก��������
%�� V. parahaemolyticus ��
��#	��
��
�
 �
+�q�	
	� ��&���+���	 4logCFU/ml � ��&������/w�� 9logCFU/ml "������� AHL �
+��
�
��
2)� OD520 w����)�ก�� 0.1 w���
+#�+
����
+ 20  *+�p$�
)��'(	2)� DT ,������	
% ��$+�������
%�� V. 
parahaemolyticus �)
�ก��"�2�
��
�#	���$+	 w��"ก) Salmonella sp., S. aureus "�� V. 
vulnificus g�ก���������
)� ������2)� DT w����)�ก�� 20 #�+
����#)	���� "�)��
���
)��q�	
	
� ��&,�� V. parahaemolyticus 	�%	���� �����ก������/��.)�
+�q�	
	� ��& 8.68}
8.95logCFU/ml ��)�	�%	 �	,0��
+"�2�
��
�#	���$+	�����
#

����.) "�)w�)�
ก�����+��q�	
	� ��& 
ก�)�
2$� �
+�
�� 18, 20 "�� 22 #�+
��� �q�	
	� ��&�
+��
����w�����2���)�ก���q�	
	� ��&
���+���	�
+�����#$%���w' 2$� '����0 4logCFU/ml  ��$+������0�g�ก����
�
�� AHL ��
)�
'����0  AHL �
+��
�
��w���	����ก��������
%�� V. parahaemolyticus �)
�ก��"�2�
��
�#	��
�$+	�.�ก
)�'����0 AHL �
+��
�
��w����ก�����
+������
%�� V. parahaemolyticus ��
��#	����
�


��)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05) �����
)��
+�q�	
	� ��&'����0 8.6logCFU/ml �����p
��
�
�� AHL w��2)� OD520 ��)�ก�� 0.11  *+��	�����
+������
%�� V. parahaemolyticus ��
��#	��
��
�
�������
�q�	
	� ��&�.�p*� 9.1logCFU/ml �*�����
�
�� AHL w���
+�����	
%  
  ��กg�ก��������)�#
%������	
)�ก���
"�2�
��
�#	���$+	����/��.)�)
��	���� �

g���� V. parahaemolyticus ����/������)���
	���q�2�/����p��� ("������������
+ 4.7 
��
��ก-��,��) "�)����� AHL �	'����0�
+�.�,*%	 ��%�	
%������w��
)�ก���
+ V. parahaemolyticus 
����/�)
�ก��"�2�
��
�#	���$+		�%	�'(	ก����.)�)
�ก�	"�� Amensalism  *+�����p*� ก���������.)
�)
�ก�	 ���
�����	*+��
+��
�'����#	& �)
	�
ก�����	*+�w�)w��w�)��
�'����#	& ��$+�"�ก��กก�	�)������
�)���q���#

����.)w�����'ก�� "����กg�ก�������	
%��
)� ��$+� V. parahaemolyticus ����/��.)
�)
�ก��"�2�
��
�#	���$+	 ก������/������ "���������	
)� V. parahaemolyticus �'(	g.���
�
'����#	& �	,0��
+"�2�
��
�#	���$+	� w�)w��w�)��
�'����#	& �	$+����ก�q�	
	� ��&�
+��
������2�
��)����� ���	�%	�*��'(	w'w��
)� V. parahaemolyticus �������
+��2���2��� (dominate) ����
��
�ก����)�ก���������//�0 AHL ��$+�w'��	
+�
	q�ก���
	ก�������	�4ก��������)����$+����
���2��'(	g.�	q���.)�	����	�%	w�� ��%�	
%���w�)�
�����	�ก
+�
ก����	��ก�����,��"�2�
��
��)�ก������� 
AHL ,���4��	��
�&�	�����
+���#�������g�w��#����	��กก
)�	
%w�� ��)��w�ก���� ��$+������0��
+
2)� OD ��
)�'����0 AHL �
+���+�,*%	w�)w���.����
+���q����2)� DT �'�
+�	"'��w' ก�)�
2$� �4ก
�����
+�
�q�	
	� ��&���+���	 4logCFU/ml p*�"�����
"�2�
��
��$+	���.)�	����ก����2���
�
�� 
AHL w���
+2)� DT ��)�ก�� 20 #�+
��� ���	�%	�*����2��#���ก�����	��� y = }0.386x+11.82 �
+w����ก
����ก��������
%�� V. parahaemolyticus ��
��#	����
�
�	ก��2q�	
	��2)� DT ��$+��q�	��
�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus w���#)	���� 
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�	�	����4.7 ��	��ก�����ก���4��	��
�&#	���$+	�)�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. 
parahaemolyticus 
 

#	��,��
"�2�
��
� 

�q�	
	� ��&,��"�2�
��
�"�)��#	�� 
(logCFU/ml) A 

2)�ก���.�ก�$	"���
+ 520 	��	���� B 

18 #�+
��� 20 #�+
��� 22 #�+
��� 18 #�+
��� 20 #�+
��� 22 #�+
��� 

Vp 9.07a±0.04 9.13a±0.04 9.14a±0.06 0.083b±0.012 0.104c±0.005 0.114a±0.001 

Vp 8.32c±0.08 8.95b±0.07 8.88b±0.04 
0.095a±0.008 0.111bc±0.006 0.134c±0.006 

Sal 4.50±0.02 4.64±0.02 4.51±0.07 

Vp 8.61b±0.05 8.88b±0.07 8.89b±0.05 
0.094a±0.006 0.117ab±0.010 0.145d±0.007 

Stap 4.65±0.01 4.85±0.08 4.80±0.02 

Vp 8.67b±0.09 8.68c±0.07 8.73c±0.08 
0.093a±0.003 0.110bc±0.001 0.124b±0.004 

Vul 4.58±0.08 4.39±0.06 4.23±0.09 

Vp 8.70b±0.09 8.84b±0.05 8.89b±0.04 

0.097a±0.003 0.127a±0.001 0.149d±0.001 

Sal 4.38±0.08 4.21±0.03 4.44±0.08 

Stap 4.54±0.02 4.68±0.05 4.47±0.01 

Vul 4.58±0.08 4.39±0.06 4.23±0.09 

 
A, B 2)��i�
+� ± 2)���
+����	����s�	 ,��ก������� 2  %q� 
a,b,c,d 2)��
+"���2
��"�ก�)����)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05)  
Vp = V. parahaemolyticus, Sal = Salmonella sp., Stap = S. aureus "�� Vul = V. vulnificus 
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 4.5.2 ก���q���� V. parahaemolyticus ���g��ก���40�3.��"#)���	��$�"#)��$�ก",��ก)�	
ก��������
%��  
   �40�3.���'(	'��������	�	*+��
+�ก
+�
,���ก��ก���
	ก��"'��.'��������� ���+�
��%�"�),�%	��	,��ก��,	�)� ����������ก������������
+�40�3.��"#)���	 (0 p*� 4 ����� �� 
��) 
��$+���ก-�2403��2
���� ��ก	�%	��$+��,���.)�����	���,���.)ก���
	ก��"'��.'�'(	g���3�01&
����� �#)	 �����"#)��$�ก",�� ����40�3.���
+�#��	ก��"#)��$�ก",���)
	��/)����.)�
+ }18 p*� }20 
���� �  � � 
 � �  ก� � �ก� �� �$ �"'� �. '������� ���
+ �40�3. �� �� � ก�) � 
	�% 	  �q � ���  V. 
parahaemolyticus �
ก�����g��ก���40�3.��  *+�����q����� ��&���������$���� ���	�%	��$+�	q�
�������������
������ V. parahaemolyticus ���ก��	q�� ��&�
+g)�	ก�����g��ก���40�3.��
	�%	��������
%���	�����
+�#� ����q�����
������ก������/"��ก������� AHL �
+�'�
+�	"'��w' 
���	�%	�	ก�������	
%�*��*ก-��������,���40�3.��"#)���	"���40�3.��"#)��$�ก",���)�������ก��
����/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus �'�
����
��ก������ก��������
%���
+w�)w��
g)�	ก�����g��ก��2
�����	 ����q�ก��������ก���#$%�3������40�3.��"#)���	 (4 °C) "���40�3.��
"#)��$�ก",�� (}20 °C) �'(	�
�� 6 #�+
��� ��ก	�%		q���������
%���	 peptone water (������ 1) 
�
+�
�ก�$������� 8 �������
�q�	
	� ��&���+���	 6logCFU/ml ��
����ก������/"��ก������� 
AHL ���ก�������� DT �)
�ก��ก�� spread plate ���	 NA �
�ก�$������� 3 w��g�ก�������
"������������
+ 4.8  
 
�	�	���� 4.8 g�,���40�3.���)�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus 
 

�3�
� 

�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus 
(logCFU/ml) A 

2)�ก���.�ก�$	"���
+ 520 	��	���� B 

14 #�+
��� 16 #�+
��� 18 #�+
��� 14 #�+
��� 16 #�+
��� 18 #�+
��� 

�40�3.������ 9.18a±0.02 9.22a±0.05 9.24a±0.06 0.117a±0.009 0.129a±0.003 0.139a±0.008 

4 °C 9.20a±0.06 9.22a±0.03 9.35a±0.05 0.118a±0.006 0.129a±0.001 0.135a±0.002 

-20 °C 8.96b±0.06 9.07b±0.05 9.12b±0.05 0.093b±0.007 0.115b±0.007 0.134a±0.001 
A, B 2)��i�
+� ± 2)���
+����	����s�	 ,��ก������� 2  %q� 
a,b 2)��
+"���2
��"�ก�)����)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05)  
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  ��ก������
+ 4.8 ��
)� ��$+�������
%�� V. parahaemolyticus �
+w�)w��g)�	ก��
���g��ก��2
�����	 ��
����� selective pre-enrichment media �������
�q�	
	� ��&���+���	 
6logCFU/ml ������2)� DT w����)�ก�� 14 #�+
���  *+��
+�
��	
% V. parahaemolyticus ����/�	�

�q�	
	� ��& 9.18logCFU/ml "������� AHL ��
�
��w��2)� OD520 ��)�ก�� 0.108 "����$+�
������
%�� V. parahaemolyticus �
+���g��ก���40�3.��"#)���	 ��
)����2�����/"������� AHL �
+
��
����w��2)� DT ��)�ก�� 14 #�+
����#)	���� ����
+�q�	
	� ��&"��2)� OD520 �
+��
�
��w��w�)
"�ก�)��ก�������
+ �#$%�w�)g)�	ก�����g��ก��2
�����	 ก�)�
2$��
+2)� DT ��
)� V. 

parahaemolyticus ����/�	�
�q�	
	� ��& 9.20logCFU/ml "������� AHL ��
�
��w��2)� OD520 
��)�ก�� 0.114 g�ก�������	
%�)�#
%������	
)�ก���
+� ��& V. parahaemolyticus ���g��ก���40�3.��
"#)���	ก)�	ก��	q���������
%���)��	���� selective pre-enrichment media 	�%	w�)�
g��q����
������ก������/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus �'�
+�	"'��w' "�)��
)���ก V. 
parahaemolyticus ���g��ก���40�3.��"#)��$�ก",��ก)�	 �'(	�
�� 6 #�+
��� ��$+�	q���������
%���)�
�	 peptone water �
+�
�ก�$������� 8 ��
)�2)� DT ����
,*%	�'(	 16 #�+
���  *+�#��ก
)��	�3�
�
'ก����.) 2 #�+
��� ����
�q�	
	� ��&�
+#�+
���,�� DT 9.04logCFU/ml "��'����0 AHL ��
�
��
w��2)� OD520 ��)�ก�� 0.115 ��กg�ก��������)�#
%������	
)�ก�����g��ก���40�3.��"#)��$�ก",��
ก)�	�
g��q����������ก������/,�� V. parahaemolyticus �	���� selective pre-enrichment 
media �'�
+�	w' ��%�	
%�)�g����2)� DT ��
,*%	 2 #�+
��� �	$+������กก�����g��ก���40�3.��"#)��$�ก
",�����q����� ��&���������$������กก��p.ก�q������
�g�*ก	%q�",���
+�ก��,*%	�	���
)��ก��"#)
��$�ก",����$���กg�*ก,����
p.ก������
+�ก��,*%	�	$+����ก���������
+�,��,�	,*%	�	���
)��ก��"#)
��$�ก",�� (Moss "�� Speck, 1966; Davies "�� Obafemi, 1985; Chou "��20�, 1999; Lin 
"��20�, 2004 "�� Shen, 2009) �q������$+�	q�� ��&��������
%���)��	���� selective pre-
enrichment media � ��&�
+��������*������#��
���	ก�� )��" ���
��� �q�����
���
+� ��&�#��	
ก�����+��q�	
	� ��&w��p*� 9logCFU/ml "������� AHL (OD520) ���p*������ DT ��
,*%	p*� 2 
#�+
��� ���	�%	��ก���
+���#��	ก���q�	���q�	
	� ��&���+���	�	����� ��&�
+g)�	ก�����g��ก��
�40�3.��"#)",���*��'(	 y = }0.386x + 12.60 ��$+��#��	ก���q�	���q�	
	� ��&����������+���	 
 
 4.5.3 ���������ก��2&'��ก��,�����������  
   
  �	ก����
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	���������	�%	 
'��ก��w'��
�,�%	��	ก�����
����
��)�����������ก)�		q�w'��
���� �#)	ก���
'��	 ��$�ก��
����
��)������
,	�����ก�� 
��
ก�����)�	
%�q�����
#�%	�)
	,������� (food matrix) ก�������.)�	
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�����������
%���#$%�  *+�����)�g��)�ก����
�
��2)� AHL ��$�����������ก��
��)�������
��������)�g��)�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus w�� ���	�%	�	ก��
�����	
%�*��*ก-�g�,����2&'��ก��,������������)�ก����
�
�� AHL ��
�
��
 colorimetry 
"��g��)�������ก������/"��ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus  
  �	ก����
����g�,����2&'��ก��,������������)�ก����
�
�� AHL ���
ก��g��	%q�'����*ก���	����� peptone water "��
�����������s�	 AHL (���
��
ก��
������	,�� 3.5.3) ��$+�	q����������
�
�� AHL �
+ OD520 g�ก����������"����	������
+ 
4.9 ��
)� 2)� OD520 �
+��
�
��w���	����� peptone water �
+���� AHL ��
����)����
�
�
2)�
��)�ก�� 0.207 "�)��$+�����	%q�'����*ก��w' 2)� OD520 ���.�,*%	��)���
	���q�2�/����p��� (0.222) 
"���������	
)���2&'��ก����ก����������
g��)�ก����
�
�� AHL �����
)��
2)�2
��
"�ก�)����)�ก�� 0.02 ��%�	
%�
2
���'(	w'w��
)����������
+�'(	��2&'��ก���	���������  *+�
'��ก����
� w,��	 �'��
	 2��&��w!���� "�)���4 "��
�����	 	)��������p�q�'r�ก�����ก�� 
FeCl3 �	�����q�����ก�����'��ก���#�� ��	 Ferric(III)-hydroxamate w�� �
g����2)�ก���.�ก�$	
"�����+�,*%	  *+��	'6 2001 Fazary "��20� �����	w
�
)����'��ก���
ก�'��
	"��ก��
	�
2�
��ก�����p�ก��'r�ก����� Hydroxamic acids w�� �#)	��
�
ก�� Yang "��20� (2006)  *+�w��
�*ก-�'r�ก�����,�����ก�4)� AHL �)� FeCl3 ���ก����
�
��2
���,���
�
+�ก��,*%	��� 
spectrophotometer ก�w�������	w
��#)	ก�	
)����'��ก���
+�
��.) carboxylic, amine, hydroxyl 
"�� acyl �����p�ก��'r�ก�����ก���ก�����'��ก���#�� ��	 Ferric hydroxamate w��  *+��q����
�ก��2
��,4)	"�����
g���ก
	�)�2)�ก���.�ก�$	"��,�����'��ก���
�
+�ก��,*%	  ��)��w�ก���� 
��$+������	q���������q�'r�ก�������ก�����
���
ก���,	�� 0.45 w�2��	 ��
)�2)� OD �
+
��
�
��w�����
2)���)�ก��2)� OD ,�������
+w�)�
#�%	�)
	,������� ���	�%	 ก�����+�,*%	,��2)� 
OD520 �
+�ก��,*%	��ก#�%	�)
	,�����������	�%	�*������p"ก�'�/��w�����ก���2������&w��� ��&
�����q�'r�ก�����ก�� FeCl3 ��
���
ก���,	�� 0.45 w�2��	 ก)�	�
+	q�w'
��2)�ก���.�ก�$	"��
��
� spectrophotometer 
�	�	���� 4.9 2)� OD520 ��$+��
���������ก��2&'��ก��,����������� 

�3�
� OD520
 A 

peptone water+AHL 0.207a±0.002 

peptone water +	%q�'����*ก+AHL 0.222b±0.004 
A, B 2)��i�
+� ± 2)���
+����	����s�	 ,��ก������� 3  %q� 
a,b 2)��
+"���2
��"�ก�)����)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05)  
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�	�	���� 4.10 ���������ก��2&'��ก��,������������)�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. 
parahaemolyticus  
 

�3�
� 

�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus 
(logCFU/ml) A 

2)�ก���.�ก�$	"���
+ 520 	��	���� B 

22 #�+
��� 24 #�+
��� 26 #�+
��� 22 #�+
��� 24 #�+
��� 26 #�+
��� 

��
��)��
2
�24� 

9.16a±0.03 9.23a±0.07 9.27a±0.06 0.107b±0.002 0.124b±0.002 0.141b±0.003 

	%q�'����*ก 9.15a±0.01 9.26a±0.04 9.31a±0.02 0.128a±0.001 0.142a±0.002 0.159a±0.001 
A, B 2)��i�
+� ± 2)���
+����	����s�	 ,��ก������� 2  %q� 
a,b 2)��
+"���2
��"�ก�)����)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05)  

 
  �)
	ก��������*ก-�g�,����2&'��ก��,������������)�������ก������/
"��ก������� AHL ���ก���'�
����
��ก��������
%�� V. parahaemolyticus �	����� 
selective pre-enrichment media �
+����"��w�)����	%q�'����*ก (���
��
ก�������,�� 3.5.3) 
g�ก�������"������������
+ 4.10 ��
)��	����ก��������
%���
+w�)����	%q�'����*ก �#$%���
����/p*� 9.16logCFU/ml "������� AHL p*� OD520 ��)�ก�� 0.107 �
+�
�� 22 #�+
��� (DT ��)�ก�� 
22 #�+
���) �	,0��
+�����
+�
	%q�'����*ก	�%	 V. parahaemolyticus ������/p*� 9.15logCFU/ml 

�
+#�+
����
+ 22 �#)	��
�
ก�	 "�)������� AHL �
+�.�ก
)���)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05) 2$� 
OD520 ��)�ก�� 0.128  *+�"�ก�)����ก�
+��
�
��w���	����2
�24���)�ก�� 0.02 ���2����ก��g�
ก�������,�����	 *+���
)���2&'��ก���	'����*ก�
g����2)�ก���.�ก�$	"���.�,*%	 0.02 ��กg�
ก�������"���������	
)� ��2&'��ก���	'����*กw�)�
��������)�ก������/"��ก������� AHL 
,�� V. parahaemolyticus ��)��w�ก���� 2)�ก���.�ก�$	"��,�����'��ก���
�
+���+�,*%	��กก��
��ก
	,����2&'��ก��,���������ก	%q�'����*ก	�%	 ��$+���ก����
�2)� 0.02 ก)�	�����2��#�
��ก�� DT ��ก������ (y = }0.386x+11.82) �	ก���q�	���q�	
	� ��&���+���	�	#)
� 10 p*� 108 
CFU/ml w�� ��$������p�#�
��
ก��ก����	ก��"ก�'�/�����ก�)�
w�� 
  ��กก�������	
% �	$+����ก�#�'����*ก�'(	��
"�	,�������������)�	�%	 �*����
w�)�����p��4'w��
)�����������4ก#	��w�)�
��������)�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. 
parahaemolyticus ��)��w�ก�����
g.��*ก-��������,������������ก�����#	���)��� w��"ก) ก4��
"��g�ก �)�ก���������� AHL ,��"�2�
��
� Aeromonas spp. ��
)���2&'��ก��,����������
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��ก����������
+	q��������w�)�
��������)�ก���������//�0 AHL ,��"�2�
��
����ก�)�
 
(Medina-Martinez "��20�, 2006)  *+������p�#��'(	,���.��	���	4	ก�������	
%w��
)� 
����������ก���������w�)	)����
��������)�ก������/"��ก������� AHL ,�� V. 
parahaemolyticus �	���� selective pre-enrichment media 	
%�#)	ก�	 
 
4.6 ?���U
?��U
ก	�����	D��	���?@AA� V. parahaemolyticus RV�Uก	���R�	�>H	 DT 
ก�
�����	��g	� MPN 
   
 4.6.1 '�����	ก����
�����	�����#$%�����4���9 
 
  ก����
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	������
+�#�ก�	��.)�	
'���4��		�%	 ��ก	����#�
��
ก��
��2����&2)� MPN  *+���������������s�	,�� Bacteriological 
analytical manual online (BAM), USFDA, (May 2004) ���	�%	ก�������	
%�*�'�����	2
��
p.ก����,��
��
 colorimetry �
+���	�w���	ก��'����0�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus ��
�
ก�������� DT �'�
����
��ก��
��
����s�	 MPN ���������
%�� V. parahaemolyticus �	
����� NB �
+�
�ก�$������� 3 �'(	�
�� 12 #�+
��� (overnight) ���w���q�	
	� ��&'����0 
9logCFU/ml ��ก	�%	��$�����'(	�q����"��
'��'�2������&���	 selective pre-enrichment media 
(peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$������� 8) '������ 99 ��������� ��$+����w���q�	
	� ��& 
6log, 5log, 4log, 3log, 2log "�� 1log CFU/ml ��
����ก������/"��ก������� AHL ��$+�ก��
������2)� DT "���)���
��)��#4���
�
ก�	w'
��2����&2)� Most Probable Number (MPN) 
(3�2g	
ก ,.1) �
+����'r�����ก��
����"������������ ���2
�24��
�����+���	ก��������
+
�
����
�
ก�	 g�ก�������"������������
+ 4.11 
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�	�	���� 4.11 ก��'����0�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �	�����#$%�����4���9��
�
��
 
colorimetry "��
��
����s�	 MPN  
 

�q�	
	� ��&���+���	 
(logCFU/ml) 

��
������
����� colorimetry ��
������
����� MPN 

Detection time 
(#�+
���) 

�q�	
	� ��&�
+�q�	��
w�� (logCFU/ml) 

MPN sequence 
MPN index* 

per ml 

1 26 1 3-3-3 > 1100 

2 24 2 3-3-3 > 1100 

3 20 3 3-3-3 > 1100 

4 18 4 3-3-3 > 1100 

5 16 5 3-3-3 > 1100 

6 14 6 3-3-3 > 1100 

 
* ����'r�����ก��
����"������������ 20�
���������& �45���ก�0&���
�������  
 
  ��ก������
+ 4.11 ��
)� �	����ก��������
%���#$%�����4���9�
+�q�	
	� ��&���+���	 
1log, 2log, 3log, 4log, 5log "�� 6log CFU/ml ��$+�
��2����&��
�
��
 MPN ��
)��q�	
	� ��&
���+���	�4ก��������2)� MPN sequence ��)�ก�� 3-3-3  *+���$+�"'���'(	2)� MPN index "��
��
)�
w��2)���กก
)� 1100 MPN/ml ��กg�ก�������"���������	
)�
��
����s�	 MPN w�)�����p
�q�"	ก2
��"�ก�)��,���q�	
	� ��&�
+"�ก�)��ก�	w�� ��%�	
%�	$+����ก
��
 MPN �'(	
��
�
+�#��	
'����0 (estimation) ��)�	�%	 ���#)
��
ก��	�� (enumeration) �q�	
	�#$%��	�����  
  �)
	ก��'����0�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus ��
�ก��������2)� DT 
��
)� �
+�q�	
	� ��&���+���	 1log, 2log, 3log, 4log, 5log "�� 6log CFU/ml ������2)� DT w��
��)�ก�� 26, 24, 20,18, 16 "�� 14 #�+
��� ����q����  *+�"'���'(	2)��q�	���q�	
	� ��&���+���	
��
���ก�� y = }0.386x+11.82 ���q�	���q�	
	 V. parahaemolyticus w����)�ก�� 1log, 2log, 
3log, 4log, 5log "�� 6log CFU/ml "���������	
)�
��
�
+���	�w��	
%�����p�#��	ก��'����0
�q �	
	 � ��& � ��+ ��� 	 �	�����#$% ���� �4 ���9 w �� ��) � �p. ก�� � �  p* � "�� 
) � �	�������
  V. 
parahaemolyticus ��.) 10 � ��& ก������p��
����w����)��p.ก���� ���	�%	
��
	
%�*�	)����
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'�������3�����
+���#��	ก����
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	���������
�)�w'w�� ���g�ก��
���������p��4',�%	��	ก����
����w������.'�
+ 4.13 
 

��
��)����������� 25 ก��� + peptone water (������ 1) 225 ���������  
 

�
'��	��
�2
�����
�.��4� �'(	�
�� 2 	��
 
 

'��'��)
	,��	%q��
+w����กก���
'��	 10 ��������� ��)�	 peptone water (������ 1)  
�
+�
�ก�$������� 8 '������ 90 ��������� 

 
������
%���
+�3�
��40�3.������"�������ก��"�� orbital shaking �
+ 200 rpm 

 
������2)� DT ��
�ก����
����'����0 AHL ��
�
��
 colorimetry  

 
�0���� 4.13 ��4',�%	��	�
+�#��	ก����
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	��������� 
 
 4.6.2 '�����	ก����
�����	��������������� 
  �	,�%	��		
%��'�����	2
��p.ก����,��
��
 colorimetry �
+���	�w���	����
�����������  *+��

��,���	 4'�'��&���ก��"����
��)����ก�����	"'��.'��������� ("���
���������
+ 3.3) �����
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	��
��)����
�
��
 
colorimetry �
+���	�w�� (����
+"����	,�� 3.6.2) �'�
����
��ก��
��
����s�	 MPN ����)���
��
+
����'r�����ก��
����"������������ 20�
���������& �45���ก�0&���
������� 2
�24��
��
���+���	ก��������
+�
����
�
ก�	    
  ��กg�ก����������"����	������
+ 4.12 ��
)�'����*ก���
+���� V. 
parahaemolyticus �q�	
	� ��& 2logCFU/ml ��
)�������2)� DT w����)�ก�� 24 #�+
��� �q�	��
�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �
+'	�'���	���2q�	
	��
���ก�� y = }0.386x+11.82 w��
��)�ก���q�	
	�
+�������+���	2$� 2logCFU/ml  *+��
+2)� DT ��
�
�� AHL w��2)� OD520 ��)�ก�� 0.115 
��$+���
����,�%	�$	��	��
�ก��������
%�� inoculums ���	����� TCBS ��
)��
�2��	
,�� V. 
parahaemolyticus �	�q�	
	'����0 9.17logCFU/ml "��w�)���2��	
,��"�2�
��
�#	���$+	�
�	 TCBS "�)��$+���
������
������ PCA �����2��	
,��"�2�
��
��$+	�'����0 
5.73logCFU/ml "�)�4ก�2��	
w�)�
240�������	ก������� AHL (����� 4.13) �)
	�	��
��)��ก4��
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���
+���� V. parahaemolyticus �q�	
	� ��& 6logCFU/ml ��
)�������2)� DT w����)�ก�� 14 
#�+
��� �q�	���q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �
+'	�'���	���2q�	
	��
���ก�� y =            
}0.386x+11.82 w����)�ก���q�	
	�#$%��
+����2$� 6logCFU/ml  *+��
+2)� DT ��
�
�� AHL w��2)� 
OD520 ��)�ก�� 0.103 ��$+���
����,�%	�$	��	��
�ก��������
%�����	����� TCBS ��
)��
�2��	

,�� V. parahaemolyticus �	�q�	
	'����0 9.48logCFU/ml "��w�)���2��	
,��"�2�
��
�
#	���$+	��	 TCBS �)
	�2��	
�	����� PCA �
'����0 8.52logCFU/ml "�)�4ก�2��	
w�)����� 
AHL g�ก����
������
�
��
����s�	 MPN �����
)������������%� 2 ��
��)����
��� V. 
parahaemolyticus �
+2)� MPN sequence ��)�ก�� 3-3-3 "'��'(	2)� MPN index w����)�ก�� 
>1100 MPN �)�ก���  
  ��$+�	q�
��
 colorimetry �
+���	�w����������#���
����ก��'	�'���	 V. 
parahaemolyticus �	��
��)������������
+
��,���	 4'�'��&���ก�� "����
��)����ก�����	
"'��.'������������'�
����
��ก��
��
����s�	 MPN g�ก�������"������������
+ 4.12 
��
)� ��$+���
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	��
��)�������������
�
��
 
colorimetry ���ก��������2)� DT ��
)� ��$+���
����2)� OD �
+#�+
����
+ 26 '����0 AHL �
+
��
�
��w���	2)� OD520 ��.)�	#)
� 0.013}0.044 �*��q�	���q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �
+
'	�'���	w��
)��
�q�	
		���ก
)� 1logCFU/ml "����$+���
�����$	��	#	��,���4��	��
�&�
+����/
��.)�	 inoculum ���ก�� spread ���	����� TCBS g�'��กr
)�w�)���2��	
,�� V. 
parahaemolyticus "�)���2��	
,��"�2�
��
�#	���$+	��	����� TCBS "�� PCA �q�	
	�	*+� 
"����$+�	q�w'�����ก������� AHL ��
)�"�2�
��
��
+'	�'���	���)�	
%w�)�������� AHL ("���
�������
���	����� 4.13)  *+�g�ก��������
+w�����2����ก��ก����
������
�
��
����s�	 
MPN  *+���
)� ����������4ก���
��)���
2)� MPN sequence ��)�ก�� 0-0-0 "'��'(	
2)�'����0�q�	
	� ��&��ก MPN index w�� < 3.0 MPN�)�ก��� ��$+���
����,�%	�$	��	ก���
)�
w�)�
ก��'	�'���	,�� V. parahaemolyticus ��
��#)	ก�	   
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�	�	���� 4.12 ก��'����0�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �	����������� ��
�
��
ก�������� DT "��
��
����s�	 MPN 

#	��,����������� 

��
������
����� colorimetry ��
������
����� MPN 

Detection 
time 

(#�+
���) 

�q�	
	 V. 
parahaemolyticus �
+
�q�	��w��(CFU/ml) 

'����0 AHL �
+
��
�
��w�� (OD520) 

Selective plating 
(TCBS & confirm 

test) 

MPN 
sequence 

MPN index* 
per g 

Confirm test 

1.'����*ก��+2logCFU/ml 
2.ก4����+6logCFU/ml 
3.ก4���� 

24 
14 
26 

102 
106 
<10 

0.103±0.009 
0.115±0.011 
0.038±0.006 

+ 
+ 

w�)�� 

3-3-3 
3-3-3 
0-0-0 

>1100 
>1100 
<3.0 

+ 
+ 

w�)�� 

4.'����*ก�� 26 <10 0.016±0.003 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 

5.���	���� 26 <10 0.016±0.005 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 

6.ก4�����'�ก�'�$�ก"#)",����� $%���ก 
supplier ���,��ก���
	ก��g���
"��w�)����g)�	ก��������
�2���
	 
7.ก4������
+p.ก������
�2���
	 50-100 
ppm '�ก�'�$�ก "��
	q���g��
"'��"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	 

26 
 
 
26 
 

<10 
 
 

<10 
 

0.044±0.008 
 
 

0.019±0.008 
 

w�)�� 
 
 

w�)�� 
 

0-0-0 
 
 

0-0-0 
 

<3.0 
 
 

<3.0 
 

w�)�� 
 
 

w�)�� 
 

75 
 



76 
 

�	�	���� 4.12 ก��'����0�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �	����������� ��
�
��
ก�������� DT "��
��
����s�	 MPN (�)�) 

#	��,����������� 

��
������
����� colorimetry ��
������
����� MPN 

Detection 
time 

(#�+
���) 

�q�	
	 V. 
parahaemolyticus �
+
�q�	��w��(CFU/ml) 

'����0 AHL �
+
��
�
��w�� (OD520) 

Selective plating 
(TCBS & confirm 

test) 

MPN 
sequence 

MPN index* 
per g 

Confirm test 

8.ก4�������%���
�
+p.ก������
�2���
	 
50-100 ppm  

26 <10 0.013±0.009 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 

9.ก4�������%���
�
+p.ก������
�2���
	 
50-100 ppm "��
	q���'�ก�'�$�ก 

26 <10 0.003±0.006 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 

10.ก4�����������
�2���
	 50-100 
ppm '�ก�'�$�กg��"'��"��
�2�$+��'�4� ����'(	"g)	"#)",�� -18 ºC 

26 <10 0.022±0.004 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 

11.ก4�����������
�2���
	 50-100 
ppm '�ก�'�$�ก 	q���g��"'��
"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	"#)
",�� -18 ºC  

26 <10 0.016±0.004 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 
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�	�	���� 4.12 ก��'����0�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �	����������� ��
�
��
ก�������� DT "��
��
����s�	 MPN (�)�) 

#	��,����������� 

��
������
����� colorimetry ��
������
����� MPN 

Detection 
time 

(#�+
���) 

�q�	
	 V. 
parahaemolyticus �
+
�q�	��w��(CFU/ml) 

'����0 AHL �
+
��
�
��w�� (OD520) 

Selective plating 
(TCBS & confirm 

test) 

MPN 
sequence 

MPN index* 
per g 

Confirm test 

12.ก4������
+p.ก������
�2���
	 50-
100 ppm '�ก�'�$�ก 	q���g��
"'��"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	 
"#)",�� -18 ºC #4�"'��"���ก���,	�
'�� "��
"#)",�� -18 ºC �
ก2��%� 

26 <10 0.015±0.005 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 

13.ก4������
+p.ก������
�2���
	 50-
100 ppm '�ก�'�$�ก 	q���g��
"'��"���2�$+��'�4� ���,*%	�.'�'(	"g)	 
"#)",�� -18 ºC #4�"'��"���ก���,	�
'�� "��
"#)",�� -18 ºC �
ก2��%� 

26 <10 0.024±0.003 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 
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�	�	���� 4.12 ก��'����0�q�	
	� ��& V. parahaemolyticus �	����������� ��
�
��
ก�������� DT "��
��
����s�	 MPN (�)�) 

#	��,����������� 

��
������
����� colorimetry ��
������
����� MPN 

Detection 
time 

(#�+
���) 

�q�	
	 V. 
parahaemolyticus �
+
�q�	��w��(CFU/ml) 

'����0 AHL �
+
��
�
��w�� (OD520) 

Selective plating 
(TCBS & confirm 

test) 

MPN 
sequence 

MPN index* 
per g 

Confirm test 

14.ก4�������%���
�
+p.ก������
�2���
	 
50-100 ppm 

26 <10 0.028±0.004 w�)�� 0-0-0 <3.0 w�)�� 

 
* ����'r�����ก��
����"������������ 20�
���������& �45���ก�0&���
�������  
+ ����p*� ��$+���
�������������#

�2�
, ก������/�		%q��ก�$�2
���,��,�	�)���"��
 "���240������,�� V. parahaemolyticus 
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�	�	���� 4.13 g�ก����
�����q�	
	� ��&"�� % ก������� AHL ,��"�2�
��
��
+��
����	��
��)�������������%� 14 #	�� 

��
��)����������� 
����� PCA ����� TCBS 

�q�	
	� ��&�
+��
��� %AHL positive* %AHL negative** �q�	
	� ��&�
+��
��� %AHL positive* %AHL negative** 

1 5.73±0.06 0 100 9.17±0.08 100 0 
2 8.52±0.06 0 100 9.48±0.05 100 0 
3 8.77±0.02 0 100 5.90±0.05 0 100 
4 8.96±0.04 0 100 7.39±0.04 0 100 
5 7.65±0.05 0 100 3.41±0.02 0 100 
6 9.02±0.06 0 100 7.14±0.02 0 100 
7 4.65±0.10 0 100 4.20±0.05 0 100 
8 7.76±0.05 0 100 5.65±0.07 0 100 
9 7.91±0.06 0 100 4.00±0.08 0 100 
10 6.83±0.10 0 100 4.05±0.10 0 100 
11 8.32±0.03 0 100 6.44±0.01 0 100 
12 5.73±0.05 0 100 3.40±0.09 0 100 
13 5.90±0.06 0 100 4.19±0.04 0 100 
14 7.92±0.10 0 100 5.78±0.08 0 100 

*    ������,���2��	
�
+����� AHL 
**   ������,���2��	
�
+w�)����� AHL
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 ��กg�ก����������)�	
% "���������	
)�
��
 colorimetry �'(	
��
�
+�
��ก�3���
+��	q�w'�#�
�'(	
��
�����$�ก�q�������
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	���������w�� "�)��%�	
%
2
������'�������3��,��
��
 ���ก����
�����	����������
+���ก������ก,*%	 "���*ก-�
���+������	��$+��,��2
�����ก����,�������	�4&,�� V. parahaemolyticus "���4��	��
�&�$+	�
�	����	��
�,����������� �
ก��%������q�ก��'�����	'�������3��,��
��
���ก����
����
2
��p.ก����������.�0& (full validation)  
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���� 5 
��G�EAก	��RA��OA�CV�?���O�� 

 
5.1 ��G�EAก	��RA�� 

   
 �	ก�������'�����	������
+�#��	ก���q�'r�ก�����ก���������s�	 AHL �q��������	�
�'(	
��
��� colorimetry ��
)�ก���#� ferric chloride ���
��
�
+���	������#����, 2550 �'(	
��
�
+
��������
+�4� �	$+����ก���g���3�01&���'��ก���
�
+��)	#��"����p
���
+�4� �*���$�ก�'(	
��
��� 
colorimetry �q������#���
�
�� AHL �
+�������ก V. parahaemolyticus  
 ��กg�ก�������ก����
��$	��	ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus ��
� HPLC 
�)�#
%w��
)� �#$%�#	��	
%�
240�������	ก������� AHL #	�� 3-hydroxyl-C4-HSL  *+������p�q�
'r�ก�����ก���ก�����'��ก���#�� ��	 Ferric(III)-hydroxamate �ก���'(	���'��ก���
�
+�.�ก�$	
"���.��4��
+2
����
2�$+	 520 	��	���� "����กg�ก��'�����	ก����
������� AHL �	2��
����&,�� V. parahaemolyticus ��
�
��
 colorimetry  ��
)� ���'��ก���
�
+�ก��,*%	�'(	'r�ก�����
�
+�ก��,*%	��)���q��������
)�� AHL ก�� FeCl3 "���
������ก���.�ก�$	"���
+�
 λmax~ 520 	��	
���� "����2&'��ก��,���������
%���#$%� �����	������w��&�$+	��
+�#$%������,*%	w�)��ก
	
'r�ก��������ก�)�
 
 ��$+�'�����	������ก������� AHL ,�� V. parahaemolyticus 3������3�
��
+�
�ก�$� 
��
)�'����0 AHL �
+��
�
��w��"'�g�	����q�	
	� ��& ����	�4ก�2
���,��,�	�ก�$� ��$+��#$%�
����/p*��q�	
	� ��&'����0 9logCFU/ml 2)� AHL �
+��
�
��w�����
2)���)�ก�� 0.1 (OD520) 
���� "����$�ก peptone water (������ 1) �
+�
�ก�$������� 8 �'(	 selective pre-enrichment 
media �q�����������
%�� V. parahaemolyticus �������� AHL �����
)��q�	
	� ��&�	#)
�
��%�"�) 8.8logCFU/ml ,*%	w' ก��'����0 AHL �	#)
��
+��
�
��w�� OD520 ≥ 0.02 ,*%	w' �

2
�������	�&�'(	���	��� ���	�%	�*������p�#�'����0 AHL �	ก���q�	���q�	
	� ��&���+���	�	
���� selective pre-enrichment media w�� �������� detection time (DT)  *+�����p*� �
���
+
�#$%��#��	ก������/��ก� ��&���+���	�	w���q�	
	� ��&'����0 9logCFU/ml  *+���
�
�� AHL w��
�
+ OD520 ����	���� pure culture ��$+��
�q�	
	� ��&���+���	 10, 10

2, 103, 104, 105, 106, 107 
"�� 108 CFU/ml ���
2)� DT ��)�ก�� 26, 24, 22, 20, 16, 14, 12 "�� 10 #�+
��� ����q���� ���
�
+�q�	
	� ��&���+���	"��2)� DT �
2
�������	�&ก�	"�����	��� (y = }0.386x+11.82) �
2)� r2 
��)�ก�� 0.99  *+����#��'(	��ก���q�����ก���q�	���q�	
	� ��&���+���	,�� V. parahaemolyticus 
�	#)
� 10 p*� 108 CFU/ml w�� 
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 ��$+���
����'������)����
+����
��������)������ก������/"��ก������� AHL ,�� V. 
parahaemolyticus w��"ก) ก���
��	��ก�����ก���4��	��
�&#	���$+	 ก�����g��ก���40�3.��"#)���	��$�
"#)��$�ก",��ก)�	ก��������
%�� "�����������ก��2&'��ก��,����������� ��
)�ก���

�4��	��
�&#	���$+	��.)�	�����q���� V. parahaemolyticus ����/���� "����	
+�
	q�ก������� 

AHL ����.�,*%	��)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05) "�)'����0 AHL �
+���+�,*%	w�)w���.����
+���q�
���2)� DT �'�
+�	"'��w' �)
	g�,��ก�����g��ก���40�3.���)���ก)�	ก��������
%�� ��
)� ก��
���g��ก���40�3.��"#)���	w�)�
��������)�ก������/"��ก������� AHL "�)ก���
+�#$%����g��ก��
�40�3.��"#)��$�ก",�� �
g�����#$%��
ก������/#���� �q����2)� DT ��
,*%	 2 #�+
��� ���	�%	��ก���
+��
�#��	ก���q�	���q�	
	� ��&���+���	�	����� ��&�
+g)�	ก�����g��ก���40�3.��"#)",���*��'(	        
y = }0.386x+12.60  ��$+���
�������������ก��2&'��ก��,����������� ��
)���2&'��ก��
,�����������w�)�
g��)�ก������/"��ก������� AHL ,���#$%� "�)�
g��q����2)� OD ,��

���'��ก���
�
+�ก��,*%	���+�,*%	��)���
	���q�2�/����p��� (p≤0.05)  *+���$+���ก��2)� OD �
+��
�
��
w����
�2)� 0.02 "��
ก������2��#���ก�� DT ��ก�������	ก���q�	���q�	
	� ��&���+���	w�� 
  �	ก��������4����� �'(	ก��	q�
��
�
+���	�w��w'������#�'����0�q�	
	� ��& V. 
parahaemolyticus �	��
��)�������������
�ก��������2)� DT �'�
����
��ก��
��
����s�	 
MPN ��
)�g�ก��������
+w���
2
�����2����ก�	 "���������	
)�
��
�
+���	�w��	
%�
'�������3�� 
�*���4'�'(	,�%	��	�	ก����
����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	���������w������.'�
+ 
4.16 ����	ก��'���4ก�&�#��
"	
������	
%  p������ก����
�����������s�	,��
ก��
���������&ก��"���& 2$� ��w��w�)�ก�	  200 CFU/g �q�w������4)���
��)������
����
'����0 AHL �
+�
�� 24 #�+
��� ��ก2)� OD520 �+q�ก
)� 0.1 �����	g�w��
)��
ก��'	�'���	,�� V. 
parahaemolyticus �	��������� <100 CFU/g "�)��ก����ก������'����0� ��&�
+'	�'���	 
�����p�q�w������ก����
��)���4ก� 2 #�+
��� ��%�"�)�
+�
�� 10 #�+
��� w'�	p*� 26 #�+
��� ����
+�
��
�
+��
�
�� AHL w��2)� OD520 ��)�ก�� 0.1 ��p$��'(	2)� DT ��ก	�%		q�2)� DT �
+w��w'"�	�	��ก�� 
DT ��$+�2q�	
	�'(	�q�	
	� ��&�
+'	�'���	���	��
��)�����������	�%	 
 
5.2 CV�?���O��  
 
 
��
�
+���	�w��	
%�
,��w���'�
��ก
)�
��
����s�	 MPN 2$������p�)�#
%�'(	�q�	
	� ��&w�� 
���p��g�ก����
�����)�#
%
)� ��
�w�)�� AHL (OD520<0.02) �
+�
�� 26 #�+
��� "���
)��
ก��
'	�'���	,�� V. parahaemolyticus 	���ก
)� 10 CFU/ml "�)p����
���ก������� AHL "���
)�
�
��ก���
+����ก��'	�'���	 V. parahaemolyticus �	��
��)�����������	�%	 �q���������p
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��ก�����2
���4	"��,��ก��'	�'���	w�� �
ก��%�����#������
���	ก����
�����
+��%	ก
)�
��

����s�	 MPN "�)��)��w�ก����ก)�	�
+��	q�
��
�
+���	�w��	
%w'�#������	�����	�4���������$�
�	�#��ก��2��2
��q�ก��'�����	'�������3��,��
��
���ก����
����2
��p.ก����������.�0& 
(full validation) �����	�*ก-�'������
+����
g��)�2
��p.ก����,��
��
 �#)	 �*ก-�p*�2
��
���ก����,�������	�4&,�� V. parahaemolyticus "���4��	��
�&�$+	��	����	��
�,�������
���� 
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�q�	�ก�����
����   ก��2
�24���2  ก����
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�	>E��ก ก 
 

ก	���?>�	�L��	�?>�� 
 
ก.1 AHL standard stock solution (0.005 M)  
 
 ����� N-(ß-ketocaproyl)-L-homoserine lactone 0.0011 g (3-oxo-C6-HSL, Sigma-
Aldrich, USA) ���		%q�ก��+	 deionized 1 ��������� g������,��ก�	 �ก��w
��
+ - 35°C �	ก
)���
	q�w'
��2����& 
 
ก.2 Reagent I OA� Reagent II ��	L��
ก	���?>�	�L� AHL RV�U���� colorimetry (Yang OA�
>D�, 2006) 
 
 ก.2.1 ����2�
 

1) 3.5 M sodium hydroxide  
2) 2 M hydroxylamine hydrochloride  
3) 10%(w/v)  ferric chloride �	 4 M hydrochloric acid  
4) 95% ethanol  
5) 50% methanol  

ก.2.2 
��
ก�����
������2�
 
 1) 3.5 M sodium hydroxide: ����� sodium hydroxide 14 g ���	 50% 
 methanol "��
'���'��������
� 50% methanol ���w��100 ml 
 2) 2 M hydroxylamine hydrochloride : ����� hydroxylamine 
 hydrochloride 7 g ���	 50% methanol "��
'���'��������
� 50% methanol 
 ���w�� 100 ml 

3) 10% (w/v) ferric chloride �	 4 M hydrochloric acid: ���
�� 4 M 
hydrochloric acid ������� 36% HCl (11.64 M) 34 ml ���	 50% methanol 
66 ml ��ก	�%	���
�� 10% ferric chloride �������  ferric chloride 10 g ���	 
4 M hydrochloric acid 100 ml 
4) 95% ethanol : ����	%q� deionized 4 ml ���	 99% ethanol 96 ml "��
g��
����,��ก�	 
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5) 50% methanol : ����	%q� deionized 49 ml ���	 99% methanol 51 ml "��

g������,��ก�	  

ก.2.3 ก�����
�� Reagent I "�� Reagent II 
 1) Reagent I : g�� 2 M hydroxylamine hydrochloride 50 ml ก�� 3.5 M 
 sodium hydroxide 50 ml 
 2) Reagent II : g�� 10% (w/v) ferric chloride �	 4 M hydrochloric acid  50 
 ml ก�� 95% ethanol 50 ml 

 
ก.3 ก	�?���U��	�?>����	L��
ก	���?>�	�L� AHL RV�U���� colorimetry (Leitao OA� 
Esteves da Silva, 2008) 
 
 ก.3.1 ����2�
 

1)   18.750% sodium hydroxide  
2)   9.375% hydroxylamine hydrochloride  
3) 2.000% ferric ammonium  sulphate   
4)  7% perchloric  acid   

ก.3.2 
��
ก�����
������2�
 
1)   18.750% sodium hydroxide: ����� sodium hydroxide 18.750 g ���	
	%q�ก��+	 "��
'���'��������
�	%q�ก��+	���w�� 100 ml 
2) 9.375% Hydroxylamine hydrochloride: ����� Hydroxylamine 
hydrochloride 9.375 g ���		%q�ก��+	 "��
'���'��������
�	%q�ก��+	���w�� 100 
ml 
3) ferric  reagent : ����� ferric ammonium  sulphate  2 g  �	 7% 
perchloric  acid  10 ml "��
'���'��������
�	%q�ก��+	���w�� 100 ml  
4)  7% perchloric  acid : ��$������������ 70% (w/w) perchloric  acid 5 g 
��
�	%q�ก��+	  25 ml 

ก.3.3 ก�����
�� reagent  
Hydroxylamine reagent:  g�� 9.375% Hydroxylamine hydrochloride ก�� 
18.750% sodium hydroxide �	������)
	 1:1 ����#�	%q�ก��+	�'(	��
�q������ 
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�	>E��ก C 
 

ก	���?>�	�L��	��GA�����U� 
 

C.1 ������?>�	�L�>H	 Most Probable Number (MPN) ,������'r�����ก��
����"�������
����� 20�
���������& �45���ก�0&���
������� (USFDA-BAM, 2001) 
 

1. ก�����
������������$���� 

'��'���
��)�� 1 ��. �������	 diluent �
+�������'������ 9 ��. (2
���,��,�	 
0.1) "��
�q�ก����$�����)����w��2
���,��,�	 0.01"�� 0.001  ��ก	�%	'��'� ��������
��
��)����%� 3 �����2
���,��,�	 ��)���� 1 ��. ���	���� Alkaline peptone water 9 
��������� �q�	
	2
���,��,�	�� 3 ���� (�
���%������w�� 9 ����) �)��
+ 35±2 ���� 24 
#�+
��� 
2. ก����
����ก������/,���#$%� 

Streak �#$%���ก�)
	�	�)����กg�
�	��,���������
%���#$%� 3 � 	������ ,��
�����
+�
ก������/���	��	�����#$%� TCBS �)��
+ 35±2 ���� 24 #�+
��� 

 
3. ก���)�	g�  

	���q�	
	����,��"�)��2
���,��,�	�
+��ก������/,���#$%� "��
"'�g����
�)�	��ก����� MPN 3   
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�	�	� C.1 MPN Index and 95%Confidence Limits for Various Combinations of Positive 
Tubes Dilution Series Using Inoculum Quantities of 0.1, 0.01 and 0.001 g (ml) 
 

 
�
+�� United States Department of Agriculture; USDA (2008) 
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�	>E��ก > 
 

CV��0AEAก	��RA��?����?��� 
 
�	�	���� >.1 % measured absorbance ('����0 AHL �
+�#$%������,*%	�)��	)
�� ��&,�� V. 
parahaemolyticus) �
+2q�	
	w���
+�
�� 12, 24 "�� 48 #�+
��� (��#���� ��#�4��, 2550) 
 

V.parahaemolyticus 
strains 

% measured absorbance* 

12 #�+
��� 24 #�+
��� 48 #�+
��� 

non-pathogenic 
DMST 22092 
DMST 22093 
ATCC 17802 

 
0.7502a ± 0.0347 
0.6812 b ± 0.0182 
0.7112 b ± 0.0231 

 
0.8739 a  ± 0.0118 
0.8640 a  ± 0.0121 
0.8599 a  ± 0.0104 

 
3.0283 a  ± 0.1628 
1.9445 b  ± 0.0617 
2.6879 c  ± 0.0333 

pathogenic  
DMST 23797 
DMST 23798 
DMST 23799 

 
0.6951 b ± 0.0760 
0.6902 b ± 0.0137 
0.7149 b ± 0.0197 

 
0.8667 a  ± 0.0108 
0.8561 a  ± 0.0089 
0.8553 a  ± 0.0172 

 
4.1989 d  ± 0.2124 
2.0472 b  ± 0.0539 
2.4647 e  ± 0.0865 

   a,b,c,j 2)��
+"���2
��"�ก�)����)���
	���q�2�/ (p ≤ 0.05)  
* 2)��i�
+���กก������� 3  %q� ± �)
	��
+����	����s�	 

 
�	�	���� >.2 �q�	
	� ��&"��'����0 AHL �)�#
%��
�2)� OD520 ��$+�������
%�� V. 
parahaemolyticus �	�3�
��
+w�)�����ก�� �
+�q�	
	� ��&���+���	 6logCFU/ml 
 

� ��&���+���	 
(logCFU/ml) 

Detection time ���� (14 #�+
���) #�+
����
+ 30 

�q�	
	� ��& 
(logCFU/ml) 

'����0 AHL 
(OD520) 

�q�	
	� ��& 
(logCFU/ml) 

'����0 AHL 
(OD520) 

6.18±0.05 7.05±0.08 0.004±0.002 8.16±0.01 0.033±0.001 
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�	>E��ก � 
EAก	�����	D��	���?@AA� V. parahaemolyticus RV�U�����	��g	� MPN 

 
������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 4 �ก���� 2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 

����)�$����� �!" M 0319/09  
45"�����!"��67-6��7������7������
 

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: V93.1 suspension  
����/��7 (�	 ���):  - 
���������7���!": - 

����A��N�: ����������ก�� �!O�&����	ก�P���ก���� 
��กQ�������7��: $��)����!)��5���7�  $�7   
�� �!"��
�����7��: 30/12/52 
�� �!"����
����)��R�: 04/01/53 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus, TPC 6.00 x 106 CFU/ml. FDA-BAM 
Vibrio parahaemolyticus, MPN > 1100/ml. FDA-BAM 

����)���  :    
 

 ----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
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������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 4 �ก���� 2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 

����)�$����� �!" M 0320/09  
45"�����!"��67-6��7������7������
 

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: V93.2 suspension  
����/��7 (�	 ���):  - 
���������7���!": - 

����A��N�: ����������ก�� �!O�&����	ก�P���ก���� 
��กQ�������7��: $��)����!)��5���7�  $�7   
�� �!"��
�����7��: 30/12/52 
�� �!"����
����)��R�: 04/01/53 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus, TPC 8.13 x 105 CFU/ml. FDA-BAM 
Vibrio parahaemolyticus, MPN > 1100/ml. FDA-BAM 

����)���  :    
 

  
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
 
 



105 
 
������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 4 �ก���� 2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 

����)�$����� �!" M 0321/09  
45"�����!"��67-6��7������7������
 

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: V93.3 suspension  
����/��7 (�	 ���):  - 
���������7���!": - 

����A��N�: ����������ก�� �!O�&����	ก�P���ก���� 
��กQ�������7��: $��)����!)��5���7�  $�7   
�� �!"��
�����7��: 30/12/52 
�� �!"����
����)��R�: 04/01/53 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus, TPC 6.57 x 104 CFU/ml. FDA-BAM 
Vibrio parahaemolyticus, MPN > 1100/ml. FDA-BAM 

����)���  :    
 

  
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
 

������	
��	ก���	����������
����� 
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����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 4 �ก���� 2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 

����)�$����� �!" M 0322/09  
45"�����!"��67-6��7������7������
 

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: V93.4 suspension  
����/��7 (�	 ���):  - 
���������7���!": - 

����A��N�: ����������ก�� �!O�&����	ก�P���ก���� 
��กQ�������7��: $��)����!)��5���7�  $�7   
�� �!"��
�����7��: 30/12/52 
�� �!"����
����)��R�: 04/01/53 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus, TPC 7.63 x 103 CFU/ml. FDA-BAM 
Vibrio parahaemolyticus, MPN > 1100/ml. FDA-BAM 

����)���  :    
 

  
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
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������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 4 �ก���� 2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 

����)�$����� �!" M 0323/09  
45"�����!"��67-6��7������7������
 

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: V93.5 suspension  
����/��7 (�	 ���):  - 
���������7���!": - 

����A��N�: ����������ก�� �!O�&����	ก�P���ก���� 
��กQ�������7��: $��)����!)��5���7�  $�7   
�� �!"��
�����7��: 30/12/52 
�� �!"����
����)��R�: 04/01/53 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus, TPC 7.73 x 102 CFU/ml. FDA-BAM 
Vibrio parahaemolyticus, MPN > 1100/ml. FDA-BAM 

����)���  :    
 

  
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
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������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 4 �ก���� 2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 

����)�$����� �!" M 0324/09  
45"�����!"��67-6��7������7������
 

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: V93.6 suspension  
����/��7 (�	 ���):  - 
���������7���!": - 

����A��N�: ����������ก�� �!O�&����	ก�P���ก���� 
��กQ�������7��: $��)����!)��5���7�  $�7   
�� �!"��
�����7��: 30/12/52 
�� �!"����
����)��R�: 04/01/53 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus, TPC 7.60 x 101 CFU/ml. FDA-BAM 
Vibrio parahaemolyticus, MPN > 1100/ml. FDA-BAM 

����)���  :    
 

  
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
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������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 23 ก��A�&� c�  2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 
����)�$����� �!" TM0041/10 
45"�����!"��67-6��7������7������
   

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: ก�������b���� 
����/��7 (�	 ���): -  
���������7���!": M0036/10 

����A��N�: g��&����	ก$�7  �P���กg�������g
ก��&����	ก 
��กQ�������7��: ก�����(�7�ก�)��5�ก 
�� �!"��
�����7��: 21 �ก���� 2553 
�� �!"����
����)��R�:  26 �ก���� 2553 
 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
 
 
����)���  :   �����	� Food and Drug Administration. 2001. 
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
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������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 23 ก��A�&� c�  2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 
����)�$����� �!" TM0042/10 
45"�����!"��67-6��7������7������
   

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: �����nก����b���� 
����/��7 (�	 ���): -  
���������7���!": M0037/10 

����A��N�: g��&����	ก$�7  �P���กg�������g
ก��&����	ก 
��กQ�������7��: �����nก����b����&������� 
�� �!"��
�����7��: 21 �ก���� 2553 
�� �!"����
����)��R�:  26 �ก���� 2553 
 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
 
 
����)���  :   �����	� Food and Drug Administration. 2001. 
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
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������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 23 ก��A�&� c�  2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 
����)�$����� �!" TM0043/10 
45"�����!"��67-6��7������7������
   

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: ��� �������ก�)��5�ก 
����/��7 (�	 ���): -  
���������7���!": M0038/10 

����A��N�: g��&����	ก$�7  �P���กg�������g
ก��&����	ก 
��กQ�������7��: ) 5b���� ��������b���� 
�� �!"��
�����7��: 21 �ก���� 2553 
�� �!"����
����)��R�:  26 �ก���� 2553 
 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
 
 
����)���  :   �����	� Food and Drug Administration. 2001. 
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
           (�������������� ��.��)�c  �� ���)c!��)                                                                                                     (�������������� ��.�	�	��� �  กdก-�) 
     ���-6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
�����                                                                            -6��%� ��ก��������	
��	ก���	����������
����� 

 
��ก��������������� !"#�$%�&�'(� ��)*�+�����!�(����� 

,+�-�.���' ��ก����������*//�$ก�0 
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������	
��	ก���	����������
����� 
����	���������  
������ก�������	������  � ���!" 1 $���%� �  1 � �� 
&'�(� ก���)�&* 10330  �� �!"����� -� 23 ก��A�&� c�  2553 

------------------------------------------------- )�	"� �����  -------------------------------------------- 

������ก����	
� 
����)�$����� �!" TM0044/10 
45"�����!"��67-6��7������7������
   

-�.��. 45" �	�  ���ก	�4����9 � MRG-WI 515S066  A���	4�)��B B��!�������� ����	���������                               
������ก�������	������ 

-6���7������7��: -6��7������7��)�C -6���7������7�� 
���
��
������
������	
� 

45"������7��: ก�������ก)��5�ก�	b���� 
����/��7 (�	 ���): -  
���������7���!": M0042/10 

����A��N�: g��&����	ก�n
��� 
��กQ�������7��: ) 5b�ก�������b���� (�7�!)��5�ก������ 
�� �!"��
�����7��: 29 �ก���� 2553 
�� �!"����
����)��R�:  12 ก��A�&� c� 2553 
 

�
ก����	
� 

���ก�������	
� �
 ������	
� 

Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
 
 
����)���  :   �����	� Food and Drug Administration. 2001. 
 

----------------------------------------------- �	b ��� �����  -------------------------------------------- 
��45"�.............................................................. 
         ( �������4c	��  )�4����) 
          -6����ก���	4�ก�����4!��	��� 
 

��45"�..............................................................                                                                  ��45"�.................................................................. 
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Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
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Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
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Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
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Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
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Vibrio parahaemolyticus > 1100 MPN/g. FDA-BAM 
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Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
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Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
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Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
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Vibrio parahaemolyticus < 3 MPN/g. FDA-BAM 
 
 
����)���  :   �����	� Food and Drug Administration. 2001. 
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�	�	���� �.1 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,���q�	
	� ��& V. parahaemolyticus ��$+�
������
%��3������3�
��
+�
�ก�$�2
���,��,�	�)��� 
 

Dependent 
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Cell population 

Corrected Model 1.190a 2 .595 185.089 .001 

Intercept 462.776 1 462.776 1.440E5 .000 

salt 1.190 2 .595 185.089 .001 

Error .010 3 .003   

Total 463.975 6    

Corrected Total 1.199 5    

 
 

�	�	���� �.2 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,��'����0�
+ AHL  *+��)�#
%�	2)� OD520 �
+
��
�
��w����ก V. parahaemolyticus ��$+�������
%��3������3�
��
+�
�ก�$�2
���,��,�	�)��� 
 

Dependent 
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Absorbance 
at 520 nm 

Corrected Model .010a 2 .005 637.612 .000 

Intercept .020 1 .020 2.401E3 .000 

salt .010 2 .005 637.612 .000 

Error 2.450E-5 3 8.167E-6   

Total .030 6    

Corrected Total .010 5    
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�	�	���� �.3 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,���q�	
	� ��& V. parahaemolyticus ��$+�
������
%���)
�ก��"�2�
��
�#	���$+	� 
 

Dependent 
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Cell population 

Corrected Model .233a 4 .058 22.730 .002 

Intercept 789.965 1 789.965 3.086E5 .000 

Bacterial type .233 4 .058 22.730 .002 

Error .013 5 .003   

Total 790.211 10    

Corrected Total .246 9    

    
 

�	�	���� �.4 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,��'����0�
+ AHL  *+��)�#
%�	2)� OD520 �
+
��
�
��w����ก V. parahaemolyticus ��$+�������
%���)
�ก��"�2�
��
�#	���$+	� 
 

Dependent 
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Absorbance 
at 520 nm 

Corrected Model .001a 4 .000 8.751 .018 

Intercept .128 1 .128 7.420E3 .000 

Bacterial type .001 4 .000 8.751 .018 

Error 8.650E-5 5 1.730E-5   

Total .129 10    

Corrected Total .001 9    
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�	�	���� �.5 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,���q�	
	� ��& V. parahaemolyticus ��$+��

�������,���40�3.�� 

      

Dependent  
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Cell population 

Corrected Model .080a 2 .040 10.298 .045 

Intercept 498.305 1 498.305 1.283E5 .000 

temp .080 2 .040 10.298 .045 

Error .012 3 .004   

Total 498.397 6    

Corrected Total .092 5    

 

 

�	�	���� �.6 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,��'����0 AHL  *+��)�#
%�	2)� OD520 �
+
��
�
��w����ก V. parahaemolyticus ��$+��
�������,���40�3.�� 
 

Dependent 
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Absorbance 
at 520 nm 

Corrected Model .001a 2 .000 60.711 .004 

Intercept .071 1 .071 1.126E4 .000 

temp .001 2 .000 60.711 .004 

Error 1.900E-5 3 6.333E-6   

Total .072 6    

Corrected Total .001 5    
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�	�	���� �.7 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,��2)� OD520 ��$+��
���������ก��2&'��ก��
,����������� 

 

Dependent 
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Absorbance at 520 
nm 

Corrected Model .000a 1 .000 27.657 .006 

Intercept .276 1 .276 2.370E4 .000 

condition .000 1 .000 27.657 .006 

Error 4.667E-5 4 1.167E-5   

Total .277 6    

Corrected Total .000 5    

 

 

�	�	���� �.8 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,���q�	
	� ��& V. parahaemolyticus ��$+��

���������ก��2&'��ก��,����������� 

 

Dependent 
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Cell population 

Corrected Model 2.500E-5a 1 2.500E-5 .009 .935 

Intercept 335.439 1 335.439 1.147E5 .000 

condition 2.500E-5 1 2.500E-5 .009 .935 

Error .006 2 .003   

Total 335.445 4    

Corrected Total .006 3    

 
 
 
 
 
 
 
 



127 
 

�	�	���� �.9 ก��
��2����&2
��"'�'�
	����p���,��'����0 AHL  *+��)�#
%�	2)� OD520 �
+
��
�
��w����ก V. parahaemolyticus ��$+��
���������ก��2&'��ก��,����������� 

 

Dependent 
Variable 

Source 
Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Absorbance at 520 
nm 

Corrected Model .000a 1 .000 27.557 .034 

Intercept .055 1 .055 3.606E3 .000 

condition .000 1 .000 27.557 .034 

Error 3.050E-5 2 1.525E-5   

Total .055 4    

Corrected Total .000 3    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



128 
 

�������E0V?C�U����U	������ 

	����
ก����� �#$%���	�# �ก����$+�
�	�
+ 26 �����ก��	 �.�. 2527 �
+����
����	�� �q�����
ก���*ก-������'��//�
�����������01�� ��,�
�#��4�#


���� ��ก20�
���������& 
���
��������ก-�������& ��$+�'6ก���*ก-� 2549 �,���*ก-��)��	���ก�.��
���������
�����01�� ��,���2�	���
�������� 3�2
�#���2�	���
�������� 20�
���������& 
�45���ก�0&���
������� ��$+�'6ก���*ก-� 2550 
 

 ก��	q���	�g���	���
�#�ก�� 
 ก����� �#$%���	�#, #$+	��� '��ก��#��
��	� "�� ��#0��� ������2&ก��. 2552.   '�����	
  
��
ก����
���� Vibrio parahaemolyticus  �#��'����0 ��������������ก��
  �������//�02
����� 	 �� #	���� ���!�� 
�
	"�ก��	. �	 ก��'��#4�
�#�ก��
  �����#��� 2��%��
+ 6 (3�2������). 
�	�
+ 8-9 ��	
�2� 2552 0 ���
������� 
  �ก-�������& 
�����,�กq�"��"�	 	2�'s�.    
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