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Staphylococcus aureus เป็นสปีชีส์หนึ่ง ซึ่งมีความสามารถในการก่อโรคได้รุนแรง

ที่สุดในสกุล Staphylococcus การปนเปื้อนเชื้อนี้สามารถพบได้บ่อยครั้งโดยเฉพาะอย่างยิ่งในนม
และผลิตภัณฑ์นม โดยทั่วไปการควบคุมจุลินทรีย์ก่อโรคในอุตสาหกรรมอาหาร มักใช้สารเคมี และ/
หรือ ยาปฎิชีวนะเป็นหลัก วิธีการควบคุมดังกล่าวมักก่อให้เกิดผลกระทบเชิงลบ ได้แก่ การก่อให้เกิด
การกลายพันธุ์ซึ่งน าไปสู่การดื้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย และก่อให้เกิดปัญหาในด้านความปลอดภัย
ของผู้บริโภค รวมทั้งส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมอันเนื่องมาจากการตกค้างของสารเคมี  ในปัจจุบัน
การใช้แบคเทอริโอฟาจส าหรับการควบคุมแบคทีเรียก่อโรคถือเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจซึ่งไม่
ส่งผลกระทบเชิงลบต่อผลิตภัณฑ์อาหาร ผู้บริโภค หรือสิ่งแวดล้อม ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือคัดแยกแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus 01 ซึ่งคัดแยกได้จากนมดิบโดยได้รับ
ความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาลสัตว์หนองโพ จังหวัดราชบุรี พร้อมทั้งศึกษาคุณสมบัติบางประการ
ของแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้ ส าหรับเป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้ควบคุม S. aureus ในนม
และผลิตภัณฑ์นม จากตัวอย่าง 105 ตัวอย่างซึ่งถูกเก็บมาส าหรับคัดแยกไลติคแบคเทอริโอฟาจทั้งนม
ดิบ น้ าดื่มโค ของเสียจากฟาร์มปศุสัตว์ รวมถึงน้ าทิ้งจากร้านค้าในตลาดสดทั้งในจังหวัดนครปฐมและ
ราชบุรี พบไลติคแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะกับ S. aureus 01 ทั้งสิ้น 23 ตัวอย่างจากตัวอย่าง
ทั้งหมด ภายหลังการท าบริสุทธิ์ได้แบคเทอริโอฟาจทั้งสิ้น 30 ตัวอย่าง (Sau_RP01- Sau_RP30) จาก
ผลการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 30 ตัวอย่าง ในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน
พบว่าแบคเทอริโอฟาจ 21 ตัวอย่าง สามารถท าให้เกิดการติดเชื้อกับ S. aureus ทุกสายพันธุ์ที่ใช้ใน
การทดสอบ นอกจากนี้แบคเทอริโอฟาจทุกตัวอย่างไม่สามารถท าให้เกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียข้าม
สกุลได้  จากการศึกษาลักษณะจีโนมของแบคเทอริโอฟาจทั้ ง  21 ตัวอย่าง พบว่าจีโนมของ 
แบคเทอริโอฟาจเหล่านี้มีขนาดใหญ่กว่า 19 kbp เมื่อเปรียบเทียบกับ Lambda DNA/StyI marker 
จากการวิเคราะห์จีโนมของแบคเทอริโอฟาจโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ 
EcoRI, StyI, HindII และ SacI ท าให้สามารถจัดกลุ่มแบคเทอริโอฟาจได้ทั้งหมด 10 กลุ่ม อย่างไรก็
ตามผู้วิจัยยังใช้ผลจากการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์
อ่ืนประกอบการตัดสินใจเพ่ือคัดเลือกแบคเทอริโอฟาจ ซึ่งพบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, 
Sau_RP11, Sau_RP15 แ ล ะ  Sau_RP29 มี ร ะดั บ ก าร เกิ ด โซ น ใส สู งที่ สุ ด  ดั งนั้ น จึ ง เลื อ ก 
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แบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง ส าหรับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง จัดอยู่ใน Family Siphoviridae 
การศึกษาผลของอัตราส่วนแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ในการติดเชื้อ (multiplicity of infection, 
MOI) พบว่าแบคเทอริโอฟาจเหล่านี้ มีอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมต่อการ
ติดเชื้ออยู่ที่ MOI 0.1 อีกท้ังที่ MOI 0.1 แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 สามารถลดปริมาณ S. aureus 
01 ได้ถึง 10.32±0.27 log CFU/ml เมื่อเทียบกับการทดลองควบคุม ภายในระยะเวลา 2 ชั่วโมง ซึ่ง
มากกว่าแบคเทอริโอฟาจตัวอย่างอ่ืน ๆ ณ เวลาเดียวกัน นอกจากนี้ยังสามารถเพ่ิมจ านวนได้ถึง 
12.03 ±1.08 log PFU/ml ภายในระยะเวลา 5 ชั่วโมง ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกแบคเทอริโอฟาจ 
Sau_RP15 ส าหรับการศึกษาต่อไป จากผลการศึกษาการเจริญของ แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 
พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มีระยะแฝง (latent period) เท่ากับ 30 นาที และค่าเฉลี่ยของ
แบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อยออกมาต่อแบคทีเรียหนึ่งเซลล์  (Burst size) เท่ากับ 901.27±244.28 
PFU/infected cell การศึกษาผลของอุณหภูมิและ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ 
Sau_RP15 พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มีความเสถียรที่ อุณหภูมิ  4 28 และ 37 องศา
เซลเซียส และมีความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่างอยู่ในช่วงที่กว้าง ตั้งแต่ pH 5-10 จากการทดลอง
การควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่างนมโคพาสเจอร์ไรส์  โดยจ าลองสภาวะการปนเปื้อนของ
แบคทีเรียทั้งในปริมาณสูงและต่ า พบว่าการใช้แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 (108 PFU/ml) ส าหรับ
การควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ที่มีระดับการปนเปื้อนสูง (107 CFU/ml) 
สามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus 01 ได้ 1.44±0.51 log CFU/ml ตั้งแต่ชั่วโมงแรกและลด
ได้ 3.81±0.16 log CFU/ml ในชั่วโมงที่ 8 เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองควบคุม ขณะที่การจ าลอง
สภาวะการปนเปื้อนในระดับต่ า (104 CFU/ml) พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 สามารถลดความ
หนาแน่นของ S. aureus 01 ได้ 1.95±0.13 log CFU/ml เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองควบคุม 
ตั้งแต่ชั่วโมงแรกและลดความหนาแน่นของ S. aureus 01 จนไม่สามารถตรวจวัดได้ในชั่วโมงที่  8 
อย่างไรก็ตามความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจมีปริมาณค่อนข้างคงที่ตลอดการทดลองในทั้งสอง
ชุดการทดลอง 
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Staphylococcus aureus is one of the most virulent species in the genus 
Staphylococcus. The contamination of this bacterium can be frequently found, 
especially in milk and dairy products. Generally, chemicals and/or antibiotics have 
been used to control foodborne pathogens in food industry. These methods often 
have negative effects. They can cause mutation which leads to antibiotic resistances 
of bacteria and negative impact on consumer health as well as the environmental 
impact due to chemical residues. Nowadays, using bacteriophages for control of 
pathogenic bacteria is an interesting alternative because it has no negative effect on 
food products, consumers or environment. Therefore, this study aimed to isolate 
bacteriophages specific to S. aureus 01 isolated from raw milk obtained from Nong 
Pho Veterinary Clinic, Ratchaburi province. In addition, some properties of S. aureus 
01-specific bacteriophages were investigated as the guideline for controlling S. aureus 
in milk and dairy products. A total of 105 samples were collected for bacteriophage 
isolation. These include raw milk, livestock drinking water, waste from livestock farms 
samples as well as sewage samples from shops in fresh food markets in Nakhon 
Pathom and Ratchaburi provinces. S. aureus 01-specific bacteriophages were found in 
23 out of 105 samples. Thirty sample of lytic bacteriophages (Sau_RP01- Sau_RP30) 
were obtained after purification process. The host range tests of all 30 isolates 
showed that 21 isolates could infect all S. aureus strains used in this study. In 
addition, all bacteriophage isolates had no cross-genus infectivity. The genomes of 
these bacteriophages were larger than 19 kbp compared to Lambda DNA/StyI marker. 
The restriction analysis of bacteriophage genome using 4 restriction enzymes which 
included EcoRI, StyI, HindII and SacI could classify these bacteriophages into 10 
groups. Nonetheless, the results of host range test were also used for selection of 
bacteriophages for further studies. It was found that Sau_RP4, Sau_RP11, Sau_RP15 
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and Sau_RP29 produced the largest clear zones level. These 4 bacteriophages were 
therefore selected for the morphological study under the transmission electron 
microscopy. The results showed that these baceriophages were members of 
Siphoviridae family. The determination of multiplicity of infection (MOI) indicated 
that the optimal MOI of these bacteriophages were at MOI0.1. In addition, at this 
MOI, Sau_RP15 could reduce S. aureus 01 titer by 10.32±0.27 log CFU/ml when 
compared to the controlled experiment within 2 h which was higher than other 
bacteriophages. Moreover, the titer of this bacteriophage also increased by 
12.03±1.08 log PFU/ml within 5 h. Therefore, Sau_RP15 was selected for further 
studies. The single-step growth curve of Sau_RP15 revealed that Sau_RP15 had 30 
min of latent period and burst size of 901.27±244.28 PFU/infected cell. The effects of 
temperature and pH on the survival of Sau_RP15 showed that Sau_RP15 was stable 
at 4, 28 and 37 °C and in the broad pH range of 5-10. The control of S. aureus 01 in 
pasteurized milk samples showed that at high contamination level (107 CFU/ml) 
Sau_RP15 could reduce S. aureus 01 titer by 1.44±0.51 log CFU/ml after the first hour 
of treatment and by 3.81±0.16 log CFU/ml at 8 hours when compared to the 
controlled experiment. At low contamination level (104 CFU/ml) Sau_RP15 
reduced S. aureus 01 titer by 1.95±0.13 log CFU/ml after the first hour of treatment 
and S. aureus 01 titer could not be detected at 8 hours. However, the bacteriophage 
titers were relatively constant throughout the experimental period in both cases. 
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อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ซึ่งได้ให้ค าปรึกษา ค าแนะน า พร้อมทั้งตรวจทานแก้ไขวิทยานิพนธ์
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ๆ ที่เคยท างานร่วมกันมา คอยร่วมทุกร่วมสุขกันมาโดยตลอดจนท าให้ผ่านอุปสรรคต่าง ๆ นานามาได้ 
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      บทที่ 1 บทน า  

      บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ  

  อาหารเป็นปัจจัยพ้ืนฐานที่ร่างกายต้องการในแต่ละวัน แต่หากเกิดการปนเปื้อนด้วย

แบคทีเรียก่อโรค  ก็อาจส่งผลกระทบโดยตรงต่อร่างกายของผู้บริโภคและอาจท าให้เกิดอาการ

เจ็บป่วยหรือเสียชีวิตได้ อาหารถือเป็นเส้นทางหลักในการส่งผ่านโรคต่าง ๆ ที่มี ต้นเหตุมาจาก

แบคทีเรียก่อโรคมากกว่า 200 โรค (Oliver et al., 2005) โดยเฉพาะอย่างยิ่งนมและผลิตภัณฑ์นมที่

ถือว่าเป็นเครื่องดื่ม และ/หรือ อาหารเพ่ือสุขภาพที่ได้รับความนิยมและยังเป็นที่ต้องการอย่างมากใน

กลุ่มผู้บริโภคที่มีความหลากหลายอีกทั้งเหมาะสมกับคนทุกเพศทุกวัย นมและผลิตภัณฑ์นมเป็นแหล่ง

ส าคัญของแคลเซียมและโปรตีนที่ร่างกายสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการเจริญเติบโต ช่วยซ่อมแซม

ส่วนที่สึกหรอและยังช่วยลดความเสี่ยงของการเกิดโรคความดันโลหิต เป็นต้น โดยพบว่าในนมพร้อม

ดื่ม 100 กรัม จะมีปริมาณโปรตีน ไขมัน และคาร์โบไฮเดรตสูงถึง 3.3 , 3.5 และ 3.4 กรัมตามล าดับ 

และยังมีปริมาณแคลเซียม 135 มิลลิกรัม อีกท้ังยังประกอบด้วยสารอาหารที่มีความจ าเป็นต่อร่างกาย

ประเภทอ่ืนอีกหลายชนิด องค์ประกอบทางเคมีเหล่านี้ท าให้นมจัดเป็นอาหารที่มีคุณค่าทางโภชนาการ

สูงซึ่งเหมาะส าหรับการเจริญของจุลินทรีย์หลากหลายชนิด (Ibrahim et al., 2015) โดยเฉพาะอย่าง

ยิ่ ง  Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter spp., Klebsiella spp. แ ล ะ 

Pseudomonas pyocyanea ซึ่งมักพบได้ทั่วไปในนมดิบ และมีความชุก 75 52 42 36 และ 25 

เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ (Pourhassan and Najafabadi, 2011) จากความชุกที่พบสังเกตได้ว่า  

S. aureus มีความชุกมากที่สุดรองมาจาก E. coil อีกทั้ง S. aureus ยังเป็นแบคทีเรียก่อโรคส าคัญที่

ส่งผลกระทบต่อมนุษย์   จากรายงานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ประจ าปี พ .ศ. 2560 พบว่า

ปัญหาด้านสาธารณสุขที่ส าคัญมีสาเหตุมาจากอาหารเป็นพิษ S. aureus เป็นเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคใน

อันดับต้น ๆ ที่ปนเปื้อนในอาหาร และพบการระบาดของแบคทีเรียชนิดนี้ในประเทศไทยและมีการ

ระบาดอย่างต่อเนื่อง หากรับประทานอาหารที่มีการปนเปื้อน S. aureus จะท าให้มีอาการคลื่นไส้ 

อาเจียน ท้องร่วงอย่างรุนแรง ในรายที่มีอาการรุนแรงอาจถึงช็อกได้ นอกจากนี้ยังก่อให้เกิดโรคในสัตว์ 

เช่น โรคเต้านมอักเสบในโคนม ซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรโคนมในประเทศไทย เพราะ

นอกจากจะท าให้คุณภาพของน้ านมเสื่อมลงแล้ว ปริมาณน้ านมก็ลดลงอีกด้วย อีกทั้งยังต้องเพ่ิม

ค่าใช้จ่ายในการรักษาโรค และเสียเวลาในการท าความสะอาดอุปกรณ์ต่าง ๆ รวมไปถึงมีความเสี่ยงต่อ

การแพร่กระจายของเชื้อดังกล่าวไปยังโคนมตัวอ่ืน ๆ ในฟาร์ม   
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  โดยทั่วไปแล้ว S. aureus สามารถเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิตั้งแต่ 7-48 องศาเซลเซียส อีกทั้ง

ยังสามารถทนต่ออุณหภูมิส าหรับการแช่แข็งและมีชีวิตรอดที่อุณหภูมิต่ ากว่า -20 องศาเซลเซียส ได้ดี 

(Stewart, 2003) อย่างไรก็ตามความสามารถในการมีชีวิตจะลดลงตั้งแต่อุณหภูมิ -20-0 องศา

เซลเซียส อีกทั้ง S. aureus จะถูกท าลายได้ด้วยกระบวนการพาสเจอร์ไรส์ ซึ่งเป็นกระบวนการใช้

ความร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 66 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หรือ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 วินาที โดยสามารถก าจัด S. aureus และแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืน ๆ ได้ถึง 95-99 เปอร์เซ็นต์ 

อย่างไรก็ตามการปนเปื้อน S. aureus ในนมและผลิตภัณฑ์นมก็ยังสามารถเกิดขึ้นได้ โดยเฉพาะอย่าง

ยิ่งในอาหารพร้อมรับประทานที่ผลิตมาจากนมดิบ เช่น ชีส ที่พบการปนเปื้อนได้บ่อยครั้ง จากงานวิจัย

ของ Jamali และคณะ (2015) พบว่าตัวอย่างนมและผลิตภัณฑ์นมทั้ง นมโค นมแพะและชีสที่ขายใน

ร้านค้าปลีกทั้ งหมด 2650 ตัวอย่าง มีการปนเปื้อนของ S. aureus ถึง 328 ตัวอย่าง (12.4 

เปอร์เซ็นต์) ซึ่งการปนเปื้อน S. aureus ในนมหรือผลิตภัณฑ์นมนี้อาจมีสาเหตุมาจากในระหว่าง

กระบวนการพาสเจอร์ไรส์ ความร้อนหรือระยะเวลาที่ใช้ส าหรับฆ่าแบคทีเรียก่อโรคในนมดิบนั้นอาจ

ไม่เพียงพอ จึงท าให้เกิดการปนเปื้อนขึ้นโดยตรงกับผลิตภัณฑ์สุดท้าย หรืออาจเกิดการปนเปื้อนข้าม

ภายหลังกระบวนการพาสเจอร์ไรส์ (Arqués et al., 2005) โดยในกรณีนี้อาจเกิดการปนเปื้อนข้าม

จากนมดิบสู่ผลิตภัณฑ์นมที่แปรรูปแล้ว ซึ่งอยู่ในสายการผลิตเดียวกันหรืออาจใช้เครื่องมือและ

อุปกรณ์เดียวกันในระหว่างกระบวนการผลิตตั้งแต่กระบวนการแปรรูป การบรรจุ ตลอดจนการเก็บ

รักษา ส่งผลให้เกิดการปนเปื้อนข้ามทั้งทางตรงและทางอ้อม ยิ่งไปกว่านั้น S. aureus หลาย ๆ สาย

พันธุ์ยังสามารถสร้าง Staphylococcal enterotoxins (SEs) ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษท่ีมี

สาเหตุจาก S. aureus โดยทั่วไป SEs จะท าให้เกิดโรคได้ก็ต่อเมื่อมีปริมาณ S. aureus อย่างน้อย 

105-108 CFU/กรัม หรือ มิลลิลิตร อีกทั้ง SEs ยังสามารถทนทานต่อสภาวะแวดล้อมได้สูง ซึ่งนั่นท า

ให้อุณหภูมิที่ใช้ในการพาสเจอร์ไรส์ ไม่สามารถท าลายหรือส่งผลกระทบต่อ SEs ได้ (FDA, 2012; 

Montville and Matthews, 2008) ดังนั้นการควบคุม S. aureus ในนมและผลิตภัณฑ์นมจึงมีความ

จ าเป็นอย่างมาก ถึงแม้ว่าวิธีการควบคุม S. aureus จะมีอยู่หลายวิธีทั้งวิธีทางกายภาพและวิธีทาง

เคมีแต่ก็มักจะส่งผลเสียโดยอาจท าให้เกิดสารตกค้างหรือท าให้คุณภาพทางประสาทสัมผัสของอาหาร

เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม (Gao et al., 2006) โดยเมื่อเร็ว ๆ นี้การใช้แบคเทอริโอฟาจหรือฟาจ 

(bacteriophage) เพ่ือควบคุมแบคทีเรียก่อโรคในอาหารได้รับความสนใจเป็นอย่างมากเนื่องจากเป็น

วิธีการทางเลือกที่ไม่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของอาหาร และไม่ก่อให้เกิดสารตกค้าง (Mahony et 

al., 2011) อีกทั้งการใช้แบคเทอริโอฟาจนั้นมีความปลอดภัยและไม่เป็นพิษต่อผู้บริโภค (Monk et 
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al., 2010) โดยทั่วไปสามารถพบแบคเทอริโอฟาจได้ในธรรมชาติ โดยแบคเทอริโอฟาจแต่ละชนิดจะมี

ความจ าเพาะสูงต่อสายพันธุ์ของแบคทีเรียก่อโรค ดังนั้นแบคเทอริโอฟาจจึงไม่ท าลายหรือมีผลต่อ

จุลินทรีย์ปกติที่อยู่ในระบบทางเดินอาหารของผู้บริโภค อีกทั้งยังไม่ท าให้เกิดการกลายพันธุ์ของ

แบคทีเรียซึ่งต่างจากการใช้ยาปฎิชีวนะ นอกจากนี้แบคเทอริโอฟาจยังจัดเป็น obligate parasite คือ

สามารถเพ่ิมจ านวนของอนุภาคไวรัสเฉพาะในเซลล์แบคทีเรียที่จ าเพาะเท่านั้น จากคุณสมบัติทั้งหมด

ที่กล่าวมาข้างต้น จะเห็นได้ว่าแบคเทอริโอฟาจมีความเหมาะสมส าหรับใช้เป็นตัวควบคุมทางชี วภาพ 

(biocontrol) เพ่ือลดปริมาณแบคทีเรียก่อโรคที่อาจปนเปื้อนในอาหารหรือผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ดังนั้นใน

งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจที่จะคัดแยกและศึกษาคุณสมบัติบางประการของไลติคแบคเทอริโอฟาจ

ส าหรับเป็นทางเลือกในการควบคุม S. aureus ในนมและผลิตภัณฑ์นม และเพ่ือน าข้อมูลที่ได้ไปใช้

เป็นแนวทางในการควบคุมแบคทีเรียก่อโรคชนิดนี้อีกประการหนึ่ง  

1.2 วัตถุประสงค์  

  1. คัดแยกแบคเทอริโอฟาจทีม่ีความจ าเพาะกับ S. aureus  

  2. ศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้  

   3. ทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้ส าหรับการควบคุม S. aureus ใน

นมโคพาสเจอร์ไรส์   

1.3 ขอบเขตงานวิจัย  

  1. คัดแยกแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะ กับ S. aureus 01 จากตัวอย่างนมดิบ น้ าดื่มโค 

ของเสียจากฟาร์มปศุสัตว์ รวมถึงน้ าทิ้งจากร้านค้าในตลาดสดทั้งในจังหวัดนครปฐมและราชบุรี  

  2. ศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้ทั้งความสามารถของแบคเทอริโอฟาจใน

การติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะของจีโนม อัตราส่วนของ 

แบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมต่อการติดเชื้อ การเจริญของแบคเทอริโอฟาจ รวมทั้งผล

ของอุณหภูมิและ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ  

  3. ทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้ส าหรับการควบคุม S. aureus ใน

นมโคพาสเจอร์ไรส์ โดยจ าลองสภาวะการปนเปื้อนแบคทีเรียทั้งการปนเปื้อนในระดับต่ าและการ

ปนเปื้อนในระดับสูง  
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

  ได้ข้อมูลพ้ืนฐานส าหรับเป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจควบคุม S. aureus 

ในอุตสาหกรรมนมและอาหาร เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่มีคุณภาพและมีความปลอดภัย อีกทั้งเป็น

แนวทางส าหรับการป้องกันผลกระทบเชิงลบที่อาจเกิดขึ้นเนื่องจากแบคทีเรียก่อโรคสายพันธุ์นี้ 
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บทที่ 2 ตรวจสอบเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

   ตรวจสอบเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 นมและผลิตภัณฑ์นม  
  นม หรือ น้ านม (milk) เป็นของเหลวที่หลั่งออกมาจากต่อมน้ านมของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม

เพศเมีย ซึ่งในยุคเริ่มแรก มนุษย์ใช้นมแกะ นมแพะ และนมโคส าหรับการบริโภค แต่ในทุกวันนี้หาก

กล่าวถึงนม คนส่วนใหญ่มักจะเข้าใจไปในทางเดียวกันว่า คือ นมโค ในขณะที่นมแกะหรือนมแพะ

มักจะไม่ค่อยได้รับความสนใจในเชิงพาณิชย์มากเท่ากับนมโค  

  นม สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ นมเหลว (liquid milk) และ นมส าหรับการ

ผลิตในเชิงอุตสาหกรรม (manufacturing milk) โดยนมเหลว หมายถึง นมที่ใช้ส าหรับการบริโภค

โดยตรงหรือนมพร้อมดื่ม (drinking milk) ในขณะที่นมส าหรับการผลิตในเชิงอุตสาหกรรม หมายถึง 

นมที่ ใช้ในกระบวนการแปรรูปเพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์นม เช่น ชีส โยเกิร์ต และ นมผง เป็นต้น 

(Safefood, 2008) ตามที่สหภาพยุโรปได้ออกประกาศระเบียบคณะมนตรียุโรปที่ 2597/97 ได้ให้ค า

นิยามเกี่ยวกับนมพร้อมดื่มประเภทต่าง ๆ ดังตารางที่ 1  

  ปัจจุบันผลิตภัณฑ์นมพร้อมดื่มที่มีจ าหน่ายอยู่ตามท้องตลาด มีอยู่ 3 ประเภทใหญ่ ๆ คือ  

นมพาสเจอร์ไรส์ นมสเตอริไรส์ และนมยูเอชที ซึ่งแต่ละประเภทมีกระบวนการผลิตและคุณสมบัติที่

แตกต่างกัน จากการรายงานของหนังสือพิมพ์ The Nation ประจ าวันที่ 23 มิถุนายน ค.ศ. 2017 

รายงานว่าในปี ค.ศ. 2015 ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกนมและผลิตภัณฑ์นมมากที่สุดใน

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยมีมูลค่ามากถึง 33.1 ล้านเหรียญ ซึ่งสวนทางกับอัตราการบริโภค

นมของคนไทย ซึ่งพบว่าคนไทยดื่มนมเฉลี่ยเพียง 14 ลิตรต่อคนต่อปี ขณะที่อัตราการบริโภคนมโดย

เฉลี่ยของภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้อยู่ที่ 60 ลิตรต่อคนต่อปี และอัตราการดื่มนมทั่วโลกอยู่ที่ 

100 ลิตรต่อคนต่อปี จากข้อมูลส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร พบว่าความต้องการในการบริโภคนม

ภายในประเทศมีแนวโน้ม เพ่ิมขึ้นร้อยละ 2.13 ตั้งแต่ปี ค.ศ. 2013-2017 และคาดว่าในปี ค.ศ. 2018 

จะมีความต้องการบริโภคถึง 1,233,483 ตัน ซึ่งถือเป็นสัญญาณที่ดี ประกอบกับการสนับสนุนของ

ภาครัฐ โดยขยายโครงการนมโรงเรียน ซึ่งสะท้อนให้เห็นได้จากการจัดสรรงบประมาณของภาครัฐ 

เพ่ือจัดซื้อนมให้นักเรียนตั้งแต่ระดับอนุบาลตอนต้นจนถึงประถมศึกษาตอนปลาย อีกทั้งกระทรวง

สาธารณสุขยังสนับสนุนให้ดื่มนมให้เหมาะสมกับวัย ตามโภชนบัญญัติ 9 ประการ โดยระบุให้วัยเด็กที่

มีอายุอยู่ในช่วง 1-12 ปี ควรดื่มนมวันละ 3 แก้ว แต่ถ้าเป็นวัยหนุ่มสาวที่มีอายุประมาณ 13-25 ปี 

ควรดื่มนมวันละ 3-4 แก้ว และส าหรับผู้ใหญ่ที่มีอายุ 25 ปี ควรดื่มนมไม่น้อยกว่าวันละ 2 แก้ว ซึ่งโดย
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เฉลี่ยแล้วทุกคนควรดื่มนมไม่น้อยกว่าวันละ 2 แก้ว แต่ส าหรับหญิงตั้งครรภ์หรือให้นมบุตรควรดื่มนม

ไม่น้อยกว่าวันละ 3 แก้ว (1 แก้ว เท่ากับ 200 ลูกบาศก์เซนติเมตร) จากงานวิจัยของ Guetouache 

(2014) พบว่าในนมของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 100 กรัม จะมีองค์ประกอบของสารอาหารที่แตกต่างกัน 

ดังแสดงในตารางที่ 2  

 

ตารางท่ี 1 ค าจ ากัดความของนมพร้อมดื่มประเภทต่าง ๆ (Safefood, 2008)  

ประเภท ค าจ ากัดความ 

นมดิบ 
(Raw milk) 

นมที่ได้จากเต้านมของโคโดยตรงและไม่ผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อด้วยความ
ร้อนหรือผ่านกระบวนการให้ความร้อนแต่อุณหภูมิต่ ากว่า 40 องศา
เซลเซียส 

นมสด  
(Whole milk) 

นมที่ได้จากเต้านมของโคโดยตรงและน ามาผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อด้วย
ความร้อน โดยไม่ได้สกัดเอาไขมันออกท าให้ยังมีไขมันและสารอาหาร
ครบถ้วน 

นมพร่องมันเนย 
(Semi-skimmed milk) 

นมที่ผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและสกัดไขมันออกไปบางส่วน 

นมขาดมันเนย 
 (Skimmed milk) 

นมที่ผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อด้วยความร้อนและสกัดไขมันออกทั้งหมด
เหลือเฉพาะโปรตีนและคาร์โบไฮเดรต 

นมสดพาสเจอร์ไรส์ 
(Pasteurized milk) 

นมที่ผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อด้วยความร้อนต่ าแต่ใช้เวลานาน คือไม่ต่ ากว่า 
63-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 30 นาที หรือท าให้ร้อนไม่ต่ ากว่า 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลานานอย่างน้อย 16 นาที และให้เย็นลงทันที  

นมสเตอริไรส์ 
(Sterilized milk) 

นมที่ผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 118 องศาเซลเชียส 
โดยใช้เวลานาน 12 นาที ความร้อนสูงของระบบสเตอริไรส์จะสามารถ
ท าลายเชื้อจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดโรคและจุลินทรีย์ที่ท าให้นมเน่าเสีย  

นมยูเอชที  
(UHT) 

นมที่ผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 135-150  องศา
เซลเชียส เป็นเวลานาน 2-3  วินาที แล้วน ามาบรรจุด้วยขบวนการปลอด
เชื้อ ระบบยูเอชทีจะใช้อุณหภูมิสูงแต่ระยะเวลาการฆ่าเชื้อที่สั้นมากเพ่ือ
ไม่ให้คุณภาพของน้ านมเปลี่ยนแปลงไป 
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ตารางท่ี 2 องค์ประกอบของนมจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมประเภทต่าง ๆ ในหน่วยกรัมต่อ100 กรัมของ

นม (Guetouache et al., 2014) 

สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
องค์ประกอบของนม (กรัมต่อ100 กรัมของนม) 

น้ า โปรตีน ไขมัน น้ าตาลแลคโตส แร่ธาตุต่าง ๆ 

โค 87.2 3.5 3.7 4.9 0.72 

แกะ 82.7 3.5 6.4 4.7 0.92 
แพะ 86.5 3.6 4.0 5.1 0.82 

อูฐ 87.7 3.5 3.4 4.7 0.71 

 

  องค์ประกอบเหล่านี้เองที่ท าให้นมจัดเป็นอาหารและ/หรือเครื่องดื่มที่มีคุณค่าทางโภชนาการ

สูงและเป็นที่นิยมเหมาะสมกับคนทุกเพศทุกวัย อีกทั้งนมยังเป็นแหล่งของจุลินทรีย์หลากหลายชนิด 

หากกระบวนการผลิตหรือแปรรูปไม่เหมาะสม นมหรือผลิตภัณฑ์นมนั้น ๆ จะให้โทษต่อผู้บริโภค

มากกว่าให้ประโยชน์ 

 

2.2 การปนเปื้อน Staphylococcus aureus ในนมและผลิตภัณฑ์นม 

  เนื่องจากนมและผลิตภัณฑ์นม มีคุณค่าทางโภชนาการสูง จึงเหมาะสมอย่างยิ่งต่อการเจริญ

ของจุลินทรีย์ รวมไปถึงแบคทีเรียก่อให้เกิดโรคบางชนิด แต่จุลินทรีย์จะปรับตัวไปได้มากเพียงใดข้ึนอยู่

กับประเภทของผลิตภัณฑ์  องค์ประกอบทางเคมี การผลิต และการเก็บรักษา เมื่อไม่นานมานี้ 

อุตสาหกรรมอาหารได้ให้ความสนใจเป็นพิเศษกับ Staphylococcus aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อ

โรคที่ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (Staphylococcal food poisoning) โดยมีงานวิจัยหลายฉบับ

รายงานการปนเปื้อนของ S. aureus ในนมและผลิตภัณฑ์นม เช่น  

  งานวิจัยของ Peles และคณะ (2007) ได้คัดแยก S. aureus จากถังนมรวมในฟาร์มโคนม

ประเทศฮังการี จ านวน 20 ฟาร์ม โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมี 

รวมทั้งใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล จากผลการทดลองพบ S. aureus จากถังนมรวมในฟาร์มทั้งหมด 14 

ฟาร์ม โดยมีการปนเปื้อนที่ความหนาแน่นมากกว่า 6.0×103 CFU/มิลลิลิตร สอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Stephan และคณะ (2002) ซึ่งพบการปนเปื้อนของ S. aureus จากถังนมรวมในฟาร์มประเทศ

สวิตเซอร์แลนด์ที่ความหนาแน่น 1.0×101-3.0×103  CFU/มิลลิลิตร     

 งานวิจัยของ ชนินทร์ และคณะ (2552) ได้คัดแยก S. aureus จากตัวอย่างนมดิบซึ่งได้จาก
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แม่โคที่ก าลังให้นมจ านวน 13 ตัว โดยคละอายุ และคละระยะเวลาการให้นม จากฟาร์มคณะ

เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี ประเทศไทย โดยเก็บตัวอย่างน้ านม

จ านวน 13 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 2 สัปดาห์ รวมจ านวนตัวอย่างทั้งสิ้น 78 ตัวอย่าง โดยการศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี จากผลการทดลองพบ S. aureus ในตัวอย่างนม

ดิบที่ความหนาแน่นระหว่าง 4.15-6.52 log CFU/มิลลิลิตร  

  งานวิจัยของ Fagundes และคณะ (2010) ได้คัดแยก S. aureus จากตัวอย่างนมดิบที่ได้

จากโคโดยตรงและจากถังนมรวม ณ เมืองเซาเปาโล ประเทศบราซิล ด้วยการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาและใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลเพื่อยืนยันและการระบุชนิดหรือสายพันธุ์ของ S. aureus ที่

คัดแยกได้จากตัวอย่างนมดิบที่ได้จากโคโดยตรง 208 ตัวอย่าง และจากถังนมรวม 37 ตัวอย่าง รวม

ทั้งสิ้น 245 ตัวอย่าง พบ S. aureus ทั้งหมด 18 ตัวอย่าง คิดเป็น 7.3 เปอร์เซ็นต์    

  งานวิจัยของ Singh และคณะ (2011) ได้คัดแยกและระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียในตัวอย่าง

นม 100 ตัวอย่างที่สุ่มเก็บมาจากร้านขายนม ณ เมืองซาฮิบ ประเทศอินเดีย ด้วยการศึกษาลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาร่วมกับการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี พบ S. aureus ในตัวอย่างนม คิดเป็น 21.4 

เปอร์เซ็นต์ จากแบคทีเรียทั้งหมด 280 ไอโซเลตที่คัดแยกได้  

  งานวิจัยของ Oliveira และคณะ (2011)  ได้คัดแยก S. aureus จากตัวอย่างนมดิบและ 

นมพาสเจอร์ไรส์จ านวน 70 ตัวอย่างที่สุ่มเก็บในเมืองริคอนคาโว ไบอาโน รัฐบาเอีย ประเทศบราซิล 

โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี จากผลการทดลองพบ S. aureus 

ปนเปื้อนในตัวอย่างนมดิบ 34 ตัวอย่างจากทั้งหมด 50 ตัวอย่าง คิดเป็น 68 เปอร์เซ็นต์ และปนเปื้อน

ในตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ 6 ตัวอย่างจาก 20 ตัวอย่าง คิดเป็น 30 เปอร์เซ็นต์   

  งานวิจัยของ Tarekgne และคณะ (2015) ได้คัดแยกและระบุสายพันธุ์ของ S. aureus ด้วย

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุล พร้อมทั้งวัดระดับการปนเปื้อนของ

แบคทีเรียชนิดนี้ในตัวอย่างนมดิบและผลิตภัณฑ์นมจ านวนทั้งสิ้น 310 ตัวอย่างที่สุ่มเก็บจากเมือง 

ไทเกร ประเทศเอธิโอเปีย พบ S. aureus จากตัวอย่างนมดิบและในผลิตภัณฑ์นมถึง 120 ตัวอย่าง 

คิดเป็น 38.7 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งโดยส่วนมากในตัวอย่างที่พบ S. aureus จะมีระดับความหนาแน่นเฉลี่ย

ประมาณ 4.35±0.97 log CFU/มิลลิลิตร  

  งานวิจัยของ Islam และคณะ (2017) ได้คัดแยก S. aureus จากตัวอย่างนมดิบทั้งหมด 20 

ตัวอย่าง ที่สุ่มเก็บจากตลาดในเมืองชามาลปุระ ฏางคาอิละ กิโศรคัญชะและเนตรโกนา ประเทศ

บังกลาเทศ โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมี รวมทั้งใช้เทคนิคทาง 
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ชีวโมเลกุลเพ่ือยืนยันและการระบุชนิดหรือสายพันธุ์ของ S. aureus ที่คัดแยกได้ จากผลการทดลอง

พบ S. aureus ในตัวอย่างนมทั้งหมด 15 ตัวอย่าง คิดเป็น 75 เปอร์เซ็นต์       

  การตรวจพบ S. aureus ในนมหรือผลิตภัณฑ์นมสามารถเป็นตัวชี้วัดถึงอันตรายต่อสุขภาพที่

อาจเกิดขึ้นกับผู้บริโภค ณ พ้ืนที่นั้น ๆ อีกทั้งยังแสดงให้เห็นถึงกระบวนการผลิต การขนส่งหรือการ

จัดเก็บที่ไม่ถูกสุขลักษณะจึงท าให้เกิดการปนเปื้อนขึ้น จากงานวิจัยของ Oliveira และคณะ (2011) 

ได้อธิบายถึงสาเหตุการปนเปื้อน S. aureus ในนมดิบว่าโดยส่วนใหญ่นั้น นมที่มีการปนเปื้อนมักได้มา

จากโคนมที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ สอดคล้องกับงานวิจัยของ  Peles และคณะ (2007) ซึ่งระบุว่าการ

ปนเปื้อน S. aureus ในถังนมรวมมีความสัมพันธ์โดยตรงกับภาวะการเกิดโรคเต้านมอักเสบในโคนม 

โดย S. aureus จะแพร่กระจายจากเต้านมสู่เต้านม นอกจากนี้ยังสามารถปรับตัว และเจริญได้ดีใน

เต้านม ท าให้เกิดเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการอยู่นาน เชื้อสามารถปนออกมากับน้ านม และ

ติดต่อไปสู่เต้านมแม่โคตัวอ่ืน ๆ ในขณะรีดนม โดยพาหะของเชื้อคือ เครื่องรีดนม ผ้าเช็ดเต้านม และ

มือของผู้รีดนม (Kajaysri et al., 2014) ส าหรับประเทศไทยนั้น โรคเต้านมอักเสบถือเป็นปัญหา

ส าคัญซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อเกษตรกรผู้เลี้ยงโคนมเนื่องจากแม่โคที่ป่วยเป็นโรคเต้านมอักเสบ จะ

ให้ผลผลิตและคุณภาพของน้ านมลดลง ท าให้เกษตรกรไม่สามารถจ าหน่ายน้ านมได้ จึงเกิดการสูญเสีย

รายได้ และเกษตรกรเองยังต้องเสียค่าใช้จ่ายเป็นค่ายา และค่าดูแลรักษาโคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบอีก

ด้วย นอกจากนี้เต้านมที่เคยเกิดการอักเสบและหายแล้วมักจะกลับมาผลิตน้ านมได้น้อยกว่าเดิม ซึ่ง

เป็นส่วนส าคัญที่ท าให้ต้นทุนในการผลิตน้ านมดิบสูงขึ้นและท าให้มีโอกาสขาดทุนสูง (จตุพร, 2549) 

  โดยทั่วไปนมดิบจากถังนมรวมมักถูกใช้เป็นวัตถุดิบหลักส าหรับการผลิตผลิตภัณฑ์นมประเภท

ต่าง ๆ การปนเปื้อน S. aureus ในนมดิบนั้นจะส่งผลต่อผลิตภัณฑ์สุดท้ายทั้งทางตรงและทางอ้อม 

หากไม่ได้รับการจัดการหรือควบคุมที่ดี ซึ่งการปนเปื้อนสามารถเกิดขึ้นได้ในระหว่างกระบวนการพาส

เจอร์ไรส์ ความร้อนหรือระยะเวลาที่ใช้ส าหรับฆ่าแบคทีเรียก่อโรคในนมดิบนั้นอาจไม่เพียงพอ จึงท า

ให้เกิดการปนเปื้อนขึ้นโดยตรงกับผลิตภัณฑ์สุดท้าย หรืออาจเกิดการปนเปื้อนข้ามภายหลัง

กระบวนการพาสเจอร์ไรส์ (Arqués และคณะ, 2005) โดยในกรณีนี้อาจเกิดการปนเปื้อนข้ามจากนม

ดิบสู่ผลิตภัณฑ์นมที่แปรรูปแล้ว ซึ่งอยู่ในสายการผลิตเดียวกันหรืออาจใช้เครื่องมือและอุปกรณ์

เดียวกันในระหว่างกระบวนการผลิตตั้งแต่กระบวนการแปรรูป การบรรจุ ตลอดจนการเก็บรักษา  

  ในอุตสาหกรรมนม ปัญหาจ านวนมากที่เกี่ยวข้องกับการปนเปื้อน S. aureus เกิดจากการ

ปนเปื้อนหลังการพาสเจอร์ไรส์ S. aureus สามารถมีชีวิตรอดได้เป็นเวลานานที่อุณหภูมิต่ าและบน
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อุปกรณ์การผลิต ความสามารถของแบคทีเรียในการมีชีวิตรอดอยู่บนอุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในการ

ผลิตมักเป็นสาเหตุของการระบาด (Conly and Johnston, 2008) 

 

2.3 Staphylococcus aureus 

  Staphylococcus (Staphyle เป็นค าในภาษากรีก แปลว่า พวงองุ่น) ถูกน ามาใช้ครั้งแรกใน

ปี ค.ศ. 1883 โดย Ogston หลังจากนั้นในปี ค.ศ. 1884 Rosenbach ใช้ค านี้ในเชิงการจัดจ าแนก

สิ่งมีชีวิตออกเป็นหมวดหมู่ตามสายวิวัฒนาการหรืออนุกรมวิธาน โดยระบุในระดับสกุล เป็นสกุล 

Staphylococcus ซึ่งจัดอยู่ในวงศ์ Micrococcaceae (Shah, 2003; Todar, 2008) ในช่วงปี ค.ศ. 

1974 จีนั ส  Staphylococcus ป ระกอบด้ วย  3 สปี ชี ส์  คื อ  S. aureus, S. epidermidis และ  

S. saprophyticus (Buchanan and Gibbons, 1974)  แต่ละสปีชีส์แตกต่างกันตามคุณสมบัติทาง

ชีวเคมี เช่น การสร้างเอนไซม์โคแอกกูเลส (coagulase) การหมักแมนนิทอล (mannitol) ทั้งสภาวะมี

และไม่มีอากาศ การสร้างเอนไซม์เอนโดนิวคลีเอส (endonuclease) และองค์ประกอบของผนังเซลล์ 

(Baird‐Parker, 1974) ต่อมา Kloos และ Schleifer (1975) ได้คัดแยกและศึกษาคุณสมบัติทาง

ชีวเคมีของ Staphylococcus จากมนุษย์และพบ Staphylococcus เพ่ิมเป็น 11 สปีชีส์ หลังจากนั้น

เป็นต้นมา มีงานวิจัยหลายฉบับซึ่งสามารถคัดแยกและระบุสปีชีส์ของ Staphylococcus โดยในป ี

ค.ศ. 1994 จ านวนสปีชีส์ของสกุลนี้เพ่ิมข้ึนเป็น 32 สปีชีส์ (Holt et al., 1994)  

  Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างกลม  (เส้นผ่านศูนย์กลางของ

เซลล์ 0.5-1.5 ไมโครเมตร) ไม่สร้างสปอร์และไม่เคลื่อนที่ โดยทั่วไปมักพบเป็นคู่เกาะกันด้วยสายสั้น ๆ 

เป็นกิ่งหรือเป็นลักษณะพวงองุ่น สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีและไม่มีอากาศแต่อัตราการเจริญจะช้า

กว่าเมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่มีอากาศ (Jay, 2000; Shah, 2003) นอกจากนี้ ยังสามารถใช้น้ าตาล 

แมนนิทอล และผลิตเอนไซม์คะตาเลส และโคแอกกูเลส บางสายพันธุ์สามารถสร้างแคปซูลท าให้

โคโลนีเป็นเมือก (slime) ช่วยให้เชื้อมีความทนทานต่อการท าลายของยาปฏิชีวนะและภูมิต้านทาน

ของร่างกาย ซึ่งเชื้อนี้สามารถเจริญได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั่วไป เช่น Nutrient agar (NA), 

Tryptic soy agar (TSA) และ Brain heart infusion agar (BHI) เป็นต้น การเจริญและการอยู่รอด

ของ S. aureus นั้นขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น อุณหภูมิ pH ปริมาณน้ าอิสระที่มีผลต่ออัตรา

การเจริญของจุลินทรีย์ (water activity, aw) ปริมาณออกซิเจนและองค์ประกอบของอาหาร ดังแสดง

ในตารางที ่3  
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ตารางที่ 3 พารามิเตอร์แสดงสภาวะการเจริญของ S. aureus และการผลิตเอนเทอโรทอกซิน 

(ICMSF, 1996) 

พารามิเตอร์ 
สภาวะการเจริญของ S. aureus การผลิตเอนเทอโรทอกซิน 

ช่วงที่เหมาะสม ช่วงที่สามารถเจริญ ช่วงที่เหมาะสม ช่วงที่สามารถผลิต 

อุณหภูมิ (°C) 37 7–48 40–45 10–48 

pH 6–7 4–10 7–8 4.5–9.6 

Water activity 0.98 0.83-0.99 0.98 0.87-0.99 

 

  S. aureus สามารถเจริญในช่วงอุณหภูมิ 7-48 องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิที่ เหมาะสม

ส าหรับการเจริญคือ 37 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังสามารถทนต่ออุณหภูมิส าหรับการแช่แข็งและมี

ชีวิตรอดที่อุณหภูมิต่ ากว่า -20 องศาเซลเซียส ได้ดี (Stewart, 2003) แต่อย่างไรก็ตามความสามารถ

ในการมีชีวิตจะลดลงตั้งแต่อุณหภูมิ -10-0 องศาเซลเซียส และสามารถถูกท าลายได้ด้วยกระบวนการ

พาสเจอร์ไรส์หรือกระบวนการปรุงอาหารที่ใช้ความร้อน คุณสมบัติที่ส าคัญของ S. aureus อีก

ประการ คือ สามารถทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่พึงประสงค์ เช่น สภาวะแห้งแล้ง ปริมาณน้ าอิสระต่ า 

ความเข้มข้นเกลือและความเครียดออสโมติกสูง (high osmotic pressure) S. aureus สามารถ

ตอบสนองต่อสภาวะที่มีปริมาณน้ าอิสระต่ าโดยการใช้สารประกอบที่สะสมไว้ในเซลล์ (Montville 

และ Matthews 2008) จึงท าให้เชื้อนี้สามารถเจริญในช่วงที่มีปริมาณน้ าอิสระตั้งแต่ 0.83-0.99 ซึ่ง

คุณสมบัติดังกล่าวส่งผลให้ S. aureus เจริญได้ในอาหารที่หลากหลายรวมถึงอาหารที่ไม่เอ้ือต่อการ

เจริญของเชื้อก่อโรคชนิดอ่ืน ๆ หากรับประทานอาหารหรือเครื่องดื่มที่มีเชื้อนี้ปนเปื้อนจะก่อให้เกิด

โรคอาหารเป็นพิษ (Staphylococcal food poisoning) (Argaw and Addis, 2015) 
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2.4 โรคอาหารเป็นพิษสาเหตุจาก Staphylococcus aureus 

  โรคที่เกิดจากอาหารเป็นปัญหาส าคัญทั่วโลก โดยโรคอาหารเป็นพิษทั้งหมด 250 โรค มี

สาเหตุเกิดจากแบคทีเรียก่อโรคถึงสองในสามของการระบาดของโรค (Le Loir et al., 2003) โรค

อาหารเป็นพิษท่ีมีสาเหตุจาก S. aureus เป็นหนึ่งในโรคที่เกี่ยวข้องกับอาหารที่แพร่หลายมากท่ีสุดใน

โลก สาเหตุเกิดจากการรับประทานอาหารที่มีการปนเปื้อนของเอนเทอโรทอกซิน (enterotoxins) ซึ่ง

เป็นสารพิษที่ผลิตจาก S. aureus สารพิษนี้สามารถทนความร้อนและอาจปนเปื้อนในอาหารทั้งที่มี

และไม่มี S. aureus อยู่ (Balaban and Rasooly, 2000)  

  S. aureus สามารถสร้างสารพิษได้หลายชนิด ทั้ง Panton-Valentine leukocidin (PVL) 

ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าลายเม็ดเลือดขาว ท าให้เกิดโรคปอดอักเสบอย่างรุนแรง หรือ hemolysin เป็น

โปรตีนที่ท าลายเซลล์เม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือด ท าให้เกิดเม็ดเลือดแดงแตกออก (Brewer et al., 

2008; Iwatsuki et al., 2006) และสารพิษที่ได้รับความสนใจอีกประเภทคือเอนเทอโรทอกซิน ซึ่ง

เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษที่เกิดจาก coagulase-positive Staphylococcus โดยเฉพาะ

อย่างยิ่ง S. aureus การสร้างเอนเทอโรทอกซินของ S. aureus มักจะมีความสัมพันธ์กับการสร้าง

เอนไซม์โคแอกกูเลส กล่าวคือ สายพันธุ์ที่สร้างเอนไซม์โคแอกกูเลสได้ก็มักจะสร้างเอนเทอโรทอกซิน

ได้  แต่ก็มี  Staphylococcus บางสายพันธุ์ที่ ไม่สร้างเอนไซม์ โคแอกกู เลส แต่สามารถสร้าง 

เอนเทอโรทอกซินได้เช่นกัน แต่โดยส่วนใหญ่ 30-50 เปอร์เซ็นต์ของ S. aureus สามารถสร้าง 

เอนเทอโรทอกซินได้และมักจะเรียกว่า Staphylococcal enterotoxins (SEs) ซึ่งมีด้วยกัน 14 ชนิด 

คือ SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SHE, SEI และ SEJ (Balaban และ Rasooly, 2000), SEK 

(Orwin et al., 2001), SEL, SEM, SEN แ ละ  SEO (Bhatia and Zahoor, 2007) ต าม การจั ด

จ าแนกโดยอาศัยความแตกต่างของ peptide sequence รวมทั้งน้ าหนักโมเลกุลของเอนเทอโรทอก

ซินแต่ละชนิดด้วย S. aureus สามารถผลิตและปลดปล่อยเอนเทอโรทอกซินสู่ภายนอกเซลล์ 

(exotoxin) ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ในช่วงปลาย exponential phase ไปจนถึงช่วงต้นของ stationary 

phase ของการเจริญและแตกต่างกันตามชนิดของเอนเทอโรทอกซิน   

  เอนเทอโรทอกซินมีความทนทานต่อสภาวะแวดล้อมได้ดี ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการสร้าง

สารพิษของ S. aureus คือประมาณ 40-45 องศาเซลเซียส ดังแสดงในตารางที่ 3 สารพิษนี้สามารถ

ทนความร้อนได้สูงถึง 100 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และไม่สูญเสียฤทธิ์ถึงแม้จะถูกแช่แข็ง อีกทั้ง

ทนต่อการถูกท าลายด้วยกรดและเอนไซม์ต่าง ๆ ในระบบทางเดินอาหาร สารพิษที่จะท าให้เกิดโทษ

กับผู้บริโภคได้นั้นต้องมีปริมาณไม่ต่ ากว่า 0.1-1.0 ไมโครกรัมต่อ 100 กรัมอาหาร ซึ่งปริมาณเชื้อ
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จะต้องมากถึง 106 เซลล์ต่อกรัมอาหาร แม้ว่าเชื้อจะสร้างเอนเทอโรทอกซินได้ แต่ถ้ามีเซลล์ปริมาณ

น้อยกว่า 105-108 เซลล์ต่อกรัมอาหาร ก็จะไม่เกิดอันตรายต่อผู้บริโภค อาหารที่มักพบ S. aureus 

ปนเปื้อนและเจริญได้ดี ได้แก่ เนื้อไก่ อาหารทะเล ขนมปังและผลิตภัณฑ์นม หากรับประทานอาหารที่

มีการปนเปื้อนเอนเทอโรทอกซินที่สร้างจาก S. aureus จะท าให้เกิดอาการคลื่นไส้ ปวดท้อง ท้องเดิน 

และเป็นตะคริว อาเจียนอย่างรุนแรง มักไม่มีอาการไข้ ปวดบิดในท้อง ถ่ายเป็นน้ า อุจจาระร่วง ปวด

ศีรษะ เหงื่อออก หนาวสั่น ในรายที่รุนแรงอาจช็อคหรือมีมูกและเลือดปนในอุจจาระ แต่ส่วนใหญ่

อาการจะหายเป็นปกติภายใน 1-3 วัน หลังจากขับถ่ายเอาเชื้อและสารพิษออกไปหมดแล้ว ถ้าเกิดใน

เด็กเล็กและผู้สูงอายุอาการอาจรุนแรงและอาจเสียชีวิตได้ ซึ่งมีรายงานการระบาดวิทยาของ  

S. aureus ที่เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษอยู่หลายรายงาน ในทวีปยุโรปมีรายงานการส ารวจและ

ควบคุมการเกิดโรคจากการติดเชื้อและสารพิษในอาหารขององค์การอนามัยโลก (World Health 

Organization) ใน ร ะห ว่ า งปี  ค .ศ . 1999-2000 พ บ ว่ า มี ส า เห ตุ ม า จ าก เชื้ อ ใน ก ลุ่ ม ข อ ง 

Staphylococcus มากกว่า 3700 ครั้ง (Fueyo et al., 2008) ในประเทศออสเตรเลียมีรายงานการ

ติดเชื้อ S. aureus ในผู้ป่วยระหว่างปี ค.ศ. 1990-2006 ซึ่งมีความถี่เพ่ิมมากขึ้นตามล าดับ (Nimmo 

and Coombs, 2008) ส าหรับประเทศไทยก็มีรายงานการระบาดเช่นเดียวกัน โดยข้อมูลสถานการณ์

โรคอาหารเป็นพิษในปี ค.ศ. 2014 พบว่าจากการตรวจเชื้อก่อโรคของผู้ป่วยโรคอาหารเป็นพิษ 

จ านวน 603 ราย คิดเป็นร้อยละ 0.45 ของผู้ป่วยทั้งหมด ในจ านวนนี้พบเชื้อ S. aureus ที่เป็นสาเหตุ

ในผู้ป่วยจ านวน 134 ราย คิดเป็นร้อยละ 22.22 (กรมควบคุมโรค, 2557) และในปี ค.ศ. 2015 พบ

ผู้ป่วยโรคอาหารเป็นพิษสาเหตุจาก S. aureus จ านวน 51 รายจากผู้ป่วย 750 ราย คิดเป็นร้อยละ 

6.8 

2.5 แนวทางการควบคุม Staphylococcus aureus 

  ตามข้อก าหนดของการควบคุมคุณภาพอาหารทางด้านจุลชีววิทยา ก าหนดไว้ว่าอาหารที่มี

สุขลักษณะที่ดี จะต้องตรวจไม่พบจุลินทรีย์ก่อโรครวมทั้ง S. aureus ด้วย (ส านักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา, 2556) ซึ่งในบทเพ่ิมเติมท้ายพระราชบัญญัติอาหารของ พ.ศ. 2552 มีข้อก าหนดให้

อาหารเกือบทุกประเภทจะต้องตรวจไม่พบเชื้อ S. aureus ในตัวอย่างอาหาร 0.1 กรัม หรือ 0.1 

มิลลิลิตรในกรณีของเครื่องดื่ม ด้วยเหตุนี้เองการควบคุม S. aureus จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง จากที่

กล่าวข้างต้นการปนเปื้อน S. aureus ในอุตสาหกรรมอาหารมักเกิดจากการปนเปื้อนโดยตรงกับ

ผลิตภัณฑ์สุดท้ายจากกระบวนการผลิตที่ไม่ถูกสุขลักษณะ หรืออาจเกิดการปนเปื้อนข้ามภายหลัง

กระบวนผลิตที่มีสาเหตุจากการปนเปื้อนนมดิบซึ่งเป็นวัตถุดิบหลักในสายการผลิตเดียวกัน โดยทั่วไป
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การปนเปื้อน S. aureus ในนมดิบมีสาเหตุมาจากโคนมที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ ดังนั้นจึงมีมาตรการ

การควบคุมโรคเต้านมอักเสบในโคนม ซึ่งการรักษาโรคนี้มักใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือลดปริมาณหรือก าจัด  

S. aureus เป็นหลัก แต่จากหลาย ๆ รายงานพบการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อนี้ การดื้อยาพบครั้งแรก

ต่ อ ย า เพ นิ ซิ ลิ น  (penicillin) ท า ให้ มี ก าร ใช้ เม ทิ ซิ ล ลิ น  (methicillin) ใน ก าร รั ก ษ าแท น 

(Vanderhaeghen et al., 2010) แต่อย่างไรก็ตาม S. aureus ก็เกิดการดื้อยาเมทิซิลลินท าให้มีการ

เปลี่ยนมาใช้ยาแวนโคมัยซิน (vancomycin) และเช่นเดียวกับยาเมทิซิลลิน พบว่าในปัจจุบัน  

S. aureus บางสายพันธุ์เกิดการดื้อต่อยาแวนโคมัยซินนี้  

  วิธีการในปัจจุบันส าหรับการควบคุมแบคทีเรียที่ปนเปื้อนในอุตสาหกรรมอาหาร ได้แก่ การ

บ าบัดด้วยสารเคมีและกายภาพ การบ าบัดด้วยสารเคมี เช่น ผลิตภัณฑ์คลอรีน  โอโซน และ น้ า

ออกซิไดซ์ที่ผ่านการแยกด้วยไฟฟ้า (electrolyzed oxidizing water) (Norhana et al., 2010) 

ส าหรับการบ าบัดทางกายภาพ เช่น การใช้ความร้อน ความดัน ไอน้ าหรือการสัมผัสกับแสงแบบพัลส์ 

(pulsed light) (Bremer et al., 2002; Hierro et al., 2012) กระบวนการผลิตนมหรือผลิตภัณฑ์

นมโดยทั่วไปมักจะอาศัยกระบวนการฆ่าเชื้อด้วยความร้อน โดยความร้อนที่ใช้จะต้องสามารถฆ่าเชื้อ

แบคทีเรียที่ก่อโรคได้ทั้งหมด และฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่อาจท าให้น้ านมเสียได้ แต่การใช้ความร้อนฆ่าเชื้อ

โรคอาจท าให้ธาตุอาหารในน้ านมมีการเปลี่ยนแปลง นอกจากนี้อาจพบสารต้านจุลชีพตกค้างในน้ านม 

ซึ่งไม่ถูกท าลายด้วยความร้อน (Arqués et al., 2005) กระบวนการฆ่าเชื้อในอุตสาหกรรมอีกวิธีที่

น่าสนใจคือ การใช้ความดัน ซึ่งจัดเป็นเทคโนโลยีที่ไม่ใช้ความร้อน (nonthermal processing) หรือ

อาจท าให้เกิดความร้อนขึ้นน้อยมาก ข้อดีของกระบวนการนี้ท าให้คุณภาพของอาหารเกิดการ

เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยและยังเป็นกระบวนการที่สามารถท าลายหรือยับยั้งจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดโรค

และอาหารเกิดการเสื่อมเสียได้ (Alzamora et al., 1998; Hoover et al., 1989) จากงานวิจัยของ 

Jofré และคณะ (2010) พบว่าการปนเปื้อนที่ระดับความหนาแน่นเริ่มต้นต่าง ๆ ของเชื้อ S. aureus 

จะลดลงและไม่สามารถตรวจสอบได้ เมื่อให้ความดันสูง 900 MPa นาน 5 นาที ซึ่งความดันที่ต่ ากว่า

อาจจะต้องใช้เวลาที่นานขึ้น แต่ทั้งนี้การใช้ความดันสูงส าหรับกระบวนการฆ่าเชื้อมีต้นทุนที่สูงจึงยังคง

เป็นอุปสรรค และเริ่มมีแนวคิดที่จะลดค่าใช้จ่ายในส่วนของการใช้แรงดันสูง โดยอาศัยความ

หลากหลายของเทคโนโลยีอ่ืน ๆ เพื่อการถนอมอาหารให้ได้ประสิทธิภาพและสามารถยับยั้งแบคทีเรีย

ก่อโรคได้ (Morgan et al., 2000)  

  จะเห็นได้ว่าทั้งการควบคุมทางกายภาพและวิธีทางเคมีมักจะส่งผลเสียซึ่งอาจท าให้เกิดสาร

ตกค้างหรือท าให้คุณภาพทางประสาทสัมผัสของอาหารเปลี่ยนแปลงไป (Gao et al., 2006) ความ
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ต้องการบริโภคนมและผลิตภัณฑ์นมที่เพ่ิมขึ้นและความคาดหวังของผู้บริโภคถึงคุณค่าทางโภชนาการ

รวมถึงความสดใหม่ของผลิตภัณฑ์เป็นตัวแปรส าคัญในการพัฒนากระบวนการหรือทางเลือกใหม่ ๆ 

โดยเมื่อเร็ว ๆ นี้ การใช้แบคเทอริโอฟาจ (bacteriophage) เพ่ือควบคุมแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรค

ได้รับความสนใจเป็นอย่างมากเนื่องจากเป็นวิธีการทางเลือกในการควบคุมการติดเชื้อและการ

ปนเปื้อนเชื้อโรคที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ (Hanlon, 2007) 

 

2.6 แบคเทอริโอฟาจ  

  แบคเทอริโอฟาจ หรือฟาจ (phage) เป็นกลุ่มของไวรัสที่ท าให้เกิดการติดเชื้อในแบคทีเรีย 

(bacterial virus) และอาร์เคีย (archaeal virus) ที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ แบคเทอริโอฟาจแต่ละ

ชนิดมีความจ าเพาะกับแบคทีเรียเพียงชนิดเดียว หรือจ าเพาะกับแบคทีเรียสองถึงสามชนิดเท่านั้น โดย

ความสัมพันธ์ระหว่างแบคเทอริโอฟาจกับโฮสต์ถูกน ามาใช้เป็นเครื่องมือส าหรับการศึกษาด้าน 

ชีวโมเลกุล เช่น กลไกการดื้อยาในแบคทีเรีย นอกจากนี้แบคเทอริโอฟาจ จัดเป็น obligate parasite 

สามารถเพ่ิมจ านวนของอนุภาคเฉพาะภายในเซลล์ของแบคทีเรียเท่านั้น เมื่อเร็ว ๆ นี้มีการให้ความ

สนใจในการบ าบัดด้วยแบคเทอริโอฟาจ (phage therapy) ซึ่งถูกน ามาใช้เป็นตัวช่วยในการรักษาโรค

ที่เกิดจากแบคทีเรีย 

  

2.6.1 ประวัติของแบคเทอริโอฟาจ  

  แบคเทอริโอฟาจถูกค้นพบครั้งแรกในปี 1896 โดย Ernest Hanbury Hankin ผู้ช านาญใน

วิชาบัคเตรี (bacteriologist) ชาวอังกฤษ พบสารต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial agent) ในแม่น้ า

ประเทศอินเดียที่สามารถท าลาย Vibrio cholerae แต่ยังไม่สามารถระบุได้ว่าสารต้านจุลินทรีย์นั้นคือ

สารประเภทใด (Hankin, 1896) และในปี  1915 Frederick William Twort นั กพยาธิวิทยา 

(pathologist) ชาวอังกฤษ พบลักษณะโคโลนีของ Staphylococcus ที่ท าการเพาะเลี้ยงมีการติดเชื้อ

และมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไป อีกทั้งยังแพร่ไปยังโคโลนีอ่ืน นอกจากนั้นสิ่งที่ท าให้เกิดการติดเชื้อนี้

สามารถผ่านการกรองละเอียดและท าให้เกิดการติดเชื้อครั้งต่อไปได้ จึงได้มีการตั้งสมมติฐานไว้อย่าง

หลากหลาย โดยคาดว่าสิ่งที่สามารถผ่านการกรองละเอียดได้นั้นคล้ายไวรัสที่ท าให้เกิดโรคในสัตว์ 

(animal viruses) และพืช (plant viruses) อย่ างไรก็ตามรายงานดั งกล่ าวถูกมองข้ามจาก

นักวิทยาศาสตร์ และไม่มีการศึกษาค้นคว้าต่อ จนกระทั่ งในปี ค.ศ. 1917 Félix d’Hérelle 
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นักวิทยาศาสตร์ชาวฝรั่งเศสเชื้อสายแคนาดา ได้ท าการวิจัยที่สถาบัน The Pasteur Institute of 

Paris ในกรุงปารีส (Paris) ประเทศฝรั่งเศส โดยน าตัวอย่างอุจจาระของผู้ป่วยโรคบิดมากรอง 

ของเหลวที่ได้จากการกรองถูกน ามาผสมกับอาหารที่มี Shigella dysenteriae หลังจากนั้นน าไปบ่ม

ข้ามคืน ซึ่งพบว่าอาหารที่เติมของเหลวที่ได้จากการกรอง มีลักษณะใสไม่มีการเจริญของเชื้อ ในขณะที่

อาหารที่มีแต่ S. dysenteriae เพียงอย่างเดียวมีลักษณะขุ่นกว่า จึงสรุปได้ว่าของเหลวที่ได้จากการ

กรองนี้ คือ ไวรัสของแบคทีเรีย (Adams, 1959) นอกจากนี้ Félix d’Hérelle ยังเป็นบุคคลแรกที่ได้

ใช้ค าว่า “แบคเทอริโอฟาจ (bacteriophages)” ในการเรียกไวรัสที่สามารถติดเชื้อเข้า (infect) 

แบคทีเรีย 

 

2.6.2 โครงสร้างของแบคเทอริโอฟาจ  

อนุภาคของแบคเทอริโอฟาจที่มีความสมบูรณ์และมีความสามารถในการติดเชื้อจะประกอบไปด้วย 

  กรดนิวคลีอิก (nucleic acid) ท าหน้าที่เป็นสารพันธุกรรม โครงสร้างของยีนทั้งหมดเรียกว่า

จีโนม (genome) ที่ประกอบขึ้นจากกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (deoxyribonucleic acid หรือ DNA) 

หรือกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid หรือ RNA) อย่างใดอย่างหนึ่ง  

  แคพซิด (capsid) เป็นโปรตีนเปลือกชั้นนอกของอนุภาคแบคเทอริโอฟาจที่ห่อหุ้มจีโนม 

ประกอบขึ้นจากโปรตีนสายย่อย เรียกว่า แคพโซเมอร์ (capsomer) โดยแคพโซเมอร์จะมีการสร้าง

พันธะโควาเลนต์ระหว่างกัน ท าให้เกิดโครงสร้างแคพซิดที่แข็งแรงมากและทนต่อสภาวะต่าง ๆ ได้ 

เช่น ความเป็นกรด-ด่างสูง ดังนั้นหน้าที่หลักของแคพซิดคือท าหน้าที่ป้องกันจีโนมไม่ให้ถูกท าลายจาก

สภาวะต่าง ๆ ของสิ่งแวดล้อม  

  เยื่อหุ้ม (envelope) ในแบคเทอริโอฟาจบางชนิดจะมีเยื่อหุ้มซึ่งมีลักษณะเป็นไลโปโปรตีน 

(lipoprotein) ที่ประกอบด้วยไขมันและโปรตีน เยื่อหุ้มไวรัสนี้ได้มาจากเยื่อหุ้มผนังเซลล์ของโฮสต์ 

เยื่อหุ้มของแบคเทอริโอฟาจบางชนิดอาจมีก้านโปรตีน (spike) ยื่นออกไปรอบ ๆ ซึ่งก้านโปรตีนพวกนี้

มีสมบัติในการจับตัวอย่างจ าเพาะกับโฮสต์เซลล์ โดยไวรัสที่มีเยื่อหุ้ม เรียกว่า enveloped virus และ

ไวรัสที่ไม่มีเยื่อหุ้ม เรียกว่า naked virus หรือ non-enveloped virus    

  โป รตี น อ งค์ ป ระก อบ  ( internal proteins) เป็ น โป รตี น ที่ พ บ อยู่ ภ าย ใน อนุ ภ าค 

แบคเทอริโอฟาจ มักเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่เป็นโครงสร้าง (structural protein) เช่น core protein 

ที่ท าหน้าที่ในการบรรจุจีโนมของแบคเทอริโอฟาจไว้ภายในหรือเอนไซม์พิเศษที่ไวรัสจ าเป็นต้องใช้ใน



  17 

การเพ่ิมจ านวนแต่ไม่มีในโฮสต์เซลล์ เช่น RNA-dependent RNA polymerase หรือ reverse 

transcriptase เป็นต้น 

 

2.6.3 การจัดจ าแนกแบคเทอริโอฟาจ 

  การจัดจ าแนกแบคเทอริโอฟาจตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันมีด้วยกันหลากหลายวิธี ซึ่งแต่ละวิธีมี

ข้อก าหนด และกฎเกณฑ์ท่ีแตกต่างกันออกไป ตัวอย่างเช่น  

  การจัดจ าแนกไวรัสตามวิธีของ Holmes (1948) ซึ่งแบ่งไวรัสตามความจ าเพาะของโฮสต์

เซลล์ โดยออกเป็น 1 order คือ Virales ประกอบด้วยสมาชิก 3 กลุ่ม คือ Phaginae (จ าเพาะต่อ

แบคทีเรีย), Phytophaginae (จ าเพาะต่อพืช) และ Zoophaginaen (จ าเพาะต่อสัตว์)  

  การจัดจ าแนกแบคเทอริโอฟาจตามวิธีของ Baltimore (1971) ซึ่งแบ่งไวรัสตามวิธีการ

สังเคราะห์อาร์เอ็นเอน ารหัสของไวรัส (messenger RNA: mRNA) ส าหรับการแปลรหัสไปเป็นโปรตีน 

(translation) เพ่ือใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคฟาจในโฮสต์เซลล์ โดยแบ่งไวรัสเป็น 7 กลุ่ม (รูปที่ 1) 

ได้แก่  

  กลุ่ม I ดีเอ็นเอสายคู่ (double-stranded DNA: dsDNA)  

  กลุ่ม II ดีเอ็นเอสายบวกเดี่ยว (single-stranded DNA (+): ssDNA(+))  

  กลุ่ม III อาร์เอ็นเอสายคู่ (double-stranded RNA: dsRNA)  

  กลุ่ม IV อาร์เอเอ็นสายบวกเดี่ยว (single-stranded RNA (+): ssRNA(+))  

  กลุ่ม V อาร์เอเอ็นเอสายลบเดี่ยว (single-stranded RNA (-): ssRNA(-))  

  กลุ่ม VI อาร์เอเอ็นเอสายบวกเดี่ยวที่มีล าดับเบสตรงข้ามกัน (single-stranded RNA (+)   

   reverse: ssRNA (+) reverse)  

  กลุ่ม VII ดีเอ็นเอสายคู่ท่ีมีล าดับเบสตรงข้ามกัน (double-stranded DNA reverse: dsDNA   

   reverse) 
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   รูปที่ 1 การจัดจ าแนกแบคเทอริโอฟาจตามวิธีของ Baltimore (1971)  

     (https://viralzone.expasy.org/254) 
 

  การจัดจ าแนกแบคเทอริโอฟาจตามวิธีของ Bradley (1967) ซึ่งอาศัยลักษณะรูปร่างของ 

แบคเทอริโอฟาจจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน และชนิดของกรดนิวคลีอิก โดยแบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม 

(รูปที่ 2) ได้แก่  

  กลุ่ม A ส่วนหัวมีลักษณะรูปร่างเป็นรูปหกเหลี่ยม (hexagonal) มีส่วนหาง (tail) ที่มีชีทที่ยืด

หดได้ห่อหุ้ม (contractile sheath) และเป็นแท่งตรง ส่วนใหญ่พบรยางค์ (appendage) เช่น ใยหาง 

(tail fiber) เป็นโครงสร้างส่วนปลายสุด มีกรดนิวคลีอิกเป็นดีเอ็นเอสายคู่   

  กลุ่ม B ส่วนหัวมีลักษณะเป็นรูปหกเหลี่ยม มีส่วนหางที่ไม่มีชีทห่อหุ้ม แต่มีความยาวมากกว่า

เส้นผ่านศูนย์กลางของส่วนหัวมาก อาจมีหรือไม่มีรยางค์ก็ได้ มีกรดนิวคลีอิกเป็นดีเอ็นเอสายคู่  

  กลุ่ มC ส่ วนหั วมีลักษณะเป็นรูปหกเหลี่ ยม  มีส่วนหางที่ มีความยาวสั้นกว่าขนาด

เส้นผ่าศูนย์กลางของส่วนหัวมากและไม่มีชีทห่อหุ้ม จึงไม่สามารถหดตัวได้ อาจมีหรือไม่มีรยางค์ มี

กรดนิวคลีอิกเป็นดีเอ็นเอสายคู่  

  กลุ่ม D ส่วนหัวมีลักษณะเป็นรูปหกเหลี่ยมซึ่งมีปุ่ม (knob) หรือแคพโซเมอร์ขนาดใหญ่อยู่บน

มุมของแคพซิด (capsid) ไม่มีส่วนหาง มีกรดนิวคลีอิกเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว  

  กลุ่ม E ส่วนหัวมีลักษณะเป็นรูปหกเหลี่ยมมีแคพซิดห่อหุ้ม มีกรดนิวคลีอิกเป็นอาร์เอ็นเอสาย

เดี่ยว  

  กลุ่ม F ลักษณะรูปร่างเป็นสายยาวมีความยืดหยุ่น มีกรดนิวคลีอิกเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว  
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  กลุ่ม G ซึ่งมีรูปร่างไม่แน่นอน มีเปลือกห่อหุ้ม (envelope) แต่ไม่พบส่วนของแคพซิด มีกรด

นิวคลีอิกเป็นดีเอ็นเอสายคู่  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

    

 

       รูปที ่2 การจัดจ าแนกแบคเทอริโอฟาจตามวิธีของ Bradley (1967)  

     (https://www.semanticscholar.org) 

 

  นอกจากวิธีการจัดจ าแนกแบคเทอริโอฟาจที่กล่าวมาข้างต้นแล้วยังมีวิธีการจัดจ าแนกวิธีอ่ืน 

ๆ อีก แต่ละวิธีก็มีเกณฑ์ในการจัดจ าแนกที่แตกต่างกันออกไป ดังนั้นจึงได้มีการจัดตั้งหน่วยงานซึ่งท า

หน้าที่จัดจ าแนก ไวรัสรวมถึงแบคเทอริโอฟาจขึ้นเรียกว่า คณะกรรมการสากลว่าด้วยการจัด

อนุ กรมวิธานของไวรัส  (International Committee for Taxonomy of Viruses หรือ  ICTV) 

เพ่ือให้เป็นไปในทิศทางเดียวกัน โดยก าหนดรูปแบบการตั้งชื่อไวรัสซึ่งให้ใช้ภาษาละติน ( latin) หรือ

ภาษากรีก (greek) ลงท้ายชื่อ เช่น     

 Order (-virales)  

    Family (-viridae)  

     Subfamily (-virinae)   

      Genus (-virus)  
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  คณะกรรมการสากลว่าด้วยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส แบ่งไวรัสทั้งหมดออกเป็น 10 

Order 134 Families (ข้อมูล ณ วันที่ 12 พฤษภาคม ค.ศ. 2018) ซึ่งแบคเทอริโอฟาจถูกจัดอยู่ใน 

22 families ดังตารางที่ 4 อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ประเภทของกรดนิวคลีอิกและการมี

หรือไม่มีชั้นไขมันห่อหุ้มเป็นเกณฑ์ส าหรับการจ าแนกไวรัส ดังแสดงในรูปที่ 3 จากการศึกษาเกี่ยวกับ

แบคเทอริโอฟาจที่ผ่านมาซึ่งมีรายงานการค้นพบแบคเทอริโอฟาจที่ถูกตีพิมพ์มากกว่า 4500 รายการ 

โดยพบว่าร้อยละ 96 จากฟาจที่ สามารถติด เชื้ อแบคที เรียและอาร์ เคียได้ทั้ งหมดมักเป็น  

แบคเทอริโอฟาจที่มีหาง (tailed phage) ซึ่งจัดอยู่ ใน Order Caudovirales (Fauquet et al., 

2005) และแบ่งออกเป็นอีก 3 Family คือ Myoviridae, Siphoviridae และ Podoviridae จาก

รายงานมีแบคเทอริโอฟาจที่ถูกจัดอยู่ ใน Family Siphoviridae ถึงร้อยละ 61.7 รองลงมาคือ 

Myoviridae ร้อยละ 24.5 และ Podoviridae ร้อยละ 13.9 (Ackermann, 1998)  

  Family Siphoviridae เป็นแบคเทอริโอฟาจที่มีส่วนหัวเป็นรูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียงแบบ

สมมาตรมี 12 มุม (icosahedral symmetry) มีแคพซิดหุ้มจีโนมซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายคู่ ไม่มีเปลือกหุ้ม 

(non-enveloped) ส่วนหางมีลักษณะยาวและไม่สามารถยืดหดได้ (long noncontractile tail)  

  Family Myoviridae เป็นแบคเทอริโอฟาจที่มีส่วนหัวเป็นรูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียงแบบ

สมมาตรมี 12 มุม (icosahedral symmetry) มีแคพซิดหุ้มจีโนมซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายคู่ ไม่มีเปลือกหุ้ม 

(non-enveloped) ส่วนหางมีลักษณะยาวและสามารถยืดหดได้ (long contractile tail)  

 Family Podoviridae เป็นแบคเทอริโอฟาจที่มีส่วนหัวเป็นรูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียงแบบ

สมมาตรมี 12 มุม (icosahedral symmetry) มีแคพซิดหุ้มจีโนมซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายคู่ ไม่มีเปลือกหุ้ม 

(non-enveloped) ส่วนหางมีลักษณะสั้นและไม่สามารถยืดหดได้ (short noncontractile tail)  
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ตารางท่ี 4 การจัดหมวดหมู่แบคเทอเทอริโอฟาจที่สามารถติดเชื้อในแบคทีเรียและอาร์เคียตามเกณฑ์

การจัดจ าแนกของคณะกรรมการสากลว่าด้วยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส (ICTV)  

Order Family ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จีโนม โฮสต์ 

Ca
ud

ov
ira

le
s 

Myoviridae non-enveloped, contractile tail Linear 
dsDNA 

แบคทีเรีย, 
อาร์เคีย 

Siphoviridae non-enveloped, noncontractile tail 
(ยาว) 

Linear 
dsDNA 

แบคทีเรีย, 
อาร์เคีย 

Podoviridae non-enveloped, noncontractile tail 
(สั้น) 

Linear 
dsDNA 

แบคทีเรีย, 
อาร์เคีย 

Lig
am

en
vir

al
es

 Lipothrixviridae enveloped, รูปแท่ง (rod-shaped) Linear 
dsDNA 

อาร์เคีย 

Rudiviridae non-enveloped, รูปแท่ง Linear 
dsDNA 

อาร์เคีย 

Un
as

sig
ne

d 

Ampullaviridae enveloped, รูปขวด (bottle-shaped) Linear 
dsDNA 

อาร์เคีย 

Bicaudaviridae non-enveloped, รูปผลมะนาว 
(lemon-shaped) 

Circular 
dsDNA 

อาร์เคีย 

Clavaviridae non-enveloped, รูปแท่ง Circular 
dsDNA 

อาร์เคีย 

Corticoviridae non-enveloped, รูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียง
แบบสมมาตรมี 12 มุม (icosahedral) 

Circular 
dsDNA 

แบคทีเรีย, 
อาร์เคีย 

Cystoviridae enveloped, ทรงกลม (spherical) Segmente
d dsRNA 

แบคทีเรีย 

Fuselloviridae non-enveloped, รูปผลมะนาว Circular 
dsDNA 

อาร์เคีย 

Globuloviridae enveloped, ทรงกลม Linear 
dsDNA 

อาร์เคีย 

Guttavirus non-enveloped, รูปทรงไข่ (ovoid) Circular 
dsDNA 

อาร์เคีย 
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ตารางที่ 4 (ต่อ)  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Order Family ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จีโนม โฮสต์ 

Un
as

sig
ne

d 

Tectiviridae non-enveloped, รูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียง
แบบสมมาตรมี 12 มุม (icosahedral) 

Linear 
dsDNA 

แบคทีเรีย, 
อาร์เคีย 

Pleolipoviridae   enveloped, รูปร่างไม่แน่นอน 
(pleomorphic) 

Circular 
ssDNA 

อาร์เคีย 

Plasmaviridae enveloped, รูปร่างไม่แน่นอน 
(pleomorphic) 

Circular 
dsDNA 

แบคทีเรีย 

Spiraviridae non enveloped, รูปร่างเป็นทรงกระบอก
กลวง (hollow cylindrical) 

Circular 
ssDNA 

อาร์เคีย 

Turriviridae non enveloped, รูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียง
แบบสมมาตรมี 12 มุม (icosahedral) 

Linear 
dsDNA 

แบคทีเรีย, 
อาร์เคีย 

Sphaerolipovirid
ae 

non enveloped, รูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียง
แบบสมมาตรมี 12 มุม (icosahedral) 

Linear 
dsDNA 

แบคทีเรีย, 
อาร์เคีย 

Microviridae non-enveloped, รูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียง
แบบสมมาตรมี 12 มุม (icosahedral) 

Circular 
ssDNA 

แบคทีเรีย 

Inoviridae non-enveloped, มีลักษณะเป็นเส้น
(filamentous) 

Circular 
ssDNA 

แบคทีเรีย 

Leviviridae non-enveloped, ทรงกลม Linear 
ssRNA 

แบคทีเรีย 
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   รูปที่ 3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอฟาจในวงศ์ต่าง ๆ   

   (https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0966842X14000419-gr1.jpg) 

 
  อย่างไรก็ตามข้อมูลต่าง ๆ เกี่ยวกับแบคเทอริโอฟาจที่ได้น าเสนอในที่นี้เป็นข้อมูลการจัด

จ าแนก ณ ปัจจุบัน แต่เนื่องจากนักวิจัยหันมาให้ความสนใจกับแบคเทอริโอฟาจกันมากขึ้นท าให้ใน 

ทุก ๆ ปีมีการค้นพบแบคเทอริโอฟาจชนิดใหม่ ๆ ซึ่งยังไม่ถูกศึกษา และมีการคาดการณ์ว่าในอนาคต

จะมีแบคเทอริโอฟาจถูกค้นพบอีกมาก จึงอาจท าให้มีการจัดจ าแนกโดยวิธีที่แตกต่างจากที่บรรยายไว้

ในรายงานฉบับนี้ได ้  

 

2.6.4 วงจรชีวิตของแบคเทอริโอฟาจ  

  วงจรชีวิตของแบคเทอริโอฟาจ แบ่งออกเป็น 2 วงจร คือ วงจรชีวิตแบบไลติค ( lytic cycle) 

และวงจรชีวิตแบบไลโสเจนิค (lysogenic cycle) ดังแสดงในรูปที่ 4  

  วงจรชีวิตแบบไลติค (lytic cycle) แบคเทอริโอฟาจที่เพ่ิมจ านวนด้วยวิธีนี้ เรียกว่า ไลติคหรือ

ไวรูเรนต์ฟาจ (lytic หรือ virulent phage) ซึ่งการเพ่ิมจ านวนแบคเทอริโอฟาจในวงจรนี้จะอาศัย

องค์ประกอบหรือเมแทบอลิซึมในโฮสต์เซลล์ส าหรับการสังเคราะห์แบคเทอริโอฟาจรุ่นใหม่และท าให้

โฮสต์เซลล์แตกออกเพ่ือปล่อยแบคเทอริโอฟาจรุ่นใหม่ออกมา โดยสามารถแบ่งขั้นตอนหลัก ๆ ใน
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วงจรชีวิตแบบไลติคได้  5 ขั้นตอน เริ่มจากการยึดเกาะของแบคเทอริโอฟาจบนโฮสต์ เซลล์ 

(adsorption) แบคเทอริโอฟาจจะเจอกับโฮสต์เซลล์โดยการชนแบบสุ่ม (Elbreki et al., 2014) การ

ยึดเกาะของแบคเทอริโอฟาจบนโฮสต์ เซลล์จะอาศัยความจ าเพาะระหว่างต าแหน่งยึดเกาะ  

(attachment site) ของแบคเทอริโอฟาจ กับต าแหน่งรีเซพเตอร์ (receptor site) บนโฮสต์เซลล์ ซึ่ง

อาจเป็นลิโพโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide) กรดไทโคอิก (teichoic acid) พอริน (porin) 

พิไล (pili) หรือเเฟลกเจลลา (flagella) เป็นต้น การยึดเกาะของแบคเทอริโอฟาจกับโฮสต์เซลล์จะถูก

ก าหนดโดยรีเซพเตอร์ ดังนั้นจึงเป็นขั้นตอนที่มีความจ าเพาะสูง (Rakhuba et al., 2010) ซึ่ง 

แบคเทอริโอฟาจส่วนใหญ่มีช่วงโฮสต์ที่แคบและอาจติดเชื้อแบคทีเรียหนึ่งหรือสองสปีชีส์เท่านั้น  

หลังจากแบคเทอริโอฟาจยึดเกาะกับโฮสต์เซลล์แล้ว แบคเทอริโอฟาจจะฉีด ( inject) จีโนมเข้าไปใน 

ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของโฮสต์เซลล์ (penetration) ส่วนของแคพซิดและองค์ประกอบอ่ืน ๆ 

ยังคงอยู่ภายนอกโฮสต์เซลล์ จากนั้นจะเริ่มการสังเคราะห์กรดนิวคลี อิกและโครงสร้างของ 

แบคเทอริโอฟาจ (biosynthesis) ในช่วงแรกหลังจากแบคเทอริโอฟาจปล่อยจีโนมเข้าโฮสต์เซลล์ การ

สังเคราะห์ดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ และโปรตีนของโฮสต์เซลล์จะหยุดชะงักลงทั้งหมดและเริ่มมีก าร

สังเคราะห์อาร์เอ็นเอน ารหัสที่สร้างขึ้นในช่วงแรก (early mRNA) ของไวรัส ซึ่งจะสร้างเอนไซม์ 

ดี เอ็น เอส  (DNase) ที่ ท าหน้ าที่ ย่ อยสลายดี เอ็น เอของโฮสต์ เซลล์  ในขณ ะที่ ดี เอ็น เอของ 

แบคเทอริโอฟาจจะมีวิธีป้องกันการย่อยสลายของเอนไซม์ดีเอ็นเอสโดยดัดแปลงองค์ประกอบของเบส

ไซโตซีน (cytosine) เป็นไฮดรอกซีเมททิลไซโตซีน (5-hydroxymethyl cytosine) นอกจากนี้ 

อาร์เอ็นเอน ารหัสที่สร้างขึ้นในช่วงแรกจะถูกแปลรหัสเป็นเอนไซม์และโปรตีนที่จ าเป็นส าหรับท าให้

เกิดการติดเชื้อในโฮสต์เซลล์ ส่วนอาร์เอ็นเอน ารหัสที่สร้างขึ้นในช่วงหลัง ( late mRNA) จะถูกแปล

รหัสเป็นโปรตีนโครงสร้างของแบคเทอริโอฟาจ เช่น แคพซิดหรือหาง เป็นต้น หรือแปลรหัสเป็น

โปรตีนส าหรับใช้ในขั้นตอนการแตกสลายของโฮสต์เซลล์เพ่ือปลดปล่อยอนุภาคแบคเทอริโอฟาจรุ่น

ใหม่ออกมา ขั้นตอนต่อไปเป็นการประกอบตัวของแบคเทอริโอฟาจ (assembly) ขั้นตอนนี้โปรตีนที่

เป็นโครงสร้างของอนุภาคแบคเทอริโอฟาจ เกิดการประกอบตัวเข้าด้วยกัน โดยส่วนของกรดนิวคลีอิก

จะถูกบรรจุเข้าไปในแคพซิดที่สร้างขึ้น จากนั้นส่วนของแคพซิดจะเชื่อมต่อกับชีทห่อหุ้มและส่วนหาง 

แล้วประกอบกันเป็นอนุภาคแบคเทอริโอฟาจที่สมบูรณ์ (progeny) และขั้นตอนสุดท้ายคือการ

ปลดปล่อยอนุภาคแบคเทอริโอฟาจออกมาจากโฮสต์เซลล์ (lysis) ในขั้นตอนนี้อาศัยการท างานร่วมกัน

ของแบคเทอริโอฟาจโปรตีน 2 ชนิด คือ โฮลิน (holin) และเอนโดไลซิน (endolysin) กลไกการ

ท าลายผนังเซลล์ในระยะแรกเป็นการสะสมโฮลิน โดยหน่วยย่อยของโฮลิน (holin monomer) จะ
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สอดแทรกเข้าไปในเยื่อหุ้มชั้นใน (inner membrane) ของโฮสต์เซลล์ และประกอบเป็นโฮลิน 

โอลิโกเมอร์ (holin oligomers) ท าให้เกิดรูบริเวณเยื่อหุ้มชั้นใน แต่ระหว่างที่มีการสะสมโฮลิน  

แบคเทอริโอฟาจจะสร้างตัวยับยั้งโฮลิน (antiholin inhibitor) ร่วมด้วยเพ่ือยับยั้งการท างานของโฮ

ลินจนกว่าจะสะสมได้ความเข้มข้นมากพอ เมื่อเกิดเปลี่ยนแปลงของไอออนไฟฟ้า (depolarization) 

ส่งผลให้เอนโดไลซินจากไซโตพลาสซึมย้ายผ่านเยื่อหุ้มชั้นในเข้าไปท าลายชั้นเปบทิโดไกลแคน 

(peptidoglycan) ของผนังเซลล์ท าให้โฮสต์เซลล์แตกออก แบคเทอริโอฟาจรุ่นใหม่จึงถูกปลดปล่อย

ออกมา (Young, 2014)  

  วงจรชีวิตแบบไลโสเจนิค (lysogenic cycle) แบคเทอริโอฟาจที่เพ่ิมจ านวนด้วยวิธีนี้ เรียกว่า 

เทมเพอเรตฟาจ (temperate phage) ซึ่งวงจรชีวิตแบบไลโสเจนิคจะแตกต่างกับวงจรชีวิตแบบไลติค 

โดยจะไม่มีการสร้างแบคเทอริโอฟาจรุ่นใหม่ เนื่องจากจีโนมของแบคเทอริโอฟาจจะสอดแทรก 

(integrate) กับ โครโมโซมของโฮสต์ เซลล์ โดยเกิดจากการรวมตัวกัน ใหม่ของยีน  ( genetic 

recombination) ซึ่งอาศัยเอนไซม์อินทีเกรส (integrase enzyme) เรียกแบคเทอริโอฟาจระยะนี้ว่า 

โปรฟาจ (prophage) ซึ่งเมื่อโครโมโซมของแบคทีเรียแบ่งตัว โปรฟาจก็จะแบ่งตัวไปพร้อมกัน ส่งผล

ให้แบคทีเรียเซลล์ใหม่ที่เกิดขึ้นก็จะมีโปรฟาจแฝงอยู่ด้วย นอกจากนี้ก็ยังมีโปรฟาจที่จีโนมไม่ได้

สอดแทรกกับโครโมโซมของแบคทีเรีย แต่อยู่เป็นอิสระในไซโตพลาสซึม การอยู่ร่วมกันระหว่างโฮสต์

และเทมเพอเรตฟาจ สามารถท าให้เกิดวิวัฒนาการร่วม (coevolution) ซึ่งปรากฏการณ์นี้ท าให้เกิด

การเปลี่ยนแปลงกับโฮสต์ได้มากมาย ทั้งการเกิดการวิวัฒนาการการดื้อยาปฎิชีวนะของแบคทีเรียหรือ

เกิดการเปลี่ยนแปลงจากแบคทีเรียที่ไม่ก่อโรค (nonpathogenic strain) เป็นแบคทีเรียที่ก่อโรค 

(virulent strain) (Abedon, 2008)   

  จากความรู้เกี่ยวกับวงจรชีวิตของแบคเทอริโอฟาจจึงสามารถสรุปได้ว่าฟาจที่มีวงจรชีวิตแบบ 

ไลโสเจนิค ไม่เหมาะสมในการน ามาประยุกต์ใช้ในเชิงของการบ าบัด มีเพียงไลติคฟาจเท่านั้นที่

เหมาะสมส าหรับการประยุกต์ใช้ในการควบคุมทางชีวภาพและนี่อาจเป็นหนึ่งในวิธีการที่ใช้ท าลาย

แบคทีเรียก่อโรคที่มีความปลอดภัยมากที่สุด (Sillankorva et al., 2012)  
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   รูปที่ 4 วงจรชีวิตของแบคเทอริโอฟาจ (Elbreki et al., 2014)  

 

2.7 แนวทางการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจส าหรับเป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ  

  ในปัจจุบันการใช้สารเคมี และ/หรือ ยาปฎิชีวนะ ส าหรับควบคุมแบคทีเรียก่อโรคนั้นมักท าให้

เกิดผลกระทบเชิงลบทั้งก่อให้เกิดการดื้อต่อยาปฏิชีวนะเป็นผลให้แบคทีเรียก่อโรคเกิดการกลายพันธุ์ 

ก่อให้เกิดปัญหาในด้านความปลอดภัยของผู้บริโภค และส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมอันเนื่องมาจาก

การตกค้างของสารเคมีในผลิตภัณฑ์ ดังนั้นการใช้แบคเทอริโอฟาจในการควบคุมแบคทีเรียก่อโรคจึง

ถือเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ไม่ส่งผลกระทบเชิงลบต่อผลิตภัณฑ์ ผู้บริโภค หรือสิ่งแวดล้อม ซึ่งมีงานวิจัย

หลายงานวิจัยที่ศึกษาการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจในการควบคุม S. aureus ในนมและผลิตภัณฑ์

นม โดยงานวิจัยเหล่านี้แสดงให้เห็นถึงแนวโน้มความเป็นไปได้ในการใช้แบคเทอริโอฟาจเพ่ือเป็นตัว

ควบคุมทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพส าหรับก าจัดหรือลดปริมาณแบคทีเรียก่อโรคในนมและผลิตภัณฑ์

นม ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Garcia และคณะ (2007)  ศึกษาความสามารถของการใช้ไวรูเรนต์ 

แบคเทอริโอฟาจผสม φ88 และ φ55 เปรียบเทียบการใช้เทมเพอเรตแบคเทอริโอฟาจผสม φH8 

และ φA72 ส าหรับการควบคุม S. aureus Sa9 ในผลิตภัณฑ์นมยูเอชทีครบส่วน (ultrahigh 

temperature whole milk) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายในระยะเวลา 8 ชั่วโมง โดยการติด

เชื้อ S. aureus Sa9 ให้ได้อัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ (MOI) เท่ากับ 100 จากผล

การทดลองพบว่าการใช้เทมเพอเรตแบคเทอริโอฟาจผสม φH8 และ φA72 สามารถลดปริมาณ  

S. aureus Sa9 ได้ 3.5 log unit เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ภายในระยะเวลา 8 ชั่วโมง ในขณะ
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ที่ไวรูเรนต์แบคเทอริโอฟาจผสม φ88 และ φ55 สามารถลดปริมาณ S. aureus Sa9 จนไม่สามารถ

ตรวจสอบได้ ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 2 ของการทดลอง นอกจากนี้ยังไม่พบการกลับมาเจริญซ้ าของ S. aureus 

Sa9 ภายในระยะเวลา 8 ชั่วโมง ซึ่งอาจเนื่องมาจากแบคเทอริโอฟาจอาศัยการแพร่แบบไม่ใช้พลังงาน 

จึงอาจเป็นไปได้ว่าอาหารที่มีลักษณะเหลวหรือมีปริมาณน้ าอิสระสูง ๆ (water activity) จะท าให้ 

แบคเทอริโอฟาจสามารถเคลื่อนที่ได้อย่างอิสระภายในอาหารจึงอาจช่วยป้องกันการปนเปื้อนซ้ า 

ถึงแม้องค์ประกอบในนมอาจส่งผลต่อการยึดเกาะของแบคเทอริโอฟาจกับโฮสต์เซลล์ แต่การใช้

อัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์ เซลล์ที่ สู งจะเป็นการเพ่ิมโอกาสการยึดเกาะของ 

แบคเทอริโอฟาจได้ อีกประการหนึ่ ง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงแสดงให้ เห็นว่าสามารถประยุกต์ใช้  

แบคเทอริโอฟาจส าหรับการควบคุมแบคทีเรียก่อโรคในนมและผลิตภัณฑ์นมได้  

  นอกจากการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจโดยตรง (whole phage) ส าหรับเป็นตัวควบคุม

ทางชีวภาพแล้ว ยังมีการประยุกต์ใช้ผลิตภัณฑ์ท่ีผลิตได้จากแบคเทอริโอฟาจที่มีฤทธิ์ในการต้านจุลชีพ 

เช่น เอนไซม์เอนโดไลซิน (Endolysin) ในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรีย เพ่ือทดแทนยาปฏิชีวนะ 

ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Fan และคณะ (2016)   ศึกษาประสิทธิภาพการใช้รีคอมบิแนนท์ 

เอนโดไลซิน (recombinant endolysin) trx-SA1 จากแบคเทอริโอฟาจ IME-SA1 เพ่ือเป็นแนวทาง

ในการควบคุม S. aureus ซึ่งเป็นสาเหตุการเกิดโรคเต้านมอักเสบในโคนม โดยงานวิจัยนี้ออกแบบ

และสร้างรีคอมบิแนนท์เอนโดไลซินเพ่ือน าไปทดลองรักษาโคนมที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดง

อาการ โดยการฉีดรีคอมบิแนนท์เอนโดไลซินเข้าสู่เต้านมโควันละครั้งเป็นระยะเวลา 3 วัน และ

ติดตามผลของการรักษาทุก ๆ วันจากการวัดปริมาณเซลล์เม็ดเลือดขาว (somatic cell) จากนมโค 

ควบคู่กับติดตามความหนาแน่นของ S. aureus ด้วยการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง (brain heart 

infusion agar) ซึ่งความหนาแน่นของ S. aureus ในเต้านมจะแปรผันตรงกับปริมาณเซลล์เม็ดเลือด

ขาว จากผลการทดลองพบว่าปริมาณเซลล์เม็ดเลือดขาวลดลงภายใน 3 วัน สอดคล้องกับความ

หนาแน่นของ S. aureus ที่ลดลง จึงสามารถสรุปได้ว่า รีคอมบิแนนท์เอนโดไลซิน trx-SA1 มี

ประสิทธิภาพในการรักษาโรคเต้านมอักเสบ นอกจากผลิตภัณฑ์ที่ผลิตได้จากแบคเทอริโอฟาจที่มีฤทธิ์

ในการต้านจุลชีพ อย่างเช่น เอนโดไลซิน จะสามารถน ามาเป็นแนวทางในการรักษาโรคได้แล้ว  

เอนโดไลซินก็อาจสามารถน ามาประยุกต์ใช้ร่วมกับสารเคมี หรือสารที่สังเคราะห์ขึ้นเพ่ือเสริม

ประสิทธิภาพในการเป็นตัวควบคุมชีวภาพได้อีกประการหนึ่ง ดังเช่น งานวิจัยของ Chang และคณะ 

(2017) ศึกษาประสิทธิภาพการใช้รีคอมบิแนนท์เอนโดไลซิน LysSA97 ร่วมกับ carvacrol ซึ่งเป็น

สารหอมระเหย ส าหรับการควบคุม S. aureus ในตัวอย่างนมขาดมันเนย นมครบส่วนและตัวอย่าง
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เนื้อโค ซึ่งงานวิจัยนี้ออกแบบและสร้างรีคอมบิแนนท์เอนโดไลซินจากแบคเทอริโอฟาจ SA97 เพ่ือ

น ามาใช้ในประเมินฤทธิ์การต้านจุลินทรีย์ในอาหาร โดยทุกตัวอย่างจะน ามาปลูกถ่าย S. aureus 

RN4420 ให้ได้ความหนาแน่นสุดท้าย 105 CFU/มิลลิลิตร หลังจากนั้นแบ่งแต่ละตัวอย่างออกเป็น 3 

กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ผสม LysSA97 ความเข้มข้น 1.88 ไมโครโมลาร์ ส าหรับตัวอย่างนม และ 18.88 ไมโคร

โมลาร์ ส าหรับตัวอย่างเนื้อโค กลุ่มที่ 2 ผสม carvacrol ความเข้มข้น 6.66 มิลลิโมลาร์ และกลุ่มที่ 3 

ผสมทั้ง LysSA97 ความเข้มข้น 1.88 ไมโครโมลาร์ และ carvacrol ความเข้มข้น 6.66 มิลลิโมลาร์ 

หลังจากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องและเก็บตัวอย่างทุก ๆ ชั่วโมง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากผลการ

ทดลองพบว่าในนมขาดมันเนยที่มีการบ าบัดด้วย LysSA97 หรือ carvacrol เพียงอย่างเดียวสามารถ

ลดปริมาณ S. aureus ได้น้อยกว่า 2 log CFU/มิลลิลิตร ในเวลา 3 ชั่วโมง แต่จ านวน S. aureus 

ลดลงจนน้อยกว่าขีดจ ากัดของการตรวจวัด เมื่อบ าบัดด้วย LysSA97 ร่วมกับ carvacrol ในเวลา 3 

ชั่วโมง ในขณะที่การบ าบัดด้วย LysSA97 ร่วมกับ carvacrol ในเนื้อโค สามารถลด S. aureus ได้ 

2.1 log CFU/ตารางเซนติเมตร ภายใน 3 ชั่วโมง แต่ไม่พบการออกฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์แบบเสริมกัน

เมื่อใช้  LysSA97 ร่วมกับ carvacrol ในตัวอย่างนมครบส่วน อาจเนื่ องมาจากไขมันซึ่ งเป็น

องค์ประกอบหลักของนมครบส่วนไปรบกวนการออกฤทธิ์ของ LysSA97 และ carvacrol งานวิจัยนี้

แสดงให้เห็นว่า carvacrol สามารถใช้เป็นสารฆ่าแบคทีเรียควบคู่กับเอนโดไลซินได้  

  ไม่เพียงแต่มีการรายงานถึงแนวทางการควบคุม S. aureus ในนมและผลิตภัณฑ์แล้ว ยังมี

งานวิจัยหลายงานวิจัยที่มีการรายงานถึงความเป็นไปได้ส าหรับการควบคุมแบคทีเรียก่อโรคในนมและ

ผลิตภัณฑ์นม ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Guenther และคณะ (2009)  ศึกษาการใช้ไวรูเรนต์ 

แบคเทอริโอฟาจ A511 และ  P100 ส าหรับควบคุม L. monocytogenes สารพันธุ์  Scott A 

(serovar 4b) และ WSLC 1001 (serovar 1/2a) ในอาหารพร้อมรับประทานที่ต่างชนิดกัน โดย

ผู้วิจัยปลูกถ่าย L. monocytogenes ให้ได้ความหนาแน่นสุดท้าย 1×103 CFU/กรัม และปลูกถ่าย 

แบคเทอริโอฟาจให้ได้ความหนาแน่นสุดท้าย 3×106- 3×108 PFU/กรัม และเก็บตัวอย่างอาหารที่

อุณหภูมิ 6 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วัน จากผลการทดลองพบว่า ตัวอย่างอาหารที่เป็นของเหลว 

เช่น นมช็อกโกแลต และมอสซาเรลลาในน้ าเกลือ มีปริมาณ L. monocytogenes ลดลงจนไม่

สามารถตรวจวัดได้ ในขณะที่ตัวอย่างอาหารที่เป็นของแข็ง เช่น ฮอทด็อก เนื้อไก่ง่วงหั่น แซลมอน

รมควัน อาหารทะเล กะหล่ าปลีหั่น และผักกาดหอม ปริมาณ L. monocytogenes ลดลงไปถึง 5 

log unit จึงสามารถสรุปได้ว่า ไวรูเรนต์แบคเทอริโอฟาจ A511 และ  P100 มีประสิทธิภาพส าหรับ

ในการควบคุม L. monocytogenes ในอาหารพร้อมรับประทานที่มีองค์ประกอบแตกต่างกัน และ
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ตัวอย่างงานวิจัยของ Guenther และ Loessner (2011) ศึกษาการใช้ไวรูเรนต์แบคเทอริโอฟาจ 

A511 ส าหรับควบคุม L. monocytogenes ใน soft-ripened white mold (Camembert-type) 

และ red-smear cheese (Limburger-type) โดยผู้วิจัยได้ปลูกถ่าย L. monocytogenes สายพันธุ์ 

Scott A (serovar 4b) หรือ CNL 103/2005 (serovar 1/2a) ให้ได้ความหนาแน่นสุดท้าย 101-103 

CFU/ตารางเซนติเมตร ลงบนพ้ืนผิวของ soft cheese ที่ยังไม่ได้ท าการบ่ม จากนั้นปลูกถ่ายแบคเทอ

ริโอฟาจ A511 ให้ได้ความหนาแน่นสุดท้าย 3×108 หรือ 1×109 PFU/ตารางเซนติเมตร  โดยการปลูก

ถ่ายเพียงครั้งเดียว (Single treatment) หรือการปลูกถ่ายซ้ าในระหว่างช่วงบ่ม (Repeated 

treatment) ผลการทดลองพบว่าการปลูกถ่ายแบคเทอริโอฟาจให้ได้ความหนาแน่นสุดท้าย 3×108 

PFU/ตารางเซนติเมตร เพียงครั้งเดียวบน Camembert-type cheese ที่มี L. monocytogenes 

สายพันธุ์ Scott A ความหนาแน่น 103 CFU/ตารางเซนติเมตร สามารถลด L. monocytogenes ได้

ถึง 2.5 log unit หลังสิ้นสุดในช่วง 21 วันของการบ่ม อย่างไรก็ตามการปลูกถ่ายซ้ าในระหว่างช่วงบ่ม 

ไม่ได้ส่งผลให้มีการลด L. monocytogenes เพ่ิมเติมไปจากเดิม อีกทั้งการปลูกถ่ายแบคเทอริโอฟาจ

ในระดับความหนาแน่นที่สู งถึง 1×109 PFU/ตารางเซนติเมตร นั้นมีประสิทธิภาพในการลด  

L. monocytogenes ได้มากกว่าระดับความหนาแน่นที่ต่ ากว่า ในขณะที่ Limburger-type cheese 

พบการลดลงของ L. monocytogenes ทั้ง 2 สายพันธุ์ มากกว่า 3 log unit หลังการบ่ม 22 วัน 

ส าหรับการปลูกถ่ายซ้ าในระหว่างช่วงบ่มก็ให้ผลไม่แตกต่างกับการปลูกถ่ายเพียงครั้งเดียว และจากผล

การปลูกถ่ายแบคเทอริโอฟาจ A511 ความหนาแน่น 3×108 PFU/ตารางเซนติเมตร บน Limburger-

type cheese ที่มี L. monocytogenes สายพันธุ์ Scott A ที่มีความหนาแน่นเริ่มต้นแตกต่างกัน

ตั้งแต่ 101-103 CFU/ตารางเซนติเมตร พบว่าสามารถลด L. monocytogenes จนไม่สามารถ

ตรวจวัดได้ นั้นแสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอฟาจ A511 สามารถควบคุม L. monocytogenes ใน soft 

cheese ได้ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Silva และคณะ (2014) ศึกษาการใช้แบคเทอริโอฟาจ P100 

ส าหรับควบคุม L. monocytogenes ในซอฟท์ชีส (soft cheese) โดยผสม L. monocytogenes 2 

สายพันธุ์ คือ L. monocytogenes 1/2a และ L. monocytogenes Scott A จากนั้นปลูกถ่าย  

L. monocytogenes ผสมลงบน Minas Frescal และ Coalho cheeses ให้ ได้ความหนาแน่น

สุดท้าย 105 CFU/กรัม ตามด้วยการปลูกถ่ายแบคเทอริโอฟาจ P100 ลงบนตัวอย่างชีสทั้งสองให้ได้

ความหนาแน่นสุดท้าย 8.3×107 PFU/กรัม บ่มตัวอย่างชีสที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 

วัน จากผลการทดลองพบว่าหลังจากแบคเทอริโอฟาจ P100 ติดเชื้อโฮสต์เซลล์ 30 นาที ปริมาณ  

L. monocytogenes ลดลง 2 .3 log unit ใน  Minas Frescal และ 2 .1 log unit ใน  Coalho 



  30 

cheeses เมื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุม (control) ที่ไม่มีการเติมแบคเทอริโอฟาจ P100 อย่างไรก็

ตามเมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน L. monocytogenes ลดลงเพียง 1.0 log unit และ 0.8 log unit ใน

ตัวอย่าง Minas Frescal และ Coalho cheeses ตามล าดับ   

  นอกจากนี้ยังมีการศึกษาโดยใช้แบคเทอริโอฟาจร่วมกับสารเคมี สารต้านจุลินทรีย์หรือการใช้

ร่วมกับวิธีการฆ่าเชื้ออ่ืน ๆ เช่น การใช้ความร้อน ความดัน ไอน้ าหรือการสัมผัสกับแสงแบบพัลส์ เพ่ือ

เพ่ิมประสิทธิภาพส าหรับการควบคุมแบคทีเรียก่อโรคหรือลดต้นทุนการผลิตในอุตสาหกรรม 

ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Baños และคณะ (2016) ศึกษาความสามารถของเอนเทอโรซิน AS-48 

(enterocin AS-48) ซึ่ งเป็นสารต้านจุลินทรีย์  ร่วมกับแบคเทอริโอฟาจ P100 ในการควบคุม  

L. monocytogenes ในเนื้อ 3 ประเภทคือ เนื้อปลาเฮค แซลมอนดิบและแซลมอนรมควัน โดยผู้วิจัย

ปลูกถ่าย L. monocytogenes ผสมลงบนเนื้อปลาแต่ละชนิดด้วยการสเปรย์ให้มีความหนาแน่น

สุดท้ายเท่ากับ 103 CFU/ตารางเซนติเมตร จากนั้นแบ่งการทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ปลูก

ถ่ายแบคเทอริโอฟาจ P100 ให้มีความหนาแน่นสุดท้ายเท่ากับ 2.3 x 107 CFU/ตารางเซนติเมตร 

กลุ่มที่ 2 ผสมเอนเทอโรซิน AS-48 ให้มีความหนาแน่นสุดท้ายเท่ากับ 0.37 ไมโครกรัม/ตาราง

เซนติเมตร กลุ่มที่ 3 ปลูกถ่ายแบคเทอริโอฟาจ P100 ร่วมกับเอนเทอโรซิน AS-48 ด้วยความ

หนาแน่นเท่าเดิม หลังจากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากผลการทดลองพบว่าการใช้ 

แบคเทอริโอฟาจ P100 ร่วมกับเอนเทอโรซิน AS-48 สามารถลด L. monocytogenes ในเนื้อปลา

ทั้งสามประเภทให้มีระดับต่ ากว่าขีดจ ากัดของการตรวจวัด ตั้งแต่วันที่ 1-15 แต่กระนั้นในตัวอย่าง

แซลมอนรมควันกลับมีการเจริญของ L. monocytogenes (regrow) ตั้งแต่วันที่ 16-30 และมีความ

หนาแน่นเป็น 0.78 log CFU/ตารางเซนติเมตร เมื่อสิ้นสุดช่วงการเก็บรักษา การกลับมาเจริญอีกครั้ง

ของ L. monocytogenes อาจมีสาเหตุเนื่องจากการหยุดการท างานของเอนเทอโรซิน AS-48 หรือ

เกิดการฟ้ืนตัวของ L. monocytogenes ที่ได้รับความเสียหาย ผลจากงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึง

ความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการท างานร่วมกับสารต้านจุลินทรีย์ อย่างเช่น เอนเทอโรซิน 

AS-48 หรือจากตัวอย่างงานวิจัยของ Tabla และคณะ (2012) ศึกษาการใช้แบคเทอริโอฟาจร่วมกับ

การใช้ความดันสูง (high hydrostatic pressure) เพ่ือเสริมประสิทธิภาพส าหรับกระบวนการฆ่าเชื้อ

และลดต้นทุนส าหรับการใช้ความดันสูงในอุตสาหกรรม งานวิจัยนี้ ใช้แบคเทอริโอฟาจผสม 

phiIPLA35 และ phiIPLA88 ร่วมกับการใช้ความดันสูงเพ่ือลดปริมาณของ S. aureus ในนม 

พลาสเจอร์ไรส์ โดยบ่มนมที่ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่ความดัน 400  

เมกะปาสคาล ซึ่งเป็นความดันที่เหมาะสมในการใช้ร่วมกับแบคเทอริโอฟาจทั้ง 2 ชนิด โดยท าการ
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ทดสอบที่ระดับการปนเปื้อนของ S. aureus ในนมเริ่มต้นเท่ากับ 104 และ 106 CFU/มิลลิลิตร และ

แบคเทอริโอฟาจผสมความหนาแน่นเท่ากับ 108 PFU/มิลลิลิตร จากผลการทดลองพบว่าการใช้ความ

ดันสูงร่วมกับแบคเทอริโอฟาจสามารถส่งเสริมการลดการปนเปื้อนของเชื้อได้ที่ความหนาแน่นเริ่มต้น

ทั้ง 2 กรณี และพบว่าการใช้ความดันสูงร่วมกับแบคเทอริโอฟาจสามารถลดปริมาณ S. aureus ที่

ปนเปื้อนได้จนถึงระดับท่ีไม่สามารถตรวจสอบได้ที่เวลา 4 ชั่วโมง  

  ถึงแม้จะมีหลายงานวิจัยที่ใช้แบคเทอริโอฟาจหรือผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากแบคเทอริโอฟาจแต่ส่วน

ใหญ่มักอยู่ในระดับห้องทดลองซึ่งท าการทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) เนื่องจากยังมีความกังวล

เรื่องความปลอดภัยถ้าหากจะน าไปประยุกต์ใช้จริง ซึ่งจากงานวิจัยของ Wong  และคณะ (2014)  มี

ความสนใจประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจกับสิ่งมีชีวิตเพ่ือดูแนวโน้มถึงความเป็นไปได้ในการเป็นตัว

ควบคุมทางชีวภาพ โดยผู้วิจัยได้ศึกษา Salmonella Typhimurium lytic bacteriophage, φst1 

ที่แยกได้จากมูลไก่ เพ่ือเป็นทางเลือกในการควบคุมเชื้อ Salmonella ในไก่ จากการศึกษาการใช้ 

แบคเทอริโอฟาจ φst1 ในสภาวะร่างกายไก่ (in vivo) โดยใช้ไก่อายุ 1 วันจ านวน 200 ตัวจากฝูงสัตว์

ปลอดโรค โดยแบ่งไก่ออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 50 ตัว กลุ่มที่ 1 ฉีดฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน (PBS) 

ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร กลุ่มที่ 2 ฉีดแบคเทอริโอฟาจ φst1 ความหนาแน่น 1012 PFU/มิลลิลิตร 

ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร กลุ่มที่  3 ฉีด S. Typhimurium ความหนาแน่น 1010 PFU/มิลลิลิตร 

ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรและแบคเทอริโอฟาจ φst1 ความหนาแน่น 1012 PFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 

0.25 มิลลิลิตร กลุ่มที่ 4 ฉีด S. Typhimurium ความหนาแน่น 1010 PFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.25 

มิลลิ ลิ ตร โดยการฉีด เข้ าที่ ล าไส้ ใหญ่ ของไก่และเก็บตั วอย่ างส าหรับตรวจการมีอยู่ ของ  

S. Typhimurium จากตัวอย่างตับ หัวใจ ม้ามและมูลไก่ ซึ่งพบว่า S. Typhimurium ในอวัยวะของ

ไก่ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม นอกจากนี้ผู้วิจัยยังเก็บตัวอย่างล าไส้ไก่เพ่ือหาปริมาณของ  

S. Typhimurium และแบคเทอริโอฟาจ φst1 จากการทดลองพบว่าแบคเทอริโอฟาจ φst1 

สามารถลดจ านวน S. Typhimurium เป็น 2.9 log CFU/มิลลิลิตร ภายใน 6 ชั่วโมงและไม่พบ  

S. Typhimurium หลังผ่านไป 24 ชั่วโมง ในขณะที่แบคเทอริโอฟาจ φst1 ลดลงตลอดระยะเวลา

การทดลองและลดลงเหลือ 1.9 log CFU/มิลลิลิตร ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญกับกลุ่ม

ที่ไม่ได้รับการบ าบัดด้วยแบคเทอริโอฟาจ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงแสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอฟาจ φst1 

อาจท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพเพ่ือลดจ านวน S. Typhimurium ในไก่ได้ และจากงานวิจัย

ข อ ง  Mohammed Ali แ ล ะ  Jamalludeen (2015) คั ด แ ย ก แ ล ะศึ ก ษ าคุ ณ ลั ก ษ ณ ะข อ ง 

แบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus ที่ดื้อยาเมทิซิลลิน เพ่ือเป็นแนวทางในการน า 
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แบคเทอริโอฟาจไปประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียดื้อยาปฏิชีวนะ โดยใช้ S. aureus 

ที่ดื้อยาเมทิซิลลินผสม 10 สายพันธุ์ส าหรับการคัดแยกแบคเทอริโอฟาจจากโรงงานบ าบัดน้ าเสีย ซึ่ง

ผู้วิจัยคัดเลือกแบคเทอริโอฟาจ 3 ตัวอย่างมาศึกษาผลของ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ 

จากผลการทดลองพบว่าแบคเทอริโอฟาจทั้งหมดมีความเสถียรในช่วง pH 4-10 การมีชีวิตรอดอยู่

ในช่วง pH ที่กว้างอาจท าให้มีความเหมาะสมต่อการให้ยาทางปากในรูปของวัคซีนดีเอ็นเอที่ผลิตจาก 

แบคเทอริโอฟาจ นอกจากนี้ผู้วิจัยยังท าการตรวจวัดยีนที่สร้างสารพิษ (toxin encoding gene) โดย

ใช้เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยค้นหายีนที่ไม่พึงประสงค์ เช่น staphylococcal 

enterotoxin (sea, seb, sec และ see), exfoliating toxin (eta และ etb) และ toxic shock 

syndrome toxin (tst) ผลจาก PCR แสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอฟาจทั้ง 3 ตัวอย่าง ไม่ก่อให้เกิด

สารพิษเนื่องจากไม่พบยีนที่สร้างสารพิษดังกล่าว ซึ่งชี้ให้เห็นว่าแบคเทอริโอฟาจเหล่านี้อาจสามารถใช้

เป็นวิธีการทางเลือกแทนการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ แต่ก็ยังจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือ

ประเมินผลในทางคลินิก การหาล าดับเบสที่สมบูรณ์ของแบคเทอริโอฟาจ เพ่ือให้แน่ ใจว่า 

แบคเทอริโอฟาจเหล่านี้มีความปลอดภัยสามารถน าไปใช้ประยุกต์ใช้ได้จริง 

 

2.8 การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจเชิงพาณิชย์ 

2.8.1 การก าหนดแนวทางเพื่อความปลอดภัยส าหรับการประยุกต์ใช้ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจ 

  ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจที่จ าหน่ายในเชิงพาณิชย์ต้องได้รับการรับรองจากองค์การอาหาร

และยา (Food and Drug Administration) ว่าเป็นผลิตภัณฑ์ที่ มีความปลอดภัย (Generally 

Regarded As Safe หรือ GRAS) โดยผลิตภัณฑ์ที่จะได้รับการรับรองว่ามีความปลอดภัยจะต้องมีการ

ตรวจสอบหลักฐานทางวิทยาศาสตร์เพ่ือพิสูจน์ถึงความปลอดภัย จากงานวิจัยของ Soni และคณะ 

(2010) รายงานคุณลักษณะที่พึงประสงค์ของแบคเทอริโอฟาจที่มีความเหมาะสมส าหรับใช้เป็นสาร

ควบคุมทางชีวภาพ เพ่ือเป็นการก าหนดแนวทางการใช้แบคเทอริโอฟาจในอุตสาหรรมอาหารได้อย่าง

มีประสิทธิภาพ ดังนี้ 1) แบคเทอริโอฟาจจะต้องมีความสามารถในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนได้

ในช่วงกว้าง เพ่ือให้มั่นใจว่าแบคเทอริโอฟาจนั้น ๆ จะมีประสิทธิภาพในการก าจัดจุลินทรีย์ในสปีชีส์

หรือสกุลที่เป็นเป้าหมายได้หลายสายพันธุ์  2) จีโนมของแบคเทอริโอฟาจไม่ควรรวมตัวกับจีโนมของ

โฮสต์ในระหว่างในวงจรการติดเชื้อ 3) ควรทราบล าดับจีโนมที่สมบูรณ์ของแบคเทอริโอฟาจที่จะน ามา

ประยุกต์ใช้ 4) ไม่มียีนที่มีคุณสมบัติก่อโรค หรือสร้างโปรตีนที่ก่อให้เกิดการแพ้  5) ไม่ก่อให้เกิด

ผลกระทบที่ไม่พึงประสงค์ส าหรับการทดลองในสัตว์  6) สามารถขยายพันธุ์ได้ในโฮสต์ที่ไม่ก่อโรค  
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7) สามารถขยายสเกลส าหรับการผลิตในเชิงพาณิชย์ได้  

  ข้อกังวลด้านความปลอดภัยที่เกี่ยวข้องกับการใช้แบคเทอริโอฟาจในอุตสาหกรรมอาหาร มี

ด้วยกัน 3 ด้าน ได้แก่ ความปลอดภัยด้านพิษวิทยา การเกิดอาการแพ้ที่อาจเป็นผลจากการใช้

ผลิตภัณฑ์ และความเสี่ยงจากการปลดปล่อยผลิตภัณฑ์เข้าสู่สิ่งแวดล้อม  

  ความปลอดภัยด้านพิษวิทยาของผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจต่อผู้บริโภคเป็นสิ่งแรกที่ผู้ผลิต

ควรค านึงถึง โดยข้อมูลจากการศึกษาโครงสร้างของแบคเทอริโอฟาจพบว่าแบคเทอริโอฟาจ

ประกอบด้วยโมเลกุลดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอที่ถูกล้อมรอบด้วยสารเคลือบโปรตีน (capsid) ซึ่งจะ

สลายตัวไปเป็นกรดอะมิโอและกรดนิวคลีอิก ทั้งกรดอะมิโนและกรดนิวคลิอีกพบได้ในอาหารตาม

ธรรมชาติ และมีการรายงานว่าไม่ก่อให้เกิดความเสี่ยงต่อผู้บริโภค นอกจากนี้มีการคาดกันว่าระดับ

ของแบคเทอริโอฟาจในมนุษย์จะลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อถูกรับประทานเข้าไป อันเป็นผลมาจาก 2 

กระบวนการส าคัญ นั่นคือการเคลื่อนที่ผ่านกระเพาะอาหารซึ่งมีความเป็นกรดสูง และการสลายตัว

ของแบคเทอริโอฟาจโดยเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ย่อยสารเคลือบโปรตีนของแบคเทอริโอฟาจ  

  อีกประการหนึ่งที่ต้องพิจารณาในด้านความปลอดภัยต่อผู้บริโภคคือความสามารถของ

ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจในการผลิตสารประกอบที่สามารถก่อให้การแพ้ ซึ่งควรวิเคราะห์

คุณลักษณะของแบคเทอริโอฟาจเพ่ือตรวจสอบว่าจีโนมของแบคเทอริโอฟาจนั้นจะต้องไม่มียีนที่

สามารถสารพิษ ยีนที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ ยีนที่อาจท าให้แบคเทอริโอฟาจเกิดการกลายพันธุ์ หรือยีนที่

ท าให้แบคเทอริโอฟาจสามารถรวมตัวเข้ากับสารพันธุกรรมภายในโฮสต์ (Strauch et al., 2007) โดย

วิธีการหนึ่งที่เป็นไปได้ในการลดความน่าจะเป็นของการส่งผ่านยีนไม่พึงประสงค์ไปในผลิตภัณฑ์  

แบคเทอริโอฟาจขั้นสุดท้ายคือการใช้แบคทีเรียที่ไม่ก่อโรคส าหรับการผลิตแบคเทอริโอฟาจ เช่น  

การอาศัยโฮสต์  Listeria innocua ส าหรับการผลิตแบคเทอริ โอฟาจที่ มี ความจ าเพาะต่อ  

L. monocytogenes  

  นอกจากนี้การประเมินความเสี่ยงจากผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อยเข้าสู่

สิ่งแวดล้อม มีส่วนช่วยในแก้ปัญหาด้านความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจที่เกี่ยวข้องกับ

ความปลอดภัยต่อผู้บริโภค ซึ่งควรมีการประเมินความเสี่ยงของการรั่วไหลของผลิตภัณฑ์  นอกจากนี้

ควรพิจารณาองค์ประกอบของของเสีย รวมถึงปริมาณและพ้ืนที่ที่จะปลดปล่อย เนื่องจากเรายังไม่มี

ข้อมูลเกี่ยวกับเมตาบอลิซึมของแบคเทอริโอฟาจ จึงเป็นไปได้ว่าแบคเทอริโอฟาจสามารถอยู่ใน

สภาพแวดล้อมเป็นเวลานาน แต่จากข้อมูลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างแบคเทอริโอฟาจกับ 

ไดวาเลนต์แคตไอออน (divalent cation) และความอ่อนไหวต่อการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ  
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รังสียูวี และเอนไซม์โปรตีเอส (protease) ของจุลินทรีย์ (ท่ีเกิดจากแบคทีเรียในสิ่งแวดล้อม) ซึ่งส่งผล

ให้ แบคเทอริ โอฟาจหยุดการท างานและสลายตัวอย่ างรวดเร็ว  หลั งถูกหยุดการท างาน  

แบคเทอริโอฟาจจะย่อยสลายไปเป็นกรดอะมิโนและนิวคลีโอไซด์ (nucleoside) ที่ไม่ก่อให้เกิดความ

เสี่ยงต่อสิ่งแวดล้อม (Carlton et al., 2005) 

 

2.8.2 ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจที่ผ่านการรับรอง  

  ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจชนิดแรกที่ได้รับการรับรองให้ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารคือ 

AgriphageTM (Omnilytics Inc.) ซึ่งถูกพัฒนาขึ้นในสหรัฐอเมริกา ส าหรับใช้ในการบ าบัดและควบคุม

โรค ใบ จุ ด แบ ค ที เรี ย  (bacterial leaf spot) บ น พื ชผ ลท างก าร เก ษ ต ร  ซึ่ งมี ส า เห ตุ จ าก 

Xanthomonas campestris แ ล ะ  Pseudomonas syringae ทั้ ง นี้ ใน ปั จ จุ บั น มี ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ 

แบคเทอริโอฟาจมากมายที่ได้ได้รับการรับรองจากองค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (FDA) ซึ่ง

มีความปลอดภัย (GRAS) สามารถผลิตในเชิงพาณิชย์และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม

อาหาร เช่น ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจ LMP-102 หรือ ListshieldTM (Intralytix Inc.) ซึ่งเป็น

ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจชนิดแรกที่ถูกน ามาใช้ในการควบคุม L. monocytogenes โดยถูกน ามาใช้

เป็นวัตถุเติมแต่งอาหารในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์และสัตว์ปีกพร้อมรับประทาน (Bren, 2007)  ผลิตภัณฑ์

แบคเทอริโอฟาจ ListexTM P100 (PhageGuard Inc.) ซึ่งสามารถควบคุม L. monocytogenes 

เช่นเดียวกับผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจ ListshieldTM แต่มักถูกใช้เป็นสารช่วยในกระบวนการผลิต 

(Processing aid) เหมาะส าหรับอาหารทุกประเภทที่ไวต่อการปนเปื้อนแบคทีเรียก่อโรคนี้  (Hagens 

and Offerhaus, 2008) อีกทั้ง ListexTM ยังได้รับการรับรองว่าเป็นผลิตภัณฑ์อินทรีย์ตามข้อก าหนด

ของแผนงาน เกษตรอินทรีย์ แห่ งชาติ ของสหรัฐอ เมริกา (United States Department of 

Agriculture) นอกจากนี้ยังมีผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจประเภทอ่ืนๆ ที่มีเป้าหมายเพ่ือบ าบัดและ

ควบคุมแบคทีเรียก่อโรคชนิดต่างๆ ไม่ว่าจะเป็น EcoshieldTM (Intralytix Inc.) ซึ่งถูกน ามาใช้ควบคุม 

E. coli O157:H7 ใน ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ เนื้ อ สั ต ว์  (Sillankorva et al., 2012) ห รื อ  SalmofreshTM 

(Intralytix Inc.) ซึ่งถูกน ามาใช้ควบคุม Salmonella enterica ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ รวมถึงผักและ

ผลไม้สดและแปรรูป  
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      บทที่ 3 วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง   

       วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

3.1.1 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง  

  สารเคมี       บริษัทผู้ผลิต/จ าหน่าย  

  1 kb VC marker     Vivantis, USA  

  6x loading dye      Vivantis, USA  

  95% ethanol      Alcohol-A, Thailand      

  Absolute ethanol     Lab Scan, Poland  

  Agar       TM Media, India  

  Agarose       Vivantis, USA  

  Chloroform      RCI Labscan, Thailand  

  Dextrose      Sisco Research, India  

  di-Potassium hydrogen orthophosphate  Ajax Finechem, USA  

  DNaseI        Panreac, Germany    

  EcoRI (Restriction enzyme)      Vivantis, USA  

  Ethidium bromide      Fluka, USA  

  Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  Fluka, Germany  

   Gelatin       Criterion, USA  

  Glacial acetic acid     RCI Labscan, Thailand  

  HindII (Restriction enzyme)      Vivantis, USA  

 Hydrochloric acid     RCI Labscan, Thailand  

  Isoamyl alcohol     Merck, Germany  

  Lambda DNA      Vivantis, USA  

  Loading dye      Maestrogen, Taiwan  

  Magnesium chloride hexahydrate   Fluka, Germany  

  Magnesium sulfate heptahydrate   Ajax Finechem, USA  

  Phenol pellet      Panreac, Germany     
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  สารเคมี       บริษัทผู้ผลิต/จ าหน่าย  

  Proteinase K      Vivantis, USA  

  RNase A      Amresco, USA  

  SacI (Restriction enzyme)      Vivantis, USA   

  Sodium acetate trihydrate    Himedia, India  

  Sodium chloride     RCI Labscan, Thailand  

  Sodium EDTA      Central Drug House, India 

  Sodium hydroxide     RCI Labscan, Thailand  

  Sodiumdodecylsulfate (SDS)    Sigma-Aldrich, USA  

  Soytone      Himedia, India  

  StyI (Restriction enzyme)     Vivantis, USA   

 Tris base      Amresco, USA  

  Tryptone      Sisco Research, India 

3.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง  

  เครื่องมือและอุปกรณ์      บริษัทผู้ผลิต/จ าหน่าย  

  Autoclave        Tomy, Korea  

  Auto pipette       Gilson, UK  

  Centrifuge        Hermle, Germany   

  Dry bath        Major Science, Korea   

 Hot air oven      Binder, Germany   

  Incubator        Memmert, Germany  

  Laminar airflow carbinet      Haier, China  

 LED illuminator     Maestrogen, Taiwan  

 Microcentrifuge     Wisd, Korea  

  Microwave      LG, Thailand   

  Mini Horizontal Gel Electrophoresis   Major Science, Korea  

  pH meter      Ohaus, China   

  Power supply      Major Science, Korea  
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  เครื่องมือและอุปกรณ์      บริษัทผู้ผลิต/จ าหน่าย  

  Spectrophotometer       Mesulab, China  

   Vortex mixer      Isolab, Germany  

   Shaking water bath       Wisd, Korea  

  0.22 µm PES syringe filter    Membrane solutions, USA 

  10 mL Syringe      Nipro, Thailand  

  เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง      Sartorius, Korea  

  เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง     Sartorius, Korea  

  เครื่องผลิตน้ ากลั่น     ELGA, UK  

  เครื่องผลิตน้ าปราศจากไอออน    ELGA, UK  

  ตู้เย็น       Samsung, Korea  

 

3.2 วิธีการทดลอง  

3.2.1 สายพันธุ์แบคทีเรียและสภาวะการเจริญเติบโต  

  ในงานวิจัยนี้ใช้ S. aureus 01 เป็นโฮสต์เซลล์ (host cell) เพ่ือคัดแยกและเพ่ิมจ านวน 

แบคเทอริโอฟาจ รวมทั้งใช้ในการศึกษาคุณสมบัติต่างๆของแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้ แบคทีเรีย

ดังกล่าวได้รับมาจากโรงพยาบาลสัตว์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ หนองโพ จังหวัดราชบุรี ซึ่งคัดแยก

ได้จากนมดิบ และเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์หนึ่งที่เป็นสาเหตุของโรคเต้านมอักเสบในโคนม โดย

เพาะเลี้ยง S. aureus 01 ในทุก ๆ การทดลอง  ในอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB) และน าไป

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางด้วยอาหารเหลว TSB ใน

อัตราส่วน 1:10 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง (O.D.600 nm = 1.3) 

เพ่ือให้ได้ mid-log phase S. aureus 01   

  แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อแบคทีเรียสาย

พันธุ์อ่ืน (bacteriophage host range) มีจ านวนทั้งสิ้น 14 สายพันธุ์ ดังแสดงไว้ในตารางที่ 5   

  แบคทีเรียทุกสายพันธุ์ถูกเก็บรักษาในอาหารเหลว TSB ที่มีกลีเซอรอล (glycerol) ความ

เข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร และเก็บที่อุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บรักษาแบคทีเรีย

ในระยะยาว พร้อมทั้งต่อเชื้อ (subculture) ซ้ าทุก ๆ 2-3 เดือน โดยปิเปตแบคทีเรียที่ถูกเก็บใน 
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กลีเซอรอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 9 มิลลิลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนั้นใช้ลูป (inoculating loop) เขี่ยเชื้อลงในอาหารวุ้นเอียง TSA 

(slant agar) 

ตารางท่ี 5 สายพันธุ์ของแบคทีเรียที่ใช้ในการทดลอง  

 

3.2.2 การคัดแยกแบคเทอริโอฟาจ  

  เก็บตัวอย่างทั้งหมด 105 ตัวอย่าง ได้แก่ นมดิบ น้ าดื่มโค ของเสียจากฟาร์มปศุสัตว์ รวมถึง

น้ าทิ้งจากร้านค้าในตลาดสดและที่ที่คาดว่าจะมี S. aureus ทั้งในจังหวัดนครปฐมและราชบุรี 

ตัวอย่างทั้งหมดถูกน ามาคัดแยกแบคเทอริโอฟาจด้วยวิธีเพ่ิมจ านวน (enrichment method) ซึ่ง

ดัดแปลงมาจากวิธีของ Cerveny และคณะ (2002)  โดยดูดตัวอย่างปริมาตร 20 มิลลิลิตร และน ามา

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสที่ได้ 

(supernatant) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมกับ mid-log phase S. aureus 01 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

สายพันธุ์ของแบคทีเรีย แหล่งที่มา แหล่งที่คัดแยก 
Staphylococcus aureus 01 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus DN22 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus SM6 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus CM4 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus CH10 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus TMK3 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus MP128 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus MP34 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus NPT14 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus PNK38 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus KPS13 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Staphylococcus aureus JB8 โรงพยาบาลสัตว์หนองโพ นมดิบ 

Salmonella Enteritidis DMST 8536 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ - 
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ - 

Listeria monocytogenes DMST 17303 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ - 
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และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ข้ามคืน 

จากนั้นปั่นเหวี่ยงของผสมดังกล่าวที่ความเร็วรอบ 10,000×g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 นาที ส่วนใสที่ได้ถูกน ามากรองผ่านตัวกรอง (polyethersulfone syringe filter หรือ PES) ที่มี

เส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุน (pore size) เท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร เก็บส่วนของเหลวที่ผ่านการกรอง 

(filtrate) ซึ่งเป็นส่วนของสารละลายแบคเทอริโอฟาจ (bacteriophage suspension) ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส   

  สารละลายแบคเทอริโอฟาจที่ได้ถูกน ามาทดสอบว่ามีแบคเทอริโอฟาจที่ มีความจ าเพาะต่อ  

S. aureus หรือไม่  โดยการท า plaque assay ด้วยเทคนิค agar overlay assay ตามวิธีของ 

Adams (1959) โดยผสมสารละลายแบคเทอริโอฟาจ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กับ mid-log phase  

S. aureus ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเติม molten soft agar (อาหารเหลว TSB ที่มี agar ความ

เข้มข้น 0.45 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นเทของผสมที่ได้ทับลงบนผิวหน้าของอาหาร

แข็ง tryptic soy agar (TSA) และน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

สังเกตพลาคที่เกิดขึ้น (plaque formation) 

 

3.2.3 การท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอฟาจ  

  การท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอฟาจดัดแปลงจากวิธีของ Mohammed Ali และ Jamalludeen 

(2015) เริ่มจากการเก็บพลาคที่เกิดขึ้นหลังจากการท า plaque assay โดยใช้ปิเปตทิปปลายตัด 

(pipette tip) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ส าหรับการเจาะพลาคเดี่ยว (single plaque) ที่ข้ึนอยู่บนผิวหน้า

ของอาหารแข็ง จากนั้นกระจาย (resuspend) พลาคเดี่ยวที่เจาะขึ้นมา ใน SM buffer ปลอดเชื้อ 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน เพ่ือให้แบคเทอริโอฟาจแพร่

ออกมาจากชิ้นวุ้น สารละลายแบคเทอริโอฟาจที่ได้นี้ถูกน ามาท า plaque assay ซ้ าอย่างน้อย 3 รอบ

ตามวิธีข้างต้น เพ่ือให้มั่นใจว่าได้แบคเทอริโอฟาจที่บริสุทธิ์   

  เมื่อท าบริสุทธิ์ครบ 3 ครั้งแล้วจะได้แบคเทอริโอฟาจที่สร้างพลาคขนาดสม่ าเสมอทั้งเพลท

(homogenous plaque formation) จากนั้นดูด SM buffer ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ลงไปในเพลท 

และน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน เพ่ือชะแบคเทอริโอฟาจออกจากผิวหน้าของ

อาหารแข็ง จากนั้นดูดสารละลายที่ชะออกมาและน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10 ,000×g ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ส่วนใสที่ได้ถูกน ามากรองผ่านตัวกรองที่มี เส้นผ่าน

ศูนย์กลางของรูพรุนเท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร เก็บส่วนของเหลวที่ผ่านการกรอง ซึ่งเป็นส่วนของ
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สารละลายแบคเทอริโอฟาจที่มีความบริสุทธิ์ (purified bacteriophage suspension) ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส 

 

3.2.4 การเพิ่มปริมาณแบคเทอริโอฟาจ  

  ผสมสารละลายแบคเทอริโอฟาจที่มีความบริสุทธิ์จากขั้นตอนที่  3.2.3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

mid-log phase S. aureus 01 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และ อาหารเหลว TSB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 

และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18-

24 ชั่วโมง จากนั้นน าของผสมที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10 ,000×g ที่ อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ส่วนใสที่ได้ถูกน ามากรองผ่านตัวกรองที่มี เส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุน

เท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร ส่วนของของเหลวที่ผ่านการกรองจะน ามาหาความ หนาแน่นของ 

แบคเทอริโอฟาจโดยการท า plaque assay ด้วยเทคนิค agar overlay assay 

 

3.2.5 การหาความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ  

  การหาความหนาแน่นแบคเทอริโอฟาจด้วยเทคนิค agar overlay assay ตามวิธีของ 

Adams (1959) โดยน าแบคเทอริโอฟาจที่ผ่านการเพ่ิมปริมาณ มาเจือจางแบบ ten-fold serial 

dilution ด้วย SM buffer ปลอดเชื้อ และดูดสารละลายแบคเทอริโอฟาจในแต่ละระดับการเจือจาง

มา 100 ไมโครลิตร ผสมกับ mid-log phase S. aureus 01 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเติม 

molten soft agar (อาหารเหลว TSB ที่มี agar ความเข้มข้น 0.45 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

และเททับลงบนผิวหน้าของอาหารแข็ง TSA จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง นับจ านวนพลาคที่ปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (เลือกนับจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี  

พลาคอยู่ในช่วง 30-300 พลาค) และน ามาค านวณค่าความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ ในหน่วย 

plaque-forming unit/มิลลิลิตร (PFU/มิลลิลิตร) ดังนี้  ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ 

(PFU/มิลลิลิตร) = (จ านวนพลาคท่ีปรากฏ)/0.1 มิลลิลิตร ×ระดับการเจือจาง  

 

3.2.6 การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน  

  การทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนด้วยวิธี 

spot test ตามวิธีของ Chopin และคณะ (1976) สายพันธุ์ของแบคทีเรียทั้งหมดที่ใช้ในการทดลอง
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แสดงในตารางที่ 5 แบคทีเรียทุกสายพันธุ์ถูกน ามาเลี้ยงจนกระทั่งอยู่ในระยะ mid log phase 

จากนั้นดูดแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับ molten soft agar (TSB ที่มี 

0.45% agar) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แล้วเททับลงบนผิวหน้าอาหารแข็ง TSA รอจนผิวหน้าอาหาร

แข็งตัว หยดสารละลายแบคเทอริโอฟาจความหนาแน่น 108 PFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ลงบนผิวหน้าของอาหาร และหยด SM buffer ในปริมาตรเท่ากันส าหรับเป็นตัวควบคุม (control) 

จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตว่ามีส่วนใสของการยับยั้ง 

(clear zone) เกิดขึ้นตรงต าแหน่งที่มีการหยดสารละลายแบคเทอริโอฟาจหรือไม่ ถ้ามีส่วนใสของการ

ยับยั้งเกิดขึ้นที่ต าแหน่งดังกล่าว แสดงว่าแบคเทอริโอฟาจที่ใช้ในการทดลองนั้นสามารถติดเชื้อ

แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบได้ 

 

3.2.7 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอฟาจ 

  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอฟาจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องผ่าน (Transmission electron microscopy, TEM) ดัดแปลงจากวิธีของ Wong และคณะ 

(2014) โดยการหยดแบคเทอริโอฟาจความหนาแน่นประมาณ 109 PFU/มิลลิลิตร ลงบนตะแกรง

ทองแดงเคลือบคาร์บอน (copper grid)  แล้วปล่อยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที และน ามาย้อมสี

แบบ Negative staining ด้วย uranyl acetate ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร เป็น

เวลา 2 นาที บนตัวอย่างก่อนส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน Hitachi Hightech 

รุ่น  HT7700 (ประเทศญี่ ปุ่น ) ที่ ก าลังไฟฟ้า 80 kV (ฝ่ายเครื่องมือและวิจัยทางวิทยาศาสตร์ 

สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์) จ าแนกชนิดของแบคเทอริโอฟาจอาศัยเกณฑ์

ของคณะกรรมการสากลว่าด้วยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส ( International Committee for 

Taxonomy of Viruses หรือ ICTV) และหาขนาดของแบคเทอริโอฟาจจากค่าเฉลี่ยของการวัดผล 10 

อนุภาค 

 

3.2.8 การสกัดกรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอฟาจ 

  การสกัดกรดนิวคลี อิกหรือจี โนมของแบคเทอริโอฟาจด้วยวิธี  Phenol-Chloroform 

extraction ซึ่งดัดแปลงจาก Phagehunting Protocols (2013) โดยดูดสารละลายแบคเทอริโอฟาจ

ความหนาแน่น 109 PFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ MgCI2 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 

12.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และเติม DNase I และ RNase A ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 1 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม EDTA ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 20 มิลลิโมลาร์ และ Proteinase K 

ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รวมทั้งเติม SDS ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 

เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร บ่มของผสมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กลับ

หลอดไปมาทุกๆ 20 นาที ดูดของผสมที่ได้นี้ลงหลอดไมโครเซนตริฟิวส์หลอดใหม่ ปริมาตร 500 

ไม โครลิตร และเติ ม  Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol (25 :24 :1 ) ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,300×g เป็นเวลา 10 นาที 

และดูดสารละลายชั้นบนซึ่งมีลักษณะเป็นของเหลวใสไปยังหลอดใหม่ (โดยใช้ทิปปลายตัดเพ่ือป้องกัน

การขาดของกรดนิวคลีอิก) จากนั้นเติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) ในปริมาตรเท่ากับ

ส่วนใสที่ดูดออกมา ผสมให้เข้ากันแล้วปั่นเหวี่ยงที่ 11,300×g เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนของเหลวใส

ใส่หลอดใหม่ และเติม absolute ethanol ปริมาตร 2.5 เท่าของส่วนใส และ sodium acetate, pH 

5.2 ความเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 0.1 เท่าของส่วนใส ผสมให้เข้ากันและบ่มที่ -20 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 30 นาที ปั่นตกตะกอนกรดนิวคลีอิกท่ีความเร็วรอบ 11,300×g เป็นเวลา 10 นาที และล้าง

ตะกอนด้วย Ethanol ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งตะกอนให้

แห้งและละลายในน้ ากลั่นปราศจากไอออนปลอดเชื้อและตรวจสอบจีโนมของแบคเทอริโอฟาจที่สกัด

ได้ด้วย agarose gel electrophoresis โดยใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซนต์ ในบัพเฟอร์ 

1xTAE หลอมให้เจลละลาย แล้วเทเจลลงใน gel apparatus เมื่อเจลแข็งตัวน ามาใส่ใน chamber 

และเท 1xTAE ให้ท่วมเจล จากนั้นน าสารละลายกรดนิวคลีอิกที่สกัดได้ผสมกับ loading dye ใน

อัตราส่วน 3 ต่อ 1 น ามาโหลดลงในช่องภายในอะกาโรสเจล พร้อมทั้งให้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 

100 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และส่องด้วยเครื่อง LED illuminator ส าหรับการเปรียบเทียบขนาด

ของกรดนิวคลีอิกจะใช้ Lamda DNA/StyI marker เป็นสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 

3.2.9 การวิเคราะห์กรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอฟาจโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

  น าสารละลายกรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอฟาจที่สกัดได้มาทดลองตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ EcoRI, StyI, HindII และ SacI โดยสภาวะที่ใช้ในการตัดกรดนิวคลีอิกด้วยเอนไซม์เหล่านี้ได้

ท าตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตเอนไซม์ จากนั้นตรวจสอบรูปแบบจีโนมของแบคเทอริโอฟาจที่ถูก

ตัดด้วยเอนไซม์ดังกล่าวด้วย agarose gel electrophoresis โดยใช้อะกาโรสเจลความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์ผสมกับบัพเฟอร์ 1xTAE พร้อมทั้งให้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 80 โวลต์ เป็นเวลา 30 
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นาที และส่องด้วยเครื่อง LED illuminator ส าหรับการเปรียบเทียบขนาดของกรดนิวคลีอิกจะใช้ 

Lamda DNA/HindIII marker และ 1 kb DNA Ladder เป็นสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 

3.2.10 การหาอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมต่อการติดเชื้อ 

  การหาอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมต่อการติดเชื้อดัดแปลงจากวิธี

ของ Yang และคณะ (2010)  โดยผสมสารละลายแบคเทอริโอฟาจและ mid-log phase S. aureus 

01 ให้ได้ อัตราส่วนของปริมาณแบคเทอริโอฟาจต่อปริมาณโฮสต์เซลล์ (MOI, Multiplicity of 

infection) เท่ากับ 0.1, 1 และ 10 ดังแสดงในตารางที่  6 โดยใช้สารละลายที่ ไม่มีแบคที เรีย 

(bacteria-free suspension) และ สารละลายที่ไม่มีแบคเทอริโอฟาจ (phage-free suspension) 

เป็นการทดลองควบคุม (control) จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งมีการเขย่า

ที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุก ๆ 1 ชั่วโมง เป็นเวลา 5 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห์หาความ

หนาแน่นของ S. aureus 01 รวมทั้งวิเคราะห์หาความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ   

 

ตารางท่ี 6 อัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่ใช้ในการทดลอง 

 
MOI 10 MOI 1 MOI 0.1 MOI 0.01 

สารละลาย 
แบคเทอริโอฟาจ 

109
 
PFU/มิลลิลิตร 

(3 มิลลิลิตร) 
109 PFU/มิลลิลิตร 

(0.3 มิลลิลิตร) 
109 PFU/มิลลิลิตร 
(0.03 มิลลิลิตร) 

109
 
PFU/มิลลิลิตร 

(0.003 มิลลิลิตร) 

mid-log phase 
S. aureus 01 

108 CFU/มิลลิลิตร 
(3 มิลลิลิตร) 

108 CFU/มิลลิลิตร 
(3 มิลลิลิตร) 

108 CFU/มิลลิลิตร 
(3 มิลลิลิตร) 

108 CFU/มิลลิลิตร 
(3 มิลลิลิตร) 

อาเหลว TSB 24 มิลลิลิตร  26.7 มิลลิลิตร 26.97 มิลลิลิตร 26.997 มิลลิลิตร 

 

  การวิเคราะห์หาความหนาแน่นของ S. aureus 01 โดยดูดโฮสต์เซลล์ที่ผ่านการเจือจางแบบ 

ten-fold serial dilution ด้วย NaCI ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 

0.1 มิลลิลิตร น ามา spread ลงบนอาหารแข็ง TSA และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีที่ปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (เลือกนับจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
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ที่มีโคโลนีอยู่ในช่วง 30-300 โคโลนี) ค านวณความหนาแน่นของ S. aureus 01 ในหน่วย colony-

forming unit/มิลลิลิตร (CFU/มิลลิลิตร) ดังนี้ ความหนาแน่นของ S. aureus 01 (CFU/มิลลิลิตร) = 

(จ านวนโคโลนีที่ปรากฏ)/0.1 มิลลิลิตร×ระดับการเจือจาง พร้อมทั้งพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง

ความหนาแน่นของ S. aureus 01 (CFU/มิลลิลิตร) กับระยะเวลา (ชั่วโมง)   

  การวิเคราะห์หาความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ โดยดูดสารละลายผสม ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร และน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10000×g เป็นเวลา 10 นาที ส่วนใสที่ได้ถูกน ามากรอง

ผ่านตัวกรองที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุนเท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร เก็บส่วนของเหลวที่ผ่านการ

กรอง (filtrate) และวิเคราะห์หาความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ ด้วยเทคนิค agar overlay 

assay พร้อมทั้ งพลอตกราฟความสัม พันธ์ ระหว่างความ หนาแน่นของแบคเทอริ โอฟาจ 

(PFU/มิลลิลิตร) กับระยะเวลา (ชั่วโมง) 

 

3.2.11 การศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอฟาจ 

  การศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอฟาจดัดแปลงจากวิธีของ Chang และคณะ (2005)  

โดยผสมสารละลายแบคเทอริโอฟาจและ mid-log phase S. aureus ให้ได้ MOI เท่ากับ 0.01 ดัง

แสดงในตารางที่ 6 จากนั้นตั้งทิ้งไว้ 10 นาที เพ่ือให้แบคเทอริโอฟาจยึดเกาะกับโฮสต์เซลล์ จากนั้น

น ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10000×g เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใส (supernatant) ซึ่งเป็นส่วน

ของแบคเทอริโอฟาจที่ไม่ยึดเกาะกับโฮสต์เซลล์ (unadsorped phage) ทิ้งไป เก็บส่วนของตะกอน 

(pellet) ซึ่งเป็นส่วนของแบคเทอริโอฟาจที่ยึดเกาะกับโฮสต์เซลล์ (adsorped phage) จากนั้น

กระจายตะกอนเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับการติดเชื้อแล้วในอาหารเหลว TSB ปริมาตรเท่าเดิม และน าไป

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งมีการเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 

นาที โดยเก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 และ 120 

นาที และน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10000×g เป็นเวลา 10 นาที ส่วนใสที่ได้ถูกน ามากรองผ่าน

ตัวกรองที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุนเท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร เก็บส่วนของเหลวที่ผ่านการกรอง 

(filtrate) และวิเคราะห์หาความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจด้วยเทคนิค agar overlay assay 

พร้อมทั้งพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ (PFU/มิลลิลิตร) กับ

ระยะเวลา (นาที) ค านวณความหนาแน่นเฉลี่ยของแบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อยออกมาต่อแบคทีเรีย

หนึ่งเซลล์ (burst size) จากอัตราส่วนของความหนาแน่นแบคเทอริโอฟาจที่ถูกปล่อยออกมาจาก
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เซลล์แบคทีเรียในช่วงสุดท้ายของระยะแฝง (latent period) ต่อความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ

ที่ถูกปล่อยออกมาจากเซลล์แบคทีเรียครั้งแรก 

 

3.2.12 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ 

  การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจดัดแปลงจากวิธีของ 

Phumkhachorn และ Rattanachaikunsopon (2010) น าน้ ากลั่นปลอดเชื้อ pH 6.9 ปริมาตร 900 

ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์และให้ความร้อนที่อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 4, 28, 37, 50, 60 

และ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมแบคเทอริโอฟาจปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

(ความหนาแน่นสุดท้ายประมาณ 109 PFU/มิลลิลิตร) น าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิเดิมเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

และน ามาแช่ในน้ าแข็งทันที วิเคราะห์หาความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจที่ยังมีชีวิตรอดด้วย

เทคนิค agar overlay assay พร้อมทั้งพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความหนาแน่นของ 

แบคเทอริโอฟาจ (PFU/มิลลิลิตร) กับอุณหภูมิที่ใช้ในการทดลอง (องศาเซลเซียส) 

 

3.2.13 การศึกษาผลของ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ 

  การศึ กษาผลของ pH ต่อการอยู่ รอดของแบคเทอริ โอฟาจดัดแปลงจากวิธีของ 

Jamalludeen และคณะ (2007) ปรับ pH อาหารเหลว TSB ด้วย HCI หรือ NaOH ให้ได้ pH ตั้งแต่ 

2-11 จากนั้นดูดอาหารเหลว TSB ที่ผ่านการปรับ pH แล้ว ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด

ไมโครเซนตริฟิวส์และเติมแบคเทอริโอฟาจปริมาตร 100 ไมโครลิตร (ความหนาแน่นสุดท้ายประมาณ 

107 PFU/มิลลิลิตร) บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง วิเคราะห์หาความ

หนาแน่นของฟาจที่ยังมีชีวิตรอดด้วยเทคนิค agar overlay assay พร้อมทั้งพลอตกราฟความสัมพันธ์

ระหว่างความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ (PFU/มิลลิลิตร) กับ pH 

 

3.2.14 การควบคุม S. aureus 01 ในนมพาสเจอร์ไรส์ 

  การทดสอบในตัวอย่างนมโดยใช้นมโคพาสเจอร์ไรส์ที่อุณหภูมิสูง ตราดัชมิลล์ (Dutch mill 

selected) ซึ่งมี pH อยู่ในช่วง 6.8-6.9 โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม ดังนี้   

  กลุ่มที่ 1 จ าลองสภาวะการปนเปื้อนแบคทีเรียในปริมาณสูง โดย ผสม mid-log phase  

S. aureus 01 (ความห น าแน่ น สุ ดท้ าย  107 CFU/มิ ล ลิ ลิ ต ร ) ป ริ ม าต ร  5 มิ ล ลิ ลิ ต ร  แล ะ 
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แบคเทอริโอฟาจ (ความหนาแน่นสุดท้าย 108 PFU/มิลลิลิตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในนมโค 

พาสเจอร์ไรส์ปริมาตร 40 มิลลิลิตร  

  กลุ่มที่  2 จ าลองสภาวะการปนเปื้อนแบคที เรียในปริมาณต่ า ผสม mid-log phase  

S. aureus 01 (ความห น าแน่ น สุ ดท้ าย  104 CFU/มิ ล ลิ ลิ ต ร ) ป ริ ม าต ร  5 มิ ล ลิ ลิ ต ร  แล ะ 

แบคเทอริโอฟาจ (ความหนาแน่นสุดท้าย 108 PFU/มิลลิลิตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในนมโค 

พาสเจอร์ไรส์ปริมาตร 40 มิลลิลิตร   

  ส าหรับชุดควบคุมจะแบ่งเป็นชุดควบคุมแบคทีเรียและแบคเทอริโอฟาจ โดยชุดควบคุม

แบคทีเรียจะไม่มีการเติมแบคเทอริโอฟาจ (phage-free suspension) แต่เติม SM buffer แทน 

แบคเทอริโอฟาจ ในขณะที่ชุดควบคุมแบคเทอริโอฟาจจะไม่มีการเติมแบคทีเรีย (bacteria-free 

suspension) แต่เติมอาหารเหลว TSB แทนแบคทีเรีย จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ซึ่งเป็นอุณหภูมิส าหรับเก็บรักษานมพาสเจอไรส์ที่ใช้กันโดยทั่วไป ท าการเก็บตัวอย่างทุก  ๆ 1 ชั่วโมง 

เป็นเวลา 8 ชั่วโมงเพ่ือวิเคราะห์หาความหนาแน่นของ S. aureus 01 รวมทั้งวิเคราะห์หาความ

หนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ  

  การวิเคราะห์หาความหนาแน่นของ S. aureus 01 โดยดูดตัวอย่างนมที่ผ่านการเจือจางแบบ 

ten-fold serial dilution ด้วย NaCI ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 

0.1 มิลลิลิตร น ามา spread ลงบนอาหารแข็ง TSA และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีที่ปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (เลือกนับจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มีโคโลนีอยู่ในช่วง 30-300 โคโลนี) ค านวณความหนาแน่นของ S. aureus พร้อมทั้งพลอตกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างความหนาแน่นของ S. aureus (CFU/มิลลิลิตร) กับระยะเวลา (นาที)   

  การวิเคราะห์หาความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ โดยดูดตัวอย่างนมปริมาตร 100 

ไมโครลิตรผสมกับ SM buffer ปริมาตร 900 ไมโครลิตร และน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

10000×g เป็นเวลา 10 นาที ส่วนใสที่ได้ถูกน ามากรองผ่านตัวกรองที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุน

เท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร เก็บส่วนของเหลวที่ผ่านการกรอง (filtrate) และวิเคราะห์หาความหนาแน่น

ของแบคเทอริโอฟาจ ด้วยเทคนิค agar overlay assay พร้อมทั้งพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง

ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ (PFU/มิลลิลิตร) กับระยะเวลา (ชั่วโมง) 
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3.2.15 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

  วิเคราะห์ความแปรปรวนของอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมในการ

ติดเชื้อ ผลของอุณหภูมิ และ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ โดยใช้การวิเคราะห์ความ

แปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) พร้อมทั้งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญด้วย Duncan's multiple range tests พิจารณาความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ 

P<0.05 โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 21  
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      บทที่ 4 ผลทดลอง   

            ผลการทดลอง  

4.1 การคัดแยกแบคเทอริโอฟาจ 

  ในงานวิจัยนี้ได้คัดแยกแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus 01 จากตัวอย่าง

ทั้ งหมด 105 ตัวอย่าง โดยใช้วิธี เพ่ิมจ านวน (enrichment method) เพ่ือเพ่ิมปริมาณของ 

แบคเทอริโอฟาจและ ตรวจหาแบคเทอริโอฟาจด้วยเทคนิค agar overlay assay จากผลการทดลอง

พบว่า 34 ตัวอย่างจากทั้งหมด (32.38%) มีการสร้างพลาคที่สามารถสังเกตเห็นได้อย่างชัดเจนซึ่ง

แสดงว่าตัวอย่างนั้น ๆ มีแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะกับ  S. aureus 01 อยู่ โดยพบว่า 23 

ตัวอย่างจากทั้งหมด สามารถสังเกตเห็นการเกิดพลาคที่ปรากฏบนอาหารแข็งโดยมีลักษณะเป็นวงใส 

(clear plaque) ทั้งที่มีและไม่มีขอบขุ่นล้อมรอบ ขนาดแตกต่างกันโดยเฉลี่ยประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 

ซึ่งแบคเทอริโอฟาจที่สร้างพลาคใสนี้จัดเป็นแบคเทอริโอฟาจที่มีวงจรชีวิตแบบไลติค ( lytic 

bacteriophage) (รูปที่ 5A) และจาก 11 ตัวอย่าง สามารถสังเกตเห็นการเกิดพลาคที่มีลักษณะขุ่น 

(turbid plaque) กว่าเมื่อเทียบกับแบบแรก ซึ่งจัดเป็นแบคเทอริโอฟาจที่มีวงจรชีวิตแบบไลโสเจนิค 

(lysogenic bacteriophage) (รูปที่ 5B) ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้คัดเลือกตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจที่สร้าง 

พลาคที่มีลักษณะใสส าหรับศึกษาในขั้นต่อไป  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 ลักษณะของพลาคที่ปรากฏบนสนามของเซลล์แบคทีเรีย (lawn of bacteria) โดยวิธี agar 

overlay assay (A) พลาคใสที่เกิดจากไลติคแบคเทอริโอฟาจ (lytic bacteriophage) ซึ่งได้จาก

ตัวอย่างมูลโค (B) พลาคขุ่นที่เกิดจากไลโสเจนิคแบคเทอริโอฟาจ (lysogenic bacteriophage) ซึ่ง

ได้จากตัวอย่างนมดิบ 

A B 
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  หลังจากท าบริสุทธิ์ตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจทั้ง 23 ตัวอย่าง โดยใช้เกณฑ์การตัดสินใจจาก

ลักษณะและขนาดของพลาคที่ปรากฏบนอาหารแข็งซึ่งมีความแตกต่างกัน ได้ไลติคแบคเทอริโอฟาจ 

30 ตัวอย่าง (Sau_RP01-Sau_RP30) ดังแสดงในตารางที่ 7 ตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจเหล่านี้ถูกเพ่ิม

ปริมาณเพ่ือเตรียมเป็น phage stocks ซึ่งมีความหนาแน่นเฉลี่ยประมาณ 108-1010 PFU/มิลลิลิตร
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4.2 การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน 

  การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 30 ตัวอย่าง ในการติดเชื้อแบคทีเรียสาย

พันธุ์ อ่ืน โดยทดสอบกับ S. aureus จ านวน 12 สายพันธุ์ รวมทั้ง L. monocytogenes DMST 

17303, S. Enteritidis DMST 8536 แล ะ  S. Typhimurium ATCC 13311 ด้ ว ย วิ ธี  spot test 

(ความหนาแน่ นของแบคเทอริ โอฟาจประมาณ  108 PFU/ml) จากผลการทดลองพบว่า 

แบคเทอริโอฟาจ 21 ตัวอย่างจากทั้ งหมด (Sau_RP01, Sau_RP02, Sau_RP03, Sau_RP04, 

Sau_RP0 7 ,Sau_RP0 8 , Sau_RP0 9 , Sau_RP1 0 , Sau_RP1 1 , Sau _RP1 2 , Sau_RP1 4 , 

Sau_RP1 5 , Sau_RP1 6 , Sau_RP 1 7 , Sau_RP1 8 , Sau_RP1 9 , Sau_RP2 0 , Sau_RP2 1 , 

Sau_RP22, Sau_RP29 และ  Sau_RP30) สามารถท าให้เกิดการติดเชื้อกับ S. aureus ทุกสายพันธุ์

ที่ ใช้ ในการทดสอบดั งแสดงในตารางที่  8 โดยพบว่า Sau_RP04, Sau_RP11, Sau_RP15, 

Sau_RP16 และ Sau_RP29 ให้ระดับการเกิดโซนใส (clear zone) สูงที่สุดหรือเห็นได้อย่างชัดเจน

กับ S. aureus ทั้ ง 12 สายพันธุ์  ลักษณะโซนใสซึ่งเกิดจากการแบคเทอริโอฟาจที่ มีและไม่มี

ความสามารถในการติดเชื้อแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 6 นอกจากนี้แบคเทอริโอฟาจทั้ง 30 ตัวอย่าง 

ไม่สามารถท าให้เกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียข้ามสกุลได้  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 ลักษณะโซนใสที่ปรากฏบนสนามของเซลล์แบคทีเรีย S. aureus CM4 โดยวิธี spot test   

โดยก าหนดระดับโซนใสได้เป็น +++ (a), ++ (b), + (c) และ – (e)  

 

 

 

a 

b c 

d 
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ตารางท่ี 8 ผลการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน 
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Sau_RP01 +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP02 +++ ++ +++ + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP03 +++ ++ +++ + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP04 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP05 ++ + +++ - + +++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ - - - 

Sau_RP06 +++ +++ +++ - +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP07 +++ ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP08 ++ + ++ + + +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_RP09 +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP10 +++ ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP11 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP12 +++ ++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP13 +++ - +++ + - +++ - +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP14 +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP15 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP16 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP17 +++ ++ +++ ++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ ++ - - - 

Sau_RP18 +++ ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP19 +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP20 +++ + +++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 
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ยพั
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เรีย

 

แบคเทอ 
ริโอฟาจ 

หมายเหตุ – หมายถึง ไม่เกิดโซนใส หรือ แบคเทอริโอฟาจไม่มีความสามารถติดเชื้อแบคทีเรีย 

              + หมายถึง เกิดโซนใสระดับต่ า หรือ แบคเทอริโอฟาจมีความสามารถติดเชื้อแบคทีเรียต่ า 

      ++   หมายถึง เกิดโซนใสระดับปานกลาง หรือ แบคเทอริโอฟาจมีความสามารถติดเชื้อ  

   แบคทีเรียปานกลาง  

      +++  หมายถึ ง เกิด โซนใสระดับสู งซึ่ งสามารถสั งเกตเห็ น ได้อย่ างชัด เจน  หรือ  

    แบคเทอริโอฟาจมีความสามารถติดเชื้อแบคทีเรียสูง 

 

 

 

 

ตารางท่ี 8 (ต่อ) 
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Sau_RP21 +++ + +++ + ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP22 ++ + +++ ++ ++ +++ + ++ +++ +++ +++ ++ - - - 

Sau_RP23 +++ - + - - +++ - +++ ++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP24 +++ - + - - +++ - ++ ++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP25 +++ - ++ + - +++ - ++ ++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP26 +++ - + + - +++ - ++ ++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP27 +++ - + - - +++ - ++ ++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP28 +++ - ++ - - +++ - ++ ++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP29 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - - 

Sau_RP30 ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ ++ - - - 
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4.3 การสกัดกรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอฟาจ 

  จากการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน  ผู้วิจัย
ได้คัดเลือกแบคเทอริโอฟาจทั้ง 21 ตัวอย่าง (Sau_RP01, Sau_RP02, Sau_RP03, Sau_RP04, 
Sau_RP07, Sau_RP08, Sau_RP09, Sau_RP10, Sau_RP11, Sau _RP12, Sau_RP14, Sau_RP 
15 , Sau_RP16 , Sau_RP17 , Sau_RP18 , Sau_RP19 , Sau_RP20 , Sau_RP21 , Sau_RP22 , 
Sau_RP29, Sau_RP30) ซึ่งสามารถท าให้เกิดการติดเชื้อกับ S. aureus ทุกสายพันธุ์ที่ใช้ในการ
ทดสอบส าหรับสกัดกรดนิวคลีอิกด้วยวิธี Phenol-Chloroform extraction และตรวจสอบจีโนมของ
แบคเทอริโอฟาจที่สกัดได้ด้วย agarose gel electrophoresis จากผลการทดลองพบว่าจีโนมของ 
แบคเทอริโอฟาจทั้ง 21 ตัวอย่าง มีขนาดมากกว่า 19 kbp โดยประมาณ เมื่อเปรียบเทียบกับ 
Lambda DNA/StyI marker ดังแสดงในรูปที่ 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 ผลการสกัดกรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 21 ตัวอย่าง และตรวจสอบด้วย agarose 

gel electrophoresis โดยแถบ M = Lambda DNA/StyI marker, แถบ 1 = Sau_RP01, แถบ 2 

= Sau_RP02, แถบ 3 = Sau_RP03, แถบ 4 = Sau_RP04, แถบ 5 = Sau_RP07, แถบ 6 = 

Sau_RP08, แถบ 7 = Sau_RP09, แถบ 8 = Sau_RP10, แถบ 9 = Sau_RP11, แถบ 10 = Sau 

_RP12, แถบ  11 = Sau_RP14, แถบ  12 = Sau_RP15, แถบ  13 = Sau_RP16, แถบ  14 = 

Sau_RP17, แถบ 15 = Sau_RP18, แถบ 16 = Sau_RP19, แถบ 17 = Sau_RP20, แถบ 18 = 

Sau_RP21, แถบ 19 = Sau_RP22, แถบ 20 = Sau_RP29, แถบ 21 = Sau_RP30 
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4.4 การวิเคราะห์กรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอฟาจโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

  วิเคราะห์กรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอฟาจที่สกัดได้ในหัวข้อ 4.3 ทั้ง 21 ตัวอย่าง โดยการ

ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 4 ชนิด คือ EcoRI, StyI, HindII และ SacI จากผลการทดลองพบว่าการ

ตัดจีโนมของแบคเทอริโอฟาจด้วย EcoRI และ StyI ให้รูปแบบการตัดที่ชัดเจนกว่าเมื่อเทียบกับการ

ตัดด้วย HindII และ SacI ดังแสดงในรูปที่ 8 และ 9 ส าหรับเกณฑ์ในการจัดกลุ่มแบคเทอริโอฟาจโดย

วิเคราะห์จากรูปแบบและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดได้  

  การตัดจีโนมของแบคเทอริโอฟาจด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ StyI สามารถแบ่งแบคเทอริโอฟาจ

เป็น 2 แบบ ได้แก่  

  แบบที่ 1 จีโนมของแบคเทอริโอฟาจสามารถถูกตัดได้ด้วยเอนไซม์จ าเพาะ StyI โดยได้ชิ้นดี

เอ็นเอที่มีขนาด 23130 bp, 9416-10000 bp, 7000-9416 bp, 6557-7000 bp, 6200 bp, 5200 

bp, 4000 bp, 3000-4000 bp, 3000-4000 bp, 3000 bp, 2000 bp, 2000-1500 bp แ ล ะ 

1500-1000 bp ป ระกอบด้ วยแบคเทอริ โอฟาจ 11 ตั วอย่ า ง คื อ  Sau_RP01, Sau_RP08 , 

Sau_RP1 0 , Sau_RP1 1 , Sau_RP14, Sau_RP1 5 , Sau_RP1 6 , Sau_RP1 7 , Sau_RP1 8 , 

Sau_RP19, Sau_RP22 และ Sau_RP30  

  แบบที่  2 จี โนมของแบคเทอริโอฟาจไม่สามารถถูกตัดได้ด้วยเอนไซม์จ าเพาะ StyI 

ประกอบด้วยแบคเทอริโอฟาจ 10 ตัวอย่าง คือ Sau_RP02, Sau_RP03, Sau_RP04, Sau_RP07, 

Sau_RP09, Sau _RP12, Sau_RP20, Sau_RP21 และ Sau_RP29  

  การตัดจีโนมของแบคเทอริโอฟาจด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI สามารถพบรูปแบบของ

แถบดีเอ็นเอที่ต่างกันถึง 6 แบบ ได้แก่  

  แบบที่  1 ได้ชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกว่า 23130 bp, 9000-10000 bp และ 6200 bp 

ประกอบด้วยแบคเทอริโอฟาจ 3 ตัวอย่าง คือ Sau_RP01, Sau_RP02 และ Sau_RP21  

  แบบที่ 2 ได้ชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกว่า 23130 bp, 10000-23130 bp และ 7000 bp 

ประกอบด้วยแบคเทอริโอฟาจ 6 ตัวอย่าง คือ Sau_RP04, Sau_RP08, Sau_RP11, Sau_RP14, 

Sau_RP16 และ Sau_RP17  

  แบบที่ 3  ได้ชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกว่า 23130 bp, 10000-23130 bp และ 6557 bp 

ประกอบ ด้วยแบคเทอริโอฟาจ 2 ตัวอย่าง คือ Sau_RP07 และ Sau_RP15  

  แบบ ที่  4 ได้ ชิ้ น ดี เอ็ น เอที่ มี ขน าดมากกว่ า  23130 bp, 23130 bp และ 9416 bp 

ประกอบด้วยแบคเทอริโอฟาจ 6 ตัวอย่าง คือ Sau_RP09, Sau_RP10, Sau _RP12, Sau_RP18, 
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Sau_RP19 และ Sau_RP30  

  แบบที่  5 ได้ชิ้นดี เอ็นเอที่มีขนาดมากกว่า 23130 bp, 9416-7000 bp และ 5200 bp 

ประกอบด้วยแบคเทอริโอฟาจ 1 ตัวอย่าง คือ Sau_RP22  

  แบบที่ 6 ไม่สามารถตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI ประกอบด้วยแบคเทอริโอฟาจ 3 

ตัวอย่าง คือ Sau_RP03, Sau_RP20 และ Sau_RP29  

  ผลจากการจัดกลุ่มแบคเทอริโอฟาจทั้ง 21 ตัวอย่าง โดยอาศัยรูปแบบของการตัดด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI และ StyI เป็นเกณฑ์ในการจัดกลุ่ม สามารถแบ่งแบคเทอริโอฟาจทั้งหมด

ออกเป็น 10 กลุ่ม ดังแสดงในตารางที่  9 นอกจากนี้ยังใช้ผลจากการศึกษาความสามารถของ 

แบคเทอริโอฟาจในการติด เชื้อแบคที เรียสายพันธุ์ อ่ืนประกอบการตัดสินใจเพ่ือคัด เลือก 

แบคเทอริโอฟาจส าหรับน าไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป โดยเลือกแบคเทอริโอฟาจที่มีระดับการเกิดโซน

ใส (clear zone) กับ S. aureus ทั้ง 12 สายพันธุ์สูงที่สุดในแต่ละกลุ่ม ซึ่งพบว่าแบคเทอริโอฟาจ 

Sau_RP4, Sau_RP11, Sau_RP15 และ Sau_RP29 มีระดับการเกิดโซนใสสูงที่สุด ดังนั้นผู้วิจัยจึง

เลือกแบคเทอริโอฟาจดังกล่าวเพ่ือน าไปศึกษาคุณสมบัติต่อไป  
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ตารางที่ 9 การจัดกลุ่มแบคเทอริโอฟาจโดยอาศัยรูปแบบของการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI 

และ StyI  

 
กลุ่ม 

 
ตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจ 

การตัดจีโนมของ 
แบคเทอริโอฟาจด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ StyI 

ขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ได้จากการตัด
จีโนมของแบคเทอริโอฟาจด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI (bp) 

1 Sau_RP01 √ >23130 , 9000-10000, 6200  

2 Sau_RP02, Sau_RP21 - >23130 , 9000-10000, 6200 

3 Sau_RP08, Sau_RP11 
Sau_RP14, Sau_RP16 
Sau_RP17 

√ >23130, 10000-23130, 7000 

4 Sau_RP04 - >23130, 10000-23130, 7000  

5 Sau_RP15 √ >23130, 10000, 6557 

6 Sau_RP07 - >23130, 10000, 6557  
7 Sau_RP10, Sau_RP18 

Sau_RP19, Sau_RP30 
√ >23130, 23130, 9416 

8 Sau_RP09, Sau_RP12  - >23130, 23130, 9416  

9 Sau_RP22 √ >23130, 9416-7000, 5200 

10 Sau_RP03, Sau_RP20 
Sau_RP29 

- - 

หมายเหตุ เครื่องหมาย √ หมายถึง จีโนมของแบคเทอริโอฟาจนั้น ๆ สามารถถูกตัดได้ด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ StyI และ เครื่องหมาย – หมายถึง จีโนมของแบคเทอริโอฟาจนั้น ๆ ไม่สามารถถูกตัดได้ด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ StyI  

 

 

 

 

 

 

 



  64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 ผลการตัดจีโนมของแบคเทอริโอฟาจด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 4 ชนิด คือ StyI (A) และ EcoRI 

(B) พร้อมทั้งตรวจสอบรูปแบบที่ได้ด้วย agarose gel electrophoresis โดยแถบ M = 1 kb DNA 

Ladder, แถบ m = Lambda DNA/HindIII marker, แถบ 1 = Sau_RP01, แถบ 2 = Sau_RP02, 

แถบ 3 = Sau_RP03, แถบ 4 = Sau_RP04, แถบ 5 = Sau_RP07, แถบ 6 = Sau_RP08, แถบ 7 

= Sau_RP09, แถบ 8 = Sau_RP10, แถบ 9 = Sau_RP11, แถบ 10 = Sau _RP12, แถบ 11 = 

Sau_RP14, แถบ 12 = Sau_RP15, แถบ 13 = Sau_RP16, แถบ 14 = Sau_RP17, แถบ 15 = 

Sau_RP18, แถบ 16 = Sau_RP19, แถบ 17 = Sau_RP20, แถบ 18 = Sau_RP21, แถบ 19 = 

Sau_RP22, แถบ 20 = Sau_RP29, แถบ 21 = Sau_RP30  

A 

B 
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รูปที่ 9 ผลการตัดจีโนมของแบคเทอริโอฟาจด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 4 ชนิด คือ HindII (A) และ 

SacI (B) พร้อมทั้งตรวจสอบรูปแบบที่ได้ด้วย agarose gel electrophoresis โดยแถบ M = 1 kb 

DNA Ladder, แ ถ บ  m = Lambda DNA/HindIII marker, แ ถ บ  1 = Sau_RP01, แ ถ บ  2 = 

Sau_RP02, แ ถ บ  3 = Sau_RP03, แ ถ บ  4 = Sau_RP04, แ ถ บ  5 = Sau_RP07, แ ถ บ  6 = 

Sau_RP08, แถบ 7 = Sau_RP09, แถบ 8 = Sau_RP10, แถบ 9 = Sau_RP11, แถบ 10 = Sau 

_RP12, แ ถบ  11 = Sau_RP14, แ ถบ  12 = Sau_RP15, แ ถบ  13 = Sau_RP16, แ ถบ  14 = 

Sau_RP17, แถบ 15 = Sau_RP18, แถบ 16 = Sau_RP19, แถบ 17 = Sau_RP20, แถบ 18 = 

Sau_RP21, แถบ 19 = Sau_RP22, แถบ 20 = Sau_RP29, แถบ 21 = Sau_RP30  

A 

B 
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4.5 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอฟาจ 

  จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11, 

Sau_RP15 และ Sau_RP29 ด้วยกล้องจุลทรรศน์ อิ เล็กตรอนแบบส่องผ่ าน  (Transmission 

electron microscopy) พบว่าแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง เป็นแบคเทอริโอฟาจที่มีหาง (Tailed 

phage) โดยส่วนหางมีลักษณะยาว ไม่มีเยื่อหุ้มบริเวณหาง (tail sheath) และไม่สามารถยืดหดได้ 

(long noncontractile tail) นอกจากนี้ส่วนหัวมีรูปร่างเหลี่ยมซึ่งจัดเรียงแบบสมมาตรมี 12 มุม 

(icosahedral symmetry) (รูปที่ 10) ค่าเฉลี่ยขนาดหัวและหางของแบคเทอริโอฟาจ แสดงไว้ใน

ตารางที่ 10 จากข้อมูลดังกล่าวพบว่าแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง จัดอยู่ในกลุ่ม B ตามการจัด

จ าแนกของ Bradley (1967) และอยู่ ใน  Family Siphoviridae ตามเกณฑ์การจัดจ าแนกของ

คณะกรรมการสากลว่าด้วยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส (ICTV)  

 

ตารางที่ 10 ค่าเฉลี่ยขนาดหัวและหางของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11, Sau_RP15 และ 

Sau_RP29 

 
ตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจ 

ขนาดหัวของแบคเทอริโอฟาจ  ความยาวหางของ 
แบคเทอริโอฟาจ  

(นาโนเมตร) 
ความกว้าง 
(นาโนเมตร) 

ความยาว 
(นาโนเมตร) 

Sau_RP4 71.18±2.48 72.84±2.67 170.07±4.78 

Sau_RP11 74.05±2.08 82.14±2.02 179.52±8.34 

Sau_RP15 68.74±2.18 71.26±3.69 176.76±6.76 

Sau_RP29 71.34±2.08 74.53±3.56 159.00±4.01 

หมายเหตุ ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการวัดผลซ้ า 10 อนุภาค  
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รูปที่  10 ลักษณ ะทางสัณ ฐานวิทยาของแบคเทอริ โอฟาจ Sau_RP4 (A), Sau_RP11 (B), 

Sau_RP15 (C) และ Sau_RP29 (D) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่านที่ก าลังขยาย 50,000 เท่า 

(Scale bar = 100 nm)  

 

 

  

A B 

C D 

100 nm  100 nm  

100 nm  100 nm  

Sau_RP4 Sau_RP11 

Sau_RP15 Sau_RP29 
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4.6 การหาอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมต่อการติดเชื้อ 

  ในงานวิจัยนี้ ได้ศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างแบคเทอริโอฟาจ  (Sau_RP4, Sau_RP11, 

Sau_RP15 และ Sau_RP29) ต่อโฮสต์เซลล์ ด้วยการหาอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์

ที่เหมาะสมต่อการติดเชื้อ หรือ MOI โดยผสมสารละลายแบคเทอริโอฟาจและ mid-log phase  

S. aureus 01 ให้ได้ MOI เท่ากับ 0.1, 1 และ 10 และวิเคราะห์หาความหนาแน่นของ S. aureus 

01 และแบคเทอริโอฟาจ จากผลการทดลอง พบว่า แบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง คือ Sau_RP4, 

Sau_RP11, Sau_RP15 และ Sau_RP29 มีค่าอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่

เหมาะสมต่อการติดเชื้อ เท่ากับ 0.1 ดังแสดงในรูปที่ 11, 12, 13 และ 14 ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่า

ใช้แบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อ S. aureus 01 ปริมาณน้อยแต่ก็สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 

ได้ไม่ต่างกับ MOI เท่ากับ 1 และ 10 (P>0.05) ซึ่งสามารถลดปริมาณ S. aureus 01 โดยเฉลี่ย 

19.63±0.78 log CFU/ml เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ภายในระยะเวลา 5 ชั่วโมง นอกจากนี้ยัง

พบว่าที่ MOI เท่ากับ 10 แบคเทอริโอฟาจเหล่านี้สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 2 

ของการทดลอง ซึ่งมากกว่าเมื่อเทียบกับ MOI เท่ากับ 1 และ 0.1 (รูปที่ 11A, 12A, 13A และ 14A)

 เมื่อเปรียบเทียบที่  MOI เท่ากับ 0.1 พบว่าปริมาณ S. aureus 01 ที่ลดลงเนื่องจาก 

แบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในชั่วโมงแรกของการทดลอง 

(P>0.05)  ในขณะที่ชั่วโมงที่ 2 ของการทดลอง พบว่าแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง สามารถลด

ปริมาณ S. aureus 01 ได้แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) โดยเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลอง

ควบคุม แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 ได้ถึง 10.32±0.27 log 

CFU/ml ซึ่งมากกว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11 และ Sau_RP29 ที่สามารถลดปริมาณ 

S. aureus 01 ได้ 1.33±0.10, 5.39±0.27 และ 5.96±0.65 log CFU/ml ตามล าดับ ในขณะที่

ชั่วโมงที่ 3 ของการทดลองแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP11, Sau_RP15 และ Sau_RP29 สามารถลด

ปริมาณ  S. aureus 01 ได้ ไม่แตกต่างกัน  ซึ่ งสามารถลดปริมาณ  S. aureus 01 โดยเฉลี่ ย 

17.63±0.24 log CFU/ml ในขณะที่แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4 สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 

ได้เพียง 9.69±0.91 log CFU/ml อย่างไรก็ตามในชั่วโมงที่ 4 และ 5 พบว่าแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 

ตัวอย่าง สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P>0.05) ซึ่งสามารถ

ลดปริมาณ S. aureus 01 โดยเฉลี่ย 17.69±0.66 และ 19.87±0.72 log CFU/ml ตามล าดับ 

นอกจากนี้ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง เมื่อเวลาผ่านไป 5 ชั่วโมง มีความ

แตกต่างกัน (P<0.05) โดยแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11, Sau_RP15 และ Sau_RP29 มี
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แนวโน้มเพ่ิมขึ้นตลอดการทดลอง ซึ่งเพ่ิมขึ้นโดยประมาณ 15.51±0.43, 13.208±0.38, 12.03 

±1.08 และ 10.96±0.27 log PFU/ml ตามล าดับ (รูปที่ 11B, 12B, 13B และ 14B) ดังนั้นผู้วิจัยจึง

เลือกแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ส าหรับการศึกษาในขั้นต่อไป 
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รูปที่ 11 ความหนาแน่นของ S. aureus (A) และ ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4 

(B) ณ ช่วงเวลาต่าง ๆ ที่อัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ (MOI) เท่ากับ 0.1(X), 1(▲) 

และ 10(■) โดยมีชุดควบคุม S. aureus(●) เป็นตัวเปรียบเทียบความหนาแน่นของ S. aureus ณ 

ช่วงเวลาและ MOI ต่าง ๆ (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครั้ง ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ า 3 ครั้ง)  
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รูปที่ 12 ความหนาแน่นของ S. aureus (A) และ ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP11 

(B) ณ ช่วงเวลาต่าง ๆ ที่อัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ (MOI) เท่ากับ 0.1(X), 1(▲) 

และ 10(■) โดยมีชุดควบคุม S. aureus(●) เป็นตัวเปรียบเทียบความหนาแน่นของ S. aureus ณ 

ช่วงเวลาและ MOI ต่าง ๆ (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครั้ง ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ า 3 ครั้ง)  
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รูปที่ 13 ความหนาแน่นของ S. aureus (A) และ ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 

(B) ณ ช่วงเวลาต่าง ๆ ที่อัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ (MOI) เท่ากับ 0.1(X), 1(▲) 

และ 10(■) โดยมีชุดควบคุม S. aureus(●) เป็นตัวเปรียบเทียบความหนาแน่นของ S. aureus ณ 

ช่วงเวลาและ MOI ต่าง ๆ (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครั้ง ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ า 3 ครั้ง)  
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รูปที่ 14 ความหนาแน่นของ S. aureus (A) และ ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP29 

(B) ณ ช่วงเวลาต่าง ๆ ที่อัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ (MOI) เท่ากับ 0.1(X), 1(▲) 

และ 10(■) โดยมีชุดควบคุม S. aureus(●) เป็นตัวเปรียบเทียบความหนาแน่นของ S. aureus ณ 

ช่วงเวลาและ MOI ต่าง ๆ (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครั้ง ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ า 3 ครั้ง)  
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4.7 การศึกษากราฟการเจรญิของแบคเทอริโอฟาจ 

  จากการศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอฟาจ โดยการติดเชื้อ S. aureus 01 ด้วยแบ

คเทอริโอฟาจ Sau_RP15 (MOI = 0.01) พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มีระยะแฝง (latent 

period) หรือช่วงเวลาตั้ งแต่แบคเทอริโอฟาจยึด เกาะกับโฮสต์ เซลล์จนกระทั่ งปลดปล่อย 

แบคเทอริโอฟาจรุ่นใหม่ออกสู่นอกโฮสต์เซลล์เป็นครั้งแรก ประมาณ 30 นาที และมีระยะเวลาที่มีการ

ปลดปล่อยแบคเทอริโอฟาจรุ่นใหม่ออกมากที่สุดในหนึ่งรอบของการเจริญซึ่งเป็นเวลาที่โฮสต์เกิดการ

แตกสลายไปมากที่สุด (burst time) ประมาณ 110 นาที ดังแสดงในรูปที่ 15 และมีค่าเฉลี่ยของ 

แบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อยออกมาต่อแบคทีเรียหนึ่งเซลล์ (burst size) เท่ากับ 901.27±244.28 

PFU/infected cell     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 15 การเจริญของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 

ครั้ง ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ า 3 ครั้ง)  
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4.8 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ 

  จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ  Sau_RP15 (ความ

หนาแน่นประมาณ 109 PFU/ml) โดยการบ่มแบคเทอริโอฟาจดังกล่าวที่อุณหภูมิ 4, 28, 37, 50, 60 

และ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่าที่อุณหภูมิ 4, 28 และ 37 องศาเซลเซียส ความ

หนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปจากความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจเริ่มต้น 

(P>0.05) ในขณะที่การบ่มแบคเทอริโอฟาจที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความหนาแน่นของ 

แบคเทอริโอฟาจมีแนวโน้มลดลง โดยลดลงไป 1.93±0.05 log PFU/ml นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อเพ่ิม

อุณหภูมิเป็น 60 และ 70 องศาเซลเซียส ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจลดลงจนไม่สามารถ

ตรวจวัดได้ ดังแสดงในรูปที่ 16  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ภายหลังจากการบ่มแบคเทอริโอฟาจในน้ า

กลั่นปลอดเชื้อ pH 6.9 ที่อุณหภูมิต่าง ๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการ

ทดลอง 3 ครั้ง ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ า 3 ครั้ง) a, b และ c 

แทนกลุ่มของตัวอย่าง (Homogeneous Subsets) ซึ่งได้จากการวิเคราะห์โดยใช้ความแปรปรวนทาง
เดียว (One-Way ANOVA) พร้อมทั้ งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan's 
multiple range tests (โดยก าหนดนัยส าคัญท่ี P<0.05)  
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4.9 การศึกษาผลของ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ 

  จากการศึกษาผลของ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 (ความหนาแน่น

ประมาณ 107 PFU/ml) โดยการบ่มแบคเทอริโอฟาจดังกล่าวที่ pH ตั้งแต่ 3-11 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

พบว่าที่ pH เท่ากับ 7, 8 และ 9 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปจาก

ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจเริ่มต้น (P>0.05) ในขณะที่การบ่มแบคเทอริโอฟาจที่ pH เท่ากับ 

10 และ 11 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจมีแนวโน้มลดลง โดยลดลงไป 0.84±0.18 และ 

5.09±0.38 log PFU/ml ตามล าดับ ทั้งนี้การบ่มแบคเทอริโอฟาจที่ pH เท่ากับ 6, 5 และ 4 ความ

หนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจก็มีแนวโน้มลดลงเช่นเดียวกัน โดยลดลงไป 0.25±3.32, 0.429±5.63 

แล ะ  3.19±0.16 log PFU/ml น อกจ ากนี้ ยั งพ บ ว่ าที่  pH เท่ ากั บ  3 ค วาม ห น าแน่ น ขอ ง 

แบคเทอริโอฟาจลดลงจนไม่สามารถตรวจวัดได้ ดังแสดงในรูปที่ 17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 17 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ภายหลังจากการบ่มแบคเทอริโอฟาจที่ pH 

ต่าง ๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 

3 ครั้ง ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ า 3 ครั้ง) a, b, c, d และ e 

แทนกลุ่มของตัวอย่าง (Homogeneous Subsets) ซึ่งได้จากการวิเคราะห์โดยใช้ความแปรปรวนทาง
เดียว (One-Way ANOVA) พร้อมทั้ งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan's 
multiple range tests (โดยก าหนดนัยส าคัญท่ี P<0.05)  
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4.10 การควบคุม S. aureus 01 ในนมโคพาสเจอร์ไรส์ 

  จากการทดลองการควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่างนมโคพาสเจอร์ไรส์ โดยจ าลองสภาวะ

การปนเปื้อนของแบคทีเรียทั้งในปริมาณสูงและต่ า ผลการทดลองพบว่าการใช้แบคเทอริโอฟาจ 

Sau_RP15 (ความหนาแน่น 108 PFU/ml) ส าหรับการควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่างนม 

พาสเจอร์ไรส์ที่มีระดับการปนเปื้อนสูงถึง 107 CFU/ml พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 สามารถ

ลดความหนาแน่นของ S. aureus 01 ได ้0.60±0.55 และ 1.05±0.37 log CFU/ml เมื่อเปรียบเทียบ

กับความหนาแน่นของ S. aureus 01 เริ่มต้น ในชั่วโมงที่ 1 และชั่วโมงที่ 8 ตามล าดับ และลดลงไป 

1.44±0.51 และ 3.81±0.51 log CFU/ml เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองควบคุม ในชั่วโมงท่ี 1 และ

ชั่วโมงที่ 8 ตามล าดับ ซึ่งหากไม่มีการควบคุมโดยใช้แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 S. aureus 01 

สามารถเจริญได้ถึงประมาณ 1010 CFU/ml ภายในระยะเวลา 8 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบว่าความ

หนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจมีแนวโน้มลดลงเล็กน้อย โดยลดลงไป 1.45±0.19 log PFU/ml เมื่อ

สิ้นสุดการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 18A และจากผลการทดลองการใช้แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 

(ความหนาแน่น 108 PFU/ml) ส าหรับการควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ที่มีการ

ปนเปื้อนในระดับต่ าที่ความหนาแน่น 104 CFU/ml พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 สามารถลด

ความหนาแน่นของ S. aureus 01 ได้ 0.93±0.18 log CFU/ml เมื่อเปรียบเทียบกับความหนาแน่น

ของ S. aureus 01 เริ่มต้น ในชั่วโมงที่ 1 และลดได้ 1.95±0.13 log CFU/ml เมื่อเปรียบเทียบกับ

การทดลองควบคุม ตั้งแต่ชั่วโมงแรก ในขณะที่แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 สามารถลดความ

หนาแน่นของ S. aureus 01 จนไม่สามารถตรวจวัดได้ในชั่วโมงที่ 8 ซึ่งหากไม่มีการควบคุมโดยใช้ 

แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 S. aureus 01 สามารถเจริญได้ถึงประมาณ 105 CFU/ml ภายใน

ระยะเวลา 8 ชั่วโมง อย่างไรก็ตามความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจมีแนวโน้มคงที่ตลอดการ

ทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 18B 
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รูปที่ 18 การควบคุม S. aureus 01 ด้วยแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ในตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซึ่งจ าลองสภาวะการปนเปื้อนแบคทีเรียในปริมาณสูง (107 CFU/ml) (A) 

และสภาวะการปนเปื้อนแบคทีเรียในปริมาณต่ า (104 CFU/ml) (B) โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 

กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ชุดควบคุม S. aureus 01(●) กลุ่มที่ 2 ชุดการทดลองหาความหนาแน่น S. aureus 

01 หลังจากมีการใช้แบคเทอริโอฟาจ(♦) กลุ่มที่ 3 ชุดควบคุมแบคเทอริโอฟาจ(▲) กลุ่มที่ 4 ชุดการ

ทดลองหาความหนาแน่นแบคเทอริโอฟาจหลังจากมีการใช้แบคเทอริโอฟาจ(X) (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็น

ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครั้ง ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ า 3 

ครั้ง)  
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      บทที่ 5 วิจารณ์ผลการทดลอง   

         วิจารณ์ผลการทดลอง 

  นมและผลิตภัณฑ์นม จัดเป็นเครื่องดื่ม และ/หรือ อาหารที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูง ซึ่งท า
หน้าที่เป็นตัวกลางในการเจริญของจุลินทรีย์ การปนเปื้อนจุลินทรีย์ในนมและผลิตภัณฑ์นมนั้นมักมี
สาเหตุจากปริมาณจุลินทรีย์เริ่มต้นในนมดิบ หากไม่ได้รับการจัดการหรือควบคุมที่ดี จุลินทรีย์ดังกล่าว
ก็อาจก่อให้เกิดการปนเปื้อนขึ้นได้ ซึ่งการปนเปื้อนจุลินทรีย์ที่ไม่พึงประสงค์ในนมและผลิตภัณฑ์นม 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง S. aureus อาจจะส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคโดยตรง เนื่องจาก S. aureus 
สามารถสร้างสารพิษ อีกทั้งตัวเชื้อเองยังก่อให้เกิดอันตราย เมื่อเข้าสู่ร่างกายแล้วจะก่อให้เกิดโรคขึ้น 
(Que and Moreillon, 2010) โดยแบคทีเรียชนิดนี้จะถูกส่งผ่านไปยังมนุษย์โดยการบริโภคนมและ
ผลิตภัณฑ์นม ซึ่งการควบคุมการแพร่กระจายของแบคทีเรียชนิดนี้ยังเป็นสิ่งที่ท้าทายอย่างมาก 
ส าหรับวิธีการในการควบคุมส่วนใหญ่ทั้งวิธีทางกายภาพและเคมียังส่งผลกระทบต่อผลิตภัณฑ์และ
ผู้บริโภค การค้นหาวิธีการใหม่ ๆ ที่ไม่ส่งผลกระทบต่อผลิตภัณฑ์และผู้บริโภค  ตลอดจนสิ่งแวดล้อม
ยังคงด าเนินต่อไป โดยเมื่อเร็ว ๆ นี้การใช้แบคเทอริโอฟาจเพ่ือควบคุมแบคทีเรียก่อ โรคได้รับความ
สนใจเป็นอย่างมากเนื่องจากเป็นวิธีการทางเลือกในการควบคุมการติดเชื้อและการปนเปื้อนเชื้อโรคที่
ดื้อต่อยาปฎิชีวนะ (Hanlon, 2007) ซึ่งมีหลาย ๆ งานวิจัยที่ประสบความส าเร็จในการประยุกต์ใช้ 
แบคเทอริโอฟาจส าหรับการควบคุมแบคทีเรียก่อโรคในนมและผลิตภัณฑ์นม เช่น การประยุกต์ใช้ 
แบคเทอริโอฟาจส าหรับการควบคุมการแพร่กระจายของ S. aureus ในกระบวนการผลิตโยเกิร์ต 
(Garcia et al., 2007) การควบคุมและป้องกันไม่ให้ S. Enteritidis เจริญในระหว่างกระบวนการผลิต
และเก็บรักษา chedder cheese (Modi et al., 2001) หรือใช้ ยับยั้ งการเจริญ เติบ โตของ  
L. monocytogenes ใน red smear cheese (Carlton et al., 2005) เป็นต้น  
  ในงานวิจัยนี้ได้คัดแยกแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะต่อ S aureus 01 พร้อมทั้งศึกษา
คุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้ ส าหรับเป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้ควบคุม 
S. aureus ในนมและผลิตภัณฑ์นม  ซึ่งเป็นแนวทางใหม่ส าหรับการควบคุมแบคทีเรียก่อโรคใน
ประเทศไทย การคัดแยกแบคเทอริโอฟาจจากตัวอย่างในสิ่งแวดล้อมนั้นสามารถคัดแยกได้ โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งจากแหล่งที่มีโฮสต์เซลล์ซึ่งมีความจ าเพาะกับแบคเทอริโอฟาจนั้น ๆ อยู่ (Higgins et al., 
2007) ซึ่งในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะกับ S aureus 01 ได้ส าเร็จ 
จากตัวอย่างที่คาดว่าจะเป็นแหล่งของโฮสต์เซลล์ทั้งในตัวอย่างนมดิบจากถังนมรวม หรือตัวอย่างน้ า
เสียจากฟาร์มปศุสัตว์ แบคเทอริโอฟาจทั้ง 34 ตัวอย่างที่คัดแยกได้ มีการสร้างพลาคที่แตกต่างกัน
อย่างชัดเจน 2 ลักษณะ ทั้งพลาคที่มีลักษณะใส (clear plaque) จ านวน 23 ตัวอย่าง และพลาคที่มี
ลักษณะขุ่น (turbid plaque) อีก 11 ตัวอย่าง ซึ่งตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจที่สามารถสร้างพลาคใส



  80 

จัดเป็นไวรูเรนต์ฟาจ (virulent phage) ในขณะที่ตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจที่สร้างพลาคขุ่นจัดเป็น
เทมเพอเรตฟาจ (temperate phage)    
  จากความรู้เกี่ยวกับวงจรชีวิตของแบคเทอริโอฟาจจึงสามารถสรุปได้ว่าแบคเทอริโอฟาจที่มี
วงจรชีวิตแบบไลโสเจนิคไม่เหมาะสมในการน ามาประยุกต์ใช้ในเชิงของการบ าบัดหรือควบคุม
แบคทีเรียก่อโรค มีเพียงไวรูเรนต์ฟาจเท่านั้นที่เหมาะสมส าหรับการประยุกต์ใช้ในการควบคุมทาง
ชีวภาพและนี่อาจเป็นหนึ่งในวิธีการที่ใช้ท าลายแบคทีเรียก่อโรคที่มีความปลอดภัยมากที่สุด 
(Sillankorva et al., 2012) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงให้ความสนใจแบคเทอริโอฟาจที่สร้างพลาคใส 
จ านวน 23 ตัวอย่าง โดยอาศัยขนาดและลักษณะทางสัณฐานของพลาคที่ปรากฏที่สามารถมองเห็น
ด้วยตาเปล่าเป็น เกณฑ์ส าหรับการท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอฟาจ ภายหลังการท าบริสุทธิ์ ได้  
แบคเทอริโอฟาจทั้งสิ้น 30 ตัวอย่าง แต่ละตัวอย่างมีความหลากหลายของลักษณะและขนาดของ 
พลาคแตกต่างกันออกไปโดยมีขนาดตั้ งแต่  1-2 มิลลิ เมตร นอกจากนี้ผู้ วิจัยได้ เพ่ิมปริมาณ 
แบคเทอริโอฟาจทั้ง 30 ตัวอย่าง เพ่ือเตรียมเป็น phage stocks ความหนาแน่นสูง ส าหรับน าไปใช้ใน
การทดสอบคุณสมบัติในขั้นต่อ ๆ ไป  
  หนึ่งในเกณฑ์ที่ส าคัญที่สุดที่ต้องพิจารณาในการเลือกแบคเทอริโอฟาจที่มีประสิทธิภาพคือ 
ความสามารถในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ อ่ืนของแบคเทอริโอฟาจ  ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษา
ความสามารถของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 30 ตัวอย่าง ในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน จากผลการ
ทดลองพบว่าแบคเทอริโอฟาจ 21 ตัวอย่าง สามารถท าให้เกิดการติดเชื้อกับ S. aureus ทุกสายพันธุ์
ที่ใช้ในการทดสอบ ในขณะที่แบคเทอริโอฟาจอีก 9 ตัวอย่าง สามารถท าให้เกิดการติดเชื้อกับ  
S. aureus บางสายพันธุ์เท่านั้น อย่างไรก็ตามแบคเทอริโอฟาจทุก ๆ ตัวอย่างที่คัดแยกได้ไม่สามารถ
ท าให้ เกิดการติดเชื้อกับ L. monocytogenes, S. Enteritidis และ S. Typhimurium อาจเป็น
เพราะความจ าเพาะของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อนั้นจะถูกก าหนดจากขั้นตอนการยึดเกาะ 
(adsorption) ของแบคแทอริโอฟาจกับรีเซพเตอร์ (receptor) ที่อยู่บนเซลล์แบคทีเรียตั้งแต่ช่วงแรก
ของการติดเชื้อ (Parisien et al., 2008) ซึ่งถือเป็นขั้นตอนที่ส าคัญในการติดเชื้อแบคทีเรียของ 
แบคเทอริโอฟาจ โดยทั่วไปรีเซพเตอร์ของโฮสต์เซลล์จะแตกต่างกันเป็นผลมาจากองค์ประกอบของ
ผนังเซลล์และโครงสร้างพ้ืนผิวของโฮสต์เซลล์ (Rakhuba et al., 2010) จากรายงานการวิจัยที่อธิบาย
ถึงความส าคัญของโปรตีนที่ผนังเซลล์ในการท าหน้าที่เป็นรีเซพเตอร์ เช่น พอริน (Porins) ซึ่งเป็นหนึ่ง
ในโปรตีนชนิดแรกในเยื่อหุ้มชั้นนอกของจุลินทรีย์แกรมลบที่มีการศึกษาอย่างละเอียด (Nakae, 1976)  
โปรตีนเชิงซ้อนเหล่านี้ประกอบด้วย 3 หน่วยย่อย ที่ท าให้เกิดช่องในเยื่อหุ้มของแบคทีเรีย โดยโปรตีน
ที่ส าคัญในเซลล์ E. coli คือ OmpC และ OmpF โดย OmpC ท าหน้าที่เป็นรีเซพเตอร์ส าหรับ 
แบคเทอริโอฟาจ Hy2, ss4, Tulb และ T4 (Skurray et al., 1974) โดยแบคเทอริโอฟาจ T4 ใช้ 
OmpC เป็นรีเซพเตอร์ร่วมกับลิโพพอลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide) การไม่มีรีเซพเตอร์เหล่านี้
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อย่างน้อยหนึ่งตัว จะส่งผลให้ประสิทธิภาพต่อการติดเชื้อของแบคเทอริโอฟาจ T4 ลดลง ในขณะที่
การสูญเสียรีเซพเตอร์ทั้งสองจะท าให้แบคทีเรียเกิดความต้านทานต่อแบคเทอริโอฟาจ T4 ซึ่งนั่นแสดง
ให้เห็นถึงความส าคัญของรีเซพเตอร์บนโฮสต์เซลล์ต่อการติดเชื้อของแบคเทอริโอฟาจ นอกจากนี้
งานวิจัยของ Rakieten และ Rakieten (1937)  พบว่าแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะกับ  
S. aureus อาจสามารถเกิดการยึดเกาะบนพ้ืนผิวของ Bacillus subtilis ได้เช่นเดียวกันเนื่องจาก
ความคล้ายคลึงกันในแง่ของโครงสร้างและองค์ประกอบทางเคมี (Jazwinski et al., 1975) ซึ่งแสดง
ให้ เห็นถึงความหลากหลายในการติดเชื้อของแบคเทอริโอฟาจ แต่ถึงกระนั้นโดยส่วนใหญ่  
แบคเทอริโอฟาจจะท าให้เกิดการติดเชื้อกับโฮสต์เซลล์เพียงไม่กี่ชนิดเท่านั้น (Braun and Hantke, 
1977)  
  จากการศึกษาลักษณะจีโนมของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 21 ตัวอย่าง โดยการสกัดกรดนิวคลีอิก
ด้วยวิธี Phenol-Chloroform extraction และตรวจสอบจีโนมของแบคเทอริโอฟาจที่สกัดได้ด้วย 
agarose gel electrophoresis พบว่าจีโนมของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 21 ตัวอย่าง มีขนาดมากกว่า 19 
kbp เมื่อเปรียบเทียบกับ Lambda DNA/StyI marker ซึ่งการระบุขนาดจีโนมด้วยวิธีนี้เป็นการระบุ
โดยประมาณไม่แม่นย าเทียบเท่าการหาขนาดจีโนมด้วยเทคนิค pulse field gel electrophoresis 
ส าหรับการวิเคราะห์จีโนมของแบคเทอริโอฟาจที่สกัดได้โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้ง 4 ชนิด 
คือ EcoRI, StyI, HindII และ SacI จากผลการทดลองพบว่าแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้ส่วนใหญ่
จัดเป็นแบคเทอริโอฟาจที่มีจีโนมเป็นดีเอ็นเอ (DNA phage) เนื่องจากจีโนมของแบคเทอริโอฟาจ
สามารถถูกตัดได้ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ยกเว้น  Sau_RP03, Sau_RP20 และ Sau_RP29 เป็นที่
น่าสนใจที่แบคเทอริโอฟาจทั้งสามตัวอย่างไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้ง  EcoRI และ StyI อาจ
เนื่องมาจากแบคเทอริโอฟาจทั้ง 3 ตัวอย่างนี้  ไม่มีบริเวณตัดจ าเพาะของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
(restriction sites) ทั้ง 2 ชนิด หรืออาจเกิดจากกลไกการต่อต้านการตัดจ าเพาะ (anti-restriction 
mechanism) ซึ่งจากรายงานการวิจัยของ Barrangou และคณะ (2002) ได้อธิบายปรากฏการณ์ที่
เกิดขึ้นนี้ว่าอาจเป็นผลมาจากกลไกการต่อต้านการตัดจ าเพาะ ซึ่งเป็นคุณลักษณะที่พบได้ทั่วไปใน 
แบคเทอริโอฟาจโดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคเทอริโอฟาจที่อยู่ใน Family Siphoviridae กลไกการต่อต้าน
การตัดจ าเพาะมีด้วยกันหลายวิธีแต่ละวิธีส่งผลท าให้แบคเทอริโอฟาจสามารถหลบเลี่ยงการท าลาย
โดยระบบการตัดจ าเพาะของโฮสต์แบคทีเรียได้ (bacterial host restriction systems) กลไกเหล่านี้
ได้แก่ การเปลี่ยนล าดับเบสในดีเอ็นเอของแบคเทอริโอฟาจ การขัดขวางต าแหน่งจ าเพาะของเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ โดยโปรตีนที่แบคเทอริโอฟาจสร้างขึ้น หรือการยับยั้งเอนไซม์ตัดจ าเพาะโดยตรงโดย
โปรตีนต่อต้านการตัดจ าเพาะของแบคเทอริโอฟาจ (Pristas et al., 2014; Tock and Dryden, 
2005; Vasu and Nagaraja, 2013) ทั้งนี้จากรูปแบบของการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ได้รวมทั้ง
ผลจากการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนท าให้สามารถ
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จัดกลุ่มและคัดเลือกแบคเทอริโอฟาจได้ทั้งหมด 4 ตัวอย่าง คือ แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, 
Sau_RP11, Sau_RP15 และ Sau_RP29 ส าหรับน าไปศึกษาคุณสมบัติต่อไป  
 แบคเทอริ โอฟาจสามารถแบ่ งออกได้ตามลักษณ ะทางสัณ ฐานวิทยา แม้ ว่ าจะมี  
แบคเทอริโอฟาจที่มีสัณฐานแตกต่างกันอยู่หลายชนิด แต่โดยส่วนใหญ่จัดอยู่ใน Family Myoviridae, 
Siphoviridae, ห รือ  Podoviridae (Son et al., 2010) จากลั กษณ ะทางสัณ ฐานวิท ยาของ 
แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11, Sau_RP15 และ Sau_RP29 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่างนี้ จัดอยู่ใน Family Siphoviridae 
ตามเกณฑ์การจัดจ าแนกของคณะกรรมการสากลว่าด้วยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส ( ICTV) 
เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Mohammed Ali และ Jamalludeen (2015) ได้คัดแยกแบคเทอริโอฟาจ 
φSA1, φSA2 และ φSA3 ที่มีความจ าเพาะกับ S. aureus ที่ดื้อต่อยา Methicillin (Methicillin 
Resistant Staphylococcus aureus) โดยแบคเทอริโอฟาจทั้ง 3 ตัวอย่างนี้  จัดอยู่ ใน Family 
Siphoviridae รวมทั้งงานวิจัยของ Chang และคณะ (2015) ได้คัดแยกแบคเทอริโอฟาจ φSA97 ที่
มีความจ าเพาะกับ S. aureus และจากการศึกษาสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่าน พบว่าแบคเทอริโอฟาจ φSA97 จัดอยู่ใน Family Siphoviridae เช่นเดียวกัน แต่
อย่างไรก็ตามเม่ือวัดขนาดของแบคเทอริโอฟาจที่ได้พบว่าล้วนแล้วแต่มีขนาดที่แตกต่างกัน ซึ่งแสดงให้
เห็นถึงความหลากหลายของแบคเทอริโอฟาจในสิ่งแวดล้อม โดยทั่วไปแบคเทอริโอฟาจที่จัดอยู่ในกลุ่ม
นี้เป็นแบคเทอริโอฟาจที่มีหาง (Tailed phage) โดยส่วนหางมีลักษณะยาว ไม่มีเยื่อหุ้มบริเวณหาง 
(tail sheath) และไม่สามารถยืดหดได้ (long noncontractile tail) อีกทั้งส่วนหัวมีรูปร่างเหลี่ยมซึ่ง
จัดเรียงแบบสมมาตรมี 12 มุม (icosahedral symmetry) และมีจีโนมเป็นดีเอ็นเอสายคู่ (dsDNA) 
ซึ่ งมักมีขนาดอยู่ ในช่วง 40-50 kbp (Pasharawipas et al., 2005) จนถึงปัจจุบันจี โนมของ 
แบคเทอริโอฟาจที่จัดอยู่ในกลุ่มนี้ที่ใหญ่ที่สุดที่เคยมีรายงานไว้คือ Bacillus phage SPBc2 ซึ่งมีขนาด
จีโนมประมาณ 134 kbp (Hatfull, 2008) ในขณะที่แบคเทอริโอฟาจที่มีจีโนมขนาดใหญ่ 200-300 
kpb โดยส่วนใหญ่เป็นแบคเทอริโอฟาจที่จัดอยู่ใน Family Myoviridae (Hansen et al., 2007; 
Seaman and Day, 2007)   
  ปฏิสัมพันธ์ของแบคเทอริโอฟาจและโฮสต์เซลล์เป็นสิ่งส าคัญอย่างยิ่งในการก าหนด
ประสิทธิภาพของการใช้แบคเทอริโอฟาจในเชิงบ าบัด (Wong et al., 2014) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึง
ศึกษาผลของอัตราส่วนแบคเทอริโอฟาจ (Sau_RP4, Sau_RP11, Sau_RP15 และ Sau_RP29) ต่อ
โฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมในการติดเชื้อ (Optimal multiplicity of infection) จากผลการทดลองพบว่า
แบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง มีค่าอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมต่อการ
ติดเชื้ออยู่ที่ MOI เท่ากับ 0.1 และเมื่อเปรียบเทียบที่ MOI เท่ากับ 0.1 พบว่าปริมาณ S. aureus 01 
ที่ลดลงเนื่องจากแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในชั่วโมงแรก



  83 

ของการทดลอง (P>0.05) ในขณะที่ชั่วโมงที่ 2 ของการทดลอง พบว่าแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง 
สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 ได้แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) โดยเมื่อเปรียบเทียบกับ
การทดลองควบคุม  แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 ได้ถึ ง 
10.32±0.27 log CFU/ml ซึ่งมากกว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11 และ Sau_RP29 
นอกจากนี้ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่างเมื่อเวลาผ่านไป 5 ชั่วโมงมีความแตกต่าง
กัน (P<0.05) โดยความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11, Sau_RP15 และ 
Sau_RP29 มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นตลอดการทดลอง ซึ่งเพ่ิมขึ้นโดยประมาณ 15.51±0.43, 13.208±0.38, 
12.03 ±1.08 และ 10.96±0.27 log PFU/ml ตามล าดับ ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกแบคเทอริโอฟาจ 
Sau_RP15 ส าหรับการศึกษาในขั้นต่อไป เนื่องจากที่ MOI เท่ากับ 0.1 แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 
สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 ได้ถึง 10.32±0.27 log CFU/ml ภายในระยะเวลา 2 ชั่วโมง และ
สามารถเพ่ิมจ านวนได้ถึง 12.03 ±1.08 log PFU/ml ภายในระยะเวลา 5 ชั่วโมง จากงานวิจัยของ 
Han และคณะ 2013 ได้ศึกษาอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจ ต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมต่อการติดเชื้อ 
โดยผสมสารละลายแบคเทอริโอฟาจ SAH-1 และ mid-log phase S. aureus N315 ให้ได้ MOI 
เท่ากับ 0.01, 1 และ 100 หลังจากนั้น บ่มของผสมที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งเขย่าที่ 
250 รอบต่อนาที ติดตามการเจริญของโฮสต์แบคทีเรียโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย
ผสม (OD600) ทุก ๆ 1 ชั่วโมง เป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบว่าที่ MOI เท่ากับ 0.01 การ
เจริญของแบคทีเรียมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นตลอดระยะเวลาของการบ่ม ในขณะที่การเจริญของแบคทีเรียที่ 
MOI เท่ากับ 1 มีแนวโน้มลดลงภายหลังการบ่มเป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง และการเจริญของแบคทีเรีย
ที ่MOI เท่ากับ 100 มีแนวโน้มลดลงทันทีหลังจากเกิดการติดเชื้อด้วยแบคเทอริโอฟาจ โดยทั่วไปการ
ใช้ MOI ที่ต่ ามีข้อดีในแง่ของการผลิตขนาดใหญ่ (large scale production) ในอุตสาหกรรมเพ่ือผลิต
ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอฟาจเชิงการค้า เนื่องจากสามารถลดต้นทุนหรือค่าใช้จ่ายในการผลิต ตลอดจน
การท าให้บริสุทธิ์ (Raya et al., 2006; Toro et al., 2005) แต่ถึงกระนั้นการลดปริมาณแบคทีเรียที่
ปนเปื้อนในกระบวนการอุตสาหกรรม โดยใช้เวลาไม่มากก็เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ต้องค านึงถึงส าหรับการ
น าไปประยุกต์ใช้ในเชิงการบ าบัดหรือควบคุม   
   จากกราฟการเจริญของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มี
ระยะแฝง (latent period) เท่ากับ 30 นาที และค่าเฉลี่ยของแบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อยออกมาต่อ
แบคทีเรียหนึ่ งเซลล์  (burst size) เท่ากับ 901.27±244.28 PFU/infected cell เช่นเดียวกับ 
แบคเทอริโอฟาจ SA ซึ่งมี latent period 30 นาที และมี burst size เท่ากับ 1000 PFU/infected 
cell (Hamza et al., 2016) burst size ของแบคเทอริ โอฟาจ Sau_RP15 ถือว่ามีค่ าสู งเมื่ อ 
เปรียบเทียบกับแบคเทอริ โอฟาจที่ จ าเพาะต่อ S. aureus อ่ืน  ๆ ได้แก่  แบคเทอริ โอฟาจ  
SAH-1  (latent period 20 น าที , burst size 100 PFU/infected cell) (Han et al., 2 0 1 3 )  



  84 

แบคเทอริโอฟาจ SPW (latent period 10-15 นาที, burst size 44 PFU/infected cell) (Li and 
Zhang, 2014) แบคเทอริโอฟาจ SA97 (latent period 20 นาที, burst size 32 PFU/infected 
cell) (Chang et al., 2015) แบคเทอริโอฟาจ SAP-26 (latent period 15 นาที, burst size 107 
PFU/infected cell) (Rahman et al., 2011) และแบคเทอริโอฟาจ IME-SA1 (latent period 20 
นาที , burst size 80 PFU/infected cell) (Fan et al., 2016) ความแปรผันของระยะแฝง และ
ค่าเฉลี่ยของแบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อยออกมาต่อแบคทีเรียหนึ่งเซลล์ อาจเป็นผลมาจากความ
แตกต่างของโฮสต์เซลล์หรือแม้กระทั่งสภาวะการเลี้ยงเชื้อ เช่น เชื้อ  อาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิ 
(Müller-Merbach et al., 2007; You et al., 2002) ปัจจัยเหล่านี้ล้วนส่งผลโดยตรงต่อปฏิสัมพันธ์
ของแบคเทอริโอฟาจและโฮสต์เซลล์ทั้งสิ้น จากงานวิจัยของ Hadas และคณะ (1997) ได้ศึกษาปัจจัย
ที่ส่งผลต่อการเจริญของแบคเทอริโอฟาจ T4 ที่มีความจ าเพาะต่อ E. coli B/r (H266) โดยการ
เพาะเลี้ยง E. coli B/r (H266) ในอาหารเหลวที่มีแหล่งคาร์บอน (carbon sources) แตกต่างกัน 
จากผลการทดลองพบว่า องค์ประกอบของอาหารเหลวที่แตกต่างกันส่งผลโดยตรงต่ออัตราการเจริญ
ของแบคทีเรีย (bacterial growth rate หรือ µ) ซึ่งพบว่าค่าเฉลี่ยของแบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อย
ออกมาต่อแบคทีเรียหนึ่งเซลล์จะแปรผันตรงกับอัตราการเจริญของแบคทีเรีย อีกทั้งในงานวิจัยนี้
พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มีค่าเฉลี่ยของแบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อยออกมาต่อแบคทีเรีย
หนึ่งเซลล์สูงจึงอาจท าให้มีความเหมาะสมส าหรับการน าไปประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจเชิงการบ าบัด
หรือควบคุม (phage therapy)   
  ความเสถียรของแบคเทอริโอฟาจต่ออุณหภูมิเป็นคุณสมบัติหนึ่งที่ส าคัญของแบคเทอริโอฟาจ
ส าหรับการประยุกต์ใช้ควบคุมเชื้อก่อโรคในอุตสาหกรรมอาหาร ซึ่งแบคเทอริโอฟาจต่างชนิดกันจะมี
ความสามารถในการทนความร้อนได้แตกต่างกัน เช่น แบคเทอริโอฟาจ φJL-1 สามารถถูกท าลายได้ที่
อุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียส (Lu et al., 2003) ในขณะที่แบคเทอริโอฟาจ PL-1 สามารถถูก
ท าลายได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส (Watanabe et al., 1970) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้
ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ภายในระยะเวลา 1 ชั่วโมง 
จากผลการทดลองพบว่า แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 สามารถทนต่ออุณหภูมิที่ 4, 28 และ 37 
องศาเซลเซียส แต่ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจมีแนวโน้มลดลงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
โดยลดลงไป 1.93±0.05 log PFU/ml และถูกท าลายอย่างสมบูรณ์เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิตั้งแต่ 60 องศา
เซลเซียส เป็นต้นไป ซึ่งข้อมูลเกี่ยวกับการทนความร้อนของแบคเทอริโอฟาจที่ได้นี้มีความส าคัญอย่าง
ยิ่งต่อการน าแบคเทอริโอฟาจไปใช้ประโยชน์ เนื่องจากหากทราบอุณหภูมิที่สามารถท าลายหรือส่งผล
ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจนั้น ก็สามารถหามาตรการป้องกันหรือหลีกเลี่ยงอุณหภูมินั้น ๆ 
เพ่ือไม่ ให้แบคเทอริโอฟาจดังกล่าวต้องอยู่ ในสภาวะที่อาจถูกท าลาย อีกทั้ งยังเป็นการเพ่ิ ม
ประสิทธิภาพของการประยุกต์ ใช้แบคเทอริโอฟาจในอุตสาหกรรม (Phumkhachorn and 
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Rattanachaikunsopon, 2010)   
  อย่างไรก็ตามคุณสมบัติที่ส าคัญส าหรับการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจในควบคุมเชื้อก่อโรค
ในอุตสาหกรรมอาหารอีกประการหนึ่งคือ ความเสถียรต่อความเป็นกรดและด่างของแบคเทอริโอฟาจ 
จากการศึกษาผลของ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ภายในระยะเวลา 1 ชั่วโมง 
พบว่าการบ่มแบคเทอริโอฟาจที่ pH เท่ากับ 7-9 ไม่ส่งผลต่อความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจ  
(P>0.05) ในขณะที่การบ่มแบคเทอริโอฟาจที่  pH เท่ากับ 10 และ 11 ความหนาแน่นของ 
แบคเทอริโอฟาจมีแนวโน้มลดลง โดยลดลงไป 0.84±0.18 และ 5.09±0.38 log PFU/ml ตามล าดับ 
ทั้งนี้การบ่มแบคเทอริโอฟาจที่ pH เท่ากับ 6, 5 และ 4 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจก็มี
แนวโน้มลดลงเช่นเดียวกัน โดยลดลงไป 0.25±3.32, 0.429±5.63 และ 3.19±0.16 log PFU/ml 
ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่าที่ pH เท่ากับ 3 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจลดลงจนไม่
สามารถตรวจวัดได้ จากผลการทดลองดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มีความเสถียร
ต่อความเป็นกรดและด่างในช่วงกว้าง ตั้งแต่ pH 5-10 เช่นเดียวกับแบคเทอริโอฟาจอื่น ๆ ใน Family 

Siphoviridae เช่น แบคเทอริโอฟาจแลมบ์ดา (λ-phage) (Jepson and March, 2004) สอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Mohammed Ali และ Jamalludeen (2015) ซึ่งพบว่าแบคเทอริโอฟาจ φSA1, 
φSA2 และ φSA3 ที่มีความจ าเพาะกับ S. aureus ที่ดื้อต่อยา Methicillin มีความเสถียรในช่วง pH 
ที่แตกต่างกัน โดย φSA1, φSA 2 มีความเสถียรอยู่ในช่วง pH เท่ากับ 4-10 และ φSA3 มีความ
เสถียรอยู่ในช่วง pH เท่ากับ 3-11 การที่แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มีชีวิตรอดอยู่ในช่วง pH ที่
กว้าง ท าให้มีความเหมาะสมส าหรับการน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
นมและผลิตภัณฑ์นม    
  การควบคุม S. aureus 01 ด้วยแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ในตัวอย่างนมโคพาสเจอร์ไรส์
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยจ าลองสภาวะการปนเปื้อนของแบคทีเรียทั้งในปริมาณสูงและต่ า 
จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการใช้แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 (ความหนาแน่น 108 PFU/ml) 
ส าหรับการควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ที่มีระดับการปนเปื้อนสูงถึง 107 
CFU/ml (MOI เท่ากับ 10) สามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus 01 ได้  1.05±0.37 log 
CFU/ml เมื่อเปรียบเทียบกับความหนาแน่นของ S. aureus 01 เริ่มต้น ภายในระยะเวลา 8 ชั่วโมง 
และเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองที่ 4.6 พบว่าที่ MOI เท่ากับ 10 แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 
สามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus 01 ได้ถึง 6.96±0.55 log CFU/ml ภายในระยะเวลา 5 
ชั่วโมง ที่เป็นเช่นนี้อาจเนื่องมาจากข้อจ ากัดขององค์ประกอบในนมทั้งน้ าตาล ไขมัน โปรตีนหรือ 
แร่ธาตุ ซึ่งองค์ประกอบเหล่านี้เองส่งผลต่อประสิทธิภาพการยึดเกาะของแบคเทอริโอฟาจกับโฮสต์
แบคที เรียโดยตรง นอกจากนี้ จะเห็นได้ว่าการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจในตัวอย่างนม 
พาสเจอร์ไรส์ที่มีระดับการปนเปื้อนสูง (MOI เท่ากับ 10) สามารถลดปริมาณ S. aureus 01 ได้น้อย
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กว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจในตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ที่มีระดับการ
ปนเปื้อนต่ า 104 CFU/ml (MOI เท่ากับ 104) ซึ่งสามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus 01 ได้
ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 1 และไม่สามารถตรวจวัดความหนาแน่นของ S. aureus 01 ได้ ในชั่วโมงที่ 8 ของการ
ทดลอง อันเนื่องมาจากการใช้อัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อแบคทีเรียที่สูงจะเป็นการเพ่ิมโอกาส
การยึดเกาะของแบคเทอริโอฟาจกับแบคทีเรียเป้าหมายท าให้การควบคุมแบคทีเรียก่อโรคในอาหารมี
ประสิทธิภาพมากขึ้น โดยความหนาแน่นของแบคเทอริฟาจที่จ าเป็นต้องใช้เพ่ือลดปริมาณเชื้อก่อโรค
อาจเปลี่ยนแปลงไปตามลักษณะของอาหาร เนื่องจากความสามารถของแบคเทอริฟาจในการเคลื่อน
ในเมทริกซ์ของอาหารอาจแตกต่างกัน อีกท้ังแบคเทอริโอฟาจอาจหยุดการท างานและเกิดการยึดเกาะ
แบบผันกลับไม่ได้ในอาหารหรือวัสดุบรรจุภัณฑ์ (Bigot et al., 2011) จากงานวิจัยของ Bigwood 
และคณะ (2008) ชี้ให้เห็นว่าการใช้แบคเทอริโอฟาจในเชิงบ าบัดและควบคุมแบคทีเรียก่อโรคใน
อาหารนั้น ระบบการบ าบัดหรือควบคุมแบคทีเรียก่อโรคด้วยแบคเทอริโอฟาจที่มีประสิทธิภาพจะต้อง
สามารถก าจัดหรือลดโฮสต์เซลล์ได้อย่างรวดเร็วในเวลาอันสั้น โดยใช้ MOI สูง แต่ถึงกระนั้นการใช้ 
MOI สูง ๆ อาจท าให้เกิดการแตก (lyzed) ของโฮสต์เซลล์ก่อนการสร้างแบคเทอริโอฟาจรุ่นใหม่ 
(phage progeny) (Goode et al., 2003; Huff et al., 2006) ส่งผลท าให้ไม่เกิดการเพ่ิมจ านวน 
แบคเทอริโอฟาจ ดังนั้นความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจจึงมีแนวโน้มคงที่ตลอดการทดลอง ซึ่ง
เรียกปรากฏการณ์นี้ว่า lysis from without (Hudson et al., 2006) เช่นเดียวกับในงานวิจัยนี้ซึ่งไม่
พบการเพ่ิมจ านวนของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ตลอดการทดลอง 
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      บทที่ 6 สรุปผลการทดลอง   

           สรุปผลการทดลอง  

  งานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคเทอริโอฟาจที่มีความจ าเพาะกับ S. aureus 01 ได้ส าเร็จ ซึ่ง

คัดแยกแบคเทอริโอฟาจจากตัวอย่างนมดิบจากถังนมรวม น้ าดื่มโค ตัวอย่างน้ าเสียจากฟาร์มปศุสัตว์ 

รวมถึงน้ าทิ้งจากร้านค้าในตลาดทั้งในจังหวัดนครปฐมและราชบุรี โดยแบคเทอริโอฟาจทั้ง 34 

ตัวอย่างที่คัดแยกได้นั้นประกอบด้วยแบคเทอริโอฟาจที่สร้างพลาคใส จ านวน 23 ตัวอย่าง และสร้าง 

พลาคขุ่น จ านวน 11 ตัวอย่าง ซึ่งในงานวิจัยนี้ให้ความสนใจแบคเทอริโอฟาจที่สร้างพลาคใส จ านวน 

23 ตัวอย่าง โดยอาศัยขนาดและลักษณะทางสัณฐานของพลาคที่ปรากฏที่สามารถมองเห็นด้วยตา

เปล่าเป็นเกณฑ์ส าหรับการท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอฟาจ ภายหลังการท าบริสุทธิ์ได้แบคเทอริโอฟาจ

ทั้งสิ้น 30 ตัวอย่าง แต่ละตัวอย่างมีขนาดเฉลี่ยตั้งแต่ 1-2 มิลลิเมตร นอกจากนี้ผู้วิจัยได้เพ่ิมปริมาณ

แบคเทอริโอฟาจทั้ง 30 ตัวอย่าง (Sau_RP01- Sau_RP30) เพ่ือเตรียมเป็น phage stocks ส าหรับ

น าไปใช้ในการทดสอบคุณสมบัติในขั้นต่อ ๆ ไป  

  การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 30 ตัวอย่าง ในการติดเชื้อแบคทีเรียสาย

พันธุ์อ่ืนพบว่าแบคเทอริโอฟาจ 21 ตัวอย่างสามารถท าให้เกิดการติดเชื้อกับ S. aureus ทุกสายพันธุ์ที่

ใช้ในการทดสอบโดยพบว่า Sau_RP04, Sau_RP11, Sau_RP15, Sau_RP16 และ Sau_RP29 ให้

ระดับการเกิดโซนใสสูงที่สุด นอกจากนี้แบคเทอริโอฟาจทั้ง 30 ตัวอย่าง ไม่สามารถท าให้เกิดการติด

เชื้อกับแบคทีเรียข้ามสกุลได้  

  การศึกษาลักษณะจีโนมของแบคเทอริโอฟาจ พบว่าจีโนมของแบคเทอริโอฟาจทั้ง 21 

ตัวอย่าง มีขนาดมากกว่า 19 kbp เมื่อเปรียบเทียบกับ Lambda DNA/StyI marker นอกจากผู้วิจัย

ได้วิเคราะห์จีโนมของแบคเทอริโอฟาจที่สกัดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะทั้ง 4 ชนิด คือ EcoRI, 

StyI, HindII และ SacI ท าให้สามารถจัดกลุ่มแบคเทอริโอฟาจได้ท้ังหมด 10 กลุ่ม อย่างไรก็ตามผู้วิจัย

ยังใช้ผลจากการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอฟาจในการติดเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน

ประกอบการตัดสินใจเพื่อคัดเลือกแบคเทอริโอฟาจ ซึ่งพบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11, 

Sau_RP15 และ Sau_RP29 มีระดับการเกิดโซนใสสูงที่สุด ดังนั้นจึงเลือกแบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 

ตัวอย่างดังกล่าวเพ่ือน าไปศึกษาคุณสมบัติต่อไป  

  การศึกษาลักษณ ะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP4, Sau_RP11, 

Sau_RP15 และ Sau_RP29 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าแบคเทอริโอฟาจ

ทั้ง 4 ตัวอย่าง จัดอยู่ใน  Family Siphoviridae ตามเกณฑ์การจัดจ าแนกของคณะกรรมการสากลว่า
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ด้วยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส (ICTV)  

  การศึกษาผลของอัตราส่วนแบคเทอริโอฟาจ (Sau_RP4, Sau_RP11, Sau_RP15 และ 

Sau_RP29) ต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมในการติดเชื้อ (Optimal multiplicity of infection) พบว่า

แบคเทอริโอฟาจทั้ง 4 ตัวอย่าง มีค่าอัตราส่วนของแบคเทอริโอฟาจต่อโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสมต่อการ

ติดเชื้ออยู่ที่ MOI เท่ากับ 0.1 อีกทั้งที่ MOI เท่ากับ 0.1 แบคเทอริโอฟาจ  Sau_RP15 สามารถลด

ปริมาณ S. aureus 01 ได้ถึง 10.32±0.27 log CFU/ml เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองควบคุม 

ภายในระยะเวลา 2 ชั่วโมง ซึ่งมากกว่าแบคเทอริโอฟาจตัวอย่างอ่ืน ๆ และยังสามารถเพ่ิมจ านวนได้

ถึง 12.03 ±1.08 log PFU/ml ภายในระยะเวลา 5 ชั่วโมง   

 จากกราฟการเจริญของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 พบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มี

ระยะแฝง (latent period) เท่ากับ 30 นาที และค่าเฉลี่ยของแบคเทอริโอฟาจที่ปลดปล่อยออกมาต่อ

แบคทีเรียหนึ่งเซลล์ (burst size) เท่ากับ 901.27±244.28 PFU/infected cell  

  การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ภายในระยะเวลา 

1 ชั่วโมง สามารถทนต่ออุณหภูมิที่  4 , 28 และ 37 องศาเซลเซียส แต่ความหนาแน่นของ 

แบคเทอริโอฟาจมีแนวโน้มลดลงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยลดลงไป 1.93±0.05 log PFU/ 

ml และถูกท าลายอย่างสมบูรณ์เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิตั้งแต่ 60 องศาเซลเซียส เป็นต้นไป  

  จากการศึกษาผลของ pH ต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ภายในระยะเวลา 

1 ชั่วโมง พบว่าที่ pH เท่ากับ 7-9 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจไม่มีการเปลี่ยนแปลง ในขณะที่ 

pH เท่ากับ 10 และ 11 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอฟาจมีแนวโน้มลดลง โดยลดลงไป 0.84±0.18 

และ 5.09±0.38 log PFU/ml ตามล าดับ ทั้ งนี้  pH เท่ากับ 6, 5 และ 4 ความหนาแน่นของ 

แบคเทอริโอฟาจก็มีแนวโน้มลดลงเช่นเดียวกัน โดยลดลงไป 0.25±3.32, 0.429±5.63 และ 

3.19±0.16 log PFU/ml ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่าแบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 มีความ

อ่อนไหวต่อ pH ต่ า (pH≤3)  

  จากการทดลองการควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่างนมโคพาสเจอร์ไรส์ โดยจ าลองสภาวะ

การปนเปื้อนของแบคทีเรียทั้งในปริมาณสูงและต่ า ผลการทดลองพบว่าการใช้แบคเทอริโอฟาจ 

Sau_RP15  ส าหรับการควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ที่มีระดับการปนเปื้อนสูง 

(107 CFU/ml) สามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus 01 เมื่อเปรียบเทียบการทดลองควบคุม 

ได้ 1.44±0.51 log CFU/ml ในชั่วโมงท่ี 1 และลดได้ถึง 3.81±0.16 log CFU/ml ในชั่วโมงท่ี 8 และ

จากผลการทดลองการใช้แบคเทอริโอฟาจ Sau_RP15 ส าหรับการควบคุม S. aureus 01 ในตัวอย่าง
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นมพาสเจอร์ ไรส์ที่ มี การปนเปื้ อนในระดับต่ า  (10 4 CFU/ml) สามารถลดความหนาแน่น  

S. aureus 01 เมื่อเปรียบเทียบการทดลองควบคุมได้ 1.95±0.13 log CFU/ml ในชั่วโมงที่ 1 และ

ลดความหนาแน่นของ S. aureus 01 จนไม่สามารถตรวจวัดได้ในชั่วโมงที่ 8 ในขณะที่ความหนาแน่น

ของแบคเทอริโอฟาจทั้งสองแบบจ าลองมีปริมาณค่อนข้างคงที่ตลอดการทดลอง  

  ถึงแม้ผลงานวิจัยนี้จะชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ส าหรับการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจที่คัด

แยกได้ ส าหรับเป็นตัวกลางในการควบคุม S. aureus ในอุตสาหกรรมโดยเฉพาะอย่างยิ่งในผลิตภัณฑ์

นม แต่เนื่องจาก Staphylococcal phages บางชนิดอาจก่อให้เกิดปัจจัยที่ก่อความรุนแรงของโรค 

เช่น การผลิต Staphylococcal toxin ซ่ึงแปลรหัสจากยีน Staphylokinase (sak), Enterotoxin A 

(sea), Entero toxin E (see), Enterotoxin P (sep) ห รื อ  Exfoliative toxin A (eta) (Boyd, 

2012; Brüssow and Desiere, 2001; Christie et al., 2010) สารพิษเหล่านี้อาจก่อให้เกิดโรค อีก

ทั้งยังเป็นอันตรายต่อเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาและตรวจสอบอย่าง

ละเอียดเพ่ือให้แน่ใจได้ว่าแบคเทอริโอฟาจที่จะน าไปประยุกต์ใช้นั้นไม่ผลิตสารพิษเหล่านี้ รวมถึงการ

หาล าดับจีโนมที่สมบูรณ์ของแบคเทอริโอฟาจและการทดลองทางคลินิกเพ่ิมเติม (clinical trials) เพ่ือ

เป็นผลยืนยันอีกประการหนึ่งว่าแบคเทอริโอฟาจเหล่านี้มีปลอดภัยและสามารถที่จะน ามาประยุกต์ใช้

ในอุตสาหกรรมอาหารได้จริง  
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วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายต่างๆ 
 
1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
1.1 Tryptic Soy Broth (TSB) 
          Pancreatic digest of casein                 17.00 กรัม 
          Enzymatic digest of soybean           3.00 กรัม 
          Sodium chloride                               5.00 กรัม 
          Dipotassium hydrogen phosphate          2.50 กรัม 
          Dextrose (glucose)                              2.50 กรัม 
  น าส่วนประกอบทั้งหมดละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความ
ร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  
 
1.2 Tryptic Soy Agar (TSA)  
  Pancreatic digest of casein                   17.00 กรัม  
  Enzymatic digest of soybean                3.00 กรัม  
  Sodium chloride                                5.00 กรัม  
  Dipotassium hydrogen phosphate          2.50 กรัม  
  Dextrose (glucose)                              2.50 กรัม  
  Agar                                                15.00 กรัม  
  น าส่วนประกอบทั้งหมดละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความ
ร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี  
 
2. การเตรียมสารละลาย  
2.1 SM Buffer  
    Sodium chloride                 5.80 กรัม  
  MgSO4·7H2O                      2.00 กรัม  
  Tris–HCl 1 โมลาร์ pH 7.5       50 มิลลิลิตร  
  Gelatin (2% w/v)                5 มิลลิลิตร  
  น าส่วนประกอบทั้งหมดละลายในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนได้ 1 
ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 15 
นาท ี  
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2.2 1 M Tris-HCl, pH 7.5  
  ชั่ง Tris base 121.1 กรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 
7.5 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก ปรับปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 1 ลิตร น าไปนึ่ง
ฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี  
 
2.3 1 M แมกนีเซียมคลอไรด์  
  ชั่งแมกนีเซียมคลอไรด์ 20.3 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย
น้ ากลั่นจนมีปริมาตรเท่ากับ 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี  
 
2.4 10% SDS (sodium dodecyl sulfate)  
  ชั่งสาร SDS 10 กรัมละลายในน้ ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ละลาย
ให้เข้ากัน (อาจให้ความร้อนเพ่ือละลายได้ดีขึ้น)ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเท่ากับ 100 
มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  
 
2.5 0.5 M EDTA, pH 8.0  
  ชั่ง Ethylanediaminetetraacetate • 2H2O 93.05 กรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออน 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ปรับปริมาตรด้วยน้ า
ปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 500 มิลลิลิตร ด้วยน้ าปราศจากไอออน น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย
ความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี  
 
2.6 Phenol : Choloform : Isoamyl alcohol  
  ปิเปต phenol ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมกับ Choloform ปริมาตร 24 มิลลิลิตร และ 
Isoamyl alcohol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเก็บในขวดสีชา  
 
2.7 Choloform : Isoamyl alcohol  
  ปิเปต Choloform ปริมาตร 24 มิลลิลิตร และ Isoamyl alcohol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากันเก็บในขวดสีชา  
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2.8 3 M โพแทสเซียมอะซิเตต, pH 5.2  
  ชั่งโพแทสเซียมอะซิเตต 102.0 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้
เท่ากับ 5.2 ด้วยกรดอะซิติก (glacial acetic acid) ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเท่ากับ 
250 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
นาน 15 นาท ี  
 
2.9 100X TAE 
          Tris-Base                          48.0 กรัม  
          Glacial acetic acid               11.50 มิลลิลิตร 
          0.5 โมลาร์ EDTA (pH 8)          20 มิลลิลิตร 
  น าส่วนประกอบทั้งหมดละลายในน้ ากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนมี
ปริมาตรเท่ากับ 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี
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