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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

58401209 : เทคโนโลยีชีวภาพ แผน ก แบบ ก 2 ระดับปริญญามหาบัณฑิต 
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นาย วงศธร ศิริสุรพงศ์: การคัดแยกและศึกษาคุณลักษณะต่างๆ ของแบคเทอริโอเฟจที่
จ าเพาะต่อ Staphylococcus aureus อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์  : ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. รุจิ
กาญจน ์นาสนิท 

  
Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียก่อโรคส าคัญชนิดหนึ่ง ซึ่งก่อให้เกิดโรค

อาหารเป็นพิษ (food poisoning) โดยทั่วไปการควบคุมเชื้อก่อโรคในอาหารมักใช้สารเคมีหรือยา
ปฏิชีวนะเป็นหลัก อย่างไรก็ตามวิธีที่กล่าวไปข้างต้นนั้นส่งผลกระทบเชิงลบต่อสุขภาพของผู้บริโภค 
นอกจากนี้การใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาเป็นเวลานาน  อาจก่อให้เกิดแบคทีเรียดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 
เมื่อไม่นานมานี้แบคเทอริโอเฟจได้รับความสนใจมากข้ึนส าหรับการประยุกต์ใช้ควบคุมเชื้อก่อโรคทาง
ชีวภาพในอาหาร เนื่องจากมีความจ าเพาะต่อเซลล์เจ้าบ้านสูง และไม่ผลิตสารพิษตกค้าง ดังนั้น
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ เพ่ือคัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ  S. aureus และศึกษา
คุณลักษณะต่าง ๆ เพ่ือเป็นแนวทางส าหรับควบคุม S. aureus ในงานวิจัยนี้คัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่
จ าเพาะต่อ S. aureus ได ้14 ตัวอย่าง จากตัวอย่าง นมดิบ น้ าเสียท่อระบายน้ า รวมถึงน้ าล้างเนื้อหมู
จากร้านค้า ในจังหวัดนครปฐมและราชบุรี ทั้งหมด 247 ตัวอย่าง ภายหลังการท าบริสุทธิ์ได้ไลติก 
แบคเทอริโอเฟจ (lytic bacteriophage) ทั้งสิ้น 37 ไอโซเลท (Sau_RW01- Sau_RW37) จากผล
การศึกษาความสามารถในการเข้าท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนของแบคเทอริโอเฟจเหล่านี้  พบว่า 
แบคเทอริโอเฟจ  8 ไอโซเลท  สามารถติดเชื้อ  S. aureus 11 สายพันธุ์ โดยแบคเทอริโอเฟจ 
Sau_RW01 ให้ระดับโซนใสสูงสุด ดังนั้น จึงเลือกแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 ในการทดลองต่อไป 
นอกจากนี้แบคเทอริโอเฟจ Sau_RW11 และ Sau_RW12 สามารถเกิดการติดเชื้อ S. Enteritidis อีก
ทั้งยังทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจที่สามารถติดเชื้อข้ามสกุลด้วยวิธี  Efficiency of 
plating (EOP) กับ S. Enteritidis พบว่า Sau_RW11 มีค่า EOP เท่ากับ 0.00381 และ Sau_RW12 
มีค่า EOP เท่ากับ 0.00057 ซึ่งชี้ให้เห็นถึงประสิทธิภาพต่ าในการติดเชื้อข้ามสกุลนี้ จากผลการศึกษา
จีโนมและการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 3 ชนิด ได้แก่ EcoRI, HinfI และ StyI ของแบคเทอริโอเฟจ 
10 ไ อ โ ซ เล ท  (Sau_RW01, Sau_RW02, Sau_RW09, Sau_RW05, Sau_RW11, Sau_RW12, 
Sau_RW20, Sau_RW21, Sau_RW32 และ Sau_RW33) เมื่อพิจารณาควบคู่กับความสามารถใน
การท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน สามารถจัดกลุ่มแบคเทอริโอเฟจออกเป็น 8 กลุ่ม และผลการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01, Sau_RW11 และ Sau_RW12 พบว่า 
แบคเทอริโอเฟจทั้ง 3 ไอโซเลท จัดอยู่ในวงศ์ Siphoviridae ผลการศึกษาอัตราส่วนแบคเทอริโอเฟจ 
Sau_RW01 ต่อเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมในการติดเชื้อ  (multiplicity of infection, MOI) พบว่า 
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ที่ MOI 10, 1 และ 0.1 สามารถลดความหนาแน่น S. aureus ภายในระยะเวลา 5 ชั่วโมง โดยลดลง
ไป 20.67, 19.73 และ 20.14 log CFU/ml ตามล าดับ ซึ่งเห็นได้ว่าที่ MOI 0.1 แบคเทอริโอเฟจ 
Sau_RW01 สามารถลดความหนาแน่น  S. aureus ได้ ไม่แตกต่างกับ  MOI 10 และ 1 ดังนั้น 
อัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้านที่ เหมาะสมต่อการติดเชื้ออยู่ที่  MOI 0.1 จาก
การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ พบว่าแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 มี
ความเสถียรที่อุณหภูมิ 4, 28 และ 37 องศาเซลเซียส ความหนาแน่นแบคเทอริโอเฟจลดลง 1.27 log 
PFU/ml ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ภายใน 1 ชั่วโมง และไม่สามารถตรวจพบแบคเทอริโอเฟจ 
ที่ อุณหภูมิ  60 และ 70 องศาเซลเซียส  นอกจากนี้ผลการศึกษากราฟการเจริญชี้ ให้ เห็นว่า 
แบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 มีช่วง latent period อยู่ที่ 30 นาที และ burst period อยู่ที่ 100 
นาท ีอีกท้ังม ีburst size ประมาณ 151 PFU/infected cell 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ  
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MR. WONGSATORN SIRISURAPONG : ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF 
BACTERIOPHAGE SPECIFIC FOR STAPHYLOCOCCUS AUREUS THESIS ADVISOR : 
ASSISTANT PROFESSOR RUJIKARN NASANIT, Ph.D. 

Staphylococcus aureus is an important pathogen that causes foodborne 
illness. Generally, chemicals or antibiotics have been used to control pathogenic 
bacteria. However, the methods mentioned above have negative effects on 
consumer health. Moreover, antibiotic-resistant bacteria can occur by treating with 
antibiotics in long term treatment. Recently, bacteriophages have been increasing 
interested in biocontrol application of pathogens in food due to their high host 
specificity and not produce toxic residues. Therefore, the aim of this study was to 
isolate and characterize bacteriophages that are specific to S. aureus as a guideline 
for controlling S. aureus. In this study, S. aureus-specific bacteriophages were isolated 
from raw milk and sewage samples as well as pork washing water samples from pork 
butcher shops in Nakhon Pathom and Ratchaburi provinces from 14 out of 247 
samples. After purification 37 isolates of lytic bacteriophages (Sau_RW01- Sau_RW37) 
were obtained. The host range tests of these bacteriophages showed that 8 isolates 
could infect 11 S. aureus strains. Sau_RW01 produced highest level clear zone, 
therefore it was selected for the further experiments. In addition, Sau_RW11 and 
Sau_RW12 could cross-species infect S. Enteritidis. The cross-species infectivity test of 
bacteriophages by using efficiency of plating (EOP) method showed that EOP values 
of S. Enteritidis infection of Sau_RW11 and Sau_12 were 0.00381 and 0.00057, 
respectively, which indicated the low efficiencies. Genome analysis of ten phages 
(Sau_RW01, Sau_RW02, Sau_RW09, Sau_RW05, Sau_RW11, Sau_RW12, Sau_RW20, 
Sau_RW21, Sau_RW32 and Sau_RW33) were performed by restriction analysis using 3 
restriction enzymes which included EcoRI, HinfI and StyI. Bacteriophages were 
classified into 8 groups when considered the results of host range test and the 
restriction analysis. The morphological results of bacteriophages Sau_RW01, 
Sau_RW11 and Sau_RW12 indicated that these  phages were classified into 
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family Siphoviridae. The determination of multiplicity of infection of Sau_RW01 
showed that the titer of S. aureus reduced at MOI 10, 1 and 0.1 within 5 h by 20.67, 
19.73 and 20.14 log PFU/mL, respectively. It can be seen that at the decrease of  
S. aureus titer by Sau_RW01 at MOI 0.1 was not different from MOI 10 and 1. 
Therefore, the optimal multiplicity of infection was at MOI 0.1. The study of thermal 
sensitivity test of bacteriophages showed that Sau_RW01 was stable at 4, 28 and 37 
°C. However, phage titer reduced by 1.27 log PFU/mL at 50 °C within 1 hr and could 
not be detected at 60 and 70 °C. In addition, one step growth curve revealed that 
latent period of Sau_RW01 was 30 minutes, burst was at period 100 minutes and 
burst size was 151 PFU/infected cell. 
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การศึกษา 
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ขอขอบพระคุณ คุณวัลพิไล ยอดยิ่งทวีลาภ และคุณศิลา ศรียา ที่ช่วยอ านวยความสะดวก
ติดต่อประสานงานในการด าเนินการยื่นค าร้องต่าง ๆ จนส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ คุณป้า และคุณน้า ที่ให้ก าลังใจ ก าลังทรัพย์ รวมถึง
แรงผลักดันต่าง ๆ ที่ท าให้ผู้วิจัยมีก าลังใจศึกษาเสมอมา 

ขอขอบคุณ นางสาวโสภิณ ใจบางยาง และนางสาวนภาขวัญ อ่ิมกลิ่น ที่คอยช่วยเหลืองานต่าง 
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ขอขอบคุณ นายพีระพัฒน์ แจ้งพะเนียต เพ่ือนที่ดีที่สุดที่คอยอยู่ข้างกายเสมอไม่ว่าทุกข์หรือ
สุขใด ๆ พร้อมทั้งช่วยกันฝ่าฟันทุกอุปสรรคต่าง ๆ และคอยให้ก าลังใจข้าพเจ้าเสมอมา 

ขอขอบคุณเพ่ือน ๆ และน้อง ๆ ทุกคน ที่เคยท างานร่วมกันมาและคอยร่วมทุกข์ร่วมสุขท าให้
ผ่านอุปสรรคต่าง ๆ มาได ้
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         บทที่ 1 บทน า 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

  Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ ไม่สร้างสปอร์ 

ทนความร้อนได้สูง เมื่อส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่ามีขนาดเล็กและลักษณะการเรียงตัวคล้ายพวง

องุ่น สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส ถึง 48 องศาเซลเซียส แต่เจริญได้ดีสุดที่ 35-37 องศา

เซลเซียส (Bhumibhamon and Bilhmad, 2011) โดยทั่วไปสามารถพบได้ทั้งจาก ผิวหนังของ

มนุษย์ น้ ามูก น้ าลาย สิว ฝี และหนองที่ก าลังอักเสบ รวมถึงในอาหาร และ/หรือเครื่องดื่มอาจมีการ

ปนเปื้อนของเชื้อ S. aureus อาทิเช่น น้ าดื่ม และเนื้อสัตว์ โดย S. aureus จัดเป็นเชื้อก่อโรคหลัก 

(primary pathogen) สามารถก่อให้เกิดการติดเชื้อทั้งในคนและสัตว์ สามารถผลิตสารพิษชนิดเอน

เทอโรทอกซิน (enterotoxin) ที่เป็นสาเหตุส าคัญของโรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning) ใน

งานวิจัยของ Angkititrakul และคณะ (2014) รายงานว่าพบการปนเปื้อนของเชื้อ S. aureus ในเนื้อ

สุกรบดร้อยละ 31.87 จากตัวอย่างทั้งหมด 91 ตัวอย่าง จากตลาดสด 4 แห่ง และห้างสรรพสินค้า  

4 แห่ง ในเขตเทศบาลนครขอนแก่น ในเดือนกรกฎาคม-สิงหาคม พ.ศ. 2555 อีกทั้งมีรายงานการ

ปนเปื้อนของเชื้อชนิดนี้ในอาหารพร้อมรับประทาน งานวิจัยของ Homthong และคณะ (2011) พบ

การปนเปื้อน S. aureus ในตัวอย่างซูชิ 14 ตัวอย่าง จากทั้งหมด 40 ตัวอย่าง ที่เก็บมาจากร้านค้าที่

วางจ าหน่ายในห้างสรรพสินค้า บริเวณอ าเภอเมืองศรีราชา และบริเวณใกล้มหาวิทยาลัยบูรพา 

จังหวัดชลบุรี ระหว่างเดือนพฤศจิกายน 2551 ถึงเดือนมกราคม 2552 หากรับประทานอาหารที่มีการ

ปนเปื้อนของ S. aureus อาจส่งผลให้เกิดอาการ คลื่นไส้ ท้องเสีย อาเจียนในบางรายที่มีอาการ

รุนแรงอาจส่งผลถึงชีวิตได้ (Chang et al., 2017) และจากงานวิจัยของ Al-Bahry และคณะ (2014) 

พบการปนเปื้อนของ S. aureus มากที่สุดในอาหารที่เตรียมด้วยมือได้แก่ ขนมปังอบไส้ไก่ แซนด์วิช 

และปอเปี๊ยะ   

  ศูนย์ป้องกันและควบคุมโรค (The Centers for Disease Control and Prevention) ใน

ประเทศสหรัฐอเมริกา ได้รายงานเกี่ยวกับผู้ป่วยที่ได้รับเชื้อในอาหารว่ามีถึง 241,188 ราย ที่ป่วยจาก

การกินอาหารที่มีการปนเปื้อน S. aureus เข้าไปและมีการตายถึง 6 ราย ในทุก ๆ ปี (FDA, 2006) 
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โดยปกติแล้วการควบคุมเชื้อ S. aureus นั้น ใช้ยาปฏิชีวนะหรือสารเคมี เช่น Peracetic acid, 

Chlorine และ Cetylpyridinium chloride อย่างไรก็ตามการใช้วิธีที่กล่าวไปข้างต้นก็มีข้อเสียที่

ส าคัญ เช่น หากใช้ยาปฏิชีวนะที่ผิดวิธีหรือใช้เกินกว่าก าหนด ส่งผลให้เชื้อมีการวิวัฒนาการสายพันธุ์ที่

สามารถต้านยาปฏิชีวนะหรือเรียกว่า antibiotic-resistant bacteria ซึ่งแบคทีเรียต้านยาปฏิชีวนะที่

ส าคั ญ ได้ แ ก่  methicillin resistant S. aureus (MRSA) การดื้ อ ย าขอ ง เชื้ อ นี้ เป็ น ปั ญ ห าที่

แพร่กระจายไปทั่วโลกท าให้การรักษาเป็นไปได้ล าบาก จ าเป็นต้องมีการใช้ยาที่มีฤทธิ์สูงขึ้นซึ่งอาจมี

ผลข้างเคียงและท าให้สิ้นเปลืองค่าใช้จ่าย (Siriwong and Chukeatirote, 2009) ส่วนการใช้สารเคมี

นั้นมีข้อจ ากัดที่ส าคัญคือเกิดผลเชิงลบ (negative effect) ต่อองค์ประกอบเนื้อสัมผัสของอาหาร ใน

บางประเทศในยุโรปไม่อนุญาตให้ใช้สารเคมีมาใช้ก าจัดเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนเพราะอาจเกิดการ

ตกค้างของสารเคมีซึ่งส่งผลเสียต่อผู้บริโภค (Hungaro et al., 2013) ซึ่งเห็นได้ว่าการใช้ยาปฏิชีวนะ 

และสารเคมี นั้นส่งผลต่อสุขภาพของมนุษย์ ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องหาวิธีใหม่ ๆ เพ่ือควบคุมเชื้อ

แบคทีเรียก่อโรคในอาหาร  

  ในปัจจุบัน เฟจ หรือ แบคเทอริโอเฟจ เป็นวิธีทางเลือกใหม่ที่ได้รับความสนใจมากขึ้นเพ่ือใช้

ควบคุมโรคในอาหาร เนื่องจากแบคเทอริโอเฟจนั้นมีคุณสมบัติที่จ าเพาะเจาะจงต่อเซลล์เจ้าบ้าน ท า

ให้ไม่เกิดการกลายพันธุ์ของเชื้อก่อโรค ไม่ผลิตสารพิษตกค้าง และไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพของ

มนุษย์ (Wong et al., 2014) ท าให้การใช้เฟจบ าบัดนั้นมีความปลอดภัย ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมี

วัตถุประสงค์เพ่ือคัดแยกและศึกษาถึงคุณลักษณะต่าง ๆ ของแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. aureus 

เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ส าหรับควบคุมแบคทีเรียปนเปื้อนในอาหารต่อไป 

 

1.2 วัตถุประสงค์   

  1. คัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. aureus จากแหล่งที่คาดว่ามีแบคเทอริโอเฟจ

 2. ศึกษาคุณลักษณะต่าง ๆ ของแบคเทอริโอเฟจที่ได้เพ่ือเป็นแนวทางส าหรับควบคุม 

S. aureus ที่เป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ 
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1.3 ขอบเขตงานวิจัย  

  1. คัดแยกเชื้อ S. aureus จากตัวอย่างเนื้อหมูในจังหวัดนครปฐม   

  2. คัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus  

  3. ศึกษาความสามารถการติดเชื้อข้ามแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนๆ (Host range test)  

 4. ศึกษาคุณลักษณะต่าง ๆ ของแบคเทอริโอเฟจที่คัดแยกได้ ได้แก่ กราฟการเจริญของ 

แบคเทอริโอเฟจ และผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของแบคเทอริโอเฟจ   

  5. ศึกษาจีโนมและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

  หากได้แบคเทอริโอเฟจที่มีประสิทธิภาพในการควบคุม S. aureus สามารถน าไปประยุกต์ใช้

ในการควบคุม S. aureus ในเนื้อหมูได้ในอนาคต ท าให้ผู้บริโภคมีความปลอดภัยและมั่นใจในการ

เลือกซื้อเนื้อหมูมากขึ้น และคาดหวังว่าข้อมูลนี้จะสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในโรงงานอุตสาหกรรม

อาหารเพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคในระดับชุมชนต่อไป 
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บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 การปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียในอาหาร  

  อาหารเป็นสิ่งจ าเป็นพ้ืนฐานในชีวิตประจ าวันของมนุษย์ ส าหรับบริโภคเพ่ือเสริมโภชนาการ

ให้แก่ร่างกาย อาหารมักมาจากพืชหรือสัตว์และมีสารอาหารส าคัญ อาทิ คาร์โบไฮเดรต ไขมัน โปรตีน 

วิตามิน หรือแร่ธาตุ สิ่งมีชีวิตย่อยและดูดซึมสสารที่เป็นอาหารเข้าสู่เซลล์เพ่ือน าไปสร้างพลังงานและ

กระตุ้นการเจริญเติบโต หากอาหารถูกปนเปื้อนด้วยแบคทีเรียก่อโรค อาจส่งผลให้เป็นอันตรายต่อ

ผู้บริโภคได้ โดยแบคทีเรียก่อโรคในอาหารที่ส าคัญในประเทศไทย ได้แก่   

  1. Vibrio parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียในสกุล Vibrio ย้อมติดสีแกรมลบ รูปร่างเป็น

แท่ง สามารถก่อโรคอาหารเป็นพิษ ท าให้กระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบ ส่วนใหญ่พบได้ในอาหาร

ทะเลดิบ เป็นเชื้อที่ไม่ทนความร้อน สามารถท าลายได้ด้วยการพาสเจอไรส์   

  2. Salmonella spp. รูปร่างเป็นท่อน ย้อมติดสีแกรมลบ ก่อให้เกิดโรคซาลโมเนลโลซิส 

(Salmonellosis) ซึ่งเป็นโรคที่เกิดจากการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร ท าให้ล าไส้อักเสบ ส่วน

ใหญ่พบในเนื้อสัตว์ สัตว์ปีก ไข่ น้ านม และผลิตภัณฑ์จากนม  

  3. Staphylococcus sp. ย้อมติดสีแกรมบวก รูปร่างเป็นทรงกลม อยู่รวมกันคล้ายพวงองุ่น 

ผู้ป่วยที่รับเชื้อเข้าไป อาจแสดงอาการคลื่นไส้ อาเจียน วิงเวียน เป็นตะคริวในช่องท้องและอ่อนเพลีย 

ผู้ป่วยบางรายอาจแสดงอาการปวดศีรษะและตะคริวที่กล้ามเนื้อร่วมด้วย ส่วนใหญ่มักพบเชื้อกลุ่มนี้ใน

เนื้อหมู และอาหารทะเล  

  4. Clostridium botulinum เป็นแบคทีเรียก่อโรคชนิดร้ายแรง ผลิตสารพิษ botulinum 

toxin ซ่ึงเป็นพิษต่อระบบประสาท ส่วนใหญ่มักพบในอาหารประเภทบรรจุภัณฑ์ปิดสนิท เช่น อาหาร

กระป๋อง สารพิษสามารถถูกท าลายด้วยความร้อนระดับพาสเจอไรส์ 

  5. Clostridium perfringens เป็นแบคทีเรียในสกุลเดียวกับ Clostridium botulinum 

อย่างไรก็ตาม สารพิษนั้นมีความรุนแรงน้อยกว่า ผู้ป่วยที่รับสารพิษเข้าไป อาจแสดงอาการคลื่นไส้ 

ปวดท้อง ท้องร่วง ภายใน 8-22 ชั่วโมง ส่วนใหญ่พบได้ทั่วไปในเนื้อวัว ไก่ หมู ปลา และอาหารแห้ง

โดยเฉพาะพวกสมุนไพร และเครื่องเทศ (ภาวิน, 2547) 
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ซึ่งจากรายงานการเฝ้าระวังโรค ในปี 2552 ส านักระบาดวิทยาในประเทศไทย ได้รายงาน

เกี่ยวกับโรคอาหารเป็นพิษจ านวน 103,420 ราย พบว่ามีอัตราการป่วย 162.98 ต่อประชากรแสนคน 

โดยจังหวัดที่มีอัตราป่วยต่อประชากรแสนคนสูงสุด 5 อันดับแรก ได้แก่ ปราจีนบุรี ขอนแก่น ล าปาง 

อุบลราชธานี และพิษณุโลก นอกจากนี้ยังมีเหตุการณ์ที่พบผู้ป่วยสูงที่สุดในรอบวันคือ อาหารเป็นพิษ

ที่โรงเรียนแห่งหนึ่งในจังหวัดนนทบุรี เมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ. 2522 พบผู้ป่วยรวม 573 ราย ซึ่ง

สาเหตุการระบาดเกิดจากรับประทานข้าวเหนียวสังขยาที่ปนเปื้อน S. aureus (รายงานเฝ้าระวังทาง

ระบาดวิทยา, 2552) นอกเหนือจากการปนเปื้อนของแบคทีเรียก่อโรคซึ่งเป็นภัยคุกคามต่อสุขภาพ

และความเป็นอยู่ของมนุษย์แล้ว จุลินทรีย์เหล่านี้ยังส่งผลกระทบอย่างมากในอุตสาหกรรมอาหารใน

แง่ของการเน่าเสียของอาหาร (food spoilage) ซึ่งการเน่าเสียของอาหารเป็นกระบวนการที่ซับซ้อน

ซึ่งส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงที่ไม่พึงประสงค์กับลักษณะทางประสาทสัมผัสของอาหาร ท าให้ไม่เป็น

ที่ยอมรับส าหรับการบริโภคของมนุษย์ ซึ่งการเน่าเสียโดยแบคทีเรียถือเป็นสาเหตุหลักของการเน่าเสีย

ในอาหาร แม้ในปัจจุบันจะมีวิธีการเก็บรักษาที่ดีและมีการควบคุมคุณภาพของทั้งผลิตภัณฑ์และ

กระบวนการผลิต อย่างไรก็ตามยังมีผลิตภัณฑ์อาหารที่สูญเสียไปเนื่องจากความเสียหายที่แบคทีเรีย

สร้างข้ึน (Endersen et al., 2014) 

 

2.2 ลักษณะทั่วไปของ Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus จัดอยู่ในวงศ์ Micrococcaceae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ที่มี

การเรียงตัวคล้ายพวงองุ่นมีรูปร่างกลม ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญได้ทั้งสภาวะที่มีและไม่มี

ออกซิเจน สภาวะที่มีเกลือ 10% ความเป็นกรดด่าง 4.0-9.8 ช่วงอุณหภูมิ 7-48 องศาเซลเซียส แต่

เจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 35-37 องศาเซลเซียส สามารถสร้างเอนไซม์ coagulase และผลิตสารพิษ

เอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) ที่เป็นสาเหตุส าคัญของโรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning) ทน

ความร้อนสูงนานถึง 30 นาที และทนต่อกรดในกระเพาะ (Bhumibhamon and Bilhmad, 2011) 

มักพบ Staphylococcus ทั้งในคนและสัตว์เลือดอุ่นชนิดอ่ืน ๆ โดยเฉพาะในคนที่มีผิวหนังผิดปกติ

เช่น เป็นแผลผ่าตัด แผลอักเสบ เป็นต้น เชื้อนี้ยังแยกได้จากสัตว์เลี้ยง เช่น สุนัข เป็ด ไก่ โค กระบือ 

สุกร ห่าน และในอาหารสัตว์ S. aureus ยังก่อให้เกิดโรคเต้านมอักเสบในสัตว์โดยเฉพาะโค กระบือ 

แพะ และแกะ อีกด้วย (Le Loir et al., 2003) อาหารที่มักพบการปนเปื้อนของ S. aureus ได้แก่ 

เนื้อหมู เนื้อวัว เนื้อสัตว์ปีก และผลิตภัณฑ์จากไข่ อาหารประเภทพร้อมรับประทานต่าง ๆ และ
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ผลิตภัณฑ์นม ที่เก็บไว้ในอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสม และเก็บไว้เป็นเวลานานก่อนรับประทาน และ

เครื่องมือเครื่องใช้ต่าง ๆ S. aureus มีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมภายนอก ท าให้สามารถมีชีวิต

อยู่ภายนอกร่างกายได้ดี รวมทั้งสามารถมีชีวิตอยู่ในอากาศ ฝุ่นละออง ขยะมูลฝอย และสามารถพบ  

S. aureus แพร่กระจายอยู่รอบสิ่งแวดล้อมในโรงงานผลิตอาหาร เช่น ในโรงงานบรรจุหีบห่อสัตว์ปีก 

(poultry packing plants) โดยเชื้อสามารถเกาะติดอยู่กับเครื่องมือและปนเปื้อนขณะบรรจุหีบห่อได้ 

(Bigot et al., 2011) 

 

2.3 รายงานการตรวจพบเชื้อก่อโรค S. aureus ในประเทศไทย  

  มีงานวิจัยในประเทศไทยที่ได้ตรวจสอบเกี่ยวกับ S. aureus ในเนื้อสัตว์ต่าง ๆ เช่น งานวิจัย

การตรวจคุณภาพเนื้อสุกรบดที่จ าหน่ายในเทศบาลเมืองขอนแก่น โดยสุ่มเก็บตัวอย่างเนื้อสุกรบดจาก

ตลาดสด 4 แห่ง และห้างสรรพสินค้า 4 แห่ง ในเขตเทศบาลนครขอนแก่น ในเดือนกรกฎาคมถึง

สิงหาคม พ.ศ. 2555 จ านวน 91 ตัวอย่าง ผลการตรวจวิเคราะห์พบการปนเปื้อน Salmonella spp., 

E. coli และ S. aureus ในเนื้อสุกรบดร้อยละ 58.24, 86.81 และ 31.87 ตามล าดับ (Angkititrakul 

et al., 2014) และงานวิจัยในจังหวัดราชบุรี มีการตรวจสอบการปนเปื้อน Salmonella spp. และ  

S. aureus ในเนื้อสัตว์จากตลาดสดและตลาดนัด ผลการตรวจตัวอย่างในปี พ .ศ.2554 พบการ

ปนเปื้อนของ S. aureus ในระดับเกินมาตรฐาน (มากกว่า 100 โคโลนีต่อกรัม) จ านวน 81 ตัวอย่าง 

คิดเป็นร้อยละ 40.50 เมื่อจ าแนกตามชนิดสัตว์ พบว่าในเนื้อสุกร ไก่ และโค พบ S. aureus ร้อยละ 

44.36, 28.57 และ 37.50 ตามล าดับ ผลการตรวจในปี พ .ศ. 2555 พบ S. aureus จ านวน 34 

ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 13.60 เมื่อจ าแนกตามชนิดสัตว์พบว่าในเนื้อสุกร ไก่ และโค พบ S. aureus 

ร้อยละ 13.65, 9.09 และ 25 ตามล าดับ (Malicharn and Vanaprasertsak, 2012) นอกจากนี้ยัง

ตรวจพบ S. aureus ในอาหารพร้อมรับประทานและในผลไม้อีกด้วย จากงานวิจัยของ Suklampoo  

และคณะ (2003) ได้รายงานการพบ S. aureus ในขนมไทย ซึ่งเป็นอาหารที่ผ่านกรรมวิธีการผลิต

มาแล้ว โดยเก็บตัวอย่างขนมไทยจ านวน 120 ตัวอย่าง โดยแบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ ขนมไทยที่มี

มะพร้าวคลุกหรือโรยหน้า และขนมไทยที่ไม่มีมะพร้าวคลุกหรือโรยหน้าประเภทละ 30 ตัวอย่าง จาก

ห้างสรรพสินค้าและตลาดสดในเขตกรุงเทพมหานคร จากผลการวิเคราะห์ตัวอย่างขนมไทย 120 

ตัวอย่าง ตรวจพบการปนเปื้อนของ S. aureus ในตัวอย่างขนมทุกชนิด ซึ่งพบว่ามีขนมไทยจ านวน

ร้อยละ 74.2 (89 ตัวอย่าง) ที่ไม่ได้มาตรฐานตามเกณฑ์คุณภาพคือตรวจพบการปนเปื้อนของ  
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S. aureus มากกว่า 100 โคโลนีต่อกรัม และงานวิจัยของ สุดสายชล (2554) รายงานเกี่ยวกับ

แพร่กระจายของ S. aureus ในตัวอย่างผลไม้พร้อมบริโภคได้แก่ มะม่วง แตงโม ฝรั่ง องุ่น เป็นต้น 

โดยสุ่มตัวอย่างมาทั้ งหมด 84 ตัวอย่าง จากร้านค้าที่ วางจ าหน่ายในร้านรถเข็นบริเวณใกล้

มหาวิทยาลัยบูรพา (42 ตัวอย่าง) และในห้างสรรพสินค้าบริเวณอ าเภอเมืองชลบุรี  จังหวัดชลบุรี  

(42 ตัวอย่าง) ระหว่างเดือนพฤศจิกายน 2553 ถึงเดือนมกราคม 2554 ตรวจพบ S. aureus ใน

ตัวอย่างผลไม้จ านวน 42 ตัวอย่างจากทั้งหมด 84 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 50 แบ่งเป็นตัวอย่างจาก

รถเข็นผลไม้จ านวน 29 ตัวอย่าง และตัวอย่างจากห้างสรรพสินค้าจ านวน 13 ตัวอย่าง โดยพบว่า 5 

ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 5.95 มีการปนเปื้อนของ S. aureus เกินเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของ

อาหารดิบที่เตรียมหรือปรุงในสภาพที่บริโภคได้ทันทีของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่ก าหนดว่าต้อง

มีปริมาณ S. aureus ไม่เกิน 100 โคโลนีต่อกรัม (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2560) 

 

2.4 โรคอาหารเป็นพิษจาก S. aureus   

  S. aureus สามารถก่อโรคได้ทั้งในคนและสัตว์ เป็นสาเหตุส าคัญของโรคอาหารเป็นพิษ 

(food poisoning) ซึ่งยังคงเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่ส าคัญในหลายประเทศทั่วโลก รวมทั้ง

ประเทศไทย ที่มีแนวโน้มการพบผู้ป่วยเพิ่มมากข้ึน และก่อให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเป็นอย่าง

มาก (Bhumibhamon and Bilhmad, 2011) ลักษณะอาการของโรคอาหารเป็นพิษนั้นแสดงให้เห็น

อย่างรวดเร็วและรุนแรงในหลาย ๆ กรณี ซึ่งอาการทั่วไปของผู้ได้รับเชื้อที่พบคือ คลื่นไส้ อาเจียน 

ปวดท้อง อ่อนเพลีย ในรายที่รุนแรงมีอาการปวดศีรษะ ปวดกล้ามเนื้อ ความดันโลหิตเปลี่ยนแปลง 

ผู้ป่วยที่มีอาการไม่รุนแรง สามารถดีขึ้นภายใน 1 วัน ขึ้นอยู่กับสภาพและความต้านทานสารพิษของ

ร่างกาย รวมไปถึงปริมาณสารพิษที่รับเข้าไป โดยโรคอาหารเป็นพิษที่เกิดจาก S. aureus เรียกโรคนี้

ว่ า  Staphylococcal food poisoning” (Miwa et al., 2001) ดั งนั้ น เพ่ื อความปลอดภั ยของ

ผู้บริโภคกรมปศุสัตว์ จึงได้ก าหนดกฎหมายเพ่ือควบคุมให้มีเชื้อ S. aureus ได้ไม่เกิน 100 โคโลนีต่อ

กรัม ในเนื้อสัตว์ จึงถือว่าปลอดภัยต่อผู้บริโภคเมื่อมีการสุ่มตรวจ (Bhumibhamon and Bilhmad, 

2011)  
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2.5 แบคเทอริโอเฟจ 
 แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) หรือเฟจ (phage) ประกอบด้วยดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอที่

ถูกห่อหุ้มอยู่ภายในสารเคลือบโปรตีนเรียกว่าแคบซิด (capsid) และยึดจับกับเซลล์เจ้าบ้านโดยไป

ท าลายและจ าลองตัวเองเพ่ือเพ่ิมจ านวนภายในเซลล์เจ้าบ้าน และปลดปล่อยแบคเทอริโอเฟจออกมา

ท าให้แบคทีเรียตายซึ่งต่างจากสารปฏิชีวนะ แบคเทอริโอเฟจสามารถท าลายแบคทีเรียเป้าหมายอย่าง

จ าเพาะเจาะจง และไม่ท าลายจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (Han et al., 2013) โดยเฟจถูกค้นพบครั้งแรกในปี 

ค.ศ.1915 โดย Twort และ Felix D’Herelle พบว่ามีสารบางอย่างที่ เปลี่ ยนโคโลนีของเชื้อ 

Micrococcus ให้มีลักษณะใสและเรียกมันว่าแบคเทอริโอเฟจ ลักษณะใสที่ เกิดขึ้นนั้นมาจาก 

แบคเทอริโอเฟจไปท าลายเซลล์แบคทีเรีย แบคเทอริโอเฟจมีความจ าเพาะต่อเซลล์เจ้าบ้านสูง จึงได้มี

การน าไปใช้เพ่ือรักษาเรียกว่าเฟจบ าบัด (phage therapy) (Fruciano and Bourne, 2007) และใน

ปี ค.ศ. 1920 Felix D’Herelle ได้ตีพิมพ์ผลงานเกี่ยวกับชีววิทยาของแบคเทอริโอเฟจ และได้รับการ

รับรองจากสถาบันแบคเทอริโอเฟจนานาชาติ  (International Bacteriophage Institute) ใน

ประเทศจอร์เจีย และในปี ค.ศ. 1923 ในช่วงสงครามโลกครั้งที่ 2 ได้เริ่มน าแบคเทอริโอเฟจมาใช้

บ าบัดโรคติดเชื้อต่าง ๆ และได้ถูกยอมรับจากหลาย ๆ ประเทศ อย่างไรก็ตามเนื่องจากข้อจ ากัดทาง

ความเข้าใจในองค์ประกอบของเฟจ และการไม่ยอมรับในประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจมาใช้ใน

การบ าบัด ท าให้แบคเทอริโอเฟจมีบทบาทในการใช้รักษาน้อยลง และเมื่อมีการค้นพบยาปฏิชีวนะใน

ปี ค.ศ. 1940 ท าให้การใช้เฟจบ าบัดนั้นหายไป เนื่องจากมีความเชื่อมั่นในยาปฏิชีวนะมากขึ้น อย่างไร

ก็ตามการใช้ยาปฏิชีวนะมีปัญหามากขึ้น เนื่องจากการใช้ที่ผิดวิธีส่งผลให้เกิดแบคทีเรียดื้อต่อยา

ปฏิชีวนะ (antibiotic resistance) ซึ่งเป็นปัญหาที่ส าคัญต่อการรักษาทางการแพทย์ ดังนั้นท าให้ต้อง

ใช้ประโยชน์จาก แบคเทอริโอเฟจเพ่ือเป็นทางเลือกในการรักษา ซึ่งสามารถน ามาใช้ควบคุมปัญหา

จากเชื้อแบคทีเรียมากมายรวมถึงในอาหารด้วย (Endersen et al., 2014)  

  

2.6 วงจรชีวิตของแบคเทอริโอเฟจ  

  วงชีวิตของแบคเทอริโอเฟจแบ่งออกเป็น 2 ประเภท (รูปที่ 1) ดังนี้   

  1. วงจรชีวิตแบบไลติก (lytic cycle) แบคเทอริโอเฟจที่มีวงจรชีวิตแบบนี้เรียกว่า ไลติกหรือ

ไวรูเรนต์เฟจ (lytic หรือ virulent phage) โดยแบคเทอริโอเฟจสามารถเข้าจับกับเซลล์เจ้าบ้านโดย

อาศัยความจ าเพาะระหว่างต าแหน่งเกาะติด (attachment site) ของแบคเทอริโอเฟจกับต าแหน่ง 
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รีเซพเตอร์ (receptor site) บนเซลล์แบคทีเรีย เช่น กรดไทโคอิก (teichoic acid) ลิโพโพลีแซคคา

ไรค์  (lipopolysaccharide) เเฟ ลก เจลลา (flagella) แคป ซู ล  (capsule) พิ ไล  (pili) โป รตี น 

(protein) คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) และเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) เป็นต้น (Elbreki 

et al., 2013) ภายหลังการเข้าจับกับเซลล์เจ้าบ้าน แบคเทอริโอเฟจจะปลดปล่อย (inject) จีโนมเข้าสู่

เซลล์เจ้าบ้านโดยส่วนของแคพซิดและองค์ประกอบอ่ืน ๆ ยังคงอยู่ภายนอกเซลล์เจ้าบ้าน เมื่อจีโนม

ของแบคเทอริโอเฟจเข้าไปภายในเซลล์เจ้าบ้านแล้ว เซลล์เจ้าบ้านจะหยุดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอและ 

อาร์เอ็นเอ และเริ่มการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิกและโปรตีนโครงสร้างของแบคเทอริโอเฟจ เช่น  

แคพซิดหรือหาง เป็นต้น รวมไปถึงโปรตีนที่จ าเป็นส าหรับขั้นตอนแตกสลายของเซลล์เจ้าบ้าน (Tan 

et al., 2014) เมื่อสร้างองค์ประกอบต่าง ๆ เสร็จสิ้นและประกอบตัวเป็นแบคเทอริโอเฟจที่สมบูรณ์

แล้ว (bacteriophage progeny) จะเข้าสู่ขั้นตอนการปลดปล่อยแบคเทอริโอเฟจออกมาจากเซลล์

เจ้าบ้าน ซึ่งอาศัยการท างานของโปรตีนของแบคเทอริโอเฟจ 2 ชนิด ได้แก่ เอนโดไลซิน (endolysin) 

และโฮลิน (holin) โดยโฮลินสามารถสอดแทรกโฮลินโมโนเมอร์ (holin monomer) เข้าไปในผนัง

เซลล์ (cell membrane) ของเซลล์เจ้าบ้านจากทางด้านในของเซลล์และประกอบตัวเป็นโฮลินโอลิโก

เมอร์ (holin oligomers) ท าให้เกิดรูบริเวณผนังเซลล์ ส่งผลให้เอนไซม์เอนโดไลซินสามารถผ่านเข้า

ไปย่อยท าลายชั้นเพปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) ของเซลล์เจ้าบ้าน ท าให้เซลล์เจ้าบ้านแตก  

แบคเทอริโอเฟจจึงถูกปลดปล่อยออกมา (Young, 2014) (รูปที่ 2)    

  2. วงจรชีวิตแบบไลโซจีนิค (Lysogenic cycle) แบคเทอริโอเฟจที่มีวงจรชีวิตแบบนี้เรียกว่า 

ไลโซจีนิคหรือเทมเพอเรตเฟจ (lysogenic หรือ temperate phage) โดยวงจรนี้แตกต่างจากวงจร

ชีวิตแบบไลติก โดยเมื่อแบคเทอริโอเฟจปลดปล่อยจีโนมเข้าสู่ เซลล์เจ้าบ้าน จีโนมสามารถสอดแทรก 

(integrate) เข้าไปในโครโมโซมของเซลล์ เจ้าบ้าน เรียกแบคเทอริโอเฟจระยะนี้ ว่ าโพรเฟจ 

(prophage) และเรียกเซลล์เจ้าบ้านที่มีโพรเฟจว่าไลโซเจน (lysogen) เมื่อเซลล์เจ้าบ้านแบ่งตัว  

โพรเฟจก็แบ่งตัวไปพร้อมกัน ส่งผลให้เซลล์เจ้าบ้านใหม่มีโพรเฟจติดไปด้วย โดยวงจรเฟจระยะนี้

สามารถถูกชักน ากลับไปเป็นวงจรชีวิตแบบไลติกได้ เช่น หากได้รับแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet) 

ท าให้โครโมโซมของเซลล์เจ้าบ้านได้รับความเสียหาย ส่งผลให้โพรเฟจสามารถหลุดออกจากโครโมโซม

ของเซลล์เจ้าบ้านและเข้าสู่วงจรชีวิตแบบไลติก (Doss et al., 2017)  
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                รูปที่ 1  วงจรชวีิตของแบคเทอริโอเฟจแบบไลติกและไลโซจีนิค 

                          (ที่มา : Chibeu, 2013) 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

                รูปที่ 2  กลไกของไลติกเฟจในการในการท าลายผนังเซลล์ของแบคทีเรีย 

                          (ที่มา : Jie, 2014) 

PG – Peptidoglycan 
CM – Cell membrane 
Cyt – Cytoplasm 
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2.7 การจ าแนกชนิดของแบคเทอริโอเฟจ  

  แบคเทอริโอเฟจทุกชนิดประกอบด้วยจีโนม (genome) ซึ่งหุ้มล้อมด้วยแคปซิด (capsid) 

โดยจีโนมนั้นอาจเป็นดีเอ็นเอสายคู่ (dsDNA) ดีเอ็นเอสายเดี่ยว (ssDNA) อาร์เอ็นเอสายคู่ (dsRNA) 

หรือ  อาร์ เอ็น เอสายเดี่ ยว  (ssRNA) ซึ่ งมีทั้ งที่ เป็ นสายตรง (linear) และวงกลม (circular)  

แคปซิดของแบคเทอริโอเฟจมีรูปร่างได้หลายแบบ เช่น หกเหลี่ยมขนาดต่างๆ (hexagonal) เป็นเส้น

ใย (filamentous) หรือรูปร่างซับซ้อนที่ประกอบด้วยส่วนหัวและส่วนหาง ซึ่งทาง International 

Committee for Taxonomy of Viruses (ICTV) ได้จัดจ าแนกแบคเทอริโอเฟจออกเป็น 1 อันดับ 

(order) 13 วงศ์ (family) (ตารางที่ 1) และ 30 สกุล (genera) ตามชนิดของกรดนิวคลีอิก (nature 

of nucleic acid) และลักษณะทางสัณฐานวิทยา (particle morphology) โดยแบคเทอริโอเฟจ 

จ านวนมากกว่าร้อยละ 96 เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีหาง (tailed phage) และส่วนใหญ่มีสาร

พันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่ (Khakhum et al., 2010) โดยแบคเทอริโอเฟจสามารถแบ่งออกได้ตาม

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ซึ่งส่วนใหญ่มักพบอยู่ใน 1 ใน 3 วงศ์ นั่นคือ Myoviridae, Siphoviridae 

หรือ Podoviridae (Han et al., 2013)   

ตารางที่ 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและกรดนิวคลีอิกของแบคเทอริโอเฟจในวงศ์ต่าง ๆ 

 

 

    

 

 

 

 

    หมายเหตุ a  -  มีลิพิด (lipid) ภายในแคบซิด 

                 b  -  มี enveloped หุ้มอยู่                           

                 (ที่มา : Matsuzaki et al., 2005) 
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2.8 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการประยุกต์แบคเทอริโอเฟจเพื่อควบคุมเชื้อก่อโรคในอาหาร  

  แบคเทอริโอเฟจเป็นไวรัสของแบคทีเรียซึ่งมีอยู่อย่างอุดมสมบูรณ์ในสภาพแวดล้อมธรรมชาติ 

เช่น ในน้ า ดิน และอากาศ โดยแบคเทอริโอเฟจมีคุณสมบัติที่เข้าท าลายเซลล์เจ้าบ้านได้อย่างจ าเพาะ

เจาะจง เมื่อเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านแล้ว สามารถอาศัยองค์ประกอบต่าง ๆ ในเซลล์เจ้าบ้านเพ่ือช่วยในการ

เพ่ิมจ านวนและสร้างเอนไซม์เอนโดไลซินขึ้นมา เพ่ือท าลายผนังเซลล์ของเซลล์เจ้าบ้าน ท าให้เซลล์

ตายแล้วปลดปล่อยอนุภาคลูกหลานออกนอกเซลล์ จึงได้มีการน าแบคเทอริโอเฟจมาใช้ในการบ าบัด

และควบคุมเชื้อก่อโรคต่าง ๆ (Kutateladze and Adamia, 2010)  

  แบคเทอริโอเฟจเป็นนักล่าตามธรรมชาติของแบคทีเรีย มีอยู่ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม สามารถ

จ าลองตัวเองได้และเพ่ิมจ านวนมากขึ้นตราบใดที่ยังมีเซลล์เจ้าบ้านอยู่ และมีเป้าหมายเพียงเซลล์เจ้า

บ้านที่จ าเพาะเจาะจงเท่านั้น ในกรณีของการบ าบัดด้วยเฟจนั้นใช้ไลติกเฟจที่มีความรุนแรง ซึ่งค่อย ๆ 

สลายเซลล์เจ้าบ้าน เกิดเป็นวงใสที่เรียกว่าพลาค (plaque) โดยในปัจจุบันความรู้ทางเทคโนโลยี

เกี่ยวกับแบคเทอริโอเฟจนั้นพัฒนาไปมาก ท าให้รู้ว่าแบคเทอริโอเฟจนั้นมีความปลอดภัยและไม่เป็น

พิษต่อร่างกายมนุษย์ อันที่จริงแล้วผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอเฟจหลายชนิดได้ถูกน ามาใช้เป็นสารฆ่าเชื้อ

ทางชีวภาพกับอาหารพร้อมรับประทาน เช่น ListexTM P100, ListshieldTM เป็นต้น และยังได้รับการ

รับรองแล้วว่าปลอดภัยจากส านักงานอาหารและยาในสหรัฐอเมริกา (FDA) (Garcia et al., 2010)  

ข้อดีของการใช้แบคเทอริโอเฟจมาเป็นเครื่องมือในการบ าบัดควบคุมเชื้อก่อโรคในอาหาร ได้แก่   

  1. มีความจ าเพาะต่อเซลล์เจ้าบ้านสูง   

  2. ไม่ก่อให้เกิดผลกระทบต่อกลิ่น สี เนื้อสัมผัส และรสชาติของอาหาร  

  3. สามารถคัดแยกได้จากธรรมชาติ เนื่องจากมีอยู่อย่างอุดมสมบูรณ์  ไม่ท าอันตรายต่อ

สิ่งมีชีวิต  

  4. ไม่มีการตกค้างในอาหาร   

  จากงานวิจัยจ านวนมากแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการใช้แบคเทอริโอเฟจเป็นตัว

ควบคุมทางชีวภาพของแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร โดยมีนักวิจัยจ านวนหนึ่งได้ศึกษาการควบคุมเชื้อ  

S. aureus โดยใช้แบคเทอริโอเฟจ งานวิจัยของ  Li และ Zhang (2014) คัดแยกและศึกษา 

แบคเทอริโอเฟจ SPW ซึ่งคัดแยกได้จากน้ าเสียในเขตชุมชน และน าไปควบคุม S. aureus ซึ่งคัดแยก

มาจากนมวัวที่เป็นเต้านมอักเสบและนมวัวที่ไม่เป็นเต้านมอักเสบ โดยผู้วิจัยได้ทดสอบความสามารถ

ของแบคเทอริโอเฟจโดยเพาะเชื้อช่วง early-exponential ลงไปในอาหาร LB ที่มีการเติม CaCl2 
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จากนั้นเติมแบคเทอริโอเฟจ SPW ให้ได้ MOI 0.01 และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส และน าไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ทุก ๆ 1 ชั่วโมง พบว่าใน 1-2 ชั่วโมงแรก ค่า 

OD600 ของแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย และหลังจาก 3 ชั่วโมง พบว่าค่าการดูดกลืนแสงมีค่าลดลง 

เรื่อย ๆ จนเข้าใกล้ศูนย์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอเฟจ SPW นั้นมีประสิทธิภาพสูงในการควบคุม  

S. aureus Han และคณะ (2013) ได้คัดแยกและศึกษาคุณลักษณะของแบคเทอริโอเฟจจาก 

น้ าเสียในเขตชุมชนเมือง Gwacheon ประเทศเกาหลี  โดยจัดจ าแนกแบคเทอริโอเฟจอยู่ ใน 

วงศ์ Myoviridae และตั้งชื่อแบคเทอริโอเฟจตัวนี้ว่า SAH-1 การศึกษากิจกรรมที่ท าให้ เซลล์ 

แบคทีเรียแตก (bacteriolytic activity) โดยเพาะ S. aureus ในระยะ early-exponential ผสมกับ 

แบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ ให้ ได้  MOI 0, 0.01, 1 และ 100 ตามล าดับ จากนั้นน าไปบ่มที่  37  

องศาเซลเซียส และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก ๆ 1 ชั่วโมง เป็นเวลา 

6 ชั่วโมง พบว่าในช่วงแรกการเจริญของเชื้อเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย และในช่วงหลังมีการเจริญลดลง ซึ่งค่า 

MOI ที่เหมาะสมที่สามารถควบคุมการเจริญของ S. aureus ได้อย่างมีประสิทธิภาพ คือ MOI 100 

Gutiérrez และคณะ (2016) คัดแยกแบคเทอริโอเฟจและ S. aureus ในประเทศสเปนและ

นิวซีแลนด์ โดยคัดแยก S. aureus จากเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ที่ท าจากนมได้รวมทั้งสิ้น 87 สายพันธุ์ 

และคัดแยกแบคเทอริโอเฟจจากอาหารทะเลได้ 6 ตัวอย่าง ได้แก่ Φ11, K, ΦH5, ΦA72, CAPSa1 

และ CAPSa3 พบว่าแบคเทอริโอเฟจ K สามารถติดเชื้อกับ S. aureus ได้มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ 

ในขณะที่แบคเทอริโอเฟจตัวอย่างอ่ืน ๆ สามารถติดเชื้อได้เพียงบางสายพันธุ์เท่านั้น  ดังนั้นสรุปได้ว่า

แบคเทอริโอเฟจ K มีช่วงการเข้าจับเซลล์เจ้าบ้านที่กว้าง (broad host range) Mohammed-Ali 

และ Jamalludeen (2015) คัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่สามารถควบคุม Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) โดย MRSA ทั้ง 100 สายพันธุ์ ถูกคัดแยกจากผิวหนัง บาดแผล 

และเลือด รวมถึงทดสอบการต้านยาของ MRSA ด้วยแผ่นยาเซโฟซิติน (cefoxitin disc) ขณะที่ 

แบคเทอริโอเฟจถูกคัดแยกจากตัวอย่างน้ าเสียบริเวณโรงพยาบาล จากผลการทดสอบความสามารถ

ในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์ อ่ืน (host range test) ด้วยวิธี spot test พบว่าแบคเทอริโอเฟจ 3 

ตัวอย่าง ได้แก่ ΦSA1, ΦSA2 และ ΦSA3 สามารถติดเชื้อกับ MRSA ทั้ง 100 สายพันธุ์ และพบว่า 

จัดอยู่ในวงศ์ Siphoviridae รวมถึงมีความเสถียรที่พีเอช (pH) 4 ถึง 9 Synnott และคณะ (2009) 

คัดแยก S. aureus ทั้งหมด 49 สายพันธุ์ รวมทั้งคัดแยกแบคเทอริโอเฟจได้ 52 ตัวอย่าง จากนั้นน า  

S. aureus มาทดสอบเอนไซม์โคแอกกูเลส (coagulase) และการท าลายเม็ดเลือดแดง (hemolysis) 
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พบว่ามีเพียง 15 สายพันธุ์ ที่ให้เป็นผลบวก (positive) เมื่อทดสอบความสามารถในการท าลาย

แบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน (host range test) พบว่ามีเพียงแบคเทอริโอเฟจ 2 ตัวอย่าง ได้แก่ ΦSA039 

และ ΦSA012 สามารถติดเชื้อ S. aureus ได้  13 และ 8 สายพันธุ์  ตามล าดับ และพบว่า 

แบคเทอริโอเฟจทั้ งสองจัดอยู่ ในวงศ์  Myoviridae Garcı´a และคณะ (2007) ศึกษาการใช้ 

แบคเทอริโอเฟจผสม (bacteriophage cocktail) ได้แก่ ΦH5 และ ΦA72 ซึ่งคัดแยกจากตัวอย่าง

นมดิบ ส าหรับควบคุม S. aureus ในลิ่มน้ านม (curd) และน้ าเวย์ (whey) โดยใช้ MOI 100 ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่าหลังจากการบ่มเพียง 1 ชั่วโมง ไม่สามารถตรวจพบแบคทีเรียทั้งใน

ลิ่มน้ านมและน้ าเวย์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอเฟจผสมนั้นมีประสิทธิภาพในการควบคุม  

S. aureus     

  นอกจากนี้มีงานวิจัยอ่ืน ๆ ที่ใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับวิธีต่าง ๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการ

ควบคุมเชื้อก่อโรคได้แก่ งานวิจัยของ García และคณะ (2010) ได้ทดลองใช้เอนไซม์เอนโดไลซินจาก 

แบคเทอริโอเฟจ LysH5 ร่วมกับไนซิน (nisin) ส าหรับควบคุม S. aureus Sa9 ในนมที่ผ่านการพาส

เจอร์ไรส์ โดยไนซินเป็นแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) ที่ผลิตมาจาก Lactococcus lactis มักนิยม

ใช้กับผลิตภัณฑ์จากนมเป็นหลัก เพ่ือลดการใช้สารกันเสียที่เป็นสารเคมี รวมทั้งลดการใช้ความร้อนใน

การฆ่าเชื้อ จากการทดลองได้น านมที่ผ่านการพาสเจอร์ไรส์มาเพาะ S. aureus Sa9 โดยเติมไนซิน

และเอนโดไลซิน LysH5 ทันท ีแล้วน าไปบ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ชั่วโมง พบว่าการใช้

เอนไซม์เอนโดไลซิน LysH5 ร่วมกับไนซิน มีประสิทธิภาพในการลดความหนาแน่นของ S. aureus 

Sa9 ในนมที่ผ่านการพาสเจอร์ไรส์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ Tabla และคณะ (2012) ศึกษาการเพ่ิม

ประสิทธิภาพของกระบวนการฆ่าเชื้อโดยใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับความดันสูง (high hydrostatic 

pressure) ในนม โดยคัดแยกแบคเทอริโอเฟจ vB_SauS-phi-IPLA35 (phiIPLA35) และ vB_SauS-

phi-IPLA88 (phiIPLA88) ส าหรับควบคุม S. aureus Sa9 ในนมดิบที่มีการพาสเจอร์ไรส์ โดยใช้  

S. aureus Sa9 ความหนาแน่นเริ่มต้น 1×106 และ 1×104 CFU/มิลลิลิตร สภาวะการบ่มที่ 25 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยควบคุมความดันเท่ากับ 400 เมกะปาสคาล เนื่องจากเป็นความดัน

ที่ phiIPLA35 และ phiIPLA88 ยังสามารถท างานอยู่ได้ พบว่าที่  4 ชั่วโมง ความหนาแน่นของ  

S. aureus Sa9 ลดลงประมาน 3.5 log CFU/มิลลิลิตร จากระดับความหนาแน่นเริ่มต้น 1×106 

CFU/มิลลิลิตร และไม่สามารถตรวจพบได้หลังจากผ่านไป 48 ชั่วโมง และที่ระดับความหนาแน่น 

เริ่มต้น 1×104 CFU/มิลลิลิตร ไม่สามารถตรวจพบ S. aureus Sa9 ได้ตั้งแต่ 4 ชั่วโมง เป็นต้นไป ซึ่ง
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สรุปได้ว่าการใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับความดันสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพส าหรับควบคุม S. aureus 

ซึ่งช่วยลดการสิ้นเปลืองพลังงานจากการใช้ความดันสูงในการฆ่าเชื้อ Chang และคณะ (2017) ได้

ศึกษาประสิทธิภาพการใช้สารผสมสองชนิดได้แก่ เอนโดไลซิน LysSA97 และน้ ามันหอมระเหย 

คาร์วาครอล (carvacrol) ในการควบคุม S. aureus ในอาหาร ซึ่งมีความสามารถก าจัดแบคทีเรียก่อ

โรคโดยไม่ไปรบกวนแบคทีเรียชนิดที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย ซึ่งเอนโดไลซิน LysSA97 เป็นรีคอม

บิแนนท์เอนไซม์ (recombinant enzyme) ที่ได้จากการแสดงออกของยีนเอนโดไลซิน (endolysin 

gene) SA97_036 จากแบคเทอริโอเฟจ SA97 และน าสารผสมไปควบคุม S. aureus ในนมขาดมัน

เนย (skim milk) นมสดครบส่วน (whole milk) และ เนื้อวัว จากผลการทดลองพบว่าสารผสม

สามารถลดความหนาแน่น S. aureus ในนมขาดมันเนยได้โดยไม่ตรวจพบความหนาแน่นของ  

S. aureus ในช่วงหลัง 3 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับการใช้เพียงเอนโดไลซิน  LysSA97 หรือคาร์วา 

ครอลเพียงอย่างเดียว อย่างไรก็ตามในนมสดครบส่วนและเนื้อวัวพบว่าสามารถลดความหนาแน่นของ  

S. aureus ได้เพียงเล็กน้อย ซึ่งอาจเป็นผลเนื่องมาจากโครงสร้างที่ซับซ้อนของเนื้อวัว รวมถึง

องค์ประกอบของนมครบส่วนมีปริมาณไขมันสูง ท าให้ประสิทธิภาพของสารผสม (LysSA97 และ 

คาร์วาครอล) นั้นลดลงไป อย่างไรก็ตามสามารถสรุปได้ว่าการใช้เอนโดไลซิน  LysSA97 ร่วมกับ 

คาร์วาครอลมีประสิทธิภาพอย่างมากในการควบคุม S. aureus     

  นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอ่ืน ๆ ที่ใช้แบคเทอริโอเฟจในการควบคุมเชื้อก่อโรคชนิดอ่ืน ๆ 

เช่น งานวิจัยของ Bigot และคณะ (2011) ได้ศึกษาการใช้แบคเทอริโอเฟจ FWLLm1 ซึ่งคัดแยกจาก

มูลแกะจากฟาร์มในประเทศนิวซีแลนด์ ส าหรับควบคุม Listeria monocytogenes ในผลิตภัณฑ์

อกไก่พร้อมรับประทาน โดยเปรียบเทียบการทดลองระหว่างการบ่มที่ อุณหภูมิ 30 และ 5 องศา

เซลเซียส โดยหยด L. monocytogenes ความหนาแน่น 105 CFU/ตารางเซนติเมตร และหยด 

แบคเทอริโอเฟจ FWLLm1 ความหนาแน่น 2.5×107 PFU/ตารางเซนติเมตร ลงบนอกไก่ขนาด 2 × 

2 เซนติเมตร และน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าในวันแรกความหนาแน่นของ  

L. monocytogenes ลดลงทันที 2.5 log CFU/ตารางเซนติเมตร อย่างไรก็ตามเมื่อเวลาผ่านไป 21 

วัน แบคทีเรียยังสามารถเจริญได้ ซึ่งสรุปได้ว่าการบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะที่

แบคทีเรียเจริญได้ดี แบคเทอริโอเฟจจึงไม่สามารถควบคุมการเจริญแบคทีเรียได้ทั้งหมด ส่งผลให้

แบคทีเรียที่มีชีวิตรอดสามารถเจริญได้ อย่างไรก็ตามจากการทดลองหยด L. monocytogenes ที่

ความหนาแน่นเริ่มต้น 104 CFU/ตารางเซนติเมตร และ 102 CFU/ตารางเซนติเมตร จากนั้นหยด 
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แบคเทอริโอเฟจ FWLLm1 ความหนาแน่น 1.5×106 PFU/ตารางเซนติเมตร ลงบนอกไก่ และน าไป

บ่มที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส แบคเทอริโอเฟจสามารถลดความหนาแน่นของ L. monocytogenes 

ได้ 1.5 log CFU/ตารางเซนติ เมตร ตั้งแต่วันแรกจากความหนาแน่นเริ่มต้น 104 CFU/ตาราง

เซนติเมตร และไม่มีการเจริญของแบคทีเรียภายในการทดลอง 21 วัน ในขณะที่ความหนาแน่นเริ่มต้น

ของ L. monocytogenes 102 CFU/ตารางเซนติเมตร เมื่อเติมแบคเทอริโอเฟจลงไป สามารถลด

ความหนาแน่นของเชื้อแบคทีเรียได้ 1 log CFU/ตารางเซนติเมตร ตั้งแต่วันแรก และไม่สามารถตรวจ

พบเชื้อแบคทีเรียในวันที่ 5 อย่างไรก็ตามหลังจากผ่านไป 21 วัน พบว่าเชื้อแบคทีเรียเจริญกลับมา

เพียงเล็กน้อย ซึ่งผู้วิจัยสรุปว่าการบ่มที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิทั่วไปที่ใช้ในการเก็บ

รักษาอาหาร ส่งผลให้แบคทีเรียเจริญได้ไม่ดี เมื่อใส่แบคเทอริโอเฟจลงไปจึงสามารถควบคุมการเจริญ

ของแบคทีเรียได้ Baños และคณะ (2016) ศึกษาการใช้แบคเทอริโอซิน  AS-48 ซึ่งผลิตจาก 

Enterococcus faecalis ร่วมกับผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอเฟจ ListexTM P100 ส าหรับควบคุม  

L. monocytogenes ในปลาแซลมอนรมควัน โดยเพาะเชื้อ L. monocytogenes โดยสเปรย์ลงบน

ปลาแซลมอนรมควันความหนาแน่น 103 CFU/ตารางเซนติเมตร และแบ่งการทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม 

โดยกลุ่มที่  1 สเปรย์เแบคเทอริโอเฟจ ListexTM P100 ความหนาแน่น 2.3×107 PFU/ตาราง

เซนติเมตร กลุ่ม 2 สเปรย์แบคเทอริโอซิน AS-48 ความเข้มข้น 0.37 ไมโครกรัม/ตารางเซนติเมตร 

และกลุ่ม 3 สเปรย์แบคเทอริโอเฟจ ListexTM P100 ร่วมกับแบคเทอริโอซิน AS-48 ความเข้มข้นเท่า

เดิม และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากการทดลอง พบว่าหลังจากผ่านไป 30 วัน การใช้

แบคเทอริโอเฟจ ListexTM P100 หรือแบคเทอริโอซิน  AS-48 สามารถลดความหนาแน่น  

ของ L. monocytogenes ได้  1 .58 log CFU/ตารางเซนติ เมตร และ 4.25 log CFU/ตาราง

เซนติเมตร ตามล าดับ เมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุม ในขณะที่การใช้แบคเทอริโอเฟจ ListexTM P100 

ร่วมกับแบคเทอริโอซิน AS-48 ไม่สามารถตรวจพบ L. monocytogenes ตั้งแต่วันที่ 1-15 อย่างไรก็

ตามในวันที่ 30 พบว่า L. monocytogenes เจริญกลับมาเพียงเล็กน้อย โดยมีความหนาแน่นเท่ากับ 

0.78 log CFU/ตารางเซนติเมตร ซึ่งการกลับมาเจริญของแบคทีเรียอาจมีสาเหตุจากแบคเทอริโอซิน 

AS-48 นั้นเสื่อมสภาพลง ส่งผลให้ แบคทีเรียสามารถฟ้ืนฟูกลับมาได้ ซึ่งผลการทดลองในงานวิจัยนี้

แสดงให้เห็นว่าการใช้แบคเทอริโอเฟจ ListexTM P100 ร่วมกับแบคเทอริโอซิน AS-48 นั้นสามารถ

ควบคุม L. monocytogenes ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้แบคเทอริโอเฟจ 

ListexTM P100 หรือ แบคเทอริโอซิน AS-48 เพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง Hungaro และคณะ 2013 ได้
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ศึกษาการใช้แบคเทอริโอเฟจผสมพร้อมทั้งเปรียบเทียบกับการใช้สารเคมี เนื่องจากสารเคมีส่งผลเสีย

ต่อเนื้อสัมผัส อีกทั้งยังอาจตกค้างได้ในอาหารซึ่งส่งผลเสียต่อสุขภาพผู้บริโภค โดยได้คัดแยก 

แบคเทอริโอเฟจ ได้แก่  Φ7, Φ16, Φ18, Φ36 และ  Φ43 จากมูลไก่  ส าหรับน ามาควบคุม 

Salmonella Enteritidis ในหนังไก่ โดยเพาะเชื้อ S. Enteritidis ความหนาแน่น 105 CFU/ตาราง

เซนติเมตร ลงบนหนังไก่ และน าไปแช่ในสารละลายต่าง ๆ โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม โดย

กลุ่มที่ 1 แช่น้ ากลั่นปลอดเชื้อนาน 30 นาที กลุ่มที่ 2 แช่แบคเทอริโอเฟจผสมที่ความหนาแน่น 109 

PFU/ตารางเซนติเมตร นาน 30 นาที กลุ่มที่ 3 แช่ sodium dichloroisocyanurate ความเข้มข้น 

200 มิลลิกรัม/ลิตร นาน 10 นาที กลุ่มที่ 4 แช่ peracetic acid ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร 

นาน 10 นาที และ กลุ่มที่ 5 แช่ lactic acid ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ นาน 90 วินาที น าไปผึ่งให้

แห้งที่อุณหภูมิ 6 องศาเซลเซียส จากผลการทดลองพบว่าการแช่ในน้ ากลั่นส่งผลให้ความหนาแน่น

ของ S. Enteritidis ลดลงไป 0.2 log CFU/ตารางเซนติเมตร ในขณะที่การแช่ในแบคเทอริโอเฟจผสม

ท าให้ความหนาแน่นของ S. Enteritidis ลดลงไป 1 log CFU/ตารางเซนติเมตร และการแช่ใน

สารเคมี ได้แก่ sodium dichloroisocyanurate, peracetic acid และ lactic acid พบว่าความ

หนาแน่นของ S. Enteritidis ลดลงไป 0.81 ± 0.06 log CFU/ตารางเซนติเมตร ซึ่งจากผลการ

ทดลองพบว่าการใช้แบคเทอริโอเฟจผสมและสารเคมีสามารถลดความหนาแน่นของ S. Enteritidis 

ได้ไม่แตกต่างกัน จึงสรุปได้ว่าการใช้แบคเทอริโอเฟจผสมนั้นเป็นวิธีทางเลือกที่น่าสนใจส าหรับ

น ามาใช้ควบคุมเชื้อก่อโรคแทนการใช้สารเคมี O'flynn และคณะ 2004 ศึกษาการใช้แบคเทอริโอเฟจ

ผสม ได้แก่ e11/2, e4/1c และ PP01 ซึ่งคัดแยกจากอุจจาระผู้ป่วยที่เป็นโรคระบบทางเดินอาหาร 

ส าหรับน ามาควบคุม E. coli O157:H7 ในเนือ้ววั โดยเพาะเชื้อ E. coli O157:H7 ความหนาแน่น 2 

× 103 CFU/มิลลิลิตร และเติมแบคเทอริโอเฟจผสมความหนาแน่น 2 × 108 PFU/มิลลิลิตร ลงในเนื้อ

วัว จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบวา่เนือ้ววั

ท่ีเติมแบคเทอริโอเฟจผสมตรวจพบความหนาแน่นของ E. coli O157:H7 น้อยกว่า 10 CFU/

มิลลิลิตร เม่ือเทียบกบัตวัอย่างควบคมุ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอเฟจผสมนั้นมีประสิทธิภาพใน

การควบคุม E. coli O157:H7 
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2.9 ข้อดีและข้อจ ากัดของการบ าบัดด้วยแบคเทอริโอเฟจ  

  การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจนั้นเป็นวิธีทางเลือกที่ดีในการน ามาใช้ควบคุมเชื้อก่อโรคใน

อาหารต่าง ๆ อย่างไรก็ตามการใช้แบคเทอริโอเฟจนั้นมีทั้งข้อดีและข้อจ ากัดที่ยังคงต้องศึกษาและ

แก้ไขต่อไปในอนาคต (ตารางที่ 2)  

  

ตารางที่ 2 ข้อดีและข้อจ ากัดของการบ าบัดด้วยแบคเทอริโอเฟจ (ที่มา : Endersen et al., 2014) 

ข้อดี ข้อจ ากัด 

มีความจ าเพาะต่อแบคทีเรียที่สูง ราคาถูก 
ไม่ท าลายแบคทีเรียเจ้าถิ่น 

มีช่วงของเซลล์เจ้าบ้านที่แคบ 

มีความสามารถในการจ าลองตัวเองได้โดย
อาศัยเซลล์เจ้าบ้าน 

ผู้บริโภคยังต้องการความรู้เกี่ยวกับเรื่องแบคเทอริโอ 
เฟจอีกมาก 

ไม่มีผลกระทบต่อกลิ่น สี รสชาติ และเนื้อ
สัมผัสของอาหาร 

ไม่เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค ซ่ึงมีทัศนคติเชิงลบต่อ
ค าว่า “viruses” หรือ “virulent phage” ในอาหาร 

แบคเทอริโอเฟจมีอยู่อย่างสมบูรณ์ใน
ธรรมชาติ และไม่ท าอันตรายต่อมนุษย์ 
สัตว์ และพืช 

 

ประยุกต์ใช้ได ้เช่น ก าจัดไบโอฟิลม์หรือใช้
ในการตรวจหาเชื้อก่อโรคได้ 

 

 

2.10 ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอเฟจทางการค้า  

  ในปี 2005 ผลิตภัณฑ์จากแบคเทอริโอเฟจชนิดแรก ได้รับการรับรองจากส านักงาน 

ปกป้องสิ่ งแวดล้อมสหรัฐ  (US Environmental Protection Agency) ให้ ใช้ ใน อุตสาหกรรม 

อาหารคื อ  AgriphageTM (Omnilytics Inc.) ซึ่ งถู ก พัฒ นาขึ้ น ในสหรัฐอ เมริกาเพ่ื อ ใช้บ าบั ด 

และควบคุม Xanthomonas campestris และ Pseudomonas syringae ซึ่ งก่อให้ เกิดโรคจุด

แบคทีเรีย (spot disease) บนพืชผลทางการเกษตร ต่อมาในปี 2006 ส านักงานคณะกรรมการ

อาหารและยาสหรัฐ (U.S. Food and Drug Administration, FDA) ได้รับรองให้ LMP-102 หรือ 

ListshieldTM  (Intralytix Inc.) เป็นผลิตภัณ ฑ์ แบคเทอริ โอ เฟจชนิดแรกที่ ใช้ ในการควบคุม  
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L. monocytogenes ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์และสัตว์ปีก (Sarhan and Azzazy, 2015) และในปี

เดี ย ว กั น ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ แ บ ค เท อ ริ โอ เฟ จ  ListexTM P100 (PhageGuard Inc.) ซึ่ ง ใช้ ค วบ คุ ม  

L. monocytogenes ได้รับการยอมรับว่าปลอดภัย (generally regarded as safe, GRAS) โดย 

FDA สามารถใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร ซึ่งเหมาะส าหรับอาหารทุกประเภทที่ไวต่อการปนเปื้อน  

L. monocytogenes อีกทั้งในปี 2007 ListexTM P100 ยังได้รับการรับรองว่าเป็นผลิตภัณฑ์อินทรีย์

ตามข้อก าหนดของแผนงานเกษตรอินทรีย์แห่งชาติสหรัฐอเมริกา (United States Department of 

Agriculture) รวมไปถึงได้รับการรับรองจากส านักงานมาตรฐานอาหารออสเตรเลีย -นิวซีแลนด์ 

(Food Standards Australia New Zealand) อีกด้วย (Endersen et al., 2014) นอกจากนี้ยังมี

ผลิตภัณฑ์แบคเทอริโอเฟจชนิดอ่ืน ๆ ที่มีเป้าหมายเพ่ือควบคุมแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ซึ่งได้รับการ

รับรองจาก FDA ได้แก่ EcoShieldTM (Intralytic Inc.) ซึ่งใช้ส าหรับควบคุม E. coli O157:H7 ใน

ผลิตภัณฑ์เนื้อสดก่อนถูกน าไปใช้ผลิตแฮมเบอร์เกอร์ SalmofreshTM ใช้ส าหรับควบคุม Salmonella 

enterica ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ปีก ปลา และหอย รวมถึงผักและผลไม้ FinalyseTM (จ าหน่ายโดย 

Elanco และพัฒนาโดย Omnilytics Inc.) และ STECleanzTM (ESR Ltd.) ใช้ส าหรับควบคุม Shiga 

toxigenic Escherichia coli บนหนังสัตว์เพ่ือลดปริมาณจุลินทรีย์บนเนื้อสด (Campdenbri, 2016) 

และ ArmamentTM (OmniLytics Inc.) ใช้ส าหรับควบคุม Salmonella spp. โดยสเปรย์บนผิวหนัง

วัวก่อนน าไปช าแหละ (Sharma, 2013) 
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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  

Baird parker agar                                            TM Media, India 

Egg yolk tellurite      TM Media, India 

Chloroform      RCI Labscan, Thailand 

Dextrose                 Sisco Research, India  

di-Potassium hydrogen orthophosphate   Ajax Finechem, USA 

DNase I            Panreac, Germany  

EcoRI (Restriction enzyme)    Vivantis, USA  

Ethidium bromide     Fluka, USA 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)   Fluka, Germany  

Gelatin       Criterion, USA 

GF-1 AmbiClean kit     Vivantis, USA  

Glacial acetic acid     RCI Labscan, Thailand 

HindIII (Restriction enzyme)    Vivantis, USA  

Hydrochloric acid RCI     Labscan, Thailand  

Isoamyl alcohol      Merck, Germany  
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Lambda DNA      Vivantis, USA  

Loading dye      Maestrogen, Taiwan 

Magnesium chloride hexahydrate   Fluka, Germany 

Magnesium sulfate heptahydrate   Ajax Finechem, USA 

Phenol pellet      Panreac, Germany 

Primer 27F       Macrogen, Korea 

Primer 1492R        Macrogen, Korea 

Protinase K      Vivantis, USA  

RNase A       Amresco, USA  

SacI (Restriction enzyme)    Vivantis, USA  

Sodium acetate trihydrate    Himedia, India  

Sodium chloride      RCI Labscan, Thailand 

Taq DNA polymerase     Biolab, 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    
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  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    

  Spectrophotometer     Mesulab, China  

 Stomacher           Interscience, France  

     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, USA   

  เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง     Sartorius, USA   

  เครื่องผลิตน้ ากลั่น      ELGA, UK   

     เครื่องผลิตน้ าปราศจากไอออน    ELGA, UK   

  ตู้เย็น        Samsung, Korea   

3.2 วิธีการทดลอง  

  3.2.1 การคัดแยก S. aureus ในตัวอย่างเนื้อหมูดิบและสภาวะการเจริญเติบโต   

  เก็บตัวอย่างเนื้อหมูจากร้านค้าในตลาดสดในจังหวัดนครปฐมจ านวน 5 ร้าน จากนั้นน า

ตัวอย่างเนื้อหมูดิบ 25 กรัม มาตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ ผสมให้เข้ากันกับสารละลายเพปโทน (Peptone 

water) ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ในถุงซิปล็อค

จากนั้นตีบดให้เข้ากันด้วยเครื่องตีบด (stomacher) ที่ความเร็ว 8 จังหวะ/วินาที นาน 3 นาที ปิเปต

สารละลายผสม 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร baird parker ที่ผสม egg yolk tellurite แล้วใช้แท่งแก้ว
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รูปสามเหลี่ยมที่ปลอดเชื้อเกลี่ยตัวอย่างให้ทั่วผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อจนแห้ง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศา เซ ล เซี ย ส  เป็ น เวล า  24-48 ชั่ ว โม ง  แล ะคั ด เลื อ ก โค โลนี ที่ มี ลั กษ ณ ะ เฉพ าะขอ ง  

S. aureus คือมีสีด าวาว นูน โซนด้านในมีสีขาวขุ่น โซนด้านนอกใส มา 9 ไอโซเลท และตั้งรหัสเป็น  

S. aureus BPA1-BPA9 จากนั้นเกลี่ยลงบน baird parker agar เพ่ือให้ได้โคโลนีเดี่ยว โดยงานวิจัยนี้

ช่ ว งเริ่มแรกใช้  S. aureus BPA1 และ S. aureus BPA3 เป็ น เซลล์ เจ้ าบ้ านส าหรับคัดแยก 

แบคเทอริโอเฟจ ในภายหลังสามารถคัดแยกแบคเทอริโอเฟจได้จาก S. aureus BPA3 จึงใช้เป็นเซลล์

เจ้าบ้านหลัก เพ่ือคัดแยกและเพ่ิมจ านวนแบคเทอริโอเฟจ รวมทั้งใช้ในการศึกษาคุณลักษณะต่าง ๆ 

ของแบคเทอริโอเฟจที่คัดแยกได้   

  เลี้ยงเชื้อ S. aureus BPA1 และ S. aureus BPA3 ในอาหาร tryptic soy broth (TSB) บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เจือจางด้วยอาหารเหลว TSB ในอัตราส่วน 

1:10 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เพ่ือให้ได้ S. aureus BPA1 และ 

BPA3 ในระยะ mid-log phase (OD600 เท่ากับ 1.5)  

   เก็บรักษา S. aureus ทุกตัวอย่างในอาหารเหลว TSB ที่เติมกลีเซอรอล (glycerol) ความ

เข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บรักษาในระยะยาว 

 

  3.2.2 การระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ด้วยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ

ยีน 16S rDNA  

  3.2.2.1 การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย  

  เลี้ยงเซลล์ S. aureus ให้อยู่ในระยะ mid-log phase ในอาหารเหลว TSB จากนั้นปิเปต

อาหารที่มีเซลล์แบคทีเรียมา 1.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge) และ

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 × g เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสทิ้ง และเติม lysozyme ที่ละลาย

อยู่ใน TE buffer ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 573 ไมโครลิตร ลงในตะกอนเซลล์ที่ได้ 

ปิเปตขึ้นลงผสมให้เข้ากันและบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส  1 ชั่วโมง เติม sodium dodecyl sulfate 

(SDS) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์  โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และเติม 

proteinase K ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับ

หลอดไปมาและบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติม NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์ 
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ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติม CTAB/NaCl ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 65 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมส่วนผสมของ Phenol : Chloroform : Isoamyl 

alcohol (25:24:1) ในปริมาตรเท่ากับสารละลายที่มีอยู่  ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาเบา ๆ 

และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 × g เป็นเวลา 5 นาที ปิเปตส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ 

และเติมส่วนผสมของ Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตรเท่ากับสารละลายที่มีอยู่ 

ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาเบา ๆ และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 × g เป็นเวลา 5 

นาที ปิเปตส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ จากนั้นเติม Isopropanol ปริมาตร 0.6 เท่า ของสารละลาย

ที่ปิเปตมา และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 × g เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนด้วย 

Ethanol ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 × 

g เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ตากตะกอนให้แห้ง และละลายตะกอนด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน

ปลอดเชื้อ  

  จากนั้นวิเคราะห์ดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  (agarose gel 

electrophoresis) โดยใช้อะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์  ในบัพเฟอร์ 1x TAE ปริมาตร  

50 มิลลิลิตร น ามาหลอมให้เจลละลาย แล้วเทเจลลงใน gel apparatus เมื่อเจลแข็งตัวน ามาใส่ใน 

chamber และเท 1x TAE ให้ท่วมเจล จากนั้นน าสารละลายกรดนิวคลีอิกที่สกัดได้ผสมกับ loading 

dye ในอัตราส่วน 3 ต่อ 1 น ามาโหลดลงในช่องภายในอะกาโรสเจล โดยให้กระแสไฟฟ้าที่ความต่าง

ศักย์  100 โวลต์  เป็นเวลา 30 นาที  แล้วน ามาส่องด้วยเครื่อง LED illuminator ส าหรับการ

เปรียบเทียบขนาดของกรดนิวคลีอิกใช้ VC 1kb DNA Ladder เป็นสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 

  3.2.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

(polymerase chain reaction, PCR)  

  เพ่ิ มป ริมาณ ล าดั บนิ วคลี โอ ไทด์ ของ S. aureus ด้ วย  PCR โดย ใช้ ไพ ร์ เมอร์  27 F  

(5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’) และ 1492R (5’ TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’) โดย

เตรียมองค์ประกอบในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดังนี้  
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   DNA template     4  ไมโครลิตร  

   10x PCR buffer     1        เท่า  

  50 mM MgCl2      2.5  มิลลิโมลาร์  

   10 mM dNTPs      0.2  มิลลิโมลาร์  

   Primer 27F       100  พิโคลโมล  

  Primer 1492R      100  พิโคลโมล  

   Taq DNA polymerase (Vivantis, USA)  5  ยูนิต  

  ปรับปริมาตรด้ วยน้ าปราศจาก ไอออนปลอดเชื้ อแล้ ว ให้ ได้ป ริมาตรสุดท้ ายเป็ น  

25 ไมโครลิตร สภาวะที่ใช้ในการท า PCR  

   ขั้นที่ 1       94 องศาเซลเซียส 10 นาที 

  ขั้นที่ 2 (35 รอบ)    94 องศาเซลเซียส 1 นาที  

         52 องศาเซลเซียส 1 นาท ี 

         72 องศาเซลเซียส  1 นาที 30 วินาที 

  ขั้นที่ 3      72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี  

  น าดีเอ็นเอที่ผ่านการเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR มาตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตร

โฟรีซิส ตามที่กล่าวไปในวิธี 3.2.2.1 และแยกดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์จากอะกาโรสตามวิธีในข้อ 3.2.2.3

  

  3.2.2.3 การแยกดี เอ็นเอให้บริสุทธิ์จากเจลอะกาโรสโดยใช้ชุ ดส าเร็จรูป  GF-1 

AmbiClean kit  (Vivantis, USA)  

  ส่องดูแผ่นอะกาโรสด้วยแสงอัลตราไวโอเลต จากนั้นใช้มีดที่ผ่านการฆ่าเชื้อตัดเจลจากบริเวณ

ที่มีดีเอ็นเอที่ต้องการ แล้วแยกดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเร็จรูป GF-1 AmbiClean kit 

(Vivantis, USA) ตามวิธีการที่บริษัทผู้ผลิตก าหนดดังนี้  น าเจลที่ตัดใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 

แล้วน าไปชั่งน้ าหนักเพ่ือให้ทราบน้ าหนักของเจล จากนั้นเติม 1 volume DB buffer ต่อ 1 volume 

ของเจล แล้วน าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ที่มีการเติม DB buffer ไปอุ่นในอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เพ่ือให้เจลที่อยู่ภายในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอมเหลวจนละลายหมดเป็นเนื้อ

เดียวกับ DB buffer จากนั้นถ่ายสารละลายลงในคอลัมน์ แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g 

เป็นเวลา 1 นาที  หลังจากปั่นเหวี่ยงแล้ว เทส่วนใสทิ้ งแล้วเติม wash buffer ปริมาตร 750 
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ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง แล้วปั่น

เหวี่ยงอีกครั้งเพ่ือท าให้แห้ง เติม Elution buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็น

เวลา 2 นาที ก่อนน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เป็นเวลา 1 นาที ดึงคอลัมน์ออกแล้ว

เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  (sequence 

analysis) โดยทั้ง 27F และ 1492R เป็นไพร์เมอร์ที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์  

   

  3.2.2.4 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล  

  น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ S. aureus BPA1 ถึง BPA9 มาวิเคราะห์โดยเปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน GenBank บนเว็บไซต์ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

โดยใช้โปรแกรม Blastn 

   

  3.2.3 การเตรียมสารละลายแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage suspension)    

  ตัวอย่างทั้งหมด 247 ตัวอย่าง ถูกเก็บจากบริเวณที่คาดว่ามีแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ  

S. aureus ตามพ้ืนที่ต่าง ๆ ในจังหวัดนครปฐมและราชบุรี เช่น นมดิบ น้ าเสียจากท่อระบายน้ า น้ า

เสียจากตลาด เป็นต้น ชั่งตัวอย่างประมาณ 5 กรัม หรือ 5 มิลลิลิตร เติม SM buffer (0.05 M Tris-

HCI, pH 7.5, 5 M NaCI, 1 M MgSO4 และ 0.01% gelatin) ใน อัตราส่ วน  1  : 5 ตั้ งทิ้ ง ไว้ ให้

ตกตะกอน เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมกับ S. aureus BPA1 หรือ  

BPA3 ช่วง mid-log phase ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเติม TSB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และน าไปบ่ม

เป็นเวลา 10 ชั่วโมง ที่ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที กรองส่วนใสผ่านตัวกรองที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรู

พรุน 0.22 ไมโครเมตร ได้สารละลายแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage suspension) จากนั้นเก็บที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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  3.2.4 การตรวจหาแบคเทอริโอเฟจ (phage detection) ในสารละลายแบคเทอริโอเฟจ  

  ตรวจห าแบค เทอริ โอ เฟ จที่ มี ค วามจ า เพ าะกั บ  S. aureus BPA3 ในสารละลาย 

แบคเทอริโอเฟจข้อ 3.2.3 ด้วยวิธี agar overlay assay (Adams, 1959) น า S. aureus BPA3 

ส าหรับใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ที่เจริญอยู่ในช่วง mid log phase ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

ผสมกับสารละลายแบคเทอริโอเฟจ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มเป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส และเติม molten soft agar (อาหารเหลว TSB ที่มี  agar ความเข้มข้น 0.45 

เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และปิเปตส่วนผสมทั้งหมดเทลงบน TSA หลังจากเทลง TSA soft 

agar หมุนวนเพลทเพ่ือให้สารละลายผสมกันและกระจายทั่วเพลท น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกขนาดของพลาค (plaque) และตรวจดูลักษณะของพลาคที่

เกิดข้ึน (ขุ่นหรือใส)  

  

  3.2.5 การท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage purification)  

 เก็บพลาคที่เกิดขึ้นบนจานเพาะเชื้อจากการท า agar overlay assay โดยใช้ pipette tip ที่

ตัดตรงปลายในการเจาะชิ้นวุ้นบริเวณที่มีพลาคและกระจายใน SM buffer ที่ปลอดเชื้อปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์  ผสมให้ เข้ากัน  แล้วตั้ งหลอดทิ้ งไว้  30 นาที  เพ่ือให้ 

แบคเทอริโอเฟจแพร่ออกมาจากชิ้นวุ้น สารละลายแบคเทอริโอเฟจที่ได้นี้ถูกน าไปท า agar overlay 

assay โดยท าบริสุทธิ์เช่นนี้อย่างน้อย 3 รอบ เพ่ือให้มั่นใจว่าเฟจที่ได้มีความบริสุทธิ์ โดยสังเกตจาก

ลักษณะและขนาดของพลาคมีความสม่ าเสมอทั้งเพลท จากนั้นชะเพลทที่มีเฟจบริสุทธิ์ โดยเติม SM 

buffer 5 มิลลิลิตร ลงในเพลทแล้วใช้แท่งแก้วสามเหลี่ยมขูดหน้าวุ้นเบา ๆ แล้วตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 

นาที เพ่ือให้แบคเทอริโอเฟจแพร่ออกมาจากชิ้นวุ้น จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เวลา 10 นาที กรองส่วนใสผ่านตัวกรองที่มีขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร เก็บส่วนใสที่กรองได้เป็นสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์   
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  3.2.6 การเพิ่มจ านวนแบคเทอริโอเฟจ (large-scale amplification of bacterio 

phage)  

  เลี้ยง S. aureus BPA3 ให้อยู่ในช่วง mid-log phase จากนั้นปิเปตเชื้อผสมเข้ากับอาหาร 

TSB และสารละลายแบคเทอริโอเฟจ ในอัตราส่วน 1 : 4 : 5 (แบคเทอริโอเฟจ:แบคทีเรีย:อาหาร) บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ความเร็วรอบ 10,000 x g เป็นเวลา 10 นาที กรองส่วนใสผ่านตัวกรองที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรู

พรุน 0.22 ไมโครเมตร เก็บสารละลายแบคเทอริโอเฟจที่กรองได้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

   3.2.7 การหาความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage titer)  

  การหาความหนาแน่นแบคเทอริโอเฟจด้วยเทคนิค agar overlay assay ตามวิธีของ Adams 

(1959) โดยน าแบคเทอริโอเฟจที่ผ่านการเพ่ิมปริมาณ มาเจือจางแบบ ten-fold serial dilution ด้วย 

SM buffer ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ และปิเปตสารละลายแบคเทอริโอเฟจในแต่ละระดับการเจือจางมา  

100 ไมโครลิตร ผสมกับ mid-log phase S. aureus BPA3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเติม  

molten soft agar (อาหารเหลว TSB ที่ มี  agar ความ เข้มข้น  0.45 เปอร์ เซ็ นต์ ) ป ริมาตร  

3 มิลลิลิตร เทลงบนอาหารแข็ง TSA จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง นับจ านวนพลาคที่ปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (เลือกนับพลาคในช่วง 30-300 พลาค) และ

น ามาค านวณค่าความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจในหน่วย plaque-forming unit/มิลลิลิตร 

(PFU/มิลลิลิตร) ดังนี้  ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ (PFU/มิลลิลิตร) = (จ านวนพลาคที่

ปรากฏ/ปริมาตรของสารละลายแบคเทอริโอเฟจ (มิลลิลิตร)) × ระดับการเจือจาง 

 

  3.2.8 การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน  

(host range test)  

  การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนด้วยวิธี 

spot test ตามวิธีของ Mohammed-Ali และ Jamalludeen (2015) โดยผสม mid-log phase 

ของเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบ ได้แก่ S. aureus (ที่คัดแยกจากเนื้อหมูจ านวน 9 ไอโซเลท),  
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S. aureus 01 (โรงพยาบาลสั ตว์หนองโพ คั ดแยกจากตั วอย่ า งนมดิ บ ), S. aureus DN22 

(โรงพยาบาลสัตว์หนองโพคัดแยกจากตัวอย่างนมดิบ), Listeria monocytogenes DMST 17303  

(กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ), Salmonella enterica serovar Typhimuriu (กรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ ) และ  Salmonella enterica serovar Enteritidis (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ) 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร กับ molten soft agar (อาหารเหลว TSB ที่มี agar ความเข้มข้น 0.45 

เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เททับลงบนผิวหน้าอาหารแข็ง TSA รอจน molten agar แข็งตัว 

หยดสารละลายแบคเทอริโอเฟจความหนาแน่น 108 PFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงไป 

จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตส่วนใสของการยับยั้ง 

(clear zone) ที่เกิดขึ้น  

   

  3.2.8.1 ศึกษาประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจส าหรับท าลาย S. aureus BPA3 โดย

วิธี efficiency of plating (EOP)   

  เนื่องจากการผลความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนแสดง

ให้เห็นว่ามีแบคเทอริโอเฟจที่สามารถติดเชื้อข้ามสกุล (cross genus) ได้ จึงจ าเป็นต้องศึกษา

ประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้านที่ทดสอบ โดยใช้ S. aureus BPA3 เป็นเซลล์เจ้า

บ้านส าหรับแบคเทอริโอเฟจที่สามารถติดเชื้อข้ามสกุลมาท า agar overlay assay เจาะพลาคบน

อาหารแข็งมากระจาย (resuspend) ใน SM buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ข้ามคืนเพ่ือให้

เพ่ือให้แบคเทอริโอเฟจแพร่ออกมาจากชิ้นวุ้น น าไปท า agar overlay assay โดยใช้ทั้ง S. aureus 

BPA3 และ S. Enteritidis เป็นเซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งสามารถค านวณประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจ 

ส าหรับท าลาย  S. aureus BPA3 ดังนี้  Efficiency of plating (EOP) (PFU/มิลลิลิตร ) = ความ

หนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจที่ ได้จากการทดสอบกับ เซลล์เจ้าบ้านอ่ืน/ความหนาแน่นของ 

แบคเทอริโอเฟจที่ได้จากการทดสอบกับเซลล์เจ้าบ้านหลัก 
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  3.2.9 การศึกษาจีโนมของแบคเทอริโอเฟจและการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  

(bacteriophage genome analysis and restriction enzyme analysis)  

  จีโนมของแบคเทอริโอเฟจถูกสกัดด้วยวิธี Phenol-Chloroform extraction ซึ่งดัดแปลง

จาก Phage hunting (2013) โดยผสมแบคเทอริโอเฟจความหนาแน่น 109 PFU/มิลลิลิตร ปริมาตร  

1 มิลลิลิตร กับ DNase I ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ RNase A ความเข้มข้น 10 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติม MgCI2 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร  

12.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม 0.5 

M EDTA ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ Proteinase K ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร รวมทั้งเติม 10% SDS ปริมาตร 25 ไมโครลิตร บ่มที่ อุณหภูมิ  

55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กลับหลอดไปมาทุก ๆ 20 นาที ปิเปตของผสมลงหลอดไม 

โครเซนตริฟิวส์หลอดใหม่ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเติม Phenol : Chloroform : Isoamyl 

alcohol (25:24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาเบา ๆ น าไปปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,300 × g เป็นเวลา 10 นาที และปิเปตส่วนใสด้านบนไปยังหลอดใหม่ (โดย

ใช้ทิปปลายตัดเพ่ือป้องกันการขาดของกรดนิวคลีอิก) จากนั้นเติม Chloroform : Isoamyl alcohol 

(24:1) ในปริมาตรเท่ากับส่วนใสที่ปิเปตออกมา ผสมให้เข้ากัน แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,300 

× g เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปิเปตส่วนใสด้านบนไปยังหลอดใหม่ และเติม absolute ethanol 

ปริมาตร 2.5 เท่า ของส่วนใส และ sodium acetate, pH 5.2 ความเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 0.1 

เท่า ของส่วนใส ผสมให้เข้ากันและบ่มที่  -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ปั่นตกตะกอนที่

ความเร็วรอบ 11,300 × g เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนด้วย Ethanol ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งตะกอนให้แห้ง และละลายในน้ ากลั่นปราศจากไอออนปลอดเชื้อ และ

ตรวจสอบจีโนมของแบคเทอริโอเฟจที่สกัดได้ด้วย agarose gel electrophoresis โดยใช้อะกาโรส 

ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ในบัพเฟอร์ 1x TAE ให้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 

1 ชั่วโมง แล้วน ามาส่องด้วยเครื่อง LED illuminator ส าหรับการเปรียบเทียบขนาดของกรดนิวคลีอิก

ใช้ Lamda DNA/StyI marker เป็นสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน  

  น าจีโนมที่ได้มาศึกษาการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ได้แก่ EcoRI, HinfI และ StyI โดย

สภาวะที่ใช้ในการตัดกรดนิวคลีอิกด้วยเอนไซม์เหล่านี้ได้ท าตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตเอนไซม์

จากนั้นตรวจสอบรูปแบบจีโนมของแบคเทอริโอเฟจที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ดังกล่าว  ด้วยวิธีอะกาโรส
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เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยชั่งอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ในบัพเฟอร์ 1x TAE ให้

กระแสไฟฟ้าที่ ความต่างศักย์  80 โวลต์  เป็น เวลา 30 นาที  แล้วน ามาส่องด้วยเครื่อง LED 

illuminator ส าหรับการเปรียบเทียบขนาดของกรดนิวคลีอิกใช้ Lamda DNA/HindIII marker และ

1 kb DNA marker เป็นสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 

 3.2.10 การศึ กษ าลั กษ ณ ะท างสัณ ฐาน วิท ยาข องแ บ ค เท อริ โอ เฟ จ  (phage 

morphology)   

  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องผ่าน (Transmission electron microscopy, TEM) ดัดแปลงจากวิธีของ Wong และคณะ 

(2014) โดยหยดแบคเทอริโอเฟจความหนาแน่นประมาณ 109 PFU/มิลลิลิตร ลงบนตะแกรงทองแดง

เคลือบคาร์บอน (copper grid) แล้วปล่อยทิ้งไว้ที่ อุณหภูมิห้อง 10 นาที และน ามาย้อมสีแบบ 

negative staining ด้วย uranyl acetate ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร เป็นเวลา 

2 นาที บนตัวอย่างก่อนส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน Hitachi Hightech รุ่น 

HT7700 (ประเทศญี่ปุ่น) ที่ก าลังไฟฟ้า 80 kV (ฝ่ายเครื่องมือและวิจัยทางวิทยาศาสตร์ สถาบันวิจัย

และพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์) จ าแนกชนิดของแบคเทอริโอเฟจและหาขนาดของ  

แบคเทอริโอเฟจจากค่าเฉลี่ยของการวัดผล 10 ครั้ง 

 

  3.2.11 การหาอัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมในการติดเชื้อ 

(multiplicity of infection, MOI)   

  การหาอัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้านในการติดเชื้อ ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ 

Yang และคณะ (2010) โดยผสมสารละลายแบคเทอริโอเฟจ และ mid-log phase S. aureus 

BPA3 ให้ได้อัตราส่วนของปริมาณแบคเทอริโอเฟจต่อปริมาณเซลล์เจ้าบ้าน เท่ากับ 10, 1 และ 0.1 

โดยปริมาตรและความหนาแน่นที่ใช้ดังแสดงในตารางที่ 3 
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ตารางที่  3 ปริมาตรและความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ และ S. aureus BPA3 ส าหรับ   

               การทดลองหาอัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้านทีเ่หมาะสมในการติดเชื้อ 

 MOI 10 MOI 1 MOI 0.1 
สารละลาย 

แบคเทอริโอเฟจ  
10

11 
PFU/มิลลิลิตร  

(3 มิลลิลิตร) 
10

11 
PFU/มิลลิลิตร 

(0.3 มิลลิลิตร) 
10

11 
PFU/มิลลิลิตร 

(0.03 มิลลิลิตร) 

mid-log phase  
S. aureus BPA3 

10
10 

CFU/มิลลิลิตร 
 (3 มิลลิลิตร) 

10
10 

CFU/มิลลิลิตร 
 (3 มิลลิลิตร) 

10
10 

CFU/มิลลิลิตร  
(3 มิลลิลิตร) 

อาหารเหลว TSB 24 มิลลิลิตร 26.7 มิลลิลิตร 26.97 มิลลิลิตร 

 

โดยสารละลายที่ไม่มีแบคทีเรีย (bacteria-free suspension) และสารละลายที่ไม่มีแบคเทอริโอเฟจ 

(phage-free suspension) เป็นการทดลองควบคุม (control) บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

พร้อมทั้งมีการเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุก ๆ 1 ชั่วโมง เป็นเวลา 5 ชั่วโมง 

จากนั้ นหาความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 รวมทั้ งวิ เคราะห์ห าความหนาแน่นของ 

แบคเทอริโอเฟจ   

  วิเคราะห์หาความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 โดยปิเปตเซลล์เจ้าบ้านที่ผ่านการเจือจาง

แบบ ten-fold serial dilution ด้วย NaCI ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร 

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร น ามาเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง TSA และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีที่ปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (นับโคโลนีในช่วง 30-300 โคโลนี) 

ค านวณความหนาแน่นของ S. aureus ในหน่วย colony-forming unit/มิลลิลิตร (CFU/มิลลิลิตร) 

ดังนี้  ความหนาแน่นของ S. aureus (CFU/มิลลิลิตร) = (จ านวนโคโลนีที่ปรากฏ/ปริมาตรของ

สารละลาย) × ระดับการเจือจาง พร้อมทั้งพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความหนาแน่นของ  

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

  วิเคราะห์ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ โดยปิเปตสารละลายผสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 × g เป็นเวลา 10 นาที กรองส่วนใสผ่านตัวกรองที่มีขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร หาความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจในของเหลวที่ผ่านการกรอง 
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(filtrate) ด้วยเทคนิคใน agar overlay assay พร้อมทั้งพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ

หนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ (PFU/มิลลิลิตร) กับระยะเวลา (ชั่วโมง) 

 

  3.2.12 การศึกษาผลอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ (thermal sensitivity 

test)  

  การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจดัดแปลงจากวิธีของ 

Phumkhachorn และ Rattanachaikunsopon (2010) โดยปิเปตน้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 900 

ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ และบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ ได้แก่ 4, 28, 37, 50, 60 และ 

70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลายแบคเทอริโอเฟจปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

(ความหนาแน่นสุดท้ายประมาณ 108 PFU/มิลลิลิตร) และบ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิทดสอบ 

จากนั้นน ามาแช่ในน้ าแข็งทันที วิเคราะห์หาความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจด้วยเทคนิค agar 

overlay assay พร้อมทั้งพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ 

(PFU/มิลลิลิตร) กับอุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

  

  3.2.13 การศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ (one step growth)  

  การศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอเฟจดัดแปลงจากวิธีของ Chang และคณะ (2015) 

โดยเตรียม S. aureus BPA3 ในช่วง mid-log phase ผสมกับสารละลายแบคเทอริโอเฟจให้ได้ MOI 

0.1 ในปริมาตร 30 มิลลิลิตร ตามตารางที่ 3 ตั้งทิ้งไว้ 10 นาที เพ่ือให้แบคเทอริโอเฟจยึดเกาะกับ

เซลล์เจ้าบ้าน ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติมอาหาร TSB 

ปริมาตรเท่ากับส่วนใสที่ทิ้งไปลงในส่วนตะกอน ซึ่งเป็นส่วนเซลล์เจ้าบ้านที่มีเฟจมายึดเกาะ และบ่มที ่

37 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งเขย่าที่ 120 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุก ๆ 10 นาที เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

และน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เป็นเวลา 10 นาที กรองส่วนใสผ่านตัวกรองที่มีขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลางรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร เก็บส่วนใสที่ผ่านการกรอง (filtrate) และวิเคราะห์หา

ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจด้วยเทคนิค agar overlay assay พร้อมทั้ งพลอตกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ (PFU/มิลลิลิตร) กับระยะเวลา (นาที)  
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3.2.1.4 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (static analysis) 

 วิเคราะห์ความแปรปรวนของอัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมใน

การติดเชื้อ และผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ โดยใช้ One-Way ANOVA พร้อม

ทั้งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan's multiple range tests โดยพิจารณาความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ P<0.05 โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 21 
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บทที่ 4 ผลการทดลอง 

ผลการทดลอง 

4.1 การคัดแยก S. aureus ในตัวอย่างเนื้อหมูดิบ  

 ตัวอย่างเนื้อหมูที่เก็บจากร้านค้าในตลาดสดในจังหวัดนครปฐมจ านวน 5 ตัวอย่าง จาก 5 

ร้าน  ถูกน ามาคัดแยก S. aureus โดยใช้อาหาร  braid parker agar (selective media) ที่ มี  

egg yolk tellurite (5 เปอร์เซ็นต์) พบว่าสามารถคัดแยกโคโลนีที่คาดว่าเป็น S. aureus ได้จากเนื้อ

หมูจ านวน 2 ตัวอย่าง จาก 2 ร้าน โดยลักษณะโคโลนีที่ปรากฏบนอาหารคัดเลือก มีสีด าวาวนูน และ

มีโซนใสล้อมรอบประมาณ 1-2 มิลลิเมตร ซึ่งเกิดจาก S. aureus สามารถรีดิวซ์ tellurite ไปเป็น 

tellurium ซึ่งเป็นสารก ามะถัน จึงสร้างโคโลนีเป็นสีด า รวมถึงสามารถผลิตเอนไซม์ lecithinase ซึ่ง

ย่อย lecithin ใน egg yolk จึงเกิดเป็นวงใส (HiMedia, 2018) (รูปที่ 3) สุ่มเก็บโคโลนีที่มีลักษณะ

ดังกล่าวมาท้ังหมด 9 ไอโซเลท และตั้งรหัสสายพันธุ์ดังแสดงในตารางที ่4 

  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 ลักษณะโคโลนีของ S. aureus ที่คัดแยกได้บนอาหาร braid parker agar 
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ตารางที่ 4 สายพันธุ์ของโคโลนีแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 9 ไอโซเลท จากตัวอย่างเนื้อหมู 

 

4.2 การระบุชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ด้วยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน  

16S rDNA  

   แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากเนื้อหมูทั้ง 9 ไอโซเลท ถูกน ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี phenol 

chloroform extraction และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rDNA ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้

ไพร์เมอร์ 27F และ 1492R จากผลการทดลองพบว่าดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส (รูปที่ 

4) เมื่อจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ในฐานข้อมูล 

GenBank ด้วยโปรแกรม Blastn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลท มีความ

เหมือนกับ S. aureus ในฐานข้อมูลถึงร้อยละ 100 ดังแสดงในตารางที่ 5 และตารางที่ 6 

 

 

 

 

 

 

 

แหล่งตัวอย่างเนื้อหมู จ านวนไอโซเลท สายพันธุ์ของแบคทีเรีย 

ร้านที่ 1 - - 

ร้านที่ 2 - - 

ร้านที่ 3 5 BPA1, BPA2, BPA3 BPA4, BPA5 

ร้านที่ 4 4 BPA6, BPA7, BPA8, BPA9 

ร้านที่ 5 - - 
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รูปที่ 4  ผลการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส โดยใช้ไพร์เมอร์ 27F   

          และ 1492R โดยช่อง M คือ VC 1 kb Marker และ ช่อง 1 ถึง 9 คือ ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จาก   

          แบคทีเรีย BPA1, BPA2, BPA3, BPA4, BPA5, BPA6, BPA7, BPA8 และ BPA9 ตามล าดับ
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ตารางที่ 5 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จากผลผลิตพีซีอาร์ด้วยไพร์เมอร์ 27F ของ  

             แบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 9 ไอโซเลท โดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Genbank ด้วย 

             โปรแกรม Blastn 

แบคทีเรีย  

ที่คัดแยกได ้
สายพันธ์ุของแบคทีเรียที่มีความคล้ายคลึงมากที่สดุ 

Accession 

number 

ความเหมือน 

(%identity) 

BPA1 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
601/601 

(100.0) 

BPA2 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
369/369 

(100.0) 

BPA3 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
413/413 

(100.0) 

BPA4 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
406/406 

(100.0) 

BPA5 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
369/369 

(100.0) 

BPA6 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
251/251 

(100.0) 

BPA7 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
434/434 

(100.0) 

BPA8 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
360/360 

(100.0) 

BPA9 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
252/252 

(100.0) 
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ตารางที่ 6 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จากผลผลิตพีซีอาร์ด้วยไพร์เมอร์ 1492R ของ  

             แบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 9 ไอโซเลท โดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Genbank ด้วย 

             โปรแกรม Blastn 

แบคทีเรีย  

ที่คัดแยกได ้
สายพันธ์ุของแบคทีเรียที่มีความคล้ายคลึงมากที่สดุ 

Accession 

number 

ความเหมือน 

(%identity) 

BPA1 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
582/582 

(100.0) 

BPA2 
Staphylococcus aureus strain F17SA003 

chromosome, complete genome 
CP031130.1 

562/562 

(100.0) 

BPA3 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
361/361 

(100.0) 

BPA4 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
516/516 

(100.0) 

BPA5 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
487/487 

(100.0) 

BPA6 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
477/477 

(100.0) 

BPA7 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
475/475 

(100.0) 

BPA8 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
628/628 

(100.0) 

BPA9 Staphylococcus aureus strain ch22 chromosome CP017807.1 
578/578 

(100.0) 
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4.3 การคัดแยกแบคเทอริโอเฟจ  

  ในงานวิจัยนี้ได้คัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus โดยเริ่มจากเตรียม

สารละลายแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage suspension) และตรวจหาแบคเทอริโอเฟจด้วยวิธี 

agar overlay assay ในช่วงเริ่มต้นใช้ S. aureus BPA1 และ BPA3 เป็นเซลล์เจ้าบ้านส าหรับคัดแยก

แบคเทอริโอเฟจ ซึ่งภายหลังสามารถคัดแยกแบคเทอริโอเฟจโดยใช้ S. aureus BPA3 เป็นเซลล์เจ้า

บ้าน ดังนั้นจึงใช้ S. aureus BPA3 เป็นเซลล์เจ้าบ้านหลักส าหรับการคัดแยกแบคเทอริโอเฟจ จากผล

การทดลองพบว่าสามารถคัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะกับ S. aureus BPA3 ได้ 14 ตัวอย่าง 

จากตัวอย่างทั้งหมด 247 ตัวอย่าง โดยสังเกตจากพลาค (plaque) ที่ปรากฏบนจานอาหารแข็ง   

  ภายหลังการท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอเฟจที่ได้จากทั้ง 14 ตัวอย่าง โดยสังเกตจากลักษณะและ

ขนาดของพลาค สามารถคัดแยกแบคเทอริโอเฟจได้ทั้งหมด 39 ไอโซเลท ประกอบด้วยพลาคใส 37 

ไอโซเลท (Sau_RW01-Sau_RW37) และ พลาคขุ่น 2 ไอโซเลท (Sau_RW38 และSau_RW39) 

(ตารางที่ 7 และรูปที่ 5) โดยในการทดลองนี้ได้คัดเลือกแบคเทอริโอเฟจที่สร้างพลาคใส ส าหรับการ

ทดลองต่อไป 
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รูปที่  5 ลักษณะพลาคที่ ปรากฏบนสนามของเซลล์แบคที เรีย (lawn of bacteria) โดยวิธี  

           agar overlay assay (A) พลาคใส (B) พลาคขุ่น 

 

4.4 การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน  

  จากการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนของ 

แบ ค เท อริ โอ เฟ จ ทั้ ง  37  ไอ โซ เลท  ด้ วย วิ ธี   spot test โดย ใช้  S. aureus 11 สาย พั น ธุ์ ,  

L. monocytogenes, S. Typhimurium และ  S. Enteritidis เป็ น แบ คที เรี ยท ดสอบ  พบ ว่ า 

แ บ ค เท อ ริ โอ เฟ จ  8  ไอ โซ เล ท  ได้ แ ก่  Sau_RW01, Sau_RW02, Sau_RW05, Sau_RW09, 

Sau_RW20, Sau_RW21, Sau_RW32 และ Sau_RW33 สามารถติดเชื้อ S. aureus ทั้ง 11 สาย

พันธุ์ (ตารางที่ 8) โดยลักษณะโซนใสที่ปรากฏแสดงในรูปที่ 6 นอกจากนี้แบคเทอริโอเฟจ 2 ไอโซเลท 

ได้แก่ Sau_RW11 และ Sau_RW12 สามารถติดเชื้อข้ามสกุล (cross genus) กับ S. Enteritidis โดย

สังเกตจากพลาคที่เกิดขึ้น ดังแสดงในรูปที ่7  

  ทั้งนี้แบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 ได้ถูกคัดเลือกเพ่ือศึกษาในขั้นตอนต่อไป เนื่องจาก

สามารถติด เชื้อกับ S. aureus ได้ทั้ ง 11 สายพันธุ์  และให้ ระดับโซนใสสูงสุด เมื่อ เทียบกับ 

แบคเทอริโอเฟจไอโซเลทอ่ืน 

 

A B 
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ตารางที่ 8 ผลการทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น   

             (host range test)  
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ตารางที่ 8 (ต่อ)  
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ตารางที่ 8 (ต่อ)  

 

 

 
S. 

au
re

us
 B

PA
1 

S. 
au

re
us

 B
PA

2 

S. 
au

re
us

 B
PA

3 

S. 
au

re
us

 B
PA

4 

S. 
au

re
us

 B
PA

5 

S. 
au

re
us

 B
PA

6 

S. 
au

re
us

 B
PA

7 

S. 
au

re
us

 B
PA

8 

S. 
au

re
us

 B
PA

9 

S. 
au

re
us

 0
1 

S. 
au

re
us

 D
N2

2 

L. 
m

on
oc

yt
og

en
es

 
DM

ST
 1

73
03

 

S. 
Ty

ph
im

ur
ium

 

S. 
En

te
rit

idi
s 

Sau_R
W23 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W24 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W25 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W26 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W27 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W28 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W29 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W30 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W31 

- ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

Sau_R
W32 

+ ++ ++ + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - 

สา
ยพ

นัธ
ุ์แบ

คท
ีเรีย

 

แบค 
เทอ 
ริโอเฟจ 



 48 
 
ตารางที่ 8 (ต่อ) 

 

หมายเหตุ  –    หมายถึง ไม่เกิดโซนใส  

              +    หมายถึง เกิดโซนใสสังเกตได้ไม่ชัดเจน  

       ++  หมายถึง เกิดโซนใสสังเกตได้ชัดเจน    
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          รูปที่ 6 ลักษณะโซนใสที่ปรากฏบนสนามของ S. aureus BPA1 โดยวิธี spot test 
                   ระดับการเกิดโซนใส ++ (3, 4, 5), + (6, 9) และ – (1, 2, 7, 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
   
 
รูปที่ 7 ลักษณะพลาคของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW11 และ Sau_RW12 ที่ปรากฏบนสนามของ  
         S. Enteritidis (lawn of bacteria) โดยวิธี agar overlay assay 
 

จากผลการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน
พบว่าแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW11 และ Sau_RW12 สามารถติดเชื้อข้ามสกุลกับ S. Enteritidis 
ดังนั้นผู้วิจัยจึงทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอเฟจส าหรับท าลาย S. Enteritidis ด้วยวิธี 
Efficiency of plating (EOP) ซ่ึงก าหนดค่า EOP ตาม Mirzaei และ Nilsson (2015)  ดังนี้   

Sau_RW12 Sau_RW11 
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- ค่า EOP สูงกว่า 0.5 หมายถึง เฟจมีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อทดสอบสูง  
- ค่า EOP อยู่ในช่วง 0.5-0.1 หมายถึง เฟจมีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อทดสอบปานกลาง  
- ค่า EOP อยู่ในช่วง 0.1-0.001 หมายถึง เฟจมีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อทดสอบต่ า  
- ค่า EOP ต่ ากว่า 0.001 หมายถึง เฟจไม่มีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อทดสอบ  

โดยแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW11 มีค่า EOP เท่ากับ 0.00381 อยู่ในช่วงค่า EOP 0.1-0.001 
หมายถึง เฟจมีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อทดสอบต่ า และแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW12 มีค่า 
EOP เท่ากับ 0.00057 อยู่ในช่วงค่า EOP ต่ ากว่า 0.001 หมายถึง เฟจไม่มีประสิทธิภาพในการท าลาย
เชื้อทดสอบ นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ศึกษาจีโนมรวมถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ 
Sau_RW11 และ Sau_RW12 ต่อไป 
 
 
4.5 การศึกษาจีโนมของแบคเทอริโอเฟจโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  
  จากผลการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน  
แบ ค เท อริ โอ เฟ จ  8  ไอ โซ เลท  ได้ แก่  Sau_RW01 , Sau_RW02, Sau_RW09 , Sau_RW05 , 
Sau_RW20, Sau_RW21, Sau_RW32 และ Sau_RW33 สามารถติดเชื้อกับ S. aureus ได้ทั้ง 11 
สายพันธุ์ นอกจากนี้แบคเทอริโอเฟจ 2 ไอโซเลท ได้แก่ Sau_RW11 และ Sau_RW12 สามารถติด
เชื้อข้ามสกุลกับ S. Enreitidis ดังนั้นแบคเทอริโอเฟจเหล่านี้จึงถูกคัดเลือกเพ่ือศึกษาจีโนม โดยการตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพ่ือจัดกลุ่มแบคเทอริโอเฟจจากรูปแบบของขนาดดีเอ็นเอที่ตัดได้  
  จากผลการทดลองพบว่าจีโนมของแบคเทอริโอเฟจทั้ง 10 ไอโซเลท มีขนาดดีเอ็นเอใกล้เคียง
กันมาก โดยมีขนาดมากกว่า 19 kbp ดังแสดงในรูปที่ 8 และผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 3 
ชนิด ได้แก่ EcoRI (รูปที่ 9), HinfI (รูปที่ 10) และ StyI (รูปที่ 11) พบว่าการตัดจีโนมด้วยเอนไซม์ 
EcoRI ให้รูปแบบดีเอ็นเอที่ชัดเจนเมื่อเทียบกับการตัดด้วยเอนไซม์ HinfI และ StyI ดังนั้นจึงใช้เพียง
รูปแบบดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI มาพิจารณาจัดกลุ่มของแบคเทอริโอเฟจโดยสามารถจัดกลุ่ม
ได้ทั้งสิ้น 6 กลุ่ม ดังแสดงในตารางที่ 9  
  แม้ว่าผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะสามารถจัดกลุ่มแบคเทอริโอเฟจออกเป็น  6 กลุ่ม 
อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์ อ่ืนดัง
แสดงในตารางที่ 8 พบว่ากลุ่มที่ 1 Sau_RW05, Sau_RW21 และ Sau_RW33 แสดงระดับการเกิด
โซนใสเหมือนกันจึงจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน ในขณะที่ Sau_RW01 ซึ่งแสดงระดับการเกิดโซนใส
แตกต่างกันจึงจัดอยู่คนละกลุ่ม และกลุ่มที่ 2 Sau_RW12 และ Sau_RW20 แสดงระดับการเกิดโซน
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ใสแตกต่างกันจึงจัดอยู่คนละกลุ่ม  ดังนั้นจากการวิ เคราะห์ผลข้างต้นสามารถจัดกลุ่มของ 
แบคเทอริโอเฟจได้ทั้งสิ้น 8 กลุ่ม ดังแสดงในตารางที ่9 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 ผลการตรวจสอบจีโนมของแบคเทอริโอเฟจทั้ง 10 ไอโซเลท ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโตร 

          โ ฟ เ ร ซิ ส  โ ด ย ช่ อ ง  M คื อ  λ-StyI Marker, Lane 1 = Sau_RW0 1 , Lane 2 =  

          Sau_RW02 , Lane 3 = Sau_RW09 , Lane 4 = Sau_RW05 , Lane 5 = Sau_RW11 ,   

          Lane 6 = Sau_RW1 2, Lane 7 = Sau_RW2 0 , Lane 8 = Sau_RW2 1 , Lane 9 =  

          Sau_RW32 และ Lane 10 = Sau_RW33  
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ตารางที่ 9  ผลการจัดกลุ่มของแบคเทอริโอเฟจ 10 ไอโซเลท จากผลการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ   

               EcoRI และความสามารถในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น 

กลุ่ม 
แบคเทอริ

โอเฟจ 
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอจากการตัดด้วย
เอนไซมต์ัดจ าเพาะ EcoRI (คู่เบส) 

พิจารณาควบคู่กับความสามารถใน
การท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน 

1 

Sau_RW01, 
Sau_RW05, 
Sau_RW21, 
Sau_RW33 

> 23130, 10000-9416, 6557  Sau_RW01 
Sau_RW05,  
Sau_RW21, 
Sau_RW33 

2 
Sau_RW12, 
Sau_RW20 

> 23130, 10000, 7000-6200  Sau_RW12 Sau_RW20 

3 Sau_RW02 > 23130, 10000, 7000-6200  - 

4 Sau_RW09 > 23130, 9416, 6557-4000  - 

5 Sau_RW11 > 23130, 23130-10000, 7000  - 

6 Sau_RW32 > 23130, 23130, 6557  - 
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รูปที่ 9 ผลการตัดจีโนมของแบคเทอริโอเฟจ 10 ไอโซเลท ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI ตรวจสอบ 

          ด้ วยอะกาโรส เจล อิ เล็ ก โต รโฟ เรซิ ส  โดยช่ อ ง M คื อ  VC 1kb Marker, Lane 1 =  

          Sau_RW01 , Lane 2 = Sau_RW02 , Lane 3 = Sau_RW09 , Lane 4 = Sau_RW05 ,  

          Lane 5 = Sau_RW1 1 , Lane 6 = Sau_RW1 2, Lane 7 = Sau_RW2 0 , Lane 8 =  

          Sau_RW2 1 , Lane 9 = Sau_RW3 2 , Lane 10 = Sau_RW3 3  แ ล ะ  m คื อ  

       λ-HindIII Marker 
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รูปที่ 10 ผลการตัดจีโนมของแบคเทอริโอเฟจ 10 ไอโซเลท ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ HinfI ตรวจสอบ 

           ด้ วยอะกาโรส เจล อิ เล็ ก โตรโฟ เรซิ ส  โดยช่ อง M คื อ  VC 1kb Marker, Lane 1 =  

           Sau_RW0 1 , Lane 2 Sau_RW0 2 , Lane 3 = Sau_RW0 9 , Lane 4 = Sau_RW0 5 ,  

           Lane 5 = Sau_RW1 1 , Lane 6 = Sau_RW1 2, Lane 7 = Sau_RW2 0 , Lane 8 =  

           Sau_RW2 1 , Lane 9 = Sau_RW3 2 , Lane 10 = Sau_RW3 3  แ ล ะ  m คื อ  

           λ-HindIII Marker  
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รูปที่ 11 ผลการตัดจีโนมของแบคเทอริโอเฟจ 10 ไอโซเลท ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ StyI ตรวจสอบ 

           ด้ วยอะกาโรส เจล อิ เล็ ก โตรโฟ เรซิ ส  โดยช่ อง M คื อ  VC 1kb Marker, Lane 1 =  

           Sau_RW01 , Lane 2 = Sau_RW02 , Lane 3 = Sau_RW09 , Lane 4 = Sau_RW05 ,  

           Lane 5 = Sau_RW1 1 , Lane 6 = Sau_RW1 2, Lane 7 = Sau_RW2 0 , Lane 8 =  

           Sau_RW2 1 , Lane 9 = Sau_RW3 2 , Lane 10 = Sau_RW3 3  แ ล ะ  m คื อ  

           λ-HindIII Marker 
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4.6 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ   
  จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ 3 ไอโซเลท ได้แก่ Sau_RW01, 
Sau_RW11 และ  Sau_RW12 ด้วยกล้องจุลทรรศน์ อิ เล็กตรอนแบบส่องผ่าน  (transmission 
electron microscopy) พบว่าแบคเทอริโอเฟจทั้ง 3 ไอโซเลท มีลักษณะหัวเป็นแบบรูปร่างเหลี่ยม
ซึ่งจัดเรียงตัวแบบสมมาตรมี 12 มุม (icosahedral symmetry) หางยาว (tailed phage) แคบและ
ไม่หยืดหยุ่น (non-contractile flexible) เนื่องจากไม่มีส่วนของปลอกคอ (collar) ที่เชื่อมต่อกับ
แคบซิด โดยค่าเฉลี่ยขนาดของหัวและหางแบคเทอริโอเฟจแสดงในตารางที่  10 จากลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจชี้ ให้ เห็นว่าแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01, Sau_RW11 และ 
Sau_RW12 จัดอยู่ในอันดับ Caudovirales วงศ์ Siphoviridae (รูปที่ 12) ตามเกณฑ์การจัดจ าแนก
ของคณะกรรมการสากลว่าด้วยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส (ICTV) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      รูปที่ 12  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ (a) Sau_RW01, (b) Sau_RW11 และ        
              (c) Sau_RW12 ที่ก าลังขยาย 50,000 เท่า ภายใต้กล้อง TEM (Bar = 100 nm) 
 
     ตารางที ่10 ขนาดหัวและหางของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01, Sau_RW11 และ Sau_RW12 

 
 
 
 
 
 
  หมายเหตุ ผลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการวัดผลซ้ า 10 อนุภาค 

แบคเทอริโอเฟจ หัว (นาโนเมตร) หาง (นาโนเมตร) 
 ยาว กว้าง ยาว 

Sau_RW01 74.4 ± 2.8 75.2 ± 3.5 187.8 ± 12.1 

Sau_RW11 63.9 ± 4.1 65.6 ± 3.6 155.5 ± 14.4 
Sau_RW12 78.1 ± 4.7 81.4 ± 3.2 177.9 ± 9.2 

100 nm 
(a) Sau_RW01 (b) Sau_RW11 (c) Sau_RW12 

100 nm 100 nm 100 nm 
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4.7 อัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมในการติดเชื้อ  
  จากผลการทดสอบอัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 ต่อเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสม
ในการติดเชื้อ พบว่าในชั่วโมงที่ 1 ความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 ที่ MOI 10, 1, 0.1 และการ
ทดลองควบคุม ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (P>0.05) โดยมีความหนาแน่นโดยประมาณ 10 
log CFU/มิลลิลิตร และชั่วโมงที่ 2 พบว่าที่ MOI 10 และ 1 ความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 
ต่ ากว่าการทดลองควบคุม 15.52 และ 17.32 log CFU/มิลลิลิตร ตามล าดับ ในขณะที่ MOI 0.1 
ความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 ต่ ากว่าการทดลองควบคุมเพียง 4.23 log CFU/มิลลิลิตร 
อย่างไรก็ตามในชั่วโมงที่ 3 ถึง 5 พบว่าที่ MOI 10, 1 และ 0.1 ความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 
ที่เหลืออยู่ ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (P>0.05) โดยสามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus 
BPA3 ได้ 20.67, 19.73 และ 20.14 log CFU/มิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อเทียบกับการทดลองควบคุม 
ในชั่วโมงที่ 5 ดังแสดงในรูปที่ 13 นอกจากนี้ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจที่เวลา 5 ชั่วโมง 
พบว่าที่  MOI 10 และ 1 ไม่แตกต่างอย่างมีนั ยส าคัญ  (P>0.05) โดยมีความหนาแน่นของ 
แบคเทอริโอเฟจเพ่ิมขึ้นโดยประมาณ 13.31, 13.52 log PFU/มิลลิลิตร จากความหนาแน่นเริ่มต้น 
ตามล าดับ ในขณะที่ MOI 0.1 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจเพ่ิมขึ้นโดยประมาณ 11.82 log 
PFU/มิลลิลิตร จากความหนาแน่นเริ่มต้น ดังแสดงในรูปที่ 14 จากผลการทดลองพบว่าอัตราส่วนของ
แบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมในการติดเชื้อเท่ากับ MOI 0.1 เนื่องจากใช้สารละลาย 
แบคเทอริโอเฟจน้อยกว่า และสามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 ได้ไม่แตกต่างกับ 
MOI 10 และ 1 ซึ่งใช้สารละลายแบคเทอริโอเฟจมากกว่า   
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รูปที่ 13 ความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 ที่อัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์เจ้าบ้าน  
           ต่าง ๆ โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 ชั่วโมง (Multiplicity of  

           infection) ใน การทดลองควบคุม (●), MOI 10 (■), MOI 1 (♦) และ MOI 0.1 (▲)  
           (ข้อมูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครั้ง) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14 ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 ที่อัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจต่อเซลล์  
           เจ้ าบ้ านต่ าง ๆ  โดยบ่ มที่ อุณ หภูมิ  37 องศาเซล เซียส  เป็ นระยะเวลา 5 ชั่ ว โมง   

           (Multiplicity of infection) ที่  MOI 10 (■), MOI 1 (♦) และ MOI 0 .1  (▲) (ข้ อมู ล 
           แต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครั้ง) 
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4.8 ผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ  
พบว่าแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 มีความเสถียรที่อุณหภูมิ 4, 28 และ 37 องศาเซลเซียส 

โดยความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับความ
หนาแน่นเริ่มต้น (P>0.05) ในขณะที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความหนาแน่นแบคเทอริโอเฟจ 
ลดลงไป 1.27 log PFU/มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับความหนาแน่นเริ่มต้น และไม่สามารถตรวจพบ
แบคเทอริโอเฟจที่อุณหภูมิ 60 และ 70 องศาเซลเซียส (รูปที่ 15)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 15 ผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 (ความหนาแน่นเริ่มต้น 108   

           PFU/มิลลิลิตร) ที่อุณหภูมิต่าง ๆ ได้แก่ 4, 28, 37, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส (ข้อมูล 

           แต่ ละช่ ว งเป็ นค่ า เฉลี่ ย จากการทดลอง  3  ครั้ ง ) a, b, c แทนกลุ่ ม ของตั วอย่ า ง  

           (Homogeneous Subsets) ซึ่งได้จากการวิเคราะห์โดยใช้ความแปรปรวนทางเดียว (One- 

           Way ANOVA) พร้อมทั้งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan's multiple  

           range tests (โดยก าหนดนัยส าคัญท่ี P<0.05) 

 

 

1.00E+00

1.00E+01

1.00E+02

1.00E+03

1.00E+04

1.00E+05

1.00E+06

1.00E+07

1.00E+08

1.00E+09

4 28 37 50 60 70

คว
าม

หน
าแ

น่น
ขอ

งแ
บค

เท
อร

ิโอ
เฟ

จ 
(P

FU
/m

l)

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

b 

c c 

a a a 



 60 
 
4.9 กราฟการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ  

  จากกราฟการเจริญพบว่าแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 มี latent period ที่เวลา 30 นาที 

เป็นช่วงเวลาที่แบคเทอริโอเฟจใช้เพ่ิมจ านวนภายในเซลล์เจ้าบ้าน จนกระทั่งเริ่มปลดปล่อย 

แบคเทอริโอเฟจรุ่นลูก (progeny phage) ออกมา และเข้าสู่ช่วง burst period ที่เวลา 100 นาที ซึ่ง

เป็นช่วงเวลาที่เซลล์เจ้าบ้านเกิดการแตกและปลดปล่อยอนุภาคไวรัสออกมาในหนึ่งรอบ โดยสามารถ

ค านวณ burst size จากอัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจที่ถูกปล่อยออกมาจากเซลล์แบคทีเรียครั้งแรก

ในช่วง burst period ที่ 100 นาที ต่อแบคเทอริโอเฟจที่ถูกปล่อยออกมาจากเซลล์แบคทีเรียในช่วง

สุดท้ายของ latent period ที่ 30 นาท ีมีค่าประมาณ 151 PFU/infected cell (รูปที่ 16)  

  

 

   

 

 

 

 

รูปที่ 16 กราฟการเจริญ (One step growth) ของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 (ข้อมูลแต่ละช่วง 

           เป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครั้ง)  
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    บทที่ 5 วิจารณ์ผลการทดลอง 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

S. aureus สามารถก่อโรคได้ทั้งในคนและสัตว์ อีกทั้งยังเป็นสาเหตุส าคัญของโรคอาหารเป็น

พิษ (food poisoning) โดยทั่วไปการรักษาโรคที่ติดเชื้อ S. aureus มักใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือควบคุม 

เป็นหลัก อย่างไรก็ตามการใช้ยาปฏิชีวนะอย่างต่อเนื่องและเป็นระยะเวลานานอาจส่งผลให้เกิด

แบคทีเรียที่สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ ซึ่งเป็นอันตรายต่อสุขภาพของมนุษย์และสัตว์ (Wang et 

al., 2014; Zhang et al., 2012) จากงานวิจัยของ Bhumibhamon และ  Bilhmad (2011) ได้

ศึกษาการดื้อยาของ S. aureus ที่คัดแยกได้จากเนื้อหมูจากโรงฆ่าสัตว์ในภาคใต้ของประเทศไทย 

ระหว่างปี พ.ศ. 2549-2551 พบว่า S. aureus จ านวน 375 ไอโซเลท มีร้อยละการดื้อยา penicillin, 

amoxicillin, tetracycline แ ล ะ  streptomycin เท่ า กั บ  82.67, 76.53, 73.60 แ ล ะ  58.40 

ตามล าดับ ทั้งนี้เนื่องจากยาดังกล่าวนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายทั้งในมนุษย์และสัตว์มาเป็นระยะ

เวลานาน หากใช้ผิดวิธีหรือใช้เกินปริมาณ ส่งผลท าให้เชื้อแบคทีเรียสามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ

ได้ จากปัญหาที่กล่าวไปข้างต้นจึงจ าเป็นต้องหาวิธีทางเลือกใหม่ในการรักษาโรคที่เกิดการติดเชื้อ

แบคทีเรีย ซึ่งหนึ่งในวิธีทางเลือกที่น่าสนใจนั้นคือการใช้แบคเทอริโอเฟจบ าบัด (phage therapy) 

เนื่องจากมีศักยภาพเป็นสารฆ่าแบคทีเรียที่จ าเพาะเจาะจง (Basdew and Laing, 2015) โดย 

แบคเทอริโอเฟจมีคุณสมบัติที่สามารถท าลายแบคทีเรียเป้าหมายอย่างจ าเพาะเจาะจง จึงไม่ท าลาย

จุลินทรีย์ประจ าถิ่น ส่งผลให้ไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์และสัตว์ (Nukdee, 2007) และสามารถสร้าง

เอนไซม์เอนโดไลซิน (endolysin) ซ่ึงมีคุณสมบัติท าลายผนังเซลล์แบคทีเรียให้แตกออก จึงสามารถฆ่า

แบคทีเรียที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะได้ (Fan et al., 2016) อีกทั้งแบคเทอริโอเฟจนั้นมีอยู่มากมายใน

สิ่งแวดล้อม การค้นหาแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะกับแบคทีเรียเป้าหมาย จึงง่ายกว่าการผลิตยา

ปฏิชีวนะหรือวัคซีนชนิดใหม่ ซึ่งมีค่าใช้จ่ายในการผลิตที่สูง (Basdew and Laing, 2015)  

  เนื้อหมูเป็นอาหารประเภทโปรตีนที่นิยมบริโภคโดยทั่วไป ซึ่งหากโรงฆ่าสัตว์หรือผู้ค้าปลีกไม่มี

การควบคุมความสะอาดของสุขอนามัยส่วนบุคคล หรือแม้กระทั่งเครื่องมือเครื่องใช้ต่าง ๆ อย่างถูก

สุขลักษณะ จึงมีโอกาสที่เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคสามารถปนเปื้อนลงสู่เนื้อหมูได้ (Angkititrakul et al., 

2014) ดังนั้นงานวิจัยนี้ได้คัดแยก S. aureus ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษจากตัวอย่างเนื้อหมู

จ านวน 5 ร้าน จากตลาดสดในจังหวัดนครปฐม ซึ่งสามารถคัดแยก S. aureus ได้จากตัวอย่างเนื้อหมู
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จ านวน 2 ร้าน เช่นเดียวกับ Jaisue และ Angkititrakul (2011) สามารถคัดแยก S. aureus จาก

ตัวอย่างเนื้อหมูที่เก็บมาทั้งหมด 165 แผง จากตลาดสด 5 แห่ง ในเขตเทศบาลนครขอนแก่น โดยพบ 

S. aureus ในเนื้อหมูทั้งหมด 43 แผง คิดเป็นร้อยละ 26.06   

 แบคเทอริโอเฟจสามารถคัดแยกได้จากแหล่งต่าง ๆ เช่น น้ าทะเล น้ าเสีย ขยะ เป็นต้น การ

คัดแยกแบคเทอริโอเฟจอย่างมีประสิทธิภาพควรเก็บตัวอย่างจากบริเวณที่คาดว่าจะมีเซลล์เจ้าบ้านที่

สนใจอาศัยอยู่ เนื่องจากแบคเทอริโอเฟจจ าเป็นต้องอาศัยเซลล์เจ้าบ้านในการเพิ่มจ านวนเพ่ือความอยู่

รอด (Li and Zhang, 2013) ซึ่งในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยก แ บ ค เท อ ริ โ อ เฟ จ ที่ จ า เพ า ะ ต่ อ  

S. aureus BPA3 จากแหล่งที่คาดว่ามีเซลล์เจ้าบ้านอาศัยอยู่ จากตัวอย่าง นมดิบ น้ าเสียจากท่อ

ระบายน้ า รวมถึงน้ าล้างเนื้อหมูจากร้านค้าในจังหวัดนครปฐมและราชบุรี ซึ่งภายหลังจากการท า

บริสุทธิ์สามารถสามารถคัดแยกแบคเทอริโอเฟจได้ 39 ไอโซเลท   

  ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจทั้ง 37 ไอโซเลท ที่สร้างพลาคใสใน

การท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน จากผลการทดลองพบว่าแบคเทอริโอเฟจ 8 ไอโซเลท สามารถติด

เชื้อกับ S. aureus ได้ทุกสายพันธุ์ และแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 แสดงระดับโซนใสสูงที่สุด 

นอกจากนี้ไม่พบแบคเทอริโอเฟจที่สามารถติดเชื้อกับ L. monocytogenes และ S. Typhimurium 

เนื่องจากการติดเชื้อของแบคเทอริโอเฟจจ าเป็นต้องอาศัยความจ าเพาะของตัวรับ (receptor) บนผนัง

เซลล์ของแบคทีเรีย เช่น กรดไทโคอิกหรือลิโพโพลีแซคคาไรค์ เป็นต้น หากแบคทีเรียไม่มีตัวรับที่มี

ความจ าเพาะกับแบคเทอริโอเฟจ ส่งผลท าให้แบคเทอริโอเฟจนั้นไม่สามารถการเกิดติดเชื้อกับ

แบคทีเรียได้ (Elbreki et al., 2013; Jensen et al.,  2015) อย่างไรก็ตามแบคเทอริโอเฟจ 2 ไอโซ

เลท สามารถติดเชื้อข้ามสกุลกับ S. Enteritidis อย่างไรก็ตามพบว่าแบคเทอริโอเฟจทั้ง 2 ไอโซเลท มี

ประสิทธิภาพในการติดเชื้อข้ามสกุลต่ า โดยทั่วไปการติดเชื้อข้ามสกุลเป็นไปได้ยากมากโดยเฉพาะ

ระหว่างแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบเนื่องจากมีผนังเซลล์ที่แตกต่างกัน ด้วยเหตุนี้ตัวรับบนผนัง

เซลล์จึงแตกต่างกัน แบคเทอริโอเฟจจึงไม่สามารถเกิดการติดเชื้อข้ามได้ ซึ่งงานวิจัยอ่ืน ๆ ส่วนใหญ่

มักพบเพียงการติดเชื้อข้ามสายพันธุ์ (cross strain) เช่น งานวิจัยของ Lee และคณะ (2011) ได้คัด

แยกแบคเทอริโอเฟจ FWLBc1 และ FWLBc2 ที่มีความจ าเพาะต่อ Bacillus cereus และน ามา

ทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลาย  Bacillus spp. สายพันธุ์ต่าง ๆ ได้แก่  

B. cereus A2, B. cereus D2, B. cereus NCTC 11143, B. cereus NCTC 11145,  

B. thuringiensis NZRM 2981, B. thuringiensis DSM 2046, B. licheniformis DSM 603,  
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B. subtilis NTCT 3610, B. mycoides ATCC 6462 และ B. megaterium NCTC10343 พบว่า 

FWLBc1 และ FWLBc2 สามารถเกิดการติดเชื้อกับ Bacillus spp. ได้ 5 และ 9 สายพันธุ์ ตามล าดับ 

ซึ่งการติดเชื้อข้ามสายพันธุ์นี้เกิดจากความจ าเพาะของตัวรับบนผนังเซลล์แบคทีเรียนั้นคล้ายคลึงกัน 

จึงส่งผลให้แบคเทอริโอเฟจสามารถการเกิดติดเชื้อได้ อีกทั้งงานวิจัยของ Rakhuba และคณะ (2010) 

ได้อธิบายการเข้าจับของแบคเทอริโอเฟจ T4 กับตัวรับบนผนังเซลล์ E. coli ซึ่งประกอบด้วยการ

ท างานร่วมกันของตัวรับ OmpC และ Lipopolysaccharide ที่ผนังเซลล์ จากการทดลองพบว่าหาก

ไม่มีตัวรับเหล่านี้ตัวใดตัวหนึ่ง ส่งผลให้แบคเทอริโอเฟจมีประสิทธิภาพการติดเชื้อ E. coli ลดลง และ

หากสูญเสียตัวรับทั้ง OmpC และ Lipopolysaccharide ส่งผลให้แบคเทอริโอเฟจไม่สามารถการเกิด

ติดเชื้อกับ E. coli    

  จากผลการศึกษาจีโนมด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะของแบคเทอริโอเฟจทั้ง 10 ไอโซ

เลท สามารถจัดจ าแนกแบคเทอริโอเฟจได้ทั้งสิ้น 8 กลุ่ม นอกจากนี้แบคเทอริโอเฟจทั้ง 10 ไอโซเลท 

เหล่านี้จัดเป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีจีโนมเป็นดีเอ็นเอเนื่องจากสามารถถูกตัดได้ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ

และจากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ 3 ไอโซเลท ได้แก่ Sau_RW01, 

Sau_RW11 และ Sau_RW12 จึงจัดแบคเทอริโอเฟจเหล่านี้อยู่ ใน อันดับ Caudovirales วงศ ์

Siphovirida เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Garcı´a และคณะ (2007) พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

แบคเทอริโอเฟจ ΦH5 และ ΦA72 ที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus จัดอยู่ในวงศ์ Siphoviridae 

และงานวิจัยของ Mohammed-Ali และ Jamalludeen (2015) พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของแบคเทอริโอเฟจ ΦSA1, ΦSA2 และ ΦSA3 ที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus จัดอยู่ในวงศ์ 

Siphoviridae เช่นกัน   

  ในงานวิจัยนี้อัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 ต่อเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมในการ

ติดเชื้อ (multiplicity of infection, MOI) เท่ากับ MOI 0.1 เนื่องจากใช้สารละลายแบคเทอริโอเฟจ 

น้อยกว่า และสามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 ได้ไม่แตกต่างกับ MOI 10 และ 1 ซึ่ง

จากผลการทดลองพบว่าในชั่วโมงที่  5 MOI 10, 1 และ 0.1 สามารถลดความหนาแน่นของ  

S. aureus BPA3 ได้ไม่แตกต่างกัน โดยต่ ากว่าการทดลองควบคุม 20.67, 19.73 และ 20.14 log 

CFU/มิลลิลิตร ตามล าดับ ในขณะที่ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจทุก ๆ MOI มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น

ตลอดการทดลอง จากงานวิจัยของ Takemura-Uchiyama และคณะ 2013 ได้ศึกษาอัตราส่วนของ

แบคเทอริโอเฟจ S25-3 และ S13′ ต่อ S. aureus SA27 โดยการติดเชื้อที่ MOI 0.1, 0.01 และ 
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0.001 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งติดตามการเจริญของ S. aureus SA27 

โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก ๆ 15 นาที เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

จากผลการทดลองพบว่าที่ MOI 0.1 และ 0.01 แบคเทอริโอเฟจ S25-3 และ S13′ สามารถลดความ

หนาแน่นของ S. aureus SA27 ภายในระยะเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุม ในขณะที่ 

MOI 0.001 แบคเทอริโอเฟจ  S25 -3 และ S13 ′ สามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus  

SA27 ภายในระยะเวลา 2.5 และ 3 ชั่วโมง ตามล าดับ เมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุม อย่างไรก็ตาม 

แบคเทอริโอเฟจ S25-3 และ S13′ สามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus SA27 จนไม่สามารถ

ตรวจวัดได้เมื่อสิ้นสุดการทดลองในทุก ๆ MOI โดยทั่วไป MOI ที่ต่ าส่งผลดีต่อการผลิตในระดับ

อุตสาหกรรมเนื่องจากสามารถลดค่าใช้จ่ายในการเตรียมและการท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอเฟจ อย่างไรก็

ตามการใช้ MOI ที่สูง ใช้สารละลายแบคเทอริโอเฟจมากกว่าและอาจส่งผลให้เกิดการแตกของเซลล์

เจ้าบ้านโดยไม่เพ่ิมจ านวนแบคเทอริโอเฟจ หรือเรียกว่าปรากฏการณ์ lysis from without (Wong 

et al., 2014) แต่ถึงกระนั้นการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจในผลิตภัณฑ์อาหารจ าเป็นต้องใช้ MOI ที่

สูงเพ่ือให้สามารถลดความหนาแน่นของเซลล์เจ้าบ้านลงได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากในอาหารแต่

ละชนิดมีโครงสร้างและองค์ประกอบของอาหารที่แตกต่างกัน ซึ่งองค์ประกอบเหล่านี้อาจส่งผลให้ 

แบคเทอริโอเฟจเกิดการยึดเกาะแบบผันกลับไม่ได้ในอาหาร (irreversible adsorption) ดังนั้นการใช้ 

MOI ที่สูงจึงเป็นการเพ่ิมโอกาสในการยึดเกาะระหว่างแบคเทอริโอเฟจและเซลล์เจ้าบ้าน  (bigot et 

al., 2014)   

  จากผลการศึกษาอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง พบว่ามีความเสถียรที่อุณหภูมิ 4, 28 และ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจมีแนวโน้มลดลง และไม่สามารถตรวจพบความหนาแน่น 

ของแบคเทอริโอเฟจที่อุณหภูมิ 60 และ 70 องศาเซลเซียส ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wang 

และคณะ (2016) ซึ่งได้ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ SLPW ที่มี

ความจ าเพาะต่อ S. aureus เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่าแบคเทอริโอเฟจ SLPW มีความเสถียรที่

อุณหภูมิ 4, 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในขณะที่อุณหภูมิ 50 , 55 และ 60 องศาเซลเซียส ความ

หนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจลดลงตามอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้น และไม่สามารถตรวจพบแบคเทอริโอเฟจที่

อุณหภูมิ 65 และ 70 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Li และ Zhang (2013) ซึ่งได้ศึกษาผล

อุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ SPW ที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus พร้อมทั้งเก็บ
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ตัวอย่างทุก ๆ 10 นาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่าแบคเทอริโอเฟจ SPW มีความเสถียรที่อุณหภูมิ 40 

และ 50 องศาเซลเซียส  ในขณะที่ อุณหภูมิ  60 และ 70 องศาเซลเซียส ความหนาแน่นของ 

แบคเทอริโอเฟจลดลงตามเวลาที่เพ่ิมขึ้น ซึ่งจากงานวิจัยที่กล่าวไปข้างต้นชี้ให้เห็นว่าแบคเทอริโอเฟจ

แต่ละชนิดมีความเสถียรต่ออุณหภูมิที่แตกต่างกัน ดังนั้นการเลือกแบคเทอริโอเฟจส าหรับประยุกต์ใช้

ในสภาวะต่าง ๆ จึงต้องค านึงถึงความเสถียรของแบคเทอริโอเฟจด้วย  เพ่ือหลีกเลี่ยงไม่ ให้ 

แบคเทอริโอเฟจถูกท าลายในสภาวะนั้น ๆ (Phumkhachorn and Rattanachaikunsopon, 2010)  

  ผลการศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ  พบว่าแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 มี 

latent period และ burst period ที่เวลา 30 และ 100 นาที ตามล าดับ โดย burst size มีค่า

เท่ากับ 151 PFU/infected cell ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Han และคณะ (2013) ไดศ้ึกษากราฟ

การเจริญของแบคเทอริโอเฟจ SAH-1 ที่จ าเพาะต่อ S. aureus พบว่ามี latent period และ burst 

period ที่เวลา 20 และ 40 นาที ตามล าดับ โดย burst size มีค่าเท่ากับ 100 PFU/infected cell 

และงานวิจัยของ Hsieh และคณะ (2014) ได้ศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ  Stau2 

พบว่ามี latent period และ burst period ที่เวลา 25 และ 40 นาที ตามล าดับ โดย burst size  

มีค่าเท่ากับ 100 PFU/infected cell อย่างไรก็ตาม burst size ของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 มี

ค่าสูงเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Chang และคณะ (2015) ซึ่งได้ศึกษากราฟการเจริญของ 

แบคเทอริโอเฟจ  SA97 พบว่ามี  latent period และ burst period ที่ เวลา 20 และ 40 นาที 

ตามล าดับ โดย burst size มีค่าเท่ากับ 32 PFU/infected cell และงานวิจัยของ Li และ Zhang 

(2013) ได้ศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ  SPW พบว่ามี latent period และ burst 

period ที่เวลา 20 และ 60 นาที ตามล าดับ โดย burst size มีค่าเท่ากับ 44 PFU/infected cell ซึ่ง

ความแปรผันของช่วง latent period และ burst size อาจเป็นผลมาจากเซลล์เจ้าบ้านหรือสภาวะ

การเลี้ยงเชื้อที่แตกต่างกัน (Wong et al., 2014) จากงานวิจัยของ Hadas และคณะ 1997 ได้ศึกษา

กราฟการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ T4 ที่มีความจ าเพาะต่อ E. coli B/r H266 โดยในงานวิจัยนี้

เพาะเลี้ยงเซลล์เจ้าบ้านในอาหารที่มีการดัดแปลงสารอาหารแตกต่างกัน จากผลการทดลองการ

เพาะเลี้ยง E. coli B/r H266 ในอาหารเหลว Luria–Bertani ที่เติม glucose (LBG) อาหารเหลว M9 

minimal ที่ เติม glucose (GC) และอาหารเหลว M9 minimal ที่ เติม succinate (Suc) พบว่า  

E. coli B/r H266 มีอัตราการเจริญ (growth rate) เท่ากับ 2.60, 1.20 และ 0.62 h-1 ตามล าดับ 

ทั้งนี้จากการติดตามการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ T4 ที่มีความจ าเพาะต่อ E. coli B/r H266 ที่เลี้ยง
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ในอาหารเหลว LBG, GC และ Suc พบว่าแบคเทอริโอเฟจ T4 มี latent period ที่เวลา 18, 36 และ 

37 นาที ตามล าดับ และ burst size มีค่าเท่ากับ 110, 60 และ 14 PFU/infected cell ตามล าดับ 

จากผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าอัตราการเจริญของ E. coli B/r H266 แปรผกผันกับ latent period 

และแปรผันตรงกับ burst size เช่นเดียวกับงานวิจัยของ You และคณะ 2002 ได้ศึกษากราฟการ

เจริญของแบคเทอริโอเฟจ T7 ที่มีความจ าเพาะต่อ E. coli BL21 โดยการเพาะเลี้ยง E. coli BL21 ใน

อัตราการเจริญที่ แตกต่างกัน  (1.7, 1.5, 1.2, 1.0 และ  0.7 h-1) โดยพบว่า  burst size ของ 

แบคเทอริโอเฟจ T7 มีแนวโน้มสูงขึ้น เมื่ออัตราการเจริญของ E. coli BL21 สูงขึ้น เช่นเดียวกับผล

การทดลองในงานวิจัยนี้พบว่าแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 มีช่วงเวลาในการเพ่ิมจ านวนของ 

แบคเทอริโอเฟจภายในเซลล์เจ้าบ้านที่สั้น รวมถึงมีการปลดปล่อยแบคเทอริโอเฟจรุ่นใหม่ออกมา

ปริมาณมาก  
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      บทท่ี 6 สรุปผลการทดลอง 

สรุปผลการทดลอง 

 ตัวอย่างเนื้อหมูที่เก็บจากร้านค้าในตลาดสดในจังหวัดนครปฐมจ านวน 5 ตัวอย่าง จาก 5 

ร้าน พบว่าเนื้อหมูจ านวน 2 ตัวอย่าง จาก 2 ร้าน สามารถคัดแยกโคโลนีได้ 9 ไอโซเลท โดยสามารถ

ระบุได้เป็น S. aureus จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rDNA  

  งานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่มีความจ าเพาะกับ S. aureus BPA3 ได้ทั้งหมด 

14 ตัวอย่าง จากนมดิบ น้ าเสียท่อระบายน้ า รวมถึงน้ าล้างเนื้อหมูจากร้านค้าในจังหวัดนครปฐมและ

ราชบุรี โดยภายหลังจากท าบริสุทธิ์สามารถคัดแยกแบคเทอริโอเฟจได้ 39 ไอโซเลท ประกอบด้วย 

พลาคใส 37 ไอโซเลท (Sau_RW01-Sau_RW37) และพลาคขุ่น  2 ไอโซเลท (Sau_RW38 และ

Sau_RW39) 

  จากการศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนของ 

แบคเทอริโอเฟจทั้ง 37 ไอโซเลท ที่สร้างพลาคใส พบว่าแบคเทอริโอเฟจ 8 ไอโซเลท ได้แก่ 

Sau_RW01, Sau_RW02, Sau_RW05, Sau_RW09, Sau_RW20, Sau_RW21, Sau_RW32 และ 

Sau_RW33 สามารถติดเชื้อ S. aureus ได้ทุกสายพันธุ์ และแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 แสดง

ระดับโซนใสสูงที่สุด นอกจากนี้ไม่พบแบคเทอริโอเฟจที่สามารถติดเชื้อกับ L. monocytogenes และ 

S. Typhimurium และแบคเทอริโอเฟจ 2 ไอโซเลท ได้แก่ Sau_RW11 และ Sau_RW12 สามารถ

ติดเชื้อแบคทีเรียข้ามสกุลกับ S. Enteritidis ซึ่งจากศึกษา Efficiency of plating (EOP) พบว่า 

แบคเทอริโอเฟจ 2 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการติดเชื้อข้ามสกุลต่ า  

  ผลการศึกษาจีโนมของแบคเทอริโอเฟจทั้ง 10 ไอโซเลท พบว่ามีขนาดจีโนมมากกว่า 19 kbp 

และสามารถจัดกลุ่มได้เป็น 8 กลุ่ม เมื่อพิจารณาผลการตัดจีโนมด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ควบคู่กับความสามารถในการท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน  

  นอกจากนี้ผลการศึกษาลักษณะทางทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ 3 ไอโซเลท ได้แก่ 

Sau_RW01, Sau_RW11 และ Sau_RW12 ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน สามารถ

ระบุได้ว่าเฟจทั้ง 3 ชนิด จัดอยู่ในอันดับ Caudovirales วงศ ์Siphovirida  

  อัตราส่วนของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 ต่อเซลล์เจ้าบ้านที่เหมาะสมในการติดเชื้อ 

(multiplicity of infection, MOI) เท่ ากับ MOI 0.1 เนื่ องจากใช้สารละลายแบคเทอริโอเฟจ 
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น้อยกว่า และสามารถลดความหนาแน่นของ S. aureus BPA3 ได้ไม่แตกต่างกับ MOI 10 และ 1 ซึ่ง

จากผลการทดลองพบว่าในชั่วโมงที่ 5 ที่ MOI 10, 1 และ 0.1 สามารถลดความหนาแน่นของ  

S. aureus BPA3 ได้ไม่แตกต่างกัน โดยลดลง 20.67 , 19.73 และ 20.14 log CFU/มิลลิลิตร 

ตามล าดับ ในขณะที่ความหนาแน่นของแบคเทอริโอเฟจที่ MOI 10, 1 และ 0.1 มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น

ตลอดการทดลอง โดยในชั่วโมงที่ 5 เพ่ิมขึ้นโดยประมาณ 13.31 , 13.52 และ 11.82 log PFU/

มิลลิลิตร ตามล าดับ  

  ผลของอุณหภูมิต่อการอยู่รอดของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 เมื่อบ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

พบว่ามีความเสถียรที่อุณหภูมิ 4, 28 และ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

ความหนาแน่นแบคเทอริโอเฟจลดลง 1.27 log PFU/มิลลิลิตร เมื่อเทียบกับความหนาแน่นเริ่มต้น 

และไม่สามารถตรวจพบแบคเทอริโอเฟจที่อุณหภูมิ 60 และ 70 องศาเซลเซียส  

  ผลการศึกษากราฟการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ Sau_RW01 พบว่ามี latent period และ 

burst period ที่ เวลา 30 และ 100 นาที  ตามล าดับ โดยมีค่า burst size เท่ ากับ 151 PFU 

/infected cell  

  โดยสรุปแล้วในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่มีความจ าเพาะต่อ S. aureus 

พร้อมทั้งศึกษาคุณลักษณะของแบคเทอริโอเฟจที่คัดแยกได้ ซึ่งข้อมูลจากงานวิจัยนี้อาจชี้ให้เห็นถึง

ความเป็นไปได้ส าหรับการน าแบคเทอริโอเฟจไปประยุกต์ใช้เพ่ือควบคุม S. aureus ในอาหาร 

นอกจากนี้ยังจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติม เช่น การประยุกต์ใช้ร่วมกับแบคเทอริโอเฟจชนิดอ่ืน ๆ 

(bacteriophage cocktails) และศึกษาล าดับจีโนมที่สมบูรณ์ของแบคเทอริโอเฟจเพ่ือให้แน่ใจว่า 

แบคเทอริโอเฟจที่คัดแยกมาได้นั้นปลอดภัยไม่มียีนที่มีคุณสมบัติสร้างสารพิษ เช่น Staphylococcal 

phage บางชนิด สามารถผลิตสารพิษซึ่งแปลรหัสจากยีน exfoliative toxin A (eta) โดยก่อให้เกิด

โ ร ค ผิ ว ห นั ง ล อ ก ห ลุ ด  (staphylococcal scald skin syndrome) (Deghorain and Van 

Melderen, 2012) รวมไปถึงการทดลองทางคลินิก (clinical trials) เพ่ือให้แน่ใจว่าแบคเทอริโอเฟจมี

ความปลอดภัยเหมาะส าหรับใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพในอาหาร อย่างไรก็ตามงานวิจัยใน

ประเทศไทยที่เกี่ยวข้องกับการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจยังมีไม่มากนัก จึงหวังว่าข้อมูลนี้จะเป็น

ประโยชน์แก่ผู้ที่สนใจในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 

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 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี 
 
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 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
3. Baird-Parker Agar  
  Pancreatic Digest of Casein    10.0 กรัม  
  Beef Extract      5.0 กรัม  
  Yeast Extract     1.0 กรัม  
  Glycine     12.0 กรัม  
  Sodium Pyruvate     10.0 กรัม  
  Lithium Chloride     5.0 กรัม  
  Agar      20.0 กรัม  
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  Egg yolk ที่ผสม potassium tellurite  5 เปอร์เซ็นต ์  
น าส่วนประกอบทั้งหมดละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 950 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที รอให้เย็นที่ 45 องศาเซลเซียส 
แล้วเติม Egg yolk ที่ผสม potassium tellurite ลงไป 50 มิลลิลิตร เขย่าให้กัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 72 
 

ภาคผนวก ข 

สูตรสารเคมี 

1. Peptone water 
                Peptone  1.00 กรัม 
 น าส่วนประกอบทั้งหมดละลายในน้ าปราศจากไอออน 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความ
ร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี  
 
2. TE Buffer  
  10 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl   pH 8.0 
                1   มิลลิโมลาร์ EDTA      pH 8.0 
  ชั่ ง Tris base ปริมาณ 1.21 กรัม และ EDTA ปริมาณ 0.29 กรัม ละลายในน้ า
ปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก ปรับปริมาตรด้วยน้ า
ปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
  
3. 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 ปรับปริมาตรจน
ได้ 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน  
15 นาท ี  
 
4. 1 M Tris-HCl, pH 7.5  
  ชั่ง Tris base 121.1 กรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้
เท่ากับ 7.5 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก ปรับปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 1 ลิตร 
น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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5. 1 M แมกนีเซียมคลอไรด์  
  ชั่งแมกนีเซียมคลอไรด์ 20.3 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเท่ากับ 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี  
 
6. สารละลาย 10% SDS (sodium dodecyl sulfate)  
   ชั่งสาร SDS 10 กรัมละลายในน้ ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
ละลายให้เข้ากัน (อาจให้ความร้อนเพ่ือละลายได้ดีขึ้น) ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเท่ากับ 
100 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  
 
7. 0.5 M EDTA, pH 8.0  
  ชั่ ง Ethylanediaminetetraacetate • 2H2O 93.05 กรัม ละลายในน้ าปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ปรับปริมาตรด้วย
น้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 500 มิลลิลิตร ด้วยน้ าปราศจากไอออน น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย
ความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี  
 
8. Phenol : Choloform : Isoamyl alcohol  
  ปิเปต phenol ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมกับ Choloform ปริมาตร 24 มิลลิลิตร และ 
Isoamyl alcohol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเก็บในขวดสีชา  
 
9. Choloform : Isoamyl alcohol  
  ปิ เปต  Choloform ปริมาตร 24 มิ ลลิ ลิ ตร และ Isoamyl alcohol ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเก็บในขวดสีชา  
 
10. 3 M โพแทสเซียมอะซิเตต, pH 5.2  
  ชั่งโพแทสเซียมอะซิเตต 102.0 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปรับ pH 
ให้เท่ากับ 5.2 ด้วยกรดอะซิติก (glacial acetic acid) ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเท่ากับ 
250 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
นาน 15 นาท ี 
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11. 100X TAE  
  Tris-Base                          48.0 กรมั  
  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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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลเพ่ิมเติม 

ตารางผนวกท่ี ค 1 ผลการคัดแยกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. aureus BPA3 จาก 247 ตัวอย่าง  
                       ที่เก็บจากพ้ืนที่ต่าง ๆ ในจังหวัดนครปฐมและราชบุรี 
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 

BPA1/BPA3 A01 มูลวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 A02 มูลวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 A03 ปัสสาวะวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 A04 ปัสสาวะวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 A05 น้ าดื่มวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี)  - 

BPA1/BPA3 A06 ดิน (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 A07 น้ าเสีย (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B01 น้ าล้างคอกวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B02 น้ าดื่มวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 B03 น้ าดื่มวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B04 ปัสสาวะวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B05 น้ าล้างคอกวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 B06 อาหารวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B07 อาหารวัวใบข้าวโพด (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 B08 ฟาง (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B09 ฟาง (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B10 มูลวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 B11 มูลวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B12 นมวัวตัวที่ 1 (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B13 นมวัวตัวที่ 2 (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 B14 นมวัวตัวที่ 3 (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 B15 นมวัวตัวที่ 4 (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA1/BPA3 B16 นมวัวตัวที่ 5 (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 C01 นมวัวตัวที่ 1 (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 C02 นมวัวตัวที่ 2 (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 C03 นมวัวตัวที่ 3 (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 C04 น้ าล้างคอกวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 C05 น้ าล้างคอกวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 D01 มูลหมูเปียก (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D02 มูลหมูแข็ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 D03 มูลหมูแข็ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D04 ดินจากฟาร์มหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D05 ดินจากเล้าหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 D06 น้ าล้างเล้าหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D07 น้ าทิ้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 D08 น้ าทิ้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D09 น้ าดื่มหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D10 น้ าดื่มหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 D11 อาหารหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D12 ร าข้าว (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D13 ปัสสาวะหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 D14 มูลไก่แห้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D15 มูลไก่ (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 D16 อาหารไก่ (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 D17 น้ าดื่มไก่ (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E01 น้ าดื่มไก่อายุ 3 วัน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E02 น้ าดื่มไก่อายุ 1 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E03 น้ าดื่มไก่อายุ 2 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA1/BPA3 E04 น้ าดื่มไก่อายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E05 น้ าดื่มไก่อายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E06 ดินจากไก่อายุ 3 (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E07 ดินจากไก่อายุ 1 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E08 ดินจากไก่อายุ 2 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E09 ดินจากไก่อายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E10 ดินจากไก่อายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E11 มูลไก่แห้งอายุ 3 วัน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E12 มูลไก่แห้งอายุ 1 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E13 มูลไก่แห้ง อายุ  2 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E14 มูลไก่แห้งอายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E15 มูลไก่แห้งอายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E16 มูลไก่เปียกอายุ 3 วัน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E17 มูลไก่เปียกอายุ  1 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E18 มูลไก่เปียกอายุ  2 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E19 มูลไก่เปียกอายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E20 มูลไก่เปียกอายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E21 มูลไก่เปียกอายุ 3.5 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E22 ดินเล้าไก่ (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E23 ดินเล้าไก่ท่ีว่าง 3 เดือน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E24 ดินเล้าไก่ท่ีว่างนานแล้ว (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 
BPA1/BPA3 E25 ดินทางเดินเล้าไก่ (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 E26 ดินทางเดินหน้าบ้าน (ฟาร์มไก่นครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F01 แกลบเปียก (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F02 มูลไก่-แกลบ (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F03 แกลบที่พ้ืนเล้า (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA1/BPA3 F04 อาหารไก่ (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F05 น้ าดื่มไก่ (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F06 อาหารเป็ด (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F07 น้ าดื่มเป็ด (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F08 ดิน-มูลเป็ด (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F09 มูลเป็ดแห้ง (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F10 มูลเป็ดเปียก (ฟาร์มไกน่ครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F11 มูลวัวแห้ง (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 F12 มูลวัวเปียก (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 F13 ฟาง (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 F14 น้ าดื่มวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 F15 อาหารหมูจากกระสอบ (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F16 อาหารหมูจากคอกหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F17 ดินบริเวณคอกหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F18 มูลหมูแห้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F19 น้ าดื่มหมูอายุ 3 เดือน (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F20 น้ าดื่มหมูอายุ 1 เดือน (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F21 น้ าจากบ่อน้ าทิ้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F22 น้ าล้างคอกหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F23 มูลหมูเปียกอายุ 1 เดือน (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F24 มูลหมูเปียกอายุ 3 เดือน (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F25 ปัสสาวะหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F26 อาหารหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F27 น้ าล้างผัก (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F28 รากผักเน่า (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F29 เศษดินจากผัก (ตลาดกลางนครปฐม) - 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA1/BPA3 F30 เศษหินพอไลท์ (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F31 ใบผักกาด (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA1/BPA3 F32 รากผักกาด (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F33 ดินบริเวณเล้าไก่ (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 F34 ดินในเล้าไก่ (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 F35 เศษเนื้อหมูที่เขียง (ตลาดสามควายเผือกนครปฐม) - 

BPA1/BPA3 F36 มูลไก่เปียก (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 F37 ขนไก่ (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 F38 มูลไก่แห้ง (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 F39 น้ าดื่มไก่ (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 F40 น้ าดื่มไก่ (ฟาร์มไก่ราชบุรี)  - 
BPA1/BPA3 F41 น้ าคลอง (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 F42 น้ าเสีย (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 G01 น้ าจากบ่อบ าบัดน้ าเสีย (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G02 น้ าจากบ่อบ าบัดน้ าเสีย (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G03 ดินจากบ่อบ าบัดน้ าเสีย (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 
BPA1/BPA3 G04 ดินจากบ่อบ าบัดน้ าเสีย (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G05 ดินจากด้านข้างถนนบลูโรด (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G06 น้ าทิ้งด้านข้างถนนบลูโรด (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 
BPA1/BPA3 G07 น้ าจากบ่อน้ าด้านหน้าศูนย์วิจัย (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G08 ดินจากบ่อน้ าด้านหน้าศูนย์วิจัย (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G09 
น้ าทิ้งจากด้านหลังโรงอาหารเพชรช็อป  

(มหาวิทยาลัยศิลปากร) 
- 

BPA1/BPA3 G10 น้ าทิ้งจากโรงอาหารเพชรช็อป (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G11 
น้ าขังจากด้านหลังโรงอาหารเพชรช็อป  

(มหาวิทยาลัยศิลปากร) 
- 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA1/BPA3 G12 น้ าจากการล้างจาน (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G13 น้ าจากด้านหน้าแฮปปี้คลู (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G14 
น้ าทิ้งด้านข้างตึกคณะวิทยาศาสตร์  

(มหาวิทยาลัยศิลปากร) 
- 

BPA1/BPA3 G15 ดินด้านข้างตึกคณะวิทยาศาสตร์ (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 
BPA1/BPA3 G16 ทราย (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G17 น้ าสระแก้วบริเวณเกาะนก (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 
BPA1/BPA3 G18 น้ าสระแก้วบริเวณศาลา (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 G19 
น้ าสระแก้วบริเวณสะพานสระแก้ว  

(มหาวิทยาลัยศิลปากร) 
- 

BPA1/BPA3 G20 ดินบริเวณสะพานสระแก้ว (มหาวิทยาลัยศิลปากร) - 

BPA1/BPA3 H01 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H02 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H03 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H04 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H05 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H06 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H07 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H08 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H09 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H10 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H11 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H12 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H13 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H14 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H15 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 



 81 
 
ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA1/BPA3 H16 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H17 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H18 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H19 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H20 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H21 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H22 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H23 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H24 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H25 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H26 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H27 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H28 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 H29 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 H30 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 I01 มูลไก่แห้งอายุ 8 วัน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 I02 มูลไก่แห้งอายุ 1 เดือน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 I03 มูลไก่แห้งอายุ 2 เดือน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 I04 มูลไก่แห้งอายุ 4 เดือน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 I05 มูลไก่เปียกอายุ 8 วัน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 I06 มูลไก่เปียกอายุ 1 เดือน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 
BPA1/BPA3 I07 มูลไก่เปียกอายุ 2 เดือน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 I08 มูลไก่เปียกอายุ 4 เดือน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 

BPA1/BPA3 I09 อาหารไก่ 1 เดือน (ฟาร์มไก่ราชบุรี) - 
BPA3 I10 น้ าล้างเขียงหมู (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 I11 น้ าล้างเนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 2 ไอโซเลท 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA3 J01 มูลหมูเปียก (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J02 มูลหมูแห้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA3 J03 น้ าปัสสาวะหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J04 น้ าดื่มหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J05 น าทิ้งหลังฟาร์ม (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA3 J06 น าทิ้งหลังฟาร์ม (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J07 มูลหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J08 มูลหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA3 J09 ดิน (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J10 ดิน (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J11 ดิน (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA3 J11 ดิน (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J12 น้ าทิ้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA3 J13 น้ าทิ้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J14 น้ าทิ้ง (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J15 ปัสสาวะหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA3 J16 ปัสสาวะหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J17 ปัสสาวะหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 J18 ปัสสาวะหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 
BPA3 J19 ปัสสาวะและมูลหมู (ฟาร์มหมูนครปฐม) - 

BPA3 K1 น้ าล้างเนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA3 K2 น้ าล้างเนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 K3 น้ าล้างเนื้อหมูและเลือด (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 K4 น้ าล้างเนื้อหมูและเลือด (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA3 K5 น้ าล้างเข่ียงหั่นหมู (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 K6 น้ าล้างเข่ียงหั่นไก่ (ตลาดกลางนครปฐม) - 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA3 K7 น้ าล้างไก่ (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 K8 นมวัวที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA3 K9 นมวัวที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA3 K10 นมวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA3 K11 นมวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) 3 ไอโซเลท 
BPA3 K12 น้ ากินวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA3 K13 น้ ากินวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 

BPA3 K14 น้ าล้างคอกวัว (ฟาร์มโคนมราชบุรี) - 
BPA3 K15 เศษเนื้อไก่ (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 K16 เศษเครื่องในไก่ (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 L1 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) 1 ไอโซเลท 
BPA3 L2 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA3 L3 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA3 L4 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA3 L5 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA3 L6 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA3 L7 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA3 L8 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA3 L9 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA3 L10 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA3 L11 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 
BPA3 L12 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA3 L13 นมวัว (โรงพยาบาลสัตว์ราชบุรี) - 

BPA3 M1 เนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 1 ไอโซเลท 
BPA3 M2 น้ าล้างเนื้อหมู (ตลาดนัดบ้านโปร่งราชบุรี) - 

BPA3 M3 น้ าล้างซี่โครงหมู (ตลาดนัดบ้านโปร่งราชบุรี) - 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA3 M4 น้ าล้างเนื้อไก่ (ตลาดนัดบ้านโปร่งราชบุรี) - 

BPA3 M5 น้ าล้างเนื้อหมู (ตลาดสามกระบือเผือกราชบุรี) - 
BPA3 M6 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 M7 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 M8 น้ าทิ้งจากท่อในตลาด (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA3 M9 ดินโรงงานแม่ศรี (นครชัยศรี) - 

BPA3 M10 น้ าทิ้งจากท่อโรงงานแม่ศรี (นครชัยศรี) - 

BPA3 M11 น้ าทิ้งจากท่อโรงงานแม่ศรี (นครชัยศรี) - 
BPA3 N1 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 N2 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) 5 ไอโซเลท 

BPA3 N3 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA3 N4 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 N5 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA3 N6 น้ าจากร้านช าแหละไก่ (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 N7 น้ าจากร้านช าแหละไก่ (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 N8 น้ าจากแผงขายผัก (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA3 N9 น้ าล้างซี่โครงไก่ (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 N10 น้ าล้างชิ้นเนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 N11 น้ าล้างหมูสับ (ตลาดกลางนครปฐม) - 
BPA3 N12 น้ าล้างหอยแคลง  (ตลาดกลางนครปฐม) - 

BPA3 O1 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 
BPA3 O2 น้ าท่อระบายน้ า (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 

BPA3 O3 น้ าแผงหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 

BPA3 O4 น้ าแผงหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 
BPA3 O5 น้ าแผงหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 

BPA3 O6 น้ าล้างเนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 
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ตารางผนวกที ่ค 1 (ต่อ)  
 

สายพันธุ์ S. aureus  
ที่ใช้คัดแยก 

รหัส
ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง 
จ านวน 

แบคเทอริโอเฟจ 
BPA3 O7 น้ าล้างเนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 

BPA3 O8 เนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 
BPA3 O9 เนื้อหมู (ตลาดกลางนครปฐม) 3 ไอโซเลท 

 
 
องค์ประกอบชุดสกัดเจล GF-1 AmbiClean Kit (Vivantis, USA) 
  GF-1 Ambiclean Kit (PCR และ Gel) เป็นชุดส าเร็จรูปที่ออกแบบมาส าหรับสกัดดีเอ็นเอ
จากอะกาโรสเจล รวมถึงมีความรวดเร็วส าหรับชะล้างแถบดี เอ็นเอตั้ งแต่  100bp ถึง 20kb 
ประกอบด้วยบัฟเฟอร์ชนิดพิเศษ ส าหรับปรับความเข้มข้นของเกลือและพีเอช เพ่ือให้การสกัดดีเอ็นเอ
ออกจากเจลมีประสิทธิภาพ รวมถึงมีคอลัมน์ซึ่งภายในมีเมมเบรนชนิด glass filter ซึ่งมีประสิทธิภาพ
ส าหรับยึดจับดีเอ็นเอไว้บนเมมเบรน นอกจากนี้ยังช่วยก าจัด dNTPs ส่วนเกิน ชิ้นส่วนดีเอ็นเอสาย 
สั้น ๆ (short oligo fragments) น้ ามันมิเนอรัล (mineral oil) เอนไซม์จากการท า PCR รวมไปถึงสี
ย้อมที่เหลืออยู่และเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) 
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