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บทคัดย่อ 

การศึกษาคร้ังน้ีมีจุดประสงค์เพ่ือแยกแบคเทอริโอเฟจของเช้ือ Escherichia coli และทำ
ให้บริสุทธิ์จากตัวอย่างในส่ิงแวดล้อมและบริเวณโดยรอบ และเพ่ือศึกษาการเพ่ิมจำนวนของแบคเทอริ
โอเฟจ เน่ืองจากในปัจจุบันเช้ือ Escherichia coli เป็นเช้ือตัวสำคัญที่เกิดการดื้อยาและแพร่กระจาย
ออกไปเป็นวงกว้างจึงเป็นสาเหตุทำให้การศึกษาครั ้ งนี ้สนใจที ่จะนำแบคเทอริโอเฟจของเ ช้ือ 
Escherichia coli มาศึกษาการศึกษาครั ้งน้ีได้เลือกแบคเทอริโอเฟจไลติกที ่แยกได้ด ้วยการเก็บ
ตัวอย่างที่เป็นของเหลวจากตัวอย่างน้ำเสียจากท่อระบายน้ำ (บริเวณหน้าตึกจุฬาภรณ์ 1) นำมาคัด
แยกและทำให้บริสุทธิ์ โดยการเก็บตัวอย่างของเหลวมาประมาณ 50 ml จากน้ันนำไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนใสกรองด้วยตัวกรอง 0.45 µm นำ Filtrate ที่
ได ้ไป Enrichment ด้วยอาหาร 2X LB ที่เสริมด้วย 1mM CaCl2  เป็นเวลา 14 วัน เลือก Single 
clear plaque มา 3 isolates จากน้ันนำไปทำให้บริสุทธิ์ด้วย วิธี Picking plaques 3 คร้ังจะถือว่าพ
ลาคนั ้นบริสุทิ์  ซึ ่งการศึกษาครั ้งนี ้เลือกพลาคที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 1.48 มิลลิเมตรและมี
ลักษณะเป็นวงใส (Clear plaque) จากไอโซเลท จภ1บี มาศึกษา One-step growth cruve ด้วย
การใช้ MOI 0.01 เป็นเวลา 10 นาทีหลังจากน้ันนำไป Dilute culture 100 เท่า ด้วยอาหาร LB ที่
เสริมด้วย 1mM CaCl2 โดยเก็บ Co-culture 1 ml. ทุกๆ 10 นาที เป็นเวลา 250 นาที พบว่า Latent 
period, Rise period, Burst size ที่ได้มีค่าเท่ากับ 30 นาที, 140 นาที และ 2.6 x 104 particle/cell. 
ตามลำดับ การศึกษาคร้ังน้ีทำให้ทราบว่าอาหารที่เสริมด้วย CaCl2 ส่งผลให้จำนวนแบคเทอริโอเฟจ
น้ันสามารถเพ่ิมขึ้นต่อมิลลิลิตร (PFU/ml) และทราบถึงวิธีการแยกแบคเทอริโอเฟจและทำให้บริสุทธิ์
จากตัวอย่างในส่ิงแวดล้อมและบริเวณโดยรอบ เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการแยกแบคเทอริโอเฟจซ่ึงที่จะ
สามารถนำมาใช้ต่อไปในอนาคต 

คำสำคัญ : แบคเทอริโอเฟจ, พลาค, แบคเทอริโอเฟจไลติก, เช้ือ Escherichia coli, ส่ิงแวดล้อม,  
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Abstract 
 

The aim of this study was to isolate and purify Escherichia coli bacteriophages 
from Sewages and its Environmental Area andand to study the One-step growth curve 
of bacteriophages. Because at present Escherichia coli is an important bacteria that 
has developed drug resistance and has spread widely 

This is the reason why this study is interested in bringing Escherichia coli 
bacteriophages to study. The lytic bacteriophages were selected by collecting liquid 
samples from sewer wastewater samples. (In front of Chulabhorn Building 1) were 
isolated and purified. By collecting approximately 50 ml of liquid sample, then 
centrifuging at 10,000 rpm for 10 minutes, filtering the Supernatant with a 0.45 µm 
filter, then taking the filtrate to be enriched with 2X LB medium supplemented with 
1mM CaCl2 . After 14 days, select 3 single clear plaque isolates and then purify them 
by Picking plaques 3 times to consider the plaque as pure. This study selected plaque 
with a diameter of 1.48 mm and having the characteristics Clear plaque from isolate 
จภ1B was studied as a one-step growth cruve using an MOI of 0.01, incubated for 10 
minutes and Dilute culture with LB medium (supplemented with 1mM CaCl2) by 
collecting 1 ml. of Co-culture every 10 minutes for 250 minutes. It was found that 
during the latent period, Rise period, Burst size were equal to 30 minutes, 140 minutes 
and 3.9 x 104 particle/cell. Accordingly, this study revealed that media with 
supplemental CaCl2 resulted in an increase in plaque forming unit per milliliters 
(PFU/ml). and know how to isolate and purify the bacteriophage from Sewages and its 
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Environmental Area. To be used as a guideline for isolation bacteriophages that can 
be used in the future. 

Keywords : Bacteriophage, Plaque, lytic phage, Escherichia coli, Environment 
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กิตติกรรมประกาศ  
 

 โครงงานพิเศษฉบับน้ีสำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี เน่ืองมาจากความกรุณาและความร่วมมือของ  
ทุก ๆ ท่าน โดยได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร.วิมลมาศ บุญมี และ ผศ.ดร.สมพิศ  สอนโยธา ซ่ึงเป็น
ทั ้งอาจารย์ที่ปรึกษา และกรรมการให้แก่ผู้ทำการวิจัย โดยให้ความช่วยเหลือ ให้คำปรึกษา และ
แนะนำแนวทางที่เป็นประโยชน์ต่อการศึกษางานวิจัยฉบับน้ีเป็นอย่างมาก นอกจากน้ียังช่วยตรวจทาน
โครงงานพิเศษฉบับน้ีให้แก่ผู้วิจัย ทำให้ผู้วิจัยสามารถดำเนินงานวิจัยจนสำเร็จได้ ขอขอบพระคุณเป็น
อย่างสูงไว้ ณ โอกาสน้ี 
 

ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.เชิดศักดิ์  มณีรัตนรุ่งโรจน์ ที่กรุณารับเป็นประธานกรรมการในการ
ตรวจสอบโครงงานพิเศษฉบับน้ี อีกทั้งยังให้ข้อเสนอแนะ และปรับปรุงให้โครงงานพิเศษฉบับน้ีมีความ
สมบูรณ์มากยิ่งขึ้น 
 
 และขอขอบพระคุณความช่วยเหลือจากนักวิทยาศาสตร์ ภาควิชาชีววิทยา ที ่ได ้ช่วยแนะนำ
เก่ียวกับการใช้เคร่ืองมือในงานวิจัย และให้ความช่วยเหลือด้านอุปกรณ์วิทยาศาสตร์ในการทดลอง ทำ
ให้ผู้วิจัยสามารถดำเนินการหดลองจนสำเร็จลงได้ คณะผู้ทำการวิจัยขอขอบพระคุณทุกท่าน ที่ให้การ
สนับสนุน และให้กำลังใจผู้วิจัย ซ่ึงเป็นแรงผลักดันที่สำคัญที่ทำให้โครงงานพิเศษฉบับน้ีสามารถสำเร็จ
ได้อย่างสมบูรณ์ 
 

  
ชนาภัทร เจาฑาฑิต 

      นพฤทธิ์ อาจคงหาญ 
 

 
 
 
 
 

  
 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



จ 
 

 

สารบัญ 
หน้า 

บทคัดย่อ ................................................................................................................................................ ก 

Abstract ................................................................................................................................................ ข 

กิตติกรรมประกาศ .................................................................................................................................. ง 

สารบัญ ................................................................................................................................................... จ 

สารบัญตาราง......................................................................................................................................... ซ 

สารบัญรูป ............................................................................................................................................. ฌ 

บทที่ 1 บทนำ ....................................................................................................................................... 1 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา......................................................................... 1 

1.2 วตัถุประสงค์ของงานวิจัย ................................................................................................ 2 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย ....................................................................................................... 3 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ .............................................................................................. 3 

บทที่ 2 ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง............................................................................................... 4 

2.1 เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli .................................................................................... 4 

2.1.1 ลักษณะทั่วไปของเช้ือ Escherichia coli ............................................................ 4 

2.1.2 นิเวศวิทยาของเช้ือ Escherichia coli ................................................................. 5 

2.1.3 การจัดจำแนกเช้ือ Escherichia coli .................................................................. 5 

2.1.4 การก่อโรคของเช้ือ Escherichia coli.................................................................. 6 

2.1.5 การแยกเช้ือ Escherichia coli ............................................................................ 8 

2.2 Bacteriophage ............................................................................................................ 11 

2.2.1 ความสำคัญและการจำแนกชนิด ........................................................................ 11 

2.2.2 นิเวศวิทยาของ Bacteriophage........................................................................ 11 

2.2.3 สัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ ..................................................................... 12 

2.2.4 Life cycle of bacteriophage......................................................................... 13 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ฉ 
 

 

2.2.5 กลไกของ Lytic phage ในการทำลายแบคทีเรีย .............................................. 14 

2.2.6 การทำ Plaque assay ....................................................................................... 15 

2.2.7 One-step growth curve................................................................................. 15 

2.3 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง ........................................................................................................ 16 

บทที่ 3 วิธีการดำเนินงานวิจัย .......................................................................................................... 37 

3.1 เคร่ืองมือ ........................................................................................................................ 37 

3.2 อุปกรณ์ .......................................................................................................................... 38 

3.3 สารเคมี .......................................................................................................................... 38 

3.4 อาหารเล้ียงเช้ือ .............................................................................................................. 39 

3.5 เช้ือจุลินทรีย์................................................................................................................... 39 

3.6 วิธทีดลอง ....................................................................................................................... 39 

3.6.1 ขั้นตอนการเตรียมหัวเช้ือของแบคทีเรีย Escherichia coli .............................. 39 

3.6.2 การเก็บตัวอย่าง .................................................................................................. 39 

3.6.3 Phage Extraction ............................................................................................. 39 

3.6.4 ขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย (Enrichment phage)

 ....................................................................................................................................... 40 

3.6.5 การทำ Double layer agar .............................................................................. 40 

3.6.6 การทำแบคเทอริโอเฟจให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี Picking plaques ............................ 40 

3.6.7 การชะและการเพ่ิมปริมาณแบคเทอริโอเฟจด้วยวิธี Phage lysate................. 41 

3.6.8 การศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่าง OD และ Viable cell count (CFU/ml) 41 

3.6.9 ทำ One-step growth curve (Wannasrichan, 2020) ................................ 41 

บทที่ 4 ผลการวิจัยและอภิปรายผล ................................................................................................. 43 

4.1 การแยกแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย Escherichia coli และการทำให้บริสุทธิ์..... 43 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ช 
 

 

4.2 การเพ่ิมจำนวนของแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย Escherichia coli ( One-step 

growth curve )................................................................................................................... 48 

บทที่ 5 สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ ........................................................................................ 51 

5.1 สรุปผลการวิจัย .............................................................................................................. 51 

5.2 ข้อเสนอแนะ .................................................................................................................. 51 

เอกสารอ้างอิง ...................................................................................................................................... 52 

ภาคผนวก............................................................................................................................................. 60 

ภาคผนวก ก ......................................................................................................................................... 61 

ภาคผนวก ข ......................................................................................................................................... 64 

ภาคผนวก ค ......................................................................................................................................... 65 

 
 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ซ 
 

 

สารบัญตาราง  

ตารางที่                                                                                                   หน้า 

2.1 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ Escherichia coli (Detroit, 1980)……………………………....9 
4.1 ผลการเกิดพลาคจากการสุ่มตัวอย่างของแข็งและของเหลว ....................................................... 43 

4.2 แสดงจำนวนการเกิดพลาคของแบคเทอริโอเฟจไลเซจ ............................................................... 48 

ข-1 แสดงผลความสัมพันธ์ระหว่าง OD และ Viable cell count (CFU/ml) ของ เช้ือ E.coli  ... 60 

ค-1 แสดงผล One-step growth curve .......................................................................................... 65 

ค-2 แสดงผล One-step growth curve (ต่อ) ................................................................................. 66 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ฌ 
 

 

สารบัญรูป 
รูปที ่ หน้า 
รูปที่ 2.1 แบคทีเรีย E. coli บนอาหาร Eosin methylene blue agar ........................................... 4 

รูปที่ 2.2 แอนติเจนของ E. coli ........................................................................................................... 6 

รูปที่ 2.3 การศึกษาในหลอดทดลองและอาจไม่ได้สะท้อนถึงอาการที่เกิดขึ้นในมนุษย์ที่ติดเช้ืออย่าง
สมบูรณ์ ..................................................................................................................................................... 7 

รูปที่ 2.4 โครงสร้างของแบคเทอริโอเฟจ T4 ..................................................................................... 12 

รูปที่ 2.5 lytic and lysogenic cycle .............................................................................................. 13 

รูปที่ 2.6 Lytic phage ....................................................................................................................... 14 

รูปที่ 2.7 plaque assay .................................................................................................................... 15 

รูปที ่2.8 one-step growth curve ................................................................................................. 16 

รูปที่ 4.1 ตัวอย่างน้ำจากท่อระบายน้ำ (บริเวณหน้าตึกจุฬาภรณ์ 1) ที่ผ่านการ Enrichment เป็น
เวลา 10 วัน ............................................................................................................................................ 45 

รูปที่ 4.2, 4.3 และ 4.4 พลาคที่บริสุทธิ์แล้วของไอโซเลท จภ1เอ, จภ1บี และจภ1ซี ตามลำดับ .. 47 

รูปที่ 4.5 เช็ค Activity ของเฟจไลเซจ ณ วันที่ 1 พบปริมาณแบคเทอริโอเฟจเท่ากับ 1.2 x 105 

PFU/ml. ................................................................................................................................................. 48 

รูปที่ 4.7 One-step growth curve ของแบคเทอริโอเฟจ E. coli ................................................. 50 

รูปที่ ข-1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง OD600 nm.และ Viable cell count (CFU/ml) ของ 
เช้ือ E.coli ............................................................................................................................................... 64 

 

  
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทที่ 1 

บทนำ  
 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา  
เน่ืองจากในปัจจุบันแบคทีเรียเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะเป็นจำนวนมาก ส่วนใหญ่มาจากวิธีการใช้

ยาปฏิชีวนะที่ไม่ถูกวิธีและขาดความรับผิดชอบในทางเกษตรกรรม เช่น การใช้ยาปฏิชีวนะในฟาร์มปศุ
สัตว์ที่ผิดวิธีและการใช้อย่างขาดความรู้ความเข้าใจถึงผลกระทบที่จะตามมา ทำให้เช้ือดื้อยาเล็ดลอด
ออกมาจากฟาร์มพร้อมกับน้ำเสียและแล้วปนเปื้อนลงสู่แหล่งดิน แหล่งน้ำซ่ึงในแต่ละปีคนไทยติดเช้ือ
ดื ้อยาประมาณปีละประมาณ 88,000 คน และเสียชีว ิตจากเชื ้อดื ้อยาอย่างน้อยปีละ 20,000 -
38,000 คน ส่งผลให้ทุก 15 นาที มีคนไทย 1 คนตายเพราะเชื ้อดื ้อยา คิดเป็นการสูญเสียทาง
เศรษฐกิจถึง 46,000 ล้านบาท อีกทั้งการเพ่ิมขึ้นของประชากรทำให้เช้ือดื้อยาปฏิชีวนะแพร่กระจาย
ออกไปได้อย่างรวดเร็วยิ่งขึ้น ในปี พ.ศ.2560 World Health Organization (WHO) ประกาศรายช่ือ
เช้ือแบคทีเรียดื้อยาปฏิชีวนะที่ต้องการยาปฏิชีวนะชนิดใหม่มากำจัดอย่างเร่งด่วนซ่ึง 3 อันดับแรกน้ัน
ไ ด ้ แ ก ่  A c i n e t o b a c t e r  b a u m a n n i i ,  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  แ ล ะ 
Enterobacteriaceae (รวมถึง Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Serratia sp., และ 
Proteus sp.) (WHO, 2017) และยังมีการพยากรณ์ว่าในปี พ.ศ.2593 อาจมีผู้เสียชีวิตด้วยสาเหตุการ
ติดเช้ือดื้อยาปฏิชีวนะเพ่ิมสูงขึ้นถึงปีละ 10 ล้านคน (Anderson, 2023) การแพทย์ปัจจุบันจึงหันมา
สนใจการใช้วิธีการรักษาด้วยแบคเทอริโอแบคเทอริโอเฟจ (Phage therapy) มากขึ้นเน่ืองด้วยการหา
ยาปฏิชีวนะตัวใหม่น้ันหายากและใช้ต้นทุนสูง (Reardon, 2014) การรักษาด้วย Phage therapy มี
ข้อดีเหนือกว่าการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะอยู ่หลายประการ เช่นแบคเทอริโอเฟจมีความจำเพาะต่อ
โฮสต์สูงกว่ายาปฏิชีวนะมักมีการยับยั้งแบบ Broad-spectrum inhibition จึงสามารถช่วยลดการเกิด 
Secondary infection จากเช้ือเดิมนอกจากน้ีต้นทุนยังถูกกว่าการรักษาโดยยาปฏิชีวนะทั่วไป และไม่
เกิดอาการแพ้ต่อผู้เข้ารับการรักษา (Side-effect) การที่แบคทีเรียก่อโรคมีโอกาสดื้อต่อแบคเทอริ
โอเฟจเป็นไปได้ก็จริงอยู่ แต่จากงานวิจัยของคุณอัลตามิราโน (Altamirano et al, 2021) แสดงให้
เห็นว่าแบคทีเรียหลังจากเกิดการดื้อต่อแบคเทอริโอเฟจขึ้นมาแล้ว มักส่งผลทำให้แบคทีเรียตัว น้ัน
อ่อนแอลง ไวต่อยาปฏิชีวนะมากขึ้น ปริมาณการสร้างไบโอฟิล์มก็ลดลงอย่างมีนัยสำคัญด้วยกันทั้งส้ิน 
หรือกล่าวได้ว ่าความสามารถในการก่อโรคของแบคทีเรียนั ่นก็ลดลงด้วยเช่นกัน การใช้ Phage 
therapy จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงที่น่าสนใจและอาจเป็นทางออกอีกทางหน่ึงในอนาคตสำหรับต่อสู้กับ
ปัญหาเช้ือแบคทีเรียดื้อยาปฏิชีวนะ (Abo-elmaaty et al., 2016) 
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แบคเทอริโอเฟจหรือเฟจ (Bacteriophages/ phage) น่ันสามารถพบได้ทั่วไปในส่ิงแวดล้อมและ
ง่ายต่อการค้นพบมากกว่า จากคำกล่าวที่ว่าที่ใดมีแบคทีเรียที่น่ันมีแบคเทอริโอเฟจ แบคเทอริโอเฟจ
น้ันไม่มีคุณสมบัติที่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ สัตว์ และพืช เน่ืองจากการเข้าไปทำการติดเช้ือโดยแบคเทอ
ริโอเฟจจะจำเพาะเจาะจงกับเซลล์เจ้าบ้าน (Host) 

น่ันคือแบคทีเรียเพียงเท่าน้ัน (Häusler, 2008) d’Herelle ได้ให้นิยามความหมายของแบคเทอริ
โอเฟจไว้ว่าเป็น Bacteria eater (Adams, 1959) 

จากการวิจัยกลุ่มแบคทีเรียที่ดื้อยาปฏิชีวนะ ESKAPE หน่ึงในน้ันมีแบคทีเรีย E. coli ที่พบว่าเกิด
การดื้อยามากที่สุดร้อยละ 12.7 จากการนำเลือดของผู้ป่วยที่นอนโรงพยาบาลมาวิเคราะห์ (Jiraporn 
et al., 2018) การติดเช้ือแบคทีเรีย E. coli มีสาเหตุมาจากติดต่อจากผู้ป่วยได้โดยตรง (Person to 
person contact) หรือติดเช้ือมากับส่ิงบริโภค อุปโภค โดยอาการหลังติดเช้ือมีกระทั่งไม่แสดงอาการ
ไปจนถึงมีอาการรุนแรง ถึงขั้นมีอาการปวดบิด ขับถ่ายปนเลือดและมีอาการแทรกซ้อนจากการเกิด
กลุ่มอาการเม็ดเลือดแดงแตกถึงขึ้นทำให้ไตวายและเสียชีวิตได้ (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2557 ) 
ปี พ.ศ. 2562  มีการตรวจพบอาหารที่ปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์เกินมาตราฐานโดยเช้ือส่วนใหญ่ที่พบคือ 
E. coli และอาหารส่วนใหญ่ที่ตรวจพบเช้ือชนิดน้ีคืออาหารประเภทริมบาทวิถีซ่ึงคนไทยส่วนใหญ่น้ัน
นิยมบริโภคกัน ทำให้โรคท้องร่วงจากแบคทีเรีย E. coli ยังคงเป็นโรคติดเช้ืออันดับต้นๆของคนไทย 
(กองทุนสนับสนุนการสร้างเสริมสุขภาพ, 2562) ในการวิจัยของคุณซาห์ราและคณะ (Chegini et al., 
2021) กล่าวว่า ปัญหาอุปสรรคสำคัญที่มีผลในการรักษาด้วยแบคเทอริโอเฟจให้ประสบผลสำเร็จได้
นั ้นคือ แบคเทอริโอเฟจมีช่วงโฮสต์ (Host range) ที ่ค ่อนข้างจำกัด นอกจากนี ้ยังมีข้อกำจัดทาง
สภาพแวดล้อมอ่ืนๆในการใช้แบคเทอริโอเฟจอยู่อีกอาทิเช่น อุณหภูมิ ความช้ืน ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
หรือการได้รับรังสียูวี เป็นต้น (Abo-elmaaty, 2016) 

ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือแยกแบคเทอริโอเฟคของแบคทีเรีย E. coli และทำให้
บริสุทธิ์จากตัวอย่างส่ิงปฏิกูลและบริเวณส่ิงแวดล้อมโดยรอบ ศึกษาการเพ่ิมจำนวนของแบคเทอริ
โอเฟจที่แยกได้จากตัวอย่างจากส่ิงปฏิกูลและบริเวณส่ิงแวดล้อมโดยรอบ เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการ
แยกแบคเทอริโอเฟจซ่ึงที่จะสามารถนำมาใช้ต่อไปในอนาคต 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย   
1) เพ่ือแยกแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย E. coli และทำให้แบคเทอริโอเฟจน้ันบริสุทธิ์จาก

ตัวอย่างในส่ิงแวดล้อมและบริเวณโดยรอบ 
2) เพ่ือศึกษาการเพ่ิมจำนวน (One-step growth curve) ของแบคเทอริโอเฟจ E. coli จาก

ตัวอย่างในส่ิงแวดล้อมและบริเวณโดยรอบ 
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1.3 ขอบเขตของงานวิจัย   
1) การแยกแบคเทอริโอเฟจของ E. coli และการทำให้แบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์จากตัวอย่างในส่ิง

และบริเวณโดยรอบ เช่น จากแหล่งดินในฟาร์มปศุสัตว์, แหล่งน้ำเสียจากชุมชน, มูลของสัตว์เลือดอุ่น 
2) ศึกษาการเพ่ิมจำนวนแบคเทอริโอเฟจของ E. coli (One-step growth curve) และ

พารามิเตอร์ที่เก่ียวข้อง ได้แก่ Latent period, Rise period และ Burst size 
 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  
1) ทราบถึงแนวทางการแยกแบคเทอริโอเฟจของ E. coli และการทำให้แบคเทอริโอเฟจ 

บริสุทธิ์จากตัวอย่างในส่ิงแวดล้อมและบริเวณโดยรอบ 
2) ทราบถึงกระบวนที่ใช้เพ่ิมจำนวนของแบคเทอริโอเฟจ E. coli จากตัวอย่างส่ิงแวดล้อมและ

บริเวณโดยรอบ 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทที่ 2  

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

2.1 เชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli 
2.1.1 ลักษณะทั่วไปของเช้ือ Escherichia coli 

Escherichia coli หรือ E.coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) 
รูปร่างเป็นแท่ง (Rod shape) เคลื ่อนที ่ได ้หรือบางชนิดเคลื ่อนที ่ไม่ได ้ ถ้าเลี ้ยงไว้ใหม่ ๆ จะมี
ลักษณะ Coccobacilli ซ่ึงเป็นแท่งที่มีลักษณะส้ันและอ้วน หรือมีลักษณะโคโลนีกลมๆโค้งนูน ขอบ
เรียบและมีขอบชัดเจน แต่เมื่อเล้ียงไว้นานจะเป็นแท่งที่ยาวขึ้นทั้งน้ีลักษณะรูปร่างจะขึ้นอยู่กับอาหาร
เล้ียงเช้ือ ไม่สร้างสปอร์เป็น Facultative anaerobe คือเจริญได้ทั้งที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน 
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 37 °C แต่สามารถเจริญที่ 45 °C ชอบเจริญที่อุณหภูมิปานกลาง 
ได้ pH ที่เหมาะสมในการเจริญคือ 6.8 - 7.5  อยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae สกุล Escherichia 
เป็นเช้ือจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียโคลิฟอร์มซ่ึงบ่งช้ีถึงการปนเปื้อนจากส่ิงขับถ่าย ชนิดที่ 35 สำคัญคือ 
E. coli เช้ือชนิดน้ีบางสายพันธุ์ทำให้อาหารเสียและบางสายพันธุ์ทำให้เกิดโรค หลายสายพันธุ์ไม่ก่อ
โรค พบในดิน น้ำ บนพืช ในทางเดินอาหารของคน สัตว์เลือดอุ ่น นก และในอาหารหลาย ชนิด
โดยเฉพาะอาหารจำพวกผลิตภัณฑ์เน้ือที่มีการสัมผัสโดยคน เช้ือน้ีไม่ทนความร้อน การที่พบ E. coli 
ในอาหารที่ผ่านความร้อนโดยการพาสเจอร์ไรส์หรือทำให้สุกแล้ว ช้ีให้เห็นถึงการปนเปื้อนอีกคร้ัง หลัง
ผ่านความร้อน (recontamination) ดังน้ันจึงใช้ E. coli เป็นจุลินทรีย์ดัชนี (indicator organism) 
บ่งช้ีถึงสุขลักษณะที่ดีในการผลิตอาหารโดยเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่มฟิคอลโคลิฟอร์ม (fecal coliform) 
(Food Network Solution, 2014) 

 

รูปที่ 2.1 แบคทีเรีย E. coli บนอาหาร Eosin methylene blue agar 
ที่มา: Aryal, 2020 
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https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1542/gram-negative-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9A
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1980/enterobacteriaceae
https://microbenotes.com/author/sagar-aryal/
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2.1.2 นิเวศวิทยาของเช้ือ Escherichia coli  
Escherichia coli เป็นเช้ือแบคทีเรียประจำถิ่นที่สามารถพบได้ในลำไส้ของคนและ

สัตว์เลือดอุ่น ปกติไม่ทำอันตรายหรือก่อโรคร้ายแรงเมื่ออยู่ในลำไส้ที่ย่อยอาหารปกติ แต่เมื่อใดที่เช้ือ
รุกล้ำเข้าสู่ระบบต่างๆของร่างกายจะทำให้เกิดโรคได้ โดยที่พบบ่อยในคน ได้แก่ โรคติดเช้ือในทางเดิน
ปัสสาวะและโรคท้องเดิน  สำหรับโรคติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะมักพบในผู้หญิง โดยได้รับเช้ือจาก
ทางเดินอาหารที่ปนเปื้อนอยู่บริเวณปากท่อปัสสาวะ และโรคท้องเดิน ได้รับเช้ือจากการรับประทาน
อาหาร หรือน้ำที่ปนเปื้อนเช้ือ  โดยปกติสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรคท้องเดินส่วนใหญ่ น้ันจะก่อโรคไม่
รุนแรงและสามารถหายเองได้ แต่ก็มีบางสายพันธุ์ส่วนน้อยที่สามารถทำให้เกิดอาการรุนแรงได้ เช่น 
ถ่ายอุจจาระเป็นมูลเลือด ถ่ายอุจจาระมีเลือดปน ถ่ายอุจจาระมากจนเกิดภาวะขาดน้ำหรือไตวายได้ 
(Mahidol, 2019) 
 

2.1.3 การจัดจำแนกเช้ือ Escherichia coli  
Escherichia coli อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 37 °C แต่สามารถเจริญที่ 45 

°C ได ้  pH ท ี ่ เหมาะสมในการเจร ิญค ือ 6 .8 - 7 .5   อนุกรมว ิธานของเช ื ้ ออย ู ่ ใ นคล าส 
Gammaproteobacteria ในวงศ์ Enterobacteriaceae สกุล Escherichia มีค่า water  activity 
aw = 0.95 สมบัติทางชีวเคมีของเช้ือ E. coli แสดงในตารางที่ 7.9 ประมาณร้อยละ 99 ของสายพันธุ์ 
ทั้งหมดของ E. coli มีรูปแบบของปฏิกิริยา IMVIC (indole, methyl red, Voges-Proskauer และ 
citrate เป็น +++ (blotype 1) ส่วนที่เหลือมีรูปแบบของปฏิกิริยาเป็น ++-- (biotype 2) ซ่ึงแตกต่าง
จาก Enterobacter sp. และ Klebsiella sp.ซ่ึงให้ผลเป็น - + + สำหรับอาหารเล้ียงเช้ือที่ใช้ในการ
จำแนกเช้ือ ในวงศ์ Enterobacteriaceae เบื้องต้นน้ันนิยมใช้คุณสมบัติการหมักน้ำตาลที่แตกต่างกัน
ของเช้ือ โดยเฉพาะอย่างยิ่งน้ำตาล lactose นอกจากน้ียังสามารถตรวจหาเช้ือ E. coli ได้ด้วยวิธีทาง
โมเลกุล ซ่ึงใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะเข้าไปจับดีเอ็นเอต้นแบบ (Tille, 2014) 

การจำแนกชนิดด้วยวิธีทางซีโรวิทยา สายพันธุ์ของที่ก่อโรคสามารถจำแนกได้ด้วยวิธี
ทางวิทยาเช่นเดียวกับ Enterobacteria ชนิดอ่ืน สำหรับเช้ือ E. coli จนถึงปัจจุบันได้พบถึงมากกว่า 
200 โอโรไทป์ (O serotype) เน่ืองจากแฟลกเจลลาโปรตีนมีความแตกต่างน้อยกว่า carbohydrate 
side chains ที่ทำ ให้เกิดเป็น O groups จึงทำให้มี H antigenic type น้อยกว่ามาก (ประมาณ 30) 
(Tille, 2014) 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1980/enterobacteriaceae
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รูปที่ 2.2 แอนติเจนของ E. coli 
ที่มา: Caractéra, 2004 

แอนติเจนของ E. coli มีอยู่หลายชนิด คือ Somatic antigen (O-antigen) เป็นสารประกอบ 
lipopolysaccharide พบอยู่ในช้ันของผนังเซลล์ มีคุณสมบัติทนความร้อนถึง 121 °Cทนกรดอ่อน
และแอลกอฮอล์ 

Capsule antigen (K-antigen) เป็นสารประกอบ polysaccharide มักพบห่อหุ้ม ความ
คิดเห็น 656 เซลล์ เช่น capsule, fimbriae ที่หุ้มตัวแบคทีเรีย 

Flagella antigen (H-antigen) เป็นส่วนของแฟลกเจลลาประกอบด้วยโปรตีนที ่เรียกว่า 
flagellin ถูกทำลายที่อุณหภูมิ 100 °C สายพันธุ์ที่ไม่เคล่ือนที่ไม่พบ H-antigen  

O, K และ H antigens มีคุณสมบัติทางกายภาพและภูมิคุ้มกันวิทยาที่แตกต่างกัน ดังน้ันใน
การจำแนก serotype ของเช้ือรวมถึงการตรวจสอบทางระบาดวิทยาสามารถใช้เเอนติเจนเหล่าน้ีบ่งช้ี 
(Tille, 2014) 

2.1.4 การกอ่โรคของเช้ือ Escherichia coli  
กลุ่มทีมีความรุนแรง เมื่อพิจารณาคุณลักษณะการก่อโรค Serological groupings 

สามารถแบ่ง E. coli มีความ รุนแรงในการก่อโรคได้เป็น 6 กลุ ่ม คือ 1) Enteroaggregative 
(EAggEC) 2) Enterohemorrhagic (EHEC) 3) Enteroinvasive (EIEC) 4) Enteropathogenic 
(EPEC) และ 5) Enterotoxigenic (ETEC) โดยจากการศึกษาค้นหาพบสายพันธุ์ของเช้ือ Escherichia 
coli  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

http://www.caractera.com/


7 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที ่ 2.3 การศึกษาในหลอดทดลองและอาจไม่ได้สะท้อนถึงอาการที่เกิดขึ้นในมนุษย์ที่ติด เช้ือ

อย่างสมบูรณ์ a. EPEC ยึดติดกับ Enterocytes ของล ำไส้เล็ก แต่ท ำลำย  microvillar ปกติ ท ำให้เกิด
ลักษณะกำรเกำะติดและดิ้นกำรหลุดของแผล  ควำมผิดปกติของโครงกระดูกจะมำพร้อมกับกำร
ตอบสนองต่อกำรอักเสบและอำกำรทอ้งเสีย 1. กำรยึดเกำะเริ่มตน้ 2. กำรโอนยำ้ยโปรตีนตำมกำรหลั่ง
ประเภท III 3. กำรสร้ำงฐำน b. EHEC ยังกระตุ้นให้เกิดแผลเกำะติดและหลุดออกไปแต่ในล ำ ไส้
ใหญ่ คุณลักษณะที่โดดเด่นของ EHEC คือกำรสร้ำงสำรพิษ Shiga  ซ่ึงกำรดูดซึมอย่ำงเป็นระบบซ่ึง
น ำไปสู่ภำวะแทรกซอ้นที่อำจเป็นอันตรำยถึงชีวิตได ้ c. ETEC ยึดติดกับเอนเทอโรไซตข์องล ำไสเ้ล็กและ
ท ำใหเ้กิดอำกำรทอ้งเสียเป็นน ำ้โดยกำรหลั่งของเอนเทอโรทอกซินที่เกิดจำกควำมรอ้น และ/หรือเอนเทอ
โรทอกซินที่คงควำมรอ้น d. EAEC ยึดติดกับเยื่อบุล ำไสเ้ล็กและล ำไสใ้หญ่ในไบโอฟิลม์หนำ และอธิบำย
รำยละเอียดสำรคัดหลั่งเอนเทอโรทอกซินและไซโตทอกซิน e. EIEC บุกรุกเซลลเ์ยื่อบุผิวล ำไส ้แยกฟำโก
โซม และเคลื่อนผ่ำนเซลลโ์ดยกำรสร้ำงนิวเคลียสไมโครฟิลำเมนต์แอกติน  แบคทีเรียอำจเคลื่อนที่ไป
ทำงดำ้นขำ้งผ่ำนเยื่อบุผิวโดยกำรแพร่กระจำยจำกเซลลส์ู่เซลลโ์ดยตรง หรืออำจออกและกลับเขำ้ไปใน
พลำสมำเมมเบรนดำ้นขำ้งเบโซ f. DAEC กระตุน้ใหเ้กิดผลกำรถ่ำยทอดสัญญำณที่มีลักษณะเฉพำะใน
เอนเทอโรไซต์ของล ำไสเ้ล็ก ซ่ึงแสดงออกมำเป็นกำรเจริญเติบโตของส่วนยื่นคล้ำยเซลล์ที่มีลักษณะ
คลำ้ยนิว้ยำว ซ่ึงพันรอบแบคทีเรีย AAF, fimbriae กำรยึดเกำะแบบรวม 

ที่มา: Kaper et al, 2004 

Escherichia coli (เป็นสาเหตุของการติดเช้ือนอกลำไส้) หลายชนิด, รวมทั้งเอนโดท็อกซิน, 
เป็นขนพิลไลผลิตแคปซูลที่สื ่อกลางในการยึดติดเจ้าบ้าน การติดเชื ้อแบคทีเรียทางเดินปัสสาวะ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

https://www.nature.com/articles/nrmicro818#auth-James_B_-Kaper-Aff1-Aff2
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แบคทีเรียในเลือด เยื่อหุ้มสมองอักเสบของทารกแรกเกิดและการติดเช้ือในโรงพยาบาลบริเวณอ่ืนๆ
ของร่างกาย สาเหตุที่พบบ่อยที่สุดคือ การติดเช้ือในโรงพยาบาล 

ETEC Enterotoxigenic E. coli (ETEC) ซ่ึงผลิตสารพิษที่แตกต่างกัน เป็นสาเหตุสำคัญของ
แบคทีเรียที่ทำให้เกิดอาการท้องร่วงในประเทศกำลังพัฒนา อาการท้องร่วงของเด็กและนักเดินทาง มี
ลักษณะถ่ายอุจจาระเป็นน้ำ เกิดจากการรับประทานอาหารและน้ำที่ปนเปื้อน 

Enterohaemorrhagic E. coli (EHEC), STEC or VTEC (STEC) ที่ผลิตสารพิษจาก shiga 
อีกหลายประเภท  ที่ทำให้เกิดความเจ็บป่วยในมนุษย์ บางคร้ังเรียกว่า "non-O157 STEC" (VTEC) ที่
ผลิตพิษเวโรไซโตทอกซินหรือ E. coli ที ่เกิดจากเอนเทอโรฮีโมริกาจิก  (EHEC) สายพันธุ ์ STEC 
สามารถทำให้เกิดการเจ็บป่วยร้ายแรงในมนุษย์โดยการผลิตสารพิษที่สามารถทำลายเยื่อบุลำไส้และไต
อย่างรุนแรง การติดเช้ือสายพันธุ์ STEC อาจทำให้เกิดภาวะแทรกซ้อนร้ายแรง เช่น กลุ่มอาการเม็ด
เลือดแดงแตก  (HUS) ซ่ึงบางคร้ังอาจทำให้เสียชีวิตได้ สารพิษคล้ายกับสารพิษ Shiga ที่ผลิตโดย 
Shigella dysenteriae มักเก่ียวข้องกับซีโรไทป์บางชนิด เช่น E. coli O157:H7 การอักเสบและการ
ตกเลือดของเยื่อเมือกของลำไส้ใหญ่ (เช่น อาการลำไส้ใหญ่บวมเป็นเลือดออก) สามารถอยู่ในกลุ่ม
อาการเม็ดเลือดแดงแตก-ยูรีมิก เป็นผลมาจากการรับประทานเน้ือดิบและน้ำนมดิบที่ไม่ปรุงสุกทำให้
เกิดสารพิษที่ไต 

Enteroinvasive E. coli (EIEC) ปัจจัยความรุนแรงไม่แน่นอนแต่พบส่ิงบุกรุก Entercytes ที่
เยื่อยุลำไส้ใหญ่ในลักษณะที่เกือบเหมือน Shigella โรคบิด (เน้ือร้าย,แผลและการอักเสบของลำไส้
ใหญ่) มักพบในเด็กเล็กที่อาศัยอยู่ในพ้ืนที่สุขาภิบาลไม่ดี 

Enteropathogenic  E. coli (EPEC) ทำให้เกิดอาการท้องเสียถาวร (นาน 2 สัปดาห์ขึ้นไป) 
แพร่กระจายสู่มนุษย์ผ่านทางน้ำที่ปนเปื้อนหรือสัมผัสกับสัตว์ที่ติดเช้ือ และพบได้ทั่วไปในประเทศ
กำลังพัฒนา โรคท้องร่วงในทารกในประเทศกำลังพัฒนาที่มีรายได้น้อยอาจทำให้อาการท้องเสียเร้ือรัง 

Diffusely adherent E. coli (DARC) อุจจาระร่วงจากเช้ือความสามารถในการก่อโรคของ
เช้ือ DAEC ยังไม่เป็นที่ยอมรับ เพราะผลจากการศึกษาเช้ือ DAEC ในผู้ป่วยและคนปกติในต่างภูมิภาค
ให้ผลการทดลองที่ขัดแย้งกันในความสามารถก่อโรคของเช้ือ เพาะแยกเช้ือ E. coli จากอุจจาระ นำ
เช้ือมาทดสอบการเกาะติดแบบ diffusely adherence กับเซลล์เพาะเล้ียง HEp-2 หรือ HeLa ซ่ึง
เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวินิจฉัยเช้ือ DAEC 

Enteroaggregative E. coli (EAEC) อาจเก่ียวข้องกับการจับกับสารพิษที่มีลักษณะพิไลและ
คล้ายเฮโมลิซิน ไม่ทราบกลไกโรคที่แท้จริง ท้องเสียถ่ายอุจจาระเป็นน้ำซ่ึงในบางกรณีสามารถยืดเยื้อ
ได้แต่เป็นการส่งสัญญาณไม่ดีต่อร่างกาย (Holt et al., 1994) 
 

2.1.5 การแยกเช้ือ Escherichia coli  
Escherichia coli มีการหมักน้ำตาลแลคโตส เกิดการอินโดล ถ้าเล้ียงในอาหารเล้ียง

เช้ือ MacConkey agar (MAC) จะเกิดโคโลนีสีชมพูกับรอบโคโลนีสีชมพูเข้ม ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือ HE 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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หรือ Hektoen enteric agar (HEK) จะเกิดสีเหลืองเหมือนกับการเกิดโคโลนีเช้ือน้ีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
Xylose-lysine-deoxycholate agar (XLD) มีสีเหลืองเหมือนกัน อาหารเลี ้ยงเช ื ้อ Eosin 
methylene blue agar (EMB) จะหมักแลคโตสเกิดสีดำน้ำเงินและ metallic green sheet บน
อาหาร ส่วนตัวโคลิฟอร์มอ่ืนหมักเกิดโคโลนีสีชมพู (Tille, 2014) 

ตารางที่ 2.1 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ Escherichia coli (Detroit, 1980) 

การทดสอบ รายงานผล 
Indole + 
Methyl red + 
Motility V 
Voges Proskauer - 
Urea - 
Hydrogen Sulfide (TSI) - 
Gas from D-glucose + 
Lactose + 
Simmons’ citrate - 
Lysine decarboxylase +(V) 
Ornithine decarboxylase -(V) เกิดอาการ 
Arginine dihydrolase +(V) 

+ = ผลบวกมากกว่า 80 % 
- = ผลลบมากกว่า 80 % 

-(V) = สามารถเป็นไปได้ทางผลบวกมากกว่า 50 % 
+(V) = สามารถเป็นไปได้ทางผลลบมากกว่า 50 % 

 
การตรวจวิเคราะห์โคลิฟอร์มแบคทีเรียและฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย 

เน่ืองจากกลุ่มโคลิฟอร์มแบคทีเรียน้ีสามารถตรวจวัดได้ง่ายและปริมาณโคลิฟอร์มแบคทีเรีย
สามารถบ่งบอกปริมาณของแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่อาจก่อให้เกิดโรคได้ ส่วนฟีคอลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย 
(Fecal coliform bacteria) เป็นแบคทีเรียในกลุ่มของโคลิฟอร์ม แบคทีเรียที่ปนเปื้อนมาจากระบบ
ทางเดินอาหารโดยตรง แบคทีเรียพวกน้ีได้แก่ Escherichia coli (E. coli) ถ้าหากมีการตรวจพบในน้ำ 
แสดงว่าน้ำนั้นมีการปนเปื ้อนจากอุจจาระโดยตรงหรือโดยอ้อม โคลิฟอร์มแบคทีเรียสามารถย่อย 
Lactose ได้ที่อุณหภูมิ 35±0.5°C ให้ผลเป็นกรดและแก๊ส (อร, 2539) แต่เน่ืองจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน 
และยีสต์สามารถย่อย Lactose ได้เช่นเดียวกัน จึงทําการทดสอบ ยืนยันเพ่ือบ่งช้ีว่า เป็นโคลิฟอร์ม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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แบคทีเรีย หรือฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย โดยถ่ายเช้ือหรือของเหลวบางส่วนจาก อาหารเล้ียงเช้ือที่ เกิด
แก๊สลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Brilliant Green Lactose Bile Broth เพาะเช้ือที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5°C 
และ EC medium เพาะเช้ือที่อุณหภูมิ 44.5 + 0.2°C ทำให้แบคทีเรียชนิดอ่ืนและยีสต์จะถูกยับยั้ง 
ไม่ให้เจริญเติบโต แก๊สที่เกิดขึ้นในหลอดของอาหารเล้ียงเช้ือ Brilliant-Green Lactose Bile Broth 
จะเกิดจาก โคลิฟอร์มแบคทีเรียและแก๊สที่เกิดขึ้นในหลอดของอาหารเล้ียงเช้ือ EC medium จะเกิด
จากฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย จากน้ันนำจำนวนหลอดที่เกิดแก๊สเทียบหาโคลิฟอร์มแบคทีเรีย และฟี
คัลโคลิฟอร์มแบคทีเรียจาก ตารางดัชนี MPN (จุรีย์รัตน์, 2548) 

การทดสอบข้ันแรก (presumptive test) การทดสอบขั้นน้ีเป็นการตรวจ screen เบื้องต้น
เพ่ือจะแยกโคลิฟอร์มแบคทีเรีย ออกจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ในการทดสอบอาจใช้ระบบเล้ียงเช้ือแบบ 
3 หลอด หรือ แบบ 5 หลอด ที่ระดับความเจือจาง 3 การเจือจาง คือ จำนวนมิลลิลิตรของตัวอย่างที่
ต่างกันเป็นชุด ๆ ดังน้ี คือ 10 - 1 - 0.1 mg/L หรือ 1 - 0.1 - 0.01 mg/L หรือ 0.1 - 0.01 - 0.001 
mg/L ทั้งน้ีขึ้นอยู่กับความสกปรกของตัวอย่างน้ํา (จุรีย์รัตน์, 2548) 

การทดสอบข้ันยืนยัน (confirm test) เน่ืองจากการเกิดแก๊สในการทดสอบขั้นแรกยังไม่
สามารถช้ีชัด ได้ว่าแบคทีเรียที่อยู่ในตัวอย่างน้ำเป็นโคลิฟอร์มแบคทีเรียหรือฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย 
ดังน้ันจึงต้องทดสอบ ยืนยันโดยการถ่ายเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Brilliant Green Lactose Bile 
Broth เพาะเช้ือที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 °C เพ่ือทดสอบหาโคลิฟอร์มแบคทีเรีย และ EC medium เพาะ
เช้ือที่อุณหภูมิ 44.5 + 0.2 °C เพ่ือ ทดสอบหาฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย (จุรีย์รัตน์, 2548) 

การทำ completed test สำหรับตรวจหา E. coli ทำได้โดยเขี่ยเช้ือจากหลอดที่ให้ผลบวก
ในอาหาร EC broth มาลากลงบนอาหาร Levin's Eosin Methylene Blue (L-EMB) Agar บ่มที่
อุณหภูมิ 35 ± 0.5°C แล้วจึงตรวจดูลักษณะของโคโลนีจัดว่าเป็น E. coli (จุรีย์รัตน์, 2548) 

การคำนวณหาค่า MPN 1. การคำนวณหาปริมาณโคลิฟอร์มแบคทีเรีย โดยนําจํานวนหลอด
ที่ให้ผลบวกจากอาหารเล้ียงเช้ือ Brilliant Green Lactose Bile Broth มาเทียบค่า MPN จากตาราง 
MPN Index ปริมาณโคลิฟอร์ม แบคทีเรีย จะมีหน่วยเป็น MPN/100 ml ทั้งน้ีอนุกรมของตัวอย่าง
ต้องเท่ากับ 10 1.0 0.1 m 2. การคำนวณหาปริมาณฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรีย โดยนำจำนวนหลอดที่
ให้ผลบวกจากอาหารเลี้ยง เชื ้อ EC medium มาเทียบค่า MPN จากตาราง MPN Index Table 
ปริมาณฟีคัลโคลิฟอร์ม แบคทีเรียจะมี หน่วยเป็น MPN/100 mL. ทั้งน้ีอนุกรมของตัวอย่างต้องเท่ากับ 
10 1.0 0.1 ml กรณีที่ใช้อนุกรมของตัวอย่าง เท่ากับ 1.0 0.1 0.01 mL. ค่า MPN ที่ได้จะมีค่าเป็น 
10 เท่าของค่าที่อ่านได้จากตาราง หรือถ้าใช้อนุกรมของ ตัวอย่างเท่ากับ 0.1 0.01 0.001 mL ค่า 
MPN ที่ได้ จะมีค่าเป็น 100 เท่าของค่าที่อ่านได้จากตาราง เป็นต้น บางคร้ังจํานวนหลอดที่ให้ผลบวก
ไม่มีอยู่ในตาราง MPN Index จะต้องหาค่า MPN/100 mL โดยใช้สูตร (IMPACT, 2018) 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2 Bacteriophage  
2.2.1 ความสำคัญและการจำแนกชนิด 

คำว่า "แบคเทอริโอเฟจ" มาจากคำภาษากรีก phaegin ซ่ึงแปลว่า "กิน" เพราะแบคเทอริ
โอเฟจดูเหมือนจะ "กิน" แบคทีเรียเมื่อพวกมันติดเช้ือ ส่ิงน้ีไม่เป็นความจริงอย่างเคร่งครัด แม้ว่าแบ
คเทอริโอเฟจจำนวนมากจะนำส่วนประกอบของเซลล์กลับมาใช้ใหม่และรีไซเคิล และใช้ส่วนประกอบ
เหล่าน้ีเพ่ือสร้างตัวมันเองให้มากขึ้นก็ตาม โดยทั่วไป การติดเช้ือของเซลล์แบคทีเรียเซลล์เดียวโดยแบ
คเทอริโอเฟจเดี่ยวส่งผลให้เกิดการสร้างอนุภาคแบคเทอริโอเฟจรุ่นลูกหลานจำนวนมาก ส่ิงน้ีมาพร้อม
กับการสลายความสมบูรณ์ของเซลล์โดยสมบูรณ์ เรียกว่า lysis ซึ ่งจะปล่อยแบคเทอริโอเฟจใหม่
ออกมาเพ่ือให้สามารถกระจายและค้นหาเซลล์ใหม่ที่จะติดเช้ือได้ กระบวนการที่แบคเทอริโอเฟจสร้าง
อนุภาคแบคเทอริโอเฟจใหม่ผ่านการติดเช้ือและการสลายของเซลล์เจ้าบ้านเรียกว่าการเจริญเติบโต
ของไลติก  

ไวรัสของแบคทีเรียหรือแบคเทอริโอเฟจ คือไวรัสที่แพร่เช้ือไปยังโฮสต์ของแบคทีเรียและมี
คุณสมบัติเหมือนกันกับไวรัสทุกชนิด ประการแรก ไม่สามารถทำซ้ำได้ด้วยตัวเองพวกเขาต้องการโฮสต์
ของแบคทีเรียในการเพิ ่มจำนวนลูกหลาน โดยใช้ประโยชน์จากกลไกเซลล์ของโฮสต์ และเปลี ่ยน
เส้นทางไปสู่การเพ่ิมจำนวนลูกหลานของไวรัส ประการที่สอง เช่นเดียวกับไวรัสอ่ืนๆ แบคเทอริโอเฟจ
มีความเฉพาะเจาะจงสำหรับโฮสต์เฉพาะ ช่วงของโฮสต์สามารถจำกัดอยู่ที่แบคทีเรียสายพันธุ์เดียว 
หรืออาจขยายไปถึงแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ แม้กระทั่งจำพวกก็ได้ อย่างไรก็ตาม มีแบคเทอริโอเฟ
จเพียงไม่ก่ีชนิด (ถ้ามี) ที่มีช่วงโฮสต์ที่ครอบคลุมลำดับแบคทีเรียที่แตกต่างกัน และการมีระยะโฮสต์ที่
ครอบคลุมไฟลาต่างกันมีโอกาสน้อยกว่าด้วยซ้ำ (SEA-PHAGE, 2013) 

2.2.2 นิเวศวิทยาของ Bacteriophage 
ตามแนวคิดบริเวณที่มีแบคทีเรียเจ้าบ้านบริเวณน้ันจะมีแบคเทอริโอเฟจ ตามบริเวณดิน 

น้ำ ผู้ป่วย  โดยมีคุณสมบัติของไวรัส เป็นปรสิตภายในเซลล์ที่แท้จริงอาศัยในแบคทีเรีย โปรโตซัว ฟัง
ไจ สาหร่าย พืชและสัตว์ สามารถมีปฏิกิริยาได้เมื่อเข้าเซลล์เจ้าบ้านถ้านอกเซลล์จะไม่มีปฏิกิรยิา 
โครงสร้างพ้ืนฐานของแคปซิดห่อหุ้มสารพันธุกรรม กรดนิวคลิอิกสามารถเป็นได้ทั้ง DNA หรือ RNA 
เป็นได้อย่างใดอย่างหน่ึงแต่ไม่ได้ทั้งคู่ โดยจะมี double stranded DNA, single stranded DNA, 
single stranded RNA และ double stranded RNA ตัวของโฮสต์ต้องมี receptor เฉพาะกับไวรัส 
ส่วนใดส่วนหน่ึงอนุภาคไวรัสเสมอมี spike ไปเข้ากับเซลล์โฮสต์เรียก receptor บนเซลล์เจ้าบ้านยึด
เกาะนำตัวมันเองเข้าเซลล์ virion ขนาดเล็กแตกเอนไซม์และกลไกสังเคราะห์โปรตีนตัวไรโบโซม 
(Ackermann, 2009) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.2.3 สัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอเฟจ 

รูปที่ 2.4 โครงสร้างของแบคเทอริโอเฟจ T4 
ที่มา: Coaching, 2020 

โดยมีตัว Short non-contractile tail จะเป็นพวก Podoviridae ส่วน Contractile tail 
จะเป็นพวก Myoviridae และส่วน Long non-contractile tail จะเป็นพวก Siphoviridae ในส่วน
ของ head ที ่ Capsid head มีสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจอยู ่ตามลักษณะกรดนิวคลอิิก 
dsDNA  รูปร่างของไวรัส Helical, Icosahedral, Complex  ไวรัสที่มี Envelope มี Envolaped 
และ Naked คือไม่มี envelope อนุภาคของแบคทีเรียมีหลายรูปร่างและขนาด แต่ส่วนใหญ่เป็นไวรัส
หางที่มีจีโนม DNA แบบเกลียวคู่ (dsDNA) (ลำดับ Caudovirales ) ในแบคเทอริโอเฟจเหล่าน้ี จีโนม 
DNA เชิงเส้นจะบรรจุอยู่ภายในเปลือกโปรตีน (หัวหรือแคปซิด ) ซ่ึงติดอยู่ที่หางแบคเทอริโอเฟจใน
ลำดับอ่ืนอาจมี DNA สายเดี่ยว (ssDNA) หรือ RNA และสามารถห่อหุ้มด้วยเยื่อหุ้มไขมัน มีโครโมโซม
หน่ึงโครโมโซมหน่ึงตัวหรือมากกว่า หรือมีโครงร่างอ่ืนๆ ที่หลากหลาย แบคเทอริโอเฟจอาจมียีนเพียง
ไม่กี ่ยีนหรือมากกว่า 500 ยีน แต่โดยทั ่วไปแล้ว แบคเทอริโอเฟจหาง dsDNA จะมียีน 50–250 
ยีน (โปรดทราบว่าจำนวนน้ีน้อยกว่าโฮสต์ของแบคทีเรียซ่ึงอาจมียีนมากกว่า 6,000 ยีนมาก) ( SEA-
PHAGE, 2013) 

การจัดจำแนกของไวรัส แบ่งจากเกณฑ์ต้องมีชนิดสารพันธุกรรม, ขนาดจีโนม, Genome 
configuration, ขนาดอนุภาคไวรัส, สัณฐานวิทยา, การมีหรือไม่มี Envelope, Host range คือ
ความสามารถในการเข้าไปในเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านได้มากน้อย, โครงสร้างของแคปซิดไวรัส, 
คุณสมบัติก่อโรคและความเหมือนกันของจีโนม (Ackermann, 2009) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2.4 Life cycle of bacteriophage  

รูปที่ 2.5 lytic and lysogenic cycle 
ที่มา: GeeksforGeeks, 2022 

มี 2 รูปแบบหลักคือ Lytic cycle or Lytic state และ Lysogeny state or Lysogenic 
cycle or Lysogenic conversion โดยเราเร่ิมจากการเกาะของแบคเทอริโอเฟจเกาะเข้าตัวเซลล์
แบคทีเรียเจ้าบ้าน เข้าสู่ผนังเซลล์ เรียกระยะว่า การ Adsorption จากน้ันเข้าสู่การ Penetration 
เป็นระยะที่สามารถตัดสินใจว่าจะให้ไปกระบวนการ Lytic หรือ กระบวนการ Lysogenic โดนส่วน
ใหญ่จะเกิดกระบวนการไลติกมากกว่าคือการที ่สารพันธุกรรมจากไวรัสที ่เข้าไปในเซลล์ Host 
bacteria แล้วจะจัดตัวเองให้อยู่ในรูปคล้ายพลาสมิด แล้วดำเนินการเพ่ิมจำนวนสารพันธุกรรมและ
สร้างโปรตีนต่าง ๆ ที่จำเป็นต่อการประกอบเป็นเซลล์ใหม่ เมื่อสร้างสารต่าง ๆ และประกอบตัวเป็น
อนุภาคไวรัสที่สมบูรณ์แล้วจะปล่อยไลโซไซม์ย่อยเซลล์ Host เพ่ือปลดปล่อยลูกหลานไวรัสออกมา 
ส่วนน้อยจะเป็น  Lysogenic หรือ Prophage pathway เป็นวงชีวิตที่เพ่ิมจำนวนสารพันธุกรรมของ
ไวรัสผ่านการแบ่งเซลล์ของเซลล์ Host เพราะเมื่อไวรัสส่งสารพันธุกรรมเข้าไปในเซลล์ Host แล้ว สาร
พันธุกรรมจะเข้าไปแทรกอยู่ในโครโมโซมของเซลล์ Host (อาศัยเอนไซม์ integrase) ซ่ึงในระหว่างน้ัน
สารพันธุกรรมของไวรัสจะไม่กำหนดการสร้างอะไร คล้ายกับฝังตัวน่ิงๆ อยู่ในโครโมโซมของแบคทีเรีย 
และเพ่ิมจำนวนไปพร้อม ๆ กับการเพ่ิมจำนวนของแบคทีเรีย จนเมื่อถึงสภาวะที่เหมาะสมจึงหลุดออก
จากโครโมโซมของแบคทีเรีย และจัดรูปแบบตัวเองเป็นพลาสมิดซ่ึงทำให้เกิดการดำรงชีวิตในวงจร 
Lytic pathway ต่อไป (baanjomyut, 2000) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2.5 กลไกของ Lytic phage ในการทำลายแบคทีเรีย  

รูปที่ 2.6 Lytic phage 
ที่มา: Samanth, 2018 

กระบวนการเจริญเติบโตของไลติกสามารถแบ่งหลายระยะ ระยะแรกจะเป็นการยึดเกาะ
ของแบคเทอริโอเฟจกับตัว receptor แบคทีเรียเจ้าบ้านเรียกว่า Adsorption แบคเทอริโอเฟจที่เกาะ
กับเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านเจาะผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ลงไปในไซโตพลาสซึมแล้วฉีดสารพันธุกรรมของแบ
คเทอริโอเฟจเข้าจีโนมของเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้าน เร่ิมปิดระบบโครงสร้างของแบคเทอริโอเฟจและเกิด
การสังเคราะห์ส่วนโครงสร้างและส่วนสารพันธุกรรม สร้างส่วนโปรตีนก่อนแล้วค่อย replicate ส่วน
อื ่นช่วงท้าย ส่วนประกอบโครงสร้างของแบคเทอริโอเฟจครบแล้วค่อยประกอบรวมกั นเป็ น 
bacteriophage assembly line เป็นตัวแบคเทอริโอเฟจลูกหลานออกมาแล้วเพ่ิมจำนวนสมบูรณ์ไป
เร่ือยๆ phage progeny ออกเยื่อหุ้มเซลล์เกิดการ Burst size เซลล์ออกมาปลดปล่อยลูกหลานออก
นอกเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านแตกตาย Lysis ไป (Kropinski & Clokie, 2009) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2.6 การทำ Plaque assay  

รูปที่ 2.7 plaque assay 
ที่มา: Tavares da Silva, 2021 

การทดสอบคราบพลาคจุลินทรีย์ช่วยให้ยืนยันการมีอยู่ของอนุภาคแบคเทอริโอเฟจใน
ตัวอย่างได้ด้วยสายตา เป็นการวิเคราะห์ที ่สามารถใช้สำหรับการแยกแบคเทอริโอเฟจ การทำให้
บริสุทธิ์ และการไทเทอร์ ในการทดสอบคราบจุลินทรีย์ แบคทีเรียที่เป็นโฮสต์จะถูกผสมกับตัวอย่างแบ
คเทอริโอเฟจและเติบโตเป็นพ้ืนที่บนวุ้นอาหารเล้ียงเช้ือ หากมีแบคเทอริโอเฟจอยู่ พวกมันจะติดเช้ือ
และแพร่กระจายเพ่ิมจำนวนลูกหลานภายในโฮสต์ของแบคทีเรียและฆ่าเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านเรียกว่า 
Lytic phage ในกระบวนการน้ี แบคเทอริโอเฟจที่ถูกจำลองใหม่จะแพร่กระจายภายในวุ้นและทำซ้ำ
ขั้นตอนการติดเช้ือ การจำลองแบบ และการสลายของแบคทีเรียโฮสต์ในบริเวณใกล้เคียง เป็นผลให้
พื ้นที ่วงใสที ่มองเห็นได้ของการฆ่าที ่เรียกว่าคราบพลาคจุลินทรีย์จะปรากฏชัดเจนบนพื้นที ่ที ่มี
แบคทีเรีย โปรดทราบว่าแต่ละแผ่นเกิดขึ้นจากอนุภาคแบคเทอริโอเฟจเพียงอนุภาคเดียวในตัวอย่าง
แบคเทอริโอเฟจดั้งเดิม (Kropinski & Clokie, 2009) 

2.2.7 one-step growth curve  
เพ่ือกำหนดระยะเวลาแฝง (ช่วงเวลาระหว่างการดูดซับของแบคเทอริโอเฟจไปยังเซลล์

แบคทีเรียและการ ปล่อยแบคเทอริโอเฟจรุ่นลูก) และ Burst size (อัตราส่วนของการนับจำนวน
สุดท้ายของอนุภาคแบคเทอริโอเฟจที่ปล่อยออกมาต่อจำนวนเซลล์แบคทีเรียที่ติดเช้ือในช่วงระยะเวลา
แฝง) ของ phage ทำการ ทดลองการเจริญเติบโตแบบขั้นตอนเดียว ขนาดการระเบิดและระยะเวลา
แฝงถูกตรวจสอบโดย ใช้การวิเคราะห์กราฟการเจริญเติบโตแบบขั ้นตอนเดียว ในการทดลองการ
เจริญเติบโตแบบขั้นตอนเดียว จะมีการสังเกตการเจริญเติบโตของ ไวรัสเพียงรอบเดียวหรือรอบเดียว 
การติดเช้ือเกิดขึ้นพร้อมกันเน่ืองจากมีการปล่อยเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านในปริมาณที่มากเกินไปจนติด
เช้ือด้วยอนุภาคแบคเทอริโอเฟจ น่ันหมายถึงการติดเช้ือของอนุภาคจำนวนมากไปยังโฮสต์พร้อมกัน 
ตัวแบคเทอริโอเฟจกำลังเกิดขึ้น จำนวนเซลล์โฮสต์ที่มากเกินไปจะติดเช้ือด้วยอนุภาคแบคเทอริโอเฟจเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในอัตราส่วน 1:10 ในระหว่างการทดลองการเจริญเติบโตแบบขั้นตอนเดียว Delbriick and Ellis 
(1939) ได้ผสมเซลล์ E. coli กับ T4 phage หลังจากช่วงเวลาส้ัน ๆ ส่วนผสมถูกเจือจางอย่างมาก
เพ่ือให้แบคเทอริโอเฟจใด ๆ ที่ปล่อยออกมาจากการสลายเซลล์โฮสต์จะไม่พบและทำให้เซลล์อ่ืนติด
เช้ือ จากน้ันนำเช้ือที่เจือจางแล้วไปบ่ม และเมื่อเวลาผ่านไปตัวอย่างจะถูกนำออกเพ่ือหาจำนวนของ
อนุภาคแบคเทอริโอเฟจที่ติดเชื ้อในอาหารเลี ้ยงเชื้อ จำนวนของอนุภาคแบคเทอริโอเฟจที ่ปล่อย
ออกมาจากแบคทีเรียจะถูกกำหนดตามช่วงเวลาที่ต่างกันโดยใช้วิธีการทดสอบการเกิดพลาคจุลินทรีย์ 
จำนวนอนุภาคของแบคเทอริโอเฟจเทียบกับเวลาแสดงช่วงเวลาที่แตกต่างกันหลายช่วงในเส้นโค้งการ
เติบโตที่เป็นผลลัพธ์ ระยะเวลาแฝงเกิดขึ้นทันทีหลังจากเพ่ิมแบคเทอริโอเฟจของช่วง Log phase 
ในช่วงเวลาน้ีจะไม่มีการปล่อยแบคเทอริโอเฟจ พอระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้นตามมาและมีลักษณะเฉพาะคือ
การปล่อยแบคเทอริโอเฟจติดเช้ืออย่างรวดเร็ว ในที่สุดก็มาถึงช่วง Stationary phase และไม่มีแบ
คเทอริโอเฟจเกิดขึ้นอีก (Microbiology note, 2022) 

รูปที่ 2.8 one-step growth curve 
ที่มา: Mobile Health Knowledge, 2022 

 
2.3 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 Wichanan Wannasrichan et al. (2022) ค้นพบเฟจ lytic ที่มุ่งเป้า ไปที่ P. aeruginosa 
ซึ ่งถูกกำหนดให้เป็น JJ01 ซึ ่งถูกจัดประเภทเป็นสมาชิกของ ตระกูล  Myoviridae เนื ่องจากมี  
icosahedral capsid และหางที่หดตัวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ TEM Phage JJ01 ต้องใช้เวลาอย่าง
น้อย 10 นาทีเพ่ือให้อนุภาค 90% ของมันถูกดูดซับไปยังเซลล์โฮสต์ และมี latent period 30 นาที
ภายในเซลล์โฮสต์เพื ่อการจำลองแบบ JJ01 มี burst size ที่ค ่อนข้างใหญ่ ซึ ่งจะปล่อยอนุภาค
ประมาณ 109 ตัว/เซลล์เมื่อส้ินสุดวงจรชีวิตของไลติก เฟจสามารถทนต่อค่า pH (3–10) และอุณหภูมิ 
(4–60°C) ได้หลากหลาย การวิเคราะห์จีโนมแสดงให้เห็นว่า JJ01 มีจีโนมที่สมบูรณ์ของคู่เบส 66,346 
คู่ โดยมีเน้ือหา GC 55.7%  ด้วยยีนที่สามารถคาดเดาได้ 38 ยีน และมันไม่มีทั้งยีน tRNA หรือยีนของ
สารพิษ เช่น ยีนที่ดื้อยาหรือยีนที่เก่ียวข้องกับไลโซเจนิก Phage JJ01 มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้ง
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การเจริญเติบโตของเซลล์แบคทีเรียเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง และกำจัดไบโอฟิล์มที่สร้างโดยแบคที เรีย 
แม้ว่าแบคทีเรียที่ต้านทานต่อ JJ01 ได้เกิดขึ้นแล้ว พบว่าสายพันธุ์ต้านทานบางสายพันธุ์ผลิตไบโอฟิล์ม
น้อยกว่าและเติบโตช้ากว่าสายพันธุ์ธรรมชาติ ในบรรดาเช้ือดื้อยาที่แยกได้ สายพันธุ์ต้านทาน W10 ซ่ึง
ทำให้สมรรถภาพทางสรีรวิทยาลดลงอย่างเห็นได้ชัด จะไวต่อโคลิสตินมากกว่าถึงแปดเท่า และทำให้
เยื ่อหุ ้มเซลล์ถูกทำลาย เมื ่อเทียบกับชนิดพันธุ ์ธรรมชาติ โดยรวมแล้ว ข้อมูลของเราเปิดเผยถึง
ศักยภาพของ phage JJ01 ในฐานะตัวเลือกสำหรับการบำบัดด้วย phage ต่อเช้ือ P. aeruginosa 
และสนับสนุนเพ่ิมเติมว่าแม้ว่าการใช้ phage จะนำไปสู่การเกิดขึ้นของแบคทีเรียที่ต้านทาน phage 
ในเวลาต่อมา แต่การแลกเปล่ียนเชิงวิวัฒนาการจะทำให้พวกมัน ไวต่อยาปฏิชีวนะมากขึ้น 
 Nicola Mangieri et al. (2020) มีวัตถุประสงค์เพื ่อแยกแบคทีเรียที ่ออกฤทธิ ์ในสายพนัธุ์ 
STEC และเพ่ือตั้งค่าการแขวนลอยของอนุภาคไวรัสที่อาจใช้ในการควบคุมการปนเปื้อนในอาหารของ 
STEC STEC สามสิบเอ็ดของกลุ่มซีโรกรุ๊ปที่แตกต่าง ได้รับการตรวจสอบสำหรับการดื้อยาปฏิ ชีวนะ
และความไวต่อการโจมตีด้วยเฟจ สายพันธุ์สิบเปอร์เซ็นต์แสดงความต้านทานหลายค่าสูง ในขณะที่
แอมพิซิลลินเป็นยาปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดโดยการยับยั้งแบคทีเรียที่ทดสอบ 65% ในอีก
ด้านหน่ึง เฟจทั้งหมด 20 ตัวถูกแยกออกจากอุจจาระ ส่ิงปฏิกูล และวัสดุรองนอนของโค อนุภาคของ
ไวรัสได้รับการพิสูจน์แล้วว่าไม่มียีนที ่ทำหน้าที ่สร้างสารพิษจากชิก้าและอินติมิน ไม่มี STEC ใดที่
สามารถต้านทานเฟจได้ทั้งหมด แม้ว่าบางสายพันธุ์จะเปิดเผยความไวที่อ่อนแอโดยการสร้างพลาคขุ่น
ก็ตาม แบคทีเรียที่แตกต่างกันสามชนิด ได้รับการคัดเลือกโดยพิจารณาจากโปรไฟล์ RAPD (Random 
Amplification of Polymorphic DNA) ที่แตกต่างกัน และการไม่มียีนที่เข้ารหัสความรุนแรงและยีน
ต้านทานยาปฏิชีวนะ ตรวจสอบความสามารถ lytic ต่อสายพันธุ ์ STEC ที่การติดเชื ้อหลายหลาก 
(MOI = 0.1, 1 และ 10) พบ ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ ( p <0.05) ระหว่างค่าเฉล่ียของความ
หนาแน่นของแสงโดยการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ MOI และส่วนควบคุมที่แตกต่างกัน การลด
จำนวนแบคทีเรียอย่างมีประสิทธิผลเกิดขึ้นได้ในกรณี 81% โดยมีประสิทธิภาพสูงสุดเมื่อใช้ MOI 
สูงสุด ทดสอบประสิทธิภาพของเฟจผสมกับแตงกวาสด ผลลัพธ์แสดงการลดลงของเช้ือ E. coli ที่ทำ
ให้เกิดโรค ลง 1.97–2.01 log CFU/g ที่ 25°C และลดลง 1.16–2.01 log CFU/g ที่ 4°C ในช่วง 24 
ช่ัวโมง ซ่ึงบ่งช้ีว่าผสมสูตรดังกล่าวมีศักยภาพที่จะนำมาใช้ได้ ในการควบคุมทางชีวภาพของ STEC 
serogroups ต่างๆ 
 Xymena Stachurska et al. (2021) ศึกษาการปรับเปล่ียนเทคนิคอาหารวุ้นสองช้ัน (DLA) 
สำหรับขั้นตอนแรกของการระบุการทำงานร่วมกันระหว่างเฟจและยาปฏิชีวนะ (PAS) สำหรับการ
ทำงานร่วมกันระหว่างเฟจและยาปฏิชีวนะ (PAS) มีความแตกต่างในเร่ืองเทคนิคในการปรับเปล่ียนวิธี
อาหารวุ้นสองช้ัน (DLA) เพ่ือแสดงผล PAS บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงอาจส่งผลให้ผลการวิจัยไม่
สม่ำเสมอ ดังน้ันจึงจำเป็นต้องรวมวิธีการตรวจจับผลกระทบของ PAS ได้อย่างมีประสิทธิภาพในการ
ทดสอบในหลอดทดลองขั้นพ้ืนฐานที่สุด ในการศึกษาน้ี bacteriophage T4 และใช้ยาปฏิชีวนะ 43 
ชนิดที ่อยู ่ในกลุ่มยาปฏิชีวนะที ่แตกต่างกัน การดัดแปลงวิธี DLA ที ่แตกต่างกันเจ็ดแบบได้รับการ
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ทดสอบ ในแง่ของการเติมยาปฏิชีวนะและการมีอยู่หรือไม่มีของวุ้นฐาน จำนวนแผ่นเฟจโดยรวมต่อ
จานส่วนใหญ่ขึ้นอยู่กับยาปฏิชีวนะที่ใช้ ความแตกต่างของปริมาณคราบจุลินทรีย์ขึ้นอยู่กับประเภท
ของการปรับเปล่ียนวิธี DLA จำนวนพลาคที่ใหญ่ที่สุดได้มาจากการเติมยาปฏิชีวนะลงในวุ้นก้นขวด
โดยมีวุ้นด้านบนอยู่ด้วย ส่ิงน้ีบ่งช้ีว่าแม้ว่ายาปฏิชีวนะสามารถแสดงผลของการทำงานร่วมกันระหว่าง
เฟจและยาปฏิชีวนะ  ด้วยวิธี Disc standard แต่ก็คุ้มค่าที่จะตรวจสอบว่าผลที่ได้น้ันน่าพอใจพอๆ กัน
หรือไม่เมื่อใช้ยาปฏิชีวนะโดยตรงในวุ้น โดยคำนึงถึงการใช้แบคเทอริโอเฟจและโฮสต์ของแบคทีเรีย
ชนิดเดียวกัน  
 Ya-Ke Li et al. (2021) ศึกษาการแยกลักษณะและการใช้แบคทีเรียที่มีฤทธิ์กัดกร่อนด่าง 
JN01 ต้านเช้ือ Escherichia coli O157:H7 ในนมและเน้ือวัวน้ีเฟจที่ทนต่อด่างต่อเช้ือ E. coli ช่ือ 
JN01 ถูกแยกและจำแนกลักษณะจากน้ำเสีย มีฤทธิ์สลายเช้ือต่อเช้ือ E. coli 16 ใน 20 ชนิดโดย 11 
สายพันธุ์เป็นสายพันธุ์ที่ดื้อยามากกว่า 3 สายพันธุ์ ลักษณะทางชีววิทยาของ JN01 พบว่า latent 
period และระยะสลายคือ 15 นาที และ 85 นาที ตามลำดับ burst size ของ JN01 อยู่ที่ประมาณ 
134 PFU ต่อเซลล์ที่ติดเช้ือ JN01 ค่อนข้างเสถียรภายใต้สภาวะเครียด เช่น อุณหภูมิ (30 °C – 70 °C) 
และ pH (4–13) ที่สำคัญไม่มีการระบุยีนที่เก่ียวข้องกับความรุนแรง ยาปฏิชีวนะ และไลโซจีนีที่รู้จักใน
จีโนมของ JN01 การวิเคราะห์ทางสัณฐานวิทยาและสายวิว ัฒนาการยืนยันว่า JN01 เป็นของ 
Myoviridae จำนวนเซลล์ที่มีชีวิตของ E.coli O157: H7 ลดลงในตัวอย่างนมและเน้ือดิบเมื่อบำบัด
ด้วย JN01 ที่อุณหภูมิ 4 °C ผลพบว่า JN01 อาจเป็นสารควบคุมทางชีวภาพตามธรรมชาติสำหรับเช้ือ 
E. coli O157: H7 ในอาหาร 
 Naveen Chaudhary et al. (2021) ศึกษาคุณลักษณะและ กิจกรรมในหลอดทดลองของ 
lytic phage RDN37 ท ี ่แยกได ้จากน้ำเส ียช ุมชนท ี ่ม ีฤทธ ิ ์ย ับย ั ้ งต ้านทานยาปฏ ิช ีวน ะขอ ง  
Uropathogenic E. coli พบว่าเน่ืองจากการเกิดขึ้นของสายพันธุ์ E. coli (MDR-UPEC) ที่ ดื้อต่อยา
หลายชนิดที่ดื ้อยาหลายตัว จึงหาทางเลือกอื่นนอกเหนือจากยาปฏิชีวนะ เช่น  การบำบัดด้วยเฟจ 
การศึกษาคร้ังน้ีได้รับวางแผนเพ่ือระบุคุณลักษณะและทดสอบการทำงานของเฟจ (RDN37) ซ่ึงแยกได้
จากน้ำเสียชุมชนและพบว่ามีฤทธิ์ต้านการต้านทานยาปฏิชีวนะของ Uropathogenic E. coli  สรุป 
RDN37 เป็นเฟจ lytic ที่คงที ่โดยมี large burst size มีความจำเพาะต่อเชื ้อ E. coli มีศักยภาพใน
การรักษาโรคติดเช้ือ UTI หรือโรคติดเช้ือทางเดินปัสสาวะ ที่เกิดจาก Uropathogenic E. coli ที่ดื้อ
ยาสูง จะต้องผสมเฟจหลายตัวเพ่ือเอาชนะช่วงโฮสต์ที่แคบของมัน  
 Pavel Alexyuk et al. (2022) ค้นหาการแยกและการศึกษาลักษณะของไลติกแบคเทอริ
โอเฟจที่ออกฤทธิ์ต่อสายพันธุ์ทางคลินิกของ E. coli และการพัฒนาเฟจเฟจผสมต้านจุลชีพตรวจสอบ
แบคทีเรีย lytic E. coli หกชนิดที่แยกได้จากน้ำเสีย กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านและการ
จ ัดลำดับจี โนมท ั ้ งหมดแสดงให้ เห็นว ่าแบคเทอริโอเฟจที ่แยกได้น ั ้นเป็นเฟจหางของคลาส 
Caudoviricetes กราฟการเติบโตขั้นเดียวเห็นว่าlatent periodของการไลติกคือ 20-30 นาที และ
ค่าเฉล่ียของขนาดไลซิสเป็น 117-155 ในระหว่างการเพาะร่วมกับเช้ือ E. coli สายพันธุ์ต่างๆ เฟจ
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ยับยั้งการเติบโตของการเพาะเล้ียงเซลล์แบคทีเรียโฮสต์อย่างสมบูรณ์ภายใน 4 ชั่วโมงแรกที่ MOI 10 -

7 ถึง 10 -3 ช่วงของโฮสต์ที่ถูกแยกโดยแบคทีเรียแต่ละชนิดแตกต่างกันไปตั้งแต่ 6 ถึง 2 สายพันธุ์จาก
ทั้งหมด 9 สายพันธุ์ที่ใช้ในการศึกษาน้ี เฟจผสมที่เกิดจากแบคเทอริโอเฟจที่แยกได้มีความสามารถ
ยับยั ้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli สายพันธุ ์ทั ้งหมดที่ใช้ในการศึกษาภายใน 6 ชั ่วโมง และคง
ความสามารถไลติกเป็นเวลา 8 เดือนในการเก็บรักษาแบคทีเรียที่แยกได้ทั้งหมดอาจมีประโยชน์ในการ
ต่อสู ้กับเชื้อ E. coli ที ่ทำให้เกิดโรคและพัฒนาเฟจเฟจผสมที่มีระยะเวลาการเก็บรักษานานและมี
ประสิทธิภาพสูงในการรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรีย 
 Yan Zhou et al. (2022) ในการศึกษาเฟจ lytic vB_EcoM_SQ17 (SQ17) ที่มีโฮสต์ในวง
กว้างชนิดใหม่ ได้รับการแยก จำแนกลักษณะ และประเมินศักยภาพในการควบคุมจำนวนแบคที เรีย
ในหลอดทดลองและในเมทริกซ์อาหารที่แตกต่างกันสามชนิด (นม เน้ือดิบ และผักกาดสด) Phage 
SQ17 สามารถแพร่เช้ือ EHEC O157:H7, ETEC และสายพันธุ์ E. coli อ่ืนๆ ได้ สัณฐานวิทยา การ
เต ิบโตในขั ้นตอนเดียว และการทดสอบความคงตัวแสดงให้เห ็นว ่าเฟจ SQ17 อย ู ่ ในลำดับ 
Caudovirales ตระกูล Myoviridae และสกุล Mosigvirus มี latent period สั ้น 10 นาที burst 
size 71 PFU/เซลล์ที่ติดเช้ือ มีความเสถียรสูงระหว่าง pH 4 ถึง 12 ตลอดจนความคงตัวต่อความร้อน
ระหว่าง 30°C ถึง 60°C เป็นเวลา 60 นาที การวิเคราะห์ลำดับจีโนมเผยให้เห็นว่าจีโนมของ SQ17 ไม่
มียีนใดๆ ที่เก่ียวข้องกับการดื้อยาปฏิชีวนะ สารพิษ ไลโซจีนี หรือปัจจัยความรุนแรง ซ่ึงบ่งช้ีถึงการใช้ 
phage SQ17 ในอุตสาหกรรมอาหารได้อย่างปลอดภัย ในอาหารเล้ียงเช้ือลูเรีย-เบอร์ทานี (LB) เฟจ 
SQ17 ลดจำนวนนับที ่มีชีว ิตของ EHEC O157:H7 ลงอย่างมีนัยสำคัญมากกว่า 2.40 log CFU/

มิลลิลิตร ( p  < 0.05) หลังจากการบ่ม 6 ช่ัวโมงที่ 37°C Phage SQ17 มีศักยภาพที่ดีเยี่ยมในการ
นำไปใช้กับการควบคุมทางชีวภาพของ EHEC O157:H7 ในนมและเน้ือวัวดิบ ในผักกาดหอมสด การ
บำบัดด้วย SQ17 ยังส่งผลให้จำนวนเซลล์ที่ม ีชีวิตของ EHEC O157:H7 และ ETEC ลดลงอย่างมี
นัยสำคัญที ่ทั ้ง 4°C และ 25°C ผลลัพธ์ของเราแสดงให้เห็นว่า SQ17 เป็นตัวเลือกที ่ดีสำหรับการ
ประยุกต์ใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพ EHEC O157:H7 และ ETEC ในขั้นตอนการแปรรูปการผลิต
อาหารและการเก็บรักษาอาหาร 
 Pedro Costa et al. (2019) Enterobacteriaceae Escherichia coli และ Salmonella 
enterica serovar Typhimurium สายพันธุ์เป็นเช้ือก่อโรคหลักที่ทำให้เกิดการติดเช้ือในระดับปาน
กลางและรุนแรงในสภาพแวดล้อมของโรงพยาบาลและชุมชน ส่วนหน่ึงเป็นเพราะพวกมันมักดื้อต่อยา
ปฏิชีวนะ เน่ืองจากการรักษาโรคติดเช้ือ Enterobacteriaceae เป็นการทดลองการใช้ยาปฏิ ชีวนะ
ชนิดเดียวกันในการรักษาการ ติดเช้ือ E. coli และ Salmonella แนวคิดเดียวกันน้ีสามารถนำไปใช้
กับเฟจได้ การใช้เฟจต่างๆ รวมกันในเฟจผสม ซ่ึงมักใช้เพ่ือหลีกเล่ียงการพัฒนาของการกลายพันธุ์ที่
ต้านทานต่อเฟจ ยังช่วยให้สามารถรักษาโรคได้หลายชนิด โดยขยายขอบเขตการออกฤทธิ์ของเฟจให้ก
ว้างขึ้น จุดมุ่งหมายของการศึกษาคือเพ่ือประเมินประสิทธิภาพของเฟจผสมที่มีเฟจสองตัว (ELY-1 ซ่ึง
ผลิตบน E. coli และ phSE-5 ผลิตบน S. Typhimurium) เพ่ือควบคุม E. coli และ S. Typhimurium 
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เฟจ ELY-1 และ phSE-5 มีประสิทธิผลต้าน E. coli (การลดลงสูงสุด 4.5 และ 3.8 log CFU/ml 
ตามลำดับ), S. Typhimurium (การลดลงสูงสุด 2.2 และ 2.6 log CFU/ml ตามลำดับ) และผสมของ
แบคทีเรียทั้งสองชนิด (ลดลงสูงสุด 2.2 และ 2.0 log CFU/ml ตามลำดับ) เฟจผสม ELY-1/phSE-5 
มีประสิทธิภาพในการต่อต้านเช้ือ S. Typhimurium และส่วนผสมของแบคทีเรียทั้งสอง (การลดลง
สูงสุด 3.2 log CFU/ml สำหรับทั้งคู่) มากกว่าสารแขวนลอยเฟจเดี่ยวและมีประสิทธิผลต่อ E. coli 
เช่นเดียวกับเฟจที่จำเพาะ ELY-1 (การลดลงสูงสุด 4.5 log CFU/ml) อย่างไรก็ตาม การใช้ทั้งเฟจ
ผสมและสารแขวนลอยเฟจเดี ่ยวไม่ได้ป้องกันการเกิดการกลายพันธุ ์ที ่ต้านทานเฟจ โดยรวมแล้ว 
ผลลัพธ์บ่งช้ีว่าการใช้เฟจในรูปของเฟจผสมแสดงให้เห็นถึงศักยภาพที่จะนำมาใช้อย่างสันนิษฐานได้ 
น่ันคือ ก่อนที่จะระบุเช้ือโรคได้ ถือเป็นทางไปสู่ในการควบคุมเช้ือ E. coli หรือ S. Typhimurium 
 Diana Gutiérrez et al. (2018) เฟจที่จะใช้เพ่ือจุดประสงค์น้ีต้องอยู่ภายใต้ลักษณะเฉพาะ
ของจีโนมในเชิงที่ซับซ้อน จำเป็นต้องกำหนดการทำงานเฉพาะของยีนเฟจ ซ่ึงจะให้ข้อมูลเพ่ือคล่ีคลาย
ชีววิทยาของเฟจ และเพ่ือให้แน่ใจว่าไม่มียีนที่ไม่พึงประสงค์ เช่น ยีนที่มีความรุนแรงและต้านทานยา
ปฏิชีวนะ ในที่น้ี เราจะอธิบายเกณฑ์วิธีง่ายๆ สำหรับการเลือกเฟจกลายพันธุ์ที่มีการสุ่มลบไปตาม
จีโนมของเฟจตามทฤษฎี บริเวณ DNA ใดๆ อาจถูกกำจัดออกโดยมีข้อกำหนดเพียงอย่างเดียวว่าความ
มีชีวิตของอนุภาคเฟจยังคงไม่ได้รับผลกระทบ เทคนิคน้ีอิงจากความไม่เสถียรของอนุภาคเฟจเมื่อมี
สารประกอบคีเลต ส่วนหน่ึงของพวกเฟจที่ขาดส่วน DNA ตามธรรมชาติจะรอดชีวิตจากการรักษาได้ 
ภายในบริบทของเฟจในฐานะยาต้านจุลชีพ เกณฑ์วิธีน้ีมีประโยชน์ในการเลือกแวเรียนต์ของไลติกจาก
เฟจอุณหภูมิพอสมควร ในแง่ของประสิทธิภาพของเฟจ เฟจที่มีฤทธิ์รุนแรงเป็นที่ต้องการมากกว่าเฟจ
อุณหภูมิปานกลางเพ่ือกำจัดแบคทีเรียที่ไม่พึงประสงค์ วิธีการน้ีถูกนำมาใช้เพ่ือให้ได้การกลายพันธุ์
ของยีนที ่เกี ่ยวข้องกับวงจร lysogenic ของเฟจที ่ต ิดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (  Staphylococcus 
และ Lactobacillus ) 
 Zack Hobbs et al. (2016) แบคทีเรียหรือเฟจเป็นไวรัสของสมาชิกของโดเมนแบคทีเรีย 
ไวรัสเหล่าน้ีมีบทบาทมากมายในการกำหนดความหลากหลายของชุมชนจุลินทรีย์ โดยผลกระทบจะ
แตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับกลยุทธ์การติดเช้ือที่เฟจเฉพาะใช้ จากมุมมองที่ประยุกต์ ส่ิงเหล่าน้ีโดยเฉพาะ
คือชุมชนที่มีแบคทีเรียที่ไม่พึงประสงค์หรือทำให้เกิดโรคที่สามารถดัดแปรผ่านการควบคุมทางชีวภาพ
ของแบคทีเรียที่ใช้เฟจเป็นส่ือกลาง น่ันคือ ผ่านการบำบัดด้วยเฟจ ในที่น้ี เราพยายามจัดหมวดหมู่เฟจ
ในแง่ของกลยุทธ์การติดเช้ือ ตลอดจนทบทวนหรือแนะนำคำศัพท์เฉพาะทางที่ส่ือความหมาย ถูกต้อง 
หรือแยกแยะได้มากขึ้น หมวดหมู่สามารถแยกแยะได้ในแง่ของ (1) ว่าการปล่อยไวรัสเกิดขึ้นหรือไม่ 
(การติดเช้ือที่มีประสิทธิผลเทียบกับไลโซจีนี การสลายตัวปลอม และ/หรือสถานะพาหะของเฟจ) (2) 
วิธีการปล่อยไวรัส (ไลติกเทียบกับการปล่อยเร้ือรัง) และ (3) ระดับของเฟจที่ติดตั้งทางพันธุกรรมเพ่ือ
แสดงวงจรไลโซเจนิก (เฟจอุณหภูมิปานกลางเทียบกับเฟจที่ไม่ใช่อุณหภูมิ) เรากล่าวถึงเป็นพิเศษ
เก่ียวกับการใช้หรือใช้มากเกินไปของส่ิงที่อาจเป็นวลีที่ค่อนข้างคลุมเครือ เช่น Lytic หรือ lysogenic 
โดยเฉพาะอย่างยิ ่งเมื่อใช้เป็นเครื ่องมือในการแยกแยะประเภทของเฟจ เราแนะนำว่าการแบ่งขั้ว
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โดยนัยน้ันไม่สอดคล้องกับความเข้าใจทั้งในปัจจุบันและในอดีตของชีววิทยาเฟจ ดังน้ันเราจึงพิจารณา
คำศัพท์เฉพาะทางที่มีความคลุมเครือน้อยกว่าเพ่ือแยกความแตกต่างระหว่างเฟจประเภท Lytic และ 
Lysogenic 
 Chloe E. James et al. (2001) แบคเทอริโอเฟจจากโรคเวโรไซโตทอกซิเจนที่แยกได้จาก
สายพันธุ์ Escherichia coli O157 สายพันธุ์ที่มีการใส่ยีนต้านทานคานามัยซิน ( aph3 ) เพ่ือยับยั้ง
การทำงานของยีนเวโรไซโตทอกซิน ( vt 2 ) เพ่ือติดเช้ือสายพันธุ์Enterobacteriaceae เช้ือ Shigella 
และ E. coliจำนวนหน่ึงไวต่อการติดเช้ือ Lysogenic และเช้ือ E. coli ที่แยกได้เรียบ (O107) ก็ไวต่อ
การติดเช้ือ Lysogenic เช่นกัน สายพันธุ์ไลโซจีไนซ์ประกอบด้วยE. coliซีโรไทป์เรียบที่แตกต่างกัน
ของทั้งต้นกำเนิดของมนุษย์และสัตว์ ซ่ึงบ่งช้ีว่าแบคทีเรียน้ีมีความสามารถอย่างมากในการเผยแพร่
ยีนเวโรไซโตทอกซิน การทดสอบคราบจุลินทรีย์ทางอ้อมแบบใหม่ที่ใช้ เช้ือ E. coli recA441ซ่ึงเซลล์
ที่ติดเช้ือเฟจสามารถเข้าสู่วงจรไลติกเท่าน้ัน ซ่ึงทำให้สามารถตรวจจับเฟจที่ติดเช้ือทั้งหมดได้ได้รับการ
พัฒนา 
 Paul Hyman et al. (2019) เพ่ือให้แบคเทอริโอเฟจมีประโยชน์สำหรับการบำบัดด้วยเฟจ 
จะต้องแยกออกจากส่ิงแวดล้อมและแสดงให้เห็นว่ามีลักษณะบางอย่างที่นอกเหนือไปจากการฆ่าสาย
พันธุ์ของเช้ือโรคแบคทีเรียเป้าหมาย ส่ิงเหล่าน้ีรวมถึงคุณลักษณะที่ต้องการ เช่น ช่วงโฮสต์ที่ค่อนข้าง
กว้างและการไม่มีคุณลักษณะอ่ืนๆ เช่น การพายีนของสารพิษและความสามารถในการก่อรูปไลโซเจน 
แม้ว่าเฟจจะถูกแยกออกโดยทั่วไปในขั้นแรกและต่อมาจึงแสดงคุณลักษณะเฉพาะ แต่ก็เป็นไปได้ที่จะ
เปลี ่ยนขั ้นตอนการแยกเพื ่อให้แยกออกจากเฟจที ่มีลักษณะเฉพาะที ่ต้องการ บางกลุ ่มใช้รูปแบบ
เหล่าน้ีเป็นประจำ ในขณะที่บางกลุ่มปรากฏอยู่ในส่ิงพิมพ์เพียงไม่ก่ีฉบับเท่าน้ัน ในการทบทวนน้ี จะ
อธิบาย (1) ขั้นตอนการแยกและการแปรผันที่ออกแบบมาเพ่ือแยกเฟจด้วยช่วงโฮสต์ที่กว้างกว่า (2) 
ขั้นตอนการแสดงลักษณะเฉพาะที่ใช้เพ่ือแสดงว่าเฟจอาจมีประโยชน์ในการบำบัดด้วยเฟจ ซ่ึงรวมถึง
ข้อจำกัดบางประการของการแสดงคุณลักษณะดังกล่าว และ (3) ผลการสำรวจและหาร ื อกับ
นักวิจัยเฟจในอุตสาหกรรมและสถาบันการศึกษาเก่ียวกับแนวทางปฏิบัติในการจำแนกลักษณะของ
เฟจ 

 Zhongjing Lu and Fred Breidt (2015) เฟจชนิดใหม่ Φ241 ซึ ่งมีความจำเพาะสำหรับ 
Escherichia coli O157:H7 ถูกแยกได้จากการหมักแตงกวาทางอุตสาหกรรมซ่ึงมีทั้งความเป็นกรด 
(pH ≤ 3.7) และความเค็ม (≥5% NaCl) มีสูง เฟจอยู่ในวงศ์ Myoviridae มี latent period คือ 15 
นาที และ burst size เฉลี ่ยอยู่ที ่ 53 อนุภาคเฟจต่อเซลล์ที่ติดเชื้อ เฟจสามารถสลาย สายพันธุ์  E. 
coli O157:H7 ได ้  48 สายพันธ ุ ์  แต ่ ไม ่ม ีสายพันธ ุ ์ท ี ่ ไม่ ใช ่  O157 18 สายพันธ ุ ์  (ซ ึ ่ งรวมถ ึงE. 
coli O104:H7) หรือการกลายพันธุ ์ที่เป็นลบของแอนติเจน 2O ของสายพันธุ ์ O157:H7, ( ยังขาด
แอนติเจน H7) และ F12 (ยังคงแสดงแอนติเจน H7) อย่างไรก็ตาม เฟจสามารถสลาย สายพันธุ์ ต่อ

เต ิมเต็มซึ ่งแสดงออกแอนติเจน O157 ผลลัพธ์เหล่านี ้บ ่งชี ้ว ่าเฟจ Φ241 มีความจำเพาะสำหรับ
แอนติเจน O157 และสายพันธุ์ E.coli ที่ขาดแอนติเจน O157 มีความทนทานต่อการติดเช้ือเฟจ โดย
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ไม่คำนึงว่าจะมีหรือไม่มีแอนติเจน H7 ก็ตาม โปรไฟล์ SDS-PAGE เผยโปรตีนโครงสร้างของเฟจอย่าง
น้อย 13 ชนิด DNA ของเฟจสามารถต้านทานเอ็นโดนิวคลีเอสที่มีข้อจำกัดที่ใช้กันทั่วไปได้หลายชนิด 
ซ่ึงบ่งช้ีถึงการมีอยู่ของนิวคลีโอไทด์ที่ถูกดัดแปลงในจีโนมของเฟจ ที่หลายหลากของการติดเช้ือที่ 10, 
3 หรือ 0.3 เฟจทำให้เกิดการสลายเซลล์อย่างรวดเร็วภายใน 1 หรือ 2 ช่ัวโมง ซ่ึงส่งผลให้ความเข้มข้น
ของเซลล์ลดลง 3.5 หรือ 4.5 ยูนิตล็อก กิจกรรมไลติกสูง ความจำเพาะและความทนทานต่อ pH ต่ำ

และความเค็มสูงทำให้เฟจ Φ241 เป็นสารควบคุมทางชีวภาพในอุดมคติของE. coli O157:H7 ใน
อาหารต่างๆ ตามความรู้ของเรา น่ีเป็นรายงานฉบับแรกเก่ียวกับ เฟจของ E. coli O157:H7 ที่แยกได้
จากสภาพแวดล้อมที่มีความเป็นกรดและความเค็มสูง 
 David  Tomat et al. (2013) แบคทีเรียสิบชนิดถูกแยกออกจากอุจจาระและผลการสลาย
ของพวกมันทดสอบกับ Enterobacteriaceae ที่ทำให้เกิดโรคและไม่ทำให้เกิดโรค 103 ชนิด เฟจสอง
ตัว (DT1 และ DT6) ถูกเลือกโดยอิงตามช่วงโฮสต์ของพวกมัน และผลไลติกของพวกมันต่อ E.coli ที่ 
ทำให้เกิดโรค ตรวจสอบสายพันธุ์ E. coli ที่ฉีดเช้ือบนช้ินเน้ือวัว เราประเมินการลดลงของเซลล์ที่มี
ชีวิตของเช้ือ Escherichia coli O157:H7 และเช้ือ E. coli ที่ไม่ใช่ O157 Shiga ที่เป็นพิษต่อเน้ือสัตว์
หลังจากได้รับ DT6 ที่อุณหภูมิ 5 และ 24°C เป็นเวลา 3, 6 และ 24 ช่ัวโมง และผลของเฟจทั้งสองต่อ
เช้ือ E. coli ที่ทำให้เกิดโรคทางลำไส้การลดลงของเซลล์ที่มีชีวิตที่มีนัยสำคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่ไม่มีเฟจ ที่ทั้งสองอุณหภูมิถูกสังเกตพบ ด้วยการลดลงมากที่สุดเกิดขึ้นภายในช่ัวโมงแรกของ
การสอบวิเคราะห์ การลดลงยังได้รับอิทธิพลจากความเข้มข้นของเฟจ ซ่ึงเป็นความเข้มข้นสูงสุด คือ 
1.7 × 10 10หน่วยสร้างพลาคต่อมิลล ิล ิตร (PFU/ml) สำหรับ DT1 และ 1.4 × 10 10 PFU/ml 
สำหรับ DT6 ซึ ่งมีประสิทธิผลมากที ่สุด เมื ่อ ทดสอบสายพันธุ์  E. coliและ Shiga toxigenic E. 
coli (O157:H7) ที่ทำให้เกิดโรค เราได้รับการลดเซลล์ที่มีชีวิต 0.67 log ( p = 0.01) และ 0.77 log 
( p = 0.01) หลังจากการฟักตัว 3 ชั ่วโมงและ 0.80 log ( p = 0.01) และ 1.15 log ( p = 0.001) 
หลังจาก 6 ช่ัวโมง ในทางตรงกันข้าม เช้ือ E. coli สายพันธุ์ที่ไม่ก่อให้เกิดโรคทั้งหมด และแบคทีเรีย
เอนเทอโรแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่ทดสอบสามารถต้านทานได้ นอกจากน้ี เฟจเฟจผสมถูกประเมินบนสอง
สายพันธุ ์และการลดลงเพิ ่มเติมถูกสังเกตพบ อย่างไรก็ตาม E. coli bacteriophage insensitive 
mutants (BIMs) ปรากฏในการตรวจวิเคราะห์เน้ือสัตว์ BIM ที่แยกได้จากเน้ือสัตว์พร้อมกับที่แยกได้
โดยใช้วิธีการเพาะเล้ียงขั้นที่สองได้รับการทดสอบเพ่ือประเมินความคงตัวและการกลับตัวของฟีโนไทป์
ของความต้านทาน พวกเขานำเสนอความถี่การเกิดขึ ้นต่ำ (6.5 × 10 −7 –1.8 × 10 −6 ) และความ
เสถียรและการกลับตัวของตัวแปร ผลลัพธ์บ่งช้ีว่าเฟจที่แยกได้มีความคงตัวในการเก็บรักษา ซ่ึงเป็นผล
ลบต่อปัจจัยความรุนแรงทั้งหมดที่วิเคราะห์ มีกิจกรรมการสลายสำหรับ ไวรัสไทป์  ของ E. coli ที่
แตกต่างกัน และอาจมีประโยชน์ในการลดพิษของ Shiga E. coli และเซลล์ที่มีชีวิตได้ของ E. coli ที่
ก่อโรคในผลิตภัณฑ์จากเน้ือสัตว์ 
 S Viazis et al. (2011) เพ่ือแยก ระบุ และจำแนกลักษณะกลุ่มของแบคทีเรียไลติกที่สามารถ
แพร่เช้ือในซีโรไทป์Escherichia coli (EHEC) ที่เข้าสู่หลอดเลือดได้ โดยแยกเฟจออกจากมูลสัตว์จาก
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โคนมและมูลสัตว์โดยใช้ เชื ้อ E. coli O157, O26 และ O111 เป็นโฮสต์ เฟจถูกทำให้เข้มข้นจาก
อุจจาระเหลวโดยการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวซอยทริปติเคส 10 เท่าที่อุณหภูมิ 37°C ข้ามคืน ได้รับ
แผ่นพลาคเฟจโดยการผสมส่วนลอยเหนือตะกอนของการเพาะเลี ้ยงที ่ถูกกรองกับวุ ้นทริปโทน
หลอมเหลวซ่ึงมีสายพันธุ์โฮสต์ของเฟจ E. coli โดยเทวุ้นที่ได้รับการฉีดวัคซีนไว้ด้านบนของวุ้น TS ที่
ทำให้เย็นลง และบ่มเพาะเช้ือในช่ัวข้ามคืน เฟจถูกทำให้บริสุทธิ์จากพลาคและคัดกรองต้าน เช้ือ  E. 
coliและ EHEC เพ่ิมเติมโดยประสิทธิภาพของวิธีการชุบ (EOP) เฟจ CEV2 และเฟจอีกห้าตัวที่ถูกแยก
เดี่ยวก่อนหน้าน้ี สามารถสลายสายพันธุ์ O157 15 สายพันธุ์ทั้งหมดที่ทดสอบด้วยค่า EOP ที่สูงกว่า 
0·001 อย่างสม่ำเสมอ พบว่าเฟจสองตัวมีประสิทธิภาพสูงในการต่อต้านสายพันธุ์ E. coli O157 ผ่าน
การทดสอบ EOP และต่อต้านสายพันธุ ์ O26 ผ่านการทดสอบเฉพาะจุด แต่ไม่ต่อต้านสายพันธุ์ O 
serogroup 111 ผสมที่มีเฟจแปดตัวที่ไลซ์ สายพันธุ์ E. coli O157 ส่งผลให้ CFU ml −1 ลดลง >5 

log ที่ 37°C Multiplex‐PCR เปิดเผยว่าไม่มีเฟจทั ้งแปดนี ้ที ่ม ียีน stx1 , stx2 , hlyA หรือ eaeA 
แบคทีเรียกลุ่มหน่ึงสามารถสลายสายพันธุ์ส่วนใหญ่ของ EHEC สองซีโรไทป์ได้ กลุ่มเฟจน้ีสามารถ
นำมารวมกันและอาจใช้เป็นเฟจผสมต้านจุลชีพเพ่ือยับยั้ง เช้ือ E. coli จากกลุ่ม O serogroups 157 
และ 26 
 François Javaudin et al. (2021) แยกเฟจไลติกชนิดใหม่ 4 ตัว ในหลอดทดลอง เพ่ือ
ประสิทธิภาพในการต่อต้าน สายพันธุ์ Escherichia coli ที่ผลิตเบต้าแลคตาเมสแบบขยายสเปกตรัม 
(ESBL) และต้านทานต่อคาร์บาพีเนมส์ผ่านคาร์บาพีเนมาส OXA-48 ได้เช่นกัน ขั้นตอนแรกคือการ
พัฒนาแบบจำลองการขนส่งทางย่อยอาหารของ ESBL E. coli ในหนู ขั้นตอนที่สองคือการทดสอบ
ประสิทธิภาพของการรักษาด้วยเฟจทางปากและทางทวารหนัก (เฟจผสมที่มีเฟจส่ีชนิดหรือเฟจไมโคร
แคปซูล) เพ่ือลดการขนส่งน้ี ผลลัพธ์: การขนส่งทางเดินอาหารที่รุนแรงที่สุดสองแบบจำลองได้มาจาก
การให้แอมม็อกซีซิลลิน (0.5 กรัม·ลิตร−1 ) อย่างต่อเน่ืองในน้ำดื่ม (แบบจำลองที่ 1) หรือแพนโทพรา
โซล (0.1 กรัม·ลิตร−1 ) อย่างต่อเน่ืองในน้ำดื่ม รวมกับ แอมม็อกซิซิลลิน (0.5 g·L −1 ) ใน 8 วันแรก 
(รุ่น 2) การบริหารช่องปากของเฟจเฟจผสมเป็นโมเดล 1 ส่งผลให้ความเข้มข้นของ ESBL E. coliใน
อุจจาระลดลงช่ัวคราว 9 วันหลังจากการทดลองของแบคทีเรีย (ค่ามัธยฐาน = 5.33 × 10 8เทียบกับ 
2.76 × 10 9 CFU·g −1 , p = 0.02) ในทางตรงกันข้าม ในแบบจำลอง 2 การให้ยาเฟจผสมน้ีทางปาก
หรือทางปาก + ทางทวารหนักไม่ได้เปลี ่ยนไตเตรทของแบคทีเรียเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(พื ้นที ่ใต้เส้นโค้ง AUC 3.49 × 10 9 ; 3.41 × 10 9และ 3.82 × 10 9สำหรับ กลุ ่มควบคุม ทางปาก
และทางปาก + ทางทวารหนัก ตามลำดับ; p -value > 0.8 สำหรับการเปรียบเทียบแต่ละกลุ่มแบบ
สองต่อสอง) เช่นเดียวกับการบริหารให้เฟจไมโครแคปซูลแบบรับประทานในแบบจำลอง 1 (AUC = 
8.93 × 10 9เทียบกับ 9.04 × 10 9 , p = 0.81) สรุป: การรักษาด้วยยารับประทานด้วย amoxicillin 
ส่งเสริมการขนส่งทางย่อยในหนู ซึ ่งก็เกิดขึ ้นจากการเติม pantoprazole เช่นกัน อย่างไรก็ตาม 
การศึกษาของเรายืนยันความยากลำบากในการบรรลุประสิทธิภาพด้วยการบำบัดด้วยเฟจเพ่ือลดการ
ขนส่งแบคทีเรียย่อยที่ดื้อยาหลายชนิดในร่างกาย 
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 Rahmad Lingga et al. (2020) การแยก ลักษณะและประสิทธิภาพของแบคทีเรีย lytic ต่อ
เช้ือ Escherichia coli ที่ทำให้เกิดโรค จากของเสียที่เป็นของเหลวในโรงพยาบาล ความหลากหลาย
ทางชีวภาพ Escherichia coli เป็นที ่รู ้จักในฐานะแบคทีเรียปนเปื้อนที ่ทำให้เกิดโรคในน้ำเสียของ
โรงพยาบาลที่เป็นอันตรายต่อมนุษย์และส่ิงแวดล้อม ความกังวลเก่ียวกับการปรากฏตัวของแบคทีเรีย
ที ่ด ื ้อต่อคลอรีนและยาปฏิชีวนะเพิ ่มความเร่งด่วนในการค้นหากลยุทธ์ทางเลือกในการควบคุม
แบคทีเรียที่ทำให้เกิดโรคในน้ำเสียของโรงพยาบาล ทางเลือกหน่ึงคือการใช้ lytic bacteriophage 
การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือแยก จำแนกลักษณะ และตรวจสอบประสิทธิภาพของไลติกแบคที ริ
โอเฟจต่อเช้ือ Escherichia coli ที่ทำให้เกิดโรค จากน้ำเสียของโรงพยาบาล โดยแยก จำแนกลักษณะ 
(สัณฐานวิทยาของคราบจุลินทรีย์ ช่วงโฮสต์ ไมโครกราฟอิเล็กตรอนของ virion และความไวต่อ
อุณหภูมิ ค่า pH และการบำบัดด้วยคลอรีน) และทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียไลติกในการ
ควบคุมเช้ือE. coli ที่ทำให้เกิดโรค ซ่ึงแยกได้จากน้ำเสียของโรงพยาบาล ได้รับเฟจห้าตัวสำเร็จ ซ่ึง
ทั้งหมดมีคราบชัดเจน (ลักษณะเฉพาะของเฟจไลติก) จากการทดสอบช่วงโฮสต์ เฟจส่วนใหญ่สามารถ
กำจัด เชื ้อ E. coli ที่ทดสอบทั้งหมด ได้ แต่ไม่ใช่สำหรับสายพันธุ ์อื ่น การถ่ายภาพไมโครกราฟ
อิเล็กตรอนเผยให้เห็นว่าเฟจเป็นของไมโอวิริดี เฟจแสดงความคงตัวในอุณหภูมิสูง, pH ที่หลากหลาย 
และความเข้มข้นสูงของการบำบัดด้วยคลอรีน การทดสอบประสิทธิภาพเฟจเสนอแนะว่าเฟจมี
ความสามารถในการลดประชากรของเช้ือ E. coli ได้อย่างมีนัยสำคัญทั้งในน้ำเสียที่ผ่านการฆ่าเช้ือ
และที่ไม่ผ่านการฆ่าเช้ือการรวมกันของการบำบัดด้วยเฟจและคลอรีนมีประสิทธิผลมากกว่าการบำบัด
ด้วยเฟจเดี่ยว การทดสอบประสิทธิภาพพบว่าการใช้เฟจในน้ำเสียให้ผลลัพธ์ที่ดีที่สุดจากการบำบัด
แบบเฟจผสมและการผสมผสานระหว่างการบำบัดเฟจกับคลอรีน ผลลัพธ์เหล่าน้ีช้ีให้เห็นว่าเฟจอาจ
เป็นตัวเลือกที่มีศักยภาพในการฆ่าเช้ือโรค 
 Ashetu Fikadu et al. (2024) การใช้ไลติกแบคทีริโอเฟจเพ่ือควบคุมหรือกำจัดแบคทีเรียที่
ดื้อยาหลายชนิด (MDR) ที่ทำให้เกิดโรคเป็นทางเลือกที่น่าหวัง อย่างไรก็ตาม การเกิดขึ้นของแวเรียนต์
ของแบคทีเรียที่ดื้อยาหลังการใช้เฟจอาจท้าทายคุณประโยชน์ในการรักษาโรค ในการศึกษาน้ี เรามุ่ง
เป้าที ่จะแยกเฟจจากตัวอย่างน้ำเสียเทียบกับ MDR Escherichia coli สองตัว รวมถึงตัวแปรที่
ต ้านทานเฟจของพวกมัน โดยวิธ ีการ MDR E. coli ที่แยกได้ (n = 10) ที่ได ้รับจากศูนย์การแพทย์ 
Jimma ที่ได้รับการระบุและจัดเก็บอย่างถูกต้องถูกนำมาใช้เพ่ือแยกแบคทีริโอเฟจ โคลิเฟจ lytic สอง
ตัวถูกแยกออกจากตัวอย่างน้ำเสียของโรงพยาบาลตามระเบียบการมาตรฐาน จากการติดเช้ือเฟจเดี่ยว 
virulent ที่ต้านทานเฟจพัฒนาอย่างรวดเร็วโดยทำหน้าที่เป็นโฮสต์ใหม่สำหรับการแยกเฟจไลติกตัวที่
สาม ฤทธิ์สลายของเฟจที่มีฤทธิ์รุนแรงน้ีต่อทั้งโฮสต์และโฮสต์ได้รับการตรวจสอบ มีการประเมินการ
ติดเช้ือโฮสต์ของเฟจผสมต่างๆ และศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพของเฟจแต่ละชนิด จากกระบวนการ
แยกเฟจรอบแรก มีเฟจ lytic สองชนิดที่ถูกระบุเป็น VBO- E. coli 4307 และ VBW- E. coli 4194 
เมื่อสัมผัสกับ VBO- E. coli 4307 E. coli 4307 ชนิดพันธุ์ป่าพัฒนาความต้านทาน ตัวแปร เฟจตัวที่
สาม (VBA- E. coli 4307R) ถูกแยกออกจำเพาะสำหรับแวเรียนต์ต้านทานน้ี ( E. coli 4307R) ภายใต้
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สภาวะที่เหมาะสมที่สุด สำหรับ VBO- E. coli 4307, VBW- E. coli 4194 และ VBA- E. coli 4307R 
การตรวจคราบจุลินทรีย์ที่เกิดขึ้นภายใต้สภาวะที่เปรียบเทียบกันได้คือ 2.13 × 10 10 PFU mL −1 , 
9.17 × 10 12 PFU mL −1 และ 3.3 × 10 10 PFU ml −1 ตามลำดับ เฟจเหล่านี ้มีความคงตัวและ
ความสามารถในการสลายเกือบเหมือนกัน แต่แตกต่างกันอย่างมากในช่วงโฮสต์ของ VBA- E. 
coli 4307R แม้ว่าเช้ือก่อโรค MDR ชนิดพันธุ์ป่าสามารถพัฒนาความต้านทานได้อย่างง่ายดายเมื่อ
สัมผัสกับการติดเช้ือเฟจเดี่ยวด้วย VBO- E. coli 4307 แต่ก็ยังสามารถแยกแบคทีเรียชนิดใหม่ออก
จากตัวอย่างด้านส่ิงแวดล้อมที่มีประสิทธิผลต่อตัวแปรที่ต้านทานเฟจได้ ส่ิงน้ีบ่งช้ีว่ามีความเป็นไปได้ที่
จะจัดการกับผลกระทบของเช้ือโรคที่ดื้อต่อเฟจ แม้ว่าจะเป็น MDR ก็ตาม 
 Sahd Ali et al. (2023) แยกและจำแนกลักษณะของเฟจ lytic ที่เพิ ่งแยกได้สองต ัวที่
สามารถแพร่เช้ือทางคลินิกของ P. mirabilis และ P. vulgaris นอกจากน้ี ยังมีการวิเคราะห์ข้อมูลเชิง
ลึกเก่ียวกับลักษณะทางชีววิทยาและโมเลกุลด้วย เฟจทั้ง RP6 และ RP7 แสดง โปรไฟล์ที่จำเพาะต่อ
สกุล Proteus โดยไม่มีการให้ฤทธิ์สลายกับตระกูล Enterobacteriaceae อ่ืน ๆ ค่า MOI ที่เหมาะสม
ที่สุดของเฟจ RP6 และ RP7 ถูกกำหนดเป็น 0.1 และ 0.01 ตามลำดับ กราฟการเติบโตขั้นตอนเดียว
แสดงให้เห็นว่าเฟจ RP6 และ RP7 มีlatent periodส้ัน 20 นาที และburst size ขนาดใหญ่ 220–
371 PFU/ml ต่อเซลล์โฮสต์ที่ติดเช้ือ การเจริญเติบโตของแบคทีเรียลดลงทันทีหลังจากเฟจถูกเติม ซ่ึง
แสดงโดยการวัดความหนาแน่นเชิงแสง (OD) หลังจาก 24 ช่ัวโมง พบว่า Proteus phage RP6 และ 
RP7 สามารถกำจัดทั ้งแพลงก์ตอนและไบโอฟิล์มที ่เจริญเต็มที ่ที ่ผลิตโดย โพรทูสที่แยกได้ที่ทำการ
ทดสอบ  
 Young-Duck Lee and Jong-Hyun Park (2015) แ ย ก เ ฟ จ ข อ ง  Escherichia 
coli O157:H7 จำนวน 2 ตัวจากตัวอย่างน้ำเสียและควบคุมลักษณะเฉพาะเพื ่อควบคุมเชื ้อ  E. 
coli O157:H7 ในอาหาร เฟจที่แยกได้ BECP2 และ BECP6 เป็นของ Myoviridae และ Podoviridae 
ตามลำดับ burst sizeของพวกมันคือ 33 PFU/เซลล์สำหรับ BECP2 และ 51 PFU/เซลล์สำหรับ 
BECP6 หลังจากlatent periodที่ 25 นาที ตรวจไม่พบยีนพิษของ Shiga บนเฟจ BECP2 หรือ 
BECP6 เฟจทั้งสองไวต่อเอธานอล 70% เพ่ือตรวจสอบประโยชน์ของส่วนผสมเฟจทั้งสองชนิดสำหรับ
การควบคุมทางชีวภาพของ E. coli O157:H7 เราได้วิเคราะห์การลดลงของ E. coli O157:H7 ในนม
เชิงพาณิชย์และในไบโอฟิล์ม ของผสมลดการเจริญเติบโตของE. coli O157:H7 จาก 6 log CFU/mL 
เป็น 1 log CFU/mL หลังจากการฟักตัว 5 ช่ัวโมงที่ 37 °C ในนมเชิงพาณิชย์ ของผสมถูกนำไปใช้กับ 
E. coli O157:H7 ในไบโอฟิล์มที่เกิดขึ้นบนใยแก้ว, เพลตไมโครไทเตอร์ และคูปองที่ทำจากสเตนเลสส
ตีลความหนาแน่นของ E. coli O157:H7 ในไบโอฟิล์มลดลงจาก OD 600 1.1 เป็น 0.6 บนจาน และ
จาก 6 log CFU/คูปอง ดังน้ันเฟจ BECP2 และ BECP6 อาจเป็นสารฆ่าเช้ือที่มีประสิทธิภาพในการ
ลดเช้ือ E. coli O157:H7 ในสภาพแวดล้อมของไบโอฟิล์ม 
 Pan Fu et al. (2021) ใช้เช้ือ E. coli ที่ดื้อยาหลายชนิด เป็นตัวบ่งช้ีและแยกออก กำหนด
คุณลักษณะ และเปรียบเทียบเฟจใหม่สองตัวใน ตระกูล Siphoviridae ที่เรียกว่า vB_EcoS_XF และ 
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vB_EcoS_XY2 เฟจเหล่าน้ีสามารถแพร่ เช้ือเช้ือ E. coli ที่ดื้อยาหลาย สายพันธุ์ ที่ทำให้เกิดโรคได้
หลายสายพันธุ์ latent period ที่ส้ันและ burst size ที่ใหญ่ทำให้แน่ใจได้ว่าพวกมันจะแพร่พันธุ์อย่าง
รวดเร็วในเซลล์โฮสต์ การทนต่ออุณหภูมิสูงและระดับ pH สูงทำให้ยังคงมีเสถียรภาพเมื่อใช้ควบคุม
สายพันธุ ์ E. coli ที่ทำให้เกิดโรค ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ที ่ชัดเจนเมื่อเซลล์ HEK293 T หรือ 
A549 ถูกบ่มด้วยเฟจทั้งสองน้ี การวิเคราะห์แมสสเปกโตรเมทรีช่วยให้เราสามารถระบุโปรตีนที่ถูก
เข้ารหัสด้วยเฟจได้หลายชนิด การวิเคราะห์จีโนมพบว่าไม่มีการเข้ารหัสโปรตีนที่เป็นพิษหรือโปรตีนยา
ปฏิชีวนะ การเปรียบเทียบจีโนมและการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการระบุว่าเฟจที่ระบุมีความคล้ายคลึง
กันสูงกับ เฟจของ เช้ือ E. coli ในสกุล Kagunavirus คุณลักษณะที่พึงประสงค์ของเฟจชนิดใหม่ที่
ระบุทำให้พวกเขามีคุณสมบัติในการรักษาที่ดีและเป็นส่วนประกอบของเฟจเฟจผสมเพ่ือรักษาเช้ือ E. 
coli ที่ดื้อยาหลายชนิด ในอนาคต 
 Aneela Nawaz et al. (2024) แยกและศึกษาคุณลักษณะโดยละเอียดของแบคทีเรีย Lytic 
ที่กำหนดให้เป็น ES10 ที่สามารถสลายเชื ้อ E. coli ที่ ด ื ้อต่อยาหลายขนาน ES10 มีหัวแบบ 
icosahedral และส่วนหางแบบไม่หดตัว และขนาดจีโนมเท่ากับ 48,315 คู่เบสยาวเข้ารหัสโปรตีน 74 
ตัว ไม่พบยีนที่เก่ียวข้องกับการดื้อยาปฏิชีวนะ ความรุนแรง และวงจรไลโซเจนิกในจีโนมเฟจ ES10 
การวิเคราะห์ทางสัณฐานวิทยาและจีโนมทั้งหมดของเฟจ ES10 แสดงให้เห็นว่า ES10 เป็นสมาชิกของ 
Drexlerviridae เวลาแฝงของ ES10 คือ 30 นาที burst size คือ 90 และการติดเช้ือหลายหลากที่
เหมาะสมคือ 1 ES10 มีความเสถียรในเลือดมนุษย์ และต่อมาทำให้แบคทีเรียโฮสต์ลดลง 99.34% 
แคลเซียมคลอไรด์ทำให้เวลาการดูดซับและ latent period ของ ES10 ส้ันลง และยับยั้งการสร้างไบ
โอฟิล์มของแบคทีเรียโฮสต์อย่างมีนัยสำคัญ ES10 ลดแบคทีเรียโฮสต์จากโฟมที่ปนเปื ้อนได้ถึง 
99.84% เฟจ ES10 มีศักยภาพที่จะใช้ในการบำบัดด้วยเฟจมาตรฐาน 
 Bruce Wang et al. (2023) การจัดลำดับจุลินทรีย์แบบมัลติเพล็กซ์แบบเซลล์เดียวขนาดใหญ่
ขนานกัน (M3-seq) ระบุประชากรแบคทีเรียที ่หายากและโปรไฟล์การติดเชื ้อ phage โดยมีการ
เจริญเติบโตและการแสดงออกของยีนใน เซลล์ E. coli ที่ติดเช้ือ phage การเจริญเติบโตของ E. coli ที่
เต ิบโตในระยะเอ็กซ์โปเนนเชียลระยะแรก (OD ~ 0.2–0.3) และติดเชื้อ phage (MOI ~ 100) หรือ
เสริมด้วย phage vehicle (LB) และมีการบำบัดด้วยเฟจอาจเป็นเคร่ืองมือที่มีประโยชน์ในการต่อสู้กับ
การติดเช้ือแบคทีเรีย นักวิจัยต้องเอาชนะความท้าทายหลายประการเพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพของ
การบำบัดด้วยแบคทีเรีย เช่น การขับออกจากกระแสเลือดอย่างรวดเร็ว และการสะสมของแบคทีเรีย
ในม้ามในภายหลัง แบคทีเรียเฟจติดเช้ือด้วยอนุภาคเฟจจำนวนมาก: เฟจจำนวนมากช่วยให้มั่นใจได้
ว ่าแบคทีเรียทั้งหมดจะติดเชื ้ออย่างรวดเร็ว การติดเชื ้อในระดับสูงเรียกว่าการติดเชื้อหลายหลาก 
(MOI) และสามารถทำได้ด้วยอัตราส่วนเฟจต่อโฮสต์ที่ 5 ถึง 10 หน่วยสร้างคราบจุลินทรีย์ (PFU) ต่อ
เซลล์ การดูดซับไวรัสเข้าสู่เซลล์สามารถดำเนินการได้ในเวลาที่เหมาะสม 
 Techaphon Songphasuk et al. (2022) แยก กำหนดคุณลักษณะ และประเมิน
ประสิทธิภาพของแบคทีริโอเฟจในการควบคุมเช้ือโรคที่เป็นสาเหตุของโรคโคลิบาซิลลัสในลำไส้ในสุกร 
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เก็บตัวอย่างส่ิงปฏิกูลจำนวน 5 ตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่างๆ ของฟาร์มสุกรในจังหวัดสุพรรณบุรี ประเทศ
ไทย และเสริมสมรรถนะและแยกแบคทีเรีย ตามด้วยการทำให้บริสุทธิโ์ดยวธิีการวางซ้อนวุ้นโดยใช้
เช้ือ E. coli RENR เป็นสายพันธุ์โฮสต์ เฟจที่เลือกถูกแสดงคุณลักษณะเฉพาะโดยการประเมินสัณฐาน
วิทยาของพวกมัน ในขณะที่ความจำเพาะของพวกมันถูกตรวจสอบโดยการทดสอบช่วงโฮสต์ 
นอกจากน้ียังพิจารณาประสิทธิภาพการชุบและความหลากหลายของการติดเช้ือ (MOI) อีกด้วยเฟจที่
ถูกเลือกส่ีตัว กล่าวคือ vB_Eco-RPNE4i3, vB_Eco-RPNE6i4, vB_Eco-RPNE7i1 และ vB_Eco-
RPNE8i3 แสดงให้เห็นรูปแบบที่แตกต่างกันของช่วงโฮสต์และประสิทธิภาพของเฟจ พวกเขาลด ความ
เข้มข้นของ เช้ือ E. coliที่ MOI ที่ทดสอบ (0.01–100) อย่างมีนัยสำคัญตั้งแต่ 1 ช่ัวโมงเป็นต้นไป 
อย่างไรก็ตาม การงอกใหม่ของแบคทีเรียถูกสังเกตพบในการบำบัดด้วยเฟจทั้งหมด 

Naritsara Battapai et al. (2017) ศึกษาโดยจากน้ำตัวอย่างจำนวน 39 ตัวอย่างที่นำมา แยก
และตรวจหาแบคเทอริโอเฟจที ่จำเพาะต่อ ESBL E.coli พบว่า มีจำนวน 25 ตัวอย่างที ่ให้ผลการ 
ทดสอบ spot test เป็นบวกคือปรากฏ clear zone บน ผิวหน้าอาหาร และเมื่อนำตัวอย่างที่ให้ผล 
การทดสอบ spot test เป็นบวกไปตรวจยืนยันการมี แบคเทอริโอเฟจอยู ่ในน้ำตัวอย่างด้วยวิธี 
double agar layer plaque assay พบว่า มี 7 ตัวอย่างที ่พบจุดใส (clear plaque) บนผิวหน้า
อาหาร แสดงว่า ในน้ำตัวอย่างทั้ง 7 น้ีน่าจะมีแบคเทอริโอเฟจที่จำเพาะ ต่อ ESBL-E.coli อยู่จริงและ
เป็นไลติกเฟจ (lytic phage) เพราะสามารถทำให้เกิดการตายของโฮสต์  ตั้งช่ือแบคเทอริโอเฟจที่แยก
ได้น้ีว่า EP1, EP2, EP3, EP4, EP5, EP6 และ EP7 ตามลำดับ การนำแบคเทอริโอเฟจแต่ละตัวที่แยก
ได้มา ศึกษาลักษณะการเจริญโดยการสร้างกราฟ one step growth curve เพื ่อทำให้ทราบถึง
ช่วงเวลาที่ไลติกเฟจ ใช้ในการเพ่ิมจำนวนภายในโฮสต์จนกระทั่งปลดปล่อย แบคเทอริโอเฟจ รุ่นลูก 
(progeny phage) ออกสู่นอก เซลล์ซ่ึงเรียกว่า latent period เวลาที่มีการปล่อย อนุภาคไวรัสออก
มากที่สุดในหน่ึงรอบของการเจริญซ่ึง เป็นเวลาที่โฮสต์เกิดการแตกสลายไปมากที่สุดเช่นกัน เรีย ก ว่ า 
burst time และค่าเฉลี่ยของปริมาณแบคเทอริโอเฟจที ่ปลดปล่อยออกมาต่อแบคทีเรียหนึ่ง  เซลล์ 
(pfu/infected cell) เรียกว่า burst size  
 Elvis Agbo et al. (2022) แบคทีริโอเฟจ vB_SauP_P992 ใหม่ ซ่ึงสามารถแยกวิเคราะห์สาย
พันธุ์ MRSA ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ได้รับการแยกและทำให้บริสุทธิ์โดยใช้วิธีเพลตวุ้นคู่ได้สำเร็จ ใน
เร่ืองน้ี ความไวต่อ pH, กราฟการเติบโตแบบขั้นตอนเดียว, ความหลากหลายทีเ่หมาะสมของการติดเช้ือ 
(MOI), ความไวต่อความร้อน, ช่วงโฮสต์ของเฟจ และผลของรีเอเจนต์อินทรีย์ต่อแอคติวิตีของเฟจถูก
กำหนดหา ผลการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงให้เห็นว่าหัวของแบคทีริโอเฟจมีลักษณะ
หกเหล่ียมและมีหางที่ไม่หดตัวและสามารถสร้างพลาคเดี่ยวที่มีขอบอย่างประณีตได ้นอกจากน้ี MOI ที่
เหมาะสมที่สุดคือ 0.1 one-step growth curve แสดง latent period ของแบคทีริโอเฟจประมาณ 
20 นาที ระยะการสลาย 90 นาที และ burst size ประมาณ 65.8 PFU ต่อเซลล์ที่ติดเชื ้อ แบคทีริ
โอเฟจ vB_SauP_P992 มีความคงตัวทางความร้อนที่ยอมรับได้ ความคงตัวของ pH และการต้านทาน
ต่อปัจจัยทางกายภาพและเคมี ซ่ึงบ่งช้ีถึงแบคทีริโอเฟจที่ไม่มีแคปซูล 
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Ping Li et al. (2022) วธิีการเซลล์เดียวเผยให้เห็นความแตกต่างระหว่างเซลล์ใน
ความสามารถในการผลิตเฟจ แสดงให้เห็นว่ามีความเป็นไปได้ที่จะประมาณ burst size ของเฟจและ
ความแปรผันของ burst size ในเวลาเดียวกันในเวลาการแยกสลายที่ต่างกัน one-step growth 
curve ของชีววิทยาเฟจสามารถประมาณเวลาการสลายและค่า burst size โดยเฉล่ียของประชากร
เฟจเท่าน้ัน ดังน้ันจึงไม่สามารถใช้ประเมินความแปรผันระหว่างเซลล์ต่อเซลล์ใน burst size ได ้
เบอร์เน็ตได้คิดค้นวิธีแรกในการประมาณ burst size ของเซลล์เดียวโดยการเจือจางสารแขวนลอยของ
เซลล์แบคทีเรียที่ติดเช้ือ phage ลงในส่วนย่อยเล็กๆ เพ่ือให้แต่ละส่วนย่อยมีแบคทีเรียที่ติดเช้ือโดย
เฉล่ียน้อยกว่า 1 ตัว กลยุทธ์น้ีทำให้มั่นใจได้ว่าส่วนลงตัวเพียงเล็กน้อยเท่าน้ันที่จะมีแบคทีเรียที่ติดเช้ือ
มากกว่า 1 ตัว หลังจากการฟักตัวเป็นเวลาเพียงพอเพ่ือให้แบคทีเรียทั้งหมดสลายตัว การตรวจคราบ
จุลินทรีย์เผยให้เห็นการกระจายของ burst size วธิีน้ีได้รับการปรับปรุงในภายหลังเพ่ือประมาณการ
กระจาย burst size ในขนาดตัวอย่างที่ใหญ่ขึ้น  วธิีการในช่วงแรกๆ เหล่าน้ีใช้เฟจอิสระเพ่ือเร่ิมการติด
เช้ือโดยปล่อยให้การดูดซึมเข้าสู่เซลล์ที่กำลังเติบโต และจำเป็นต้องเจือจางและกระจายเซลล์อย่าง
รวดเร็วก่อนที่จะเกิดการระเบิดคร้ังแรก การแปรผันที่เกิดขึ้นน้ีเป็นผลจากเวลาที่ต้องใช้สำหรับเฟจใน
การดูดซับเข้าสู่เซลล์โฮสต์และฉีดจีโนมของพวกมัน ในทางตรงกันข้าม วิธีการของเราใช้ไลโซเจนที่ขาด
การสลายตัว ซ่ึงช่วยให้เราสามารถกระตุ้นวงจรไลซิสพร้อมกันในทุกเซลล์ ตลอดจนสลายเซลล์ในเวลา
ที่ต้องการ การสลายทางเคมีของเซลล์แต่ละเซลล์สามารถถูกกระตุ้นได้ในเวลาเดียวกัน ซ่ึงช่วยลด
ความแปรผันของเซลล์ต่อเซลล์ในระยะเวลาการสลายที่พบในไลโซเจนตามธรรมชาติ ส่ิงน้ีจะลด
ผลกระทบของการเปล่ียนแปลงเวลาสลายต่อการเปล่ียนแปลง burst size ให้เหลือน้อยที่สุด ดังน้ัน 
วิธีการน้ีเป็นการปรับปรุงให้ดีขึ้นกว่าความพยายามคร้ังก่อนซ่ึงเซลล์ที่ไม่ก่อให้เกิดการก่อมะเร็งได้รับ
เช้ือเฟจอิสระ ซ่ึงตามด้วยการเจือจาง เพ่ือให้ได้ค่าประมาณขนาดเซลล์เดียวที่แตกออก วิธีการของเรา
ทำให้สามารถประมาณค่าเฉล่ีย burst sizeและการกระจายตัวในเวลาสลายที่แตกต่างกันได้แม่นยำ
ยิ่งขึ้น เมื่อใช้วิธีการน้ี เราสังเกตเห็นว่าสัญญาณรบกวนในไทม์มิ่งการแยกสลายไม่ได้ส่งผลต่อสัญญาณ
รบกวนใน burst size อย่างมีนัยสำคัญ และ burst size ยังคงที่ตลอดระยะเวลาการแยกสลายที่
ต่างกัน คำอธิบายที่เป็นไปได้มากที่สุดสำหรับสัญญาณรบกวนที่มี burst size คงที่ที่สังเกตได้จากการ
ทดลองก็คือ ความแตกต่างระหว่างเซลล์ต่อเซลล์ใน burst size น้ันมาจากความหลากหลายระหว่าง
เซลล์ในความจุของเซลล์ ( k สูงสุด ) เพ่ือสร้างเฟจ 
 Lingchong You et al. (2002) ผลของ สรีรวิทยาของ Escherichia coli ต่อการเจริญเติบโต
ของ Phage T7 ใน Vivo และใน Silico ทรัพยากรโฮสต์รวมถึงปริมาณของจีโนม DNA ขนาดพูลและ
อัตราการยืดตัวของ RNA polymerases และไรโบโซม ขนาดสระน้ำของกรดอะมิโนและนิวคลีโอไซด์
ไตรฟอสเฟต และปริมาตรของเซลล์ การพ่ึงพาในซิลิโก (จำลอง) ของอัตราการเพ่ิมขึ้นของเฟจภายใน
เซลล์ต่ออัตราการเติบโตของโฮสต์ทำให้เกิดข้อตกลงที่ดีในเชิงปริมาณกับผลลัพธ์ ในร่างกาย ของเรา 
ซ่ึงเพ่ิมขึ้นห้าเท่าสำหรับการเพ่ิมขึ้นของโฮสต์สองเท่าต่อช่ัวโมง 2.4 เท่า และการพ่ึงพาจำลองของ
eclipse timeบน อัตราการเติบโตตกลงกันในเชิงคุณภาพ โดยเบี่ยงเบนจากความล่าช้าคงที่ เมื่อการ
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จำลองถูกใช้เพ่ือแยกทรัพยากรโฮสต์ออกจากอัตราการเติบโตของโฮสต์ในเชิงตัวเลข พบว่าการเติบโต
ของเฟจมีความไวต่อกลไกการแปลโฮสต์มากที ่สุด ในการทดลองการเจริญเติบโตในขั ้นตอนเดียว
ภายในเซลล์ โดยวิธีการที่กำหนดไว้ใช้ในการเตรียม การเก็บรักษา และการทดสอบเฟจวุ้นล่างสำหรับ
เพลตและวุ้นอ่อนสำหรับช้ันซ้อนคือน้ำซุป LB ที่มีแบคโตวุ้น 1.5 และ 0.7% ตามลำดับ เซลล์โฮสต์
ผ่านการเพ่ิมขึ้นอย่างน้อยหกถึงแปดเท่าหลังจากเข้าสู่สถานะคงตัวใหม่สำหรับการเปล่ียนแปลงอัตรา
การไหลแต่ละคร้ัง ตามที่กำหนดโดยความหนาแน่นของแสงที่ 600 นาโนเมตร การเก็บตัวอย่ างเคมี
บำบัดดำเนินการภายใต้สภาวะปลอดเช้ือ ตัวอย่างสิบมิลลิลิตรถูกเติมลงในขวดเชกเกอร์ซ่ึงมีอุณหภูมิ 
30°C แล้วการใช้เฟจ T7 เป็นระบบแบบจำลอง เราได้สำรวจผลกระทบของสรีรวิทยาของโฮสต์ต่อการ
เติบโตของเฟจโดยใช้ทั้งวิธีการทดลองและการคำนวณ การทดลองเฟจการเจริญเติบโตในขั้นตอน
เดียวดำเนินการโดยการติดเช้ือ เซลล์ Escherichia coli ที่เติบโตในอัตราที่ต่างกัน ซ่ึงทำได้โดยการใช้
เคมีบำบัด การทดลองเหล่าน้ีเสนอแนะการพ่ึงพาอัตราการเติบโตของเฟจที่คล้ายคลึงกันกับอัตราการ
เติบโตของโฮสต์ดังที่สังเกตได้จากเฟจอ่ืนที่ศึกษา: ยิ่งโฮสต์เติบโตเร็วเท่าใด การติดเช้ือเฟจก็จะยิ่งเร็ว
ขึ้นเท่าน้ัน 
 Piotr Golec et al. (2008) วิธ ีง่ายๆ ในการชุบ แบคทีเรีย Escherichia coliให้เกิดพลาค
ขนาดเล็กมากหรือไม่มีพลาคภายใต้เงื ่อนไขมาตรฐานการทำ one-step growth curve โดยนำ E. 
coli O157 EC-48 ถูกเพาะเชื ้อไปในตัวกลางน้ำซุป TSB ขนาด 40 มล. และบ่มที่ 37 °C ด้วยการ
เขย่าเพ่ือให้ได้ OD600 ที่ 0.5 เฟจและเซลล์โฮสต์ถูกผสมกับ MOI 0.01 และปล่อยให้ดูดซับเป็นเวลา 2 
นาทีที่อุณหภูมิห้อง หลังจากการบ่ม ส่วนผสมถูกเก็บเก่ียวโดยการปั่นแยกที่ 10,000 × g เป็นเวลา 1 
นาทีที่ 4 °C ต่อมา ส่วนลอยเหนือตะกอนถูกละทิ้งเพ่ือกำจัดเฟจอิสระออก เม็ดที่มีเซลล์โฮสต์ที่ติดเช้ือ
ถูกแขวนลอยอีกคร้ังอย่างอ่อนโยนในปริมาตรที่เท่ากันของ TSB ที่อุ่นไว้ล่วงหน้าและการเพาะเล้ียง
แบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 °C ตัวอย่างถูกถ่ายที่ช่วง 5 นาที (จนถึง 60 นาที) และเฟจไทเตอร์ถูกคำนวณ
โดยเพลตวุ ้นคู ่ การทดลองดำเนินการเป็นสามเท่าเพื ่อประมาณburst sizeและ latent time การ
วิเคราะห์อนุภาคแบคทีริโอเฟจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่ามีหัวแบบไอโค
ซาฮีดรัลและหางยาว ซ่ึงเป็นลักษณะของวงศ์ Siphoviridae เฟจมีโฮสต์ที่หลากหลายเพ่ือต้านเช้ือ E. 
coli ที่ดื้อต่อยาหลายชนิดและมีความรุนแรงสูง การทดลองการเจริญเติบโตแบบขั้นตอนเดียวเปิดเผย
ว่าเฟจ phiC119 นำเสนอ burst size แยกขนาดใหญ่ (210 PFU/เซลล์) และ latent period ที่ 20 
นาที จากการวิเคราะห์จีโนม เฟจประกอบด้วยจีโนม DNA แบบเกลียวคู่เชิงเส้นที่มีขนาด 47,319 bp 
เฟจเข้ารหัสโปรตีนสมมุติ 75 ชนิด แต่ไม่พบยีนไลโซจีนีและความรุนแรงในจีโนม phiC119 ผลลัพธ์
เหล่านี ้เสนอแนะว่าเฟจ phiC119 อาจเป็นสารควบคุมทางชีวภาพที่ดี อย่างไรก็ตาม จำเป็นต้องมี
การศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือให้มั่นใจในการควบคุม STEC และเพ่ือยืนยันความปลอดภัยของการใช้เฟจ 
 Jiangtao Zhao et al. (2019) การจำแนกลักษณะทางชีววิทยาของ Lytic Bacteriophage 

vB_EaeM_φEap-3 ที่ติดเช้ือ Enterobacter aerogenes ที่ดื้อยาหลายขนาน ในงานน้ี เราอธิบาย
แบคทีเรีย lytic ที่มีลักษณะเฉพาะโดยกิจกรรม lytic ที่จำเพาะต่อ E. aerogenes ลักษณะทาง
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สัณฐานวิทยาที่ดำเนินการโดย TEM แสดงให้เห็นว่า vB_EaeM_φEap-3 เป็นสมาชิกของตระกูล 
Myoviridae ในขณะที่การวิเคราะห์สายวิวัฒนาการโดยใช้เคร่ืองหมายที่ตรวจสอบแล้วก่อนหน้าน้ี 
แนะนำว่ามันเป็นของสกุลนวนิยาย “Kp15 ไวรัส” ของวงศ์ย่อย Tevenvirinae ลักษณะเฉพาะทาง

สรีรวิทยาแสดงให้เห็นว่า vB_EaeM_φEap-3 มีลักษณะเฉพาะโดยมี latent period ที่ค่อนข้างส้ัน
และมี burst size เป็นอนุภาคเฟจ 109 ตัวต่อเซลล์แบคทีเรียที่ติดเช้ือ ผลลัพธ์ของการทดสอบความ
เสถียรของอุณหภูมิและค่า pH ยังช่วยเพิ ่มพูนความรู ้ของเราเก ี ่ยวกับเฟจแบบใหม่นี ้อ ีกด ้วย 
คุณลักษณะเหล่านี้ ร่วมกับความจำเพาะของโฮสต์ ความเกี ่ยวข้องทางพันธุกรรมที่ใกล้ชิดกับเฟจ 
“ไวร ัส Kp15” สกุล lytic อย ่างเคร ่งคร ัด  และการไม ่ม ีย ีนท ี ่ เก ี ่ยวข ้องกับไลโซจีน ี  ทำให้  

vB_EaeM_φEap-3 เป็นตัวเลือกที่ยอดเยี่ยมสำหรับการใช้งานทางคลินิกที่มีศักยภาพ เช่น การชำระ

ล้างการปนเปื ้อนหรือการบำบัด ในที ่สุด ผลลัพธ์ยืนยันว่า vB_EaeM_φEap-3 เป็นตัวเลือกที ่มี
แนวโน้มที่จะขัดขวางการล่าอาณานิคมของ E. aerogenes 
 Cameron Thomas et al. (2003) สำหรับแบคทีริโอเฟจ lytic แบบเฟจจะมี burst size 
และ latent period การแลกเปล่ียนน้ีเกิดขึ้นเน่ืองจากการปลดปล่อยเฟจลูกหลานจากแบคทีเรียที่ติด
เช้ือเกิดขึ้นพร้อมกับการทำลายกลไกที่จำเป็นในการผลิตเฟจลูกหลานมากขึ้น ที่น่ีเราใช้การกลายพันธุ์
ของเฟจเพ่ือสำรวจปัญหาของการวิวัฒนาการในช่วง latent period ของเฟจ ซ่ึงเป็นหน้าที่ของความ
หนาแน่นของแบคทีเรียที่ไวต่อเฟจ ทฤษฎีเสนอว่าความหนาแน่นของแบคทีเรียที ่สูงขึ ้นควรเลือก

สำหรับ latent period ของเฟจที ่สั ้นลง เราพบว่าความหนาแน่นของโฮสต์ที ่สูงขึ ้น (≥ ∼ 10 7

แบคทีเรีย / มล. ) สามารถเพิ ่มปริมาณสต็อกของ phage RB69 สำหรับตัวแปรที ่แสดง latent 

period ที่ส้ันกว่าประเภทไวด์ ตัวแปรหน่ึงที่เรียกว่า sta5 แสดง latent period ที่ ∼70 ถึง 80% 
ของ wild type ซ่ึงเกือบจะส้ันเท่ากับ eclipse period RB69—และซ่ึงมี burst size ที่สอดคล้องกัน

ที่คือ ∼30%ของคาบน้ัน ของประเภท wild เราแสดงให้เห็นว่าที่ความหนาแน่นของโฮสต์ที่สูงขึ้น (≥ 

∼ 10 7แบคทีเรีย / มล. ) sta5 phage สามารถเอาชนะประเภท wild RB69 ได้ แม้ว่าจะอยู่ภายใต้
เง่ือนไขของการแข่งขันโดยตรง (cultureเดียวกัน) เท่าน้ัน เราตีความข้อได้เปรียบน้ีว่าสอดคล้องกับ
การเติบโตของประชากร sta5 ที่เร็วขึ้นเล็กน้อย ส่งผลให้ความถี่การกลายพันธุ์เพ่ิมขึ้นหลายเท่าใน
ระหว่างการเติบโตของ culture เดียวกัน อย่างไรก็ตาม ข้อได้เปรียบของ sta5 จะหายไป เน่ืองจาก
การแข่งขันทางอ้อมระหว่าง wild type และ mutent แต่มีความหนาแน่นต่ำกว่าของแบคทีเรียที่ไว

ต่อเฟจ (≤∼10 6แบคทีเรีย/มล.) จากการสังเกตเหล่าน้ี เราแนะนำว่าเฟจที่แสดง latent period ที่
สั ้นมากอาจถูกมองว่าเป็นผู ้เชี ่ยวชาญในการขยายพันธุ ์เมื ่อแบคทีเรีย  ภายใน culture มีความ
แพร่หลายสูง 
 Su-Hyeon Kim et al. (2021) แสดงคุณลักษณะ KFS-EC3 ซ่ึงเป็นเฟจโพลีวาเลนต์และไล
ติก ซ่ึงแยกได้จากส่ิงปฏิกูลในโรงฆ่าสัตว์ และถูกทำให้บริสุทธิ์โดยการปั่นเหวี่ยงความหนาแน่นของ
ซีเซียมคลอไรด์ ช่วงโฮสต์และประสิทธิภาพของการวิเคราะห์การชุบพบว่า KFS-EC3 มีความ
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หลากหลายและสามารถแพร่เช้ือ E. coli O157:H7, Salmonella spp . และ Shigella sonnei ได้
อย่างมีประสิทธิภาพ KFS-EC3 มี latent period ที่ 20 นาทีและ burst size เป็น ~71 เฟจ/เซลล์ที่
ติดเช้ือ KFS-EC3 มีความเสถียรและทำให้เกิดการติดเช้ือหลังจากการเก็บรักษาที่ช่วง pH 3 ถึง 11 
และช่วงอุณหภูม ิที ่ −70 °C ถึง 60 °C KFS-EC3 สามารถยับยั ้ง การเจริญเติบโต ของ E. coli 
O157:H7 ได้ 2 บันทึกสูงสุด 52 ช่ัวโมง แม้ที่ MOI ต่ำสุดที่ 0.001 การวิเคราะห์จีโนมของ KFS-EC3 
เปิดเผยว่าประกอบด้วย 167,440 bp และ 273 ORF ที่ระบุว่าเป็นยีนที่ใช้งานได้ โดยไม่มียีนใดๆ ที่
เกี ่ยวข้องกับการดื ้อยาปฏิชีวนะ ความรุนแรง ภูมิแพ้ และการสลายตัว ในที ่สุดเฟจนี้ก็ถูกจำแนก
ออกเป็น สกุล Tequa trovirus ของตระกูล Myoviridae โดยสรุป KFS-EC3 สามารถแพร่เช้ือE. coli 
O157:H7, Sไป พร้อมๆ กัน ซอนเนอิและซัลโมเนลลา spp. ที่มีค่า MOI ต่ำที่สุดในช่วงเวลานาน บ่ง
บอกถึงความเหมาะสมในการควบคุมเช้ือโรคในอาหารไปพร้อมๆ กัน 
 Luis Amarillas et al. (2016) เช้ือ E. coli ทั่วโลก เน่ืองจากการเกิดขึ้นของสายพันธุ์ที่ดื้อ
ต่อยาปฏิชีวนะ แบคทีริโอเฟจจึงถือเป็นทางเลือกที่น่าสนใจแทนแบคทีเรียที่ทำให้เกิดโรคที่ควบคุม
ทางชีวภาพ การแสดงลักษณะเฉพาะเป็นขั้นตอนเบื้องต้นในการออกแบบเฟจสำหรับการควบคุมทาง
ชีวภาพ ในการศึกษาน้ี เราอธิบายลักษณะเฉพาะของแบคทีเรียที่กำหนดให้ phiC119 ซ่ึงสามารถติด
เช้ือและสลายสายพันธุ์ STEC ที่ดื้อยาหลายชนิดและเช้ือSalmonella บางสายพันธุ์ จีโนมเฟจถูกคัด
กรองเพ่ือตรวจหา ยีน stxโดยใช้ PCR, การวิเคราะห์ทางสัณฐานวิทยา, ช่วงของโฮสต์ถูกกำหนด และ
ดำเนินการจัดลำดับจีโนม เช่นเดียวกับการวิเคราะห์ปลายที่เกาะติดกันและการระบุประเภทของสาร
พันธุกรรมผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ของ จีโนม ในการศึกษาน้ี เราอธิบายลักษณะเฉพาะของแบคทีเรีย
ที ่กำหนดให้ phiC119 ซึ ่งสามารถติดเชื ้อและสลายสายพันธุ ์ STEC ที่ด ื ้อยาหลายชนิดและเช้ือ
Salmonella บางสายพันธุ์ จีโนมเฟจถูกคัดกรองเพ่ือตรวจหา ยีน stx โดยใช้ PCR, การวิเคราะห์ทาง
สัณฐานวิทยา, ช่วงของโฮสต์ถูกกำหนด และดำเนินการจัดลำดับจีโนม เช่นเดียวกับการวิเคราะห์
ปลายที่เกาะติดกันและการระบุประเภทของสารพันธุกรรมผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ของ จีโนม  การ
วิเคราะห์อนุภาคแบคทีริโอเฟจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่ามีหัวแบบไอโค
ซาฮีดรัลและหางยาว ซ่ึงเป็นลักษณะของวงศ์ Siphoviridae เฟจมีโฮสต์ที่หลากหลายเพ่ือต้านเช้ือE. 
coli ที่ดื้อต่อยาหลายชนิดและมีความรุนแรงสูง การทดลองการเจริญเติบโตแบบขั้นตอนเดียวเผยให้
เห็นว่าเฟจ phiC119 นำเสนอ large burst size  (210 PFU/เซลล์) และ latent period ที่ 20 นาที 
จากการวิเคราะห์จีโนม เฟจประกอบด้วยจีโนม DNA แบบเกลียวคู่เชิงเส้นที่มีขนาด 47,319 bp เฟ
จเข้ารหัสโปรตีนสมมุติ 75 ชนิด แต่ไม่พบยีนไลโซจีนีและความรุนแรงในจีโนม phiC119ผลลพัธ์
เหล่านี ้เสนอแนะว่าเฟจ phiC119 อาจเป็นสารควบคุมทางชีวภาพที่ดี อย่างไรก็ตาม จำเป็นต้องมี
การศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือให้มั่นใจในการควบคุม STEC และเพ่ือยืนยันความปลอดภัยของการใช้เฟจ 
 Marion Dalmasso et al. (2016) แยกและแสดงคุณลักษณะของเฟจจากตัวอย่างอุจจาระ
ของมนุษย์ แยก coliphages ใหม่สามรายการคือ ɸAPCEc01, ɸAPCEc02 และ ɸAPCEc03 มีการ
ตรวจสอบลักษณะทางฟีโนไทป์และจีโนม และกิจกรรมการสลายต่อไบโอฟิล์ม และเมื่อใช้ร่วมกับซิ
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โปรฟลอกซาซิน เฟจทั้งสามลดการเติบโตของ E.coli สายพันธุ์ DPC6051 ที่การติดเช้ือหลายหลาก 
(MOI) ระหว่าง 10 −3 ถึง 10 5ค็อกเทลของเฟจทั้งสามชนิดสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ E.coli  
เฟจค็อกเทลยังลดการสร้างไบโอฟิล์มและป้องกันการเกิดขึ้นของการกลายพันธุ์ที่ต้านทานต่อเฟจซ่ึง
เกิดขึ ้นกับเฟจเดี่ยว เมื ่อรวมกับ ciprofloxacin เฟจเพียงอย่างเดียวหรือในค็อกเทลจะยับยั ้งการ
เจริญเติบโตของ E .coli และป้องกันการดื้อยากลายพันธุ ์ เฟจใหม่ทั ้งสามนี ้มีแนวโน้มว่าจะมีสาร
ควบคุมทางชีวภาพสำหรับ E.coli 
 Tianshi Xiao et al. (2023) Escherichia coli เป็นเช้ือก่อโรคที่พบบ่อยในการติด เช้ือทาง
คลินิกของมนุษย์และสัตวแพทย์ เน่ืองจากการดื้อยาปฏิชีวนะรวมถึง การดื้อยา โคลิสตินที่เพ่ิมขึ้นทั่ว
โลก จึงมีการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะเพียงไม่ก่ีชนิดที่สามารถใช้กับสายพันธุ์ที่ดื้อยาหลายชนิดของจาก
สัตว์หลายชนิด โดยมีกราฟการเติบโตขั้นตอนเดียวแสดง latent period 30 นาที และ burst size 
11 PFU ต่อเซลล์ที่ติดเช้ือมีฤทธิ์ฆ่าเช้ือแบคทีเรียสูงสุด ภายใน 2 ช่ัวโมง ไม่พบการดื้อยาปฏิ ชีวนะ
หรือยีนที ่มีความรุนแรงในจีโนมเฟจ การศึกษาเพิ ่มเติมได้รับกา รรับประกันว่าจะพัฒนา เฟจ 
vB_EcoStr-FJ63A ให้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพที่มีศักยภาพในการต่อต้านการดื้อต่อโคลิสติน 
 Peter Kotsoana Montso et al. (2019) ศึกษาลักษณะเฉพาะของแบคทีริโอเฟจที่จำเพาะ
ต่อไลติกEscherichia coli O177 ที่แยกได้จากอุจจาระโค เพื ่อพิจารณาการใช้งานที่เป็นไปได้ของ
พวกมันในฐานะสารควบคุมทางชีวภาพแยกแบคทีเรียจำเพาะ lytic E. coli O177 ทั้งหมด 31 ตัว
สัดส่วนขนาดใหญ่ (71%) ของเฟจที่แยกได้เหล่าน้ีผลิตพลาคขนาดใหญ่ ในขณะที่ 29% ผลิตพลาค
ขนาดเล็กบนวุ ้นอ่อน 0.3% โดยอาศัยสัณฐานวิทยาของพลาคที่แตกต่างกันและความชัดเจนและ
ขนาดของพลาค เฟจแปดตัวถูกเลือกสำหรับการวิเคราะห์เพิ ่มเติม การทดสอบเฉพาะจุดและ
ประสิทธิภาพของการวิเคราะห์การชุบ (EOP) ถูกดำเนินการเพื่อกำหนดหาช่วงโฮสต์สำหรับเฟจที่
เลือก วิเคราะห์รูปร่างและการเจริญเติบโตของเฟจโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน
และวิธีการกราฟการเจริญเติบโตแบบขั้นตอนเดียว เฟจยังได้รับการประเมินสำหรับความคงตัวทาง
ความร้อนและ pH การทดสอบเฉพาะจุดเผยให้เห็นว่าเฟจที่เลือกทั้งหมดสามารถแพร่เช้ือ เช้ือ E. coli 
สายพันธุ์ในส่ิงแวดล้อมที่แตกต่างกันได้ อย่างไรก็ตาม ไม่มีเฟจใดที่ติดเช้ือ American Type Culture 
Collection (ATCC) และสายพันธุ์ Salmonella ในส่ิงแวดล้อม นอกจากน้ี การวิเคราะห์ EOP (ช่วง: 
0.1–1.0) แสดงให้เห็นว่าเฟจสามารถแพร่เชื้อเชื้อ E. coli ที่แยกได้ ได้หลากหลาย เฟจที ่แยกได้ที่
เลือกมีสัณฐานคล้ายกัน (หัวไอโคซาฮีดรัลและหางหดตัว) และถูกจำแนกประเภทภายใต้อันดับ 
Caudovirales วงศ ์  Myoviridae ห ัว icosahedral ม ีขนาดต ั ้ งแต่ 81.2 ถ ึง 110.77 นาโนเมตร 
ในขณะที่หางที่หดตัวมีขนาดตั้งแต่ 115.55 ถึง 132.57 นาโนเมตร พบว่าเฟจยังคงมีฤทธิ์อยู่หลังจาก
การฟักตัวเป็นเวลา 60 นาทีที ่ 37 และ 40 องศาเซลเซียส ระดับที ่เพิ่มขึ ้นของ pH ทำให้เกิดการ
ตอบสนองกำลังสองต่อความคงตัวของเฟจทั้งหมด ค่า pH ที่เหมาะสมที่สุดสำหรับเฟจทั้งแปดตัวอยู่
ระหว่าง 7.6 ถึง 8.0 ในขณะที่ pH 3.0 เฟจทั้งหมดไม่ทำงาน latent periodของเฟจอยู่ระหว่าง 15 
ถึง 25 นาที ในขณะที่ burst size อยู ่ระหว่าง 91 ถึง 522 อนุภาคไวรัส [หน่วยสร้างวงใสพลาค 
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(PFU)] ต่อเซลล์ที่ติดเช้ือ ผลลัพธ์เหล่าน้ีแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียที่จำเพาะต่อไลติก E. coli O177 ที่
แยกได้จากอุจจาระโคมีความเสถียรสูงและมีความสามารถในการติดเช้ือ E. coli สายพันธุ์ต่างๆ ซ่ึง
เป็นลักษณะที่ทำให้พวกมันมีศักยภาพเป็นสารควบคุมทางชีวภาพ 
 Hilal Basak Erol et al. (2022) แยกและระบุลักษณะของเฟจในการรักษาที่ออกฤทธิ์ต่อเช้ือ 
Escherichia coli และเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับแบคทีเรียในลำไส้ใน E. coli เชิงบวกแบบขยาย
สเปกตรัม (ESBL) (ESBL-EC) และดำเนินการประสิทธิผลของแบคเทอริโอเฟจโดยใช้แบบจำลองตัว
อ่อน Galleria mellonella (G. mellonella) Intesti bacteriophage เป็นยาที่ใช้แบคที เรียหลาย
ชนิด แบคทีเรียที ่แยกได้นั ้นได้มาจากแม ่น้ำ และใช้เชื ้อ E. coli ที่แยกได้ทางคลินิกเพื ่ อ เพ่ิม
ประสิทธิภาพของการแยกแบคทีเรีย เฟจถูกคัดกรองครั ้งแรกตามสัณฐานวิทยาของพลาคและชว่ง
โฮสต์ที ่กำหนดหาบนสายพันธุ ์ทางคลินิก ความไวของเฟจถูกกำหนดโดยเทียบกับเชื้อ E. coli ทาง
คลินิก 50 ไอโซเลต และห้องปฏิบัติการที่แตกต่างกัน 8 ไอโซเลต โดยใช้เทคนิคการทดสอบเฉพาะจุด 
E. coli lytic phage Ec_P6 ถูกใช้เพ่ือตรวจสอบผลการรักษาและการป้องกันต่อแบบจำลองตัวอ่อน
ของ G. mellonella สไลด์น้ีเตรียมโดย G. mellonella hemolymph สำหรับการตรวจทางเซลล์
วิทยา ย้อมด้วย May Grünwald Giemsa (MGG) และประเมินด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
ผลลัพธ์ของกิจกรรมเผยให้เห็นสเปกตรัม lytic ตั้งแต่ 24% ถึง 97% สายพันธุ์โดยรวมไวต่อเฟจหน่ึง
ตัวหรือมากกว่าจากแผง ได้รับการพิสูจน์แล้วว่าแบคทีเรียในลำไส้มีประสิทธิผลอย่างมากในเช้ือ E. 
coli หลากหลายสายพันธุ์ รวมถึงสายพันธุ์ทดสอบ และยังแสดงให้เห็นว่าเฟจ Ec_P6 ที่แยกออกมามี
ประสิทธิผลเท่ากับเฟจ MOI ที่ดีที่สุดของเฟจน้ีคือ 0.01 และการติดเช้ือลดลงเหนือ 60 °C ผลลัพธ์
แนะนำว่าเฟจคงตัวที่ค่า pH อยู่ระหว่าง 5.0 ถึง 9.0 จากการศึกษาในสัตว์ทดลอง พบว่าในการติดเช้ือ 

E. coli เพ่ือให้อัตราการรอดชีวิตสูง ตัวอ่อนที่ติดเช้ือควรได้รับการรักษาด้วยเฟจ 0.01 MOI (10 μL, 

10 6 PFU/mL) หลังจากผ่านไป 2 ช่ัวโมง และปริมาณโคลิสติน (10 μL, 2.5 มก./ลิตร) กิโลกรัม). 
นอกจากน้ียังป้องกันการติดเช้ือ เพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของตัวอ่อนเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับ
การรักษา พบว่าเฟจ Ec_P6 มีศักยภาพในการรักษาโรคติดเช้ือ E. coli 
 Maryanne Kuek et al. (2023) การประเมินศักยภาพของการผสมเฟจไบโอคอนโทรลและ
สารประกอบจากพืชธรรมชาติ (คาร์วาครอล) ในการควบคุมเช้ือ Escherichia coli ในผักรวมหั่นสด 
โคล ิ เฟจส ี ่ชนิด  ซ ึ ่ งเร ียกว ่าEscherichia phage SUT_E420 , Escherichia phage SUT_E520, 
Escherichia phage SUT_E1520 และEscherichia phage SUT_E1620 ถูกแยกออกจากน้ำเสีย
ดิบ การแสดงคุณลักษณะทางชีววิทยาเผยให้เห็นว่าเฟจทั้งส่ีมี latent period ที่ 20–30 นาที และ 
burst size ซ่ึงมีตั้งแต่ 116 หน่วยสร้างพลาค (PFU)/หน่วยสร้างโคโลนี (CFU) ถึง 441 PFU/CFU 
เฟจยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโฮสต์ ในหลอดทดลอง ได้อย่างมีประสิทธิผล โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งเมื่อใช้ที่การติดเช้ือหลายหลาก (MOI) จากการวิเคราะห์ ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
ผ่าน เฟจทั ้งหมดถูกจัดประเภทเป็นเฟจหางในกลุ ่ม  Caudoviricetes นอกจากนี ้ การหาลำดับรุ่น
ต่อไปบ่งช้ีว่าไม่มีโคลิเฟจที่เลือกไว้มียีนที่เข้ารหัสความรุนแรงหรือปัจจัยต้านทานยาต้านจุลชีพ โดย
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เน้นถึงความเหมาะสมของเฟจที่แยกเดี่ยวในฐานะสารควบคุมทางชีวภาพ เมื่อเฟจค็อกเทล (~10 9 

PFU/มล.) ถูกทาเพียงอย่างเดียวบนผักรวมหั่นสดที่ปนเปื้อนเทียมด้วย E. coli จะไม่มีแบคทีเรียใดถูก
กู้คืนจากตัวอย่างที่บำบัดในวันที่ 0 ตามด้วยการเพ่ิมขึ้นอย่างค่อยเป็นค่อยไปในประชากร  E. coli 
หลังจากการฟักตัวเป็นเวลา 24 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 8 °C ในทางกลับกัน ไม่มีความแตกต่างที่มีนัยสำคญั 
( p < 0.05) ระหว่างตัวอย่างที่ได้รับการรักษาและตัวอย่างที่ไม่ได้รับการรักษาในแง่ของ จำนวน เช้ือ 

E. coli ที่มีชีวิต เมื่อใช้ carvacrol ที่ความเข้มข้นต่ำสุดในการยับยั้ง (MIC) ที่ 6.25 μL/mL เพียง
อย่างเดียว เมื่อใช้เฟจค็อกเทลที่ค่า MOI ประมาณ 1,000 และ MIC carvacrol ร่วมกัน จะไม่ พบ 
เช้ือ E. coli จากตัวอย่างที่บำบัดในวันที่ 0 และ 1 ตามด้วยการเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยใน ประชากร E. coli 
เป็นประมาณ 1.2–1.3 log CFU/มิลลิลิตรหลังจากการบ่ม 48 ชั่วโมงที่ 8 °C อย่างไรก็ตาม การกำจัด
เช้ือ E. coli ทั้งหมด ถูกสังเกตพบในตัวอย่างที่บำบัดด้วยเฟจค็อกเทลที่ MOI ที่สูงขึ้นที่ ~2000 และ
คาร์วาครอลที่ MIC โดยมีการลดลงประมาณ 4 log CFU/มล. ที่สังเกตพบเมื่อส้ินสุดวันที่ 3 ผลลัพธ์ที่
ได้รับ ในการศึกษาน้ีเน้นย้ำถึงศักยภาพของการรักษาแบบผสมผสานที่เก่ียวข้องกับเฟจไบโอคอนโทรล
และคาร์วาครอล ซ่ึงเป็นวิธีการทางเลือกใหม่ในการลด การปนเปื้อนของเช้ือ E. coli ในอาหารพร้อม
รับประทานที่ผ่านการแปรรูปขั้นต่ำ 
 Maciej Konopacki et al. (2020) การประเมินและการเปรียบเทียบการออกฤทธิ์ไลติกของ
เฟจกับโฮสต์ จุดมุ ่งหมายของบทความนี ้คือการตรวจสอบแนวทางระเบียบวิธ ีใหม่ (สำหรับการ
ประเมินเชิงเปรียบเทียบระหว่างฤทธิ์ของไลติกของแบคทีเรียกับโฮสต์ของแบคทีเรีย เพ่ือจุดประสงค์น้ี 
แบคทีเรียจำลองสองตัว ( Staphylococcus aureus แกรมบวกและแกรมลบ Escherichia coli ) 
ได้รับการเพาะเล้ียงภายใต้เง่ือนไขการควบคุมและมีแบคทีเรียที่เหมาะสมอยู่ (kayviruses สามตัว
สำหรับ S. aureus และ wildtypes สามตัวของ phages ที่คล้าย T4 ที่ติดเช้ือ E. coli ) ที่มีการติด
เชื ้อหลายหลากเริ ่มต้นที่แตกต่างกัน (MOI ตั ้งแต่ MOI = 0.1–1 สำหรับ S. aureus และ MOI = 
0.01–1 สำหรับ E. coli ) ข้อมูลการทดลองได้รับการวิเคราะห์โดยใช้วิธีการที่เสนอ ผลลัพธ์ที่ได้รับ
จากขั้นตอนที่เสนอแสดงให้เห็นความแตกต่างระหว่างการออกฤทธิ์ของเฟจไลติกอย่างชัดเจน ดังน้ัน 
วิธี PhageScore จัดให้มีเคร่ืองมือที่มีประโยชน์สำหรับการแสดงลักษณะเฉพาะของแบคทีเรีย โดยให้
อัตราที่แม่นยำของการออกฤทธิ์ของไลติก ซ่ึงสามารถมีประโยชน์สำหรับการเปรียบเทียบระหว่างแบค
ทีริโอเฟจ 
 Stephen T. Abedon et al. (2001) การพัฒนาแบบจำลองการคาดการณ์จึงเป็นส่ิงสำคัญ 
ที่น่ีเราจะพิจารณาว่าความแปรผันระหว่างแบบจำลองต่างๆ ในช่วง eclipse time, latent period, 
ค่าคงที่การดูดซับ, burst size, การจัดการกับความแตกต่างในปริมาณโฮสต์และคุณภาพของโฮสต์ 
และในกลยุทธ์การสร้างแบบจำลอง สามารถส่งผลต่อการคาดการณ์ได้อย่างไร อันดับแรกเรา
เปรียบเทียบแบบจำลองการเจริญเติบโตของเฟจสองแบบจำลองที่ ซ่ึงแตกต่างกันเป็นหลักในแง่ของวิธี
ที่พวกมันจำลองจลนศาสตร์ของการดูดซับเฟจ หน่ึงคือการจำลองด้วยคอมพิวเตอร์และอีกอันคือการ

คำนวณที่ชัดเจน ที ่ปริมาณโฮสต์ที ่สูงกว่า (∼10 8เซลล์/มล.) ทั ้งสองแบบจำลองทำนายอัตราการ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เติบโตของประชากรเฟจที่กำหนดโดยการทดลองอย่างใกล้ชิด ที่ปริมาณโฮสต์ที่ต่ำกว่า (10 7 เซลล์/
มิลลิลิตร) การจำลองด้วยคอมพิวเตอร์ยังคงทำนายอัตราการเติบโตของเฟจอย่างใกล้ชิด แต่
แบบจำลองที่ชัดเจนไม่ได้เป็นเช่นนั้น ต่อไปเราจะมุ่งเน้นไปที ่การคาดการณ์ช่วงที่เหมาะสมที่สุด 
latent periodที่เหมาะสมที่สุดคือ latent period ที่ทำให้การเติบโตของประชากรของเฟจจำเพาะ
เติบโตสูงสุดเมื่อมีปริมาณและคุณภาพเฉพาะของเซลล์โฮสต์ ทั้งสองรุ่นคาดการณ์ค่า latent periodที่
ส้ันที่สุดที่คล้ายคลึงกันที่ความหนาแน่นของโฮสต์สูงกว่า (เช่น 17 นาทีที่ 10 8เซลล์/มล.) อย่างไรก็
ตาม ที่ความหนาแน่นของโฮสต์ต่ำกว่า การจำลองด้วยคอมพิวเตอร์จะคาดการณ์ค่าที่ เหมาะสมใน  
latent period ซึ ่งสั ้นกว่าที ่แนะนำโดยการคำนวณที่ชัดเจนมาก (เช่น 90 ต่อ 1,250 นาทีที ่ 105 

เซลล์/มล.) สุดท้ายน้ี เราจะพิจารณาผลกระทบของคุณภาพของโฮสต์ที่มีต่อการวิวัฒนาการ latent 
periodของเฟจ ด้วยการดูแลแยกความแตกต่างฟีโนไทป์ latent period จากวิว ัฒนาการlatent 
period เรายืนยันว่าผลกระทบของคุณภาพของโฮสต์ต่อวิวัฒนาการ latent period ของเฟจอาจมี
ขนาดค่อนข้างเล็ก 
 Tamirat Salile Sada et al. (2024) แยกและจำแนกลักษณะเฉพาะของแบคทีเรีย lytic 
จากแหล่งต่างๆ ในเมืองแอดดิสอาบาบา ทดสอบกับ เช้ือ E. coli ที่ดื้อต่อยาต้านจุลชีพ และประเมิน
ศักยภาพในการรักษาภายใต้สภาวะ ในหลอดทดลอง  ตัวอย่างทั ้งหมด 14 รายการได้ร ับการ
ประมวลผลเพื ่อต่อต้านเชื ้อ E. coli ที่ทำให้เกิดอาการท้องร่วงที่แตกต่างกันหก สายพันธุ ์ ว ิธ ีการ
เพาะเล้ียงแบบดั้งเดิมและการวิเคราะห์คราบจุลินทรีย์โดยใช้วิธีวางซ้อนด้วยวุ้นเพ่ือนำเช้ือไลติกแบคที
ริโอเฟจที ่แยกได้กลับมาใช้ใหม่ เฟจที ่แยกได้แสดงคุณลักษณะเฉพาะเพื ่อกำหนดหาผลไลต ิก , 
ลักษณะเฉพาะการเจริญเติบโต, การออกฤทธิ ์ของช่วงโฮสต์ และความคงตัวภายใต้อุณหภูมิและ
สภาวะ pH ที่ต่างกัน เฟจที่แยกได้ถูกระบุโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) และ
เทคนิคระดับโมเลกุล (PCR)  เฟจ 17 ตัวถูกนำกลับคืนมาจากเพลตที่ทดสอบ 84 ตัว จากเฟจที่แยกได้ 
17 ชนิดน้ัน 11 ชนิด (65%) เป็น เฟจที่มีลักษณะคล้าย Myoviridae และเฟจที่แยกได้ 6 ชนิด (35%) 
คือ Podoviridae และ Siphoviridae โดยสัณฐานวิทยาและการจำแนก PCR ตามการทดสอบช่วง
โฮสต์ คุณลักษณะการเติบโตและการทดสอบความคงตัว เฟจที่มีศักยภาพ 7 ชนิดถูกเลือก เฟจเหล่าน้ี
แสดงคุณลักษณะการเจริญเติบโตที่ดีขึ้น รวมถึง latent period ที่ส้ัน burst sizeสูงสุด และช่วงโฮสต์
ที ่กว้างกว่า ตลอดจนความเสถียรทางความร้อนและความสามารถในการอยู ่รอดในระดับ pH ที่
หลากหลาย กราฟการเติบโตแบบขั้นตอนเดียวถูกวาดขึ้นโดยใช้ MOI ของเฟจสำหรับโฮสต์ที่แยกเดี่ยว
ของพวกมัน กราฟการเติบโตของเฟจที่แยกเดี่ยวถูกพล็อตตลอดช่วงเวลาการฟักตัว 15 นาทีถึง 60 
นาที และไทเทอร์ถูกคำนวณที่แต่ละช่วงเวลา 15 นาทีโดยใช้การสอบวิเคราะห์วุ้นแบบสองช้ัน จากน้ัน 
จะได้ latent period กับ burst sizeสัมพัทธ์ และระยะเวลาการระเบิดจากแต่ละกราฟสำหรับเฟจ
แต่ละไอโซเลต   
 Zainab Bibi et al. (2015) ศึกษาที ่เกี ่ยวข้องกับการจำแนกลักษณะเฉพาะบางส่วนของ
เอนไซม์ไลติกแบคทีริโอเฟจ PE1 เทียบกับเช้ือ Escherichia coli ทางคลินิกที่ดื้อยาหลายชนิด ซ่ึง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แยกได้จากน้ำเสียของโรงพยาบาล เฟจ P.E1 ได้แสดงช่วงโฮสต์ที่แคบซ่ึงเหมาะสมสำหรับการใช้ใน
การบำบัดด้วยเฟจ เฟจแสดงกิจกรรมของไลติกสูงถึง 70°C และที่สภาวะที่เป็นด่าง แต่ที่สภาวะที่เป็น
กรดที ่สูงกว่า กิจกรรมของมันลดลง latent periodและ burst size ของ PE1 ประมาณจากกราฟ
การเติบโตขั้นตอนเดียวคือ 40 นาที และ 185 หน่วยที่ก่อตัวเป็นพลาคต่อเซลล์ ตามลำดับ เฟจ PE1 
ลดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโฮสต์ในช่วง 12 ช่ัวโมงแรกของการติดเช้ือ อย่างไรก็ตามแบคทีเรียที่
เป็นโฮสต์ก็มีการดื้อยาในภายหลัง ในระหว่างระยะเวลาสังเกต 24 ช่ัวโมง แบคทีริโอเฟจยังคงสามารถ
ลดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโฮสต์ของมันได้ ซึ ่งเห็นได้จากความหนาแน่นของแสงที ่ลดลงใน
ตัวอย่างที่ได้รับเฟจเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม จีโนมเฟจเป็น DNA แบบเกลียวคู่และมีขนาดใหญ่
กว่า 12 kb การดัดแปลงจีโนมและโปรตีนเพ่ิมเติมอาจช่วยเผยให้เห็นลักษณะเฉพาะของเฟจน้ี เพ่ือใช้
ในการบำบัดด้วยเฟจเพ่ือต่อต้านเช้ือ E. coli 
 Golnar Rahimzadeh, PhD et al. (2020) แยกและจำแนกลักษณะของเฟจต่อเช้ือ E. coli 
จากตัวอย่างปัสสาวะที่ติดเชื ้อ และเพื ่อตรวจสอบฤทธิ ์การสลายของเฟจต่อเชื้อ E. coli  ในหลอด
ทดลอง การศึกษาเชิงทดลองนี ้ดำเนินการในห้องปฏิบัต ิการของโรงพยาบาล Bouali Sina (ซารี 
ประเทศอิหร่าน) ในเดือนพฤษภาคม 2018 โดยตรวจพบเช้ือ E. coli จากตัวอย่างปัสสาวะ 9 ตัวอย่าง
ของผู้ป่วยที่เป็นโรค UTI โดยใช้วิธีการทางจุลชีววิทยาทั่วไป แยกแบคทีเรียออกจากตัวอย่างปัสสาวะ
ที่ติดเช้ือ และตรวจฤทธิ์สลายแบคทีเรียโดยใช้การทดสอบเฉพาะจุด วัดไทเทอร์ของแบคทีริโอเฟจโดย
ใช้เทคนิควุ้นสองช้ัน สัณฐานวิทยาของแบคทีริโอเฟจถูกเปิดเผยโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน และกำหนดl atent period และ burst size วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ชุดซอฟต์แวร์ SPSS ผล
คือแยกเชื ้อ E. coli ได้จากตัวอย่างปัสสาวะที ่ติดเชื ้อจำนวน 9 ตัวอย่าง กิจกรรมการสลายของ
แบคทีเรียต่อเช้ือE. coli ถูกกำหนดโดยใช้การทดสอบเฉพาะจุดโดยการสังเกตการก่อตัวของโซนยับยั้ง 
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่า เฟจของ  เชื ้อ E. coli  latent periodคือ 20 นาที 
โดยมี burst size 1,200 หน่วยสร้างคราบจุลินทรีย์ (PFU) ต่อเซลล์ที่ติดเช้ือ ผลการทดสอบวุ้นสอง
ช้ันแสดงให้เห็นว่าไทเทอร์ของแบคทีริโอเฟจอยู่ที่ 20×10 8 PFU/ml สรุปแบคทีเรีย E. coli ถูกแยก
ออกจากตัวอย่างปัสสาวะที่ติดเช้ือและจำแนกลักษณะเฉพาะ และตรวจฤทธิ์การสลายของแบคทีเรีย
ต่อ E. coli ในหลอดทดลอง 
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บทที่ 3  

วิธีการดำเนินงานวิจัย  
3.1 เครื่องมือ 

3.1.1 อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) บริษัท thermo scientific รุ่น PRECISION GP 
20, US 

3.1.2 เคร่ืองผสมสารสำหรับตกตะกอนตัวอย่าง (Vortex Mixer) บริษัท Scientific Industries, 
US. 

3.1.3 เคร่ืองผสมสารละลายสำหรับก่อนวัดค่าดูดกลืนแสง (Vortex Mixer) บริษัท VELP 
Scientific, Italy 

3.1.4 เคร่ืองไมโครเวฟ บริษัท SHARP รุ่น R-22, Japan 

3.1.5 เคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน่ง บริษัท Sartorius,รุ่น BSA224S-CW, Germany 

3.1.6 เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือด้วยไอน้ำ (Autoclave) บริษัท TOMY รุ่น ES-315,Japan 

3.17 เคร่ืองปั่นเหวี่ยงสำหรับตกตะกอนตัวอย่าง (Centrifuge) บริษัท HETTICH ROTINA 380 

, Germany 

3.1.8 เคร่ืองปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (Spectrafuge 16m) บริษัท national labnet co.,USA 

3.1.9 เคร่ืองปั่นเหวี่ยงสำหรับ Phage lysate (Heraeus Megafuge 8R Centrifuge) บริษัท 
Thermo Fisher scientific, Germany 

3.1.10 เคร่ืองวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) บริษัท thermo scientific รุ่น 
GENESYS 10S UV-VIS, Germany 

3.1.12 ตู้บ่มเช้ือ (Incubator) บริษัท POL- EKO-APARATURA  SP.J. รุ่น CLW 115 IG 
Smart, Poland. 

3.1.13 ตู้ปลอดเช้ือชีวนิรภัย ระดับ 2 (Biological Safety Cabinets ) บริษัท thermo 
scientific รุ่น MSC Advantage 1.2, Germany 

3.1.14 เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-เบส (pH Meter) บริษัท METTLER TOLEDO, Switzerland 

3.1.15 ตู้อบลมร้อน 70 (Hot Air Oven) บริษัท Memmert, Germany 

3.1.16 ตู้บ่มเช้ือสภาวะเขย่า (Shaker) บริษัท GALLENKAMP
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3.2 อุปกรณ ์
3.2.1 พลาสติกกันกระแทก 
3.2.2 กระบอกตวงสารขนาด 100 ml. 
3.2.3 ขวดบรรจุอาหาร (Duran) ขนาด 250 และ 500 ml. 
3.2.4 ขวดแก้ว vial ขนาด 50 ml. 
3.2.5 เพลทแก้ว (peti dish) (Union Science Co..Lid. Thailand) 
3.2.6 ขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 ml. 
3.2.7 ซ้อนตักสาร (Spatula) 
3.2.8 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
3.2.9 ทปิสำหรับเคร่ืองดูดสาร (Micropipette Tip) ขนาด 5 ml, 1,000 µl และ 200µl 

  3.2.10 ที่วางหลอดทดลอง (Rack) 
3.2.11 แท่งแก้วคนสาร 
3.2.12 คิวเวตต์ (cuvette) 
3.2.13 บีกเกอร์ขนาด 50, 250, 500 และ 1,000 ml. 
3.2.14 กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาด 10 ml. (Nipro, Thailand) 
3.2.15 ไมโครปิเปต ขนาด 0.5-5 ml., 100-1,000 µl., 20-200 µl. และ2-20 µl. 
3.2.16 ลวดเขี่ยเช้ือ (Loop) 
3.2.17 ตัวกรองขนาด 0.22 และ 0.45 µm. (Minisart high Iow syringe filters, 16555) 
3.2.18 กระบอกอบเพลท 
3.2.19 ลูกยางดูดสาร 
3.2.20 หลอดสำหรับปั่นเหวี่ยง (Centrifuge Tube) บริษัท Extragene, USA 
3.2.21 Eppendorf Tube ขนาด 2 ml. 
3.2.22 กระบอกฉีดน้ำกล่ัน 
3.2.23 เวอร์เนียคาลิปเปอร์ดิจิทัล (Digital Vernier Calipers) บริษัท Mitutoyo CNC, Japan 

 

3.3 สารเคมี 
3.3.1 สารละลาย NaOH ความเข้มข้น 1 M 
3.3.2 เอทิลแอลกอฮอล์ 95% 
3.3.3 เอทิลแอลกอฮอล์ 70% 
3.3.4 สารละลาย SM buffer pH เท่ากับ 7.5 
3.3.5 สารละลาย HCl ความเข้มข้น 1 M. 
3.3.6 สารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 1 M. 

 3.3.7 สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1 M., pH 7.6 
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3.4 อาหารเล้ียงเชื้อ 
3.4.1 อาหารแข็ง LB (1.5% agar) 
3.4.2 อาหารเหลว LB (0.3% agar) 
3.4.3 อาหารเหลว LB  
3.4.4 อาหารเหลว 2XLB  

3.5 เชื้อจุลินทรีย์ 
เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli จากภาควิชาชีววิทยาประยุกต์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

3.6 วิธีทดลอง 
3.6.1 ข้ันตอนการเตรียมหัวเช้ือของแบคทีเรีย Escherichia coli 

ใช้แบคทีเรีย Escherichia coli ในกลีเซอรอลจาก Eppendof tube stock ที่อุณหภูมิ 4 
°C  ใช้ loop สะกิดเช้ือมาพอสมควร จากน้ัน Streak plate ลงบนอาหาร LA บ่มค้างคืน ที่อุณหภูมิ 37 
°C  จากน้ันใช้ลวดเขี่ยเช้ือ (Loop) เขี่ยเช้ือจาก Working plate มา 1 loop ลงในอาหาร LB ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร ในขวด Vial บ่มสภาวะเขย่าข้ามคืน ที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที (rpm) อุณหภูมิ 37 °C   

3.6.2 การเก็บตัวอย่าง  
3.6.2.1 การเก็บตัวอย่างที่เป็นของแข็ง 

โดยแต่ละตัวอย่างเก็บมาประมาณ 2 g. ผสมกับสารละลาย SM buffer มีค่า pH เท่ากับ 
7.5 ปริมาตร 20 ml. ลงหลอดปั่นเหวี่ยง (Sterile conical tube) ขนาด 50 ml. ระหว่างทางนำมาสู่
ห้องปฎิบัติการจะเก็บรักษาไว้ในกล่องโฟมที่มีน้ำแข็งและเกลือเพ่ือรักษาอุณหภูมิ จากน้ันเก็บรักษาไว้ใน 
4 °C  นำตัวอย่างมาใช้ให้เร็วที่สุดเท่าที่จะทำได้ 

3.6.2.2 การเก็บตัวอย่างที่เป็นของเหลว 
เก็บตัวอย่างมาประมาณ 50 ml. โดยเก็บลึกลงไปจากผิวน้ำประมาณ 30 cm. เน่ืองจาก

รังสียูวีจากแสงแดดส่งผลต่อแบคเทอริโอเฟจให้แบคเทอริโอเฟจน้ันมีประสิทธิภาพการทำให้เซลล์โฮสต์
เกิด Lysis ลดลง (Tomlinson, 2010) จากน้ันปิดฝาให้มิดชิดเก็บรักษาไว้ใน 4 °C พ้นจากแสงแดด นำ
ตัวอย่างมาใช้ให้เร็วที่สุดเท่าที่จะทำได้ 

3.6.3 Phage Extraction  
3.6.3.1 การสกัดแบคเทอริโอเฟจจากตัวอย่างของแข็ง (Shukla,2019) 

ทำตัวอย่างให้เป็นเน้ือเดียวกัน (Homogenization) นำไปวางบน Shaker ที่ 200 rpm. 
ประมาณ 1 ช่ัวโมง จนสารละลายผสมเป็นเน้ือเดียวกัน จากน้ัน นำไป Centrifuge ที่ 3000 rpm, 20 
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นาที เก็บส่วนใส (Supernatant) ไป Centrifuge ที่ 5000 rpm, 20 นาที อีกคร้ัง และนำส่วนใสที่ได้มา
กรองด้วย Syringe filter ขนาด 0.45 µm แล้วเก็บ Filtrate ที่กรองได้ไว้ในขวด Vial ปลอดเช้ือเพ่ือ
นำไปใช้ต่อไป 

3.6.3.2 การสกัดแบคเทอริโอเฟจจากตัวอย่างของเหลว (Kropinski & Clokie, 2009) 
นำตัวอย่างของเหลวใส่ลงหลอดปั่นเหวี่ยงปริมาตร 50 ml. จากน้ันนำไปปั่นเหวี่ยงที่

ความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนใสที่ได้ไปกรองด้วยตัวกรอง 0.45 µm. จากน้ันเก็บ 
Filtrate ในขวด vial ปลอดเช้ือเพ่ือนำไปใช้ต่อไป 

3.6.4 ข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย (Enrichment phage)  
นำ Filtrate ที่เตรียมได้มา 20 ml. ผสมกับ E.coli Inoculum จาก 3.5.1 ปริมาตร 0.5 

ml. ลงอาหาร LB (2X) 10 ml.ที่เสริมด้วย 1mM CaCl2 ที่บรรจุอยู่ในขวด Vial ขนาด 50 ml. นำไป
เล้ียงในสภาวะเขย่า ที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 7 วัน โดยวันที่ 1, 2, 
3, 5, 7 เก็บ Solution นำไปทำ 10 fold dilution จากน้ันนำไป Spot test และ Plaque assay หาก
ไม่พบแบคเทอริโอเฟจใน 7 วันแรกให้บ่มต่ออีกอนุมานว่าแบคเทอริโอเฟจนั ้นกำลังปรับตัวให้เข้ากับ
สภาพแวดล้อมใหม่ โดยดูดอาหารเก่าออกคร่ึงหน่ึงจากน้ันเติมอาหาร LB (2X) ใหม่เข้าไป บ่มต่ออีก 7 วัน
และวันที ่ 1, 2, 3, 5, 7 เก็บ Solution นำไปทำ 10 fold dilution จากนั ้นนำไป Spot test และ 
Plaque assay ต่ออีกเช่นกัน  

3.6.5 การทำ Double layer agar 
3.6.5.1 Spot test 

นำ E.coli Inoculum และ Top agar ผสมรวมกันเทลง Bottom agar รอจน Top 
agar แข็งตัวและนำแต่ละ Dilution ของ Phage suspension หยด Dilution ละ 10 µl. 

3.6.5.2 Plaque assay 
นำ Filtrate ที่ผ่านการทำ Serial dilution ด้วย SM buffer แล้วนำมา 100 µl มาผสม

กับ E.coli Inoculum 200 µl. ที่บ่มไว้ข้ามคืน และมีจำนวนเช้ืออยู่ในช่วง Log phase (OD600 = 0.3) 
จากน้ันนำไปผสมเข้ากับ Top agar 3 ml.จากน้ันนำไป เทลง Bottom agar ทิ้งจนอาหารแข็งตัวและ
นำไปบ่มที่ 37 °C ข้ามคืน แล้วตรวจพลาค (Plaque) ที่เกิดขึ้นเปรียบเทียบกับจานควบคุม (Control) 

3.6.6 การทำแบคเทอริโอเฟจให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี Picking plaques 
เลือก Single plaque โดยใช้ปลาย Tip หรือไม้จิ้มฟันจิ้มแซะรอบวงพลาคและคว้านเข้า

ไปในเน้ือวุ้น จากน้ันนำช้ินวุ้นไปใส่ใน SM buffer 1 ml. ที่บรรจุอยู่ใน Eppendof tube ขนาด 2 ml 
บ่มทิ้งไว้ในตู้เย็น 3 ชั่วโมงหรือข้ามคืน และนำไปทำ Plaque assay โดยให้ได้ Single plaque และมี
ขนาดของ Diameter เท่ากันสม่ำเสมอเหมือนกันทั่วทั้งเพลท โดยทำวิธีน้ีอย่างน้อย 3 รอบจะถือว่าแบเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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คเทอริโอเฟจที่แยกได้น้ันบริสุทธิ์ จากน้ันเก็บแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ใน SM buffer 1 ml. ที่บรรจุอยู่ใน 
Eppendof tube ขนาด 2 ml. 

3.6.7 การเพ่ิมและการชะปริมาณแบคเทอริโอเฟจด้วยวิธี Phage lysate 
นำแบคเทอริโอเฟจที่บริสุทธิ์มาทำ Plaque assay บ่มที่ 37 °C, ข้ามคืน จากน้ันเติม SM 

buffer 5 ml. ลงบนผิวหน้าอาหารวุ้นสองช้ัน แล้วนำไปบ่มที่ 4 °C เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง วนจานอาหารเมื่อ
ครบทุกๆ 30 นาทีหรือข้ามคืน จากน้ันดูด SM buffer จากอาหารวุ้นสองช้ันที่บ่มแล้ว ใส่ลงหลอดปั่น
เหวี่ยงขนาด 50 ml. นำไปปั่นเหวี่ยง (Centrifuged) ที่ความเร็วรอบ 4,500 rpm. เป็นเวลา 30 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 °C นำมาเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C นำ Supernatant ที่ได้มาทำ Serial dilution และทำการเจือ
จางแล้วนำมาทำ Plaque assay โดยเก็บวันที่ 1, 3, 7, 14 และ 21 จากน้ันคำวนณหาค่า PFU/ml. 

3.6.8 การศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่าง OD และ Viable cell count (OD600 nm.& 
CFU/ml Relations) 

3.6.8.1 การเตรียมเซลล์เริ ่มต้น (E.coli inoculum) สำหรับใช้เป็นหัวเชื ้อเริ ่มตน้ในการ
เพาะเลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli 

เตรียมเซลล์เร่ิมต้น (E.coli inoculum) โดยเขี่ยโคโลนีของแบคทีเรีย E.coli ที่เจริญอยู่
บน Luria agar (LA) ที่บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 °C ข้ามคืน หรือ 18 ช่ัวโมง จำนวน 1 loop นำมาใส่ในอาหาร
เล้ียงเช้ือ Luria broth (LB) ปริมาตร 50 ml. ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 ml. จากน้ันนำไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง นำเซลล์แขวนลอย
ที่ได้ไปใช้เป็นเซลล์เร่ิมต้นในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียต่อไป 

3.6.8.2 การเตรียมเซลล์สำหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพ่ือการวัดการเจริญของแบคทีเรีย 
นำเซลล์ที่เตรียมได้จากข้อ 3.6.8.1 ไปใช้สำหรับเป็นเซลล์เร่ิมต้น โดยเติมลงไปในอาหาร 

LB ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 50 ml. ที่บรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 ml. ปรับให้เซลล์แขวนลอย
ของแบคทีเรีย E.coli ให้มีค่าความขุ่นของเซลล์เร่ิมต้น เท่ากับ 0.1 ด้วยวัดค่า Optical density ที่ความ
ยาวคล่ืน 600 nm. นำไปบ่มในตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิและมีการเขย่า (Incubator shaker) ที่อุณหภูมิ 37 
°C ภายใต้สภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุก ๆ 60 นาที โดยเก็บเร่ิมตั้งแต่
ชั ่วโมงที่ 0 และทุกครั ้งที่ทำการเก็บตัวอย่างสำหรับวัดค่า  OD600 nm. และ VCC เสร็จแล้ว ให้รีบนำ 
Culture flask ไปเก็บในตู้บ่มเสมอ นำตัวอย่างที่ได้มาวัดค่าความขุ่นของเซลล์แบคทีเรียที่เพาะเล้ียง และ
การตรวจนับจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตโดยใช้เทคนิค Spread plate 

3.6.9 ทำ One-step growth curve (Wannasrichan, 2020) 
นำ E. coli inoculum 0.5 ml. (1x107 CFU/ml.) ที่อยู่ในระยะ Log phase (OD600 ≈ 

0.3) ผสมกับ Phage lysate 1 ml. (1x105 PFU/ml.) ที่ MOI = 0.01 เป็นเวลา 10 นาที บ่มที่
อุณหภูมิ 37°C ภายใต้สภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 rpm.จากน้ันนำไป Dilute culture 100 เท่า 
ด้วยอาหาร LB broth ที ่เสริมด้วย 1mM CaCl2 นำไปบ่มบน Shaker ที ่ 200 rpm. เป็นเวลา 4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ช่ัวโมง โดยเก็บ Co-culture 1 ml. ทุกๆ 10 นาที รวมถึงเก็บนาทีที่ 0 ด้วยเช่นกัน นำ Co-culture ที่
เก็บได้ไป Centrifuged ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm. เป็นเวลา 1 นาทีและทำ Serial dilution ด้วย 
SM buffer จากน้ันนำไปทำ Plaque assay หา PFU/ml เพ่ือนำไปสร้างกราฟ One-step growth 
curve แล้วนำไปหาค่า Latent period, Rise period และ Burst size

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

4.1 การแยกแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย Escherichia coli และการทำให้บริสุทธิ ์
การศึกษาการแยกแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย Escherichia coli ในช่วงแรกของงานวิจัยน้ีได้

เก็บตัวอย่างจากหลายบริเวณโดยรอบของสถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าคุณทหารลาดกระบัง 
ตัวอย่างประเภทของเหลว ได้แก่ น้ำจากท่อน้ำทิ ้ง 1 (บริเวณเขตซอยเกกี4), น้ำจากท่อน้ำทิ ้ง 2 
(บริเวณเขตซอยเกกี4), คลองวัดปลูกศรัทธา, น้ำจากบ่อระบายน้ำ 1 (คณะบริหารธุรกิจ), น้ำจากบ่อ
ระบายน้ำ 2 (คณะบริหารธุรกิจ), น้ำจากฟาร์มสัตว์ทดลอง (คณะเทคโนการเกษตร) ,คลองแสนแสบ 
1 (บริเวณท่าอโศก), คลองแสนแสบ 2 (ท่าเรือประตูน้ำ), คลองแสนแสบ 3 (รามหน่ึง), น้ำจากบ่อน้ำ
เสีย (คณะเทคโนการเกษตร), น้ำจากท่อระบายน้ำ (บริเวณหน้าตึกจุฬาภรณ์ 1) 

ตัวอย่างประเภทของแข็ง ดินจากบริเวณฟาร์มไก่ 1 (คณะเทคโนการเกษตร), ดินจากบริเวณ
เล้ียงแพะ 1 (คณะเทคโนการเกษตร) จากน้ันนำตัวอย่างที่ได้มาทำการ Enrichment เป็นเวลา 14 วัน  

ในการทดลองพบว่าวิธ ีการแยกแบคเทอริโอเฟจออกจากตัวอย่างได้สำเร็จคือการแยกจาก
ตัวอย่างของเหลวด้วยการนำตัวอย่างน้ำเสียใส่ลงหลอดปั่นเหวี ่ยงปริมาตร 50 ml. ด้วย Syringe
จากน้ันนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนใสที่ได้ไปกรองด้วยตัว
กรอง 0.45 µm. จากน้ันเก็บ Filtrate ในขวด vial แม้ว่ามีการพบว่าแบคเทอริโอเฟจมีความสามารถ
ในการเกาะติดของแข็งได้ดีกว่าของเหลวจึงทำให้แบคเทอริโอเฟจมีความคงตัวและเพ่ิมโอกาสการอยู่
รอดมากกว่าในของเหลว (Kleczkowska, 1957) แต่วิธีการสกัดตัวอย่างจากของแข็งน้ันค่อนข้างมี
กระบวนการที่ซับซ้อนหลากหลายข้ันตอนและมีปัญหาในส่วนของการนำตัวอย่างมากรองจะทำให้ตัว
กรองอุดตันได้อย่างรวดเร็ว การแยกแบคเทอริโอเฟจโดยแยกตัวอย่างจากของเหลวจึงสะดวกและ
สามารถแยกได้ประสบความสำเร็จได้รวดเร็วกว่าการใช้วิธีการสกัดจากของแข็ง เน่ืองจากการแยกจาก
ตัวอย่างน้ำเสียใช้กระบวนการในการคัดแยกน้อยและใช้ความเร็วรอบในการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกตะกอน
ของแข็งออกจากของเหลวน้ันแค่เพียงระดับต่ำเท่าน้ัน (Hyman, 2019) นอกจากน้ียังพบว่าการกรอง
ด้วยหัวกรองขนาด 0.45 µm มีประสิทธิภาพดีกว่าการใช้หัวกรองขนาด 0.22 µm เน่ืองจากหัวกรอง
ขนาด 0.22 µm จะทำให้เฟจที่มีขนาดใหญ่กว่าหัวกรองไม่สามารถผ่านลงไปได้จึงเป็นการปิดโอกาส
ในการพบเฟจขนาดใหญ่และทำให้พบความหลากหลายของแบคเทอริโอเฟจได้ลดลงอีกด้วย 

ตารางที่ 4.1 ผลการเกิดพลาคจากการสุ่มตัวอย่างของแข็งและของเหลว 
ตัวอย่าง พบการเกิดพลาค/ไม่พบ 

น้ำจากท่อน้ำทิ้ง 1 (บริเวณเขตซอยเกกี4) ไม่พบ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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น้ำจากท่อน้ำทิ้ง 2 (บริเวณเขตซอยเกกี4) ไม่พบ 

น้ำจากคลองวัดปลูกศรัทธา  ไม่พบ 

น้ำจากบ่อระบายน้ำ 1 (คณะบริหารธุรกิจ) พบในปริมาณน้อย พลาคขุ่น 

น้ำจากบ่อระบายน้ำ 2 (คณะบริหารธุรกิจ) พบในปริมาณน้อย พลาคขุ่น 

น้ำจากฟาร์มสัตว์ทดลอง (คณะเทคโนการเกษตร) ไม่พบ 

คลองแสนแสบ 1 (บริเวณท่าอโศก) ไม่พบ 

คลองแสนแสบ 2 (ท่าเรือประตูน้ำ) ไม่พบ 

คลองแสนแสบ 3 (รามหน่ึง) ไม่พบ 

น้ำจากบ่อน้ำเสีย (คณะเทคโนการเกษตร) ไม่พบ 

น้ำจากท่อระบายน้ำ (บริเวณหน้าตึกจุฬาภรณ์ 1) พบการเกิดพลาควงใสจำนวนมาก 

น้ำจากโรงพยาบาลลาดกระบัง ไม่พบ 

ดินจากบริเวณฟาร์มไก่ 1 (คณะเทคโนการเกษตร) ไม่พบ 

ดินจากบริเวณเล้ียงแพะ 1 (คณะเทคโนการเกษตร) ไม่พบ 

 
จากแหล่งเก็บตัวอย่างทั้ง 14 แหล่งพบเพียง 1 แหล่งที่พบแบคเทอริโอเฟจไลติกของเช้ือ

แบคทีเรีย Escherichia coli น้ันคือตัวอย่างน้ำเสียจากท่อระบายน้ำ (บริเวณหน้าตึกจุฬาภรณ์ 1) พบ  
Clear plaque แสดงถึงลักษณะสันฐานวิทยาของ Lytic phage จึงเลือกพลาคจากตัวอย่างน้ำจากท่อ
ระบายน้ำ (บริเวณหน้าตึกจุฬาภรณ์ 1) มา Picking colony เพ่ือทำให้แบคเทอริโอเฟจ น้ันบริสุทธิ์ 
เน่ืองจากบริเวณน้ันมีห้องสุขาอยู่บริเวณใกล้เคียงอีกทั้งบริเวณจุดเก็บเป็นบริเวณจอดรถของบุคลากร
ภายในสถาบันทำให้มีการสร้างกันสาดมาบดบังแสงยูวีจากดวงอาทิตย์บริเวณจุดเก็บดังกล่าวจึงเป็น
บริเวณที่เหมาะสมของแบคเทอริโอเฟจไลติกของแบคทีเรีย Escherichia coli เฟจไลติกน้ันมีวัฏจักร
เป็น Lytic cycle โดยเมื ่อแบคเทอริโอเฟจเข้า Adsorption กับแบคทีเรียเจ้าบ้าน (Host) แล้วแบ
คเทอริโอเฟจน้ันจะฉีด (inject) สารพันธุกรรมลงไปในไซโทพลาสซึมของเซลล์เจ้าบ้าน กระบวนการน้ี
เรียกว่า Penetration จากน้ันจะเข้าสู่ขั้นตอน Replication ของสารพันธุกรรมของไวรัสที่ฉีด เข้าไป 
ต่อมาจะถึงขั้นตอนที่แบคเทอริโอเฟจน้ันจะสร้างแต่ละช้ินส่วนประกอบของมันให้เสร็จพร้อมคราว

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เดียวและค่อยประกอบรวมกับเป็น Mature phage เรียกขั้นน้ีว่า Line-Assembly และเมื่อแบคเทอริ
โอเฟจประกอบรวมกันจนสมบูรณ์แล้วน้ันแบคเทอริโอเฟจจะทำลายผนังเซลล์เจ้าบ้านเพ่ือออกมาโดย
จะทำให้เซลล์เจ้าบ้านเกิดการแตกตาย (Lysis) เมื ่อเทียบกับแบคเทอริโอเฟจที ่มีว ัฏจักรแบบ 
Lysogenic Cycle ซ่ึงจะทำให้เกิดพลาคเป็นลักษณะวงขุ่นและแบคเทอริโอเฟจชนิด น้ีจะทำให้ เกิด
ปรากฏการณ์ Lysogenic Conversion เป็นสาเหตุทำให้เกิดการดื ้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียขึ้น 
(Cristina Howard-Varona et al. 2017) ฉะนั ้น Lytic phage จึงเหมาะที ่จะนำมาศึกษาต่อเพ่ือ
นำไปใช้ประโยชน์สำหรับร ักษาโรคติดเชื ้อจากแบคเรียมากกว ่าการใช้ แบคเทอริโอเฟจแบบ 
Temperate phage 

 
 

 
รูปที่ 4.1 ตัวอย่างน้ำจากท่อระบายน้ำ (บริเวณหน้าตึกจุฬาภรณ์ 1) ที่ผ่านการ Enrichment เป็นเวลา 10 
วัน 

 
หลังจากการ Enrichment ด้วยการใช้อาหาร LB (2X) ที่เสริมด้วย 1mM CaCl2 โดยบรรจุ

อยู่ในขวด Vial ขนาด 50 ml. นำไปเล้ียงในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37 °C 
เป็นเวลา 10 วัน แล้วพบว่าเกิดพลาคใสจำนวนมาก เนื ่องจากแคลเซียมไอออนมีประจุ 2+ ส่วน
บริเวณขาของแบคเทอริโอเฟจและบริเวณผิวของแบคทีเรีย Escherichia coli น้ันมีประจุลบจึงทำให้ 
Ca เป็นตัวช่วยเพ่ิมการ Adsorption ด้วยการดึงดูดแบคเทอริโอเฟจและเซลล์เจ้าบ้านให้มีโอกาสเข้า
มาพบกันมากขึ้นอีกทั้งขนาด Diameter ของ Ca ยังเป็นช่วงระยะที่เหมาะสมให้แบคเทอริโอเฟจ น้ัน
เกาะและสามารถ inject สารพันธุกรรมของตัวเองเข้าไปในเซลล์เจ้าบ้านได้พอดี จากน้ันจึงทำการ
คัดเลือกไอโซเลทเดี่ยวที่สามารถคัดแยกออกมาได้ โดยเลือกไอโซเลทเดี่ยว (Single plaque) มา 3 ไอ
โซเลท โดยให้ช่ือเป็น จภ1เอ, จภ1บี, จภ1ซี และนำทั้ง 3 ไอโซเลท มา picking colony โดยใช้ไม้จิ้ม
ฟันหรือทิปแซะวุ้นรอบพลาคจากน้ันนำมาลง SM buffer ทิ้งไว้ 3 ช่ัวโมง จากน้ันนำมาทำ Dilution เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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และทำ Plaque assay ทำดังน้ีวนซ้ำ 3 รอบ จะถือว่าแบคเทอริโอเฟจน้ันบริสุทธิ์ ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ี
เลือกพลาคขนาด 1.48 mm. และมีลักษณะกลมเป็นวงใส (Clear plaque) ที่บริสุทธิ์ของจภ1บี เน่ือง
ด้วยพลาคจากการ Picking plaques ในรอบที่ 4 ไอโซเลทจภ1บีลักษณะพลาคที่เกิดขึ้นมี ลักษณะ
กลมเป็นวงใสขอบเรียบสวยและมี Diameter ขนาดใหญ่สม่ำเสมอเหมือนกันทั้งเพลท ซ่ึงแตกต่างจาก
ไอโซเลทของจภ1เอน้ันมีพลาคขนาดเล็กปะปนอยู่ประมาณ 3 ถึง 9 พลาค ส่วนไอโซเลทจภ1ซีพลาค
จากการ Picking plaques รอบที่ 4 น้ันมีขนาด Diameter เล็กลงอย่างเห็นได้ชัดด้วยตาเปล่าและ
บางพลาคมีลักษณะโปร่งแสง จากน้ันนำแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์จากไอโซเลท จภ1บีไปทำเฟจไลเซจ
เร่ิมจากการใช้ไม้จิ้มฟันแซะวุ้นรอบพลาคเดี่ยวที่บริสุทธิ์แล้วคว้านช้ินวุ้นโดยใช้ไม้จิ้มฟันเสียบบริเวณ
ด้านข้างและนำไปลง Eppendorf ที่มี SM buffer 1 ml จากน้ันแช่ทิ้งไว้ 3 ช่ัวโมงหรือข้ามคืนที่ 4 °C 
และนำมาทำ Plaque assay บ่มที ่ 37 °C ข้ามคืน จากนั ้นเติม SM buffer 5 ml. ลงบนผิวหน้า
อาหารวุ้นสองช้ัน นำไปบ่มที่ 4 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง วนจานอาหารเมื่อครบทุกๆ 30 นาที จากน้ัน
ดูด SM buffer จากอาหารวุ้นสองช้ันที่บ่ม 3 ชั่วโมงแล้ว ใส่ลงหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 50 ml. นำไป
ปั ่นเหวี ่ยง (Centrifuged) ที่ความเร็วรอบ 4 ,500 rpm. เป็นเวลา 30 นาที ที ่อุณหภูมิ 4 °C นำ 
Supernatant ที่ได้มาทำ Serial dilution และนำแต่ละ Dilution นำมาทำ Plaque assay และเช็ค 
Acitivity ของแบคเทอริโอเฟจ ณ วันที่ 1, 3, 7, 14 และ 21 พบว่า Stock เฟจไลเซท ในวันที่ 7 น้ัน
พบขึ้นซ่ึงควรมีประมาณราวๆ 1x105 PFU/ml แต่กับมีปริมาณเพ่ิมขึ้นเน่ืองด้วย Supernatant ของ 
Phage Lysate stock น้ันไม่ได้ผ่านการกรองด้วยหัว Filter จึงทำให้แบคเทอริโอเฟจน้ันมีโอกาสเพ่ิม
ลูกหลานขึ ้นได้จากเซลล์แบคทีเรียที่ปะปนอยู ่กับตะกอนเซลล์ (Pellet) ที ่อยู ่บริเวณก้นหลอดปั่น
เหวี่ยง (Centrifuge tube) การเช็ค Activity ของเฟจไลเซทยังเป็นประโยชน์ที่จะทำให้ทราบว่าแบ
คเทอริโอเฟจนั ้นยังมีความสามารถในการเข้า  infect เซลล์เจ้าบ้านอยู ่หรือไม่  นอกจากน้ีการทำ 
Phage Lysate ยังนำไปใช้ประโยชน์สำหรับการทำ MOI อีกด้วย เมื่อทราบ PFU/ml ของเฟจไลเซท
แล้วจากน้ันนำเฟจไลเซจที่ได้ไปใช้สำหรับการทำ One-step growth curve 
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รูปที่ 4.2, 4.3 และ 4.4 พลาคที่บริสุทธิ์แล้วของไอโซเลท จภ1เอ, จภ1บี และจภ1ซี ตามลำดับ 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.5 เช็ค Activity ของเฟจไลเซจ ณ วันที่ 1 พบปริมาณแบคเทอริโอเฟจเท่ากับ 1.2 x 105 PFU/ml. 
ตารางที่ 4.2 แสดงจำนวนการเกิดพลาคของเฟจไลเซจ ณ วันที่ใดๆ 

วันที่ Dilution จำนวนพลาค PFU /ml 
1 10-2 109 และ 125 1.2 x 105 

3 10-2 181 และ 74 1.3 x 105 

7 10-2 224 และ 201 2.1 x 105 

14 10-2 234 และ 248 2.4 x 105 

21 10-2 34 และ 34 3.4 x 104 

4.2 การเพ่ิมจำนวนของแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย Escherichia coli ( One-
step growth curve ) 

Phage lysate 1 ml. (1x105 PFU/ml.) ผสมกับ Escherichia coli Inoculum 0.5 ml. (1x107 
CFU /ml.) ในระยะ Log phase (OD600 nm.≈ 0.3) ที ่ซึ ่งทราบจากศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรีย Escherichia coli ด้วยการหาสัดส่วนความสัมพันธ์ระหว่าง OD600 nm. และ Viable cell 
count (CFU/ml) ของเชื ้อ E.coli จากนั ้นจะนำข้อมูลที่ได้ไปใช้ประโยชน์สำหรับการทำ MOI โดย
การศึกษาครั ้งนี ้เลือกใช้ MOI ที่ 0.01 เป็นเวลา 10 นาที (Wannasrichan, 2020) บ่มที ่อุณหภมูิ 
37°C ภายใต้สภาวะเขย่าที ่ความเร็วรอบ 200 rpm.จากนั ้นนำไป Dilute culture 100 เท่า ด้วย
อาหาร LB broth (เสริมด้วย 1mM CaCl2) เพ่ือป้องกันการเกิด Secondary infection นำไปบ่มบน 
Shaker ที่ 200 rpm. เป็นเวลา 250 นาที โดยเก็บ Co-culture 1 ml. ทุกๆ 10 นาที รวมถึงเก็บนาที
ที่ 0 ด้วยเช่นกัน นำ Co-culture ที่เก็บได้ไป Centrifuged ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm. เป็นเวลา 
1 นาทีและทำ Serial dilution ด้วย SM buffer จากน้ันนำไปทำ Plaque assay หา PFU/ml เพ่ือเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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นำไปสร้างกราฟ One-step growth curve โดยค่า Latent period, Rise period, Burst size ที่ได้
เท่ากับ 30 นาที, 140 นาที และ 2.6 x 104  particle/cell. ตามลำดับ ซ่ึง ค่า Latent period ที่ได้
น ั ้นม ีค ่าใกล ้ เค ียงก ับค ุณเหลียวท ี ่ศ ึกษา Phage Sa157lw ของแบคท ี เร ีย  E. coli O157:H7 
ATCC43888 มีค่า Latent period อยู่ที่ 30 นาทีเช่นเดียวกัน โดยการศึกษาของคุณเหลียวเพาะเล้ียง 

E. coli O157:H7 (ATCC 43888) ใน TSB 10 ml. ที ่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 20 ชั ่วโมงและใช้
เพาะเล้ียงข้ามคืน 0.2 มิลลิลิตร ด้วยการ Sub-cultured ใน TSB 19.8 มิลลิลิตร และบ่มเป็นเวลา 2 
ช่ัวโมงที่ 37°C เพ่ือใช้หาช่วงระยะเวลา Log phase ของ Bacterial growth จากน้ันทำ MOI ที่ 0.01 
พร้อมกับเสริมด้วย 10 mM CaCl2 จากนั ้นบ่ม 37°C เป็นเวลา 15 นาที เพื ่อให้แบคเทอริโอเฟจ 
Adsorption กับ Bacterial cells. ต่อมานำไป Centrifuged ที่ 10,000 × g เป็นเวลา 5 min ที่ 4°C 
นำ Supernatant ที่ได้ดูดออกและนำ Pellet มาชะด้วย 2 ml TSB จากน้ันนำมาใส่ลง 20 ml TSB. 
หลังจากน้ันทำให้ Homogenization นำ Suspension ที่ได้ออกมา 0.3 ml ใส่ลงใน 29.7 ml TSB 
และ Incubated ที่ 37°C บน shaking จากนั ้นหาปริมาณแบคเทอริโอเฟจที ่เพิ่มขึ้นพบว่าค่า Rise 
period และ Burst size เท่ากับ 30 นาทีและ 130 ± 18 particle/cell ตามลำดับ (Liao et Al., 
2022) จากศึกษาของคุณจอร์นพบว่าอาหารที่เสริมด้วย CaCl2 ส่งผลให้จำนวนแบคเทอริโอเฟจ น้ัน
เพ่ิมขึ้นต่อมิลลิลิตร (PFU/ml) ได้มากกว่าสามเท่าเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารที่เสริมด้วย MgCl2  และ
อาหารที่ไม่เสริมด้วย CaCl2 (Control) ด้วยการศึกษา Phages FeiDWF และ FeiAU ของแบคทีเรีย 
Edwardsiella ictalurid ที่แยกได้จากบ่อเพาะเล้ียงสัตว์น้ำ ซ่ึงแบคเทอริโอเฟจทั้งสองมีลักษณะเป็น
วงใสและมีเส้นผ่านศูนย์กลางตั้งแต่ 0.5 ถึง 11 mm. จากการทำ MOI ที่ 0.1 และบ่มช่วงอุณหภูมิที่ 
25-30 °C ส่งผลให้มี  Latent period ประมาณ 40 min และมี  Burst size เท ่าก ับ  270 viral 
particles/Bacterial cell. (Walakira, 2008) จากการศึกษาดังกล่าวพบว่าไอออนแมกนีเซียม น้ันมี
ประจุ 2+ เช่นเดียวกันกับไอออนแคลเซียมแต่ทำให้เกิดจำนวนลูกหลานของแบคเทอริโอเฟจนั้นมี
จำนวนน้อยกว่าการใช้ CaCl2 เน่ืองจากขนาด Diameter ของแมกนีเซียมน้ันมีขนาดใหญ่กว่าแม้ว่าจะ
ช่วยเพ่ิมการ Adsorption แต่ระยะของ Diameter ที่มีขนาดมากขึ้นทำให้ไม่เอ้ือต่อการที่ให้แบคเทอริ
โอเฟจสามารถ inject สารพันธุกรรมไปถึงเซลล์เจ้าบ้านได้ และจากการศึกษาของคุณเหยาพบว่า 
MOI ที่เหมาะสมที่สุด (Optimal MOI) ซ่ึงให้ค่า PFU/ml มากที่สุดน้ันคือการใช้ MOI อยู่ที่ 0.1 โดย
การศึกษา Phage PEC9 ของแบคทีเรีย Escherichia coli (APEC) ด้วยการใช้ Host strain AH50 
ผสมเข้ากับ Diluted phage (1 × 105 - 1 × 1010 PFUs/mL) ที่ MOI เท่ากับ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 
10, และ 100. และนำไปเพาะเลี้ยงที่อุรหภูมิ 37°C ในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ  120 rpm เป็น
ระยะเวลา 4 ชั ่วโมงหลังจากนั้นนำมากรองผ่าน Filter ขนาด 0.22 µm. และนำ Phage titers ไป
คำนวณหา PFU/ml ด้วยการใช้ Double-agar overlay method พบว่าปริมาณแบคเทอริโอเฟจที่ 
MOI 0.01 มี Phage titer เพ่ิมขึ้นหลังจาก Incubation (PFU/mL) แล้วเท่ากับ 1.216×109 PFU/mL 

โดยปริมาณแบคเทอริโอเฟจที่เกิดขึ้นมีจำนวนรองจากการทดสอบ MOI ที่ 0.1 ซ่ึงมีปริมาณแบคเทอริ
โอเฟจเท่ากับ 3.500×109 PFU/mL (Yao et al., 2023) ซ่ึงปริมาณของแบคเทอริโอเฟจ (PFU/mL) 
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ที่เพิ ่มขึ ้นมีจำนวนแตกต่างกันประมาณ 2.89 เท่าเลยทีเด ียว การศึกษา MOI และการศึกษา 
Adsorption rate นั้นจึงเป็นเรื ่องที ่ควรศึกษาในงานแบคเทอริโอเฟจด้วยเช่นกัน  นอกจจากน้ี
การศึกษาของคุณพาร์คค้นพบ Large Burst size ด้วยเช่นกัน ซ่ึงมีจำนวนเท่ากับ 1,914 PFU/cell 
ด้วยการศึกษาคุณสมบัติของ Lytic phage vB_EcoM-ECP26 และการลดลงของ shiga-toxin ที่เกิด
จาก Escherichia coli บนผักกาดโรเมน (Romaine) ด ้วยการทำ Adsorption จากการใช้ 1 mL 
Diluted host ผสมกับ 1 mL Diluted phage solution แล้วนำมา Inoculated ลง 8 mL LBC 
broth จากนั ้นนำไป Incubated ที่ 37 °C เป็นเวลา 10 min.หลังจากนั ้นนำ Suspension ไป 
Centrifuged ท ี ่ ค ว ามเร ็ วรอบ  10 ,000 ×g, 10  min และต ่ อจ ากน ั ้ นนำ  Infected cells มา 
Resuspended อีกคร้ังใน LBC broth อีกคร้ัง Samples จะถูกพักไว้เป็นเวลา 5 นาที ที่ 37 °C และ
นำไปทำ Plaque assay บ่มที ่ 37 °C, ข้ามคืน ซึ ่งสามารถทราบ  Latent period และ Burst size 
จาก One-step growth curve พบว่าแบคเทอริโอเฟจ vB_EcoM-ECP26 มีค่า Latent period และ 
Burst size อยู่ที่ 55 นาทีและ 1914 PFU/cell ตามลำดับ (Park et al., 2020) 

 

รูปที่ 4.7 One-step growth curve ของแบคเทอริโอเฟจ E. coli 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  
 

5.1 สรุปผลการวิจัย  
การแยกแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย Escherichia coli จากตัวอย่างในสิ ่งแวดล้อมและ

บริเวณรายรอบทั้งที่เป็นของแข็งและของเหลว ตัวอย่างที่พบแบคเทอริโอเฟจและนำมาทำให้บริสุทธิ์
ได้สำเร็จน้ันเกิดจากตัวอย่างน้ำจากท่อระบายน้ำ (บริเวณหน้าตึกจุฬาภรณ์ 1) ซ่ึงการศึกษาค ร้ังน้ี
เลือกพลาคที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง (Diameter) 1.48 mm. และมีลักษณะเป็นวงใส (Clear plaque) 
นำมาใช้สำหรับการทำ One-step growth curve พบว่าแบคเทอริโอเฟจน้ันมี Latent period, Rise 
period และ Burst size มีค่าเท่ากับ 30 นาที, 140 นาที และ 2.6 x 104  particle/cell. ตามลำดับ 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ  
1. ศึกษาทดลอง Adsorption rate เพ่ิมเติม โดยมีช่วงเวลาบ่ม 15, 20, 25 และ 30 นาที เพ่ือ

ศึกษาระยะเวลาที ่เหมาะสมในการที่แบคเทอริโอเฟจจะเข้า Adsorpt กับ Host แล้วทำให้เกิด
ลูกหลานแบคเทอริโอเฟจมากที่สุด 

2. ศึกษา MOI ที่นำไปใช้เพ่ิมเติม อาทิศึกษา MOI ที่ 0.001, 0.1 และ 1 เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบ
หาสัดส่วนของแบคเทอริโอเฟจกับโฮสต์ที่เหมาะสมก่อนนำไปทำ Adsorption rate 

3. ศึกษาเปรียบเทียบการเพิ ่มปร ิมาณแบคเทอริ โอเฟจ (One-step growth curve) ที่มี  
Diameter ต่างกัน เพ่ือนำไปศึกษาหาความสามารถในการเพ่ิมจำนวนของแบคเทอริโอเฟจแต่ละชนิด 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อและสารละลาย 

ก.1 สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 

ก.1.1 อาหาร LB broth 

Tryptone                  10.0                  กรัม 

NaCl                         5.0                  กรัม 

Yeast extract             5.0                  กรัม 

น้ำกล่ัน                      1.0                  ลิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ำกล่ัน ปรับพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือให้เท่ากับ 7.0 ± 0.2 
ด้วย สารละลาย NaOH แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที ่อุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที ถ้าเตรียม เป็น
อาหารแข็ง ให้เติมวุ้นลงไป 15.0 กรัม หรือจะใช้อาหารสำเร็จรูปของอาหาร LB broth ผสมกับ Agar 
สำหรับทำเป็นอาหารแข็งและน้ำกล่ัน โดยมีอัตราส่วนคือ น้ำกล่ัน 1.0 ลิตร ต่อ LB broth 25.0 กรัม 
กับ Agar 15.0 กรัม นำมาผสมกันแล้วนำไปน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 

ก.1.2 อาหาร LB (2X) Broth 

Tryptone                 10.0                 กรัม 

NaCl                          5.0                กรัม 

Yeast extract              5.0                กรัม 

น้ำกล่ัน                       1.0                ลิตร 

CaCl2                          1.0                mM. 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เป็นเน้ือเดียวกันในน้ำกล่ัน ปรับพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือให้
เท่ากับ 7.0 ± 0.2 ด้วยสารละลาย NaOH หรือจะใช้อาหารสำเร็จรูปของอาหาร LB broth ผสมกับน้ำ
กล่ัน โดยมีอัตราส่วนคือ น้ำกล่ัน 1.0 ลิตร ต่อ LB broth 25.0 กรัม และ 1mM CaCl2 นำมาผสมกัน 
แล้วนำไปน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
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ก.1.3 อาหาร LB top agar 

Tryptone                  10.0                กรัม 

NaCl                          5.0                กรัม 

Yeast extract              5.0                กรัม 

Agar                           5.0               กรัม 

น้ำกล่ัน                       1.0                ลิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ำกล่ัน ปรับพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือให้เท่ากับ 7.0 ± 0.2 
ด้วย สารละลาย NaOH แล้วนำไปน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที หรือจะใช้อาหาร
สำเร็จรูปของอาหาร LB broth ผสมกับ agar และน้ำกล่ันโดยมีอัตราส่วนคือ น้ำกล่ัน 1 ลิตร ต่อ LB 
broth 25.0  กรัม กับ Agar 3.0 กรัม นำมาผสมกันแล้วนำไปน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลา 
15 นาที 

ก.1.4 อาหาร EMB (Eosin-methylene blue agar) 

EMB agar                    37.46                 กรัม 

น้ำกล่ัน                          1.0                   ลิตร 

ผสมส่วนผสมทั้งหมด ปรับปริมาตรให้เท่ากับ 1.0 ลิตร ด้วยน้ำกล่ัน แล้วนำไปน่ึงฆ่าเช้ือที่
อุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที โดยอุปกรณ์ที่ใส่อาหารชนิดน้ีควรมีกระดาษหรือกระดาษฟอยล์
ห่อหุ้มปกปิดไม่ให้อาหารชนิดน้ีโดนแสง 

*ข้อควรระวัง ควรทำและเก็บรักษาในบริเวณที่มืด 

 

ก.2 การเตรียมสารละลาย 

ก.2.1 สารละลาย Normal saline  

NaCl                              5.0                 กรัม 

น้ำกล่ัน                            1.0                ลิตร 
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ก.2.2 สารละลาย SM buffer 

NaCl                                5.8                   กรัม 

MgSO4•7H2O                      2.0                  กรัม 

1M Tris-HCl (ph 7.5)          50.0                มิลลิลิตร 

2%(w/v) gelatin                 2.0                 มิลลิลิตร 

น้ำกล่ัน                              1.0                   ลิตร 

ผสมส่วนผสมทั้งหมด ปรับปริมาตรให้เท่ากับ 1.0 ลิตร ด้วยน้ำกลั่น นำไปนึ ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

แสดงค่าความสัมพันธ์ระว่าง OD600 nm. และ Viable cell count (CFU/ml) ของ 
Escherichia coli  

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ข-1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง OD600 nm.และ Viable cell count (CFU/ml) ของเช้ือ 
E.coli 
ตารางที่ ข-1 แสดงผลความสัมพันธ์ระหว่าง OD600 nm.และ Viable cell count (CFU/ml) ของ 
เช้ือ E.coli  

OD600 nm. CFU/ml 

time 
(h) 

Dilution OD600 nm. 
 

Avg. real 
OD600 nm. 

Dilution จำนวนโคโลนี Avg. CFU/ml 

0 1.00 0.188 และ 0.187 0.187 10-4 48 และ 48 4.8 x 106 

1 1.00 0.329 และ 0.329 0.329 10-4 200 และ 196  2.0 x 107 

2 1.00 0.670 และ 0.668 0.669 10-5 30 และ 32 3.1 x 107 

3 0.50 0.489 และ 0.494  0.982 10-5 56 และ 60 5.8 x 107 

4 0.50 0.747 และ 0.748 1.296 10-5 77 และ 92 8.5 x 107 

5 0.33 0.475 และ 0.475 1.425 10-5 188 และ 195 1.9 x 108 

6 
  

0.33 
  

0.527 และ 0.527 
  

1.589 
  

10-5 117 และ 145 2.6 x 108 
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ภาคผนวก ค 

ตารางแสดงผล One-step growth curve 

ตารางที่ ค-1 แสดงผล One-step growth curve โดยทำการเก็บ Co-Culture ทุกๆ 10 นาทีเป็น  

เวลา 250 นาท ี

time 
(min) 

Dilution 
จำนวนพลาค จำนวนพลาค

เฉลี่ย 
PFU/ml 

0 10-1 225 และ220 222.5 2.2 x 104 

10 10-1 245 และ 240 242.5 2.4 x 104 

20 10-1 194 และ 167 180.5 1.8 x 104 

30 10-1 150 และ 196 173 1.7 x 104 

40 10-2 41 และ 46 43.5 4.4 x 104 

50 10-3 28 และ 30 29 2.9 x 105 

60 10-4 12 และ 15 13.5 1.4 x 106 

70 10-4 41 และ 46 43.5 4.4 x 106 

80 10-4 103 และ 94 98.5 9.9 x 106 

90 10-4 207 และ 209 208 2.1 x 107 

100 10-5 34 และ 35 35 3.5 x 107 

110 10-5 59 และ 51 55 5.4 x 107 

120 10-5 94 และ 84 89 9.0 x 107 

130 10-5 152 และ 157 154.5 1.5 x 108 

140 10-5 220 และ 236 228 2.3 x 108 

150 10-6 32 และ 35 33.5 3.4 x 108 
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ตารางที่ ค-2 แสดงผล One-step growth curve โดยทำการเก็บ Co-Culture ทุกๆ 10 นาทีเป็น  

เวลา 250 นาท ี

time 
(min) 

Dilution 
จำนวนพลาค จำนวนพลาค

เฉลี่ย 
PFU/ml 

160 10-6 40 และ 43 41.5 4.2 x 108 

170 10-6 62 และ 69 65.5 6.6 x 108 

180 10-6 55 และ 58 56.5 5.7 x 108 

190 10-6 59 และ 51 55 5.5 x 108 

200 10-6 54 และ 54 54 5.4 x 108 

210 10-6 54 และ 56 55 5.5 x 108 

220 10-6 48 และ 51 49.5 5.0 x 108 

230 10-6 60 และ 66 63 6.3 x 108 

240 10-6 58 และ 59 58.5 5.9 x 108 

250 10-6 54 และ 54 54 5.4 x 108 
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