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บทคัดย่อ  

เชื ้อ Salmonella เป็นเชื ้อก่อโรค Salmonellosis ในมนุษย์ และพบการเพิ ่มขึ ้นของการดื ้อต่อ 
ยาปฏิชีวนะทุกปี แบคเทอริโอฟาจจึงเป็นทางเลือกใหม่ในการใช้ควบคุมเชื้อทางชีวภาพ ดังนั้นวัตถุประสงค์ของ
การศึกษาเพื่อทำการคัดเลือกและศึกษาคุณลักษณะของแบคเทอริโอฟาจไลติกของเชื้อ Salmonella เพ่ือใช้
ควบคุมทางชีวภาพ โดยทำการคัดแยกแบคเทอริโอฟาจจากตัวอย่างเนื้อสัตว์ขายปลีกประกอบไปด้วยเนื้อหมู 
เนื้อวัว และเนื้อไก่ จากตลาดและห้างค้าปลีกในจังหวัดนครราชสีมา พบปริมาณแบคเทอริโอฟาจในเนื้อหมู 
5.6-13.9 Log10PFU/ml และในเนื้อวัวมีปริมาณฟาจ 4.2-9.2 log10 PFU/ml และไม่พบฟาจในเนื้อไก่ โดยใช้
เชื ้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ในการคัดเลือก ฟาจในเนื ้อหมูแยกได้ 2 ไอโซเลต ที ่มาจากแหล่ง
แตกต่างกัน คือ vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM และฟาจในเนื้อวัวแยกได้ 2 ไอโซเลต ที่มาจากแหล่ง
แตกต่าง คือ vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 จากการศึกษาโครงสร้างของฟาจโดยใช้กล้อง
จุลทรรศน์แบบส่องผ่าน TEM สามารถระบุเบื้องต้นได้เป็น family: Tectiviriae ซึ่งมีรูปร่างเป็น icosahedra-
shaped, ขนาด 63 nm, dsDNA, โดยฟาจทั้งสี ่ไอโซเลต มีค่า Eclipse period, Latent period และ Rise 
period เฉลี่ ยอยู่ ที่  37.5±5.00, 62.5±12.58, 32.5±18.93 ตามลำด ับ  ม ีค่ า  Burst size เฉลี่ ยอยู่ ที่  
37.85±22.92 PFU/cell มีอ ัตราการยึดเกาะของฟาจต่อโฮสต์แบคทีเร ียเฉลี่ ยอยู่ที่  0.0078±0.00059 
PFU/mL min-1 โดยมีค่า Adsorption Constant อยู ่ที ่ 3.291±0.025 x10-10 ml/min จากการศึกษาการ
จำเพาะของฟาจต่อเช ื ้อแบคทีเร ีย (Phage host range) ผลปรากฏว ่าฟาจกลุ่มนี้สามารถกำจัดเชื้อ  
S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Newport, S. Anatum และ E.coli สายพันธ ุ ์ อ่ืนๆ ได ้เช่นก ันแต่
ประสิทธิภาพอยู่ที่ประมาณ 40 -60% เมื่อเทียบกับโฮสต์ที่ใช้ผลิตฟาจ การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 บนผิวเนื้อหมู, เนื้อวัว และเนื้อไก่ ขนาด 2x2 cm 
หนา 2 mm ที่ถูกเก็บภายใต้อุณหภูมิ 4°C ตลอด 8 ชั่วโมง มีความสามารถในการลดลงของปริมาณแบคทีเรีย
ในเนื ้อทั ้ง 3 ชนิด ฟาจทุกไอโซเลตสามารถลดจำนวนแบคทีเรียให้มีค่าต่ำกว่าค่าที ่ตรวจนับได้ ( under 
detection limit) เมื่อบ่มนาน 6 – 8 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุมที่ยังพบเชื้ออยู่ และสามารถเพ่ิม
จำนวนฟาจบนชิ ้นเนื ้อประมาณ 1.0-1.5 log10PFU/ml ความสามารถในการกำจ ัด biofilm ของเชื้อ 
S.Typhimurium ATCC 13311  ฟาจที่คัดเลือกได้ทั้ง 4 ไอโซเลต มีความสามารถในการลดปริมาณ biofilm 
โดยฟาจเฉลี่ยอยู่ทึ่ 53.32-65.62% ภายในระยะเวลา 72 ชั่วโมง ผลของความกรด-ด่างต่อความคงตัวของฟาจ 
โดยนำฟาจเติมลงในสารละลายบัพเฟอร์ที ่ pH 3-11 บ่มที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 120 นาที พบว่าฟาจ
คัดเลือกทั้ง 4 ชนิด vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 
มีความคงตัวในช่วง pH ระหว่าง 5-9 โดยเกิดการสูญเสียน้อยกว่า -0.001 ถึง -0.018 log PFU/min และช่วง
ความกรด (pH3-4) และช่วงความเป็นด่าง pH 10-11 มีอัตราการสูญเสียที่เกิดขึ้น มีค่ามากกว่า0.020 log10 
PFU/min  ผลของเกลือ NaCl ที่ช่วงความเข้มข้น 0-25% pH 7.4 ต่อความคงตัวของฟาจ บ่มที่อุณหภูมิ 4°C 
นาน 120 นาที พบว่าฟาจที่แยกได้จากตัวอย่างเนื้อหมู และฟาจจากเนื้อวัว มีความคงตัวที่ความเข้มข้นเกลือ 
5-10% และความเข้มข้นเกลือ15% ฟาจเริ่มเสียสภาพ ผลของอุณหภูมิ 5-75 ºC ต่อฟาจในสารละลาย SM 
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buffer pH 7.4 พบว่า ฟาจที่แยกได้ทั้ง 4 สามารถอยู่รอดได้ในอุณหภูมิที่ 5-35 ºC และเริ่มสูญเสียสภาพที่ 45 
ºC -75 ºC มีอัตราการการลดลงมากกว่า -0.01 ถึง -0.035 log10 PFU/min และสามารถทำลายฟาจที่
อุณหภูมิ 65-75 ºC เวลา 60 นาที ดังนั้นฟาจที่คัดเลือกได้มีคุณสมบัติในการควบคุมเชื้อ Salmonella และ 
Biofilm จึงสามารถประยุกต์ใช้ในการควบคุมทางชีวภาพในอาหารโดยเฉพาะเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์  

คำสำคัญ :  Salmonella, Bacteriophage, Retail meats, Biocontrol, Biofilm 
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Abstract 

Salmonella is an important pathogen cause of salmonellosis in human and an increase 
in number of multidrug- resistant involved in Salmonella that have been reported annually. 
Bacteriophage is an alternative biological agent to control Salmonella in food.  Thus, the 
objectives of this research were to isolate and characterize the lytic bacteriophage of 
Salmonella from retail meat to use as biocontrol. The retail pork, beef and chicken meat from 
opened-market and supermarket in Nakhon Ratchasima province were used for isolation of 
salmonella phage by using S.  Typhimurium ATCC 11331 as host producing bacteria.  The 
numbers of salmonella phages were found in pork and beef but not in chicken meat, about 
5. 6- 13. 9 Log10PFU/ ml and 4. 2- 9. 2 log10 PFU/ ml, respectively.  The vB_solmoM- pSN, 
vB_solmoM-pYM from pork and vB_solmoM- bTM แ ล ะ  vB_solmoM- bKK1  from beef were 
collected. The morphology of each isolate was icosahedra-shaped, size 63 nm based on TEM. 
These phages were belonged to family:  Tectiviriae, that is dsDNA lytic phage.  The one step-
growth curve of each phage isolate showed that the average of Eclipse period,  Latent period 
and Rise period were 37.5±5.00, 62.5±12.58, 32.5±18.93 respectively. The average burst size 
was 37. 85±22. 92 PFU/ cell.  The average of adsorption on host strain was 0. 0078±0. 00059 
PFU/mL min-1. The Adsorption Constant was 3.291±0.025 x10-10 ml/min. The all phage isolates 
were able to infect broad host range, resulting in that % EOP on other S.  Typhimurium,  
S. Enteritidis, S. Newport, S. Anatum strains and E. coli strains was about 40-60% compared to 
host strain. Additionally, these phage isolates were able to eliminate the S. Typhimurium that 
spiked on pork, beef and chicken meat surfaces (WxD size 2x2cm, thickness 2 mm) at MOI=1 
leading to that the amount of Salmonella was not able to detection within 6- 8 h after 
treatment.  Moreover, the all phage isolates exhibited the high efficiency to disperse biofilms 
resulting in the reduction in the amount of biofilm, approximately 53.32-65.62% for 72 h after 
treatment. The all isolates were stable under pH 5-9 but not stable under pH 3-4 and also pH 
10-11.  The effect of NaCl concentration (0-25%) on stability of each phage was determined 
and found that the all phage isolates were stable under 5-10% NaCL.  At >15% NaCl could 
destroy phage leading in loss of the number of phage titer. The all phage isolates were stable 
under temperature range of 5- 35 °C, while, at 45- 75 °C, the phage titers were reduced in 
reduction rate -0.01 to -0.035 log10PFU/min. The phages were destroyed at 65-75 C for 60 min. 
Therefore, these lytic salmonella phages could be able to control Salmonella and its biofilms 
as biocontrol in meat and meat products.  

Keywords: Salmonella, Bacteriophage, Retail meats, Biocontrol, Biofilm 
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E.coli และ Salmonella 

17 

ตารางท่ี 2 ข้อมูล Latent period, Eclipse period, Rise period และ burst size 19 
   
ตารางท่ี 3 ความจำเพาะของฟาจ (Specific host range) 24 

ตารางท่ี 4 ค่า %EOP ของฟาจที่คัดเลือกแล้วกับเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษาความจำเพาะ
ของฟาจ 

26 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ซ 
 

สารบัญรูปภาพ 

  หน้า 
รูปที่ 1 ขั้นตอนการตรวจสอบ coliform/E.coli ด้วยวธิี MPN 9 
รูปที ่2 ลักษณะของเชื้อที่ภายการทดสอบ Pro-phage โดยอยู่ภายใต้ UV นาน 0, 5 และ 10 

นาท(ีA) ลักษณะของเชื้อที่มี 0.2 µg/ml Mitomycin C ผสมอยู่ (B) ก่อนนำเชื้อนั้นมา
ทำการทดลอง 15 

รูปที ่3 แสดงลักษณะ plaques ของ phage ที่ตรวจพบได้จากตัวอย่างเนื้อสัตว์ที่ขาย
ในร้านค้าปลีกและห้างสรรพสินค้า A)  vB_solmoM-pYM B) 16 

รูปที ่4 แสดงรูปร่างฟาจ vB_solmoM-pYM มีรูปร่าง elongated head 50 nm long and 
width 50 nm และม ีshort tail จัดอยู่ในกลุ่ม Podoviradae family ภาพจากกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) ที่กำลังขยาย 100,000x 17 

รูปที ่5 ผลแสดงขนาดโมเลกุลของสารพันธุกรรม (DNA) ของ Salmonella phage: 
vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-
bKK1ที่คัดแยกได้ 18 

รูปที ่6 one-step growth ที ่MOI =100 (A) และ Phage Adsorption ที่ MOI=1 (B) ของ
ฟาจ vB_solmoM-pSN โดยกำหนดให้ (วงกลม:เส้นทึบ = ฟาจที่ไม่มีการเติม 0.1% 
Chloroform, สี่เหลี่ยม: เส้นปะ = ฟาจที่มีการเติม 0.1% Chloroform) 20 

รูปที ่7 one-step growth ที ่MOI =100 (A) และ Phage Adsorption ที่ MOI=1 (B) ของ
ฟาจ vB_solmoM-pYM โดยกำหนดให้ (วงกลม:เส้นทึบ = ฟาจที่ไม่มีการเติม 0.1% 
Chloroform, สี่เหลี่ยม:เส้นปะ = ฟาจที่มีการเติม 0.1% Chloroform)..... 21 

รูปที ่8 one-step growth ที ่MOI =100 (A) และ Phage Adsorption ที่ MOI=1 (B) ของ
ฟาจ vB_solmoM-bTM โดยกำหนดให้ (วงกลม:เส้นทึบ = ฟาจที่ไม่มีการเติม 0.1% 
Chloroform, สี่เหลี่ยม:เส้นปะ = ฟาจที่มีการเติม 0.1% Chloroform) 22 

รูปที ่9 one-step growth ที ่MOI =100 (A) และ Phage Adsorption ที่ MOI=1 (B) ของ
ฟาจ vB_solmoM-bKK1 โดยกำหนดให้ (วงกลม:เส้นทึบ = ฟาจที่ไม่มีการเติม 0.1% 
Chloroform, สี่เหลี่ยม:เส้นปะ = ฟาจที่มีการเติม 0.1% Chloroform) 23 

รูปที ่10 แสดงความสามารถฟาจ vB_solmoM-pYM ในการยับยั้งเชื้อ S.Typhimurium ATCC 
13311 (A), S. Anatum ATCC 9270 (B) และ E.coli ATCC 43888 (C) 25 

รูปที ่11 แสดงลักษณะ plaque ของฟาจแต่ละชนิด ในการนับจำนวนอนุภาคฟาจ (phage 
titer) 26 

รูปที่ 12 การทดสอบการลดจำนวนเชื้อจุลินทรีย์บนชิ้นเนื้อ ขนาด 2 cm x 2 cm ด้วย รังสี UV 27 
   
   



ฌ 
 

สารบัญรูปภาพ(ต่อ) 
 
  หน้า 
รูปที่ 13 ผลของฟาจต่อจำนวนเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (A) และจำนวนฟาจบนพ้ืน

ผิวหน้าเนื้อหมู ขนาด 2 cm x2 cm (B) ที่อุณหภูมิ 4°C 28 
รูปที่ 14 ผลของฟาจต่อจำนวนเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (A) และจำนวนฟาจบนพ้ืน

ผิวหน้าเนื้อวัว ขนาด 2 cm x2 cm (B) ที่อุณหภูมิ 4°C 29 
รูปที่ 15 ผลของฟาจต่อจำนวนเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (A) และจำนวนฟาจบนพ้ืน

ผิวหน้าเนื้อไก่ ขนาด 2 cm x2 cm (B) ที่อุณหภูมิ 4°C 30 
รูปที่ 16 ผลของฟาจ vB_solmoM-pSN(A), vB_solmoM-pYM(B), vB_solmoM-bTM(C) 

และ vB_solmoM-bKK1(D) ต่อ ปริมาณ Biofilm ของ S.Typhimurium ATCC 
13311 บ่มที่ 37 ºC นาน 72 ชั่วโมง 32 

รูปที่ 17 ปริมาณฟาจ vB_solmoM-pSN (A)และปริมาณเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 
(B) หลังจากทำเติมฟาจที่ความเข้มข้นต่างๆ บน Biofilms และบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC 
นาน 72 ชั่วโมง 33 

รูปที่ 18 ปริมาณฟาจ vB_solmoM-pYM (A)และปริมาณเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 
(B) หลังจากทำเติมฟาจที่ความเข้มข้นต่างๆ บน Biofilms และบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC 
นาน 72 ชั่วโมง 34 

รูปที่ 19 ปริมาณฟาจ vB_solmoM-bTM (A)และปริมาณเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 
(B) หลังจากทำเติมฟาจที่ความเข้มข้นต่างๆ บน Biofilms และบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC 
นาน 72 ชั่วโมง 35 

รูปที่ 20 ปริมาณฟาจ vB_solmoM-bKK1 (A) และปริมาณ S.Typhimurium ATCC 13311 
ที่รอดชีวิต (B) หลังจากทำเติมฟาจที่ความเข้มข้นต่างๆ บน Biofilms และบ่มที่
อุณหภูมิ 37 ºC นาน 72 ชั่วโมง 36 

รูปที่ 21 ความคงทนของฟาจ vB_solmoM-pSN ในสภาวะกรด-ด่าง ที่อุณหภูมิ 4°C 39 
รูปที่ 22 ความคงทนของฟาจ vB_solmoM-pYM ในสภาวะกรด-ด่าง ที่อุณหภูมิ 4°C  40 
รูปที่ 23 ความคงทนของฟาจ vB_solmoM-bTM ในสภาวะกรด-ด่าง ที่อุณหภูมิ 4°C  41 
รูปที่ 24 ความคงทนของฟาจ vB_solmoM-bKK1 ในสภาวะกรด-ด่าง ที่อุณหภูมิ 4°C  42 
รูปที่ 25 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-pSN ที่อุณหภูมิ 

4°C 43 
รูปที่ 26 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-pYM ที่อุณหภูมิ 

4°C 43 
รูปที่ 27 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-bTM ที่อุณหภูมิ 

4°C 44 



ญ 
 
 
 

สารบัญรูปภาพ(ต่อ) 
 
  หน้า 
รูปที่ 28 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-bKK1 ที่

อุณหภูมิ 4°C 44 
รูปที่ 29 ความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-pSN ในช่วงอุณหภูมิ 5-75 °C ที่ pH 7.2 45 
รูปที่ 30 ความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-pYM ในช่วงอุณหภูมิ 5-75 °C ที่ pH 7.2 46 
รูปที่ 31 ความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-bTM ในช่วงอุณหภูมิ 5-75 °C ที่ pH 7.2 47 
รูปที่ 32 ความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-bKK1 ในช่วงอุณหภูมิ 5-75 °C ที่ pH 7.2 48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ฎ 
 

 
คำอธิบายสัญลักษณ ์

 
Pt ความเข้มข้นแบคเทอริโอฟาจที่เวลา t (PFU/ml) 
P0 ความเข้มข้นแบคเทอริโอฟาจเริ่มต้น (PFU /ml) 
Pf ปริมาณแบคเทอริโอฟาจสูงสุดที่เพ่ิมจำนวนได้ ในช่วงสุดท้ายของ lag phase  
Pi ปริมาณแบอเทอริโอฟาจเริ่มต้นของการเพ่ิมจำนวนในช่วง lag phase 
PIB ปริมาณแบคเทอริโอฟาจชนิด A ที่นับได้ในแบคทีเรียสายพันธ์อ่ืน 
PPB ปริมาณแบคเทอริโอฟาจชนิด A ที่นับได้ในแบคทีเรียโฮส์ต 
N ความเข้มข้นแบคทีเรีย (CFU/ml) 
t เวลา (นาที) 
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บทท่ี  1 
บทนำ 

1.1. ความสำคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

การใช้สารเคมีและยาปฏิชีวนะในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย ส่งผลให้เกิดการดื้อยาปฏิชีวนะ และดื้อต่อ
สารเคมีที่ใช้ฆ่าเชื้อ (disinfectant) เพ่ิมสูงขึ้น การควบคุมทางชีวภาพ (biocontrol) ก็เป็นอีกทางเลือกเพ่ือลด
การใช้สารเคมีและยาปฏิชีวนะลง การใช้แบคเทอริโอฟาจ เป็นหนึ่งทางเลือกในการควบคุมทางชีวภาพ เนื่อง 
จากแบคเทอริโอฟาจมีความจำเพาะสูงต่อแบคทีเรียที่เป็นโฮสต์ และไม่มีอันตรายต่อแบคทีเรียที่มีประโยชน์ 
และไม่เป็นอันตรายต่อคน สัตว์ และ พืช พบได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อมดิน น้ำ น้ำเสีย และมีจำนวนมากในระบบ
นิเวศจำนวนประมาณ 1030 ถึง 1032 (Guttman et al., 2005) ดังนั ้นการคัดเลือกแบคเทอริโอฟาจที ่มี
ความจำเพาะต่อ Salmonella Typhimurium ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรคท่ีสำคัญ เป็นเชื้อก่อโรคท้องร่วงซึ่งเกิด
จากการบริโภคอาหารที่มีการปนเปื้อน โดยเฉพาะในสัตว์ปีก นอกจากนี้ยังพบการดื้อต่อสารแอนติไบโอติกของ
เชื้อซัลโมเนลลา (Multi-drug resistant strains) เพิ่มขึ้น ดังนั้นการใช้แบคเทอริโอฟาจซึ่งมีความจำเพาะต่อ
เชื้อซัลโมเนลลา ก็เป็นอีกทางเลือกหนึ่งเพื่อใช้ในการลดการใช้สารแอนติไบโอติก และควบคุมเชื้อจุลินทรีย์นี้ทั้ง
ในผลิตภัณฑ์อาหาร เครื่องมือและอุปกรณ์ในการผลิตในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร ในโรงฆ่าสัตว์และในฟาร์ม
เลี้ยงสัตว์ 

1.2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1. เพ่ือคัดแยกแบคเทอริโอฟาจไลติกของเชื้อ S. Typhimurium จากเนื้อสัตว์ขายปลีก 
1.2.2. เพ่ือศึกษาลักษณะสัณฐานรูปร่างของแบคเทอริโอฟาจไลติกของเชื้อ Salmonella 
1.2.3. เพ่ือศึกษาความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์โฮสต์ (phage-host adsorption) 
1.2.4. เพ่ือศึกษาความจำเพาะในความสามารถในการสร้างพลาค (plaque) ในเชื้อ Salmonella 

(specific phage host range) 
1.2.5. เพื ่อศึกษาจำนวนอนุภาคแบคเทอริโอฟาจที่ถูกปลดปล่อย (Burst size) และ latent 

period ด้วยการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียและแบคเทอริโอฟาจที่คัดเลือกใน
หนึ่งการเจริญเติบโต(one-step growth curve) 

1.2.6. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของแบคเทอริโอฟาจในการทำลายเชื้อ S. Typhimurium ในการ
กำจัดไบโอฟิล์มและบนเนื้อหมู เนื้อวัว และเนื้อไก่ 

1.2.7. เพื่อศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่าง, ผลของความเข้มข้นเกลือ, ผลของอุณภูมิต่อความคง
ตัวของแบคเทอริโอฟาจ 
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1.3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

คัดแยกแบคเทอริโอฟาจไลติกของเชื้อ Salmonella จากเนื้อสัตว์ขายปลีกในพื้นที่จังหวัดนครราชสีมา
ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อ Salmonella และสามารถใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพ ในการวิจัยนี้ทำ
การคัดแยกแบคเทอริโอฟาจไลติกของเชื้อ S. Typhimurium เพ่ือใช้ในการศึกษาลักษณะของแบคเทอริโอฟาจ 
ของเชื้อ S. Typhimurium โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคเทอริโอฟาจที่คัดเลือก คุณลักษณะ
ของแบคเทอริโอฟาจในการสร้างพลาคในเชื ้อ S. Typhimurium และ Salmonella เซโรวาร์อื ่นๆ เช่น  
S. Enteritidis, S.Welte-vreden และแบคทีเรียอื ่น ๆ เช่น Escherichia coli, Staphylococcus aureus 
เพื่อศึกษาความจำเพาะของแบคเทอริโอฟาจในการไลซีสโฮสต์ (specific phage host range) ความสามารถ
ของแบคเทอริโอฟาจในการเกาะติดกับเซลล์โฮสต์ ความสามารถในการทำลายเชื้อ S. Typhimurium บนเนื้อ
และไบโอฟิล์ม และความคงตัวของฟาจในสภาวะต่างๆ เพื่อคัดเลือกฟาจที่มีประสิทธิภาพในการทำลาย  
เชื้อซัลโมเนลลาและไม่เกิดการต้านทานต่อแบคเทอริโอฟาจของแบคทีเรียเมื่อใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพ 

1.4. ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

เชื้อซัลโมเนลลา (Salmonella) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ วงศ์ Enterobacteriaciae เจริญได้ในสภาวะ
ทั้งที่มีและไม่ออกซิเจนในบรรยากาศ (facultative anaerobic) มีรูปร่างเป็นท่อน ไม่สร้างสปอร์ เป็นเชื้อก่อ
โรคท้องร่วง ไข้ไทฟอยด์ (Thyphoid fever) หรือเรียกว่าโรคซัลโมเนลโลซีส สาหรับเชื ้อ Salmonella 
Typhimurium เป็นกลุ ่ม non-thyphoid ซึ ่งพบการปนเปื ้อนในอาหารโดยเฉพาะในเนื ้อสัตว์ ทำให้เกิด 
โรคติดเชื้อในกระแสเลือด (bacteremia) นอกจากนี้ยังพบการดื้อต่อสารแอนติไบโอติกของเชื้อซัลโมเนลลา 
(Multi-drug resistant strains) เพ่ิมข้ึน ดังนั้นการควบคุมทางชีวภาพโดยใช้แบคเทอริโอฟาจจึงเป็นทางเลือก
ที่ดีสาหรับใช้ในการควบคุมเชื้อซัลโมเนลลา 

แบคเทอริโอฟาจ หรือ ฟาจ เป็นไวรัสที ่มีความจำเพาะสูงต่อแบคทีเรีย ด้วยมีความจำเพาะต่อ 
receptor บนผนังเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมาย เช่น ไลโปโพลีเชคคาไลด์ (lipopolysaccharide) กรดไทโคอิค 
(teichoic acids) และแฟลกเจลลา (Flagella) ค้นพบครั้งแรก โดย Frederick W. Twort ในปี 1915 และ 
Felix d’Herelle ในปี 1917 และสามารถพบได้ทั่วไปทั้งในน้ำต่างๆ ดิน อาหาร โดยมีบทบาทในการควบคุม
ความสมดุลของเชื้อจุลินทรีย์ในระบบสิ่งแวดล้อม แบคเทอริโอฟาจ เหมือนกับไวรัสอื่นๆ คือไม่มีกลไกที่ใช้ใน
ผลิตพลังงานและไม่มีไรโบโซมในการสังเคราะห์โปรตีน โดยอนุภาคของฟาจประกอบด้วยสารพันธุกรรม  
กรดนิวคลีอิค DNA หรือ RNA ห่อหุ้มแคปซิด (capsid) ทีเป็นโปรตีน หรือ ไลโปโปรตีน (lipoprotein) ดังนั้น
แบคเทอริโอฟาจต้องอาศัยกลไกของเชื้อแบคทีเรียในการเพิ่มจำนวน สามารถแบ่งชนิดของแบคเทอริโอฟาจ  
ตามวงจรชีวิต (Life cycle) เป็นสองประเภท คือ แบคเทอริโอฟาจที่มีวงจรชีวิตแบบไลติก (Lytic) หรือ 
ไวรูเลนต์ (Virulent) และแบคเทอริโอฟาจที ่ม ีวงจรชีว ิตแบบไลโซจ ิน ิก (Lysogenic) หรือเทมเพรส 
(Temperate) สาหรับโพรฟาจ (prophage) เป็นสารพันธุกรรมของฟาจที่แทรกอยู ่ในโครโมโซมของเชื้อ
แบคทีเรียหรืออยู่ในรูปของพลาสมิดที่สามารถถ่ายทอดไปสู่รุ่นลูกได้ (Guttman et al., 2005) 



3 
 

การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอฟาจเพื ่อการควบคุมเชื ้อแบคทีเรียก่อโรค  สามารถนำไปใช้ในด้าน
การแพทย์ ในอุตสาหกรรมเกษตร โดยนิยมใช้เฉพาะแบคเทอริโอฟาจไลติก เนื่องจากแบคเทอริโอฟาจไลติก 
สามารถทำลายเชื้อแบคทีเรียและไม่ส่งผ่านสิ่งไม่พึงประสงค์สู่เซลล์ของแบคทีเรีย เช่น ยีนต้านทานยาปฏิชีวนะ 
ยีนสารพิษ เป็นต้น (Sulakvelidze, 2011) ทำให้มีความปลอดในการใช้และไม่เป็นอันตรายต่อแบคทีเรียที่มี
ประโยชน์ มนุษย์ พืช และสัตว์ ในปี 2006 องค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (US Food and 
Drug Administration, USFDA) ได้มีการรับรองการใช้แบคทอริโอฟาจเป็น Generally recognized as safe 
(GRAS) มีความปลอดภัยสามารถใช้เป็นสารเติมแต่งในอาหาร (Food additives) ให้กับ Listex P100 ของ
นักวิจัยชาวเนเธอร์แลนด์ ในการควบคุมเชื้อ Listeria monocytogenes ในอาหารพร้อมบริโภคและ soft 
cheese และสหภาพยุโรปอนุญาตให้ใช้แบคเทอริโอฟาจในการแปรรูป (processing aid) ภายใต้การควบคุม 
European legistration on food safety (Directive 89/107/EEC) และ Regulation (EC) No. 178/2002 
(Von Jagow and Teufer, 2007) นอกจากนี้ List-Shield™ LMP-102 ของบริษัท Intralytix Co. ได้รับรอง
เป็นสารเติมแต่งในเนื้อ เนื้อสัตว์ปีก สาหรับควบคุมเชื้อ Listeria monocytogenes และผลิตภัณฑ์พร้อม
บริโภค (Ready To Eat.) (Mahony et al., 2011) ซึ ่งแสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอฟาจไลติกนั ้นมีความ
ปลอดภัยที่สามารถนามาใช้ในการควบคุมทางชีวภาพในอาหารได้ ดังนั้นการศึกษาลักษณะของแบคเทอริ
โอฟาจที่ความจำเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย S. Typhimurium ที่คัดแยกได้จากเนื้อ สัตว์ขายปลีกนั้นมีความเป็นไป
ได้ในการใช้ในการควบคุมทางชีวภาพในอาหารและพ้ืนผิวที่สัมผัสกับอาหาร ทำลายเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ลดการ
การปนเปื้อนในอาหารเพื่อให้เกิดความปลอดภัยต่อผู้บริโภคอาหาร โดยเฉพาะอาหารประเภทเนื้อสัตว์ที่ขาย
ปลีกในท้องตลาด เนื่องจากฟาจที่มีอยู่แล้วในเนื้อสัตว์ และยังสามารถขยายไปสู่การควบคุมเชื้อแบคทีเรียนี้ ใน
สัตว์ปีก หมู โค ในฟาร์มและในโรงฆ่าสัตว์ เพื่อลดการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียนี้ในเนื้อสัตว์ และลดการใช้  
ยาปฏิชีวนะในสัตว์ได้ในอนาคต นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาไปสู่การใช้แบคเทอริโอฟาจในการตรวจสอบ
แบคทีเรียนี้ในอาหารได้ และการจำแนกชนิด (strains) ของเชื้อ S. Typhimurium ด้วยเทคนิค Phage typing 
เพ่ือใช้เป็นเครื่องมือในการเฝ้าระวังและตรวจสอบการระบาด (Baggesen et al., 2010) 
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บทท่ี  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การระบาดของเชื้อซัลโมเนลลาในประเทศไทยมีความเกี่ยวข้องกับการรับประทานอาหารที่มีการ  
ปนเปื้อนเชื้อซัลโมเนลลาโดยเฉพาะในเนื้อสัตว์และพบการดื้อต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อซัลโมเนลลา จากรายงาน
ของ ยุทธพงษ์ ศรีมงคล และคณะ (2554) การสืบสวนโรคอาหารเป็นพิษจากเชื้อ Salmonella ในจังหวัด
สระแก้ว สาเหตุเกิดจากการรับประทานเนื้อหมูที่ปนเปื้อนเชื้อ Salmonella จากรายงานของ สรรเพชญ  
อังกิติตระกูล และคณะ (2554) ตรวจสอบการปนเปื้อนของ Salmonella spp. ในเนื้อวัวในตลาดสดในพื้นที่
จังหวัดขอนแก่น พบว่าพบการปนเปื้อนในเนื้อวัวและบนเขียง ร้อยละ 66.62 และ 44.44 ตามลำดับ และพบ
การดื ้อต่อยา amoxicillin, gentamicin, sulfamethoxazole/trimethoprim, และ tetracycline ร้อยละ 
40, 5, 30, และ 35 ตามลำดับ จากรายงานของ สุวัฒน์ มลิจารย์ และ ศิรินทร์ทิพย์ วนาประเสริฐศักดิ์ (2556) 
รายงานการตรวจพบ Salmonella spp. ในเนื้อสัตว์จากตลาดสดและตลาดนัดในจังหวัดราชบุรี ในปี 2554 
พบร้อยละ 65 จากตัวอย่างเนื้อสัตว์ 200 ตัวอย่าง ในปี 2555 ร้อยละ 68จากจำนวนตัวอย่าง 250 ตัวอย่าง 
จำแนกตามชนิดของเนื้อสัตว์พบว่าในเนื้อสุกร ไก่ และ โค พบการปนเปื้อนของเชื้อ Salmonella spp. ในปี 
2554 ร้อยละ 61.26, 80.95 และ 56.25 ในปี 2555 ร้อยละ 65.85 , 75.75 และ 83.33 ตามลำดับ แสดงให้
เห็นว่ามีการปนเปื้อนของเชื้อ Salmonella spp. ในเนื้อสัตว์เพ่ิมสูงขึ้นในเนื้อสุกรและโค แต่ในเนื้อไก่มีจำนวน
ลดลง แต่ยังมีรายงานการพบการปนเปื้อนในอาหารประเภทอาหารทะเล น้ำและอาหารอื่น ๆ โดยพบความชุก
มาก 6 เซโรวาร ์  ค ื อ  S.  Weltevreden, S.  Enteritidis, S.  Anatum, S.  Derby, S.  1 ,4 ,5 ,12 : I และ  
S. Typhimurium อย่างไรก็ตาม S. Typhimurium เป็นเซโรวาร์ที่สำคัญที่ต้องเฝ้าระวังเนื่องจากก่อให้เกิดโรค
ติดเชื้อในกระแสเลือด เป็นสายพันธุ์ที่มีความชุกสูงในอเมริกาและยุโรป และมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นในเอเซีย
ตะวันออกเฉียงใต้ (Bangtraku-lnonth et al. 2004) และมีรายงานว่าพบการการดื ้อยาปฏิชีวนะของ  
S. Typhimurium (Sirichote et al., 2010) แสดงให้เห็นว่าการควบคุมเชื้อ Salmonella spp. ในเนื้อสัตว์มี
ความสำคัญอย่างยิ่ง เพ่ือเพ่ิมความปลอดภัยของผู้บริโภคเนื้อสัตว์ การควบคุมทางชีวภาพโดยการใช้แบคเทอริ
โอฟาจที่มีความจาเพาะเจาะจงต่อเชื้อ Salmonella spp. จึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกเพื่อลดการใช้ยาปฏิชีวนะ 
และลดการดื้อยาของเชื้อลง 

แบคเทอริโอฟาจของเชื้อ Salmonella มีการศึกษาในหลายประเทศทั่วโลกเพื่อนามาใช้ในการควบคุม
ทางชีวภาพและการป้องกันและรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย แบคเทอริโอฟาจของเชื้อ Salmo-
nella สามารถคัดแยกจากสิ่งแวดล้อม เช่น อาหาร น้ำ น้ำเสีย บ่อน้ำเสีย มูลสัตว์ โดยทั่วไปแบคเทอริโอฟาจที่
แยกได้เป็นฟาจมีหาง (phage tail) จัดอยู ่ในวงศ์ Siphoviridae, Myoviridae, และ Podoviridae จาก
รายงานการศึกษาของนักวิจัยใช้ทั้งฟาจเดียว ๆ และฟาจค็อกเทลในการควบคุมเชื้อ Salmonella spp. ทั้งใน
หลอดทดลอง ในอาหาร และในสัตว์ 

การศึกษาของ Spricigo et al. (2013) ใช้ฟาจค็อกเทล ในการลดจำนวนเชื้อ Salmonella ในอาหาร 
พบว่าสามารถลดเชื ้อ Salmonella บนหนังหมู และผักสลัด Lettuce ได้มากกว่า 2 log10 per cm2/g 



5 
 

ตามลำดับ ในเนื้ออกไก่ ลดได้มากว่า 1 log10 CFU/g และในไข่ไก่สดลดได้ 0.9 log10 CFU/cm2 แสดงให้เห็น
ว่าฟาจค็อกเทล มีประสิทธิภาพในการลดจำนวนเชื้อ Salmonella ในอาหารได ้

การศึกษาของ Wong et al. (2014) ประเมินการใช้ไลติกฟาจ Φ st1 เป็นแบคเทอริโอฟาจไลติก วงศ์ 
Siphoviridae สามารถทำลายเชื ้อ S. Typhimurium และ S. Hadar ในไก่ พบว่าฟาจที่ multiplicity of 
infection (MOI) (0.1) สามารถลดจำนวนเชื้อ S. Typhimurium ได้ 6.6 log10 CFU/ml ในหลอดทดลอง 
และหลังจากทำ challenge test ในไก่ 6 ชั่วโมง สามารถลดจำนวนเชื้อ Salmonella ลงได้ 2.9 log CFU/ml 
และไม่พบ S. Typhimurium หลังจากบม่ 24 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าฟาจสามารถควบคุมเชื้อ Salmonella 

การศึกษาของ AlbinoLuiz et al. (2014) พบว่าฟาจที่คัดแยกได้จากอุจจาระของสุกร เมื่อทำการศึกษา
ในระบบ In vitro พบว่าฟาจความเข ้มข ้น 10 7 PFU/mL and 109 PFU/mL สามารถลดจำนวนเชื้อ  
S. Typhimurium ได้ 1.6 และ 2.5 log10 CFU/mL ตามลำดับหลังจากบ่ม 24 ชั่วโมง และมีประสิทธิภาพใน
การลดการบุกรุกของเชื้อ Salmonella ในระบบทางเดินอาหารของหมูได้เช่นเดียวกัน 

จากงานวิจัยเห็นได้ว่าแบคเทอริโอฟาจมีประสิทธิภาพในการประยุกต์ใช้เพ่ือควบคุมทางชีวภาพของเชื้อ 
S. Typhimurium ในหลอดทดลอง ในอาหาร และในสัตว์ ในปี 2013 บริษัท Intralytix Co. ได้การรับรอง
จาก USFDA ให้ผลิตภัณฑ์ของบริษัทที่มีชื่อทางการค้าว่า SalmoFresh™ เป็นสารที่มีความปลอดภัย (GRAS) 
สามารถใช้ในกระบวนการผลิตเนื้อแดงและเนื้อของสัตว์ปีกเพื่อควบคุม Salmonella enterica serovar 
Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg, Newport, Hadar, Kentucky และ Thompson (Anon, 2013a). 
และ Micreos ของประเทศเนเธอร์แลนด์ ที่มีชื่อทางการค้าว่า SAMONELEX™ ได้รับรองจาก USFDA ให้เป็น
สารที่มีความปลอดภัย GRAS เพ่ือควบคุมเชื้อ Salmonella ในกระบวนการผลิตอาหาร และเริ่มใช้ในฟาร์มไก่
ในประเทศสหรัฐอเมริกา ในปี 2014 นี้ (Anon, 2013b) นอกจากนี้มีสิทธิบัตรฟาจค็อกเทลที่ใช้ในการควบคุม
เชื้อ S. enterica serovar Enteritidis, Typhimurium, Infantis, Vischow, Hadar ใช้สาหรับการฆ่าเชื้อใน
อาหาร (Llagostera et al. , 2014) และสิทธิบ ัตรฟาจค็อกเทลในการควบคุม S. Typhimurium และ  
S. Enteritidis (Connerton and Hooton, 2013) 

อย่างไรก็ตามการศึกษาในประเทศไทยเกี่ยวกับลักษณะของแบคเทอริโอฟาจที่มีความจำเพาะต่อเชื้อ 
Salmonella มีน้อยและสายพันธุ ์ของ Salmonella ที่มีความชุกของการระบาดในประเทศไทยมีความ
แตกต่างกับประเทศสหรัฐอเมริกา (Wongsuntornpoj et al. 2014) และจากการศึกษาการคัดแยกฟาจของ
เชื้อ Salmonella ในฟาร์มโคนมในประเทศไทยจำนวนฟาจที่คัดแยกได้ 62 isolates มีขนาดโมเลกุล 40-200 
kb ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของฟาจที่คัดแยกได้ และเม่ือเทียบกับประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่าฟาจ
ที่คัดแยกได้จากประเทศไทยสามารถไลซีสเซลล์ Salmonella หลายสายพันธุ์มีความจำเพาะต่อโฮสต์กว้าง 
ขณะที่ฟาจที่คัดแยกในประเทศสหรัฐอเมริกามีความจำเพาะต่อโฮสต์แคบ (Wongsuntornpoj et al. 2014) 
ซึ่งการใช้ฟาจที่คัดแยกได้ในพ้ืนที่เดียวกับพ้ืนที่ที่ต้องใช้ในการควบคุมเชื้อ Salmonella ฟาจที่คัดเลือกน่าจะมี
ประสิทธิภาพต่อการทำลายโฮสต์ของสายพันธุ์ในแต่ละท้องถิ่นได้ดีกว่าเนื่องจากฟาจมีความจำเพาะต่อโฮสต์สูง 
และทั้งนี้ยังไม่มีการศึกษาการคัดแยกฟาจจากเนื้อสัตว์ที่ขายปลีกในตลาดสดในประเทศไทย ซึ่งฟาจที่แยกได้
นั้นแสดงว่ามีฟาจอยู่แล้วในอาหาร เมื่อทำการศึกษาลักษณะของฟาจ และศึกษาความสามารถของฟาจในการ
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ทำลายเชื้อ S. Typhimurium แล้วนั้นสามารถนำข้อมูลมาการประยุกต์ใช้ในการควบคุมเชื้อ Samonella ใน
อาหารและผลิตภัณฑ์อาหาร พ้ืนผิวที่สัมผัสอาหารได้ในอนาคต 
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บทท่ี  3 
วิธีดำเนินการวิจัย 

3.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

3.1.1. การเตรียมเชื้อแบคทีเรียสำหรับใช้เป็นโฮสต์ 

เชื้อ S. Typhimurium นำมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง xylose lysine deoxycholate (XLD) agar บ่มในตู้
บ่มที่อุณหภูมิ 37°C 18-20 ชั่วโมง และเขี่ยไปเลี้ยงต่อในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) broth จนถึง mid-
log phase (OD600nm = 0.6) บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า (shaker incubator) ที่ 37°C เขย่าด้วยความเร็วรอบ 
120 rpm. สำหรับการเก็บสต๊อกเชื ้อระยะยาว ถ่ายเชื้ อลงในอาหารเหลว LB ที ่มีส ่วนผสมของ 20%  
กลีเชอรอล และเก็บที่ -80°C 

3.1.2. การทดสอบโฮสต์ที่ใช้ในการคัดแยกฟาจและโฮส์ตที่ใช้ในการทดสอบความจำเพาะของฟาจ 

เพื่อตรวจสอบโฮสต์ที่ใช้ในการคัดเลือกฟาจและยืนยันว่าโฮสต์ที่ใช้ไม่มีโพรฟาจ ในเซลล์โฮสต์ซึ ่งจะ
รบกวนการแยกแบคเทอริโอฟาจ โดยนำสายพันธุ์ Salmonella และ Escherichia coli ตามรายการข้างล่าง 
ใช้สำหรับเป็นแบคทีเรียโฮสต์สำหรับผลิตฟาจและแบคทีเรียโฮสต์สำหรับทดสอบความจำเพาะเลี้ยงบนอาหาร 
XLD และ EMB ตามลำดับ บ่มที่ 37°C 18-20 ชั่วโมง แบ่งเชื้อทั้งสองออกเป็น 2 ชุด โดยชุดแรก ถ่ายลงใน
อาหารเหลว NB ที่เติม 10 mM MgSO4 • 7H2O ให้ได้ความเข้มข้น 108 CFU/ml (OD600nm = 0.2) ใส่ลงใน
จานเลี้ยงเชื้อบ่ม 10 นาที ภายใต้แสง UV ในตู้ lamina air flow โดยชักตัวอย่างออกมาทุก 1, 5 และ 10 นาที 
 

 

 

ส่วนชุดที่ 2 เลี้ยงในอาหารเหลว NB ที่ผสม 0.2 µg/ml Mitromycin C นำเชื้อที่ได้ไปทำทดสอบการ
สร้างพลั๊ค โดยการเตรียมโลว์น (lawn) ด้วยเทคนิคเอการ์โอเวอร์เลย์ (Agar Overlay plate) โดยนำเชื้อที่ใช้
เป็นโฮสต์มา 500 µl ถ่ายใส่ TSB agar ความเข้มข้น 0.6% agar ในอัตราส่วน 1 ต่อ 10 ที่หลอมละลายที่
อุณหภูมิ 50-55 °C (molten overlay agar) ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเทบนอาหารแข็ง (TSB 1.5% agar) ทึ้งไว้

Escherichia coli ATCC 11775 
Escherichia coli ATCC 25922 
Escherichia coli ATCC 43888  (O157:H7) 
Escherichia coli NCTC 10538 
Salmonella enterica Subsp. Enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708 
Salmonella enterica Subsp. Enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 
Salmonella enterica Subsp. Enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 
Salmonella enterica Subsp. Enterica serovar Typhimurium ATCC 13311 
Salmonella enterica Subsp. Enterica serovar Newport ATCC 6962 
Salmonella enterica Subsp. Enterica serovar Anatum ATCC 9270 
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ให้แข็งตัว สังเกตการณ์เกิดพลาค ถ้าไม่เกิดพลาคแสดงว่าไม่มีโพรฟาจในเซลล์โฮสต์และใช้เป็นโฮสต์ในการคัด
แยกแบคเทอริโอฟาจต่อไป 

3.2.  การตรวจหา E.coli/coliform ด้วยวิธี MPN และ การตรวจหา Salmonella  

3.2.1. วิธีการตรวจเชื้อ E.coli/coliform ด้วยเทคนิค MPN 

3.2.1.1. การเตรียมตัวอย่าง 
ชั ่งตัวอย่างเนื ้อสัตว์จากแหล่งที ่มาต่างๆสับละเอียด 25 gแล้วนำไปผสมกับ Phosphate Buffer 

ปริมาณ 225 ml. ในถุงตีปั่นที่ปราศจากเชื้อแล้วตีปั่นนาน 4 นาที จากนั้นนำไปปั่นเหวียงเพื่อแยกเอาเฉพาะ
ส่วนใสที่ได้แล้วนำมาเจือจางด้วย Phosphate Buffer ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 10, 1 และ 0.1 CFU/ml 

3.2.1.2. การเตรียมอาหาร 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Lactose broth (LB), Brilliant-Green Lactose bile broth (BGLG) 

และ EC broth ใส่หลอดทดลองปราศจากเชื้อ ปริมาณ 10 ml ที่มีหลอดเดอร์แรม (Durham tube) คว่ำอยู่จน
ท่วมหลอดและไม่มีฟองอากาศภายใน จากนั้นนำไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 15 
นาที ความดัน 15 psi 

3.2.1.3. การทดลองด้วยวิธี MPN 
ปิเปตตัวอย่างที่ผ่านการเจือจางแล้ว ดูดตัวอย่าง 1 ml. ใส่ลงในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  

โดยใช้อนุกรม 3 จากนั้นนำไปบ่มที่ 37°C นาน 24 ชั่วโมง แล้วสังเกตฟองแก๊สที่เกิดขึ้นในหลอดเดอร์แรม ซึ่ง
แสดงผลเป็นบวก ส่วนหลอดที่ไม่เกิด ให้นำไปบ่มต่ออีก 24 ชั่วโมง แล้วสังเกตฟองแก๊สที่เกิดขึ้น และอ่านผล
เช่นเดียวกับครั้งแรก  

จากนั้นนำหลอดที่แสดงผลเป็นบวกในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB Broth จำนวน 1,000 µl ถ่ายลงใน
อาหาร BGLG และ EC broth สำหรับ BGLG Broth นำไปบ่มที่ 37°C นาน 24 ชั่วโมง แล้วสังเกตฟองแก๊สที่
เกิดขึ้นในหลอดเดอร์แรม ซึ่งแสดงผลเป็นบวก ส่วนหลอดที่ไม่เกิด ให้นำไปบ่มต่ออีก 24 ชั่วโมง แล้วสังเกต
ฟองแก๊สที่เกิดขึ้น และอ่านผลเช่นเดียวกับครั้งแรก ส่วน EC broth ไปบ่มที่ 44°C นาน 24 ชั่วโมง แล้วสังเกต
ฟองแก๊สที่เกิดข้ึนในหลอดเดอร์แรม ซึ่งแสดงผลเป็นบวก ส่วนหลอดที่ไม่เกิด ให้นำไปบ่มต่ออีก 24 ชั่วโมง แล้ว
สังเกตฟองแก๊สที่เกิดข้ึน และอ่านผลเช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเทียบผลกับตาราง MPN 

นำหลอดที่เกิดแก๊สยืนยันว่าเป็น E.coli บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง EMB Agar โดยบ่มที่ 37°C นาน 24 
ชั่วโมง แล้วสังเกตลักษณะโคโลนีที่มีลักษณะสีเขียวคล่ำ หรืออาจเรียกว่าสีโลหะตะกั่ว (metallic sheen) 
จากนั้นให้ใช้สำลีพันไม้ปราศจากเชื้อ เขี่ยเอาโคโลนีที่แยกเดี่ยว ๆ เห็นชัดในแต่ละจานเพาะเชื้อประมาณ 2-3 
โคโลนี ใส่ลงในอาหาร 20% Glycerol NB Broth แล้วเก็บท่ี -80°C เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 
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รูปที่ 1 ขั้นตอนการตรวจสอบ coliform/E.coli ด้วยวิธี MPN 

3.2.2. วิธีตรวจเชื้อ Salmonella  

ชั่งตัวอย่างเนื้อสัตว์จากแหล่งที่มาต่างๆ สับละเอียด 50 g แล้วนำไปผสมกับ 225 ml, RV (Rappaport-
Vassiliadis broth). แล้วบ่มไว้ที่ 44°C นานข้ามคืน สังเกตสีของอาหารที่เปลี่ยนไป ส่วนตัวอย่างที่ไม่เปลี่ยนให้
บ่มเพิ่มอีก 24 ชั่วโมง จากนั้นนำตัวอย่างที่เปลี่ยนสีอาหารได้ ไปทดสอบบนอาหารแข็ง XLD agar แล้วบ่มที่ 
37°C นาน 18-24 ชั่วโมง สังเกตลักษณะโคโลนีที่มีลักษณะสีชมพูและมีสีดำตรงกลาง และทดสอบทางชีวเคมี 

 

3.3. การคัดเลือกแบคเทอริโอฟาจ 

3.3.1. การคัดแยกแบคเทอริโอฟาจจากตัวอย่างเนื้อสัตว์ขายปลีก 

การคัดแยกแบคเทอริโอฟาจของเชื ้อ S. Typhimurium ตามวิธีของ Hoonton et al. (2011) นำ
ตัวอย่างเนื้อหมู เนื้อไก่ เนื้อวัว ที่ขายปลีกในท้องตลาด อย่างละ 5 ตัวอย่าง เติม SM buffer without gelatin 
(50 mM Tris-HCl [pH7.5], 100 mM NaCl, 8 mM MgSO4•7H2O) อัตราส่วน 1: 9 แล้วบ่มที่ 4 °C และ
เขย่าที่ 100 rpm เวลา 2 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 rpm 4°C นาน 10 นาที นำไปกรองด้วยตัวกรองขนาด 
0.22 µm และเก็บส่วนที่ผ่านการกรองไว้ที่ 4°C ในระหว่างทดลอง แล้วนำตัวอย่างที่ผ่านการกรองมาศึกษา
การสร้างพลาค (Plaque) นำตัวอย่างที่ผ่านการกรองมาผสมกับเชื้อ S. Typhimurium ในอาหารเหลว TSB ที่
มี 10 mM MgSO4 (ความเข้มข้น 108 CFU/ml (OD600nm = 0.1) ในอัตราส่วน 1: 1 ทึ้งไว้ 50 นาที แล้วทำ



10 
 

การปิเปต 0.5 ml ลงใน 5 ml ของ molten overlay agar  ( TSB 0.6% agar) อุณหภูมิ 50-55°C ผสมให้
เข้ากัน แล้วเทลงบนอาหารแข็ง (basal agar) (TSB 1.5% agar) ทึ้งไว้ให้อาหารแข็งตัว นำไปบ่มท่ี 37°C นาน 
18-20 ชั่วโมง สังเกตลักษณะของพลาคและวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของพลาค 3 ครั้ง จำนวน 10 โคโลนี 
จากนั้นคัดเลือกพลาค ที่เกิดเคลียร์โซนสมบูรณ์ ไม่มีลักษณะขุ่น ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเกิดไลซีสที่สมบูรณ์ จากนั้น
จึงนำมาทำซ้ำ 3 ครั้งด้วยวิธีเดียวกันแล้วเก็บแบคเทอริโอฟาจที่แยกได้ที่ 4°C 

3.3.2. การเพิ่มจำนวนแบคเทอริโอฟาจ 

หลังจากได้แบคเทอริโอฟาจที่คัดเลือกแล้วทำการเพิ่มจานวนเพื่อนาไปศึกษาคุณลักษณะของแบคเทอริ
โอฟาจ โดยนำตัวอย่างที่ได้ในข้อ 1.3 มากรองด้วยตัวกรองขนาด 0.22 µm มาผสมกับเชื้อ S. Typhimurium 
ATCC 13311 ในอาหารเหลว TSB ที่มี 10 mM MgSO4 ในอัตราส่วน 2 ต่อ 5 (ความเข้มข้นเชื้อ 108 CFU/ml 
(OD600nm = 0.1) ทึ้งไว้ 50 นาที แล้วทำการปิเปตตัวอย่างที่ครบกำหนดแล้วผสมลงในอาหาร TSB 0.6% agar 
ที่หลอมละลายอุณหภูมิ 50-55 °C ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงบนอาหารแข็ง TSB 1.5% agar ทึ้งไว้ให้อาหาร
แข็งตัว นำไปบ่มที่ 37 °C 18-20 ชั่วโมง สังเกตการเกิดลักษณะของพลาค แล้วเติม SM buffer without 
gelatin ปริมาตร 5 ml/plate นำไปบ่มท่ี 4 °C 18-20 ชั่วโมง แล้วใช้กระบอกฉีดยาที่ฆ่าเชื้อแล้วดูดสารละลาย
แบคเทอริโอฟาจมากรองผ่านตัวกรองขนาด 0.22 µm เก็บแบคเทอริโอฟาจที่ผ่านการกรองไว้ที่ 4 °C ตลอด
การทดลอง 

3.3.3. การนับจำนวนแบคเทอริโอฟาจ 

หลังจากการเพิ่มจำนวนแบคเทอริโอฟาจแล้ว นำแบคเทอริโอฟาจที่ได้มาตรวจนับจำนวน Plaque 
Forming Unit (PFU) เพื่อหาความเข้มข้น โดยนำแบคเทอริโอฟาจที่ได้มาทำการเจือจาง ( ten-fold serial 
dilution) ด้วย MRD (Maximum Recovery Diluent) Buffer แล้วปิเปตแบคเทอริโอฟาจที่เจือจางแล้ว
ปริมาตร 10 µl ลงบนโลว์นที่เตรียมไว้ (Atterbury et al., 2007; Hoonton et al. 2011) แล้วบ่มที่ 37 °C 
24 ชั่วโมง ตรวจนับพลาคที่เกิดขึ้นคำนวณเป็นหน่วย PFU/ml 

3.4. การทำบริสุทธิ์และการเพิ่มความเข้มข้นของแบคเทอริโอฟาจ 

3.4.1. การทำบริสุทธิ์ 

การทำบริสุทธิ์โดยประยุกต์จาก Pascale (2009) โดยนำตัวอย่างฟาจความเข้มข้น 108 PFU/ml. ที่ได้
ผสมกับ NaCl ความเข้มข้น 0.5M จากนั้นบ่มที่ 4°C 60 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 rpm 4 °C นาน 10 
นาที แล้วจึงเติม 10% PEG-8000 ทำการเขย่าด้วยมือเบาๆ แล้วบ่มที่ 4 °C นาน 30 นาที เมื่อสังเกตเห็นชั้น
ฟิล์มเกิดขึ ้นให้นำไปปั่นเหวี ่ยงที่ 10,000 rpm 4 °C นาน 10 นาที จะเห็นตะกอนนอนก้นอยู ่ จากนั ้นเท
สารละลายออกแล้วเติม TM buffer ในอัตราส่วน บัฟเฟอร์ต่อปริมาณตัวอย่าง phage เท่ากับ 1:1 แล้วบ่มที่ 
4 °C นาน 24 ชั่วโมง จึงนำมาปั่นเหวี่ยงที่  10,000 rpm 4 °C นาน 10 นาที จากนั้นเติม 99.9% CsCl ใน
ตัวอย่าง phage ให้มีความเข้มข้นที่ 1.35 g ml-1 แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 55,000 rpm 4 °C นาน 4.5 ชั่วโมง 
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สังเกตชั้นที่เกิดขึ้น จากนั้นแยกเอาเฉพาะแถบที่แยกชั้นออกมา เพ่ิมจำนวนแบคเทอริโอฟาจ ตามวิธีการข้างต้น 
(วิธีการ 2.3.) 

3.4.2. การเพิ่มความเข้มข้นของแบคเทอริโอฟาจ 

การทำบริสุทธิ์และการเพิ่มความเข้มข้นของแบคเทอริโอฟาจ โดยประยุกต์จากวิธีของ Banilla et al. 
(2016) โดยนำเชื้อ S. typhimurium ATCC 13311 มาเลี้ยงในอาหารเหลว 10 mM MgSO4 TSB และบ่มที่ 
37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นปรับความเข้มข้นเชื้อ 108 CFU/ml (OD600nm = 0.1) ทึ้งไว้ ที่อุณหภูมิ 
37 °C และเขย่าด้วยความเร็ว 100 rpm เป็นเวลา 30 นาที ใน 250 ml 10 mM MgSO4 TSB แล้วเติมแบ
คเทอริโอฟาจ (ความเข้มข้น >108 PFU/ml) ที่ทำบริสุทธิ์แล้วลงไป 2,500 µl บ่มต่อในสภาวะเดิมข้ามคืนจน
อาหารเหลวเริ่มใส และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4°C จนอาหารเหลวใสทั้งหมด จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
4,000 ×g ที่อุณหภูมิ 4 °C นาน 20 นาที แล้วกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.22 µm เก็บส่วนที่กรองได้ ผสมกับ 
0.1%v/v Chloroform และตั้งที่ไว้ที่ อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที จึงนำไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 4,000 
×g อุณหภูมิ 4 °C นาน 5 นาที แล้วถ่ายลงในหลอดปั้นเหวี่ยงใหม่ที่ฆ่าเชื้อแล้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4°C 

จากนั้นนำแบคเทอริโอฟาจ 50 ml ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,500 rpm นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C 
แล้วกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.22 µm ในหลอด concentrator centrifuge tubes 10k cut-off (Corning, 
US) จากนั้นจึงนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,500 rpm นาน 30 นาที แล้วล้างส่วนที่ข้างอยู่เหนือตัวกรองด้วย 
15 ml, SM buffer (ส่วนใสที่ได้จะมีปริมาณน้อยกว่า 10 ml) และนำไปปั่นเหวี่ยงต่อในสภาวะเดิม (ส่วนใสที่
ได้จะมีปริมาณน้อยกว่า 10 ml) จากนั้นเติม SM Buffer ลงไปใหม่ในปริมาณเดียวกัน ทำเช่นเดียวกันนี้ 3 ครั้ง 
จึงเก็บส่วนใสที่อยู่เหนือตัวกรองและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4°C 

3.4.3. การวิเคราะห์ขนาดสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอฟาจ ด้วย PFGE 

3.4.3.1. การเตรียม Agarose Gel  
เตรียม 1% (W/V) ultra-pure PFGE agarose (Bio-rad) ใน 1X TAE buffer โดยละลายเจลด้วย

ไมโครเวฟ แล้วทิ้งไว้ให้เย็นใน water bath ที่อุณหภูมิ 55 ºC จากนั้นถ่ายลง mold ที่มีหวีสับและรอจน 
เจลแข็ง แล้วนำ plugs ที่เตรียมไว้ลงไป โดยใช้ Lambda PFG Ladder ที่มีขนาดอยู่ระหว่าง 48.5-727.5 kb 
เป็น marker และนำ plugs ที่เตรียมไว้ในวิธีการที่ 2.2 ใส่ลงไปแล้วปิดทับด้วย 1% (W/V) ultra-pure PFGE 
agarose ที่เหลือ 

3.4.3.2. การเตรียม plugs  

นำแบคเทอริโอฟาจที่มีความเข้มข้นอยู่ที่ ~108 PFU/ml ปริมาณ 50 ml ถ่ายลงไปใน desalt-filter 
centrifuge tube และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6500 rpm, 4ºC นาน 50 นาที จากนั้นเติม SM buffer ลงไปและ
ปั่นที่ความเร็วรอบเดียวกันเป็นเวลา 15 นาที 3 ครั้ง เพื่อล้างเซลล์ และเก็บแบคเทอริโอฟาจโดยการเติม 10 
ml SM buffer นำมาผสมกับ 2.5% (W/V) ultra-pure PFGE agarose (Bio-rad) ใน 1X TAE buffer ที่
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อุณหภูมิ 55 ºC จากนั้นถ่ายลง mold และรอจน plugs แข็ง แล้วนำมาย่อยด้วย cell lysis buffer ที่เตรียม
สด (50mM Tris-HCl [pH 8.0], 50mM EDTA, 1% (w/v) N-lauroyl sarcosine, 0.1 mg/ml proteinase 
K) แล้วบ่ม ที่ 55ºC นาน 60 นาที และล้างด้วย DI water 3 ครั้งก่อนจะถ่ายลงไปใน TE buffer และเก็บไว้ที่ 
4ºC 

3.4.3.3. Pulsed Field Gel Electrophoresis 

นำเจลที่เตรียมไว้ลงไปในเครื่อง Electrophoresis ที่มี 1X TAE buffer, 14ºC โดยปรับให้มี initial 
switch time อยู่ที่ 6.8 s และ final switch time อยู่ที่ 38.4 s (gradient = 6 V/cm และ angle = 120°) 
และเดินเครื่องจนครบเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นจึงเติม 1X red safe (Invitrogen, USA) และบ่มเป็นเวลา 30 
นาที จากนั้นจึงล้างด้วย DI water ก่อนนำไปดูภายใต้แสง UV  ด้วยเครื่อง  

3.5. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของฟาจที่แยกได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ Transmission  
Electron Microscopy (TEM) 

เพ่ือศึกษารูปร่างและขนาดของแบคเทอริโอฟาจ นำตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจความเข้มข้นประมาณ 108 
PFU/ml มาย้อมด้วยวิธี Negative staining ตามวิธีของ Atterbury et al. (2007) และ Hoonton et al. 
(2011) โดยหยดตัวอย่างแบคเทอริโอฟาจลงแผ่นพาราฟิล์ม 10 µl จากนั้นวาง 200 mesh copper grid ลง
บนหยดแบคเทอริโอฟาจแล้วรอ 1 นาที แล้วใช้กระดาษกรองเช็ดของเหลวส่วนเกินออก จากนั้น หยด 2% 
Uranyl acetate (EMS, Hatfield, PA, USA) ลงแผ่นพาราฟิล์ม 10 µl จากนั้นรอ 5 นาที แล้วใช้กระดาษ
กรองเช็ดของเหลวส่วนเกินออกอีกครั้ง รอให้ grid แห้งนาน 5-12 ชั่วโมง จากนั้นอ่านด้วยกล้องจุลทรรศน์
แบบส่องผ่าน (transmission electron microscope (TEM) ที ่ 200 kV (FEI Tecnai G2 20 TWIN-EDS,  
Nederland) 

3.6. การศึกษาการยึดเกาะกับเซลล์โฮสต์ S. Typhimurium และ one-step growth curve  

นำฟาจที่คัดแยกได้มาศึกษาการยึดเกาะกับเซลล์ของเชื้อ S.typhimurium โดยเตรียมเชื้อท่ีเจริญในช่วง 
mid-log phase เติมสารละลายฟาจที่ MOI เท่ากับ 1 บ่มที่ 37 °C เขย่า 120 rpm และทำการสุ่มที่เวลา 0, 
5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 และ 60 นาที เพื่อมาตรวจวัดการยึดเกาะบนเซลล์โฮสต์ นำตัวอย่างที่สุ่มแบ่งเป็น 
2 ส่วน ส่วนแรกนำไปนับปริมาณแบคทีเรียโดยทำการเจือจางด้วย Phosphate buffer (pH 7.5) แล้วทำการ
หยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PCA จากนั้นบ่มที่  37 oC 18-24 ชั่วโมง แล้วรายงานผลเป็น CFU/ml ส่วนที่ 
2 ให้นับไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เวลา 3 นาที ที่ 4 °C (Wong et al. 2014) แล้วนำส่วนใสมาทำการนับ
จำนวนฟาจที ่เหลืออยู ่ตามวิธ ีการข้างต้น (วิธีการ 2.3.) และคำนวณอัตราการยึดเกาะ (Adsorption 
constant) ตามสมการที่ 1 (Siringan et al. 2014) 

k= -ln (Pt/P0)/N•t ---สมการที่ 1 
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สำหรับการศึกษา one-step growth curve นั้นเตรียมเชื้อที่เจริญในช่วง mid-log phase เติมแบ
คเทอริโอฟาจที่ MOI เท่ากับ 100 บ่มที่ 37 °C เขย่า 120 rpm แล้วทำการสุ่มที่เวลา 0, 10, 20, 30, 40, 50, 
60, 70, 80, 90, 100, 110 และ 120 นาที เพื่อทำการนับจำนวนแบคเทอริโอฟาจที่เกิดขึ้นตามวิธีการข้างต้น 
(วิธีการ 2.3.) โดยแต่ละช่วงเวลานั้นแบ่งการนับออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกให้ทำการเจือจางด้วย MRD buffer 
และส่วนที่ 2 เจือจางด้วย MRD buffer ที่มี 1% chloroform อยู่ แล้วเขียนกราฟจำนวนแบคเทอริโอฟาจกับ
เวลา เพ่ือหาค่า Latent period, Eclipse period, Rise period และ ค่าเฉลี่ยจำนวนอนุภาค burst size ตาม
สมการที่ 2 ( Wong et al., 2014) 

Burst size (PFU/cell) = Pf/ Pi ——สมการที่ 2 

3.7. การศึกษาความจำเพาะและการประสิทธิภาพของแบคเทอริโอฟาจ 

นำแบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้มาศึกษาความจำเพาะของแบคเทอริโอฟาจต่อแบคทีเรียโฮสต์เซลล์สาย
พันธุ์อื่นตามตารางที่ 1 โดยเตรียมโลว์นของแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าว ที่ผ่านการทดสอบ Pro-phage แล้ว
ทำการปิเปตแบคเทอริโอฟาจความเข้มข้น 105 PFU/ml ที่คัดแยกได้ลงบนโลว์น บ่มที่ 37 °C 18-20 ชั่วโมง 
สังเกตลักษณะการสร้างพลาคบนโฮสต์แต่ละสายพันธุ์ โดยดูลักษณะการไลซีสเซลล์ ตามวิธีของ Hoonton et 
al. (2011) เพิ่มจำนวนแบคทีเรียที่ถูกย่อยด้วยแบคเทอริโอฟาจชนิดนั้นๆ แล้วผสมกับ 0.6% TSB Agar 
จากนั้นทำการนับจำนวนแบคเทอริโอฟาจที่ย่อยได้ตามวิธีการข้างต้น (วิธีการ 2.3.) โดยคำนวณ %EOP จาก
สมการที่ 3 

 

%EOP = (P IB/P PB) ณ ความเข้มข้นเร่ิมต้นเดียวกัน x100 ——สมการที่ 3 

 

3.8. ผลของฟาจไลติกต่อจำนวนของเชื้อ S.Typhimurium ในเนื้อสัตว์ 

การเตรียมตัวอย่างเนื้อ ทำการตัดตัวอย่างชิ้นเนื้อประเภทต่างๆ ให้มีขนาด ขนาด 2x2 cm หนา 2 mm 
นำไปฆ่าเชื้อด้วยแสงยูวีเป็นระยะเวลา 0, 15, 30, 45, 60 และ 75 นาที ทำการตรวจจำนวนเชื้อด้วยใช้เทคนิค
การ swab test โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth บ่มที่ 37°C นาน 18-24 ชั่วโมง วัดความขุ่นของ
อาหารเทียบกับตัวอย่างอาหารที่ไม่มีเชื้อ พบว่าที่เวลา 45 นาทีไม่พบการเจริญของเชื้อ ดังนั้นจึ้งกำหนดเวลา
ฆ่าเชื้อบนชิ้นเนื้อไว้ด้วยรังสียูวี เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นเติมเชื้อ Salmonella ความเข้มข้นเริ่มต้น 106 
CFU/ml ปริมาตร 100 µl ลงบนชิ้นเนื้อที่ฆ่าเชื้อแล้ว แล้วบ่ม 30 นาที ที่ 4 °C และทำการเติมฟาจที่คัดเลือก
ได้ให้มีค่า MOI=1 ทำการสุ่มตรวจนับจำนวนเชื้อแบคทีเรียและจำนวนแบคเทอริโอฟาจ ทุก 0, 2, 4, 6, และ 8 
ชั่วโมง  
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3.9. การศึกษาความคงทนต่อสภาวะต่างๆของแบคเทอริโอฟาจ 

นำแบคเทอริโอฟาจที่ผ่านการคัดเลือก มาทดสอบผลของความเป็นกรด-ด่าง (กำหนดช่วง pH 3-11 ), 
ผลของอุณหภูมิ 5, 15, 25, 35, 45, 55, 65 และ 75°C และผลของความเข้มข้นเกลือ 0, 5, 10, 15, 20 และ 
25% ต่อความคงทนของฟาจ โดยใช้แบคเทอริโอฟาจความเข้มข้น 105 PFU/ml จากนั้นสุ่มตัวอย่างออกมานับ
จำนวนแบคเทอริโอฟาจทุก 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที ตามวิธีการข้างต้น (วิธีการ 2.3.) 

3.10 การศึกษาผลของฟาจไลติกต่อการอยู่รอดของเชื้อ S. Typhimurium ใน biofilm 

การเตรียม biofilm เตรียมเชื ้อ S.Typhimurium นำมาเลี ้ยงในอาหารเหลว TSB with 10mM 
MgSO4  แล้วบ่มในตู้บ่มที่ 37°C และเขย่าด้วยความเร็วรอบ 120 rpm. นาน 18-24 ชั่วโมง จากนั้นปรับให้มี
ความเข้มข้น 108 CFU/ml (OD600nm = 0.1) แล้วเติมลงไปใน Microtiter plates 96 well และบ่มที่ 37°C 
นาน 5 วัน จนสังเกตเห็นการแบ่งชั้นของเชื้อกับอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นจึงถ่ายอาหารออกแล้วล้างด้วย pH 
7.2, Phosphates Buffer 3 ครั้ง ปริมาณ 200 µl และสุ่มตัวอย่าง biofilm ออกมานับปริมาณเชื้อเริ่มต้นตาม
วิธี drop plate โดยกำหนดให้ หลุมที่เติม SM buffer เป็น negative control และ หลุมที่เติมอาหารเหลว 
TSB เป็น positive control 

การวัด biofilm ประยุกต์มาจากวิธีการของ Veloso et al. (2018) โดยหลังจาก biofilm ที่บ่มไว้
ครบตามเวลา นำอาหาร TSB ออก จากนั้นล้างด้วย 250 µl, Phosphates Buffer 3 ครั้ง ตามด้วยเติม 0.1% 
Crystal violet และตั้งทิ้งไว้อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที แล้วล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้ำกลั่น satirized ใน
ปริมาณเดียวกัน รอจนแห้ง~1ชั่วโมง จากนั้นเติม 20:80 acetone: ethanol แล้วตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง จึงนำไป
วัดค่าดูดกลืนแสงด้วย microplate reader ที่ OD = 595 nm  

การศึกษาผลของแบคเทอริโอฟาจต่อการอยู่รอดของเชื้อ S. Typhimurium ใน biofilm โดยนำตัวอย่าง
ที่คัดแยกได้มาเจือจางด้วยใน SM buffer ให้มีค่าความเข้มข้นฟาจ ประมาณ 104 PFU/ml, 105 PFU/ml, 106 
PFU 107 PFU/ml และ 108 PFU/ml ทำให้ค่า MOI แตกต่างกัน จากนั้นเติมแบคเทอริโอฟาจที่เจือจางแล้วลง
ไปบน biofilm ที่เตรียมไว้ปริมาณ 200 µl แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C โดยสุ่มตัวอย่าง ทุกๆ 0, 12, 24, 48 
และ 72 ชั่วโมง ทำการแยกอาหารออก และเติมสารละลาย SM buffer ทำการละลาย biofilm ด้วยใช้ปิเปิต
ดูดขึ้นลงเพื่อให้ biofilm หลุดออก แยกตัวอย่างสำหรับตรวจนับจำนวนเชื้อและนับจำนวนฟาจ ด้วยวิธีการนับ
จำนวนแบคเทอริโอฟาจที่กล่าวในข้อ 1.3.1 โดยนำตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ 7500 rpm, 4ºC นาน 10 นาที และ
ทำการกรองด้วยเยื่อกรองขนาด 0.22 µm และทำการเจือจางและนับจำนวนฟาจ สำหรับการนับจำนวน
แบคทีเรียใน biofilm ด้วยวิธีที่กล่าวในข้อ 1.3.2. โดยน้ำตัวอย่างที่ละลายไบโอฟิล์ม มาทำการเจือจาง และทำ
การนับจำนวนเชื้อที่รอดชีวิต ด้วยวิธี drop plate บนอาหารแข็ง NA 
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บทท่ี  4 
ผลการวิจัย 

4.1. การคัดแยกและการนับจำนวนฟาจในตัวอย่างเนื้อสัตว์ขายปลีก 

จากตัวอย่างเนื้อสัตว์ขายปลีกจากแหล่งที่มาต่างๆภายในตลาดและห้างสรรพสินค้าภายในจังหวัด
นครราชสีมา รวม 15 แหล่ง ทำการตรวจสอบ E.coli และ coliform และการตรวจสอบ Salmonella spp.  
พบว่า จากตัวอย่างทั้ง 15 แหล่ง แสดงในตารางที่ 1 เนื้อหมูและเนื้อไก่ทุกแหล่งมีการตรวจพบ coliform 
ในช่วง 3.6  ถึง >1,100 MPN/g และส่วนในตัวอย่างเนื้อวัวพบเพียง 2 แหล่ง จากห้างสรรพสินค้า A (460 
MPN/g) และห้างสรรพสินค้า D1 (3.6 MPN/g)  เมื่อทำการยืนยันขั้นสมบูรณ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง EMB 
ปรากฏลักษณะโคโลนีสีเขียวคล้ายโลหะตะกั่ว (metallic sheen) พบในตัวอย่างเนื้อหมู และเนื้อวัว แสดงว่ามี
ปนเปื้อนเชื้อ E. coli แต่ไม่พบในเนื้อไก่ ผลการตรวจ Salmonella spp. พบว่าไม่พบเชื้อ Salmonella ใน
ทุกตัวอย่างเนื้อ ทั้ง 15 แหล่ง แต่อย่างไรก็ตามการคัดแยกฟาจของเชื้อ Salmonella ยังสามารถนำไปใช้ใน
การควบคุมเชื้อทางชีวภาพป้องกันการปนเปื้อนข้ามจากแหล่งอ่ืนๆ  

ทำการคัดแยกฟาจจากตัวอย่างเนื้อ โดยใช้เชื ้อ S.Typhimurium ATCC 13311 ที่ผ่านการทดสอบ 
pro-phage ด้วยการกระตุ้นด้วยรังสียูวีซี และ สาร Mitomycin C ความเข้มข้น 0.2 µg/ml (รูปที่ 2) เพ่ือ
นำมาใช้เป็นโฮสต์ในการคัดแยกฟาจไลติกของเชื้อ Salmonella พบว่าไม่พบ Plaque เกิดขึ้น แสดงว่าเชื้อไม่
มีโปรฟาจ และจากการตรวจสอบข้อมูล whole genome จากฐานข้อมูล Gene bank ไม่พบ gene ของโปร
ฟาจในจีโนมเช่นเดียวกัน จึงถูกเลือกมาใช้เป็นโฮสต์ในการคัดแยกฟาจจากตัวอย่างเนื้อชนิดต่างๆ โดยทำการ
นับจำนวนฟาจในตัวอย่างเนื ้อในแต่ละแหล่งแสดงในตารางที ่ 2 ในตัวอย่างเนื ้อหมูพบฟาจจำนวนมาก 
ประมาณ 5.6 – 13.9 Log10 PFU/ml และในตัวอย่างเนื้อวัว พบประมาณ 4.2-9.2 Log10 PFU/ml  

 

 

A 

 

B 

รูปที่ 2 ลักษณะของเชื้อที่ภายการทดสอบ Pro-phage โดยอยู่ภายใต้ UV นาน 0, 5 และ 10 นาที
(A) ลักษณะของเชื้อที่มี 0.2 µg/ml Mitomycin C ผสมอยู่ (B) ก่อนนำเชื้อนั้นมาทำการทดลอง 
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 มีการตรวจพบแบคเทอริโอฟาจที่สามารถเพ่ิมจำนวนและยับยั้งการเจริญของ S.Typhimurium ได้ ใน
ตัวอย่างเนื้อหมูที่ขายปลีก ตรวจพบฟาจจำนวนมากที่สุด โดยพบทั้ง 5 แหล่งที่นำมาทำการศึกษา แต่ทำการ
คัดเลือกฟาจที่แยกได้ จากตลาด 2 แหล่งที่พบฟาจจำนวนมาก คือ เนื้อหมูจาก ตลาด A และ B โดยทำการ
ระบุชื่อฟาจในเนื้อหมูชื่อ vB_solmoM-pSN และ vB_solmoM-pYM ตามลำดับ โดยมีปริมาณฟาจความเข้มข้น 
13.90 ± 0.13 และ 8.69 ± 0.18 log PFU/ml ตามลำดับ นอกจากนี้ยังสามารถคัดแยกฟาจในตัวอย่างเนื้อวัว
จากทั้งหมดที่ทำการตรวจพบฟาจ 4 แหล่งจากทั้งหมด 5 แหล่ง แต่เลือกคัดเลือกฟาจจาก 2 แหล่งที่มีการ
ตรวจพบมากที่สุด มาจากห้างสรรพสินค้า A (vB_solmoM-bTM) และ D1 (vB_solmoM-bKK1) โดยมีปริมาณ
เท่ากับ 9.18±0.14 และ 9.15 ±0.03 log10 PFD/ml ตามลำดับ  

ตัวอย่างลักษณะ plaque ที่พบ แสดงในรูปที ่ 3 มีลักษณะใส (complete lysis plaque) รูปร่าง
ค่อนข้างกลมรีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 0.432 ± 0.14 cm. ทำการคัดแยกออกไว้จำนวน 10 พลัค หรือ 
10 อนุภาค นำมาเพิ่มจำนวน และคัดเลือกพลาค (plaque) เดียวๆ ที่ลักษณะเคลียร์ใส มาทำบริสุทธิ์โดยการ 
ทำเหมือนการนับจำนวนฟาจ โดยการทำ 3 ซ้ำ จนได้ลักษณะพลาคที่เหมือนกันทั้งจานเพาะเชื้อ ทำการ
คัดเล ือกฟาจจำนวน 4 ไอโซเลตจากเน ื ้อหม ูและเน ื ้อว ัว ด ้วยกำหนดชื ่อด ังน ี ้  vB_solmoM-pSN, 
vB_solmoM-pYM, vB_solmoM-bKK1, และ vB_solmoM-bTM นำมาเพิ่มจำนวน ให้มีความเข้มข้น
มากกว่า 8.00 log10 PFU/ml และทำให้บริสุทธิ์ เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป  
 
 
 
 
 

   

 
รูปที่ 3 แสดงลักษณะ plaques ของ phage ที่ตรวจพบได้จากตัวอย่างเนื้อสัตว์ที่ขายในร้านค้า
ปลีกและห้างสรรพสินค้า A)  vB_solmoM-pYM B)  

 Plaques 

A B C 
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ตารางที่ 1 ผลปริมาณฟาจที่ได้จากตัวอย่างเนื้อสัตว์ขายปลีกจากแหล่งที่มาต่างๆโดยใช้เชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เป็นโฮสต์ และผลการตรวจเช้ือ Coiliform/ 
E.coli และ Salmonella 

ปร
ะเภ

ทเ
นื้อ

 ตัวอย่าง ปริมาณฟาจในตัวอย่าง 
(log10 PFU/ml) 

ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเฉลี่ย (cm.) 

Coliform 
(MPN/g) 

E.coli 
(MPN/g) 

EMB 
agar* 

RV 
broth 

XLD 
agar** แหล่งที่มา รหัส 

เน
ื้อห

ม ู

ตลาด A vB_solmoM-pSN 13.90±0.13 0.466±0.042 15 43 + + - 
ตลาด B vB_solmoM-pYM 8.69±0.18 0.544±0.055 460 460 + + - 
ตลาด C vB_solmoM-pKP 6.89±0.03 0.460±0.021 240 43 + + - 
ตลาด D vB_solmoM-pPP 7.36±0.07 0.454±0.013 43 43 + + - 
ตลาด E vB_solmoM-pMK 5.63±0.12 0.499±0.027 >1100 >1100 + + - 

เน
ื้อวั

ว 

ห้างสรรพสินค้า A vB_solmoM-bTM 9.18±0.14 0.499±0.027 460 460 + + - 
ห้างสรรพสินค้า B vB_solmoM-bTF 8.34±0.06 0.424±0.042 - - - + - 
ห้างสรรพสินค้า C - - - - - - + - 
ห้างสรรพสินค้า D1 vB_solmoM-bKK1 9.15±0.03 0.405±0.042 3.6 3.6 + + - 
ห้างสรรพสินค้า D2 vB_solmoM-bKK2 4.21±0.01 0.406±0.037 - - - + - 

เน
ื้อไ

ก ่

ห้างสรรพสินค้า A - - - 460 0 - + - 
ห้างสรรพสินค้า B - - - 460 0 - + - 
ห้างสรรพสินค้า C - - - 43 0 - + - 
ห้างสรรพสินค้า D1 - - - 240 0 - + - 
ห้างสรรพสินค้า D2 - - - 240 0 - + - 

Note. *; ลักษณะโคโลนีที่มีลักษณะคล้าย E.coli บน EMB Agar (+; แสดงลักษณะคล้าย E.coli, -; ไม่แสดงลักษณะใดๆหรือลักษณะที่ปรากฏไม่คล้ายกับ E.coli) 

**; ลักษณะโคโลนีที่มีลักษณะคล้าย Salmonella บน EMB Agar (+; แสดงลักษณะคล้าย Salmonella, -; ไม่แสดงลักษณะใดๆหรือลักษณะที่ปรากฏไม่คลา้ยกับ Salmonella ) 
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4.2. คุณลักษณะของแบคเทอริโอฟาจ 

4.2.1. ลักษณะสัณฐานวิทยาและขนาดสารพันธุกรรม DNA ของแบคเทอริโอฟาจ 

หลังจากทำบริส ุทธ ิแบคเทอร ิโอฟาจที ่ค ัดเล ือก ค ือ vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, 

vB_solmoM-bKK, และ vB_solmoM-bTM นำไปส่องกล้อจุลทรรศน์อิเล็คตรอนชนิดส่องผ่าน (TEM) พบว่า

แบคเทอริโอฟาจที่คัดแยก จัดอยู่ในสกุล Tectiviridae ที่มีลักษณะรูปร่าง แบบ polyhedral shape ที่มีสาร

พันธุกรรมดีเอ็นเอสายคู่ (Double stranded DNA) มี Double capsid ขนาดประมาณ 63 nm และมีหาง

เทียม (pseudo-tail) ดังแสดงในรูป 4 ซึ่งมีรูปร่างคล้ายกัน เนื่องจากใช้โฮสต์ S. Typhimurium ตัวเดียวกัน 

จัดเป็น Enterobacteriophage phage และจากผลของ PFGE (รูปที่ 5) แสดงให้เห็นว่าขนาดสารพันธุกรรม 

DNA มีขนาดเท่ากัน ทั้ง 4 ไอโซเลต ขนาดน้อยกว่า 48.5 kb เนื่องจากแบนของ DNA อยู่ต่ำกว่า DNA maker 

ที่มีขนาดเล็กสุดคือ 48.5 kb ไม่สามารถคำนวณขนาดของ DNA ได้อย่างถูกต้องแม่นยำ ดังนั้นการประมาณ

ขนาดของ DNA ขนาด 40 kb ซึ่งใกล้เคียง T7 (43-44 kb) แต่จากรายงานฟาจในสกุล Tectiviridae ทีมีการ

คัดแยกมีขนาด DNA ขนาด 15 kb (Ackermann, 2005) ซึ่งฟาจที่คัดแยกได้อาจจะเป็น novel phage 

 

 

 
 
 
 
 

   

    
 

  
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 แสดงรูปร่างฟาจ vB_solmoM-pYM มีรูปร่าง elongated head 50 nm long and width 50 
nm และมี short tail จัดอยู่ในกลุ่ม Podoviradae family ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
ผ่าน (TEM) ที่กำลังขยาย 100,000x  

vB_solmoM-pSN vB_solmoM-pYM 

vB_solmoM-bKK1 vB_solmoM-bTM 
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รูปที่ 5: ผลแสดงขนาดโมเลกุลของสารพันธุกรรม (DNA) ของ Salmonella phage: 

vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1ที่คัดแยกได้ 

4.2.2. one-step growth curve และ การยึดเกาะกับเซลล์โฮสต์ S. Typhimurium  

ล ั กษณะ  one- step growth curve ขอ ง  vB_solmoM-pSN ฟ า จ  vB_solmoM-pYM, ฟา จ
vB_solmoM-bTM และฟาจ vB_solmoM-bKK1 โดยทำการศึกษาท่ี MOI เท่ากับ 100 จะเห็นได้ว่า ลักษณะ
กราฟเพ่ิมจำนวนของอนุภาคฟาจของ vB_solmoM-pS มีการเพิ่มขี้น (Rise periods) อยู่ 2 ช่วง คือ 1st Rise 
periods ที่ 20 นาที ก่อนจะคงที่และเข้าสู่ 2nd Rise periods ที่ 10 นาที เช่นเดียวกันกับฟาจ vB_solmoM-
pYM, vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 ที่จะมีช่วง 1st Rise periods อยู่ที ่นาทีที่ 20, 10 และ 
10 ตามลำดับ และมี 2nd Rise periods อยู่ที่นาทีที่ 20, 30 และ 30 ตามลำดับ เว้นแต่ลักษณะการเกิด 2nd 
Rise periods ของ ฟาจ vB_solmoM-bTM (รูปที่ 7A ) กราฟการเพิ่มจำนวนอนุภาคของฟาจ สามารถ
แบ่งเป็นช่วงได้ ดังนี้ eclipse, latent และ rise period (รูปที่ 6A, 7A, 8A และ 9A) ซึ่งกราฟแบ่งออกเป็น

48.5 

97.0 

145.5 

194.0 

242.5 

291.0 

339.5 

436.5 

388.0 

485.0 

kilobases 

vB_solmoM-
pSN 

vB_solmoM-
pYM 

vB_solmoM-
bTM 

vB_solmoM-bKK1 
M 

Phage DNA 
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จำนวนฟาจในตัวอย่างท่ีมีการเติม chloroform และไม่เติม chloroform ในตารางที่ 2 แสดงข้อมูลเวลาในแต่
ละช่วง eclipse, latent และ rise period ตามลำดับ และค่า Burst size ของฟาจ พบว่า ฟาจที่คัดเลือกมี
ลักษณะแตกต่างกัน โดยฟาจ vB_solmoM-pYM มีค่า burst size สูงถึง 64 PFU/cell และรองมาคือฟาจ 
vB_solmoM-pS มีค่า burst size 50 PFU/cell. เนื่องจากค่า burst size คือปริมาณการเพ่ิมข้ึนของฟาจต่อ
การติดเชื้อของแบคทีเรียโฮสต์ หาก burst size มีค่าสูงจึงสามารถบอกได้ว่า ชนิดนั้นมีความสามารถในการ
เติบโตที่รวดเร็วเมื่อพิจารณา latent periods ของตัวอย่างที่ไม่เติมและตัวอย่างที่เติม chloroform ลงไป  
จะเพิ่มจำนวนและเข้าสู่ช่วงคงที่ได้รวดเร็วกว่า เนื่องจากการเติม chloroform มีผลเข้าไปปลดปล่อยอนุภาค
ของแบคเทอริโอฟาจออกจากเซลล์ ทำให้มีค่าจำนวนอนุภาคของฟาจสูงกว่า ไม่เติม  chloroform (Hyman 
and Abedon, 2009)   

การทดสอบความสามารถในการยึดเกาะกับโฮสต์ S.Typhimurium ทดลองที่ MOI 1 จากกราฟทำการ
วัดจำนวนอนุภาคฟาจอิสระกับเวลา ทำการคำนวณค่า absorption rate ของฟาจแต่ละไอโซเลตที่คัดเลือก 
vB_solmoM-pSN ฟ า จ  vB_solmoM-pYM, ฟาจ vB_solmoM-bTM แ ล ะฟาจ  vB_solmoM-bKK1  
ดังแสดงในรูปที ่ 6B, 7B, 8B และ 9B ตามลำดับ พบว่าค่า absorption rate มีค่าใกล้เคียงกัน อยู่ในช่วง 
6.931 x 10-3 ถึง -8.161 x 10-3 Phage-1 Cell-1 ml-1 min-1 ซึ่งแดงให้เห็นว่าฟาจสามารถยึดเกาะกับเซลล์ได้
ไม่แตกต่างกันส่วนค่า average absorption constant (r) เป็นค่าใกล้เคียงกันในช่วง 3.265 x 10-10-3.322 x 
10-10 ml per min แสดงถึงอัตราคงท่ีของฟาจในการยึดเกาะเซลล์ 

   
ตารางท่ี 2 ข้อมูล Latent period, Eclipse period, Rise period และ burst size  

Phage Eclipse period 
(minute) 

Latent period 
(minute) 

Rise period 
(minute) 

Burst size 
(PFU/cell) 

vB_solmoM-pSN 40 60 30 50.00 
vB_solmoM-pYM 40 80 20 64.00 
vB_solmoM-bTM 30 60 20 16.40 
vB_solmoM-bKK1 40 50 60 21.00 
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B 

รูปที่ 6 one-step growth ที่ MOI =100 (A) และ Phage Adsorption ที่ MOI=1 (B) ของฟาจ 
vB_solmoM-pSN โดยกำหนดให้ (วงกลม:เส้นทึบ = ฟาจที่ไม่มีการเติม 0.1% Chloroform, สี่เหลี่ยม: 
เส้นปะ = ฟาจที่มีการเติม 0.1% Chloroform) 

 
 

8.9

9.4

9.9

10.4

10.9

11.4

11.9

0 20 40 60 80 100 120

Ph
ag

e 
tit

er
 (l

og
10

PF
U/

m
l)

Time(minutes)

1

10

100

0 10 20 30 40 50 60

Fr
ee

 p
ha

ge
 (P

FU
/m

l)

Time (miuntes)

Average Adsorption Constant  

= 3.277 x10-10 ml/min 

Adsorption rate = -0.006931 PFU/mL min-1  
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A 

 

 

B 

รูปที่ 7 one-step growth ที่ MOI =100 (A) และ Phage Adsorption ที่ MOI=1 (B) ของฟาจ 
vB_solmoM-pYM โดยกำหนดให้ (วงกลม:เส้นทึบ = ฟาจที่ไม่มีการเติม 0.1% Chloroform, สี่เหลี่ยม:
เส้นปะ = ฟาจที่มีการเติม 0.1% Chloroform) 
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= 3.265 x10-10 ml/min 

Adsorption rate = -0.008161 PFU/mL min-1  
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รูปที่ 8 one-step growth ที ่MOI =100 (A) และ Phage Adsorption ที่ MOI=1 (B) ของฟาจ vB_solmoM-bTM โดยกำหนดให้ (วงกลม:
เส้นทึบ = ฟาจที่ไม่มีการเติม 0.1% Chloroform, สี่เหลี่ยม:เส้นปะ = ฟาจที่มีการเติม 0.1% Chloroform) 
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Adsorption rate = -0.008058 PFU/mL min-1  
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รูปที่ 9 one-step growth ที ่MOI =100 (A) และ Phage Adsorption ที่ MOI=1 (B) ของฟาจ vB_solmoM-bKK1 โดยกำหนดให ้(วงกลม:
เส้นทึบ = ฟาจที่ไม่มีการเติม 0.1% Chloroform, สี่เหลี่ยม:เส้นปะ = ฟาจที่มีการเติม 0.1% Chloroform) 
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= 3.303 x10-10 ml/min 

Adsorption rate = -0.008146 PFU/mL min-1  
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4.2.3. ความจำเพาะและประสิทธิภาพของฟาจ 

ความจำเพาะของฟาจที่คัดแยกได้จากการใช้เชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 เป็น โฮส์ตเซลล์ใน
การคัดเลือก พบว่าฟาจสามารถไลซีสเชื้อได้สมบูรณ์ (complete lysis) ทำการทดสอบความสามารถของฟาจ
ที่คัดเลือกได้ต่อการไลซีสเชื้อในกลุ่มของ Salmonella spp. และ E. coli สายพันธุ์ต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 3 

  
ตารางที่ 3 ความจำเพาะของฟาจ (Specific host range)  

Phage 
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vB_solmoM-pSN √ T T √ × T √ √ T 
vB_solmoM-pYM √ T × T √ T × √ T 

 vB_solmoM-bTM T T × T × × × √ T 
vB_solmoM-bKK1 √ T × T × × × T T 

กำหนดให้; T = Turbidity, √ = Completed lysis และ × = non-lysis 

ฟาจที่แยกได้สามารถยับยั้งสายพันธุ์อ่ืนนอกเหนือจากสายพันธ์ต้นกำเนิดได้ ดังปรากฏตามตารางที่ 4 
ท ี ่แสดงถึงความหลากหลายของความสามารถในการย ับย ั ้ ง multivalent host infection ของฟาจ 

vB_solmoM-pSN ซึ่งสามารถยับยั้งแบบ complete lysis บนเชื้อ E. coli ATCC11775, E. coli NCTC10538, 
S. Enteritidis ATCC13076, S. Newport ATCC6962 ขณะที่ฟาจ vB_solmoM-pYM สามารถยับยั้งเชื้อแบบ 
complete lysis ต่อเช ื ้อ E. coli ATCC11775, S. typhimurium ATCC14028, S. Newport ATCC6962 
ส่วนฟาจ vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 สามารถยับยั ้งเชื ้อได้สมบูรณ์เพียง 1 ชนิด คือ  
S. Newport ATCC6962 และ E. coli ATCC1175 ตามลำดับ จากผลแสดงให้เห็นว่าฟาจที่คัดเลือกสามารถ
ควบคุมเชื้อได้ทั้งเชื้อ Salmonella และ E. coli ได ้
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โดยความสามารถในการยั้บยั้งต่อแบคทีเรียต่างชนิดแสดงลักษณะไลซีส (lysis) ที่เกิดขึ้นแตกต่างกัน ดัง
แสดงในรูปที่ 10 แสดงความสามารถฟาจ vB_solmoM-pYM ในการยับยั้งเชื ้อ S. Typhimurium ATCC 
13311, S. Anatum ATCC 9270 และ E. coli ATCC 43888 รูปแสดงลักษณะ plaques ของ phage ในการ
ทดสอบ phage host range โดย phage สามารถยับยั้งได้ทั ้งหมด (compete lysis) รูปที่ 10A, สามารถ
ยับยั้งได้บางส่วน (partial lysis) รูปที่ 10B และ phage ไม่สามารถยับยั้งได้ (no lysis) รูปที่ 10C 

เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของฟาจที่คัดเลือกในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นๆ (Efficiency of 
plating, EOP) ประสิทธิภาพการเกิดพลาคของฟาจบนเชื้อ Salmonella และ E. coli  แสดงเป็น %EOP 
คำนวณจากจำนวนฟาจ (Phage Titer)  บนเช ื ้อแบคท ี เร ียท ี ่ ไม ่ ใช ่ โฮสต ์ เท ียบก ับจำนวนฟาจบน 
S.Typhimurium ATCC 13311 ซึ่งเป็นโฮสต์ในการผลิตอนุภาคฟาจ โดยใช้ฟาจเริ่มต้นที่ความเข้มข้น (≈10 8 
PFU/ml)  โดย %EOP แสดงในตารางท่ี 4 สูงสุดคือ ฟาจ vB_solmoM-pSN สามารถ Lysis ทั้ง Salmonella 
และ E. coli โดยมี %EOP  42- 50% ทุกสายพันธุ์ของ Salmonella sp. ยกเว้น S.Typhimurium ATCC 
14028 และ S. Choleraesuis ATCC 10708 ที่ไม่เกิดการ lysis และ E. coil มี %EOP 40-52% เกิดพลาค
ทุกสายพันธ์ที่ใช้ในการทดสอบ ตามมาด้วยฟาจ vB_solmoM-pYM มี %EOP 40-60% บน Salmonella 
โดยสามารถไลซีสได้น้อยเพียง 14% บน S. Choleraesuis ATCC 10708 และไม่สามารถไลซีส S. Enteritidis 
ATCC 13076 ขณะที่บน E. coli จะมี %EOP สูง 60% บน E. coli ATCC 11775 และ 32% EOP บน E. 
coil ATCC 25922 เท่านั ้น ในขณะที ่ฟาจ vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 สามารถไลซีส 
Salmonella และ E. coli สายพันธ์เดียวกัน และไม่เกิดไลซีสในสายพันธุ ์ เดียวกัน (ตารางที ่ 4) และ     
ล ักษณะพลาคเปร ียบเทียบฟาจ vB_solmoM-pSN บนเช ื ้อ S. Choleraesuis ATCC 10708 และ S. 
Newport ATCC 6962 ในรูปที่ 11 พบว่า ลักษณะพลาคที่ได้แตกต่างกัน บนเชื้อ S. Choleraesuis มีลักษณะ
แบบขุ่นไม่ใส (turbid lysis) ในขณะเดียวกันบน S. Newport มีลักษณะพลาคใส (complete lysis) ที่ชัดเจน
มากกว่า เช่นเดียวกันกับ ฟาจ vB_solmoM-pYM ดังนั้นแสดงว่าฟาจทั้งสองมีประสิทธิภาพในการทำลายเชื้อ  
S. Newport ATCC 6962 ได้ดีกว่า S. Choleraesuis ATCC 10708 เนื ่องจากตัวเชื ้อมียีนส์ของ intact- 
prophage (Yao et al., 2016) จึงสามารถทนต่อ phage superinfection ได้ทำให้เกิดลักษณะพลาคดังกล่าว  

 
 

 

A 

 

B 

 

C 

รูปที่ 10 แสดงความสามารถฟาจ vB_solmoM-pYM ในการยับยั้งเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (A), 
S. Anatum ATCC 9270 (B) และ E.coli ATCC 43888 (C)  
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ตารางที่ 4 ค่า %EOP ของฟาจที่คัดเลือกแล้วกับเชื้อแบคทีเรยีที่ใช้ในการศึกษาความจำเพาะของฟาจ 

Indicator Hosts 
%EOP 

vB_solmoM-pSN vB_solmoM-pYM vB_solmoM-bTM vB_solmoM-b.KK1 

E. coli ATCC 43888* 39.86 x x x 

E. coli NCTC 10538 50.15 x 47.55 42.52 

E. coli ATCC 25922 39.52 32.40 43.33 43.62 

E. coli ATCC 11775 51.56 59.93 44.04 65.27 

S. Typhimurium ATCC 14028 x 59.28 x x 

S. Choleraesuis ATCC 10708 x 14.04 x x 

S. Typhimurium ATCC 13311 100.00 100.00 100.00 100.00 

S. Enteritidis ATCC 13076 47.50 x x x 

S. Newport ATCC 6962 58.89 59.62 46.52 32.39 

S. Anatum ATCC 9270 42.26 39.41 15.99 44.23 
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D 

รูปที่ 11 แสดงลักษณะ plaque ของฟาจแต่ละชนิด ในการนับจำนวนอนุภาคฟาจ (phage titer)  
 

4.2.4 ผลของฟาจต่อจำนวนของเชื้อ S. Typhimurium ในเนื้อสัตว ์

การศึกษาผลของฟาจที่คัดเลือก vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, vB_solmoM-bKK1, และ 
vB_solmoM-bTM  ได้ต่อการอยู่รอดของ S.Typhimurium ATCC 11331 บนเนื้อไก่, เนื้อวัว และเนื้อหมู 
ก่อนการ spike เชื้อ Salmonella ความเข้มข้น 5 log10 CFU/ml บนชิ้นเนื้อ ขนาด (2 cm x 2 cm) ได้ทำ
การฆ่าเชื้อด้วยรังสียูวี เป็นเวลา 45 นาที จากผลการศึกษาระยะเวลาในการฆ่าเชื้อด้วยรังสียูวี โดยผลการ
ทดสอบการฆ่าเชื้อ microflora บนชิ้นเนื้อ ด้วยรังสียูวี ดังแสดงในรูปที่ 12 ทำการตรวจการอยู่รอดของเชื้อบน
ชิ้นเนื้อโดยการ swab และทำการบ่มเลี้ยงเชื้อพบว่าที่ 45 นาที ไม่พบเชื้อที่มีชีวิตในอาหารเลี้ยงเชื้อ อาหารไม่

vB_solmoM-pSN on S.Choleraesuis 

vB_solmoM-pSN on S.Newport 

vB_solmoM-pYM on S.Choleraesuis 

vB_solmoM-pYM on S.Newport 
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เกิดความขุ่น ดังนั้นจึงทำการฆ่าเชื้อบนชิ้นเนื้อด้วยรังสียูวี ก่อนการเติมเชื้อ Salmonella บนชิ้นเนื้อ และทำ
การเติมฟาจที่คัดเลือกท่ีความเข้มข้นฟาจที่ทำให้ค่า Multiple Of Infection (MOI) เท่ากับ 1  

 

 
รูปที่ 12 การทดสอบการลดจำนวนเชื้อจุลินทรีย์บนชิ้นเนื้อ ขนาด 2 cm x 2 cm ด้วย รังสี UV  

 

จากรูปแสดงให้เห็นว่าฟาจที่คัดเลือกสามารถลดจำนวนแบคทีเรียบนชิ้นเนื้อทั้งสามชนิดได้ เนื้อหมู เนื้อ
วัว และเนื้อไก่ (รูป12A, รูป13A และ รูป14A ตามลำดับ)  และปริมาณฟาจเพ่ิมขึ้น (รูป12B, รูป13B และ รูป
14B ตามลำดับ)  ตลอดระยะเวลาการบ่ม  8 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 °C  พบว ่ าฟาจ  vB_solmoM-pSN และ 
vB_solmoM-pYM ที่แยกได้จากเนื้อหมู และ vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 ฟาจที่แยกได้
จากเนื้อวัว มีความสามารถในการยับยั้บเชื้อ Salmonella และเพ่ิมปริมาณฟาจบนพ้ืนผิวของเนื้อได้ดี ใช้เวลา
ในการลดเชื้อเริ่มต้นจนไม่สามารถนับจำนวนเชื้อได้ (under detection limit) เป็นเวลา 6 – 8 ชั่วโมง แต่
อย่างไรก็ตามอัตราการลดลง (Reduction rate) ของเชื้อ Salmonella บนเนื้อแต่ละชนิดมีค่าแตกต่างกัน  
vB_solmoM-pSN มีอัตราการลดเชื ้อ Salmonella เท่ากับ -0.7033 CFU/hour บนเนื ้อหมู -0.4847 
CFU/hour บนเนื ้อไก่ และ -0.4230 CFU/hour บนเนื ้อวัว และ vB_solmoM-pYM มีอัตราการลดเชื้อ 
Salmonella เท ่าก ับ -0.6753 CFU/hour บนเนื ้อหมู -0.5564 CFU/hour บนเนื ้อไก ่ และ -0.4802 
CFU/hour บนเนื้อวัว vB_solmoM-bTM มีอัตราการลดเชื้อ Salmonella เท่ากับ -0.5923 CFU/hour บน
เนื้อหมู -0.2922 CFU/hour บนเนื้อไก่ และ -0.5058 CFU/hour บนเนื้อวัว vB_solmoM-bKK1 มีอัตรา
การลดเชื้อ Salmonella เท่ากับ -0.6702 CFU/hour บนเนื้อหมู -0.5215 CFU/hour บนเนื้อไก่ และ -
0.5165 CFU/hour บนเนื้อวัว   จากผลสามารถระบุได้ว่าฟาจที่คัดแยกได้มีประสิทธิภาพการลดเชื้อบน
เนื้อสัตว์ โดยมีประสิทธิภาพมากบนเนื้อหมู รองลงมาคือ เนื้อวัวและเนื้อไก่ และนอกจากนี้ฟาจสามารถคงอยู่
บนเนื้อสัตว์เพื่อควบคุมการปนเปื้อนของเชื้อ Salmonella โดยปริมาณฟาจเพิ่มขึ้นเล็กน้อยบนพื้นผิวของ
เนื้อสัตว์   
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A 

 

 

B 

รูปที่ 13 ผลของฟาจต่อจำนวนเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (A) และจำนวนฟาจบนพ้ืนผิวหน้า
เนื้อหมู ขนาด 2 cm x2 cm (B) ที่อุณหภูมิ 4°C  
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รูปที่ 14 ผลของฟาจต่อจำนวนเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (A) และจำนวนฟาจบนพ้ืนผิวหน้า
เนื้อวัว ขนาด 2 cm x2 cm (B) ที่อุณหภูมิ 4°C 
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รูปที่ 15 ผลของฟาจต่อจำนวนเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (A) และจำนวนฟาจบนพ้ืนผิวหน้า
เนื้อไก่ ขนาด 2 cm x2 cm (B) ที่อุณหภูมิ 4°C 
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4.2.5. ผลของฟาจต่อการลด biofilm ของเชื้อ S.Typhimurium 

การสร้าง biofilm ของเชื้อ S.Typhimurium บน 96 well-polystyrene microtiter plate โดยการ
บ่มอยู่ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 7 วัน เมื่อนำมาทดสอบการกำจัดไบโอฟิล์มของเชื้อ Salmonella ด้วย phage ที่
คัดเลือกที่ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน คือ ประมาณ 104 PFU/ml, 105 PFU/ml, 106 PFU 107 PFU/ml และ 
108 PFU/ml ทำให้ค่า MOI แตกต่างกัน นาน 72 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที ่ 16(A-D) จากการวัดปริมาณ 
Biofilm ด้วยการย้อมสี crystal violet  ซึ่งย้อมสาร exopolysaccharide ที่เชื้อสร้างขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับ
ตัวอย่างควบคุมที่ไม่เติมฟาจ จะเห็นได้ว่าสามารถลดปริมาณ biofilm เพิ่มขึ้นตามปริมาณฟาจเพิ่มขึ้น ยิ่งเพ่ิม
ความเข้มข้นฟาจยิ่งส่งผลให้ปริมาณ biofilm ลดลงอย่างรวดเร็ว ซึ่งจะเห็นได้ว่าจากค่า (OD575 nm ) มีแนวโน้ม
ลดลงในการเติมสารละลายฟาจทุกชนิดลงไป โดยค่าการดูดกลืนแสงจะเริ่มลดลงเมื่อบ่ม 12-24 ชั่วโมง และ
ลดลงเพ่ิมข้ึนเมื่อบ่มนานขึ้น และเริ่มค่อนข้างคงที่ในช่วงเวลาการบ่มท่ี 48-72 ชั่วโมง  

ปริมาณฟาจที่นับได้บน biofilm ที่ความเข้มข้นฟาจที่ใช้แตกต่างกัน พบว่า ปริมาณฟาจสามารถเพ่ิม
จำนวนเพิ่มขึ้นภายใน 12 ชั่วโมง โดยพบว่าเพิ่มจำนวนขึ้นมากกว่า 1 log PFU/ml ณ ชั่วโมงที่ 24 แสดงให้
เห็นว่าฟาจสามารถคงความสามารถในลดจำนวนเชื้อ Salmonella ใน biofilm ได้ ซึ ่งจากผลปริมาณเชื้อ 
S.Typhimurium ใน biofilm มีการลดลง เมื่อเพิ่มความเข้มข้นฟาจเพิ่มขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณ Biofilm 
ที่ลดลงเช่นเดียวกัน จากผลจะแสดงให้เห็นว่าฟาจที่คัดเลือกสามารถลดจำนวนเชื้อและกำจัดปริมาณ biofilm 
ได้  
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รูปที่ 16 ผลของฟาจ vB_solmoM-pSN(A), vB_solmoM-pYM(B), vB_solmoM-bTM(C) และ vB_solmoM-bKK1(D) ต่อ ปริมาณ Biofilm ของ S.Typhimurium ATCC 
13311 บ่มที่ 37 ºC นาน 72 ชั่วโมง  
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No phage ~104 PFU/ml ~105 PFU/ml ~106 PFU/ml ~107 PFU/ml ~108 PFU /ml 
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รูปที่ 17 ปริมาณฟาจ vB_solmoM-pSN (A)และปริมาณเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (B) หลังจากทำเติมฟาจที่ความเข้มข้นตา่งๆ บน Biofilms และบ่มที่อุณหภูม ิ37 ºC นาน 72 ชั่วโมง 
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No phage ~104 PFU/ml ~105 PFU/ml ~106 PFU/ml ~107 PFU/ml ~108 PFU/ml 
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รูปที่ 18 ปริมาณฟาจ vB_solmoM-pYM (A)และปริมาณเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (B) หลังจากทำเติมฟาจที่ความเข้มข้นต่างๆ บน Biofilms และบ่มที่อุณหภูม ิ37 ºC นาน 72 ชั่วโมง 
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No phage ~104 PFU/ml ~105 PFU/ml ~106 PFU/ml ~107 PFU/ml ~108 PFU/ml 
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รูปที่ 19 ปริมาณฟาจ vB_solmoM-bTM (A)และปริมาณเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311 (B) หลังจากทำเติมฟาจที่ความเข้มข้นต่างๆ บน Biofilms และบ่มที่อุณหภูม ิ37 ºC นาน 72 ชั่วโมง 
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MOI=0 ~104 PFU/ml ~105 PFU/ml  ~106 PFU/ml  ~107 PFU/ml  ~108 PFU/ml  
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รูปที่ 20 ปริมาณฟาจ vB_solmoM-bKK1 (A) และปริมาณ S.Typhimurium ATCC 13311 ที่รอดชีวิต (B) หลังจากทำเติมฟาจที่ความเข้มข้นตา่งๆ บน Biofilms และบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 72 ชั่วโมง 
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4.2.6. ความทนต่อสภาวะต่างๆของฟาจ (Phage stability under various condition) 

ทดสอบความคงตัวของฟาจในสภาวะต่างๆ เพ่ือศึกษาความสามารถของฟาจในการทนอุณหภูมิ ความ
ทนความเป็นกรด-ด่าง ทนเกลือ เพื ่อประโยชน์ในการนำฟาจไปใช้งานในอาหาร ในการควบคุมเชื้อ 
Salmonella  

ผลของความกรด-ด่างต่อความคงตัวของฟาจ โดยนำฟาจเติมลงในสารละลายบัพเฟอร์ที่ pH 3-11 บ่ม
ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 120 นาที พบว่าฟาจคัดเลือกท้ัง 4 ชนิด vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, 
vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 มีความคงตัวในช่วง pH ระหว่าง 5-9 โดยเกิดการสูญเสียน้อย
กว่า -0.001 ถึง -0.018 log PFU/min และช่วงความกรด (pH3-4) และช่วงความเป็นด่าง pH 10-11 มีอัตรา
การสูญเสียที่เกิดขึ้น มีค่ามากกว่า -0.020 log10 PFU/min   แสดงว่าฟาจถูกทำลายจึงทำให้ความเข้มข้นฟาจ 
ลดลง ดังแสดงรูปที่ 21-23 มีการลดลงของจำนวนฟาจอย่างเห็นได้ชัดเจน โดยแสดงอัตราการลดลงที่มากกว่า 
0.01 log10 PFU/ min   

เมื่อพิจารณาระยะเวลาที่ฟาจสัมผัสสภาวะความเป็นกรดด่าง พบว่าฟาจ  vB_solmoM-pSN (รูปที-่ 
21) ที่ pH 3 ฟาจมีความคงตัวได้โดยที่ไม่ก่อให้เกิดความสูญเสียเป็นเวลา 60 นาที ปริมาณฟาจลดลงมากกว่า 1 
log10 PFU/ml ก่อนจะเริ่มมีการสูญเสียที่นาทีที่ 90 อย่างรวดเร็วเช่นเดียวกับท่ี pH 4 ที่การสูญเสียเกิดขึ้นช้า
กว่า ท ี120 นาที ในขณะที่ฟาจ vB_solmoM-pYM (รูปที่ 22) จะมีความสามารถในการอยู่รอดในความเป็น
กรดอ่อนมากกว่า โดยที่ pH5-6 อัตราการสูญเสียต่ำกว่า -0.01 PFU/min ขณะที่ pH 7-9 มีความคงตัวตลอด
ระยะเวลาการบ่ม มีอัตราการสูญเสียค่อนข้างต่ำ เมื่อเปรียบเทีบกับฟาจ vB_solmoM-pSN แต่ที่ pH3 และ 4 
การสูญเสียปริมาณฟาจมากกว่า 1 log10 PFU/ml เริ่มเกิดข้ึนที่นาทีที่ 60 และ 90 เช่นเดียวกัน 

ในขณะที่อัตราการสูญเสียของฟาจ vB_solmoM-bTM ที่แยกได้จากเนื้อวัวที่ pH 3-4 ฟาจสูญเสีย
สภาพตั้งแต่เริ่มบ่ม (รูปที่ 23) เช่นเดียวกับ pH11 ก่อนจะเริ่มนับได้อีกครั้งที่ pH 5 โดยแสดงอัตราการสูญเสีย
มากกว่า 0.01 จนถึง pH 6 ก่อนการสูญเสียค่อนข้างน้อย อัตราต่ำกว่า -0.01 log10 PFU/min  ที่ pH 7-9 
จากนั้นจึงลดลงที่ pH 10 เมื่อพิจารณาระยะเวลาการสัมผัสกับสภาวะความเป็นกรด-ด่าง พบว่า ที่ pH5 และ 6 
ฟาจมีการลดปริมาณลดลง ≥ 1 log10 PFU/ml ที่นาทีท่ี 120 ในขณะที่ pH 10 เกิดข้ึนเร็วกว่า ณ นาทีที่ 60 ซ่ึง
แนวโน้มการสูญเสียนี้เกิดข้ึนเช่นเดียวกันในฟาจ vB_solmoM-bKK1 โดยที่ pH 3-4 และ pH 10-11 อัตราการ
สูญเสียเกิดข้ึนมากกว่า -0.01 log10 PFU/min   และมีอัตราการลดลงต่ำกว่า -0.01 log10 PFU/min ในช่วง 
pH 5-9 ตามรูปที่ 24 เมื่อพิจารณาระยะเวลาที่ฟาจสัมผัสสภาวะกรด-ด่าง พบว่า ที่ pH 3 ปริมาณฟาจลดลง
มากกว่า 1 log10 PFU/ml ณ นาทีที่ 30 ในขณะที่ ฟาจ vB_solmoM-bTM เกิดข้ึนเร็วกว่า ในขณะที่ pH 4, 
10 และ 11 ปริมาณฟาจเริ่มลดลง ณ นาทีที่ 90 เป็นต้นไป 

เมื่อพิจารณาตามแหล่งที่มาของฟาจที่แยกได้ พบว่า ฟาจที่แยกจากเนื้อหมูมีความสามารถในการอยู่รอด
ในสภาวะกรดสูงและด่างสูง pH 3-4 และ pH 10-11 ได้ดีกว่าฟาจที่แยกได้จากเนื้อวัว   

ผลของเกลือ NaCl ที่ช่วงความเข้มข้น 0-25% pH 7.4 ต่อความคงตัวของฟาจ บ่มที่อุณหภูมิ 4°C นาน 
120 นาที พบว่าฟาจที่แยกได้จากตัวอย่างเนื้อหมู ฟาจ vB_solmoM-pSN และ vB_solmoM-pYM (รูปที่ 25-
25) พบว่าฟาจ vB_solmoM-pSN ที่ความเข้มข้นเกลือ 10% มีอัตราลดลงของฟาจ -0.007 log10 PFU/min 



38 
 

และยิ่งเพ่ิมความเข้มข้นเกลือ 15%, 20%, และ 25% อัตราการลดลงของฟาจ –0.013, -0.021, -0.031 log10 
PFU/min ตามลำดับ เช่นเดียวกันกับฟาจ vB_solmoM-pYM แต่จะเกิดการเสียสภาพเร็วกว่า โดยที่ความ
เข้มข้นเกลือ 10% อัตราการเสียสภาพของฟาจ -0.012 log10 PFU/ml ในขณะที่ที่ความเข้มข้นเกลือ 15, 20 
และ 25% นั้น มีอัตราการลดลง –0.017, -0.026, -0.034   log10 PFU/min เช่นเดียวกับฟาจที่แยกได้จาก
เนื้อวัว (รูปที่ 27-27) แม้จะมีอัตราการสูญเสียใกล้เคียงกัน แต่เกิดขึ้นรวดเร็วกว่า ในฟาจ vB_solmoM-bTM 
ที ่10% NaCl ปริมาณฟาจลดลงน้อยกว่า  -0.013 log10 PFU/min ที่นาทีท่ี 90 ในขณะที่ฟาจ vB_solmoM-
bKK1 เกิดข้ึนเร็วกว่า ณ นาทีทึ่ 70 และเกิดเร็วขึ้นเมื่อความเข้มข้นเพ่ิมข้ึนเช่นกัน โดย ที่ความเข้มข้นเกลือ 15, 
20 และ 25% การสูญสียเกิดขึ้น  นาทีที่ 60, 50 และ 30 ตามลำดับ ในฟาจทั้งสอง ที่ความเข้มข้นแกลือ 0-5% 
พบการสูญเสียปริมาณฟาจต่ำมาก และฟาจที่แยกได้จากเนื้อหมู ฟาจvB_solmoM-pSN และ vB_solmoM-
pYM สามารถอยู่รอดในสภาวะความเข้มข้นเกลือ 10-15%  ได้นานกว่า 

การสูญเสียปริมาณฟาจในช่วงอุณหภูมิ 5-75 ºC ใน SM buffer pH 7.4 โดยปราศจากโฮสต์เซลล์
แบคทีเรีย จะพบว่า ฟาจที่แยกได้ทั้ง 4 สามารถอยู่รอดได้ในอุณหภูมิที่ 5-35 ºC และเริ่มแสดงอัตราสูญเสีย
เกิดข้ึนมากกว่า -0.01 log10 PFU/min ที่อุณหภูมิ 45 ºC เป็นต้นไป โดยในช่วง 5-25 ºC  นั้น ไม่มีการเสีย
สภาพของฟาจทั้ง 4  และอุณหภูมิสูง 35 ºC มีการสูญเสียสภาพเล็กน้อย แต่จะมัอัตราการลดลงของจำนวนฟาจ
ที่เพ่ิมขึ้นเมื่อุณหภูมิสูงมากกว่า 45 °C (รูปที่ 29-31) ถ้าพิจารณาฟาจที่คัดแยกจากเนื้อหมูและเนื้อวัวพบว่า 
ฟาจ vB_solmoM-pSN และ vB_solmoM-pYM ที่มาจากเนื้อหมูเริ่มแสดงการสูญเสียปริมาณฟาจ ณ นาทีที่ 
60 และ 90 ตามลำดับ ที่ 45ºC ก่อนจะสูญเสียรวดเร็วเพ่ิมขึ้นเมื่อมีการเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาการบ่ม โดย
ที่อุณหภูมิ 55, 65 และ 75 °C การสูญเสียเกิดขึ้นภายในเวลา 60, 30 และ 30 นาที ตามลำดับ เช่นเดียวกับฟาจ 
vB_solmoM-pYM ซึ่งแนวโน้มการสูญเสียที่เกิดขึ้นนี้เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับฟาจที่แยกได้จากเนื้อวัว 
(ฟาจ vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1) ทั้งสอง แม้ว่าอุณหภูมิที่ทำให้ฟาจลดลงในอัตราที่สูงกว่า 
-0.01 log10 PFU/min อยู่ที่ 45 °C ซึ่งช้ากว่าฟาจจากเนื้อหมู ในขณะที่อุณหภูมิ 55, 65 และ 75 °C ของฟาจ
ทั้งสองเกิดข้ึนรวดเร็วเท่ากันกับฟาจที่แยกได้จากเนื้อหมู 

แม้ท่ีอุณหภูมิที่ 65 และ 75 °C จะมีอัตราการสูญเสียปริมาณฟาจที่ใกล้เคียงกันแต่เม่ือเปรียบปริมาณ
เริ่มต้น พบว่า ฟาจ vB_solmoM-pSN และ vB_solmoM-pYM มีการลดลงทันที ที่เริ่มสัมผัสกับอุณหภูมิ 75 
°C ในขณะที่ฟาจ vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 ยังสามารถอยู่รอดได้ในช่วงเวลาหนึ่งก่อนจะ
ลดลงต่ำกว่าค่า Detection limit ได้ภายในระยะเวลา 120 นาที โดยฟาจ vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-
bTM และ vB_solmoM-bKK1เกิดข้ึน ณ นาทีที่ 90 ทั้งสองช่วงอุณหภูมิ ในขณะที่ฟาจ vB_solmoM-pYM 
เกิดการสูญเสียเร็วว่า ที่ 60 นาที ภายใต้อุณหภูมิ 75 ºC 
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pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 

 
pH8 pH9 pH10 pH11 

รูปที่ 21 ความคงทนของฟาจ vB_solmoM-pSN ในสภาวะกรด-ด่าง ที่อุณหภูมิ 4°C 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100

Ph
ag

e 
tit

er
  (

lo
g 1

0P
FU

/m
l)

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
Time (miuntes)

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100

Ph
ag

e 
tit

er
 a

t 4
°C

 (l
og

10
PF

U/
m

l)

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100

-0.050 log
10

 PFU /min 

-0.030 log
10

 PFU/ min 
-0.010 log

10
 PFU/ min 

-0.001 log
10

 PFU/ min -0.000 log
10

 PFU /min 

-0.003 log
10

 PFU/ min 

-0.018 log
10

 PFU/ min 

-0.006 log
10

 PFU /min -0.013 log
10

 PFU /min 

Time (minutes) 



40 
 

 
pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 

 
pH8 pH9 pH10 pH11 

รูปที่ 22 ความคงทนของฟาจ vB_solmoM-pYM ในสภาวะกรด-ด่าง ที่อุณหภูมิ 4°C  
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pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 

 
pH8 pH9 pH10 pH11 

รูปที่ 23 ความคงทนของฟาจ vB_solmoM-bTM ในสภาวะกรด-ด่าง ที่อุณหภูมิ 4°C  
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pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 

 
pH8 pH9 pH10 pH11 

รูปที่ 24 ความคงทนของฟาจ vB_solmoM-bKK1 ในสภาวะกรด-ด่าง ที่อุณหภูมิ 4°C  
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0% Salt 5% Salt 10% Salt 15% Salt 20% Salt 25% Salt 

รูปที่ 25 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-pSN ที่อุณหภูมิ 4°C  

 
0% Salt 5% Salt 10% Salt 15% Salt 20% Salt 25% Salt 

รูปที่ 26 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-pYM ที่อุณหภูมิ 4°C  

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100

Ph
ag

e 
tit

er
 a

t 4
°C

 (l
og

10
PF

U/
m

l)

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100

Ph
ag

e 
tit

er
 a

t 4
°C

 (l
og

10
PF

U/
m

l)

0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100
0

1

2

3

4

5

6

7

0 50 100

-0.001 log
10

 PFU/ min 
-0.005 log

10
 PFU /min -0.007 log

10
 PFU /min 

-0.013 log
10

 PFU/ min 

-0.017 log
10

 PFU/ min 

-0.031 log
10

 PFU/ min 

-0.001 log
10

PFU/ min 
-0.006 log

10
PFU /min 

-0.012 log
10

PFU/ min 

-0.017 log
10

 PFU/ min -0.026 log
10

 PFU/ min 
-0.034 log

10
 PFU /min 

Time (minutes) 

Time (minutes) 



44 
 

 
0% Salt 5% Salt 10% Salt 15% Salt 20% Salt 25% Salt 

รูปที่ 27 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-bTM ที่อุณหภูมิ 4°C  

 
0% Salt 5% Salt 10% Salt 15% Salt 20% Salt 25% Salt 

รูปที่ 28 ผลของความเข้มข้นเกลือ NaCl ต่อความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-bKK1 ที่อุณหภูมิ 4°C  
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5°C 15°C 25°C 35°C 

 
45°C 55°C 65°C 75°C 

รูปที่ 29 ความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-pSN ในช่วงอุณหภูมิ 5-75 °C ที่ pH 7.2 
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5°C 15°C 25°C 35°C 

 
45°C 55°C 65°C 75°C 

รูปที่ 30 ความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-pYM ในช่วงอุณหภูมิ 5-75 °C ที่ pH 7.2  
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5°C 15°C 25°C 35°C 

 
45°C 55°C 65°C 75°C 

รูปที่ 31 ความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-bTM ในช่วงอุณหภูมิ 5-75 °C ที่ pH 7.2  
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5°C 15°C 25°C 35°C 

 
45°C 55°C 65°C 75°C 

รูปที่ 32 ความคงตัวของฟาจ vB_solmoM-bKK1 ในช่วงอุณหภูมิ 5-75 °C ที่ pH 7.2  
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บทท่ี  5 
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 การคัดเลือกฟาจไลติกเพื่อใช้ในการควบคุมเชื้อ Salmonella enterica serovar Typhimurium ใน
เนื้อสัตว์ขายปลีก โดยแยกฟาจจากเนื้อหมู เนื้อไก่ และเนื้อวัว โดยใช้ เชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 
เป็นโฮสต์ในการคัดเลือก สามารถแยกฟาจจากเนื้อหมูและเนื้อวัว และไม่สามารถแยกฟาจจากเนื้อไก่ โดย
กำหนดชื่อฟาจที่คัดเลือกได้เป็น ฟาจ vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, เป็นฟาจที่แยกได้จากเนื้อหมู 
และ vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 เป็นฟาจที่คัดแยกได้จากเนื้อวัว จากการศึกษาโครงสร้าง
ของฟาจโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่าน TEM สามารถระบุเบื้องต้นได้เป็น family: Tectiviriae ซึ่งมี
รูปร่างเป็น icosahedra-shaped, ขนาด 63 nm, dsDNA, ขนาดประมาณ 40 kb มีโครงสร้างที ่หุ ้มด้วย
โปรตีน (Protein Capsid) ที่หนาและแข็งแรง มีความหยืดหยุ่นของโครงสร้างเป็น ไลโพโปรตีน และเป็นไลติก
ฟาจ(Ackermann, 2005) จากการศึกษาฟาจการจำเพาะของฟาจต่อเชื้อแบคทีเรีย (Phage host range)  
ผลปรากฎว่าฟาจกลุ่มนี้สามารถกำจัดเชื้อ Salmonella และ E.coli สายพันธุ์อ่ืนๆ ได้เช่นกันแต่ประสิทธิภาพ
อยู่ที่ประมาณ 40-60% เมือเทียบกับโฮสต์ที่ใช้ผลิตฟาจ แต่อย่างไรก็ตามสามารถประยุกต์ใช้ในการควบคุมเชื้อ 
Salmonella และ E. coli ได้ จากผลการระบุชนิดฟาจ ลักษณะฟาจที่แยกได้จะคล้ายกับฟาจ PRD1 ซึ่งเป็น
ฟาจที่แยกได้จากเชื ้อ S. Typhimurium เช่นเดียวกัน (Rydman and Bamford, 2002) มีโครงสร้างของ 
เยื้ อห ุ ้ ม  ซ ึ ่ งฟาจถ ูกจ ัด เป ็น  Enterobacteriophage ท ี ่ สามารถ infect เช ื ้ อ  pseudomonads และ 
Enterobacteriaceae (Olsen et al., 1974) โดยมีค่า Eclipse period, Latent period และ Rise period 
เฉลี่ยอยู่ที่ 37.5±5.00, 62.5±12.58, 32.5±18.93  ตามลำดับ มีค่า Burst size เฉลี ่ยอยู ่ที ่ 37.85±22.92 
PFU/cell ส่วนลักษณะอัตราการยึดเกาะของฟาจต่อโฮสต์แบคทีเรียเฉลี่ยอยู่ที่ 0.0078±0.00059 PFU/mL 
min-1 โดยมีค่า Adsorption Constant อยู่ที่ 3.291±0.025 x10-10 ml/min 

5.1. ผลของฟาจต่อการลดเชื้อ Salmonella บนเนื้อสัตว์ 

การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 บนผิว
เนื้อหมู, เนื้อวัว และเนื้อไก่ ที่ถูกเก็บภายใต้อุณหภูมิ 4°C ตลอด 8 ชั่วโมง มีความสามารถในการลดลงของ
ปริมาณแบคทีเรียในเนื้อทั้ง 3 ชนิดด้วยฟาจ vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, vB_solmoM-bTM 
และ vB_solmoM-bKK1 สามารถลดจำนวนแบคทีเรียให้มีค่าต่ำกว่าค่าที่ตรวจนับ (under detection limit)
ได้เมื่อบ่มนาน 6 – 8 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุมที่ไม่เติมฟาจ มีประมาณเชื้อแบคทีเรียลดลงประมาณ 
0.5-1.0 log10 CFU/ml ซึ่งอาจจจะเกิดจากที่เก็บเนื้อไว้ที่ 4 °C ซึ่งอาจจจะทำให้เซลล์ได้รับบาดเจ็บจากความ
เย็นและเป็นอุณหภูมิไม่เหมาะกับการเจริญของเชื้อ Salmonella และความสามารถในการเพิ่มปริมาณฟาจ
เฉลี ่ยให้คงอยู่ในเนื ้อเฉลี ่ยประมาณ 1-1.5 log10 PFU/ml  จากการศึกษาของ Abuladze et al. (2008) 
รายงานความสามารถของฟาจค็อกเทลที่ลดปริมาณ E.coli บนบนผิวหน้าของเนื้อวัวดิบลงได้ 94% ภายใน 24 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 10°C เช่นเดียวกับ ฟาจค็อกเทลที่แยกได้จากเนื้อไก่ เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้ง  
S. Enteritidis ที่อุณหภูมิ 8 และ 25 °C บนเนื้ออกไก่ พบว่า สามารถลดจำนวนเชื้อลงได้ 1 และ 2 log10PFU 
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ตามลำดับ (Duc et. A., 2018) การควบคุมเชื ้อ Pseudomonas spp. โดยใช้ฟาจ C35 จาก ที ่ MOI สูง 
(MOI=100) แสดงอัตราการเพิ่มขึ้นของฟาจและการลดลงของเชื้อเพิ่มสูงขึ้นและมีระยะเวลาการเก็บเนื้อวัว
เพิ่มขึ้นในทุกๆอุณหภูมิการเก็บรักษา (Greee, 1988) ในขณะที่การศึกษาของ Soni et al. (2010) พบว่าการ
เติมฟาจ P100 ณ MOI = 0.001 ของ Listeria monocytogenes ลงไปตัวอย่างเนื้อปลา และบ่มที่ 4°C นาน 
10 วัน ปริมาณเชื้อกลับไม่มีการเปลี่ยนแปลง ซึ่งฟาจแต่ละตัวที่แยกได้จากโฮส์ตของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ มี
ความสามารถในการเข้ายับยั้งเชื้อที่ MOI แตกต่างกันไปด้วย โดย MOI ยิ่งสูง จะทำให้อัตราการยับยั้งปริมาณ
เชื้อและอัตราการเพิ่มขึ้นของฟาจต่อโฮส์ตเกิดขึ้นได้อย่างรวดเร็ว ในทางเดียวกัน MOI ที่ต่ำกว่า จะส่งผลให้
อัตราการยับยั้งปริมาณเชื้อและอัตราการเพิ่มขึ้นของฟาจต่อโฮส์ตเกิดขึ้นได้ช้าลง ซึ่งอาจมีปัจจัยในเรื่อง
ความจำเพาะต่อโฮส์ตสายพันธุ์นั้นๆด้วยเช่นกัน 

ลักษณะพ้ืนผิวสัมผัสของเนื้อสัตว์แต่ละประเภทที่ส่งผลต่อความสามารถการลดปริมาณของเชื้อและการ
อยู่รอดของฟาจบนเนื้อหมู, เนื้อไก่และเนื้อวัว ให้เปอร์เซ็นการลดปริมาณเชื้อเฉลี่ย อยู่ที่ 100.00 ± 0.000, 
83.86 ± 21.672 และ 100.00 ± 0.000% ตามลำดับ ในขณะที่เปอร์เซ็นการเพิ่มขึ้นของฟาจ เฉลี่ยบนพื้นผิว
เนื้อหมู, เนื้อไก่และเนื้อวัว ตลอด 24 ชั่วโมง อยู่ที่ 27.06 ± 21.801, 8.34 ± 4.000 และ 13.69 ± 9.390% 
ตามลำดับ เช่นเดียวกับฟาจที่แยกได้จาก Brochothrix thermosphacta ในตัวอย่างเนื ้อวัว ทดสอบบน
ตัวอย่างผิวหน้าเนื้อหมู ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 2-6°C สามารลดปริมาณเชื้อบนผิวหน้าลงได้ถึง 68% (Gordon and 
Dilts, 2002) และฟาจที่แยกได้จาก Campylobacter ในตัวอย่างเนื้อไก่ สามารถยับยั้งโฮส์ตตัวเดียวกันนี้บน
เนื้อไก่ถูกเก็บไว้ ณ อุณหภูมิ 4°C โดยมีการฟื้นตัวของเชื้ออยู่ที่ 44% เท่านั้น และอยู่ในสภาวะที่คงที่ตลอด 6 
วัน ก่อนจะลดลงเรื่อยๆจนถึงวันที่ 10 (Atterbury et al., 2003) และเช่นเดียวกันกับฟาจ SE07 ที่แยกได้จาก 
S.Enteritidis ในตัวอย่างเนื้อไก่ กับความสามารถในการยับยั้งเชื้อ บนตัวอย่างเนื้อวัวและเนื้อไก่ได้ถึง 48.62% 
และ 48.97% ตามลำดับ ที่อุณหภูมิ 4°C นาน 48 ชั่วโมง (Thung et al., 2017) 

5.2. ผลของฟาจในการกำจัดไบโอฟิล์ม 

ความสามารถในการกำจัด biofilm ของเชื้อ S.Typhimurium ATCC 13311  ฟาจที่คัดเลือกได้ทั้ง 4  

ไอโซเลต มีความสามารถในการลดปริมาณ biofilm โดยเมื่อยิ่งเพ่ิมความเข้มข้นฟาจก็ยิ่งสามารถลดจำนวนเชื้อ

มากยิ่งขึ้น แสดงความสามารถในการยับยั้งปริมาณ S.Typhimurium ATCC 13311 ซึ่งเป็นเชื้อโฮส์ตได้อย่างดี 

เมื่อเปรียบเทียบกับเปอร์เซ็นต์ในการทำลายคุณภาพของ biofilm ในฟาจเฉลี่ยอยู่ทึ่ 53.32-65.62% ภายใน

ระยะเวลา 72 ชั่วโมง โดยที่ MOI สูง สามารถทำลาย biofilm สูงถึง 64.65±3.67% สอดคล้องกับการทดลอง

ของ Kelly  et al. (2012) ที่ทำการทดลองใน ฟาจ k ที่มีความเข้มข้นฟาจเริ่มต้นที่ 9-10 log10 PFU (MOI=

1,000) สามารถเข้าไปลดปริมาณของเชื้อ S. aureus ใน biofilm ลงได้ภายใน 20 ชั่วโมง และสามารถลดค่า 

OD590nm ให้มีค่าน้อยกว่า 0.1 ใน 24 ชั ่วโมง เช่นเดียวกันกับฟาจ P100 สามารถลด biovolume of 

biofilm ของเชื้อ L. monocytogenes บนแผ่น polystyrene จากการเติมฟาจความเข้มข้นสูง (8-11 log10 

PFU/ml) ลงได้ (Rodríguez-melcón, et al, 2018) นอกจากนี้ที่ MOI เดียวกันยังสามารถลด biofilm บน

แผ่นแสตนเลส ลงได้ถึง 3.5-5.4 log10 PFU/cm2 (Soni and Nannapaneni, 2010) สำหรับการเพิ่มขึ้นของ
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ฟาจ, vB_solmoM-pSN, vB_solmoM-pYM, vB_solmoM-bTM และ vB_solmoM-bKK1 บน biofilm 

นั้นมีค่าไม่แตกต่างกันตามชนิดของฟาจ จึงพิจารณาตามค่า MOI พบว่า ที่ MOI สูง แสดงการเพิ่มขึ้นสูงถึง 

74.99±5.662% โดยฟาจที่มีการเพิ่มขึ้นสูงสุดคือ ฟาจ vB_solmoM-pYM (82.63%) และในทิศทางเดียวกัน

ที ่ MOI ต่ำ ให้ผลการเพิ ่มปริมาณฟาจเพียง 57.81±14.963 % โดยฟาจที ่มีการเพิ ่มขึ ้นต่ำสุดคือ ฟาจ 

vB_solmoM- bKK1 (41.15%) ซึ่งลักษณะการเพิ่มขึ้นของฟาจนี้ ส่งผลต่อการลดลงของเชื้อ ใน biofilm 

เช่นกัน ที่ MOI เดียวกันนั้นเอง รายงานความสามารถในการลดปริมาณเชื้อใน biofilm ของฟาจเฉลี่ยอยู่ที่ 

34.56±7.64% ภายในระยะเวลา 72 ชั ่วโมง สอดคล้องกับการศึกษาของ Karunasagar et al. (2007) ที่

ทำการศึกษาการยับยั้งใน biofilm บนแผ่น HDPE ของฟาจจากเชื้อ Vibrio harveyi ได้ 49.64% ที่ MOI =0.1 

ภายในเวลา 18 ชั่วโมง จากผลการศึกษาที่กล่าวมาในข้างต้น พบว่า ฟาจที่เติมลงไปต้องมีปริมาณสูงมาก

พอสมควร ( MOI > 0.1) จึงส่งผลต่ออัตราการลดลงของ biofilm, การเพิ่มจำนวนฟาจและการลดปริมาณเชื้อ

ภายใน biofilm เนื่องจากฟาจสามารถผลิต exopolysaccharide-degrading enzymes (glycannases) ได้ 

จึงจะเข้าไปทำลายชั้น biofilm ที่เชื ้อในกลุ่ม Enterobacter agglomerans, Serratia marcescens และ  

L. monocytogenes สร้างขึ้น (Hudson, et al, 2005) นอกจากนี้ฟาจบ้างชนิดยังสามารถผลิต lysins ย่อย 

Actinomyces naeslundii, Streptococcus spp ได ้เช ่นกัน (Szafránski, et al. , 2017) จ ึงน ิยมใช ้ฟาจ  

ในการเป็นตัวควบคุม biofilm ของเชื้อต่าง (Abedon, 2015) โดยการเพ่ิมประสิทธิภาพการควบคุบการเพ่ิมขึ้น

ของ biofilm จากการศ ึกษาของ  Hughes et al.  (2010)  รายงานว ่ า  biofilm ของ Pseudomonas 

aeruginosa หลังจากการเติมฟาจลง (MOI=1) ไปมีการลดลงมากกว่า 1 log10 CFU/ml ภายในเวลา 4 ชั่วโมง 

และเม่ือมีการเติมฟาจเพิ่มลงไปทุกๆ 6 ชั่วโมง อัตราการลดลงจะเกิดรวดเร็วขึ้น แม้จะมีการเติมโฮต์สลงไป ก็ยัง

สามารถถูกยับยั้งได้อย่างมีประสิทธิภาพ มากกว่าการเติม antibiotic (tobramycin) 

5.3. ผลของ pH, ความเข้มข้นเกลือและอุณหภูมิต่อความคงตัวของฟาจ 

ความสามารถในการอยู่รอดของฟาจที่นำมาศึกษาทั้ง 4 ทดสอบภายใต้สภาวะความเป็นกรด-ด่าง ใน 
SM buffer ที่อุณหภูมิ 4 °C ตลอดระยะเวลา 120 นาที สามารถอยู่รอดได้ดีในชวง pH 7-8 โดยมีการสูญเสีย
ของฟาจเฉลี่ยอยู่ที่ 3.60±3.031 และ 3.76±1.932%  ในขณะที่ pH3, 4, 5 และ 6 การสูญเสียเกิดเพิ่มขึ้นถึง 
69.88±25.507, 61.04±34.278, 14.76±6.064 และ 9.15±7.501% ตามลำดับ ในสภาวะด่าง ที่ pH 9,10 
และ 11 การสูญเสียเกิดขึ ้นเท่ากับ 20.97±18.182, 34.81±29.646 และ 46.45±24.618% ตามลำดับ 
สอดคล้องกับการศึกษาของ García et al. (2007) พบว่าการอยู่รอดของฟาจภายใต้ pH ที่ต่ำกว่า 5 ส่งผลให้
ปริมาณฟาจอยู่รอดได้ลดลง เช่นเดียวกับฟาจที่แยกออกมาได้จากการศึกษาของ Khawaja et al. (2016) ที่มี
ความสามารถในการอยู่รอดในช่วง pH 6-8 และความสามารถของฟาจ PSPu-4-116 (Myoviridae) ที่อยู่รอด
ได้ ภายใตp้H 4-9 ซึ่งส่งผลไปสู่สภาวะการเก็บฟาจ ภายใต้ SM buffer ที่เหมาะสมในช่วง pH 7-8 เช่นกัน แต่
ในการทดลองเดียวกันนี้เอง ฟาจ PSPu-95 (Siphoviridae) จากโฮส์ตเดียวกัน กลับแสดงความสามารถในการ
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อยู่รอดในช่วง pH 4-10 ซึ่งกว้างกว่า (Bao et al, 2011) สอดคล้องกับ ความ สามารถในการอยู่รอดในช่วง 
pH 4-11 ของฟาจ SE07 ต่อเชื้อ S. Enteritidis ภายใต้อุณหภูมิ 37 °C (Thung et al, 2017) เช่นกัน 

ความเข้มข้นเกลือที่อาจมีผลต่อการอยู่รอดของฟาจที่แยกได้ส่งผลต่อความสามารถในการยับยั้งเชื้อหรือ
การประยุกต์ใช้ในตัวอย่างอาหารอ่ีนๆ โดยความสามารถในการอยู่รอดเฉลี่ยของฟาจทั้ง 4 ที่ความเข้มข้นเกลือ 
NaCl 0, 5, 10, 15, 20 และ  25% อย ู ่ ท ี ่  2. 848±2.29, 13. 215±3.63, 28. 647±8.63, 41. 556±2.38, 
59.149±15.40 และ 76.817±6.84% ตามลำดับ จะเห็นว่า ที่ความเข้มข้นเกลือ 15%เป็นต้นไป การสูญเสีย
เกิดเพิ่มสูงขึ้นเป็น 2 เท่า เช่นเดียวกับฟาจที่แยกได้จากเชื้อ E.coli ที่อยู่ในสภาวะความเข้มข้นเกลือ 20 และ 
30% เป็นเวลา 12 และ 10 ชั่วโมง แสดงการลดจำนวนลงของฟาจอยู่ที่ 90และ91.5% (Silva, et al, 2014) 
โดยฟาจที่แยกได้ส่วนใหญ่จะสามารถอยู่รอดได้ในเกลือความเข้มข้นต่ำ เช่นเดียวกับฟาจ PhVh6 ที่สามารถทน
ต่อความเข้มข้นเกลือ อยู่ที่ 15,30,45 ppt (Ibrahim et al, 2017)  

อุณหภูมิของสิ่งแวดล้อม มีผลต่อความสามารถในการอยู่รอดของฟาจ ณ อุณหภูมิที่ 5, 15, 25, 35, 45, 
55, 65 และ 75°C นั้น แสดงผลของการอยู่รอดเท่ากับ 0.357±0.23, 1.344±1.36, 3.174±2.66, 19.764 ± 
4.96, 34.320±15.51, 58.658±15.26, 79.825±1.15 และ 77.643±3.19% ตามลำดับ พบว่าที่ ช่วงอุณหภูมิ 
5-25°C เป็นช่วงที่เหมาะสมที่สุดสำหรับการรักษาสภาพฟาจ ในขณะที่ 35-45 การสูญเสียเริ่มเกิดขึ้นเล็กน้อย 
ก่อนจะสูงมากกว่า 50% ที่อุณหภูมิ 60°C เป็นต้นไป เช่นเดียวกับการศึกษาของ Thung et al. (2017)  
ที่ทดสอบอุณหภูมิสำหรับฟาจ SE07 ของเชื้อ S. Enteritidis สามารถอยู่รอดได้ (มากกว่า 8 log) นาน 1 
ชั่วโมง อยู่ในช่วง 25-45°C และคงตัวได้ที่อุณหภูมิที่ 37°C ก่อนจะลดลงน้อยกว่า 2 log10 PFU ที่อุณหภูมิ 
65°C (Khawaja, et al., 2016)  
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สรุปผลการวิจัย 

แบคเทอริโอฟาจที่คัดแยกได้จากเนื้อหมูและเนื ้อวัว โดยใช้เชื ้อ  S.Typhimurium ATCC 13311  
สามารถระบุคุณลักษณะเบื้องต้นจากภาพกล้องจุลทรรน์แบบส่องกราด จัดเป็นสกุล Tectiviriae ซึ่งเป็นไลติก
ฟาจที่มีความจำเพาะต่อโฮสต์เซลล์เริ ่มต้น แต่ก็แสดงความสามารถในการยับยั้งเชื ้อสายพันธุ ์อื ่นๆ เช่น  
S. Anatum, S. Newport, และ E. coli เป็นต้น โดยให้ประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงมากกว่า 50% เมื่อเทียบ
กับโฮสต์เซลล์ ซึ่งมีคุณสมบัติ polyvalent phage host range ซึ่งเป็นผลดีในการใช้ควบคุมเชื้อได้หลากหลาย 
โดยเฉพาะในกลุ่ม pathogenic Enterobacteriaceae  

ผลของกรด-ด่าง, ความเข้มข้นเกลือและอุณหภูมิ ฟาจสามารถคงตัวอยู่ที่ 5-9 และไม่คงตัวในสภาวะที่
กรดสูงหรือความเป็นด่างสูง และสามารถทนเกลือได้ถึง 15% อยู่ได้ท่ีอุณหภูมิ 4-35 °C และสามารถถูกทำลาย
ด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ มากกว่า 60 °C ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเราสามารถประยุกต์ใช้ฟาจในอาหารที่มีความเป็น
กรดอ่อนและอาหารที่มีความเข้มข้นน้อยกว่า 15% เพื่อควบคุมเชื้อ Salmonella ในเนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อ 
และถ้าผู้บริโภคมีความกังวลในเรื่องความปลอดภัยในการใช้ฟาจในอาหาร สามารถแนะนำเรื่องการใช้ความ
ร้อนในการปรุงอาหารให้มีอุณหภูมิใจกลางถึง 70 °C ซึ่งสามารถทำลายฟาจได้  

นอกจากนี้ฟาจที่คัดแยกได้ยังสามารถกำจัด Salmonella บนเนื้อหมู เนื้อไก่ และเนื้อวัว รวมถึงการ
กำจัด biofilm ของเชื้อ Salmonella ได้ ยิ ่งเพิ่มความเข้มข้นยิ่งสามารถลดปริมาณ Biofilm ได้ดี ฟาจที่
คัดเลือกจึงสามารถนำไปประยุกต์ใช้เป็นทางเลือกหนึ่งในการควบคุมเชื้อ Salmonella ในกระบวนการผลิต
หรือในผลิตภัณฑ์เนื้อ 
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