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บทคดัย่อ  
วตัถุประสงค์ของการศกึษานี้ คอื เพื่อแยกและศกึษาคุณสมบตัขิองไลตกิเฟจที่จ าเพาะต่อ Escherichia coli 

ดื้อยาปฏิชีวนะชนิด extended spectrum beta-lactamase Escherichia coli (ESBL-E.coli ) โดยท าการแยก     
แบคเทอรโิอเฟจ จากน ้าและน ้าเสยีโดยวธิ ีenrichment method และ double agar layer method จากการทดลอง
สามารถแยกแบคเทอรโิอเฟจได ้7 ชนิด/หรอืไอโซเลตจากตวัอย่างน ้าต่างชนิดกนั โดยตัง้ชือ่แบคเทอรโิอเฟจทีแ่ยก
ได้ว่า EP1, EP2, EP3, EP4, EP5, EP6 และ EP7 ตามล าดบั การศึกษาความสามารถในการบุกรุกแบคทีเรีย
ทดสอบ 17 ชนิดของแบคเทอรโิอเฟจโดยวธิ ีspot test พบว่า แบคเทอรโิอเฟจทุกไอโซเลตทีแ่ยกได ้(ยกเวน้ EP2) 
สามารถบุกรุกแบคทีเรียได้มากกว่าหนึ่งชนิด เมื่อน าแบคเทอรโิอเฟจไปศึกษารูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศ น์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่า แบคเทอรโิอเฟจทุกไอโซเลตเป็นแบคเทอรโิอเฟจใน order Caudovirales โดย     
แบคเทอรโิอเฟจ EP1, EP2, EP3, EP5, EP6 and EP7 จดัอยู่ใน family Siphoviridae และแบคเทอรโิอเฟจ EP4 
จดัอยู่ใน family Podoviridae การศึกษา one-step growth experiment ท าให้ทราบค่า latent period, burst time 
และ burst size ของแบคเทอริโอเฟจแต่ละไอโซเลต การศึกษาสารพันธุกรรมของแบค  เทอริโอเฟจพบว่า          
แบคเทอรโิอเฟจทุกไอโซเลตมสีารพนัธุกรรมเป็น double-stranded DNA และสามารถตดัไดด้้วยเอนไซม์ EcoRI 
จากการศึกษารูปแบบ DNA ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์โดยวิธี agarose gel electrophoresis และการศึกษารูปแบบ
โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE ของแบคเทอริโอเฟจพบว่า แบคเทอริโอเฟจที่แยกได้ทัง้หมดเป็นคนละชนิดกัน        
ซึง่บ่งบอกถงึความหลากหลายของแบคเทอรโิอเฟจทีแ่ยกได ้
 

ค าส าคญั : ไลตกิเฟจ Escherichia coli ดือ้ยาปฏชิวีนะ การรกัษาโรคดว้ยแบคเทอรโิอเฟจ 
 

Abstract  
The objective of this study was to isolate and characterize lytic phages capable of infecting 

extended spectrum beta-lactamase Escherichia coli (ESBL-E.coli ). Bacteriophages were isolated from 
water and wastewater samples using an enrichment protocol and the double agar layer method. Seven 
bacteriophages from different water samples were detected. They were named EP1, EP2, EP3, EP4, 
EP5, EP6 and EP7, respectively. The host ranges of the 7 bacteriophages were determined by 
performing spot tests with 17 bacterial strains. All bacteriophages, except EP2, infected more than one 
bacterial host. Transmission electron microscopy revealed the bacteriophages belonged to the order 
Caudovirales. Bacteriophage EP1, EP2, EP3, EP5, EP6 and EP7 were members of the family 
Siphoviridae, but bacteriophage EP4 belonged to the family Podoviridae. One-step growth experiment 
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was employed to determine a latent period, a burst time and a burst size of each bacteriophage. All 
bacteriophages had a double-stranded DNA which was digested with EcoRI. DNA restriction patterns by 
agarose gel electrophoresis and protein profiles by SDS-PAGE of the bacteriophages showed the 
diversity among the isolated bacteriophages. 
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 บทน า  
 Escherichia coli เป็นแบคทีเรยีแกรมลบ รูป
แท่ง อยู่ใน family Enterobacteriaceae และจดัอยู่ใน
กลุ่ม facultative anaerobe พบไดใ้นล าไสใ้หญ่ของคน
และสตัวเ์ลอืดอุ่นเกอืบทุกชนิด  E.coli  ส่วนใหญ่มกัไม่
ท าให้เกิดโรคโดยอาศยัเป็น normal flora ในร่างกาย
คนและสัตว์ มีเพียงบางสายพันธุ์เท่านัน้ที่สามารถ
ก่อใหเ้กดิโรคอาหารเป็นพษิ (food poisoning) และท า
ใหเ้กดิอาการทอ้งร่วง กระเพาะอาหารและล าไสอ้กัเสบ
ซึ่งถ่ายทอดโดยการกินอาหารหรือดื่มน ้ าที่มีการ
ปนเป้ือนของเชื้อสายพนัธุ์ดงักล่าว นอกจากนี้ E.coli  
ยงัสามารถก่อโรคนอกระบบทางเดินอาหารได้ด้วย 
ได้แก่ โรคติดเชื้อในทางเดินปสัสาวะ เยื่อหุ้มสมอง
อกัเสบ และโลหติเป็นพษิ เป็นตน้ 
 E.coli  สายพนัธุท์ีก่่อโรคในทางเดนิอาหารซึ่ง
จดัเป็น foodborne pathogen มีหลายสายพันธุ์ อาจ
เรียกโดยรวมว่า diarrheagenic E.coli  คือ entero- 
hemorrhagic E.coli  (EHEC ห รื อ  Shiga toxin-
producing E.coli ; STEC) สายพันธุ์ที่รู้จ ักกันดีคือ 
E.coli  O157:H7, enterotoxigenic E.coli  (ETEC), 
enteropathogenic E.coli  (EPEC), enteroag grega- 
tive E.coli  (EAEC), enteroinvasive E.coli  (EIEC) 
และ diffusely adherent E.coli  (DAEC) [1] เป็นต้น 
อาการที่พบในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ diarrheagenic E.coli  
ได้แก่ ปวดท้องถ่ายเหลวเป็นน ้ า มีแก๊สในกระเพาะ
อาหาร คลื่นไส้อาเจียน และอาจมีไข้ร่วมด้วย การ
รกัษาโรคติดเชื้อ E.coli  นิยมใช้ยาในกลุ่ม -lactam 
(beta-lactam)  ไ ด้ แ ก่  penicillin, amoxicillin แ ล ะ 
trimethoprim-sulfamethoxazole เป็นตน้ 
 การรกัษาโรคตดิเชื้อ E.coli  ดว้ยยาปฏชิวีนะ
มาเป็นระยะเวลายาวนาน ส่งผลใหเ้ชือ้จุลนิทรยีม์กีาร 
 

ปรับตัวและดื้ อ ต่ อยาปฏิชีวนะอย่ างกว้างข วาง 
เนื่องจาก E.coli  บางสายพนัธุ์สามารถสร้างเอนไซม ์
beta-lactamase ที่ท าลายยาในกลุ่ม beta-lactam ได้
กว้างขวาง จึงเรียก E.coli  สายพันธุ์ที่สามารถผลิต
เอนไซม์ที่สามารถท าลายยาในกลุ่ม beta-lactam ได้
ห ลากห ลายชนิ ดนี้ ว่ า  extended spectrum beta-
lactamase E.coli  หรือ ESBL-producing E.coli  (ใน
ที่นี้จะขอเรียกสัน้ๆ ว่า ESBL-E.coli ) โดยเอนไซม์
ดงักล่าวยงัสามารถท าลายยาในกลุ่ม beta-lactam ที่
ถูกพฒันาใหม้คีวามทนทานต่อฤทธิข์องเอนไซม ์beta-
lactamase แลว้ เช่น cephalosporin ไดด้ว้ย ดว้ยเหตุ
นี้จงึมกัมผีลท าให้การรกัษาโรคติดเชื้อ ESBL-E.coli  
ท าไดล้ าบาก และเป็นปญัหาในการรกัษามากขึน้ทุกท ี
 แนวทางในการแก้ปญัหาเกี่ยวกบัการรกัษา
โรคติดเชื้อที่ดื้อยา คือการพัฒนายาปฏิชีวนะให้มี
ประสิทธิภาพดีทนต่อการท าลายของเอนไซม์ที่เชื้อ
แบคทเีรยีสรา้ง แต่วธินีี้ท าไดค้่อนขา้งยาก ตอ้งใชเ้วลา
ในการพฒันายาทีค่่อนขา้งยาวนาน และเมือ่เชื้อมกีาร
ปรบัตวัได้ ในเวลาอีกไม่นานก็จะสามารถดื้อต่อยาที่
ผลติออกมาใหม่นัน้ได้ อีกแนวทางหนึ่งที่ก าลงัได้รบั
ความสนใจอย่างมากคือ การรกัษาโรคติดเชื้อด้วย   
แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) หรือเฟจ (phage) 
โดยการคน้หาแบคเทอรโิอเฟจทีม่คีวามสามารถในการ
ท าลายแบคทีเรยีก่อโรคชนิดนัน้เพื่อน ามาใช้แทนยา
ปฏิชีวนะ เรยีกวิธีการรกัษาโรคติดเชื้อด้วยเฟจนี้ว่า 
phage therapy [2, 3] ซึ่งมีข้อดีเหนือกว่าการรักษา
ด้วยยาปฏิชีวน ะอยู่ ห ลายประการ คือ  การห า         
แบคเทอรโิอเฟจจากธรรมชาติ หาได้ง่าย ใช้เวลาไม่
นานเมื่อเทียบกับการคิดค้นยาปฏิชีวนะขนานใหม ่   
แบคเทอรโิอเฟจมคีวามจ าเพาะต่อโฮสต์ (host) หรอื
แบคทีเรียค่อนข้างสูง จึงท าลายเฉพาะแบคทีเรีย
เป้าหมายเท่านัน้ ไม่ออกฤทธิก์ว้างเช่นที่พบในยา
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ปฏชิวีนะซึ่งอาจมผีลขา้งเคยีงกบั normal flora ที่เป็น
ประ โยช น์ ต่ อ ร่ างกายคน และสัต ว์  และการใช้          
แบคเทอริโอ เฟจค่อนข้างปลอดภัย ไม่เป็นพิษต่อ
สิ่งแวดล้อม เมื่อแบคทีเรียเป้าหมายถูกก าจัดหรือ
ท าลายให้หมดไป แบคเทอรโิอเฟจนัน้ก็จะกลายเป็น 
inert particles ที่ ไ ม่ เ ป็ น อั น ต ร าย ต่ อ เซ ล ล์ แ ล ะ
สิง่แวดลอ้มใดๆ 
 ดังนั ้น ในการศึกษานี้ จึงมีเป้ าหมายที่จะ
ตรวจหา แบคเทอริโอเฟจที่สามารถท าลาย ESBL-         
E.coli  โดยจะท าการแยกแบคเทอริโอเฟจจากน ้ า     
น ้ าทิ้ง น ้ าเสียจากแหล่งต่างๆ จากนัน้น าแบคเทอริ
โอเฟจที่แยกได้มาศึกษาคุณสมบตัิบางประการ เช่น 
ความสามารถในการท าลายแบคทเีรยีชนิดอื่น รูปร่าง
ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน ชนิดสารพนัธุกรรม
เพื่อการจดัจ าแนกชนิดของแบคเทอรโิอเฟจ ลกัษณะ
การเจรญิของแบคเทอรโิอเฟจ ตลอดจนโปรตนีทีเ่ป็น
ส่วนประกอบหลกัของแบคเทอรโิอเฟจนัน้ ซึ่งคาดว่า
ข้อมูลเกี่ยวกบัแบคเทอรโิอเฟจที่จ าเพาะต่อ ESBL- 
E.coli นี้ น่าจะสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการรกัษา
โรคติด เชื้ อ  ESBL- E.coli เพื่ อทดแทนการใช้ยา
ปฏชิวีนะไดใ้นอนาคต 
 
2. วสัดอุปุกรณ์และวิธีด าเนินการวิจยั  
 2.1. แบคทีเรียและอาหารเล้ียงเช้ือ 
 ESBL- E.coli ที่ใช้ในการศึกษาครัง้นี้ ได้ร ับ
ความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาลสรรพสทิธปิระสงค ์
อ าเภอเมอืง จงัหวดัอุบลราชธานี โดยใช้แบคทเีรยีนี้
เป็นโฮสต์ เซลล์ (host cell) ส าหรับใช้ในการแยก     
แบคเทอรโิอเฟจจากแหล่งน ้าตวัอย่าง และใช้ในการ
เพิ่มจ านวนและการศึกษาคุณสมบัติ ต่ างๆ ของ       
แบคเทอรโิอเฟจทีแ่ยกได ้
 การศึกษาคุณสมบตัิของแบคเทอรโิอเฟจใน
การท าลายแบคทเีรยีสายพนัธุ์ต่างๆ แบคทเีรยีทดสอบ
ทีใ่ชแ้สดงไวใ้นตารางที ่1 
 ก า ร เลี้ ย ง  ESBL- E.coli ใช้ อ า ห า ร  NB 
(Nutrient broth) แบคทเีรยีทดสอบใช้อาหาร NB หรอื 
BHI (Brain heart infusion) (ขึ้นกบัชนิดของเชื้อ) บ่ม
ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 
แบคทีเรยีทุกชนิดที่ใช้ในการทดลองจะเก็บรกัษาใน

อาหารทีเ่ตมิ glycerol 20 % และเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ-20 
องศาเซลเซยีสจนกว่าจะน ามาใช ้
 2.2. การแยกแบคเทอริโอเฟจและการ
ตรวจหาแบคเทอริโอเฟจในน ้าตวัอย่าง 
 เก็บตวัอย่างน ้า/น ้าทิ้ง/น ้าเสยีจากแหล่งต่างๆ 
ประมาณ 100 มิลลิลิตร/แห่ ง เพื่ อใช้ส าหรับแยก     
แบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ ESBL- E.coli โดยวิธ ี
enrichment menthod [4] ดงันี้ น าตวัอย่างน ้าปรมิาตร 
10 มิลลิลิตร มาป ัน่เหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที ่
4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนใส 
( supernatant)  ม า ก ร อ ง ด้ ว ย ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง 
(membrane filter) ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เก็บส่วน
ใสที่ผ่านการกรอง (filtrate 1) ปรมิาตร 5 มลิลลิติรใส่
ลงในอาหาร double strength NB broth ปริมาตร 5 
มลิลิลิตร และเติมเชื้อแบคทีเรีย ESBL-E.coli  ที่บ่ม
ข้ า ม คื น  ( 18-24 ชั ่ว โม ง )  ล ง ไป ป ริม าต ร  100 
ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชัว่โมง แล้วน าไปป ัน่เหวีย่งที่ 4,500 รอบต่อ
นาที เป็น เวลา 5 นาที เก็บส่ วน ใสมากรองด้วย
กระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร น าส่วนใสทีผ่่าน
การกรอง (filtrate 2) ไปตรวจหาแบคเทอริโอเฟจที่
จ าเพาะต่อ ESBL- E.coli โดยวิธี spot test [5] ซึ่งมี
ข ัน้ตอนคือ ใช้ไม้พันส าลีที่ผ่านการฆ่าเชื้อจุ่มลงใน 
ESBL- E.coli ที่บ่มข้ามคืน น าไปป้ายลงบนผิวหน้า
อาหาร NA (nutrient agar) ให้ทัว่จานอาหาร จากนัน้
หยด filtrate 2 ที่เตรียมไว้ปริมาตร 10 ไมโครลิตร    
ลงบนผวิหน้าอาหาร NA รอให ้filtrate 2 ซึมลงในเนื้อ
อาหาร น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่ โมง หากพบ clear zone แสดงว่าใน 
filtrate 2 มแีบคเทอรโิอเฟจทีจ่ าเพาะต่อ ESBL- E.coli 
 2.3. การนับจ านวนและการเพ่ิมจ านวน
แบค เทอริโอเฟจ 

การนับจ านวนแบคเทอรโิอเฟจใช้วธิ ีdouble 
agar layer plaque assay โ ด ย น า ส า ร ล ะ ล า ย         
แบคเทอรโิอเฟจ (phage lysate) มาเจอืจาง (ten-fold 
serial dilution) น าตวัอย่างทีร่ะดบัความเจอืจางต่างๆ 
ปรมิาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ในอาหาร NA soft agar 
ปรมิาตร 4.5 มลิลลิติร เตมิ ESBL- E.coli ทีบ่่มขา้มคนื
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ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ลงในอาหาร NA soft agar 
ผสมให้เขา้กนัด้วยเครื่อง vortex mixer แล้วเทลงบน
อาหาร NA agar plate รออาหารแข็งตัว น าไปบ่มที่
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นับ
จ านวน plaque ที่ เกิดขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
รายงานจ านวนแบคเทอริโอเฟจในหน่วย plaque-
forming unit (pfu)/ml 
 ก า ร เพิ่ ม จ า น ว น แ บ ค เท อ ริ โ อ เฟ จ 
(bacteriophage propagation) ท าไดย ใช้  loop เขี่ย 
plaque ใส่ลงใน ESBL-E.coli  ที่เจรญิอยู่ในระยะ log 
phase ปรมิาตร 10 มลิลิลติร น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าไปป ัน่เหวี่ยง
ดว้ยเครื่อง centrifuge ที ่4,500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 
10 นาท ีเก็บส่วนใสมากรองด้วยกระดาษกรองขนาด 
0.22 ไมโครเมตร ของเหลวทีไ่ด้จากการกรองเรยีกว่า 
phage lysate น า ไป เก็ บ ไว้ที่ อุ ณ ห ภู มิ  4 อ งศ า
เซลเซยีสเพือ่ใชใ้นการทดลองต่อไป 
 2.4. การศึกษาคุณสมบติัของแบคเทอริ-
โอเฟจในการท าลายแบคทีเรียสายพนัธุ์ต่างๆ 
 การศึกษาคุณสมบตัิของแบคเทอรโิอเฟจใน
การท าลายแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ ใช้แบคทีเรีย
ทดสอบจ านวน 17 ชนิด (ตารางที ่1) โดยวธิ ีspot test 
ดงัทีก่ล่าวมาแลว้ขา้งตน้ หากพบ clear zone แสดงว่า
แบคเทอริโอ เฟจมีความสามารถในการท าลาย
แบคทเีรยีชนิดนัน้ 
 2.5. การศึกษารูปร่างแบคเทอริโอเฟจ
ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผ่าน 
 แบคเทอรโิอเฟจทีจ่ะน าไปศกึษาภายใต้กลอ้ง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission 
electron microscope, TEM) (JEOL, JEM-1230, 
Japan) น ามาท าให้มคีวามเขม้ขน้สูง (high titer) โดย
ใช้เครื่อง freeze dryer วิธีการคือ น า phage lysate 
ปรมิาตร 1 มลิลลิติรทีแ่ช่แขง็ไวแ้ลว้ ใส่ลงไปในเครื่อง 
freeze dryer ประมาณ 2-3 ชัว่โมง ตรวจสอบจ านวน
แบคเทอริโอเฟจโดยวิธี double agar layer plaque 
assay (ควรมากกว่า109 pfu/ml) จากนั ้น จึงน าไป
ศึกษาภายใต้กล้อง TEM โดยใช้วิธีการย้อมแบบ 

negative stain ด้วย  uranyl acetate ความ เข้ม ข้น     
2 %(w/v) บน carbon coated grid 
 2.6. การศึกษาการเจริญของแบคเทอริ-
โอเฟจ  
 การศึกษาการเจริญของแบคเทอริโอเฟจ   
(one step grow curve) ท าโดยการน า ESBL-E.coli  
ที่เจรญิอยู่ในระยะ log phage ปรมิาตร 10 มลิลิลิตร 
มาเติม phage lysate ซึ่งมคีวามเขม้ขน้ 1x108 pfu/ml 
ปริมาตร 1 มลิลิลิตร น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบก าหนดน าไปป ัน่เหวี่ยง
ดว้ยเครื่อง centrifuge ที ่4,500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 
15 นาท ีน าตะกอนทีไ่ดม้าละลายใน NB ปรมิาตร 100 
มิลลิลิต ร จากนั ้นน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เก็บตัวอย่างครัง้ละ 5 มลิลิลิตร ที่เวลา 0, 
10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 210, 
240, 270, 300 และ 330 น าที  น าไปป ัน่ เห วี่ย งที่
ความเร็ว  4,500 รอบต่อนาที เป็น เวลา 10 นาท ี     
น าส่วนใสทีไ่ดไ้ปกรองผ่าน membrane filter ทีม่ขีนาด
เท่ากบั 0.22 ไมโครเมตร น าของเหลวทีผ่่านการกรอง
ไปหาปริมาณแบคเทอริโอเฟจโดยวิธี double agar 
layer plaque assay และน าปริมาณแบคเทอริโอเฟจ 
(pfu/infected cell) ทีน่ับไดท้ีเ่วลาต่างๆ ไปสรา้งกราฟ 
one-step growth curve เพื่ อ ห า ค่ า  latent period, 
burst time และ burst size 
 2.7. การศึกษาโปรตีนของแบคเทอริโอเฟจ 
 น า phage lysate มาสกดัโปรตนีโดยใชชุ้ด
สกดัส าเรจ็รปู All-in-One Purification kit (Norgen 
Biotek, Ontario, Canada) และเกบ็โปรตนีทีไ่ดไ้วท้ี่
อุณหภมู ิ -20 องศาเซลเซยีสจนกว่าจะใช ้ การศกึษา
โปรตนีของแบคเทอรโิอเฟจโดยวธิ ี sodium dodecyl 
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) ท าตามวธิขีอง Laemmli [6] 
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 2.8. การศึกษาสารพันธุกรรมของแบค-   
เทอริโอเฟจ 
 น า phage lysate มาสกดัสารพนัธุกรรมโดย
ใช้ ชุ ด ส กั ด  PureLinkTM Viral RNA/DNA Mini Kit 
(Invitrogen) จากนัน้น าสารพนัธุกรรมที่ได้มาตัดด้วย
เอ น ไ ซ ม์  RNase, Nuclease S1 แ ล ะ  restriction 
endonucleases ตามสภาวะที่บริษัทผู้ผลิตเอนไซม์
ก าหนด (Promega) หลงัจากสารพนัธุกรรมถูกตดัดว้ย
เอนไซมด์งักล่าวแลว้ น าไปใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ70 
องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีแลว้น าไปศกึษาโดยวธิ ี
agarose gel electrophoresis 
 

ผลการวิจยัและอภิปรายผล 
 1. การแยกและการตรวจหาแบคเทอริโอ-    
เฟจจากน ้าตวัอย่าง 
 จากน ้าตวัอย่างจ านวน 39 ตวัอย่างทีน่ ามา
แยกและตรวจหาแบคเทอรโิอเฟจทีจ่ าเพาะต่อ ESBL-
E.coli  พบว่า มจี านวน 25 ตวัอย่างทีใ่หผ้ลการ
ทดสอบ spot test เป็นบวกคอืปรากฏ clear zone บน
ผวิหน้าอาหาร (รปูที ่ 1A) และเมือ่น าตวัอย่างทีใ่หผ้ล
การทดสอบ spot test เป็นบวกไปตรวจยนืยนัการม ี    
แบคเทอรโิอเฟจอยู่ในน ้าตวัอย่างดว้ยวธิ ี double agar 
layer plaque assay พบว่า ม ี 7 ตวัอย่างทีพ่บจุดใส 
(clear plaque) บนผวิหน้าอาหาร (รปูที ่ 1B) แสดงว่า
ในน ้าตวัอย่างทัง้ 7 นี้น่าจะมแีบคเทอรโิอเฟจทีจ่ าเพาะ
ต่อ ESBL-E.coli  อยู่จรงิและเป็นไลตกิเฟจ (lytic 
phage) เพราะสามารถท าใหเ้กดิการตายของโฮสต์ [2] 
ตัง้ชือ่แบคเทอรโิอเฟจทีแ่ยกไดน้ี้ว่า EP1, EP2, EP3, 
EP4, EP5, EP6 และ EP7 ตามล าดบั 

 
 

รูปท่ี 1 การทดสอบ spot test ที่ให้ผลบวก (A) และ
ลกัษณะ plaque ที่พบบนผิวหน้าอาหารเมื่อ
ท า double agar layer plaque assay (B) 

 

 2. ความสามารถของแบคเทอริโอเฟจใน
การท าลายแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืน 
 เมื่อน าแบคเทอรโิอเฟจทัง้ 7 ไอโซเลตทีแ่ยก
ได้ไปทดสอบความสามารถในการท าลายแบคทีเรีย
ชนิดอื่นอีก 17 สายพันธุ์ พบว่า แบคเทอริโอเฟจ       
ที่แยกได้ส่วนใหญ่สามารถท าลายแบคทีเรยีชนิดอื่น  
ได้ด้ วย  (น อก เหนื อจาก โฮสต์ ) โดย  EP1, EP3                 
และ EP5 สามารถท าลายแบคทเีรยีอื่นไดอ้กี 2-3 ชนิด          
และ EP4, EP6 และ EP7 สามารถท าลายแบคทีเรีย
อื่นได้อีกอย่างน้อยหนึ่งชนิด ดงันัน้แบคเทอริโอเฟจ  
ทุ ก ไอ โซ เล ต ที่ แ ย ก ได้ จึ ง น่ า จ ะ จัด เ ป็ น พ ว ก              
broad-host-range bacteriophage [7],[8] ยกเวน้ EP2 
ที่ ไม่ ส าม ารถ ท าล าย แบ คที เรีย ทุ ก ส าย พั น ธุ์              
ที่ น ามาทดสอบจึง น่ าจะ เป็ น  narrow-host-range 
bacteriophage [9] (ตารางที1่) 
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ตารางท่ี 1 ความสามารถของแบคเทอรโิอเฟจในการท าลายแบคทเีรยีสายพนัธุอ์ื่น 
 

Bacteria EP1 EP2 EP3 EP4 EP5 EP6 EP7 
Gram-negative bacteria        
ESBL-Escherichia coli + + + + + + + 
Escherichia coli O157:H7 + - - - - - - 
Escherichia coli ATCC25922 - - - - - - - 
Escheichia coli 0001 (phage T4 sensitive) + - - - - - - 
Klebsiella pneumoniae ATCC27736 - - - - - - - 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 - - - - - - - 
Serratia marcescens ATCC8100 - - - - + - - 
Enterobacter aerogenes ATCC13048 - - - - - - - 
Proteus vulgaris ATCC29905 - - - - - - - 
Salmonella typhi DMS5784 - - - - - - - 
Shigella dysenteriae DMST15111 - - - - - - - 
Shigella flexneri DMST4423 - - - - - - - 
Shigella boydii DMST28180 - - + - - + + 
Shigella sonnei ATCC11060 - - - - - - - 
Gram-positive bacteria        
Staphylococus epidermidis + - + + + - - 
Staphylocoucus aureus ATCC25923 - - - - - - - 
Bacillus cerus ATCC11778 - - - - - - - 
Bacillus subtilis ATCC6633 - - + - - - - 

หมายเหตุ + หมายถงึ แบคเทอรโิอเฟจสามารถท าลายแบคทเีรยี 
             - หมายถงึ แบคเทอรโิอเฟจไมส่ามารถท าลายแบคทเีรยี 
 

 3. การจดัจ าแนกแบคเทอริโอเฟจ 
 จากการศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจ 
EP1-EP7 ภ าย ใต้ ก ล้ อ งจุ ล ท รรศ น์  TEM พ บว่ า     
แบคเทริโอเฟจทุกตัวเป็น tailed phage จัดอยู่ ใน 
order Caudovirales [7] สามารถจดัจ าแนกออกเป็น 2 
กลุ่ม [9] ดงันี้ แบคเทอรโิอเฟจ EP1, EP2, EP3, EP5, 
EP6 และ EP7 มหีวัแบบ isomeric มหีางยาว จดัอยู่
ใน family Siphoviridae และ  แบคเทอรโิอเฟจ EP4 มี
หั ว แ บ บ  isomeric มี ห า ง สั ้น  จั ด อ ยู่ ใ น  family 
Podoviridae (รูปที่ 2) ขนาดหวัและความยาวหางของ
แบคเทอรโิอเฟจ แสดงไวใ้นตารางที ่2 
 
 

 4. การเจริญของแบคเทอริโอเฟจ 
 การน าแบคเทอริโอเฟจแต่ละตัวที่แยกได้มา
ศกึษาลกัษณะการเจรญิโดยการสรา้งกราฟ one step 
growth curve เพื่อท าให้ทราบถงึช่วงเวลาที่ไลติกเฟจ
ใชใ้นการเพิม่จ านวนภายในโฮสต์จนกระทัง่ปลดปล่อย
แบคเทอรโิอเฟจ รุ่นลูก (progeny phage) ออกสู่นอก
เซลล์ซึ่งเรียกว่า latent period เวลาที่มีการปล่อย
อนุภาคไวรสัออกมากทีสุ่ดในหนึ่งรอบของการเจรญิซึ่ง
เป็นเวลาทีโ่ฮสต์เกดิการแตกสลายไปมากทีสุ่ดเช่นกนั
เรีย ก ว่ า  burst time แ ล ะค่ า เฉ ลี่ ย ข อ งป ริม าณ          
แบคเทอรโิอเฟจทีป่ลดปล่อยออกมาต่อแบคทเีรยีหนึ่ง
เซลล์ (pfu/infected cell) เรยีกว่า burst size [10] ผล
การทดลองสรุปไวใ้นตารางที ่3 
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รปูท่ี 2 รปูร่างของแบคเทอรโิอเฟจ EP1-EP7 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ TEM (Bar = 50 nm) 
 

ตารางท่ี 2 การจดัจ าแนกแบคเทอรโิอเฟจตามสณัฐานวทิยา 
 

Bacteriophages 
Family Head (nm) 

(WxL)a 

Tail (nm) 

EP1 Siphoviridae 56.67x56.67 103.33 
EP2 Siphoviridae 50x60 120 
EP3 Siphoviridae 50x55.67 66.67 
EP4 Podoviridae 43.33x43.33 10 
EP5 Siphoviridae 56.67x50 96.67 
EP6 Siphoviridae 50x56 133.33 
EP7 Siphoviridae 50x56.67 100 

a W = ความกวา้ง; L = ความยาว 
 

ตารางท่ี 3 latent period, burst time และ burst size ของแบคเทอรโิอเฟจ 

Bacteriophages 
Latent period 

(min) 
Burst time (min) Burst size 

(pfu/infected cell) 
EP1 30 100 410.26 
EP2 30 100 794.87 
EP3 30 180 632.48 
EP4 40 240 367.52 
EP5 30 210 1102.56 
EP6 30 180 4529.91 
EP7 30 210 1188.03 
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5. ชนิดของสารพนัธกุรรมของแบคเทอริโอเฟจ 
 จโีนมของแบคเทอรโิอเฟจ EP1-EP7 ถูกตัด
ไดด้ว้ย restriction endonuclease EcoRI (รปูที ่3) แต่
ไม่ถูกตดัดว้ย RNAse ซึ่งเป็นเอนไซมท์ีต่ดั RNA และ

ไม่ถูกตัดด้วย Nuclease S1 ซึ่ งเป็นเอนไซม์ที่ตัด 
single stranded DNA (ไม่ได้แสดงข้อมูล) ดังนัน้จึง
สรุปได้ว่าจีโนมของแบคเทอริโอเฟจทัง้หมดเป็น 
double stranded DNA [11] 

 

 
 

 

รปูท่ี 3 agarose gel electrophoresis ของจโีนมของแบค เทอรโิอเฟจ EP1-EP7 ที่ตดัด้วยเอนไซม์ EcoRI (lane 
M = Lambda DNA cut with HindIII ; lane 1-7 = bacteriophage genome EP1-EP7) 

 

6. โปรตีนโครงสร้างของแบคเทอริโอเฟจ 
 เมื่ อ ศึ ก ษ าโป รตี น โค รงส ร้า งห ลัก ขอ ง         
แ บ ค เท อ ริ โ อ เฟ จ โด ย วิ ธี  SDS-PAGE พ บ ว่ า           
แบคเทอรโิอเฟจแต่ละชนิดมรีูปแบบของแถบโปรตีน 
(protein profile) ทีป่รากฏบนแผ่น gel แตกต่างกนัทัง้

ในแง่ของจ านวนแถบโปรตีนและ/หรอืขนาดของแถบ
โปรตีน (รูปที่ 4 และตารางที่ 4) ผลการทดลองนี้เป็น
อีกหนึ่งข้อมูลที่ยืนยันว่าแบคเทอริโอเฟจที่แยกได้
ทัง้หมดเป็นแบคเทอรโิอเฟจคนละชนิดกนั [12] 

 

 
 

 

รปูท่ี 4 โปรตนีทีเ่ป็นสว่นประกอบของแบคเทอรโิอเฟจ EP1-EP7 เมือ่ศกึษาดว้ยวธิ ีSDS-PAGE(M = PageRuler 
Prestained Protein Ladder; 1-7 = proteins of bacteriophage EP1-EP7) 
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ตารางท่ี 4 จ านวนและขนาดของโปรตนีของแบคเทอรโิอเฟจ 
 

Bacteriophages 
Protein bands 

No. of bands Size (kDa) 

EP1 5 24, 34, 38,48, 85 
EP2 6 13, 16, 28, 38, 40, 60 
P3 7 22, 35, 40, 48, 65, 85, 120 
EP4 6 12, 14, 17, 30, 38, 48 
P5 3 35, 50, 70 
EP6 4 26, 35, 42, 63 
EP7 7 16, 17, 40, 63, 70, 100, 130 

   
สรปุและเสนอแนะ 

การศึกษ านี้ ส ามารถแยกไลติก เฟ จที่ มี
ความจ าเพาะต่อ  ESBL-E.coli  ได้จากธรรมชาต ิ    
แบคเทอรโิอเฟจทีแ่ยกไดเ้หล่านี้แมว้่าจะจดัอยู่ในกลุ่ม 
tailed phage ซึง่เป็นแบคเทอรโิอเฟจทีพ่บมากทีสุ่ดใน
ธรรมชาติ [9] แต่ก็มีความแตกต่างกันทั ้งรูปร่าง 
ลักษณะการเจริญ  และตลอดจนโปรตีนซึ่ งเป็น
ส่วนประกอบหลกั แสดงให้เห็นถึงความหลากหลาย
ของแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อแบคทีเรียชนิดใด
ชนิดหนึ่ง และความเป็นไปได้ที่จะใชแ้บคเทอรโิอเฟจ
ในการท าลายแบคทเีรยีก่อโรคทีด่ือ้ยาเพื่อทดแทนการ
ใ ช้ ย า ป ฎิ ชี ว น ะ  [2] น อ ก จ า ก นี้ ย ั ง พ บ ว่ า                 
แบคเทอรโิอเฟจบางตวัทีแ่ยกได้สามารถท าลายโฮสต์
ได้มากกว่าหนึ่งชนิด ดงันัน้แบคเทอรโิอเฟจชนิดหนึ่ง
จึงน่าจะสามารถน าไปใช้ในการรกัษาโรคติดเชื้อได้
ม า ก ก ว่ า ห นึ่ ง ช นิ ด ด้ ว ย  [7, 8] อี ก ทั ้ ง                     
แบคเทอริโอเฟจต่างชนิดกันแต่สามารถยับยัง้การ
เจริญ ของเชื้ อชนิ ด เดีย วกัน  ยังส ามารถน าไป
ประยุกต์ใชใ้นรูปของ bacteriophage cocktail [13] คอื
น ามาใชร้่วมกนัเพือ่ใหไ้ดผ้ลการรกัษาทีม่ปีระสทิธภิาพ
ดียิ่งขึ้น อย่างไรก็ตามหากจะน าแบคเทอริโอเฟจ
เหล่ านี้ ไป ใช้ งานจริงในสิ่งมีชีวิต  จ า เป็ นต้ อ งมี
การศึกษาอีกมากไม่ว่าจะเป็นในแง่ของคุณสมบัติ
เฉ พ า ะ ตั ว ข อ ง แ บ ค เท อ ริ โ อ เฟ จ  จ า น ว น                   
แบคเทอริโอเฟจต่อจ านวนโฮสต์เซลล์ที่เหมาะสม 
(multiplicity of infection; MOI) ความปลอดภัย เมื่อ  
แบ ค เท อ ริ โอ เฟ จ เข้ าสู่ ร่ า งก าย ข อ ง สิ่ งมี ชี วิ ต 

ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ใน ก า ร ท า ง า น ร่ ว ม กั น ข อ ง                
แบคเทอรโิอเฟจ (ในกรณีที่ใช้แบค เทอริโอเฟจมาก
กว่าหนึ่งชนิด) และความเป็นปฏิปกัษ์ต่อกนัระหว่าง 
แ บ ค เท อ ริ โ อ เฟ จ แ ต่ ล ะ ตั ว  เ ป็ น ต้ น  ห า ก                 
แบคเทอรโิอเฟจที่ได้จากการศกึษานี้สามารถน าไปใช้
งานได้จรงิในอนาคตจะเป็นประโยชน์อย่างยิง่ต่อการ
รกัษาโรคตดิเชื้อทีเ่กดิจากแบคทเีรยีดือ้ยาซึ่งนับวนัจะ
เป็นปญัหาในการรกัษามากขึน้เรือ่ยๆ 
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