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การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เ พ่ือแยกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ Shigella dysentiriae  
จากตัวอย่างน้ าที่เก็บจากโรงพยาบาลประชารักษ์เวชการ เพ่ือศึกษาคุณสมบัติบางประการของ 
แบคเทอริ โอเฟจที่แยกได้  และเ พ่ือศึกษาประสิทธิภาพของแบคเทอริ โอเฟจในการยับยั้ ง 
S. dysenteriae เมื่อใช้ร่วมกับยาปฏิชีวนะ ampicillin จากการแยกแบคเทอริโอเฟจจ าเพาะต่อ      
S. dysenteriae จากตัวอย่างน้ าที่เก็บมาจากโรงพยาบาลประชารักษ์เวชการ จังหวัดศรีสะเกษ พบ  
ไลติกแบคเทอริโอเฟจ 1 ชนิด ซึ่งให้ชื่อว่า bacteriophage SD1 แบคเทอริโอเฟจดังกล่าวจัดเป็น    
แบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อแบคทีเรียในสกุล Shigella เนื่องจากยับยั้งแบคทีเรียทุกชนิดในสกุล 
Shigella ได้ แต่ไม่ยับยั้งแบคทีเรียในสกุลอ่ืน สารพันธุกรรมของ bacteriophage SD1 เป็นดีเอ็นเอ
สายคู่ เนื่องจากถูกตัดได้ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ PstI เมื่อศึกษาแบคเทอริโอเฟจดังกล่าวด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าเป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีหางยาว และหางสามารถยืดหดได้ 
จากข้อมูลเกี่ยวกับสารพันธุกรรม และรูปร่างของแบคเทอริโอเฟจท าให้สามารถจัดจ าแนก 
bacteriophage SD1 ให้อยู่ใน family Myoviridae เมื่อน า bacteriophage SD1 และ ampicillin 
เ พียงอย่างเดียวมายับยั้ ง  S.  dysenteriae พบว่าค่าความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดที่สามารถยับยั้ ง 
S. dysenteriae ได้ มีค่าเท่ากับ 104 PFU/ml และ 31.25 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ แต่เมื่อ
น า bacteriophage SD1 และ ampicillin มาใช้ร่วมกันในการยับยั้ง S. dysenteriae พบว่าความ
เข้มข้นของ bacteriophage SD1 และ ampicillin ที่ต้องใช้มีค่าลดลง ซึ่งมีค่าเท่ากับ 103 PFU/ml 
และ 15.625 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า bacteriophage 
SD1 และ ampicillin มีฤทธิ์เสริมกันในการยับยั้ง S. dysenteriae 
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ABSTRACT 
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This study aimed to isolate a bacteriophage specific to Shigella dysenteriae from 
a hospital water sample, to partially characterize the isolated bacteriophage and to test 
its inhibitory ability against S. dysenteriae when used in combination with ampicillin. From 
the isolation of a bacteriophage specific to S.  dysenteriae from a waste water collected 
from Pracharakwetchakan Hospital, Sisaket province, a lytic bacteriophage, designated 
bacteriophage SD1, was obtained.  The isolated bacteriophage was a Shigella specific 
bacteriophage because it inhibited all bacterial species in the genus Shigella, but not 
bacteria in other genera.  The genetic material of bacteriophage SD1 was double 
stranded DNA due to the fact that it was digested by PstI. When the bacteriophage was 
studied by a transmission electron microscope, it was found to be a tailed 
bacteriophage with a contractile tail.  Based on its genetic material and morphology, 
bacteriophage SD1 was classified as a member of the family Myoviridae.  When 
bacteriophage SD1 and ampicillin were used alone to inhibit S. dysenteriae, the minimal 
inhibitory concentrations of bacteriophage SD1 and ampicillin were 104 PFU/ml and 
31.25 µg/µl, respectively. However, when bacteriophage SD1 and ampicillin were used 
together to inhibit S.  dysenteriae, the inhibitory concentrations of bacteriophage SD1 
and ampicillin were decrease which are 103 PFU/ml and 15.625 µg/µl, respectively.  
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บทที่ 1 

บทน ำ 
 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

Shigella dysenteriae เป็นแบคที เรี ยแกรมลบ (Gram-negative)  ในกลุ่ ม  facultative 
anaerobe รูปร่างท่อน (rod-shaped) ไม่สร้างสปอร์ (nonspore-forming) ไม่สร้างแคปซูล (non-
capsolate) และไม่หมักน ้าตาลแลกโตส (non-lactose ferment) S. dysenteriae สามารถสร้าง
สารพิษ shiga toxin สารพิษดังกล่าวท้าให้เกิดอาการล้าไส้อักเสบ ท้องร่วง ปวดเกร็งในช่องท้อง 
อาเจียน และมีไข้ ซึ่งเป็นอาการส้าคัญของโรค shigellosis การติดต่อของโรคนี เกิดจากการได้รับ 
เชื อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนในอาหารและน ้าดื่มที่ผ่านการปรุงหรือเตรียมที่ไม่ถูกสุขลักษณะ การรักษาโรค 
shigellosis มั ก ใช้ ย าปฏิ ชี วนะ  โดยยาปฏิ ชี วนะที่ นิ ยม ใช้  ได้ แก  ciprofloxacin ampicillin 
cotrimoxazole erythromycin tetracycline และ chloramphenicol อย่างไรก็ตามในปัจจุบันพบว่า
มีเชื อ S. dysenteriae หลายสายพันธุ์ที่ดื อต่อยาปฏิชีวนะดังกล่าวท้าให้การรักษาโรคติดเชื อ  
S. dysenteriae มีความยากล้าบากมากขึ น 

ในปัจจุบันมีความสนใจในการน้าแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) มาใช้แทนยาปฏิชีวนะใน
การรักษาโรคติดเชื อแบคทีเรีย ซึ่งเรียกวิธีการรักษาดังกล่าวว่า bacteriophage therapy หรือ phage 
therapy ที่ผ่ านมาพบว่ามีแบคเทอริ โอเฟจที่ สามารถท้าลายเชื อ  S.  dysenteriae ได้  เช่น                  
แบคเทอริโอเฟจ SF-9 ซึ่งแยกได้จากน ้าที่เก็บจากแม่น ้าในเมือง Dhaka ประเทศบังคลาเทศ (Faruque 
et al., 2003) และ Shiga Shield ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วยแบคเทอริโอเฟจ 5 ชนิดที่สามารถ
ท้าลาย Shigella spp. ที่มักพบในอาหาร รวมทั ง S. dysenteriae 4 สายพันธุ์ คือ 2013AM-2809 
AM11413  AM17886 และ AM25896 (Soffer et al., 2017) การน้าแบคเทอริโอเฟจมาใช้ในการ
รักษาการติดเชื อแบคทีเรียมีข้อดีกว่าการใช้ยาปฏิชีวนะหลายประการ เช่น  แบคเทอริโอเฟจ 
ไม่ก่อให้เกิดผลข้างเคียง หรือก่อให้เกิดผลข้างเคียงน้อยกว่าการใช้ยาปฏิชีวนะ ทั งนี เนื่องจากการ
ท้าลายแบคทีเรียโดยแบคเทอริโอเฟจเป็นแบบจ้าเพาะ กล่าวคือ แบคเทอริโอเฟจจะท้าลายเฉพาะ
แบคทีเรียก่อโรค (ซึ่งมี receptor ที่จ้าเพาะต่อแบคเทอริโอเฟจ) เท่านั น โดยไม่ไปมีผลกระทบต่อ
แบคทีเรียประจ้าถิ่น (normal flora) ในขณะที่การท้าลายแบคทีเรียโดยยาปฏิชีวนะเป็นแบบ 
ไม่จ้าเพาะ กล่าวคือ ยาปฏิชีวนะจะท้าลายทั งแบคทีเรียก่อโรค และแบคทีเรียประจ้าถิ่น ดั งนั นผู้ที่ใช้ 
ยาปฏิชีวนะ จึงมักมีอาการข้างเคียงอันเนื่องมาจากการที่แบคทีเรียประจ้าถิ่นถูกท้าลาย เช่น คลื่นไส้ 
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อาเจียน ท้องเสีย เป็นต้น อย่างไรก็ตามในปัจจุบันพบว่ามีแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ที่สามารถดื อต่อ  
แบคเทอริโอเฟจได้ ซึ่งเป็นข้อพึงระวังในการใช้แบคเทอริโอเฟจในการรักษาโรคติดเชื อแบคทีเรีย       
การใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะในการรักษาโรคติดเชื อแบคทีเรียเป็นแนวทางใหม่ที่ช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการรักษาโรคติดเชื อแบคทีเรีย เนื่องจากโอกาสที่จะพบเชื อแบคทีเรียที่สามารถดื อได้
ทั งแบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะมีน้อย อีกทั งวิธีดังกล่าวยังช่วยลดปริมาณของแบคเทอริโอเฟจและ
ยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการยับยั งเชื อแบคทีเรีย หากเปรียบเทียบกับการใช้แบคเทอริโอเฟจหรือยาปฏิชีวนะ
เพียงอย่างเดียว ที่ผ่านมามีรายงานการใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะในการยับยั งแบคทีเรียก่อ
โรค เช่นการใช้แบคเทอริเฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะ amikacin (Nouraldin et al., 2016) และยา
ปฏิชีวนะ gentamycin (Hagens et al., 2006) ในการยับยั ง Pseudomonas aeruginosa ด้วยเหตุ
นี การใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะในการยับยั ง S. dysenteriae จึงน่าสนใจ และมีความ
เป็นไปได้ ดังนั นการศึกษานี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจหาแบคเทอริโอเฟจจากแหล่งน ้าต่าง ๆ  
ที่สามารถยับยั ง S. dysenteriae ได้ และศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอเฟจดังกล่าว 
นอกจากนี การศึกษานี ยังมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะ
ในการยับยั งเชื อ S. dysenteriae เมื่อใช้แบคเทอริโอเฟจ หรือยาปฏิชีวนะเพียงอย่างเดียว และเม่ือใช้
แบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะร่วมกัน   
 
1.2  วัตถุประสงค์ 

1.2.1  เพ่ือตรวจหาแบคเทอริโอเฟจที่จ้าเพาะต่อ S. dysenteriae จากน ้าเสีย  
1.2.2  เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจที่ได้ ซึ่งได้แก่ 

1.2.2.1  การศึกษาความสามารถในการยับยั งแบคทีเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ  
1.2.2.2  การศึกษาสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ  
1.2.2.3  การศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจด้วย transmission electron 

microscope 
1.2.2.4  เพ่ือทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจ และยาปฏิชีวนะ ampicillin ใน

การยับยั งเชื อ S. dysenteriae  
 
1.3  ขอบเขตของงำนวิจัย 

1.3.1  ตรวจหาแบคเทอริโอเฟจที่จ้าเพาะต่อ S. dysenteriae จากน ้าเสีย  
1.3.2  ศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจที่ได้ ซึ่งได้แก่ 

1.3.2.1  ความสามารถในการยับยั งแบคทีเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ  
1.3.2.2  สารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ  
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1.3.2.3  รูปร่างของแบคเทอริโอเฟจด้วย transmission electron microscope 
1.3.2.3  ทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจ และยาปฏิชีวนะ ampicillin ในการ

ยับยั ง S. dysenteriae  
 
1.4  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

แบคเทอริโอเฟจที่จ้าเพาะต่อ S. dysenteriae ซึ่งมีฤทธิ์เสริมกับ ampicillin ในการยับยั ง  
S. dysenteriae  
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บทที่ 2 
เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1  Shigella 

2.1.1  การค้นพบ 
Shigella เป็นแบคทีเรียที่ถูกค้นพบโดยนักจุลชีววิทยาชาวญี่ปุ่น ชื่อ Koyoshi Shiga เมื่อ 

ค.ศ.1896 เขาเป็นผู้ที่พบการแพร่ระบาดของโรค sekiri (หมายถึงโรคบิดในภาษาญี่ปุ่น) โดยแบคทีเรีย
ที่ เป็นสาเหตุของโรคตรวจพบได้ในอุจจาระของผู้ป่วย และเรียกชื่อในตอนแรกว่า  Bacillus 
dysenteriae แตต่่อมาภายหลังเปลี่ยนชื่อเป็น Shigella dysenteria type 1 สารพิษที่แบคทีเรียชนิด
นี้สร้างเรียกว่า Shiga toxin (Wikipedia, 2018) 

2.1.2  ความส าคัญ 
Shigella เป็นสาเหตุของโรคบิด (shigellosis หรือ bacillary dysentery) ซึ่งมีอาการ

ส าคัญคือถ่ายเป็นมูกเลือด (mucoid bloody stool) อาการอ่ืนที่อาจพบร่วมด้วย ได้แก่ ปวดท้อง  
มีไข้ อาเจียน ภาวะขาดน้ า และชัก Shigella พบได้ในน้ าที่มีการปนเปื้อนอุจจาระของผู้ที่ติดเชื้อ 
จัดเป็น food-and waterborne pathogen ติดต่อโดยทางการกินอาหารหรือดื่มน้ าที่ปนเปื้อนเชื้อ
ดังกล่าว (fecal-oral route of transmission) โรค shigellosis สามารถพบได้ทั่วโลกและเป็นปัญหา
ส าคัญทางสาธารณสุขในประเทศด้อยพัฒนาหลายประเทศ โดยมีรายงานว่า Shigella spp. ท าให้เกิด
โรคบิดได้สูงถึง 165 ล้านราย และเป็นสาเหตุการตาย 1.1 ล้านรายของประชาการทั่วโลกทุกปี 
shigellosis มีอัตราการตายสูงในเด็กที่มีอายุต่ ากว่า 5 ปี เด็กท่ีขาดแคลนอาหารมักมีโอกาสติดเชื้อนี้ได้
ง่ายกว่าเด็กปกติ CDC เคยรายงานว่าในประเทศสหรัฐอเมริกาพบโรค shigellosis ได้ประมาณ 
18,000 ราย/ปี แต่เนื่องจากโรคนี้อาจมีอาการไม่รุนแรงจึงไม่มีบันทึกผู้ป่วยที่ไม่ได้มาพบแพทย์ ดังนั้น
หากนับรวมผู้ป่วยทุกรายที่ติดเชื้อ Shigella อาจมีมากถึง 360,000 ราย/ปี ในทางการระบาด
วิทยาการแพร่กระจายของ Shigella แต่ละสปีชีส์ในแต่ละพ้ืนที่บนโลกจะแตกต่างกันไป เช่น  
S. sonnei พบมากที่สุดในประเทศสหรัฐอเมริกา รองลงมาคือ S. flexneri  S. dysenteriae  
S. boydii ตามล าดับ ส าหรับในประเทศไทยพบ S. sonnei มากที่สุด รองลงมาคือ S. flexneri จาก
รายงานของกองระบาดวิทยาปี 2539 พบว่ามีผู้ป่วยโรค shigellosis จ านวน 3.4 คนต่อประชากรแสนคน 
โดยพบอัตราป่วยสูงสุดในปี 2530 (อรุณ บ่างตระกูลนนท์, 2561) โรค shigellosis มีความสัมพันธ์กับ
สภาพอากาศโดยมักพบการระบาดของโรคนี้ได้บ่อยในฤดูร้อน ปัจจุบันพบการดื้อยาของแบคทีเรียมี
อัตราสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง ส่งผลให้การรักษาโรคนี้ยิ่งท าได้ยากข้ึน (Bhunia, 2008) 

 



5 

2.1.3  ลักษณะทั่วไป 
Shigella เป็นแบคทีเรียที่จัดอยู่ในในแฟมิลี Enterobacteriaceae ซึ่งมีลักษณะทั่วไปคือ 

เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง เซลล์มีขนาดกว้าง 0.6 ไมโครเมตร และยาว 2-4 ไมโครเมตร ไม่สร้าง
สปอร์ เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) ไม่เคลื่อนที่   
มี ฟิมเบรีย (fimbriae) ขนาด 1-2 ไมโครเมตรอยู่รอบตัวเซลล์ โปรตีนที่บริเวณฟิมเบรียจัดเป็น 
adhesin โดยมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะ (adhesion) กับเซลล์ของโฮสต์ (ภาพที่ 2.1) Shigella 
ต่างจากแบคทีเรีย Escherichia coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียในกลุ่มเดียวกันและมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน 
ได้แก่ ความสามารถในการก่อโรค การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาบางอย่างเพ่ือการ
วินิจฉัยแบคทีเรีย (เช่น การหมักน้ าตาลแลกโตสให้ผลลบ การทดสอบ lysine decarboxylase ให้ผล
ลบ และการเคลื่อนที่ของเชื้อให้ผลลบ) (ตารางท่ี 2.1) และแอนติเจนที่อยู่บนผิวเซลล์ซึ่งทดสอบด้วยวิธี
ทางน้ าเหลืองวิทยา (serology) ซึ่งโดยทั่วไปแล้วแอนติเจนที่ปรากฏบนผิวเซลล์ของแบคทีเรียในกลุ่ม 
Enterobacteriaceae แบ่งเป็น 3 ลักษณะตามต าแหน่งที่พบ (ภาพที่ 2.2) คือ O antigen (หรือ 
somatic antigen) อยู่ที่ผนังเซลล์  (cell wall) ในส่วน lipopolysaccharide (LPS) ของ outer 
membrane H antigen อยู่ที่แฟลกเจลลา (flagella) และ K antigen อยู่ที่แคปซูล (capsule) 
แอนติเจนที่มีบทบาทส าคัญในการจ าแนกชนิดของ Shigella คือ O antigen ส่วน K antigen มี
บทบาทน้อยมาก และ H antigen ไม่มีบทบาทเลยเพราะเชื้อนี้ไม่มีแฟลกเจลลา (Asbury and et al., 
2018) 
 

 
 

ภาพที่ 2.1  fimbriae ของ Shigella 
ที่มา: Siciliani (2018: Web-Site)  
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ภาพที่ 2.2  แอนติเจนที่พบบนผิวเซลล์แบคทีเรียแกรมลบส่วนใหญ่ 
ที่มา: The University of British Columbia (2018: Web-Site) 

 
ตารางที่ 2.1  การทดสอบทางชีวเคมีของ Shigella เทียบกับ Escherichia coli (Gallagher, 2018) 
 

Biochemical tests Shigella E. coli 
Indole Differential reaction  
Methyl red   
Voges-Proskauer   
Citrate (Simmons)   
H2S (TSI)   
Urease   
Phenylalanine deaminase   
Lysine decarboxylase  / 
Arginine dihydrolase  / 
Ornithine decarboxylase Differential reaction Differential reaction 
Mobility  / 
Acid produced from lactose   
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ตารางท่ี 2.2  คุณสมบัติทางชีวเคมีของ Shigella แต่ละ serogroup (Regnum prokaryotae, 
2018) 

 

Groups ONPG Ornithine 
decarboxyl
ase 

Malonate 
utilization 

Growth 
on KCN 
medium 

Glucose 
fermen 
tation 

L-rhamnose 
fermenta   
tion 

Maltose 
fermen 
tation 

L-arabinose 
fermenta 
tion 

S. dysenteriae d     d [] d 

S. boydii       []  

S. flexneri       d d 

S. sonnei      []   

 

หมายเหตุ: Legand:  positive 90-100%   

  negative 90-100%  

 [] positive 75-89%  

 [] negative 75-89%  
 d positive 25-74% of strains  
 KCN = potassium cyanide 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.3 slide agglutination test: 1 = antiserum ที่จ าเพาะต่อ Shigella groups/ 
 Serotypes 2 = positive agglutination หมายถึงเกิดการเกาะกลุ่มของเซลล์ 
 negative agglutination หมายถึงไม่เกิดการเกาะกลุ่มของเซลล์ 

ที่มา: ภัทรชัย กีรติสิน, 2561 
 

 
 

1 

2 
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2.1.4  การจ าแนกชนิด 
ลักษณะ O antigen บนผิวเซลล์ของ Shigella สามารถแบ่งเชื้อออกเป็น 4 serogroup 

และแต่ละ serogroup ยังแบ่งออกเป็นหลาย serotype ได้แก่ group A (S. dysenteriae มี 12 
serotype) group B (S. flexneri มี 6 serotype) group C (S. boydii มี 18 serotype) และ group 
D (S. sonnei มี 1 serotype) Shigella group A B และ C มีคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา
ค่อนข้างคล้ายคลึงกัน ยกเว้น group D ซึ่งจะให้ผลบวกกับการทดสอบ -D-galactosidase (ONPG) 
และ ornithine decarboxylase (ตารางที่ 2.2) การจ าแนกเชื้อทั้ง 4 subgroup ในห้องปฏิบัติการ
ทั่วไปนิยมใช้วิธีทาง serology คือ slide agglutination โดยน าเชื้อมาท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่
จ าเพาะต่อเชื้อแล้วสังเกตปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม (agglutination) บนแผ่นกระจกสไลด์ (ภาพที่ 2.3) 
(ภัทรชัย กีรติสิน, 2561) 
 

 
 

ภาพที่ 2.4  โคโลนีของ Shigella จะไม่มีสี (colorless) บนอาหาร MacConkey agar 
               ที่มา: Tankeshwar (2018: Web-Site) 
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ภาพที่ 2.5  ความแตกต่างของสีโคโลนีของ Salmonella และ Shigella บนอาหาร SS agar 
ที่มา: Aryal (2018: Web-Site) 

 

 
 

ภาพที่ 2.6  Shigella บนอาหาร Triple Sugar Iron agar 
ที่มา: Klündt (2018: Web-Site) 

 
2.1.5  การเพาะเลี้ยง 

ตัวอย่างที่เก็บจากผู้ป่วยเพ่ือน ามาแยกเชื้อ Shigella คืออุจจาระ หรือไม้พันส าลีที่ป้ายมา
จากบริเวณรอบทวารหนัก (rectal swab) ของผู้ป่วยที่มีอาการของโรคบิด เนื่องจากเชื้อมักตายง่าย
บนไม้พันส าลีที่แห้ง ดังนั้นตัวอย่าง rectal swab อาจเก็บไว้ใน buffered glycerol saline solution 
เพ่ือป้องกันการตายของเชื้อระหว่างการขนส่ง และควรรีบน าตัวอย่างส่งห้องปฏิบัติการเพ่ือท าการแยก
เชื้อทันที อาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมใช้ส าหรับการการแยกเชื้อ Shigella เช่น MacConkey agar 
(differential medium) ซึ่งมี pH indicator เพ่ือใช้แยกความแตกต่างของสีโคโลนีของเชื้อ lactose 
fermenter (โคโลนีสีชมพู) เช่น E. coli ออกจาก non-lactose fermenter (โคโลนีไม่มีสี) เช่น 
Shigella (ภาพที่ 2.4) และ Salmonella-Shigella (SS) agar (เป็นทั้ง selective และ differential 
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medium) ซึ่งมีส่วนประกอบของเกลือน้ าดี (bile salt) โซเดียมซิเตรท (sodium citrate) และ 
บริลเลี่ยนกรีน (brilliant green) จึงสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย 
แกรมลบในกลุ่ม coliform organism นอกจากนี้บน SS agar โคโลนีของ Shigella จะใสไม่มีสี มี
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 2 มิลลิเมตร ลักษณะกลม ขอบเรียบ ส่วนโคโลนีของ Salmonella 
อาจพบว่ามีจุดสีด าในโคโลนีหากเชื้อสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) (ภาพที่ 2.5) นอกจาก SS agar แล้ว
ยังมี selective agar ชนิดอ่ืนที่สามารถใช้แยก Shigella ได้แก่ XLD agar, DHL agar, Hektoen 
Enteric (HE) agar และ Desoxycholate citrate agar (DCA) (อรุณ บ่างตระกูลนนท์, 2561) 

เมื่ อน า  Shigella ไป เลี้ ย ง ในอาหาร  Triple Sugar Iron (TSI)  agar (differential 
medium) จะพบลักษณะการเจริญคือ สีแดงบริเวณอาหารที่ลาดเอียง (alkaline slant) สีเหลือง
บริเวณก้นหลอด (acid butt) โดยไม่มีแก๊สในเนื้อวุ้น (no bubbles of gas in the agar) (ภาพท่ี 2.6) 
ผลการทดสอบนี้ถือเป็นการทดสอบเบื้องต้นว่าน่าจะเป็น Shigella หากต้องการยืนยันชนิดของ 
Shigella ว่าจัดอยู่ใน group หรือ serotype ใดต้องท าการทดสอบ slide agglutination (Klündt, 
2018 

 
 

ภาพที่ 2.7 การบุกรุกของ Shigella เข้าสู่เนื้อเยื่อ musosa ผ่าน M cell แล้วแพร่กระจายไปยัง 
 เซลล์อ่ืน 
 ที่มา: Kaiser (2018: Web-Site) 
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ภาพที่ 2.8 วิธีการหลบหลีกจากการท างานของระบบภูมิคุ้มกันของ Shigella สามารถป้องกัน 
 การถูกท าลายโดยเอนไซม์ใน lysosome และการน าเสนอแอนติเจนโดยโมเลกุล  
 MHC Class II 
 ที่มา: The Jounal of undergraduate biological studies. (2018: Web-Site) 
 

 
 

ภาพที่ 2.9  การหลั่ง invasin เข้าสู่โฮสต์เซลล์โดยอาศัย type 3 secretion system: T3SS 
                 ที่มา: Kaiser (2018: Web-Site) 
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2.1.6  กลไกการก่อโรคและอาการของโรค 
Shigella ก่อโรคได้ทั้งในคนและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (เช่น ลิง) กลไกการก่อโรคของเชื้อนี้

จะคล้ายกับ entero-invasive E. Coli: EIEC ปริมาณเชื้อเริ่มต้นที่ท าให้เกิดโรคได้ค่อนข้างต่ า (low 
infectious dose) เชื่อว่า Shigella เพียง 10-100 เซลล์ที่ปนเปื้อนมากับอาหารและเข้าสู่ร่างกายโดย
การกินสามารถท าให้เกิดโรคได้ ต าแหน่งที่เชื้อแบคทีเรียบุกรุกเข้าสู่เนื้อเยื่อคือ M cell ซึ่งจัดเป็น 
phagocytic cell ชนิดพิเศษที่แทรกอยู่ระหว่าง epithelial cell ในชั้น mucous membrane ของ
ผนังล าไส้ใหญ่บริเวณ Payer’s patches ขั้นตอนการบุกรุกเข้าสู่เนื้อเยื่อของ Shigella สรุปได้ดังนี้ 
(ภาพที่ 2.7) (1) Shigella เมื่อสัมผัสกับ M cell จะถูกส่งไปยัง dendritic cell ที่อยู่ใต้ epithelial 
cell (2) Shigella สามารถหลบหลีกออกจาก dendritic cell และอาศัยกลไกบางอย่างไปกระตุ้นให้
เกิด apoptosis ของ dendritic cell (3) Shigella หลั่งสารที่เรียกว่า invasin หลายชนิด ไปท าลาย
ผนัง epithelial cell จากทางด้านล่าง (basolateral side) invasin ที่เชื้อหลั่งออกมานั้นกระตุ้นให้
เกิดกระบวนการ actin polymer rearrangements ใน cytoskeleton ของโฮสต์เซลล์ ส่งผลให้ 
Shigella ถูกน าเข้าสู่เซลล์ในรูป endocytic vesicle (endosome หรือ phagosome) ในลักษณะที่
คล้ายกับการน าเซลล์แปลกปลอมเข้าสู่  phagocytic cell (4) Shigella สามารถหลบออกจาก 
endosome ก่อนที่ endosome จะไปรวม (fuse) กับ lysosome ซึ่งบรรจุ hydrolytic enzymes 
จ านวนมากที่มีฤทธิ์ในการท าลายแบคทีเรีย ดังนั้น Shigella จึงไม่ถูกท าลายและยังสามารถเพ่ิม
จ านวนภายในเซลล์ดังกล่าวได้ด้วย (ภาพที่ 2.8) (5) Shigella สามารถเดินทางจากโฮสต์เซลล์หนึ่งไป
ยังโฮสต์เซลล์อ่ืนที่อยู่บริเวณข้างเคียงผ่านทาง cell membrane โดยอาศัยกระบวนการที่เรียกว่า 
actin-based motility ขณะที่ Shigella ก าลังเจริญเติบโตและแพร่กระจายไปในชั้น epithelial cell 
ที่ผนังล าไส้ จะมีผลท าให้ epithelial cell เหล่านั้นเกิดการตายและกระตุ้นให้เกิดการอักเสบอย่าง
รุนแรงที่บริเวณผนังล าไส้ใหญ่ จนแสดงอาการของโรคให้เห็นอย่างเด่นชัด Shigella ไม่ค่อยบุกรุก
เนื้อเยื่ออ่ืนนอกล าไส้ ดังนั้นจึงไม่ค่อยพบว่ามีการติดเชื้อนี้ในกระแสเลือดหรือเชื้อแพร่กระจายไปยัง
อวัยวะอ่ืนภายในร่างกาย 

แบคทีเรียก่อโรคหลายชนิดรวมถึง Shigella หลั่ง invasin เข้าสู่ epithelial cell ของ
โฮสต์โดยอาศัยกลไกที่ เรียกว่า type 3 secretion system:  T3SS (Pinaud and et al. , 2018)                     
(ภาพที่ 2.9) โดยกลไกดังกล่าวนี้แบคทีเรียจะใช้โครงสร้างที่อยู่ภายในเซลล์เรียกว่า secretion 
apparatus ร่วมกับโครงสร้างที่มีลักษณะเป็นท่อยาวคล้ายเข็มฉีดยา (hollow needle) แทงผ่าน cell 
membrane ของโฮสต์ และอาศัย translocon protein เป็นตัวท าให้เกิดรูที่ cell membrane ก่อน 
จากนั้นจึงปล่อยสาร invasin (หรือ effector molecules ชนิดต่าง ๆ) จากภายในเซลล์แบคทีเรียให้
เคลื่อนผ่านไปยังโฮสต์เซลล์ effector molecules ที่ส าคัญของ Shigella เช่น IpaA IpaB และ IpaC 
โปรตีนเหล่านี้จัดเป็นปัจจัยก่อโรค (virulence factor) ที่ส าคัญของ Shigella ยีนควบคุมการสร้าง
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โปรตีนเหล่านี้อยู่ใน พลาสมิด (ตารางที่ 2.3) หน้าที่ของโปรตีนเหล่านี้มีหลากหลายและส่งผลเสียต่อ
โฮสต์เซลล์ เช่น ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกลไกการท างานหลายอย่างภายในโฮสต์เซลล์ รบกวนการ
สื่อสารภายในโฮสต์เซลล์ (cellular communication) จนเซลล์ไม่อาจท าหน้าที่ได้ตามปกติ และท า
ให้เกิดการตายของโฮสต์เซลล์ (Yang and et al., 2015) 
 
ตารางท่ี 2.3  ตัวอย่างของปัจจัยก่อโรคที่ถูกควบคุมโดยยีนในพลาสมิดของของ Shigella 
 

 
Gene 

Protein Product 
(Molecular 
weight: MW) 

 
Regulatory or effector function 

virF 30 kDa Positive regulators of the virG and ipa-mix-spa loci 
invA (mxiB) 38 kDa Necessary for invasion: orients ipa gene products in outer 

membrane 
mxiA 76 kDa Same as above 
ippl 18 kDa Same as above 
ipaB 62 kDa Necessary for invasion: mediates endocytic uptake of 

Shigella 
ipaC 43 kDa Same as above 
ipaA 38 kDa Same as above 
ipaD 78 kDa Not necessary for invasion (role unknown) 
virB 33 kDa Positive regulator of the virG and ipa-mxi-spa loci 
virG (icsA) 120 kDa Assembles actin tails that propel the bacteria through the 

cell cytoplasm and into adjacent cells 
ipaH 60 kDa Has 5 alleles; IpaH7.8 facilitates the escape of Shigella 

from phagocytic vacuoles 
shET2 60 kDa ShET2 enterotoxin 

 

ที่มา: Todar (2018: Web-Site) 
 

ระยะฟักตัว (incubation period) ของโรค shigellosis โดยทั่วไปประมาณ 2-3 วัน  
แต่อาจยาวนานถึง 8 วันได้ อาการของโรคมักเกิดขึ้นแบบเฉียบพลัน โดยมีอาการเริ่มต้นคือ เสียดท้อง 
แล้วตามด้วยถ่ายเป็นน้ า (watery diarrhea) อาการอ่ืนที่พบร่วมด้วย ได้แก่ มีไข้ ปวดศีรษะ รู้สึกไม่สบาย
และเบื่ออาหาร ต่อมาอาการต่าง ๆ เหล่านี้อาจบรรเทาลง ตามด้วยอาการปวดเกร็งในท้อง และถ่ายแต่
ละครั้งปริมาณอุจจาระไม่มากแต่อุจจาระมีมูกเลือดปน (bloody mucus stool) ผู้ป่วยอาจมีอาการได้
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นานถึง 4 วัน แต่บางรายอาจพบอาการได้นานกว่า 2 สัปดาห์ โรคนี้อาจส่งผลให้เกิดอาการ 
แทรกซ้อนเรียกว่าภาวะ Reiter’s syndrome (reactive arthritis) ซึ่งเกิดขึ้นได้หลังจากหายจากโรค 
shigellosis แล้วนานหลายเดือนและพบในผู้ติดเชื้อบางรายเท่านั้น (Reiter’s syndrome พบ
ประมาณ 3 เปอร์เซ็นต์ ของผู้ป่วยที่ติดเชื้อ S. flexneri) อาการของ Reiter’s syndrome อาจคงอยู่
ได้นานหลายเดือนหรืออาจเป็นปี อาการที่พบในภาวะนี้ คือ ข้ออักเสบแบบเรื้อรัง (chronic arthritis) 
(โสภา ค าม,ี 2561) 

ความรุนแรงในการท าให้ เกิดโรคของ Shigella ต่างสปีชีส์จะแตกต่างกัน โดย  
S.  dysenteriae type 1 มักพบว่ามีความรุนแรงสูงโดยเฉพาะในเด็กเล็ก และยังพบบ่อยว่า 
S. dysenteriae type 1 สามารถท าให้เกิดภาวะแทรกซ้อนอีกลักษณะหนึ่งเรียกว่า haemolytic 
uraemic syndrome: HUS ซึ่งเกิดขึ้นภายหลังจากผู้ป่วยหายจากโรค shigellosis ที่เกิดจากเชื้อ 
serotype ดังกล่าว โดยสาเหตุของภาวะนี้เกิดจากเม็ดเลือดแดงถูกท าลายอย่างผิดปกติ ส่งผลให้เกิด
การอุดตันของระบบการกรองของเสียภายในไต และท าให้เกิดไตวาย (kidney failure) จนผู้ป่วยอาจ
เสียชีวิตได้ การติดเชื้อเนื่องจาก S. flexneri และ S. boydii มีความรุนแรงปานกลาง สวนการติดเชื้อ
เนื่องจาก S. sonnei มีความรุนแรงต่ าสุด แม้ว่าอัตราการตายด้วยโรค shigellosis จะค่อนข้างต่ าใน
ประเทศที่พัฒนาแล้ว แต่โรคนี้ก็ยังคงเป็นปัญหาส าคัญและมีอัตราการตายสูงในประเทศก าลังพัฒนา 
หรือในผู้ที่ป่วยด้วยโรคอ่ืนอยู่ก่อนแล้ว (โสภา ค าม,ี 2561) 
 
ตารางท่ี 2.4  แบคทีเรียที่สร้าง shiga toxin และ shiga-like toxin 
 

Source Organisms Gene 
Designation 

Toxin Names Older Names 

Shigella dysenteriae stx Shiga toxin (Stx) 
 

Shiga toxin 

Escherichia coli 
stx1 Shiga toxin 1 (Stx1) Shiga-like toxin I, Verotoxin 1 
stx2 Shiga toxin2 (Stx2) Shiga-like toxin II, Verotoxin 2 

 

ที่มา: Todar (2018: Web-Site) 
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ภาพที่ 2.10  โครงสร้างของ Shiga toxin 
ที่มา: Sandvig and et al. (2010) 

 
2.1.7  ท็อกซิน 

แม้ว่า Shigella สามารถสร้างท็อกซินได้หลายชนิด แต่ชนิดที่เป็นที่รู้จักกันดีที่สุดส าหรับ
เชื้อนี้คือ shiga toxin ซึ่งจัดเป็นท็อกซินที่มีฤทธิ์ต่อเซลล์ (cytotoxin) แบคทีเรียสายพันธุ์ที่ผลิตท็อก
ซินที่มีฤทธิ์รุนแรง คือ S. dysenteriae type 1 ฤทธิ์ของ shiga toxin ใกล้เคียงมากกับ Verotoxin 
(VT) ที่สร้างจาก verocytotoxigenic E. coli (VTEC) ดังนั้นท็อกซินที่สร้างจาก E. coli แต่มีฤทธิ์
คล้าย shiga toxin จึงถูกเรียกว่า shiga-like toxin (ตารางที่ 2.4) อย่างไรก็ตาม shiga toxin มีข้อ
แตกต่างจาก VT toxin คือ shiga toxin สร้างจากยีนที่อยู่ในโครโมโซม และมีรายงานว่าธาตุเหล็กมี
ผลในการควบคุมการแสดงออกของยีน shiga toxin กล่าวคือปริมาณท็อกซินจะถูกสร้างออกมามาก
เมื่อธาตุเหล็กมีปริมาณจ ากัด การศึกษาความเป็นพิษ (toxicity) ของ shiga toxin เมื่อฉีดเข้าทาง
หลอดเลือดด าหรือทางช่องท้องของหนู (mouse) พบว่ามีค่า LD50 น้อยกว่า 20 ไมโครกรัม/กิโลกรัม 
อาการของโรค shigellosis ที่มีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ของ shiga toxin ได้แก่ ท้องเสียอย่างรุนแรง 
(dysentery) ล าไส้ใหญ่อักเสบจนตกเลือด (hemorrhagic colitis) และภาวะ haemolytic uraemic 
syndrome (Bergan, 2012) 
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ภาพที่ 2.11  กลไกการท างานของ Shiga toxin 
                       ที่มา: Pacheco and Sperandio (2012) 

 
Shiga toxin มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 70.5 kDa จัดเป็น AB5 toxin ซ่ึงประกอบด้วยสอง

ส่วนคือ A (active) subunit และ B (binding) subunit (ภาพที่  2.10) จับกันด้วยพันธะ non-
covalent โดย A subunit มีเพียง 1 monomer และมีฤทธิ์เป็นเอนไซม์ (N-glycosidase activity) 
ออกฤทธิ์ท าลาย 60S ribosome ในเซลล์เป้าหมาย ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการสร้างโปรตีนภายใน
เซลล์และท าให้เซลล์ตาย ส่วน B subunit มีโครงสร้างเป็น pentamer (ประกอบด้วย 5 monomer) 
เป็นโครงสร้างที่ใช้จับกับ globotriaosylceramide (Gb3) ซึ่งเป็น receptor ที่พบอยู่บนผิวเซลล์
เป้าหมาย (epithelial cell ใน intestinal mucosa) หลังจากท่ี B subunit จับกับเซลล์เป้าหมายแล้ว 
Shiga toxin จะถูกน าเข้าไปภายในเซลล์ด้วยกระบวนการ endocytosis และ A subunit จะถูกตัด
ออกจาก B subunit โดยเอนไซม์ fulin ที่อยู่ภายในเซลล์ เฉพาะ A1 เท่านั้นที่จะถูกส่งผ่าน Golgi 
apparatus ไปยัง endoplasmic reticulum (ER) เพ่ือไปเจอกับเป้าหมายคือ ribosome (ภาพท่ี 2.11) 
(Siciliani, 2018) 

2.1.8  การรักษาและการป้องกัน 
การวินิจฉัย Shigella ได้ตั้งแต่ระยะเริ่มแรกของการติดเชื้อนับว่ามีความส าคัญต่อการ

รักษา ซ่ึงการให้น้ าและสารเกลือแร่เพ่ือชดเชยที่ร่างกายสูญเสียไปเป็นสิ่งที่ควรให้ความส าคัญมากที่สุด
ยาปฏิชีวนะมีส่วนช่วยท าให้ระยะเวลาของการป่วยและการพบเชื้อในอุจจาระสั้นลง แต่ควรเลือกใช้
เฉพาะในรายที่มีความรุนแรงของการเจ็บป่วยหรือเพ่ือป้องกันผู้สัมผัส เช่น ในศูนย์รับเลี้ยงเด็กหรือ
สถาบันต่าง ๆ ที่มีข้อบ่งชี้ทางระบาดวิทยาว่าพบการดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลาย ๆ ตัวได้บ่อย การเลือกใช้                          
ยาปฏิชีวนะรักษาควรอาศัยผล antibiogram ของเชื้อที่แยกได้  หรือใช้ตาม antimicrobial 
susceptibility pattern ในท้องถิ่นนั้น และห้ามใช้ยาเพ่ือลดการเคลื่อนไหวของล าไส้  เมื่อเพาะเชื้อ
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จากอุจจาระพบเชื้อ Shigella spp. ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในเด็ก ได้แก่ tetracycline 25-50 มก./กก./วัน 
นาน 3 วัน หรือ norfloxacin 20 มก./กก./วัน นาน 3 วัน หรือ cotrimoxazole (trimetroprim)  
10 มก./กก./วัน นาน 5 วัน furazolidone 5-8 มก./กก./วัน นาน 5 วัน ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในผู้ใหญ่ 
ได้แก่ tetracycline 500 มก. วันละ 4 ครั้ง นาน 3 วัน หรือ norfloxacin 800 มก./วัน นาน 3-5 วัน 
หรือ ciprofloxacin 1,000 มก./วัน นาน 3 วัน cotrimoxazole หรือ 160/800 มก. วันละ 2 ครั้ง นาน 
3 วัน (ส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค, 2561)  

ปัญหาเกี่ยวกับโรคบิดมีค่อนข้างหลากหลาย ดังนั้นทุกหน่วยงานสาธารณสุขควรประเมิน
สถานการณ์เฉพาะท้องที่ และให้การป้องกันการแพร่กระจายโรคอย่างเหมาะสม ยังไม่สามารถก าหนด
แผนด าเนินงานแบบเดียวกันส าหรับทุกสถานการณ์ ในภาวะที่มีอัตราป่วยตายสูงจากการติดเชื้อ                    
S. dysenteriae type 1 ร่วมกับภาวะดื้อยาปฏิชีวนะ ควรมีการค้นหาแหล่งโรค ส าหรับการระบาดที่
เกิดข้ึนในสถาบันต่าง ๆ และในกรณีไม่ทราบเชื้อสาเหตุที่แน่นอน ควรแยกผู้ป่วยและผู้เริ่มป่วย และท า
การเพาะเชื้อซ้ าในผู้ป่วยและผู้ใกล้ชิด การระบาดที่ยากต่อการควบคุมคือการระบาดในเด็กเล็ก (เพราะ
ยังไม่สามารถใช้ส้วมอย่างถูกสุขลักษณะ) ในกลุ่มคนที่มีปัญหาด้านจิตประสาท และในสภาวะที่                     
ขาดแคลนน้ าดื่มน้ าใช้ (ส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค, 2561) 

จุดเริ่มต้นของการระบาดของโรค shigellosis มาจาก Shigella ในอุจจาระของผู้ป่วย
หรือผู้เป็นพาหะ แมลงวันนับเป็นพาหะน าเชื้อที่ส าคัญที่ช่วยส่งเสริมให้เกิดการปนเปื้อนของเชื้อนี้ใน
อาหารและน้ าดื่ม ดังนั้นการควบคุมโรคจึงต้องอาศัยการรักษาสุขอนามัยส่วนบุคคลร่วมกับการควบคุม
สิ่งแวดล้อม เช่น (1) ให้ความรู้แก่ประชาชนเกี่ยวกับการรักษาอนามัยส่วนบุคคลเพ่ือป้องกันมิให้เกิด
การปนเปื้อนจากอุจจาระไปยังผู้อ่ืน ให้ความรู้เกี่ยวกับวิธีการเตรียมและปรุงอาหารให้ถูกสุขลั กษณะ 
รณรงค์ให้รับประทานอาหารที่ปรุงสุขใหม่ และล้างมือทุกครั้งก่อนรับประทานอาหาร (2) ผู้ป่วยควร
ได้รับการรักษาจนตรวจไม่พบเชื้อในอุจจาระติดต่อกันนาน 3 วัน ผู้ประกอบการทุกคนโดยเฉพาะ
ผู้ประกอบการในสถานที่ ที่อาหารถูกแจกจ่ายไปยังคนจ านวนมาก ควรได้รับการตรวจอุจจาระและ 
ไม่พบเชื้อติดกัน 6 ครั้ง จึงได้รับอนุญาตให้ประกอบอาหารได้ และควรได้รับการตรวจซ้ าอีกเป็นครั้ง
คราว (3) การเลี้ยงทารกด้วยนมมารดาสามารถช่วยลดปัญหาการติดเชื้อ Shigella ในทารกให้ลดลงได้
มาก โดยเฉพาะทารกซึ่งอยู่ในประเทศที่ก าลังพัฒนา เนื่องจากในน้ านมมารดามีภูมิคุ้มกันชนิด IgA ที่
สามารถช่วยป้องกันการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารได้ดี (โสภา ค าม,ี 2561)  

2.1.9  ภูมิคุ้มกันและวัคซีน 
ผู้ที่ติดเชื้อ Shigella serotype ใดแล้ว จะไม่ติดเชื้อ serotype เดิมซ้ าอีกเป็นเวลานาน

หลายปี แต่ยังสามารถติดเชื้อ serotype อ่ืนได้ แอนติบอดีต่อเชื้อสามารถตรวจพบได้ในกระแสเลือด
ของผู้ที่เคยได้รับเชื้อ อิมมูโนโกลบูลินที่มีบทบาทส าคัญในการป้องกันการติดเชื้อนี้คือ secretory IgA 
ส่วนบทบาทของ cellular immune response ต่อเชื้อ Shigella มีน้อยมาก เนื่องจากยีนทีเกี่ยวข้อง
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กับ virulence factors ส่วนใหญ่ (เช่น effector molecules ต่าง ๆ ยกเว้น Shiga toxin) พบอยู่ใน 
พลาสมิด ดังนั้นจึงเชื่อว่าการถ่ายทอดความสามารถในการก่อโรคระหว่าง Shigella ที่อาศัยอยู่ใน
สิ่งแวดล้อมเดียวกันน่าจะถูกส่งผ่านทางพลาสมิด การที่ Shigella มีโครงสร้างของ O antigen ที่
แตกต่างกันได้หลากหลาย จึงท าให้เชื้อมีจ านวน serotype ได้มากตามไปด้วย ลักษณะตามธรรมชาติ
ของเชื้อเช่นนี้จึงส่งผลให้เชื้อสามารถหลบหลีกจากการถูกท าลายโดย humoral immune response 
ได้ง่าย วัคซีนป้องกันโรค shigellosis ก าลังอยู่ในระหว่างการพัฒนา (Todar, 2018) 

2.1.10  กลไกการดื้อยา 
สาเหตุส าคัญที่ท าให้การติดเชื้อแบคทีเรียก่อโรคโดยทั่วไป มีความรุนแรงและยากต่อ

การควบคุม คือ เชื้อดื้อยา ดังนั้นเมื่อใช้ยาที่เชื้อดื้อมาท าการรักษา ก็จะยิ่งเพ่ิมโอกาสให้เชื้อนี้สามารถ
เพ่ิมจ านวนได้มากยิ่งขึ้นในขณะที่เชื้อแบคทีเรียอ่ืนที่ไวต่อยาจะถูกควบคุม การดื้อยาของแบคทีเรียเกิด
จากเชื้อมีการพัฒนาสายพันธุ์อยู่ตลอดเวลา กลไกที่เชื้อใช้ในการดื้อยา (antibiotic resistance 
mechanism) (ภาพที่ 2.12) ได้แก่ (1) decreased influx หมายถึงการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ
ผนังเซลล์ท าให้ยาผ่านเข้าสู่เซลล์ได้น้อยลง (2) antibiotic inactivation หมายถึงแบคทีเรียสร้าง
โปรตีนหรือเอนไซม์ออกไปท าลายหรือยับยั้งฤทธิ์ของยา เช่น สร้างเอนไซม์บีตา-แลคตาเมส  
(-lactamase) ออกมาท าลายยาปฏิชีวนะในกลุ่ม β-lactamase เช่น penicillin cephalosporin 
monobactam เป็นต้น (3) target site modification/amplification หมายถึงการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างบางอย่างภายในเซลล์ ส่งผลให้ยาไม่สามารถจับกับโครงสร้างนั้นได้ จึงไม่มีผลใด ๆ ต่อเซลล์ 
(4) increased efflux หมายถึงเพ่ิมกลไกการขับยาออกจากเซลล์ให้รวดเร็วขึ้น เพ่ือลดความเป็นพิษ
ของยาที่จะเกิดขึ้นกับตัวเซลล์ นอกจากนี้การกลายพันธุ์ของเอนไซม์ DNA gyrase ยังมีบทบาทส าคัญ
ท าให้เชื้อดื้อต่อยากลุ่ม quinolones อีกด้วย แบคทีเรียดื้อยาส่วนใหญ่มักได้รับยีนดื้อยา (antibiotic 
resistant gene) ถ่ายทอดมาทางพลาสมิด (Lin, 2018) 
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ภาพที ่2.12  กลไกการดื้อยาของแบคทีเรีย 
                ที่มา: Lin (2018: Web-Site) 

 
อรุณ บ่างตระกูลนนท์ (2561) ทดสอบความไวของ Shigella spp. ต่อต้านยาจุลินทรีย์ 

ซึ่ ง เชื้อเหล่านี้ ได้มาจากห้องปฏิบัติการทั่วประเทศไทย และถูกส่งมายังศูนย์ทดสอบยืนยัน 
เชื้อ Salmonella และ Shigella แห่งชาติจ านวนทั้งสิ้น 200 สายพันธุ์ โดยรวบรวมไว้ระหว่างปี  
พ.ศ. 2535-2538 ประกอบ ด้วย S. dysenteriae 21 สายพันธุ์ S. flexneri 83 สายพันธุ์ S. boydii 
20 สายพันธุ์ และ S. sonnei 76 สายพันธุ์ ผลการทดสอบพบว่า S. dysenteriae มีอัตราการดื้อต่อ
ย า  chloramphenicol tetracycline trimethoprim/ sulfamethoxazole ( TMP- SMZ)  แ ล ะ 
streptomycin ร้อยละ 76.20, 90.50, 47.60 และ 23.80 ตามล าดับ S. flexneri มีอัตราการดื้อต่อ
ยา ampicillin chloramphenicol tetracycline TMP-SMZ และ streptomycin ร้อยละ 85.50, 
81.90, 87.95, 56.60 และ 85.50 ตามล าดับ S. boydii มีอัตราการดื้อต่อยา tetracycline TMP-
SMZ และ streptomycin ร้อยละ 50, 25 และ 50 ตามล าดับ S. sonnei มีอัตราการดื้อต่อยา 
tetracycline TMP-SMZ และ streptomycin ร้อยละ 43.40, 46 และ 78.90 ตามล าดับ 
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2.2  Bacteriophage 
2.2.1  โครงสร้างและส่วนประกอบของแบคเทอริโอเฟจ 

แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage หรือ phage) คือ ไวรัสของแบคทีเรีย หรืออาจกล่าว
ได้ว่า คือ ไวรัสที่สามารถด ารงชีวิตได้โดยใช้แบคทีเรียเป็นโฮสต์ (host) แบคเทอริโอเฟจสามารถพบได้
ทั่วไปทุกหนแห่ง เช่น ในน้ า ในอากาศ ในดิน และในล าไส้ของคนและสัตว์ เป็นต้น  

แบคเทอริโอเฟจถูกค้นพบครั้งแรก โดย Dr. Felix Hubert d’Herelle ใน ค.ศ. 1915 
โดยเป็นแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ Shigella dysenteriae ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคบิด (bacillary 
dysentery) โดยการให้ผู้ป่วยโรคบิดกินแบคเทอริโอเฟจที่เตรียมขึ้น ค าว่า “bacteriophage” มาจาก
ค า 2 ค ารวมกันคือ “bacteriae” และ “phagein” (ภาษา Greek แปลว่า “กิน”) หมายถึงสิ่งมีชีวิตที่
กินแบคทีเรีย หรือท าให้แบคทีเรียตาย 

แบคเทอริโอเฟจเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีโครงสร้างไม่ซับซ้อน ประกอบด้วยส่วนประกอบหลัก  
2 ส่วน คือ สารพันธุกรรม และ แคปซิด (capsid) สารพันธุกรรม หรือจีโนม (genome) ของ 
แบคเทอริโอเฟจอาจเป็น DNA หรือ RNA ก็ได้ ท าให้สามารถแบ่งแบคเทอริโอเฟจออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่
ตามชนิดของจีโนม คือ DNA phage และ RNA phage นอกจากนี้จีโนมของแบคเทอริโอเฟจยังอาจ
เป็นสายเดี่ยว (single stranded) หรือสายคู่ (double stranded) และอาจมีลักษณะเป็นเส้นตรง 
(linear) หรือเป็นวงกลม (circular) ก็ได้ขึ้นอยู่กับชนิดของแบคเทอริโอเฟจ จีโนมของแบคเทอริโอเฟจ  
ถูกห่อหุ้มไว้ด้วยแคปซิด (capsid) ของแบคเทอริโอเฟจคือโปรตีนที่ท าหน้าที่ห่อหุ้มจีโนมของ 
แบคเทอริโอเฟจ แคปซิด ส่วนใหญ่ (ยกเว้น filamentous phage) ประกอบด้วยส่วนหัว (head) และ
ส่วนหาง (tail) ส่วนหัวของแคปซิดมีรูปร่างเป็นแบบ polyhedral คือมีลักษณะเป็นรูปทรงหลาย
เหลี่ยมที่สมมาตร (ภาพที่ 2.13) ในขณะที่ส่วนหางมีลักษณะเป็นท่อกลวง (hollow tube) ซึ่งจีโนม
ของแบคเทอริโอเฟจสามารถเคลื่อนที่จากส่วนหัวมาตามท่อหาง และสามารถผ่านเข้าไปภายในเซลล์
แบคทีเรียได้ขณะที่แบคเทอริโอเฟจบุกรุก (infect) เข้าสู่โฮสต์ บริเวณส่วนหางนี้อาจพบโครงสร้างที่ 
แบคเทอริโอเฟจใช้ในการยึดเกาะกับเซลล์แบคทีเรีย เช่น base plate, tail pin เป็นต้น โดยโครงสร้าง
ที่ใช้ในการยึดเกาะนี้จะจับกับ receptor ที่อยู่บนเซลล์แบคทีเรีย แบคเทอริโอเฟจบางชนิดมีหางที่
สามารถยืด-หดได้ (contractile tail) บางชนิดมีหางยาวยืด-หดไม่ได้ (non-contractile tail) บาง
ชนิดมีหางสั้น และบางชนิดไม่มีหาง ซึ่งลักษณะของหางมีส่วนส าคัญในการจ าแนกชนิดของ 
แบคเทอริโอเฟจ (Ackermann, 2001) 
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ภาพที่ 2.13  รูปร่างโดยทั่วไปของแบคเทอริโอเฟจ 
                        ที่มา: University of Leicester (2018: Web-Site) 

 
2.2.2  การจ าแนกชนิดของแบคเทอริโอเฟจ 

แบคเทอริโอเฟจเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความหลากหลาย และมีความแตกต่างกันทั้งรูปร่าง 
สารพันธุกรรม และการด ารงชีวิต International Committee for Taxonomy of Viruses: ICTV เป็น
องค์กรที่ท าหน้าที่ก าหนดเกณฑ์การจ าแนกไวรัส โดยก าหนดให้ไวรัสมีชื่อ order ลงท้ายด้วย –virales 
และชื่อ family ลงท้ายด้วย –viridae ไวรัสถูกจ าแนกออกเป็น 3 order  61 family และ 241 genus 
ส่วนแบคเทอริโอเฟจถูกจ าแนกออกเป็น 13 family และ 30 genus การจ าแนกแบคเทอริโอเฟจตาม
เกณฑ์ของ ICTV จะอาศัยรูปร่างร่วมกับชนิดของสารพันธุกรรม (ตารางที่ 2.5 และภาพที่ 2.14) 
(Ackermann, 2003) แบคเทอริโอเฟจสามารถแบ่งตามรูปร่างได้ 4 กลุ่ม คือ (1) tailed phage 
หมายถึงแบคเทอริโอเฟจที่มีหาง (2) polyheldral phage หมายถึงแบคเทอริโอเฟจที่มีหัวรูปร่างหลาย
เหลี่ยม (3) filamentous phage หมายถึงแบคเทอริโอเฟจที่มีรูปร่างเป็นสายยาว (4) pleomorphic 
phage หมายถึงแบคเทอริโอเฟจที่มีรูปร่างไม่แน่นอน (ตารางที่ 2.5 และภาพที่ 2.14) และแบคเทอริ
โอเฟจส่วนใหญ่มีสารพันธุกรรมเป็น double-stranded DNA และมักพบอยู่ในกลุ่ม tailed phage 
(Ackermann, 2003) 

Tailed phage เป็นแบคเทอริโอเฟจกลุ่มที่พบมากที่สุด มากกว่า 95 เปอร์ เซ็นต์ของ                     
แบคเทอริโอเฟจทั้งหมด ลักษณะโดยทั่วไปของแบคเทอริโอเฟจกลุ่มนี้ คือ ส่วนหัวมีลักษณะสมมาตร
แบบลูกบาศก์ (cubic symmetry) อาจเรียกว่า isometric head หรือ polyhedral head หรือ 
icosahedral head ขึ้นอยู่กับรูปร่างของ capsid โปรตีนโครงสร้างของหางมีการเรียงตัวแบบเกลียว
เรียกว่า helical tail มีสารพันธุกรรมแบบ linear  double-stranded DNA (dsDNA) มี capsid หุ้ม
สารพันธุกรรม ไม่มี envelope ขนาดของสารพันธุกรรม และความยาวของหางแตกต่างกันไปตาม
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ชนิดของแบคเทอริโอเฟจ tailed phage จัดอยู่ใน order Caudovirales แบ่งออกเป็น 3 family คือ 
(1) Siphoviridae เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีหางยาว หางยืด-หดไม่ได้ (noncontractile tail) มากกว่า 
60 เปอร์เซ็นต์ ของ tailed phage อยู่ใน family นี้ (2) Myoviridae เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีหางที่
ส่วนหางสามารถยืด-หดได้ (contractile tail) พบประมาณ 25 เปอร์เซ็นต์ ของ tailed phage และ 
(3) Podoviridae เป็นแบคเทอริเฟจที่มีหางสั้น (short tail) พบได้ประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ ของ 
tailed phage (Ackermann, 2003) 

Polyhedral phage เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีรูปร่างแบบลูกบาศก์ (cubic symmetry) 
สารพันธุกรรมมีความหลากหลายขึ้นอยู่กับชนิดของแบคเทอริโอเฟจ polyhedral phage แบ่ง
ออกเป็น 5 family คือ (1) Microviridae มีสารพันธุกรรมเป็น circular  single-stranded DNA 
(ssDNA) และถูกห่อหุ้มด้วย capsid ซึ่งมีรูปร่างแบบ isometric ลักษณะเด่นของแบคเทอริโอเฟจ 
family นี้คือ ขนาดเล็ก (2) Corticoviridae มีสารพันธุกรรมเป็น circular  double-stranded DNA 
ลักษณะเด่นของแบคเทอริโอเฟจใน family นี้คือ capsid ประกอบด้วย ชั้นของโปรตีน 2 ชั้น โดยมีชั้น
ของ lipid bilayer แทรกอยู่ตรงกลาง (3) Tectiviridae มีสารพันธุกรรมเป็น linear  double-
stranded DNA ลักษณะเด่นของแบคเทอริโอเฟจใน family นี้คือ มี capsid ที่แข็งแรง (rigid protein 
capsid) และมี lipoprotein vesicles อยู่ภายใน ( internal lipoprotein vesicles) ซึ่งในขณะที่                      
แบคเทอริโอเฟจใน family นี้เกาะที่ผิวของแบคทีเรีย vesicle ดังกล่าวจะเปลี่ยนไปเป็นท่อ (tail-like 
tube) ที่มีความยาวประมาณ 60 นาโนเมตร ซึ่งจะท าหน้าที่ เป็นทางให้ DNA ถูกปล่อยจาก                     
แบคเทอริโอเฟจเข้าสู่เซลล์ของแบคทีเรีย (4) Leviviridae มีสารพันธุกรรมเป็น linear, double-
strand RNA ซึ่งถูกห่อหุ้มด้วย capsid ที่มีโครงสร้างแตกต่างจาก RNA virus ทั่วไป แบคเทอริโอเฟจ
ใน family นี้มีลักษณะคล้าย polioviruses และ (5) Cystoviridae มีสารพันธุกรรมเป็น linear 
double-stranded RNA ลักษณะเด่นของแบคเทอริโอเฟจใน family นี้คือ มี envelope ล้อมรอบ 
capsid และแบคเทอริโอเฟจใน family นี้สามารถบุกรุกได้เฉพาะ Pseudomonas syringae เท่านั้น 
(Ackermann, 2003) 

Filamentous phage เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีรูปร่างเป็นสายยาวหรือคล้ายเส้นใย                     
แบคเทอริโอเฟจกลุ่มนี้ แบ่งออกเป็น 3 family คือ (1) Inoviridae มีสารพันธุกรรมเป็น circular, 
single-stranded DNA แบ่งออกเป็น 2 genus คือ Inovirus และ Plectrovirus ลักษณะเด่นของ 
Inovirus คือมีรูปร่างเป็นสายยาว (long filament) อาจแข็ง (rigid) หรือยืดหยุ่นได้ (flexible) ขึ้นอยู่
กับชนิดของแบคเทอริโอเฟจ แบคเทอริโอเฟจนี้ไว (sensitive) ต่อคลอโรฟอร์ม (chloroform) แต่ทน
ความร้อนได้ดี โฮสต์ส าหรับแบคเทอริโอเฟจกลุ่มนี้คือ Clostridium และ Propionibacterium ส่วน
ลักษณะเด่นของ Plectrovirus คือมีรูปร่างเป็นสายสั้นๆ (short  straight rod) โฮสต์ส าหรับแบคเทอ
ริ โอเฟจกลุ่มนี้คือ Mycoplasma (2)  Lipothrixviridae มีสารพันธุกรรม เป็น linear double-



23 

stranded DNA มีรูปร่างเป็นแท่งตรงแข็ง (straight rigid rod) คล้ายกับ tobacco mosaic virus 
(Ackermann, 2003) 

Pleomorphic phage เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีรูปร่างไม่แน่นอน แบคเทอริโอเฟจ 
ทุกชนิดในกลุ่มนี้มีสารพันธุกรรมเป็น circular  double-stranded DNA แบ่งออกเป็น 2 family คือ                    
(1) Plasmaviridae เป็นแบคเทอริโอเฟจที่ไม่มี capsid แต่มี envelope ห่อหุ้มสารพันธุกรรมไว้ 
โฮสต์ของแบคเทอริโอเฟจกลุ่มนี้คือ Mycoplasma เมื่อแบคเทอริโอเฟจจะบุกรุกเข้าสู่ โฮสต์ 
envelope ของแบคเทอริโอเฟจจะเชื่อม (fuse) เข้ากับเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) ของโฮสต์ 
และหลังจากเพ่ิมจ านวนภายในเซลล์แล้ว progeny phage จะออกจากเซลล์โดยวิธี budding ซึ่ง 
ไม่ท าให้เซลล์ของโฮสต์แตก และ (2) Fuselloviridae เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีรูปร่างคล้ายผลมะนาว 
(lemon-shaped) และมีหนามสั้น ๆ (short spike) อยู่ที่ปลายด้านหนึ่งของอนุภาคเฟจ แคปซิด
ประกอบด้วยโปรตีน (hydrophobic protein) สองชนิดและไขมันซึ่งได้มาจากส่วนประกอบของเยื่อ
หุ้มเซลล์ของโฮสต์ แคปซิดถูกท าลายได้ด้วย chloroform หลังจากเพ่ิมจ านวนภายในเซลล์แล้ว 
progeny phage จะออกจากเซลล์โดยวิธี extrusion (Ackermann, 2003) 
 
ตารางท่ี 2.5  การจ าแนกชนิดของแบคเทอริโอเฟจ (Ackermann, 2003) 

 

Shape Nucleic acid Families Genera Examples Members Characteristics 
Tailed DNA, ds, L 

DNA, ds, L 
DNA, ds, L 

Myoviridae 
Siphoviridae 
Podoviridae 

6 
6 
3 

T4 


T7 

1243 
3011 
696 

Tail contractile 
Tail long, noncontractile 
Tail short 

Polyhedral DNA, ss, C 
DNA, ds, C, T 
DNA, ds, L 
RNA, ss, L 
RNA, ds, L, S 

Microviridae 
Corticoviridae 
Tectiviridae 
Leviviridae 
Cystoviridae 

4 
1 
1 
2 
1 

X174 
PM2 
PRD1 
MS2 

6 

40 
3 
18 
39 
1 

Complex capsid, lipids 
Internal lipoprotein vesicle 
Envelope, lipids 

Filamentous DNA, ss, C 
DNA, ds, L 
DNA, ds, L 

Inoviridae 
Lipothrixviridae 
Rudiviridae 

2 
1 
1 

Fd 
TTV1 
SIRV1 

57 
6 
2 

Filaments or rods 
Envelope, lipids 
Resembles TMV 

Pleomorphic DNA, ds, C, T 
DNA, ds, C, T 

Plasmaviridae 
Fuselloviridae 

1 
1 

L2 
SSV1 

62 
8 

Envelope, lipids, no capsid 
Spindle-shaped, no capsid 

 

หมายเหตุ: C = circular 
 L = linear 
 S = segmented 
 T = superhelical 
 ss = single-stranded 
 ds = double-stranded  
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ภาพที่ 2.14  รูปร่างลักษณะของแบคเทอริโอเฟจที่อยู่ใน family ต่าง ๆ 
                                ที่มา: นิตยา ค้าคุ้ม และคณะ (2553) 
 

2.2.3  Lytic cycle and Lysogeny 
การด ารงชีวิตของแบคเทอริโอเฟจไม่มีความแตกต่างจากไวรัสทั่วไป โดยแบคเทอริโอเฟจ

จัดเป็น obligate intracellular parasite หมายถึงต้องเข้าไปอาศัยอยู่ภายในเซลล์ของโฮสต์ ซึ่งก็คือ 
แบคทีเรีย และอาศัยกลไกภายในเซลล์เพ่ือการด ารงชีวิต วงจรชีวิต (life cycle) ของแบคเทอริโอเฟจ
อาจเป็นไปได้ 2 แบบ คือ lytic cycle และ lysogenic cycle (หรือ lysogeny) ด้วยเหตุนี้จึงสามารถ
แบ่งแบคเทอริโอเฟจออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ ตามรูปแบบการด ารงชีวิตในโฮสต์ คือ (1) lytic phage 
หรือ virulent phage หมายถึงแบคเทอริโอเฟจที่ด ารงชีวิตภายในโฮสต์แบบ lytic cycle เช่น             
T phage และ (2) lysogenic phage หรือ temperate phage หมายถึงแบคเทอริโอเฟจที่ด ารงชีวิต
ภายในโฮสต์แบบ lysogenic cycle เช่น lambda () phage 

lytic cycle หมายถึง การด ารงชีวิตของแบคเทอริโอเฟจภายในเซลล์ของโฮสต์แบบมีการ
สร้างแบคเทอริโอเฟจใหม่เป็นจ านวนมากภายในเซลล์ แบคเทอริโอเฟจที่ถูกสร้างขึ้นใหม่นี้ เรียกว่า 
progeny phage ซึ่งมีคุณสมบัติเหมือนแบคเทอริโอเฟจตัวแรกท่ีบุกรุกเข้าสู่เซลล์ เมื่อเสร็จสิ้นขั้นตอน
การเพ่ิมจ านวน (phage replication) ภายในเซลล์แล้ว progeny phage ที่ถูกสร้างขึ้นเหล่านี้จะถูก
ปล่อยออกนอกเซลล์โดยแบคเทอริโอเฟจจะสร้างสารบางอย่าง (เช่น lysin) ออกมาเพ่ือท าลาย                    
ผนังเซลล์ และท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกสลาย (lysis) และตายไปในที่สุด ซึ่งเป็นที่มาของชื่อการ
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ด ารงชีวิตแบบนี้  progeny phage ที่ถูกปล่อยออกมาจากแบคทีเรียที่ตายแล้ว ก็จะเข้าสู่เซลล์ใหม่ที่
อยู่ข้างเคียงหรือในสิ่งแวดล้อมบริเวณนั้น แล้วเริ่มต้นบุกรุกเซลล์ใหม่เป็นวงจรแบบนี้ต่อไป ด้วยเหตุนี้ 
lytic phage จึงสามารถท าให้เกิดการตายของแบคทีเรียที่เป็นโฮตส์เป็นวงกว้าง หรือจนกว่าโฮสต์จะ
หมดไป  

lytic cycle ของแบคเทอริโอเฟจโดยทั่วไปแบ่งออกได้เป็น 6 ขั้นตอนส าคัญดังนี้   
(ภาพที่ 2.15) (1) adsorption หรือ attachment เป็นขั้นตอนเริ่มแรกของการบุกรุกเข้าสู่เซลล์ของ
โฮสต์ โดยแบคเทอริโอเฟจจะใช้โครงสร้างบางอย่างที่อยู่บนแคปซิด ไปจับกับโครงสร้างบางอย่างที่อยู่
บนผิวเซลล์แบคทีเรีย ทั้งนี้โครงสร้างที่แบคเทอริโอเฟจใช้ในการยึดเกาะนี้อาจเรียกโดยรวมว่า 
attachment site และต าแหน่งที่อยู่บนผิวของเซลล์แบคทีเรีย และจ าเพาะต่อ attachment site 
เรียกว่า receptor site ขั้นตอนนี้เป็นตัวก าหนดความจ าเพาะ (specificity) ระหว่างแบคเทอริโอเฟจ
และโฮสต์ (2) injection หรือ penetration เป็นขั้นตอนการฉีด (inject) จีโนมของแบคเทอริโอเฟจ
เข้าไปภายในเซลล์ ซึ่งจีโนมจากส่วนหัวซึ่งอยู่ภายในแคปซิดจะถูกส่งผ่านมาตามท่อหางและเคลื่อนที่
เข้าไปในเซลล์ (3) viral genome synthesis เป็นขั้นตอนการสร้างจีโนมของแบคเทอริโอเฟจเพ่ือให้
ได้จ านวนมาก ๆ ทั้งนี้ก่อนที่จะสร้างจีโนม แบคเทอริโอเฟจบางชนิดอาจจ าเป็นต้องสร้างโปรตีนหรือ
เอนไซม์บางอย่างที่จ าเป็นต่อการสร้างจีโนมขึ้นมาก่อน อีกทั้งแบคเทอริโอเฟจยังสามารถท าให้
โครโมโซมของแบคทีเรียถูกท าลายไปได้ด้วย (4) viral protein synthesis เป็นขั้นตอนการสร้าง
โปรตีนซึ่งถูกควบคุม หรือก าหนดโดยจีโนมของแบคเทอริโอเฟจอาศัยกลไกต่าง ๆ ภายในเซลล์ โปรตีน
ที่สร้างในช่วงนี้มักเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างหรือส่วนประกอบต่าง ๆ ของแบคเทอริโอเฟจ 
(5) assembly เป็นการน าส่วนประกอบต่าง ๆ ของแบคเทอริโอเฟจที่ถูกสร้างขึ้นเป็นจ านวนมาก
ภายในเซลล์มาประกอบ หรือรวมกันให้ได้เป็นอนุภาคแบคเทอริโอเฟจที่สมบูรณ์ (complete virion 
หรือ complete bacteriophage particle) ที่ เรียกว่า progeny phage ซึ่งจ านวนที่ถูกสร้างขึ้น
ภายในเซลล์จะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับชนิดของแบคเทอริโอเฟจ และ (6) release เป็นขั้นตอนการ
ปลดปล่อย progeny phage ออกสู่ภายนอกโดยการท าให้เซลล์แบคทีเรียแตก และเมื่อเลี้ยง 
แบคเทอริโอเฟจที่ใช้วงจรการด ารงชีวิตแบบ lytic cycle ร่วมกับแบคทีเรียแล้วผสมวุ้นราดลงบนผิว
อาหารเลี้ยงเชื้อจะสังเกตเห็นแบคทีเรียถูกท าลายเป็นวงใส เรียกว่า plaque (ภาพที่ 2.16) (Pearson 
Benjamin Commings, 2018) 
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ภาพที่ 2.15  การด ารงชีวิตของแบคเทอริโอเฟจแบบ lytic cycle 
                         ที่มา: Pearson Benjamin Commings (2018: Web-Site) 

 

 
 

ภาพที่ 2.16  ลักษณะของ plaque ที่ปรากฏบนผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย  
                          ที่มา: นิตยา ค้าคุ้ม และคณะ (2553) 
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การท าลายเซลล์แบคทีเรียโดย lytic phage อาศัยการท างานร่วมกันของโปรตีน (ของ                     
แบคเทอริโอเฟจ) 2 ชนิด คือ holin (หรือ pinholin) และ endolysin 

ในกรณีของ holin/endolysin pathway ในระยะแรก holin monomer จะสอดแทรก
เข้าไปใน inner membrane ของแบคทีเรีย แล้วประกอบกันเป็น holin oligomers ท าให้เกิดรูขึ้นที่
บริ เวณ inner membrane ในระยะนี้อาจมี antiholin มาขัดขวางการสร้าง holin oligomers                    
แบคเทอริโอเฟจจึงมักสร้าง antiholin inhibitor มายับยั้งการท างานของ antiholin จนกว่าการสร้าง 
holin oligomers จะเสร็จสิ้น การเกิดรูขึ้นที่บริเวณ inner membrane จะท าให้เกิดกระบวนการ 
depolarization (การเปลี่ยนแปลงประจุไฟฟ้าภายในเซลล์) ซึ่งส่งผลให้ soluble active endolysin 
จาก cytoplasm เคลื่อนที่เข้าไปท าลายชั้น peptidoglycan ของผนังเซลล์ เมื่อชั้น peptidoglycan 
ถูกท าลายไป โปรตีน spanin ที่ฝังตัวในผนังเซลล์ถูกปลดปล่อย และเกิดการม้วนลงมารวมตัวกันของ 
inner membrane และ outer membrane จนส่งผลให้เกิดการท าลายผนังเซลล์ของแบคทีเรีย                    
(ภาพท่ี 2.17) (อภิญญา นามสาย, 2560) 

ในกรณีของ pinholin/SAR endolysin pathway ในระยะแรก pinholin monomer 
จะสอดแทรกเข้าไปใน inner membrane ของแบคทีเรีย ซึ่งจะท าให้เกิดรูขึ้นที่บริเวณ inner 
membrane การเกิดรูขึ้นที่บริเวณ inner membrane จะท าให้เกิดกระบวนการ depolarization ซ่ึง
ส่งผลให้ signal-arrest release endolysins (SAR endolysin) หลุดออกจาก inner membrane 
เพ่ือไปท าลายชั้น peptidoglycan ของผนังเซลล์ SAR endolysin เป็น endolysin ชนิดหนึ่งที่ปกติ
จะเกาะอยู่ที่ผิวของ inner membrane เมื่อชั้น peptidoglycan ถูกท าลายไป โปรตีน spanin ที่ฝัง
ตัวในผนังเซลล์ถูกปลดปล่อย และเกิดการม้วนลงมารวมตัวกันของ inner membrane และ outer 
membrane จนส่งผลให้เกิดการท าลายผนังเซลล์ของแบคทีเรีย (ภาพที่ 2.17) (อภิญญา นามสาย, 
2560) 

การท าลายเซลล์แบคทีเรียโดย lytic phage ที่กล่าวมาข้างต้นเป็นการท าลายเซลล์
แบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ซึ่งมี outer membrane โดย lytic phage ส่วนใน
กรณีของการท าลายเซลล์แบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) โดย lytic phage จะมีส่วน
ที่แตกต่างกันดังนี้  โดยปกติแล้วเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกไม่มี outer membrane แต่จะมีชั้น 
peptidoglycan ที่หนาและอยู่ด้านนอกสุด ดังนั้น endolysin จึงสามารถท างานเป็น exolysin ได้
ด้วย โดยย่อย peptidoglycan จากทั้งด้านนอกและด้านในของเซลล์ 
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ภาพที่ 2.17  กลไกการท าลายผนังเซลล์แบคทีเรียโดยแบคเทอริโอเฟจ 
                                 ที่มา: อภิญญา นามสาย (2560) 
 

โครงสร้างและการท างานของ endolysin หรือ phage lysozyme เป็นเอนไซม์ของ    
แบคเทอริโอเฟจที่ประกอบด้วย 3 ส่วนหลัก คือ C-terminal binding domain N-terminal catalytic 
domain และ L (ภาพที่ 2.18) โดย C-terminal binding domain หรือ substrate recognition ท า
หน้าที่จดจ าและจับกับ substrate ที่จ าเพาะบริเวณผนังเซลล์ของแบคทีเรีย และ N-terminal 
catalytic domain หรือ enzymatic hydrolysis ท าหน้าที่ตัดพันธะหลัก (major bond) บริเวณชั้น
ของ peptidoglycan ของแบคทีเรียให้แยกออก ส่วน L คือ linker ซึ่งเป็น peptide สายสั้น ๆ ที่
เชื่อมระหว่างโครงสร้างทั้งสองส่วนที่กล่าวมาแล้ว (นิตยา  ค้าคุ้ม และคณะ, 2553) 
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ภาพที่ 2.18 โครงสร้างของ endolysin โดย N (N-terminal) คือด้านที่ท าหน้าตัด C 
 (C terminal) คือด้านที่จับอย่างจ าเพาะ และ L คือ linker 

ที่มา: นิตยา  ค้าคุ้ม และคณะ (2553) 
 

Lysogenic cycle หรือ lysogeny เป็นลักษณะของการด ารงชีวิตของแบคเทอริโอเฟจ 
(ภาพท่ี 2.19) การด ารงชีวิตแบบนี้มีขั้นตอน adsorption และ injection เหมือนกับ lytic cycle ดังที่
ได้กล่าวมาแล้ว แต่หลังจากที่จีโนมของแบคเทอริโอเฟจเข้าสู่ภายในโฮสต์แล้วจะแตกต่างไปจาก lytic 
cycle กล่าวคือ แบคเทอริโอเฟจที่ด ารงชีวิตแบบนี้จะไม่มีการสร้าง progeny phage ภายในโฮสต์ 
จีโนมของแบคเทอริโอเฟจจะแทรก (integrate) เข้าไปในโครโมโซมของแบคทีเรีย แบคเทอริโอเฟจที่ 
อยู่ในระยะนี้เรียกว่า prophage ส่วนแบคทีเรียที่มี prophage อยู่ภายในเซลล์เรียกว่า lysogen การ
มี prophage แฝงอยู่ในโครโมโซมของแบคทีเรียเช่นนี้ไม่มีผลท าให้เซลล์แตกหรือตาย แต่อาจท าให้
แบคทีเรียเกิด mutation (เรียกว่า phage conversion) (Campos and et al. , 2010) lysogen 
สามารถแบ่งเซลล์เพ่ือเพ่ิมจ านวนต่อไปได้ โดยเซลล์ใหม่ที่เกิดขึ้นทุกเซลล์จะยังมี prophage แฝงอยู่
เช่นเดิม (daughter cell with prophage) หาก lysogen ถูกเลี้ยงให้เจริญเติบโตในบางสภาวะ (เช่น 
ขาดสารอาหาร ถูกกระตุ้นด้วยแสง UV ความร้อนหรือสารเคมี เป็นต้น) จีโนมของแบคเทอริโอเฟจ
สามารถกลับเข้าสู่ lytic cycle เพ่ือปลดปล่อย progeny phage ออกนอกเซลล์ได้เช่นเดียวกับที่พบ
ใน lytic cycle (Sridhar, 2006) การอยู่ร่วมกันระหว่างโฮสต์และแบคเทอริโอเฟจ (prophage) 
สามารถท าให้เกิดวิวัฒนาการร่วมกัน (coevolution) โดยแบคเทอริโอเฟจเป็นเสมือน mobile 
genetic element ในการย้ายยีนระหว่างสิ่งมีชีวิตผ่านทาง lateral หรือ horizontal gene transfer 
ปรากฏการณ์นี้ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกับโฮสต์ได้มากมาย เช่น เปลี่ยนแบคทีเรียที่ไม่ก่อโรค 
(nonpathogenic strain) เป็นแบคทีเรียที่ก่อโรค (virulent strain) ตัวอย่างเช่น เชื้อ Corynebacterium 
diphtheriae สายพันธุ์ที่ไม่สร้าง toxin และไม่ก่อโรคคอตีบ เมื่อถูกบุกรุกด้วย  phage ซึ่งเป็น 
แบคเทอริโอเฟจที่ใช้วงจรชีวิตแบบ lysogeny จะกลายพันธุ์ไปเป็น C. diphtheriae สายพันธุ์ที่สร้าง 
toxin และสามารถก่อโรคคอตีบได้ นอกจากนี้แล้วยังพบว่าการสร้าง toxin จาก Clostidium 
botulinum ซึ่งท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (botulism) และการสร้าง toxin จาก -hemolytic 
Streptococcus group A ซึ่งท าให้เกิดผื่นในโรคไข้อีด าอีแดง (scarlet fever) ยังสามารถเกิดขึ้นได้
จากการที่แบคทีเรียถูกบุกรุกโดยแบคเทอริโอเฟจที่ใช้วงจรชีวิตแบบ lysogeny ได้เช่นกัน 
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แบคเทอริโอเฟจบางชนิดสามารถใช้วงจรชีวิตทั้งสองแบบ (lytic cycle และ lysogeny)
ในการด ารงชีวิตได้ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่าง ๆ เช่น สภาพแวดล้อม สารอาหารภายในโฮสต์ โดยเรียก                     
แบคเทอริโอเฟจที่ดังกล่าวว่า temperate phage เช่น  phage (ภาพท่ี 2.20) 
 

 
 

ภาพที่ 2.19  การด ารงชีวิตของแบคเทอริโอเฟจแบบ lysogenic cycle 
                                 ทีม่า: Pearson Benjamin Commings (2018: Web-Site) 
 

 
 

ภาพที่ 2.20  วงจรชีวิตของเฟจแบบ lytic (ซ้าย) และ lysogenic (ขวา) 
                               ที่มา: นิตยา ค้าคุ้ม และคณะ (2553) 
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2.2.4  Bacteriophage Therapy 
การค้นพบแบคเทอริโอเฟจที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้นั้น เริ่มมีในราว 

ค.ศ. 1920 เป็นต้นมา แต่หลังจากนั้นประมาณ ค.ศ. 1930 ก็มีการค้นพบยาปฏิชีวนะ (antibiotics) 
ท าให้การศึกษาเกี่ยวกับการน าแบคเทอริโอเฟจมาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ (phage therapy) ลด
บทบาทลงไป เพราะนักวิทยาศาสตร์ในยุคนั้นคิดว่าปัญหาโรคติดเชื้อแก้ได้ด้วยยาปฏิชีวนะ การศึกษา
เกี่ยวกับแบคเทอริโอเฟจจึงเน้นไปทางด้านการศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจ และการน าไปใช้
ประโยชน์ในด้านอ่ืน เช่น การใช้แบคเทอริโอเฟจเป็นเครื่องมือส าคัญในงานทางด้านชีววิทยาระดับ
โมเลกุลในงานระบาดวิทยาเพ่ือการจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย (phage typing) (Talbot and Parisi, 
1976; Hagens and Loessner, 2007) และในงานตรวจวินิจฉัยชนิดของแบคทีเรีย (diagnosis) 
(Mcnerney and et al., 2004) เป็นต้น ยกเว้นประเทศรัสเซียและบางประเทศในยุโรปที่ยังมีการศึกษา 
phage therapy กันอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาเกือบ 100 ปีที่มีการค้นพบแบคเทอริโอเฟจ  
ความสนใจเกี่ยวกับ phage therapy เริ่มกลับมาอีกครั้งในปัจจุบัน เมื่อค้นพบว่ามีแบคทีเรียก่อโรค
จ านวนมากเริ่มดื้อยา แบคทีเรียบางสายพันธุ์ดื้อยาได้หลากหลายชนิด (multi-drug resistant strain) 
อีกท้ังการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาก็เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วจนสามารถพบได้เกือบทั่วโลก ดังนั้นนักวิจัย
หลายท่านจึงเริ่มค้นหา และศึกษาเกี่ยว lytic phage กันมากขึ้น เพ่ือหวังว่าจะน าแบคเทอริโอเฟจ 
ไปใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาและทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะ หรือใช้แบคเทอริโอเฟจ
ร่วมกับยาปฏิชีวนะเพ่ือลดการใช้ยาให้น้อยลง 

จากวิธีการเพ่ิมจ านวนของแบคเทอริโอเฟจที่กล่าวมา lytic phage เป็นกลุ่มของ                     
แบคเทอริโอเฟจที่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในแง่การรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียได้ เพราะสามารถท า
ให้เกิดการตายของแบคทีเรียที่เป็นโฮสต์ ในขณะที่ lysogenic phage จะไม่สามารถท าเช่นนั้นได้
หลังจากที่มีการค้นพบแบคเทอริโอเฟจ ได้มีการค้นพบและศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติของ lytic phage 
รวมทั้งการทดลองน า lytic phage มาใช้ในงาน phage therapy ทั้งการทดลองในห้องปฏิบัติการ ใน
สัตว์ทดลอง และในคน ในที่นี้ขอยกตัวอย่างแบคเทอริโอเฟจที่เคยมีรายงานว่าสามารถท าลายหรื อฆ่า
เชื้อก่อโรคได้ นอกจากนี้แบคเทอริโอเฟจบางชนิดยังสามารถท าลายแบคทีเรียดื้อยาได้ด้วย ดังแสดงไว้
ในตารางที่ 2.6 
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ตารางท่ี 2.6  ตัวอย่างการใช้แบคเทอริโอเฟจในการท าลายเชื้อก่อโรค 
 

Bacteriophages Bacterial hosts References 
SN-1 Streptococcus. mutans ATCC 13338 Winston and Thompson, 1979 
BHR1 Escherichia coli AB1157and 

Pseudomonas aeruginosa PAO303 
Jensen and et al., 1998 

P100 Listeria monocytogenes Carlton, and et al., 2005 
e11/2, e4/1c and 
pp01 (cocktail of 
phages) 

Esherichia coli O157:H7 O’Flynn, and et al., 2004 

CP34 Campylobacter jejuni  Carrillo and et al., 2005 
Salmonella phage 
cocktail 

Salmonella enterica serovar 
Typhimurium 

Wall and et al., 2010 

CEV1 Escherichia coli O157:H7 Raya and et al., 2006 
KH1 and SH1 Escherichia coli O157:H7 Sheng and et al., 2006 
ESP 1-3 Enterobacter sakazakii ATCC 29544 Kim, Klumpp and Loessner, 

2007 
PA13076 Salmonella enterica serovar Enteritidis 

ATCC 13076 
Bao, and et al., 2015  

NCTC12684 Campylobacter coli NCTC 12668 Orquera and et al., 2012 
CP81 Campylobacter jejuni NCTC 11168 Orquera and et al., 2012 
PY100 Yersinia enterocolitica 83/88/2 Orquera and et al., 2012 
MSa Staphylococcus aureus, Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
Capparelli and et al., 2007 

PA1 Pseudomonas aeruginosa and  
Staphylococcus aureus 

Kim and et al., 2012 

AB2 Acinetobacter baumannii (Multidrug-
resistant strains) 

Lin and et al., 2010 

T1-like 
bacteriophage 

Escherichia coli (Clinical isolates) Sillankorva and et al., 2011 

PHL4 Salmonella enteritidis phage type 13A Higgins and et al., 2005 
NK5 Klebsiella pneumoniae Hung and et al., 2011 
HP1 Helicobacter pylori Heintschel, Nalik and Schmid, 

1993 
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ตารางท่ี 2.6  ตัวอย่างการใช้แบคเทอริโอเฟจในการท าลายเชื้อก่อโรค (ต่อ) 
 

Bacteriophages Bacterial hosts References 
Cp-1 Streptococcus pneumoniae Martin, Lopez and Garcia, 

1998 
5006M Proteus mirabilis Pretorius and Coetzee, 1979 
34 Proteus vulgaris Coetzee, 1963 

PL25, PL26 Providencea alkalifacience Coetzee, Smit and Prozesky, 
1966 

UNL1 Pseudomonas aeruginosa Schaffer and et al., 1999 
B86 Pseudomonas aeruginosa Kilbane, and Miller, 1988 
SP24 Streptococcus pyogenes Spanier, and Cleary, 1983 
SFL Streptococcus faecalis Frazier and Zimmermann, 

1980 
KVP40 (Broad-host-
range vibriophage) 

Vibrio cholera, Vibrio parahaemolyticus, 
Vibrio natriegens, and Photobacterium 
leiognathi 

Miller and et al., 2003 

KH1, KH4 and KH5 Escherichia coli O157:H7 Kudva and et al., 1999 
JFK4 Vibrio cholera Jensen and et al., 2006 
JG004 Pseudomonas aeruginosa Garbe and et al., 2011 
SPC35 Salmonella enterica serovar 

Typhimurium and Escherichia coli 
Kim and Ryu, 2011 

PsPu-95 Salmonella enterica serovar Pullorum 
SPu-95 

Bao, Zhang and Wang, 2011 

 
การที่แบคเทอริโอเฟจมีความจ าเพาะต่อโฮสต์สูงมาก ดังนั้นแบคเทอริโอเฟจส่วนใหญ่จึง

ท าลายแบคทีเรียเป้าหมาย (target bacteria) เพียงชนิดเดียว โดยไม่ไปท าลาย หรือเป็นอันตรายต่อ
แบคทีเรียอ่ืนที่ไม่เกี่ยวข้อง หรือไม่ได้เป็นสาเหตุของโรค อย่างไรก็ตามแบคเทอริโอเฟจบางชนิดก็
สามารถท าลายแบคทีเรียในจีนัส และสปีชีส์เดียวกันได้มากกว่าหนึ่งสายพันธุ์ และบางชนิดสามารถ
ท าลายแบคทีเรียต่างจีนัส หรือต่างสปีชีส์กันได้ด้วย แบคเทอริโอเฟจที่มีคุณสมบัติในการท าลาย
แบคทีเรียได้มากกว่าหนึ่งจีนัส/สปีชีส์/สายพันธุ์ เรียกว่า broad-host range bacteriophage (Miller 
and et al., 2003; Garbe and et al., 2014; Kim and Ryu, 2011) 

รูปแบบของแบคเทอริโอเฟจที่น าไปใช้ในการรักษาโรค อาจท าได้หลายรูปแบบ/วิธีการ 
ดังนี้ (1) ingestion หมายถึงการให้ผู้ป่วยกิน phage preparation ซึ่งวิธีนี้เริ่มใช้มาตั้งแต่มีการค้นพบ
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แบคเทอริโอเฟจ และสามารถรักษาโรคติดเชื้อ Shigella dysenteriae อย่างได้ผล ทั้งนี้การเตรียม 
phage preparation อาจท าให้แบคเทอริโอเฟจอยู่ในรูปของเหลว หรือรูปผงโดยการเตรียมด้วยเครื่อง 
freeze-dryer หรืออัดเป็นยาเม็ด (pill) ในขนาด 105-1011 PFU/dose (Sulakvelidze and Morris, 
2001) (2) injection หมายถึงการฉีดแบคเทอริโอเฟจเข้าไปทางหลอดเลือดด า ( intravenous) หรือ
ตรงต าแหน่งที่ติดเชื้อหรือใกล้  ๆ กับบริเวณที่อาจมีการติดเชื้อ วิธีนี้สามารถป้องกันการติดเชื้อ 
Staphylococcus aureus ที่ผิวหนังบริเวณรอบ ๆ แผลผ่าตัดได้ และไม่พบว่ามีผลข้างเคียงใด ๆ 
(Sulakvelidze and Morris, 2001) (3) aerosol หรือ intrapleural injection หมายถึงการพ่นเข้า
ทางจมูกหรือฉีดเข้าไปที่เยื่อหุ้มปอด (Abedon and et al., 2011) และ (4) external use หมายถึง
การทาเฉพาะที่ เช่น ทาบนผิวหนัง หยอดตา หยอดหู หรือหยอดจมูก เป็นต้น (Sulakvelidze and 
Morris, 2001) ตัวอย่างโรคติดเชื้อในคนที่มีรายงานว่าเคยมีการทดลองรักษาโดยใช้ phage therapy 
แสดงไว้ใน (ตารางท่ี 2.7) 

แบคเทอริโอเฟจมีคุณสมบัติคล้ายกับยาปฏิชีวนะ ในแง่ของความสามารถในการท าลาย
เชื้อแบคทีเรีย แต่ในทางทฤษฎีเชื่อว่าแบคเทอริโอเฟจมีข้อดีที่เหนือกว่ายาปฏิชีวนะ อีกทั้งยังมี
ผลงานวิจัยที่สนับสนุนว่าแบคเทอริโอเฟจมีประสิทธิภาพในการรักษาโรคติดเชื้อทั้ งในคน และใน
สัตว์ทดลองดีกว่ายาปฏิชีวนะ (Kochetkova and et al., 1989; Sulakvelidze and Morris, 2001; 
Inal, 2003) ข้อดีของแบคเทอริโอเฟจในการรักษาโรคติดเชื้อเมื่อเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะมีอยู่
หลายประการ (ตารางที่ 2.8) (Sulakvelidze and Morris, 2001) ได้แก่ (1) แบคเทอริโอเฟจมี
ความจ าเพาะ (highly specific) ต่อโฮสต์ (2) แบคเทอริโอเฟจเพ่ิมจ านวนได้เองเมื่อได้เจอกับ
แบคทีเรียที่เป็นโฮสต์ (self replication in the bacterial host) ดังนั้นหากแบคทีเรียที่เป็นโฮสต์ยัง
ไม่หมดไป แบคเทอริโอเฟจก็จะเพ่ิมจ านวนไปเรื่อย ๆ และท าลายโฮสต์ให้ลดจ านวนลงเรื่อย ๆ จนกว่า
โฮสต์จะหมด หรือเหลือน้อยลงจนไม่เพียงพอที่จะก่อโรคได้ เปรียบเหมือนการให้ยาเพียงครั้งเดียว แต่
สามารถก าจัดเชื้อแบคทีเรียก่อโรคให้หมดได้โดยไม่ต้องให้ซ้ าอีก (3) แบคเทอริโอเฟจไม่มีผลข้างเคียง 
(no side effect) ในการใช้รักษาโรคในคนและสัตว์ (4) ไม่มีปัญหาเรื่องการดื้อต่อแบคเทอริโอเฟจของ
แบคทีเรีย (phage-resistant bacteria) อีกท้ังยังพบว่า หากแบคทีเรียเกิดการเปลี่ยนแปลง receptor 
site ส าหรับแบคเทอริโอเฟจ ก็ยังสามารถหาแบคเทอริโอเฟจตัวใหม่ที่มี attachment site ที่จับกับ 
receptor site ใหม่นั้นได้ นอกจากนี้ยังพบว่าหากแบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลง receptor site ส าหรับ
แบคเทอริโอเฟจ มักมีผลท าให้ความสามารถในการก่อโรค (virulence) ของแบคทีเรียนั้นลดลงอีกด้วย 
(5) การค้นหา แบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ phage-resistant bacteria ท าได้ง่ายและใช้เวลาน้อย
กว่าการพัฒนายาปฏิชีวนะเพ่ือใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียชนิด  antibiotics-resistant 
bacteria 
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ตารางท่ี 2.7 ตัวอย่างโรคติดเชื้อและการรักษาด้วย phage therapy ในคน 
 

Infections Etiologic agents References 
Bacillary dysentery Shigella Babalova and et al., 1968 
Infections of skin and nasal 
mucosa 

K. ozaene, K. 
rhinoscleromatis, and K. 
pneumoniae 

Bogovazova, Voroshilova 
and Bondarenko, 1991 

Lung and pleural infections Staphylococcus, 
Streptococcus,  
E. coli and Proteus 

Ioseliani and et al., 1980 

Postoperative wound infections in 
cancer patients 

Staphylococcus and 
Pseudomonas 

Kochetkova and et al., 
1989 

Recurrent subphrenic abscess E. coli Kwarcinski and et al., 
1994 

Intestinal dysbacteriosis E. coli and Proteus Litvinova, Chtetsova and 
Kavtreva, 1978 

Bacillary dysentery and 
salmonellosis 

Shigella and Salmonella Miliutina and 
Vorotyntseva, 1993 

Inflammatory urologic disease Staphylococcus, E. coli and 
Proteus 

Perepanova and et al., 
1995 

Recurrent subphrenic abscess E. coli Kwarcinski and et al., 
1994 

Intestinal dysbacteriosis E. coli and Proteus Litvinova, Chtetsova and 
Kavtreva, 1978 

Bacillary dysentery and 
salmonellosis 

Shigella and Salmonella Miliutina and 
Vorotyntseva, 1993 

Inflammatory urologic disease Staphylococcus, E. coli and 
Proteus 

Perepanova and et al., 
1995 

Gastrointestinal tract, skin, head 
and neck infections 

Staphylococcus, 
Pseudomonas, E. coli, 
Klebsiella and Salmonella 

Slopek and et al., 1983 

Cerobrospinal meningitis K. pneumoniae Stroj. and et al., 1999 
Suppurative infections Staphylococcus and various 

gram-negative bacteria 
Weber-Dabrowska, 
Dabrowski and Slopek, 
1987 
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ตารางท่ี 2.7 ตัวอย่างโรคติดเชื้อและการรักษาด้วย phage therapy ในคน (ต่อ) 
 

Infections Etiologic agents References 
Chronic otitis antibiotic-resistant 

Pseudomonas aeruginosa 
Wright and et al., 2009 

Cancer patients with bacterial 
infections 

S. aureus, P. aeruginosa,  
K. pneumoniae, K. oxytoca, 
E. coli 

Weber-Dabrowska, 
Mulczyk and Górski, 
2001 

MRSA infections Methicillin-resistant S. aureus 
(MRSA) 

Mann, 2008 

Infections caused by antibiotic-
resistant staphylococci 

Staphylococcus O'Flaherty and et al., 
2005 

Infections in burn wound patients P. aeruginosa and S. aureus Merabishvili and et al., 
2009 

Burn wound infection and otitis 
externa  

P. aeruginosa Marza, and et al., 2006 

 
ตารางท่ี 2.8 เปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของการรักษาโรคติดเชื้อด้วยแบคเทอริโอเฟจกับยา 
 ปฏิชีวนะ 
 

Bacteriophages Antibiotics 
1.  มีความจ าเพาะสูง (highly specific) ต่อแบคทีเรยี
เป้าหมาย (target bacteria) 

1.  มีฤทธ์ิท าลายแบคทีเรียแบบไมจ่ าเพาะ (non-
specific) สามารถท าลายได้ทั้งแบคทีเรียก่อโรค 
(pathogenic bacteria) และแบคทีเรียประจ าถิ่น 
(normal flora) 

2.  สามารถเพิ่มจ านวนได้ตรงต าแหน่งที่มีการติดเชื้อ 
จึงท าให้มีความเข้มข้นมากพอท่ีจะฆ่าเชื้อก่อโรคตรง
ต าแหน่งท่ีมีการตดิเช้ือ 

2.  ถูกก าจัดโดยกระบวนการเมตาบอลิสมของร่างกาย 
ท าให้ความเข้มข้นท่ีเหลืออยู่ในร่างกายไม่เพียงพอต่อ
การฆ่าเชื้อก่อโรคตรงต าแหน่งท่ีมกีารติดเชื้อ 

3.  ไม่มีผลข้างเคียง (non-side effect) 3.  มีผลข้างเคียง (side effect) ที่รุนแรงหลายอย่าง 
หรือบางครั้งท าให้เกิดการแพ้ (allergy) 

4.  การดื้อต่อแบคเทอริโอเฟจของแบคทีเรีย 
จะจ ากัดอยู่แค่แบคทีเรียเป้าหมายเท่านั้น 

4.  การดื้อต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียไม่จ ากัดอยู่แค่
แบคทีเรียเปา้หมายเพราะฤทธ์ิของยาปฏิชีวนะเป็น
แบบ broad-spectrum activity 
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ตารางท่ี 2.8 เปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของการรักษาโรคติดเชื้อด้วยแบคเทอริโอเฟจกับยา 
 ปฏิชีวนะ (ต่อ) 
 

Bacteriophages Antibiotics 
5.  การค้นหาเบคเทอรโิอเฟจชนิดใหม่ เพ่ือใช้ท าลาย
แบคทีเรียที่ดื้อต่อแบคเทอริโอเฟจ (phage-resistant 
bacteria) ใช้เวลาค่อนข้างน้อย อาจเพียงไม่กี่วันหรือ
ไม่กี่สัปดาห ์

5.  การพัฒนาหรือคิดค้นยาปฏิชีวนะชนิดใหม่เพื่อใช้
ท าลายแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ(antibiotic-
resistant bacteria) ต้องใช้เวลานาน บางครั้งต้องใช้
เวลาหลายปี หรือกว่า 10 ปี 

 

ที่มา: ปาริชาติ พุ่มขจร (2552) 
 

การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจเพ่ือประโยชน์ด้านการรักษามีหลายรูปแบบ เช่น (1) การ
ใช้ lytic phage ในการท าลายแบคทีเรียโดยตรง (2) การใช้เอนไซม์ที่สร้างจากแบคเทอริโอเฟจ เช่น 
endolysin ในการท าลายแบคทีเรีย (3) การใช้แบคเทอริโอเฟจยับยั้งการสร้าง biofilm ของแบคทีเรีย 
ซึ่งเป็นโครงสร้างที่ส าคัญต่อการก่อโรคของแบคทีเรีย และ (4) การใช้แบคเทอริโอเฟจน ายีนที่ท าให้
แบคทีเรียดื้อยากลายเป็นแบคทีเรียที่ไวต่อยาปฏิชีวนะเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียที่เคยเพ่ือท าให้แบคทีเรีย
ดื้อยาถูกท าลายได้ด้วยยาปฏิชีวนะ  
 

 
 

ภาพที ่2.21  รูปแบบต่าง ๆ ของการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอเฟจเพื่อประโยชน์ด้านการรักษา 
                    ที่มา: อภิญญา นามสาย (2560) 
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2.2.5  การใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะในการยับย้ังเชื้อแบคทีเรียก่อโรค 
การรักษาโรคด้วยแบคเทอริโอเฟจ และการรักษาโรคด้วยยาปฏิชีวนะมีข้อดีและข้อเสีย

แตกต่างกัน ตัวอย่างเช่น การที่แบคเทอริโอเฟจมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรียเป้าหมายสูงท าให้การ
รักษาโรคด้วยแบคเทอริโอเฟจมีทั้งข้อดี และข้อเสีย โดยข้อดีคือ มีผลข้างเคียงน้อย เนื่องจาก                    
แบคเทอริโอเฟจจะท าลายเฉพาะแบคทีเรียเป้าหมาย โดยไม่มีผลต่อแบคทีเรียอ่ืน แต่ก็มีข้อเสียคือมี
ข้อจ ากัดในการใช้มาก เนื่องจากแบคทีเรียก่อโรคชนิดหนึ่ง  ๆ อาจมีหลายสายพันธุ์ บางครั้งการใช้                    
แบคเทอริโอเฟจเพียงชนิดเดียวก็ไม่สามารถท าลายแบคทีเรียก่อโรคได้ทุกสายพันธุ์  ส่วนข้อดีของการ
ใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาโรค คือ สามารถท าลายแบคทีเรียได้หลายชนิด และหลายสายพันธุ์ ซึ่งข้อดี
ดังกล่าวบางครั้งถ้าใช้ไม่ถูกต้อง เช่น ใช้ในปริมาณที่มากเกินไป หรือใช้เป็นเวลานานเกินไปก็จะท าให้
เกิดผลข้างเคียงจากการที่ยาปฏิชีวนะไปท าลายแบคทีเรียที่มีประโยชน์ในร่างกาย นอกจากนี้การใช้                     
ยาปฏิชีวนะยังก่อให้เกิดการดื้อยาของแบคทีเรียได้  ซึ่งจากข้อดีและข้อเสียของการรักษาโรคด้วย                                 
แบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะท าให้มีแนวคิดในการน าแบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะมาใช้ร่วมกัน
ในการรักษาโรคเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาโรค เนื่องจากโอกาสที่จะพบเชื้อแบคทีเรียที่สามารถ
ดื้อได้ทั้งแบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะมีน้อย และอีกทั้งวิธีดังกล่าวยังสามารถช่วยลดปริมาณของ                     
แบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้                 
แบคเทอริโอเฟจหรือยาปฏิชีวนะเพียงอย่างเดียว 

รายงานการวิจัยเกี่ยวกับการน าแบคเทอริโอเฟจ และยาปฏิชีวนะมาใช้ร่วมกันในการใช้
ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค หรือที่เรียกว่า phage-antibiotic synergy เริ่มมีขึ้นหลัง ค.ศ. 2000 โดย
นักวิทยาศาสตร์ส่วนใหญ่มักใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะชนิดต่าง ๆ ในการยับยั้งแบคทีเรีย
ก่อโรคหลากหลายชนิด โดยการสังเกตจากประสิทธิภาพในการท าลายแบคทีเรีย หรือประสิทธิภาพใน
การลดจ านวนแบคทีเรียในไบโอฟิล์ม เมื่อเทียบกับการใช้แบคเทอริโอเฟจหรือยาปฏิชีวนะเพียงอย่าง
เดียว ตัวอย่างงานวิจัยที่น่าสนใจที่เกี่ยวข้องกับการน าแบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะมาใช้ร่วมกันใน
การยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค เช่น  

งานวิจัยของ Hagens and et al. (2006) ซึ่งท าการทดลองโดยใช้ gentamicin ร่วมกับ 
bacteriophage ในการท าลาย Pseudomonas aeruginosa จากการศึกษาในหลอดทดลอง ( in 
vitro) พบว่า P. aeruginosa strain O1 และ K มีความไวต่อ gentamicin มากขึ้น หากเชื้อแบคทีเรีย
ดังกล่าวถูกบุกรุกด้วย bacteriophage Pf3 และ Pf1 ก่อน นอกจากนี้เมื่อท าการศึกษาในหนู ( in 
vivo) พบว่า หนูทดลองที่ติดเชื้อ P. aeruginosa strain K ในระดับที่ไม่สามารถรักษาได้ด้วย 
bacteriophage strain K หรือ gentamicin เพียงอย่างเดียว สามารถรักษาได้โดยใช้ bacteriophage 
Pf1 และ gentamicin ร่วมกัน 
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งานวิจัยของ Bedi and et al. (2009) ซึ่งท าการทดลองโดยใช้ amoxcillin ร่วมกับ 
bacteriophage ในการยับยั้ งการสร้ าง  biofilm ของ Klebsiella pneumoniae B5055 จาก
การศึกษาพบว่ าความเข้มข้นที่ น้ อยที่ สุ ด  ( minimal inhibitory concentration:  MIC)  ของ 
amoxicillin ที่สามารถยับยั้งการสร้าง biofilm ของ K. pneumoniae B5055 คือ 256 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร เมื่อใช้  amoxicillin เพียงอย่างเดียว อย่างไรก็ตาม เมื่อใช้  amoxicillin ร่วมกับ 
bacteriophage พบว่าความเข้มข้นของ amoxicillin ที่ต้องใช้ในการยับยั้งการสร้าง biofilm ของ  
K. pneumoniae B5055 มีค่าน้อยกว่า 256 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

งานวิจัยของ Nouraldin and et al. (2016) ซึ่งท าการทดลองโดยใช้ amikacin ร่วมกับ 
bacteriophage ในการยับยั้งการสร้าง biofilm ของ Pseudomonas aeruginosa จากการศึกษา
พบว่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุด (minimal inhibitory concentration:  MIC)  ของ amikacin ที่
สามารถยับยั้งการสร้าง biofilm ของ P. aeruginosa คือ 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อใช้ amikacin 
เพียงอย่างเดียว อย่างไรก็ตาม เมื่อใช้ amikacin ร่วมกับ bacteriophage พบว่าความเข้มข้นของ 
amikacin ที่ต้องใช้ในการยับยั้งการสร้าง biofilm ของ P. aeruginosa คือ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
2.3  ยาปฏิชีวนะ 

ยาต้านจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีกลไกออกฤทธิ์ (mechanism of action) ในการยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ที่แตกต่างกัน แบ่งเป็น 5 กลไก ดังนี้ (ภาพที่ 2.22) 

2.3.1  กลไกการยับยั้งการสร้างผนังเซลล ์(inhibition of cell wall synthesis) 
ยาต้านจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่มักจะยับยั้งการสร้าง peptidoglycan ซึ่งเป็นส่วนประกอบที่ส าคัญ
ของผนังเซลล์ของแบคทีเรีย เมื่อแบคทีเรียไม่สามารถสร้าง peptidoglycan ได้จะส่งผลให้ผนังเซลล์
ของแบคทีเรียอ่อนแอและท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกสลายไปในที่สุด ตัวอย่างยาต้านจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ 
เช่น bacitracin vancomycin ampicillin และ cephalosporins  

ยาต้านจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้มักจะยับยั้งได้เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกเท่านั้น ทั้งนี้เนื่องจาก
แบคทีเรียแกรมลบจะมีชั้นของ lipopolysaccharide ล้อมรอบ peptidoglycan (ภาพที่ 2.23) จึงท า
ให้ยาต้านจุลินทรีย์ไม่สามารถผ่านเข้าสู่บริเวณที่มีการสร้าง peptidoglycan ได้ อย่างไรก็ตามยาต้าน
จุลินทรีย์บางชนิดในกลุ่มนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดได้ เช่น bacitracin ไม่สามารถ
ยับยั้ง Neisseria spp.  
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ภาพที่ 2.22  กลไกการออกฤทธิ์ของยาต้านจุลินทรีย์ 
                                           ที่มา:  Study Blue (2019: Web-Site) 
 

 
 

ภาพที่ 2.23  ผนังเซลล์ของแบคทีเรีย 
                                      ที่มา: The Study Hub (2019: Web-Site) 
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ภาพที่ 2.24  การยับยั้งการสร้างโปรตีนโดยยาต้านจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ 
                                ที่มา:   Antibiotics LVSM (2019: Web-Site) 

 
2.3.2  กลไกการยับยั้งการสร้างโปรตีน (inhibition of protein synthesis) 

ยาต้านจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้มักไปมีผลท าให้กระบวนการสร้างโปรตีน (translation) ของ
แบคทีเรียผิดปกติไป จนท าให้แบคทีเรียไม่สามารถสร้างโปรตีนได้ ซึ่งส่งผลให้แบคทีเรียไม่สามารถ
ด ารงชีวิตได้  ตัวอย่างของยาต้านจุลินทรีย์ ในกลุ่มนี้  เช่น chloramphenicol, erythromycin 
tetracycline และ streptomycin (ภาพที่ 2.24) ยาต้านจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นยาต้าน
จุลินทรีย์ที่มี broad spectrum of antimicrobial activity ยกเว้น erythromycin ทั้งนี้เนื่องจาก 
erythromycin ไม่สามารถผ่านผนังแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดได้ ดังนั้นยาชนิดนี้จึงยับยั้งการเจริญ 
ได้เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด เช่น Broadetella pertussis 
Campylobacter spp. Chlamydia spp. Helicobacter spp. และ Legionella spp. ยาต้านจุลินทรีย์
แต่ละชนิดในกลุ่มนี้มีวิธีการยับยั้งการสร้างโปรตีนที่แตกต่างกันดังนี้  

chloramphenicol สามารถยับยั้งการสร้างโปรตีนได้โดยไปจับกับ 50S subunit (large 
subunit) ของ prokaryotic ribosome (70S ribosome) แล้วท าให้ไม่มีการสร้างพันธะ peptide  

erythromycin สามารถยับยั้งการสร้างโปรตีนได้โดยการจับกับ 50S subunit (large 
subunit) ของ prokaryotic ribosome แล้วท าให้ ribosome ไม่สามารถเคลื่อนที่ไปบน mRNA  

tetracycline สามารถยับยั้งการสร้างโปรตีนได้โดยไปรบกวนการจับกันระหว่าง codon 
ที่อยู่บน mRNA กับ anticodon ที่อยู่บน tRNA 
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streptomycin สามารถยับยั้งการสร้างโปรตีนได้โดยไปเปลี่ยนรูปร่าง 30S subunit 
(small subunit) ของ prokaryotic ribosome ซึ่งจะมีผลท าให้เกิดความผิดพลาดในการถอดรหัส
พันธุกรรม (genetic code) เช่น ถอดรหัส codon ส าหรับกรดอะมิโนเป็น stop codon ซึ่งส่งผลให้
กระบวนการโปรตีนหยุดลง 

2.3.3  กลไกการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ (injury to the plasma membrane) 
ยาต้านจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ท าให้ความสามารถของเยื่อหุ้มเซลล์ในการยอมให้สารผ่านเข้า

ออกจากเซลล์แบคทีเรีย (membrane permeability) ผิดปกติไป ซึ่งจะส่งผลให้แบคทีเรียสูญเสียสาร
ต่าง ๆ ที่ส าคัญออกจากเซลล์ และเซลล์ตายในที่สุด  

2.3.4  กลไกการยับยั้งการสร้าง nucleic acid และกระบวนการ transcription (inhibition 
of nucleic acid replication and transcription)  

ยาต้านจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้จะไปยับยั้งการสร้าง DNA และ RNA ของจุลินทรีย์ยาต้าน
จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ ได้แก่ DNA gyrase และ rifampin ซึ่งจะไปยับยั้งการสร้าง RNA โดยการไปยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ RNA polymerase เป็นต้น  

2.3.5  กลไกการยับยั้งการสร้าง metabolite ที่จ าเป็น ( inhibition of synthesis of 
essential metabolite)  

โดยปกติปฏิกิริยาที่ถูกเร่งโดยเอนไซม์จะสามารถถูกยับยั้งได้โดยสารที่ โครงสร้างคล้ายกับ 
substrade ของเอนไซม์ ซึ่งสารดังกล่าวเรียกว่า antimetabolite หรือ competitive inhibitor ยา
ต้านจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติเป็น competitive inhibitor ได้แก่ sulfanilamide (ยาชนิดหนึ่งในกลุ่ม 
sulfanilamides) ยาต้านจุลินทรีย์ชนิดนี้มีโครงสร้างคล้ายกับ para-aminobenzoic acid: PABA 
(ภาพท่ี 2.25) ซึ่งเป็น substrate ของปฏิกิริยาการสร้าง folic acid จะไปท ากิริยากับ sulfanilamide 
แทนการท าปฏิกิริยากับ PABA จุลินทรีย์จึงไม่สามารถสร้าง folic acid และส่งผลให้จุลินทรีย์ 
ไม่สามารถสร้าง purines  pyrimidines และกรดอะมิโนหลายชนิด 
 

 
 

ภาพที่ 2.25  โครงสร้างของ sulfanilamide และ para-aminobenzoic acid: PABA 
                      ที่มา: The Study Hub (2019: Web-Site) 
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บทที่ 3 
    วิธีด ำเนินกำรวิจัย  
 
3.1  จุลินทรีย์และอำหำรเลี้ยงเชื้อ 

การศึกษานี้ใช้ Shigella dysenteriae DMST15111 เป็นโฮสต์เซลล์ (host cell) เพ่ือตรวจหา
แบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะ การเพาะเลี้ยง S. dysenteriae ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth หรือ BHI 
agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง การเก็บรักษาแบคทีเรียเก็บที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth ซึ่งมี glycerol เป็นส่วนประกอบอยู่ 15% (v/v) 
 
3.2  ยำปฏิชีวนะ  

ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในการศึกษานี้คือ ampicillin การเตรียม stock solution ของ ampicillin ท า
โดยใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อเป็นตัวท าละลาย โดยให้มีความเข้มข้นของ stock solution เท่ากับ 10 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร เก็บ stock solution ของ ampicillin ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
3.3  กำรแยกแบคเทอริโอเฟจที่มีควำมสำมำรถในกำรท ำลำย S. dysenteriae จำกน้ ำเสีย 

น าน้ าตัวอย่างที่ ใช้ส าหรับแยกแบคเทอริโอเฟจซึ่งเป็นน้ าที่ เก็บจากบ่อบ าบัดน้ าเสียขอ
โรงพยาบาลประชารักษ์เวชการ จังหวัดศรีสะเกษ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
3,500 รอบต่อนาที  เป็นเวลา  5 นาที  จากนั้นน้ าส่วนใส ( supernatant)  มากรองด้วย  filter 
membrane ที่มีขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าส่วนที่ได้จากการกรอง (filtrate 1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ใส่ลงไปใน double strength BHI ที่มีปริมาตร 5 มิลลิลิตร พร้อมกับเติม S. dysenteriae (host 
cell) อายุ 18-24 ชั่วโมง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นท าการผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex 
mixer แล้วน าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดจึงน าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา  5 นาที น าส่วนใส (supernatant) มากรองด้วย filter 
membrane ที่มีขนาด 0.45 ไมโครเมตร แล้วจึงเก็บของเหลวที่ผ่านการกรอง (phage filtrate 2) ไป
ใช้ในการตรวจหาแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. dysenteriae โดยวิธี spot test ต่อไป 
 
3.4  กำรตรวจหำแบคเทอริโอเฟจที่จ ำเพำะต่อ S. dysenteriae โดยวิธี spot test  

น า S. dysenteriae อายุ 18-24 ชั่วโมง ป้ายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar โดยใช้ไม้พันส าลี 
(swab) จากนั้นน า phage filtrate 2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI 
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agar ที่มีการป้ายเชื้อ S. dysenteriae ไว้ น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
หากมีแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. dysenteriae จะปรากฏโซนใส (inhibition zone) ตรงบริเวณ
ที่หยด filtrate 2 
 
3.5  กำรแยกแบคเทอริโอเฟจ และกำรเตรียม bacteriophage suspension 

น า filtrate 2 มาท าการเจือจางทีละ 10 เท่า (ten fold dilution) จากนั้นน า filtrate 2 แต่ละ
ระดับความเจือจาง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI soft agar (0.4% agar) 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (ที่ผ่านการหลอม แล้วทิ้งไว้จนมีอุณหภูมิประมาน 60 องศาเซลเซียส) พร้อมกับ
เติมแบคทีเรีย S. dysenteriae อายุ 18-24 ชั่วโมง ลงไป 100 ไมโครลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่อง vortex mixer แล้วเททับบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar ทิ้งไว้ให้ soft agar แข็งตัว แล้ว
จึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จะปรากฏ plaque ให้เห็นบนจาน
เพาะเลี้ยง เลือก plaque ที่อยู่เดี่ยว ๆ (single plaque) มา 1 plaque โดยใช้ปลาย pipette tip เขี่ย 
plaque ดังกล่าวมาจุ่มลงในอาหารเลี้ ยง เชื้ อ  BHI broth ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติม S. 
dysenteriae อายุ 18-24  ชั่วโมง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และน ามาผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI 
soft agar ปริมาตร 4 มิลลิลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer แล้วเททับบนผิวหน้า
อาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar ทิ้งไว้ให้ soft agar แข็งตัว แล้วจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง เลือก plaque ที่อยู่เดี่ยว ๆ มา 1 plaque ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งมี S. dysenteriae เจริญอยู่และมีความขุ่น (OD ที่ 600  นาโนเมตร) เท่ากับ 
0.3 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใส (supernatant) มากรองผ่านแผ่นกรอง (filter) ที่มีขนาดของรู
พรุน (pore size) เท่ากับ 0.45 ไมโครเมตร ของเหลวที่ได้ในขั้นตอนนี้เรียกว่า bacteriophage 
suspension การเก็บรักษา bacteriophage suspension ท าได้โดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
3.6  กำรหำควำมเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ  

การหาความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ ซึ่งรายงานเป็นค่า plaque-forming unit/ml 
(PFU/ml) โดยวิธี plaque assay มีวิธีการดังนี้ น า bacteriophage suspension ที่ต้องการหาความ
เข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจมาท าการเจือจางทีละ 10 เท่า (ten fold dilution) ในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 
(sterile distilled water) จากนั้นน าตัวอย่างที่ระดับความเจือจางต่าง ๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่
ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI soft agar ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เติม S. dysenteriae อายุ 18-24 ชั่วโมง 
ผสมให้เข้ากันแล้วเททับลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 18-24  ชั่วโมง จากนั้นท าการนับจ านวน plaque ที่ปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (เลือกนับ
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จากจานเพาะเลี้ยงที่มี plaque อยู่ในช่วง 30-300 อัน) น าจ านวน plaque ที่นับได้ไปค านวณค่าความ
เข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ (PFU/ml) โดยใช้สูตรการค านวณดังนี้ 
ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ (PFU/ml) = จ านวน plaque x 10 x ระดับความเจือจาง 

ตัวอย่างการค านวณค่าความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจในหน่วย PFU/ml เช่น ถ้าในการทดลอง
หาค่าความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ นับจ านวน plaque ได้ 150 อัน ที่ระดับความเจือจาง 1:104 
แสดงว่าความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจมีค่าเท่ากับ 150 x 10 x 104 = 1.5 x 107 PFU/ml 
 
3.7  กำรทดสอบควำมสำมำรถของแบคเทอริโอเฟจในกำรยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนๆ  

น าแบคทีเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ ที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ Bacillus cereus ATCC11778  Escherichi 
coli ATCC25922 Klebsiella pneumoniae ATCC27736 Proteus mirabilis ATCC12453 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Salmonella typhi ATCC19430 Shigella boydii 
DMST28180 Shigella dysenteriae DMST15111 Shigella flexneri DMST4423 Shigella 
sonnei DMST561 Staphylococcus aureus ATCC25923 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth 
แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนด น ามาท าการ
ทดสอบความจ าเพาะระหว่างแบคทีเรียกับแบคเทอริโอเฟจโดยวิธี  spot test โดยการน าแบคทีเรีย 
สายพันธุ์ต่าง ๆ อายุ 18-24 ชั่วโมง มาป้ายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI agar จากนั้นหยด bacteriophage 
suspension ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI บริเวณกลางจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง หากแบคเทอริโอเฟจสามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียดังกล่าวข้างต้นได้ จะเกิดโซนใส (inhibition zone) ตรงบริเวณท่ีหยด bacteriophage 
suspension 
 
3.8  กำรศึกษำสำรพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ  

น า bacteriophage suspension มาสกัดเอาสารพันธุกรรมด้วยชุดสกัด GF-1 viral nucleic 
acid extraction kit (GF-1 viral nucleic acid extraction kit) ตามวิธีการที่ระบุไว้โดยบริษัทผู้ผลิต 
จากนั้นน าสารพันธุกรรมที่ได้มาตัดด้วย PstI แล้วไปน าไปตรวจสอบผลการตัดด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis โ ดย ใช้  1% agarose gel และ ใช้  VC- lambda/HindIII marker (GF-1 viral 
nucleic acid extraction kit) เป็น DNA marker  
 
3.9  กำรศึกษำรูปร่ำงของแบคเทอริโอเฟจด้วย transmission electron microscope  

การศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจด้วย transmission electron microscope ท าโดยน า 
bacteriophage suspension 1 หยด (ประมาณ 10 ไมโครลิตร) หยดลงบน grid ที่ฉาบด้วยคาร์บอน 
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(carbon-coated grid) ทิ้งไว้ 3 นาที แล้วย้อมด้วย 1% (w/v) uranyl acetate (pH 4.0) ทิ้งไว้ 10 
วินาที จากนั้นน าไปศึกษาด้วย transmission electron microscope ขนาดของแบคเทอริโอเฟจเป็น
ค่าเฉลี่ยที่ได้จากการวัดขนาดของแบคเทอริโอเฟจ 5 ตัว  

ข้อมูลเกี่ยวกับรูปร่างและสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจที่ได้จากการทดลองนี้จะถูกน าไปใช้
จ าแนกชนิดของแบคเทอริโอเฟจโดยอาศัยเกณฑ์ (criteria) ที่ก าหนดโดย International Committee 
of Taxonomy of Viruses: ICTV 
 
3.10  กำรหำค่ำ minimal inhibitory concentration: MIC ของแบคเทอริโอเฟจในกำรยับยั้ง  
        S. dysenteriae  

การหาค่า minimal inhibitory concentration: MIC ของแบคเทอริโอเฟจในการยับยั้ง                       
S. dysenteriae ท าโดยน า bacteriophage suspension ที่มีความเข้มข้น 108 PFU/ml มาเจือจาง
ด้ วยน้ ากลั่ นปลอดเชื้ อ เ พ่ือให้มีความเจื อจางลดลงทีละ 10 เท่ า  ( tenfold dilution)  โดย 
แบคเทอริโอเฟจที่ได้จะมีความเข้มข้นดังนี้ 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 10 และ 1 PFU/ml 
จากนั้นน าแบคเทอริโอเฟจแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไปหยดลงบนจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ BHI agar ที่มีการป้าย (swab) culture ของ S. dysenteriae ที่มีอายุ 18-24 ชั่วโมงจนทั่ว 
ทั้งจานอาหารเลี้ยงเชื้อ น าอาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าวไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
18-24 ชั่วโมง สังเกตโซนใส (inhibition zone) ตรงบริเวณท่ีหยดแบคเทอริโอเฟจ แล้วน ามาวิเคราะห์
หาค่า MIC ของแบคเทอริโอเฟจในการยับยั้ง S. dysenteriae 
 
3.11  กำรหำค่ำ minimal inhibitory concentration ของ ampicillin ในกำรยับยั้ง  
        S. dysenteriae  

กา รห าค่ า  minimal inhibitory concentration:  MIC ขอ ง  ampicillin ใ นก า ร ยั บ ยั้ ง               
S. dysenteriae ท าโดยน า ampicillin ที่มีความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร มาเจือจาง
ด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อเพ่ือให้มีความเจือจางลดลงทีละ 2 เท่า (two fold dilution) โดย ampicillin ที่
ได้จะมีความเข้มข้นดังนี้ 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 และ 7.815 ไมโครกรัมต่อ
ไมโครลิตร จากนั้นน า ampicillin แต่ละความเข้มข้นปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไปหยดลงบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ BHI agar ที่มีการป้าย (swab) culture ของ S. dysenteriae ที่มีอายุ 18-24 ชั่วโมงจนทั่ว
ทั้งจานอาหารเลี้ยงเชื้อ น าอาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าวไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
18-24 ชั่วโมง สังเกตโซนใส (inhibition zone) ตรงบริเวณที่หยด ampicillin แล้วน ามาวิเคราะห์หา
ค่า MIC ของ ampicillin ในการยับยั้ง S. dysenteriae 
 



47 

3.12  กำรหำค่ำ minimal inhibitory concentration ในกำรยับยั้ง S. dysenteriae  
        เมื่อใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับ ampicillin 

การหาค่า MIC ในการยับยั้ง S. dysenteriae เมื่อใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับ ampicillin ท า
โดยน า bacteriophage suspension มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อให้มีความเข้มข้นลดลง 10 เท่า 
คือ MIC, MIC/10, MIC/100 และน า ampicillin มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อให้มีความเข้มข้น
ลดลง 2 เท่า คือ MIC, MIC/2, MIC/4 จากนั้นน าแบคเทอริโอเฟจ และ ampicillin มาผสมกันให้มี
ความเข้มข้นสุดท้ายดังแสดงในตารางที่ 3.1 น าส่วนผสมแต่ละอันไปหยดลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
BHI agar ที่มีการป้าย (swab) culture ของ S. dysenteriae ที่มีอายุ 18-24 ชั่วโมง จนทั่วทั้งจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ น าอาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าวไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
สังเกตโซนใส (inhibition zone) ตรงบริเวณที่หยดส่วนผสมของแบคเทอริโอเฟจ และ ampicillin 
แล้วน ามาวิเคราะห์หาค่า MIC ของแบคเทอริโอเฟจ และ ampicillin ในการยับยั้ง S. dysenteriae 
 
ตำรำงท่ี 3.1  ปริมำตรของแบคเทอริโอเฟจ และ ampicillin (ในหน่วยไมโครลิตร) ที่ใช้ในกำร  
                 ยับยั้ง S. dysenteriae 
 

ปริมำตรของ 
ampicillin 

ปริมำตรของแบคเทอริโอเฟจ 
No phage MIC/100 MIC/10 MIC 

No ampicillin 10/10 10/10 10/10 10/10 
MIC/4 10/10 10/10 10/10 10/10 
MIC/2 10/10 10/10 10/10 10/10 
MIC 10/10 10/10 10/10 10/10 

 

หมำยเหตุ: ตัวเลขหน้าเครื่องหมาย / เป็นปริมาตรของ ampicillin (ไมโครลิตร) ส่วนตัวเลขหลัง
เครื่องหมาย / เป็นปริมาตรของแบคเทอริโอเฟจ (ไมโครลิตร) ในกรณีของ no phage 
และ no ampicillin ให้ใช้น้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนแบคเทอริโอเฟจ และ ampicillin แทน 
ตามล าดับ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1  การตรวจหาและแยกแบคเทอริโอเฟจที่มีความสามารถในการท าลาย S. dysenteriae จาก 
      น  าเสีย 

จากการแยกแบคเทอริโอเฟจที่มีความสามารถในการท าลาย S. dysenteriae จากตัวอย่างน  า
การทดลองนี ได้ใช้น  าเสียที่เก็บจากบ่อบ าบัดน  าเสียของโรงพยาบาลประชารักษ์เวชการ จังหวัดศรีสะเกษ
จ านวน 1 ตัวอย่าง มาใช้เป็นน  าตัวอย่างส าหรับการแยกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. dysenteria
โดยเมื่อน า filtrate 2 ที่เตรียมได้จากน  าตัวอย่างดังกล่าวไปทดสอบความสามารถในการยับยั งการ
เจริญของ S. dysenteriae โดยวิธี spot test พบว่า filtrate 2 สามารถยับยั ง การเจริญของแบคทีเรีย
ดังกล่าวได้ โดยสังเกตได้จากมี inhibition zone เกิดขึ นตรงต าแหน่งที่มีการหยด filtrate 2 ลงบน
จานอาหารเลี ยงเชื อที่มีการป้ายเชื อ S. dysenteriae ไว้ทั่วผิวหน้าของอาหารเลี ยงเชื อ (ภาพที่ 4.1) 

ผลการทดลองนี แสดงให้เห็นว่าใน filtrate 2 ที่เตรียมได้จากน  าเสียที่เก็บจากบ่อบ าบัดน  าเสียจาก
โรงพยาบาลประชารักษ์เวชการ จังหวัดศรีสะเกษ น่าจะมีแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. dysenteriae 
และเมื่อน า filtrate 2 มาท า plaque assay ก็พบว่าสามารถท าให้เกิด plaque ขึ นบนอาหารที่มี S. 
dysenteriae เจริญอยู่ (ภาพที่ 4.2) ผลการทดลองนี จึงเป็นการยืนยันว่าใน filtrate 2 มีแบคเทอริโอเฟจ
ที่จ าเพาะต่อ S. dysenteriae และได้ให้ชื่อแบคเทอริโอเฟจนี ว่า bacteriophage SD1 

 

 
 

ภาพที่ 4.1  inhibition zone ทีเ่กิดขึ นตรงต าแหน่งที่มีการหยด filtrate 2 ลงบนจานอาหาร     
เลี ยงเชื อที่มีการป้ายเชื อ S. dysenteriae ทั่วผิวหน้าอาหารเลี ยงเชื อ 
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ภาพที่ 4.2  ลักษณะ plaque ของ bacteriophage SD1 ที่เจริญบนอาหารเลี ยงเชื อที่มี               
               S. dysenteriae เจริญอยู่ 
 
4.2  การหาความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ 

จากการหาความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ ซึ่งรายงานเป็นค่า plaque-forming unit/ml 
(PFU/ml) โดยวิธี plaque assay โดยน าตัวอย่างแบคเทอริโอเฟจมาท าการเจือจางทีละ 10 เท่า (ten 
fold dilution) ในน  ากลั่นปลอดเชื อ (sterile distilled water) พบว่า สามารถนับจ านวน plaque  
ที่ปรากฏบนจานอาหารเลี ยงเชื อได้ 80 plaque ที่การเจือจาง 106 (เลือกนับจากจานเพาะเลี ยงที่มี 
plaque อยู่ในช่วง 30-300 อัน) น าจ านวน plaque ที่นับได้ค านวณค่าความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ 
(PFU/ml) โดยใช้สูตรการค านวณดังนี  
ความเข้มข้นของแบคเทอริโอเฟจ (PFU/ml) = จ านวน plaque x 10 x ระดับความเจือจาง 
                                                      = 80 × 10 × 106 
                                                      = 8 × 108 PFU/ml 
ดังนั นผลการทดลองนี แสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอเฟจมีความเข้มข้นเท่ากับ 8 × 108 PFU/ml 
 
4.3  การทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการยับยั งแบคทีเรียอ่ืน ๆ 

จากการทดสอบความสามารถของ bacteriophage SD1 ในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย
อ่ืน ๆ โดยวิธี spot test พบว่า bacteriophage SD1 สามารถยับยั งการเจริญของ Shigella ทุกชนิด
ที่ใช้ในการทดลองนี  ซึ่งได้แก่ S. boydii DMST28180 S. dysenteriae DMST15111 S. flexneri 
DMST4423 และ S. sonnei DMST561 แต่ไม่สามารถยับยั งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ใช้ใน
การทดลองนี  (ตารางท่ี 4.1) 
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ตารางท่ี 4.1  ความสามารถของ bacteriophage SD1 ในการยับยั งแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น ๆ 
 

Bacteria Inhibitory ability 
Bacillus cereus ATCC11778 - 
Escherichia coli ATCC25922 - 
Klebsiella pneumoniae ATCC27736 - 
Proteus mirabilis ATCC12453 - 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 - 
Salmonella typhi ATCC19430 - 
Shigella boydii DMST28180 + 
Shigella dysenteriae DMST15111 + 
Shigella flexneri DMST4423 + 
Shigella sonnei DMST561 + 
Staphylococcus aureus ATCC25923 - 

 

หมายเหตุ: - = ไม่เกิด inhibitory ability 
 + = เกิด inhibitory ability 
 
4.4  การศึกษาสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ 

จากการศึกษาสารพันธุกรรมของ bacteriophage SD1 โดยการใช้ชุดทดสอบ GF-1 viral nucleic 
acid extraction kit สกัดเอาสารพันธุกรรมของ bacteriophage SD1 ออกมา แล้วน าไปตัดด้วย PstI ซ่ึง
เป็น restriction enzyme ชนิดหนึ่ง เมื่อน าสารพันธุกรรมของ bacteriophage SD1 ที่ตัด และไม่ได้ตัด
ด้วย PstI ไปวิเคราะห์โดยวิธี agarose gel electrophoresis พบว่าสารพันธุกรรมของ bacteriophage 
SD1 สามารถถูกตัดได้ด้วยเอนไซม์ดังกล่าว (ภาพที่ 4.3) 
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ภาพที่ 4.3 agarose gel แสดงผลของการตัด phage DNA ด้วย restriction enzyme: 
 1 = 1 kb DNA ladder (VC-lambda/HindIII), 2 = phage DNA cut with 
 PstI, 3 = uncut phage DNA 
 
4.5  การศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจด้วย transmission electron microscope (TEM) 

จากการศึกษารูปร่างของ bacteriophage SD1 ด้วย transmission electron microscope : 
TEM พบว่า bacteriophage SD1 เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีหาง หรือ tailed bacteriophage โดย
ส่วนหัวมีลักษณะเป็นรูปหลายเหลี่ยม (polyhedral) มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 81.23 ± 6.41 
และส่วนหางมีลักษณะยาว ยืดหดได้ มีขนาดความกว้างประมาณ 26.01 ± 2.73 และความยาว
ประมาณ 157.18 ± 14.24 (ภาพท่ี 4.4) 
 

 
 

ภาพที่ 4.4 รูปร่างของ bacteriophage SD1 ภายใต้กล้อง transmission electron  
 microscope (Bar = 50 nm) 
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4.6  การหาค่า minimal inhibitory concentration ของแบคเทอริโอเฟจในการยับยั ง 
S. dysenteriae 
จากทดลองการหาค่า minimal inhibitory concentration: MIC ของ bacteriophage SD1 

ในการยับยั ง S. dysenteriae โดยน า bacteriophage SD1 ที่มีความเข้มข้น 108 PFU/ml มาเจือ
จางด้วยน  ากลั่นปลอดเชื อให้มีความเจือจางลดลงทีละ 10 เท่า (tenfold dilution) และท า spot test 
โดยน าแต่ละความเข้มข้นหยดลงบนจานอาหารเลี ยงเชื อที่มีการป้ายเชื อ  S. dysenteriae สังเกต
บริเวณ inhibition zone (ภาพที่ 4.5) ตรงบริเวณที่หยด bacteriophage SD1 แล้วน ามาวิเคราะห์
หาค่า MIC ของ bacteriophage SD1 ในการยับยั ง S. dysenteriae พบว่า bacteriophage SD1 
สามารถยับยั ง S. dysenteriae ได้ที่ความเข้มข้น 108, 107, 106, 105, 104 PFU/ml (ตารางที่ 4.2) 
จากผลการทดลองนี ท าให้สามารถสรุปได้ว่า ค่า MIC ของ bacteriophage SD1 ในการยับยั ง  
S. dysenteriae มีค่าเท่ากับ 104 PFU/ml 
 

 
 

ภาพที่ 4.5 inhibition zone ที่เกิดจากการยับยั งการเจริญของ S. dysenteriae 
 โดย bacteriophage SD1 ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ  
 (a = 108, b = 107,c = 106, d = 105 PFU/ml) 
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ตารางท่ี 4.2  ความสามารถของ bacteriophage SD1 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ในการยับยั งการ 
                 เจริญของ S. dysenteriae 
 

ความเข้มข้นของ bacteriophage 
SD1 (PFU/ml) 

ความสามารถในการยับยั ง S. 
dysenteriae  

108 + 
107 + 
106 + 
105 + 
104 + 
103 - 
102 - 
10 - 
1 - 

 

หมายเหตุ: + = มีความสามารถในการยับยั ง S. dysenteriae;  

 - = ไม่มีความสามารถในการยับยั ง S. dysenteriae 

 

4.7  การหาค่า minimal inhibitory concentration ของ ampicillin ในการยับยั ง  
      S. dysenteriae 

จากการทดลองหาค่า minimal inhibitory concentration: MIC ของ ampicillin ในการยับยั ง 
S. dysenteriae โดยน า ampicillin ที่มีความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร มาเจือจางด้วย
น  ากลั่นปลอดเชื อเพ่ือให้มีความเข้มข้นลดลงทีละ 2 เท่า (two fold dilution) คือมีความเข้มข้น
เท่ากับ 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 และ 7.815 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น า 
ampicillin แต่ละความเข้มข้นหยดลงบนจานอาหารเลี ยงที่มีการป้าย S. dysenteriae สังเกตบริเวณ 
inhibition zone (ภาพที่ 4.6) ตรงบริเวณที่หยด ampicillin แล้วน ามาวิเคราะห์หาค่า MIC ของ 
ampicillin ในการยับยั ง S. dysenteriae พบว่า ampicillin สามารถยับยั ง S. dysenteriae ได้ที่
ความเข้มข้น 1000, 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร (ตารางที่ 4.3) จาก
ผลการทดลองนี ท าให้สามารถสรุปได้ว่า ค่า MIC ของ ampicillin ในการยับยั ง S. dysenteriae มีค่า
เท่ากับ 31.25 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
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ภาพที่ 4.6 inhibition zone ที่เกิดจากการยับยั งการเจริญของ S. dysenteriae 
 โดย ampicillin ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ  
 (a = 1000, b = 500, c = 250, d = 125 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) 
 
ตารางท่ี 4.3  ความสามารถของ ampicillin ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ในการยับยั งการเจริญของ 
                 S. dysenteriae 
 

ความเข้มข้นของ ampicillin  
(ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) 

ความสามารถในการยับยั ง  
S. dysenteriae  

1000 + 
500 + 
250 + 
125 + 
62.5 + 
31.25 + 
15.625 - 
7.8125 - 
3.90625 - 

 

หมายเหตุ: + = มีความสามารถในการยับยั ง S. dysenteriae 
  - = ไม่มีความสามารถในการยับยัง S. dysenteriae 
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4.8  การหาค่า minimal inhibitory concentration ในการยับยั ง S. dysenteriae   
      เมื่อใช้แบคเทอริโอเฟจร่วมกับ ampicillin 

จากการน า bacteriophage SD1 และ ampicillin ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ มาทดสอบ
ความสามารถในการยับยั งการเจริญของเชื อ S. dysenteriae โดยวิธี spot test พบว่าเมื่อใช้ 
bacteriophage SD1 หรือ ampicillin เพียงอย่างเดียวต้องใช้ความเข้มข้นเท่ากับ MIC จึงจะสามารถ
ยับยั งการเจริญของเชื อ S. dysenteriae ได้ แต่เมื่อน าbacteriophage SD1 มาใช้ร่วมกับ ampicillin 
พบว่าสามารถใช้ความเข้มข้นของ bacteriophage SD1 และ ampicillin ที่น้อยกว่าค่า MIC ในการ
ยับยั งการเจริญของเชื อ S.  dysenteriae (ตารางที่  4 .4) ผลการทดลองนี แสดงให้ เห็นว่ า 
bacteriophage SD1  และ  ampicillin สามารถ เสริ มฤทธิ์ กั น ในการ  ยั บยั ง การ เจริญของ                     
S. dysenteriae อย่างไรก็ตามการศึกษานี ยังไม่สามารถสรุปได้ว่า การใช้ bacteriophage SD1 
ร่วมกับ ampicillin ในการยับยั งการเจริญของ S. dysenteriae จะช่วยท าให้อัตราการดื อยาปฏิชีวนะ 
และอัตราการดื อ bacteriophage ลดลง 
 
ตารางท่ี 4.4  ความสามารถในการยับยั ง S. dysenteriae เมื่อใช้ bacteriophage  
                 SD1 ร่วมกับ ampicillin 

 

ความเข้มข้นของ
ampicillin 

ความเข้มข้นของ bacteriophage SD1 
No phage MIC/100 MIC/10 MIC 

No ampicillin - - - + 
MIC/4 - - + + 
MIC/2 - - + + 
MIC + + + + 

 

หมายเหตุ: + = มีความสามารถในการยับยั ง S. dysenteriae 
  - = ไม่มีความสามารถในการยับยัง S. dysenteriae 
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผล 

 
5.1  สรุปและอภิปรายผล 

การศึกษานี้แยกไลติกแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. dysenteriae ได้ 1 ชนิดจากน้ าเสียที่เก็บ
จากโรงพยาบาล โดยให้ชื่อว่า bacteriophage SD1 แบคเทอริโอเฟจดังกล่าวสามารถยับยั้งแบคทีเรีย
ทุกชนิดในสกุล Shigella จากการศึกษาสารพันธุกรรม และรูปร่างของแบคเทอริโอเฟจ ท าให้สามารถ
จั ดจ า แนก  bacteriophage SD1 ไ ว้ ใ น  family Myoviridae ก า รศึ กษาคว ามส ามาร ถ ข อ ง 
bacteriophage SD1 และ ampicillin ในการยับยั้ง S. dysenteriae เมื่อใช้อย่างใดอย่างหนึ่งเพียง
อย่างเดียว และเม่ือใช้ร่วมกันท าให้สามารถสรุปได้ว่า bacteriophage SD1 และ ampicillin สามารถ
เสริมฤทธิ์กันในการยับยั้ง S. dysenteriae  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือหาวิธีทางเลือกในการยับยั้งการเจริญของ Shigella dysenteriae 
ซึ่งเป็นสาเหตุของโรค shigellosis เพ่ือทดแทน หรือลดการใช้ยาปฏิชีวนะ เนื่องจากการใช้ยาปฏิชีวนะ
มักก่อให้เกิดปัญหาการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญทั่วโลก ในปัจจุบัน 
งานวิจัยที่ได้รับความสนใจ และมีการด าเนินการอย่างแพร่หลายมักเกี่ยวข้องกับการค้นหาสิ่งมีชีวิต 
หรือสารที่สร้างจากสิ่งมีชีวิตมาใช้แทน หรือร่วมกับยาปฏิชีวนะ เนื่องจากเป็นสิ่งที่มาจากธรรมชาติ 
และมีความปลอดภัย ตัวอย่างเช่น การใช้สมุนไพร หรือสารสกัดจากสมุนไพรในการยับยั้งเชื้อก่อโรค 
(Bassole and Juliani 2012) การใช้แบคทีเรียโปรไบโอติก (probiotic bacteria) หรือสารที่สร้าง
จากแบคทีเรียดังกล่าว เช่น แบคเทอริโอซิน (bactreiocin) ในการยับยั้งแบคทีเรียปฏิปักษ์ และการใช้
แบคเทอริโอเฟจ ซึ่งเป็นไวรัสของแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่จ าเพาะ (Lin and  
et al., 2010) ในบรรดาตัวอย่างของวิธีการทางเลือกที่กล่าวมา การใช้แบคเทอริโอเฟจในการยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียเป็นวิธีที่ถือว่ามีประสิทธิภาพ และมีความปลอดภัยที่สุด ด้วยเหตุผลดังต่อไปนี้  

แบคเทอริโอเฟจจะยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียที่จ าเพาะเท่านั้น โดยแบคทีเรียที่จะถูกท าลายโดย               
แบคเทอริโอเฟจจะต้องมี receptor ที่จ าเพาะต่อแบคเทอริโอเฟจ ดังนั้นหากน าแบคเทอริโอเฟจไปใช้
ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหารของคน หรือสัตว์ แบคเทอริโอเฟจก็จะ
ท าลายแต่เฉพาะแบคทีเรียก่อโรค โดยไม่ไปมีผลต่อแบคทีเรียประจ าถิ่น (normal flora) ที่อาศัยอยู่
ทางเดินอาหาร ด้วยเหตุนี้การใช้แบคเทอริโอเฟจในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคจึงสามารถช่วยลด
ผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดข้ึนได้ (Lin and et al., 2010; Sulakvelidze and et al., 2001 
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ปริมาณแบคเทอริโอเฟจที่ต้องใช้ในการยับยั้งแบคทีเรียเป้าหมายไม่จ าเป็นต้องมาก ทั้งนี้
เนื่องจากเมื่อแบคเทอริโอเฟจพบกับแบคทีเรียเป้าหมาย แบคเทอริโอเฟจจะบุกรุกเข้าไปในเซลล์
แบคที เรียเป้าหมาย และเ พ่ิมจ านวนขึ้น ดังนั้นหากมีการติดเชื้อแบคที เรียเป้าหมายมาก                     
แบคเทอริโอเฟจก็จะเพ่ิมจ านวนให้มากขึ้นตามจ านวนของแบคทีเรียเป้าหมายเอง การใช้ปริมาณ      
แบคเทอริโอเฟจที่น้อยในการยับยั้งแบคทีเรียเป้าหมาย นอกจากจะช่วยลดต้นทุนการรักษาโรคแล้ว ยัง
ช่วยลดความเสี่ยงในการเกิดผลข้างเคียงอันเนื่องมาจากการใช้สารยับยั้งแบคทีเรียในปริมาณมาก  
(Lin andet al., 2010; Sulakvelidze and et al., 2001) 

การใช้แบคเทอริโอเฟจในการยับยั้งแบคทีเรียเป้าหมายจะช่วยลดการตกค้างของแบคทีเรีย
ภายในร่างกายของคน หรือสัตว์ที่ใช้ ทั้งนี้เนื่องจากการเพ่ิมจ านวนของแบคเทอริโอเฟจต้องอาศัย
แบคทีเรียที่จ าเพาะ ดังนั้นหากแบคเทอริโอเฟจก าจัดแบคทีเรียเป้าหมายหมดแล้ว แบคเทอริโอเฟจก็
จะไม่มีแบคทีเรียที่จ าเพาะให้เพ่ิมจ านวน แบคเทอริเฟจก็จะลดจ านวนลงเอง ซึ่งต่างจากการใช้ยา
ปฏิชีวนะ หรือสารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่เมื่อก าจัดแบคทีเรียเป้าหมายแล้วจะไม่สามารถลดจ านวน
ลงได้ และยังคงค้างอยู่ในร่างกายระยะหนึ่งก่อนที่จะถูกก าจัดออกจากร่างกาย (Lin and et al. 2010; 
Sulakvelidze and et al., 2001) 

การใช้แบคเทอริโอเฟจในการยับยั้งแบคทีเรียเป้าหมายมักไม่ท าให้เกิดแบคทีเรียที่ดื้อต่อ                  
แบคเทอริโอเฟจ จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่ามีรายงานเกี่ยวกับแบคที เรียดื้อต่อแบคเทอริโอเฟจ 
น้อยมาก ทั้งนี้อาจเป็นเพราะว่าแบคเทอริโอเฟจเป็นไวรัสที่มีความสามารถในการปรับตัว และการ
กลายพันธุ์ที่สูงมาก ดังนั้นเมื่อน าแบคเทอริโอเฟจไปใช้ในการยับยั้งแบคทีเรียเป้าหมาย หากแบคทีเรีย
เป้าหมายมีการปรับตัวให้ดื้อต่อแบคเทอริโอเฟจ แบคเทอริโอเฟจก็จะต้องปรับตัวเองตามเพ่ือให้ยังคง
สามารถใช้แบคทีเรียดังกล่าวในการด ารงชีวิต ซึ่งเหตุการณ์เช่นนี้จะไม่พบในกรณีการใช้ยาปฏิชีวนะ 
หรือสารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนในการยับยั้งแบคทีเรียเป้าหมาย เนื่องจากสารเหล่านั้นเป็นสิ่งที่ไม่มี
ชีวิต และไม่สามารถปรับตัวตามแบคทีเรียที่มีการปรับตัวเพ่ือให้ดื้อยาได้ (Lin and et al., 2010; 
Sulakvelidze and et al., 2001) 

แบคเทอริ โ อ เฟจที่ พบทั่ ว ไปมี  2 ประ เภท คื อ  lytic bacteriophage และ lysogenic 
bacteriophage แบคเทอริโอเฟจทั้งสองประเภทนี้มีรูปแบบการด ารงชีวิต และผลต่อแบคทีเรีย
เป้าหมายที่แตกต่างกัน (Sabouri and Mohammad. 2012) lytic bacteriophage เป็นแบคเทอริโอเฟจ
ที่มีการด ารงชีวิตโดยการบุกรุกเข้าไปเพ่ือเพ่ิมจ านวนตัวเองภายในเซลล์แบคทีเรียเป้าหมาย จากนั้น  
จะท าลายเซลล์แบคทีเรียเป้าหมายให้แตกเพ่ือให้แบคเทอริโอเฟจจ านวนมากหลุดออกมา ซึ่ง  
แบคเทอริโอเฟจเหล่านั้นจะสามารถไปท าลายเซลล์แบคทีเรียเป้าหมายอ่ืนต่อไปได้ ดังนั้น lytic 
bacteriophage จึงเป็นแบคเทอริโอเฟจที่เมื่อบุกรุกเข้าไปภายในเซลล์แบคทีเรียเป้าหมายแล้ว จะท า
ให้เซลล์แบคทีเรียเป้าหมายแตกสลายไป ในขณะที่ lysogenic bacteriophage เป็นแบคเทอริโอเฟจ
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ที่มีการด ารงชีวิตโดยการปล่อยสารพันธุกรรมเข้าไปเพ่ือให้แทรกเข้าไปอยู่ภายในสารพันธุกรรมของ
เซลล์แบคทีเรียเป้าหมาย ดังนั้นการบุกรุกเซลล์แบคทีเรียเป้าหมายของ lysogenic bacteria จึงไม่ท า
ให้เซลล์แบคทีเรียเป้าหมายแตก แต่เพียงแค่ท าให้เซลล์แบคทีเรียเป้าหมายมีการเจริญเติบโตที่ช้าลง 
จากที่กล่าวมาแล้วจะเห็นได้ว่า เนื่องจาก lytic bacteriophage สามารถท าให้แบคทีเรียเป้าหมาย
แตกสลายได้  ดังนั้นแบคเทอริโอเฟจชนิดนี้จึงนิยมน ามาใช้ในการรักษาโรค หรือที่ เรียกว่า 
bacteriophage therapy ในงานวิจัยนี้ต้องการหาแบคเทอริโอเฟจเพ่ือน าไปใช้ในการยับยั้งการเจริญ
ของ S. dysenteriae ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องใช้ lytic bacteriophage ซึ่งจากการทดลอง พบว่า 
แบคเทอริโอเฟจที่แยกได้ (bacteriophage SD1) เป็น lytic bacteriophage โดยสังเกตจากการที่ 
แบคเทอริโอเฟจดังกล่าวท าให้เกิด plaque ที่ใส ซึ่งเกิดขึ้นเนื่องจาก S. dysenteriae บริเวณนั้นถูก 
bacteriophage SD1 ท าให้แตกสลายไป ตรงบริเวณนั้นจึงไม่มี S. dysenteriae เหลืออยู่ จึงปรากฏ
เป็นบริเวณท่ีใส 

ถึงแม้ว่าแบคเทอริโอเฟจเป็นสิ่งมีชีวิตที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ ไม่ว่าจะในอากาศ ในน้ า ในดิน 
และในอาหาร แต่มีรายงานพบว่าแบคเทอริโอเฟจมักจะมีมากในบริเวณที่มีแบคทีเรียที่จ าเพาะต่อ    
แบคเทอริโอเฟจนั้นอยู่ ตัวอย่างเช่น แบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ Vibrio harveyi ซึ่งเป็นเชื้อ
แบคที เรียก่อโรคในกุ้ งจะมีมากในบ่อเลี้ ยงกุ้ งที่ เคยมีการติดเชื้อแบคที เรียชนิดนี้ มาก่อน 
(Phumkhachorn and Rattanachaikunsopon 2010)  ดั ง นั้ น ใ นก า รศึ กษ านี้ ซึ่ ง ต้ อ งกา รหา             
แบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. dysenteriae ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในคน จึงใช้ตัวอย่างน้ าที่
เก็บมาจากโรงพยาบาล เพ่ือเป็นการเพ่ิมโอกาสในการพบแบคเทอริโอเฟจที่ต้องการ ซึ่งจากการทดลอง
ก็พบว่าตรงกับสิ่งที่คาดหวังไว้ คือ สามารถพบแบคเทอริโอเฟจที่จ าเพาะต่อ S. dysenteriae จากการ
ใช้น้ าตัวอย่างเพียงแค่ตัวอย่างเดียว คือ น้ าตัวอย่างที่เก็บจากโรงพยาบาลประชารักษ์เวชการ  
จงัหวัดศรีสะเกษ 

ข้อมูลที่จ าเป็นต้องทราบก่อนที่จะน าแบคเทอริโอเฟจไปใช้ประโยชน์คือ แบคเทอริโอเฟจที่สนใจ
จะน าไปใช้มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนนอกเหนือจากแบคทีเรียที่ใช้แยกแบคเทอริโอเฟจ
หรือไม่ เพราะหากแบคเทอริโอเฟจที่ต้องการน าไปใช้ประโยชน์สามารถยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนได้
หลากหลายสายพันธุ์ (broad host range bacteriophage) การน าไปใช้ประโยชน์ก็อาจต้องมีความ
ระมัดระวังมากขึ้นเพ่ือไม่ให้แบคเทอริโอเฟจไปยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนที่อาจมีประโยชน์ เช่น แบคทีเรีย
ประจ าถิ่น (normal flora) ที่อยู่ในทางเดินอาหารของคน และสัตว์ แต่หากแบคเทอริโอเฟจที่ต้องการ
น าไปใช้ประโยชน์มีความจ าเพาะที่สูงมากต่อแบคทีเรีย กล่าวคือยับยั้งแบคทีเรียได้เพียงสายพันธุ์เดียว 
(narrow host range bacteriophage) การน าไปใช้ประโยชน์ก็อาจมีข้อจ ากัดมากขึ้น เนื่องจากอาจ
ไม่สามารถยับยั้งแบคทีเรียชนิดเดียวกันแต่ต่างสายพันธุ์กันได้ ด้วยเหตุนี้ข้อมูลเกี่ยวกับความสามารถ
ของแบคเทอริโอเฟจในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ จึงมีความจ าเป็นอย่างมาก เพ่ือให้สามารถ
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ออกแบบการน าแบคเทอริโอเฟจไปใช้ได้อย่างเหมาะสม และมีประสิทธิภาพ ในการทดลองนี้  
แบคเทอริโอเฟจที่แยกได้ (bacteriophage SD1) จัดเป็น Shigella specific bacteriophage คือเป็น
แบคเทอริโอเฟจที่ยับยั้งได้เฉพาะแบคทีเรียที่อยู่ใน genus Shigella จากรายงานการวิจัยต่าง ๆ พบว่า
มีแบคเทอริโอเฟจหลายชนิดที่มีคุณสมบัติเป็น genus specific bacteriophage เช่น bacteriophage 
SAL-PG ซึ่งจ าเพาะต่อแบคทีเรียใน genus Salmonella (Rahaman and et al., 2014) bacteriophage 
S25-3 ซึ่งจ าเพาะต่อแบคทีเรียใน genus Staphylococcus และ bacteriophage WR3 ซึ่งจ าเพาะ
ต่อแบคทีเรียใน genus Shigella (Rattanaborvorn et al., 2017) 

การจัดจ าแนกชนิดของแบคเทอริโอเฟจตามเกณฑ์ของ International Committee on 
Taxonomy of Viruses: ICTV จ าเป็นต้องใช้ข้อมูลเกี่ยวกับชนิดของสารพันธุกรรม และรูปร่างของ 
แบคเทอริโอเฟจ จากการศึกษานี้พบว่าสารพันธุกรรมของ bacteriophage SD1 สามารถถูกตัดได้ด้วย 
PstI ซึ่งเป็นเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction endonuclease) ที่ตัดได้เฉพาะสารพันธุกรรมประเภท 
double stranded DNA ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าสารพันธุกรรมของ bacteriophage SD1 เป็น double 
stranded DNA นอกจากนี้จากการศึกษารูปร่างของแบคเทอริโอเฟจด้วย transmission electron 
microscope พบว่า bacteriophage SD1 เป็นแบคเทอริโอเฟจที่มีหาง (tailed bacteriophage) 
โดยหางมีลักษณะยาว ยืดหดได้ แบคเทอริโอเฟจที่มีหาง ( tailed bacteriophage) และมีสาร
พันธุกรรมเป็น double stranded DNA จะจัดอยู่ใน order Caudovirales (Ackermann, 2009) ซ่ึง
ใน order นี้ ประกอบด้วย 3 family โดยแบ่งแยกตามรูปร่างของแบคเทอริโอเฟจ เป็น family 
Siphoviridae (แบคเทอริโอเฟจมีหางยาว และหางยืดหดไม่ได้) family Myoviridae (แบคเทอริโอเฟจ 
มีหางยาว และหางยืดหดได้) และ family Podoviridae (แบคเทอริโอเฟจมีหางสั้น) จากข้อมูล
ดังกล่าวนี้ท าให้สามารถจัดจ าแนก bacteriophage SD1 ไว้ใน family Myooviridae นอกเหนือจาก
แบคเทอริโอเฟจที่แยกได้จากการศึกษานี้แล้ว ยังพบว่ามีแบคเทอริโอเฟจที่อยู่ใน family อ่ืนที่จ าเพาะ
ต่อ Shigella ตัวอย่างเช่น bacteriophage pSF-1 (Jun and et al., 2013) และ pSF-2 (Jun and 
et al., 2014) ซึ่งอยู่ใน family Siphoviridae และ bacteriophage SF-9 (Faruqueet and et al., 
2003) และ Psb-1 (Jun and et al., 2014) ซึ่งอยู่ใน family Podoviridae 

ค่าความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย หรือ minimal inhibitory 
concentration: MIC เป็นค่าที่จ าเพาะต่อทั้งตัวยับยั้ง และแบคทีเรียที่ถูกยับยั้ง ตัวอย่างเช่น การใช้
ยาปฏิชีวนะ 2 ชนิดในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดเดียวกัน ค่า MIC ของยาปฏิชีวนะชนิดหนึ่งที่สามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียนั้นได้จะแตกต่างจากค่า MIC ของยาปฏิชีวนะอีกชนิดหนึ่งที่สามารถยับยั้งแบคทีเรีย
ชนิดเดียวกันได้ หรือการใช้ยาปฏิชีวนะชนิดหนึ่งในการยับยั้งแบคทีเรีย 2 ชนิดที่ต่างกัน ค่า MIC ของ
ยาปฏิชีวนะนั้นที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียชนิดหนึ่งได้จะแตกต่างจากค่า MIC ของยาปฏิชีวนะชนิด
เดียวกันที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งได้ ด้วยเหตุนี้การน าแบคเทอริโอเฟจ และยาปฏิชีวนะ
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มาใช้ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดใดชนิดหนึ่งจ าเป็นต้องมีการหาค่า  MIC เสมอ ใน
การศึกษานี้พบว่าค่า MIC ของ bacteriophage SD1 ส าหรับการยับยั้ง S. dysenteriae มีค่าเท่ากับ 
104 PFU/ml ส่วนค่า MIC ของ ampicillin ส าหรับการยับยั้ง S. dysenteriae มีค่าเท่ากับ 31.25 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร เมื่อน า bacteriophage SD1 และ ampicillin มาใช้ร่วมกันในการยับยั้ง                            
S. dysenteriae สามารถลดความเข้มข้นของทั้ง bacteriophage SD1 และ ampicillin ที่จะต้องใช้
ในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบได้ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมา เช่น การใช้ 
bacteriophage SA11 ร่วมกับยาปฏิชีวนะ cefoxitin ในการยับยั้ ง  Staphylococcus aureus        
(Jo and et al., 2016) และ การใช้ bacteriophage T4 ร่วมกับยาปฏิชีวนะ cefotaxime ในการ
ยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli (Ryan E.M., Alkawareek M.Y. and Donnelly R.F, 2012) โดย
งานวิจัยดังกล่าวได้แสดงให้เห็นว่าเมื่อใช้แบคเทอริโอเฟจและยาปฏิชีวนะร่วมกันในการยับยั้ง
แบคทีเรียทดสอบ ประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียจะดีขึ้น โดยสังเกตได้จากการลดลงของความ
เข้มข้นของทั้งแบคเทอริโอเฟจ และยาปฏิชีวนะท่ีต้องใช้ในการยับยั้งแบคทีเรีย 
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สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 
Brain Heart Infusion Agar (BHI agar) 
Calf brains, infusion from                                                           200 g/l 
Beef heart infusion from                                                            250 g/l 
Proteose peptone                                                                      10 g/l 
Dextrose                                                                                     2 g/l 
Sodium chloride                                                                          5 g/l 
Disodium phosphate                                                                  2.5 g/l 
Agar                                                                                          15 g/l 
Water                                                                                          1 l 
 
Brain Heart Infusion Broth (BHI broth) 
Calf brains, infusion from                                                           200 g/l 
Beef heart infusion from                                                            250 g/l 
Protease peptone                                                                      10 g/l 
Dextrose                                                                                     2 g/l 
Sodium chloride                                                                          5 g/l 
Disodium phosphate                                                                  2.5 g/l 
Water                                                                                         1 l 
 
Brain Heart Infusion soft agar 
Brain heart infusion broth                                                         10.4 g/l 
Agar                                                                                         0.8 g/l 
Water                                                                                      200 ml 
 
Double strength BHI broth 
Brain heart infusion broth                                                           2.6 g/l 
Water                                                                                       50 ml 
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