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บทคัดย่อ 
 การวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของแบคเทอริโอเฟจต่อการยับยั้ง E. coli ก่อโรคในสัตว์ 
ซึ่งถูกจ าแนกเป็น Enterotoxigenic E. coli (ETEC) จ านวน 5 ไอโซเลท ด้วยเทคนิค Real time PCR ตรวจหา
ยีน F18 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะด้วยวิธี Agar disk diffusion พบว่า ETEC ทั้ง 5 ไอโซเลท ดื้อต่อ
ยาปฏิชีวนะอะม็อกซีซิลลิน และดื้อยาปฏิชีวนะโคลิสติน 1 ไอโซเลท แบคเทอริโอเฟจที่ใช้ในการทดสอบด้วย
วิธี Spot test และ Plaque assay ความเข้มข้น 1x104-1x105 PFU/mL พบว่าแบคเทอริโอเฟจมีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งการเจริญของ ETEC จากผลการทดสอบข้างต้นแสดงถึงคุณสมบัติของไลติกเฟจนั้นมีความจ าเพาะ
ต่อ E. coli ที่ท าให้เกิดโรค 
 
ค าส าคัญ: แบคเทอริโอเฟจ, Enterotoxigenic E. coli (ETEC), ยาปฏิชีวนะ  
 
Abstract 
 This study was performed to investigate the efficacy of E. coli targeting bacteriophage 
to inhibit an animal pathogenic E. coli strain. The 5 isolated E. coli were isolated and identified 
(F18 gene) enterotoxigenic E. coli (ETEC) by Real-time PCR technique. Determination of 
amoxicillin and colistin resistance was tested by Agar disk diffusion assay, five isolates were 
resistant to amoxicillin and 1 isolate to colistin. Bacteriophage titers observed between 1x104-
1x105 PFU/mL showed high efficacy of bacteriophage for inhibiting growth of ETEC by Spot 
test and plaque assay methods. These results indicated a great potential lytic E. coli specific 
bacteriophage on growth of pathogenic E. coli. 
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บทน า 
 Escherichia coli เป็นแบคทีเรียที่อยู่ใน Phylum Proteobacteria Family Enterobacteriaceae 
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะเป็นรูปแท่ง เคลื่อนที่โดยอาศัย Flagella ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญได้ได้
สภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจนที่ระดับ pH 4–10 โดยบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของ E. coli มีแคปซูลห่อหุ้มเซลล์ท าให้
ทนต่อสภาพแวดล้อมภายนอกได้ดี E. coli ที่ก่อโรคในสัตว์คือ Enteropathogenic E. coli (EPEC, ETEC, 
EHEC, EAEC เป็นต้น) สายพันธุ์ E. coli ที่ท าให้ลูกสุกรเกิดอาการท้องเสีย โดยส่วนใหญ่เป็นสายพันธุ์ ETEC 
ซึ่งจะมีการผลิตสารที่ช่วยในยึดเกาะของเชื้อบริเวณล าไส้ และผลิตสารพิษ enterotoxins ที่ท าให้เกิดอาการ
ท้องร่วง (Fairbrother et al., 2005) E. coli เป็นแบคทีเรียก่อโรคที่พบได้บ่อยในสุกร พบมากในทางเดิน
อาหารของสุกร พบการติดเชื้อได้ในทุกช่วงอายุโดยเฉพาะลูกสุกร (Kamada et al., 2012) ซึ่งมีปัจจัยมาจาก
การเปลี่ยนอาหารจากนมแม่เป็นอาหารเลียราง การเกิดความเครียดจากการถูกแยกออกจากแม่สุกร รวมถึง
การจัดการภายในคอกเลี้ยง การปนเปื้อนในอาหาร และการที่สัตว์หายใจเอาเชื้อเข้าไป การติดเชื้อ E. coli นั้น
จะส่งผลให้เนื้อเยื่อทางเดินอาหารและล าไส้ของลูกสุกรถูกท าลาย ส่งผลต่อการย่อยและการดูดซึมสารอาหาร 
ซึ่งเป็นปัญหาที่พบมากในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกร 

ด้วยเหตุนี้จึงส่งผลให้การเลี้ยงสัตว์ในอดีตมีการใช้ยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว์ โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือลด
อัตราการตายเพ่ือเพ่ิมผลผลิตรวมไปถึงการใช้ยาเพื่อควบคุมโรคของสัตว์ น าไปสู่การเจริญเติบโตของตัวสัตว์ที่ดี
ขึ้น (Midilli and Çakır, 2008) อีกทั้งระยะการเลี้ยงสุกรที่เป็นจุดวิกฤติ และต้องการการดูแลจัดการอย่างดี 
คือช่วงระยะสุกรหย่านม พบว่าลูกสุกรมีการเจริญเติบโตที่ต่ าลงและเกิดโรคท้องเสีย (Diao et al. 2014) 
สาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงอาหารของลูกสุกรจากนมแม่มาเป็นอาหาร และความเครียด ( Lallès et al. 
2004) จึงท าให้มีการใช้ยาปฏิชีวนะในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรเพ่ือกระตุ้นการเจริญเติบโต ป้องกันและใช้
เพ่ือรักษาโรคติดเชื้อ อย่างไรก็ตามผลกระทบที่ตามมาจากการใช้ยาปฏิชีวนะคือการดื้อยาของจุลินทรีย์ และ
ก่อให้เกิดการตกค้างของยาปฏิชีวนะในผลิตภัณฑ์ที่ได้จากสัตว์ ซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อผู้บริโภค ท าให้
สหภาพยุโรปและรัฐบาลหลายประเทศมีนโยบายในการงดใช้ยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว์ (Huges and Heritage 
2004) 

ปัจจุบันจึงมีการเลือกใช้สารต้านจุลินทรีย์ (Antibacterial agents) ทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะ เพ่ือ
ส่งเสริมให้สุกรมีสมดุลของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารที่ดีขึ้น และไม่ส่งผลกระทบกับสมรรถภาพการผลิต 
เนื่องจากสารบางชนิดมีคุณสมบัติที่ใกล้เคียงกับยาปฏิชีวนะ แต่ไม่เกิดการตกค้างหรือมีการดื้อยาของแบคทีเรีย
เกิดขึ้น (Bowring et al., 2006) ตัวอย่างสารต้านจุลินทรีย์ เช่น แบคเทอรีโอเฟจ (Bacteriophage) คือ ไวรัส 
ที่สามารถเข้าท าลายและเลือกฆ่าแบคทีเรียเท่านั้น (Satyabrat et al., 2021) ซึ่งสามารถพบได้หลากหลายใน
ธรรมชาติ เช่น ในน้ าเกลือ แหล่งน้ า ในดิน หรือแม้แต่ในล าไส้ของสัตว์ (Clokie et al., 2011) โดยแบคเทอริ-
โอเฟจแต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรียที่เป็นโฮสต์ (Host) และไม่ท าลายจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (Gu et 
al., 2012) ในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรมีการน าแบคเทอริโอเฟจมาใช้ในการรักษาโรคที่เกิดจากติดเชื้อจาก
แบคทีเรีย (Stephen et al., 2011) นิยมใช้แบคเทอริโอเฟจที่มีวงจรชีวิตแบบ Lytic pathway เนื่องจากเป็น
แบคเทอริโอเฟจที่ท าให้เซลล์โฮสต์แตก (lysis) โดยการท าลาย peptidoglycan ที่เยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เซลล์ไม่
สามารถทนต่อแรงดันภายในเซลล์ได้ ท าให้เซลล์แตกในที่สุด (Oliveira et al., 2013) 



 
 

การประชุมวิชาการน าเสนอผลงานวิจัยระดับชาติและนานาชาติ คร้ังท่ี 15 
“Global Goals, Local Actions: Looking Back and Moving Forward 2022” 

วันท่ี 21 มีนาคม พ.ศ. 2565 
 

 

 421 

 จากเหตุผลข้างต้นท าให้งานวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบผลของการใช้          แบ
คเทอริโอเฟจ และยาปฏิชีวนะต่อการยับยั้งการเจริญของ E. coli ก่อโรค เพ่ือน าไปสู่การพัฒนาส าหรับ
อุตสาหกรรมการผลิตสุกรที่มีคุณภาพและผลิตภัณฑ์จากผลผลิตที่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการต้านทานยาปฏิชีวนะของ E. coli  
2. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจ ต่อการยับยั้งการเจริญของ E. coli 
 

ขอบเขตการวิจัย  
 1. ทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะ ของ E. coli 108 cfu/mL จ านวน 5 ตัวอย่าง (E. coli no.1-5) โดย
ก าหนดชนิดของยาปฏิชีวนะท่ีน ามาใช้ทดสอบ คือ ยาปฏิชีวนะ Amoxicillin และ Colistin  
 2. ทดสอบผลของแบคเทอริโอเฟจที่ระดับความเข้มข้นแตกต่างกัน ได้แก่ 1×104, 2×104, 3×104, 

4×104, 5×104 และ 1×105 PFU/mL ต่อการยับยั้งการเจริญของ E. coli 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
 การทดลองท่ี 1 การทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะของ E. coli 
 ตัวอย่าง E. coli ที่ใช้ในการทดลองได้รับความอนุเคราะห์จาก หน่วยงานชันสูตรโรคสัตว์ ก าแพงแสน 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ก าแพงแสน จากนั้นท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อ
เบื้องต้น โดยน าเชื้อที่ได้รับเลี้ยงลงในอาหาร Luria Bertani Broth (LB broth) น าเข้าตู้บ่ม ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าลวดเขี่ยเชื้อ (loop) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อจุ่มลงในหลอดที่เลี้ยง
เชื้อ E. coli แล้วน ามา Cross streak ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MacConkey agar จากนั้นน าเข้าบ่มใน
ตู้บ่ม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เพ่ือท าการแยกเชื้อบริสุทธิ์ให้เป็นโคโลนีเดี่ยว เมื่อ
ครบเวลาจะพบโคโลนีที่มีลักษณะกลม ขอบเรียบ และมีโคโลนีสีชมพู (William et al., 1980) และตรวจสอบ
ยื น ยั น  E. coli โ ด ย ก า รต ร ว จจั บ ยี น  1 8 F F5’TGGCACTGTAGGAGATACCATTCAGC3’ แล ะ  F18 
R5’GGTTTGACCACCTTTCAGTTGAGCAG3’ (Zhang et al., 2007) ด้วยเทคนิค Real-time PCR  
 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ E. coli โดยวิธี Agar disc diffusion เตรียมจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อโดยใช้ 2% LB broth agar และ 0.2% LB broth agar หลอดละ 4 มิลลิลิตร ที่ใช้ส าหรับเททับหน้า
อาหารเลี้ยงเชื้อ ท าการอุ่นใน water bath ตลอดเพ่ือป้องกันการแข็งตัวของอาหาร น า 0.2% LB broth agar 
4 มิลลิลิตร ผสมกับ E. coli 108 cfu/mL ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงให้เข้ากัน น าเทลงบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ให้กระจายสม่ าเสมอทั่วกันทั้งเพลท จากนั้นใช้ปากคีบปลอดเชื้อ คีบแผ่นยาปฏิชีวนะ 
(Oxoid, England) วางลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยยาปฏิชีวนะที่ใช้ทดสอบ คือ Amoxicillin และ 
Colistin จากนั้นน าเข้าบ่มในตู้บ่ม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการอ่าน
ผลการทดสอบโดยวัดขนาดอ่านผลการทดสอบโดยการวัดขนาดของโซนใส ( inhibition zone) น าไป
เปรียบเทียบมาตรฐานของ CLSI (2014) 
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 การทดลองท่ี 2 การทดสอบผลของแบคเทอริโอเฟจต่อการยับยั้งการเจริญของ E. coli 
 ตัวอย่างแบคเทอริโอเฟจที่ใช้ในการทดสอบในงานวิจัยครั้งนี้ ได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัท 
พาทเวย์ อินเตอร์มีเดียตส์ (ประเทศไทย) จ ากัด ท าการคัดเลือก E. coli จากการทดลองท่ี 1 จ านวน 1 ตัวอย่าง 
น ามาเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth น าเข้าบ่มในตู้บ่ม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการเจือจางตัวอย่าง E. coli ให้มีความเข้มข้น 108 cfu/mL แล้วจึงน ามาใช้ท า
การทดสอบคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจต่อการยับยั้ง E. coli โดยวิธี Plaque assay การนับจ านวน 
plaque เพ่ือค านวนปริมาณของแบคเทอริ-โอเฟจ ในหน่วย PFU/ml โดยการน าตัวอย่างของแบคเทอริโอเฟจ 
ที่มีระดับความเข้มข้น 1×104, 2×104, 3×104, 4×104, 5×104 และ 1×105 PFU/mL มาท าการละลายใน
สารละลายบัพเฟอร์ แล้วน าแบคเทอริโอเฟจแต่ละระดับความเข้มข้นปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ E. coli 
108 cfu/mL ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมกับ 0.2% LB broth agar ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย 
vortex mixer น าไปเทลงบนหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ 2% LB broth agar หมุนจานอาหารเลี้ยงเชื้อให้วุ้นกระจาย
ทั่วทั้งจาน วางจานอาหารเลี้ยงเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้องจนให้วุ้นแข็งตัว แล้วจึงน าเข้าบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 12 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจะพบจุดใส (plaque) ขึ้นบนหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ ท าการนับจ านวนจุดใสที่
เกิดข้ึนเพื่อน าไปค านวณหาปริมาณของแบคเทอริโอเฟจ 
 การทดสอบคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจในการยับยั้ง E. coli ด้วยวิธี Spot test เพ่ือดูบริเวณท่ีเชื้อ
ถูกยับยั้งการเจริญ (inhibition zone) โดยการน า E. coli 108 cfu/mL ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมกับ 
0.2% LB broth agar ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer แล้วน าไปเทลงบนหน้าอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 2% LB broth agar ทิ้งไว้ให้แข็งตัว ท าการแบ่งช่องเพ่ือท าการหยดตัวอย่างของ แบคเทอริโอเฟจแต่
ละระดับความเข้มข้น ปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงในแต่ละช่อง จากนั้นน าเข้าบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
12 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาหากพบการเกิดบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) แสดงถึงความจ าเพาะของแบคเทอริ
โอเฟจต่อการยับยั้ง E. coli 
 
ผลการวิจัย 
 การทดสอบพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อเบื้องต้น ของ E. coli จ านวน 5 ตัวอย่าง ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิด MacConkey agar พบว่าเกิดโคโลนีที่มีลักษณะกลม ขอบเรียบ และมีโคโลนีสีชมพู ซึ่งเป็นลักษณะโคโลนี
ของ E. coli และจากการตรวจสอบยืนยัน E. coli ด้วยเทคนิค Real-time PCR พบว่า E. coli ทั้ง 5 ตัวอย่าง 
ให้ผลการทดสอบเป็นบวก เนื่องจากสามารถตรวจจับยีน F18 (ETEC) ได้ 
 การทดสอบการดื้อยาปฏิชีวนะของ E. coli ทั้ง 5 ตัวอย่าง (E. coli no.1-5) ด้วยวิธี agar disc 
diffusion ผลการทดสอบพบว่า E. coli ทั้ง 5 ตัวอย่าง ดื้อต่อยา Amoxicillin เนื่องจากไม่เกิดบริเวณการ
ยับยั้งต่อแผ่นยา Amoxicillin และผลการวิเคราะห์ความดื้อต่อยา Colistin พบว่า E. coli no.2 มีความไวต่อ
ยา Colistin น้อยที่สุด เนื่องจากมีบริเวณการยับยั้งที่วัดได้เท่ากับ 11.5 มิลลิเมตร ในขณะที่ตัวอย่างอ่ืน มี
บริเวณการยับยั้งที่วัดได้อยู่ระหว่าง 15.5-18.5 มิลลิเมตร เมื่อเทียบกับเชื้อควบคุม E. coli ATCC29522   
(สายพันธุ์ปกติ) และ E. coli R (สายพันธุ์ดื้อยา) ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1 การไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli 
 

Bacterial strains 
Inhibition zone of antibiotics (mm) 

Amoxicillin 
(20 g/disc) 

Colistin 
(20 g/disc) 

Tetracycline 
(30 g/disc) 

Escherichia coli no.1 -* 15.5 9 (R)* 
Escherichia coli no.2 - 11.5 ND* 
Escherichia coli no.3 - 18.5 ND 
Escherichia coli no.4 - 15.0 8.5 (R) 
Escherichia coli no.5 - 18.0 ND 
Escherichia coli R - 15.5 7 (R) 
Escherichia coli ATCC29522 19.5 17.0 22 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่เกิดการยับยั้ง  
 ND หมายถึง ไม่ได้ท าการวิเคราะห์  
 R หมายถึง ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 
 
 การทดสอบคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจต่อการยับยั้งการเจริญของ E. coli โดยวิธี Plaque assay 
ผลการทดสอบพบว่า การทดสอบแบคเทอริโอเฟจที่ระดับความเข้มข้น 1×104, 2×104, 3×104, 4×104, 5×104 
และ 1×105 PFU/mL ต่อ E. coli นั้นสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli เนื่องจากพบจุดใส (plaque) ขึ้น
กระจายบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพที่ 1A) อีกท้ังการทดสอบคุณสมบัติของแบคเทอริโอเฟจที่ระดับความ
เข้มข้น 1×104, 2×104, 3×104, 4×104, 5×104 และ 1×105 PFU/mL ต่อการเจริญของ E. coli ด้วยวิธี Spot 
test ให้ผลการทดสอบเป็นบวก เนื่องจากปรากฏบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) บนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(ภาพท่ี 1B) 
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ภาพที่ 1 การทดสอบ Plaque assay ที่ให้ผลเป็นบวก (A) และ การเกิด inhibition zone บริเวณผิวหน้า
 อาหารเลี้ยงเชื้อ ที่ท าการทดสอบโดยวิธี Spot test (B) 

 
อภิปรายผลการวิจัย 
 จากการท าการวิจัยพบว่า E. coli (ETEC) มีการดื้อยาปฏิชีวนะ Amoxicillin และ E. coli (ETEC) 
บางสายพันธุ์นั้นเริ่มดื้อต่อยาปฏิชีนะ Colistin แสดงให้เห็นว่าการใช้ยาปฏิชีวนะไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ 
E. coli (ETEC) ได้ และมีแนวโน้มที่เชื้อจะดื้อยาปฏิชีวนะกลุ่มอ่ืนเพ่ิมขึ้น ดังรายงานของ Thomas et al., 
2015 นอกจากนี้ในการทดสอบแบคเทอริโอเฟจต่อการยับยั้งการเจริญของ E. coli (ETEC) พบว่าแบคเทอริ
โอเฟจมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ E. coli (ETEC) ได้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Litt et al., 
2018 และ Cha et al., 2012  ด้วยผลการทดลองในงานวิจัยในครั้งนี้ สามารถแสดงให้เห็นเบื้องต้นว่าการ
เลือกใช้แบคเทอริโอเฟจ เป็นอีกทางเลือกหนึ่งเพ่ือทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะ ซึ่งไม่ก่อให้เกิดการตกค้างและ
การดื้อยาของเชื้อแบคทีเรีย 

 
ข้อเสนอแนะ 
 งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยพ้ืนฐาน ซึ่งสามารถน าผลการทดลองที่ได้ไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาการยับยั้ง
แบคทีเรียก่อโรคที่ดื้อยาปฏิชีวนะกลุ่มอ่ืน และสามารถน าไปปรับใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรให้มีคุณภาพ
และปลอดภัยมากยิ่งขึ้น 
 
กิตติกรรมประกาศ 
 งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจาก บริษัท พาทเวย์ อินเตอร์มีเดียตส์ (ประเทศไทย) จ ากัด และขอบคุณ
ภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์บางเขน ที่สนับสนุนสถานที่ ห้องปฏิบัติการในการ
ท างานวิจัยในครั้งนี้ 
 

A B 
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