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Aeromonas dhakensis ถือเป็นสปีชีสท์ี่มีความรุนแรงที่สุดในเชือ้  Aeromonas ซึ่งมักพบในแถบพืน้ที่เขตรอ้น 

และกึ่งเขตรอ้น อีกทัง้ยงัเป็นสาเหตทุี่ทาํใหเ้กิดโรคตา่ง ๆ ในมนษุย ์เน่ืองจากเชือ้ชนิดนีด้ือ้ตอ่ยาปฏิชีวนะบางชนิด จึงมีความจาํเป็น 
ที่จะหาวิธีการใหม่ ๆ ในการยับยั้งเชือ้ชนิดนีอ้ย่างเร่งด่วน งานวิจัยนีเ้ป็นงานวิจัยแรกที่ทาํการคัดแยกและศึกษาลักษณะของ 
ไลติคเฟจของเชื ้อ  A. dhakensis โดยงานวิจัยนี ้ได้ใช้ไอโซเลท  AM ในการคัดแยกและเพิ่มจํานวนเฟจ  จากการจัดจําแนก 
สายพันธุ์เชื ้อโดยการทดสอบทางชีวเคมี  ศึกษาหาลําดับเบสบริเวณ  16S rDNA และศึกษาจีโนมทั้งหมดของเชื ้อ  พบว่า 
ไอ โซ เล ท  AM จัด เป็ น เชื ้อ  A. dhakensis จาก ก ารวิ เค ราะห์ยี น พ บ ตําแห น่ งยี น ดื ้อ ย าป ฏิ ชี วน ะแล ะยี น ที่ เก่ี ย วข้อ ง  
กับความรุนแรงในเชื ้อ  A. dhakensis AM จากนั้นได้นําเชื ้อนี ้มาใช้เป็นโฮสต์ในการคัดแยกเฟจ  โดยสามารถคัดแยกเฟจ 
ได้  4 ตั ว  ได้ แ ก่  vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, vB_AdhM_DL แ ล ะ  vB_AdhS_M4 จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า รู ป ร่ า ง ข อ ง เฟ จ 
ภ ายใต้กล้อ งจุล ท รรศ น์อิ เล็ กต รอน แบ บ ส่องผ่ าน แสด งให้ เห็ น ว่ า เฟ จ  vB_AdhS_TS3 และ  vB_AdhS_M4 จัด อยู่ ใน 
family Siphoviridae ในขณะที่เฟจ vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL จัดอยู่ใน family Myoviridae การศึกษาความสามารถ 
ของเฟจในการติดเชื ้อสายพันธุ์อื่ นแสดงให้เห็นว่า  เฟจทั้ง  4 ตัว  มีความจําเพาะในการติดเชื ้อ  A. dhakensis เท่านั้น 
ต่ อ ม า ไ ด้ คั ด เลื อ ก เฟ จ  3 ตั ว  ไ ด้ แ ก่  vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9 แ ล ะ  vB_AdhM_DL ใ น ก า ร ศึ ก ษ า ต่ อ ไ ป 
เน่ืองจากมีระยะ latent ที่สั้นและมีค่า burst size ที่มาก โดยเฟจทุกตัวมีความเสถียรต่อ  pH และอุณหภูมิ 4, 25, 30 และ 37 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 60 นาที  และจะไวต่อการเสียสภาพเมื่ออุณหภูมิที่สูงขึน้  จากการทดสอบการยับยั้งเชื ้อแบบ 
pre-treatment โดยใช้เฟจแบบเดี่ยวและเฟจแบบผสมพบว่า  ภายหลังจากบ่ม 6 ชั่ วโมง สามารถลดปริมาณเชื้อ  2.82-6.67 
และ 5.19-5.43 Log CFU/mL ตามลาํดบั ในการทดสอบการยบัยัง้เชือ้แบบ post-treatment โดยใชเ้ฟจแบบเด่ียวและเฟจแบบผสม 
พบว่า ภายหลังจากบ่ม 6 และ 12 ชั่วโมง พบการยับยั้งเชือ้สูงสุด 3.06-5.25 และ 4.01-6.49 Log CFU/mL ตามลาํดับ จากการ 
ทดสอบการยับยั้งเชื ้อโดยใช้เฟจร่วมกับยา  amoxicillin ในระดับ  sub-MIC แสดงให้เห็นการยับยั้งเชื ้ออย่างสมบูรณ์ทั้งใน 
การยับยั้งเชื ้อแบบ  pre-treatment และแบบ  post-treatment ในปริมาตร 200 ไมโครลิตร อย่างไรก็ตาม  การยับยั้งเชื ้อเกิด 
ไม่สมบูรณ์ ในชุดการทดลองแบบ  post-treatment ในปริมาตร  20 มิลลิลิตร  แต่ยังคงลดปริมาณ เชื้อประมาณ  1.2-1.7 
Log CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมและชุดการทดลองอื่น ๆ ภายหลงัจากการบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากการวิเคราะห ์
ลําดับ จี โน ม ทั้ งห ม ด ข อ งเฟ จ แ ล ะ ค่ า  G+C contents ข อ ง  vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_DL แ ล ะ  vB_AdhM_TS9 พ บ ว่ า 
มีขนาดของจีโนมเท่ากับ 115,560, 42,388 และ 115,503 คู่เบส ตามลาํดับ และมีค่า G+C contents 41.10, 61.7 และ 35.34 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ  การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงการใช้เฟจในรูปแบบผสมร่วมกับยาปฏิ ชีวนะในระดับ  sublethal 
เพื่อเป็นทางเลือกในการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis อย่างมีประสิทธิภาพ  
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Aeromonas dhakensis is the most virulent Aeromonas species in tropical and subtropical areas and 

causes a variety of human diseases. Due to antibiotic resistance, there is an urgent need for new strategies against 
this pathogen. This is the first study to isolate and characterize lytic phages against A. dhakensis and 
of Aeromonas isolates, only isolate AM could isolate phages using enrichment techniques. This strain was identified 
via biochemical tests, 16S rDNA sequencing, and whole-genome analyses. All of the results confirmed that strain AM 
was A. dhakensis. In silico detection of antimicrobial resistance genes and virulence factors corresponded to the 
main bacterial virulence determinants observed in A. dhakensis AM, and used as a host for phage isolation. The four 
lytic phages, designated vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, vB_AdhM_DL, and vB_AdhS_M4, were isolated. The 
transmission electron micrographs showed that vB_AdhS_TS3 and vB_AdhS_M4 belonged to Siphoviridae, whereas 
vB_AdhM_TS9 and vB_AdhM_DL belonged to Myoviridae family. The host-range determination demonstrated all 
phages were capable of infecting A. dhakensis. The three phages, vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, and vB_AdhM_DL, 
were selected for a shorter latency period and larger burst sizes. All phages were resistant to a wide range of pH 
values and stable after a 60-minute incubation at 4°C, 25°C, 30°C, and 37°C, but sensitive to higher temperatures. 
The pre-treatment (co-inoculation of A. dhakensis and phage) with individual phages and cocktails reduced bacterial 
numbers in 2.82-6.67 and 5.19-5.43 Log CFU/mL, after 6 h of incubation. In post-treatment, maximum inactivation was 
the log reduction of bacterial numbers in the range of 3.06-5.25 and 4.01-6.49 Log CFU/mL after 6 and 12 h of 
incubation. A combination of phage cocktail with amoxicillin at sub-MIC showed inactivation in pre-treatment and 
post-treatment at 200 µL. However, incomplete inhibition was observed in post-treatment at 20 mL but still decreased 
by 1.2-1.7 log CFU/mL when compared to the control and after incubation for 48 h. The complete genome and G+C 
content of phages vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_DL, and vB_AdhM_TS9  were 115,560, 61,429, and 115,503 bp, with 
G+C contents of 41.10%, 61.7%, and 35.34%. This study demonstrated using phages as an adjuvant with a sublethal 
concentration of antibiotics as an effective therapeutic strategy. 

 
Keyword : Phage therapy, Phage-antibiotic synergy, Bacteriophage, Synergistic effect, Genome analysis, Aeromonas 
dhakensis, Amoxicillin 
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บทที ่1 
บทน า 

ภมิูหลัง 
สัตวน์ ํา้จืดเป็นอาหารคู่กับคนไทยมาตั้งแต่สมัยโบราณ การจับสัตวน์ ํา้จากแหล่งนํา้  

ตามธรรมชาติย่อมไม่เพียงพอต่อความตอ้งการบรโิภคท่ีเพิ่มมากขึน้ จงึมีความคิดท่ีจะเลีย้งสตัวน์ ํา้
บริเวณแม่นํา้ ลาํคลอง พืน้ที่น ํา้ชลประทาน รวมถึงพืน้ที่นาต่าง ๆ ที่มีบ่อกักเก็บนํา้ตามฤดูกาล  
โดยเริ่มจากมีการขุดบ่อเลีย้งปลาแลว้พัฒนาเรื่อยมาเป็นการเลีย้งปลาในกระชังและสู่การเป็น
ฟารม์เพาะเลีย้งในที่สุด ปัจจุบันผลิตภัณฑ์จากสัตว์นํ้านอกจากใช้บริโภคได้อย่างเพียงพอ
ภายในประเทศแล้ว ยังมีการส่งออกขายยังต่างประเทศเป็นลําดับต้น ๆ ของโลกอีกด้วย  
ซึง่สามารถสรา้งรายไดเ้ป็นจาํนวนมากตอ่ปี ทาํใหอ้าชีพการทาํการประมงนํา้จืดเป็นอาชีพที่สาํคญั
ของคนไทยอีกอาชีพหนึ่ง โดยสัตวน์ ํา้จืดที่มีความสาํคัญทางเศรษฐกิจของไทย เช่น ปลานิล  
ปลาดุก ปลาตะเพียน ปลาช่อน ปลาแรด ปลาสลิด กบ และกุ้งก้ามกราม อย่างไรก็ตาม  
ปัญหาหนึ่งที่ผูเ้พาะเลีย้งสตัวน์ ํา้มกัประสบอยู่เสมอ คือการเกิดโรคที่เกิดจากการติดเชือ้รา ไวรสั 
และปรสิต โดยเฉพาะอย่างยิ่งปัญหาโรคติดเชื ้อที่ เกิดจาก เชื ้อที่สามารถดํารงชีวิตในนํ้าที่ 
อุณหภูมิสูงในประเทศไทย ตัวอย่างเชือ้ก่อโรคในสัตวน์ ํา้จืดที่มีความสาํคัญ ไดแ้ก่ เชือ้ในกลุ่ม 
Aeromonad ที่สามารถเคลื่อนที่ได้ โดยมีรายงานการติดเชือ้  A. dhakensis ที่คัดแยกได้จาก 
ปลาป่วย (1-5) นอกจากนี ้ เชือ้ A. dhakensis เป็นเชือ้ที่ก ําลังได้รบัความสนใจมากขึน้ในฐานะ 
เชือ้ก่อโรคอุบตัิใหม่ที่ก่อใหเ้กิดโรคติดต่อจากสตัวส์ู่คน (zoonotic)(6) โดยเฉพาะอย่างยิ่งประเทศ 
ที่อยู่ในทวีปเอเชีย มีรายงานการพบเชือ้ A. dhakensis มีความเก่ียวขอ้งกับการติดเชือ้ที่รุนแรง
และเสียชีวิตในมนุษย์(7-13) ในประเทศไทยพบขอ้มูลที่เก่ียวขอ้งกับเชือ้ A. dhakensis นอ้ยมาก 
เม่ือเทียบกบัการรายงานการระบาดของเชือ้ A. hydrophila มีเพียงรายงานของ Yano และคณะ 
(2015) ที่ รายงานความเสี่ ยงการติดเชื ้อ  Aeromonas spp. ในบ่อเลี ้ยงกุ้งในประเทศไทย  
ซึง่ขณะนัน้ผูว้ิจยัไดท้าํการจาํแนกเชือ้ดว้ยวิธีทางชีวโมเลกลุโดยอาศยัเพียงการวิเคราะหล์าํดบัของ 
16S rRNA gene เท่านั้น จากงานวิจัยพบการติดเชือ้ A. aquariorum 18% จาก 70 ไอโซเลท 
ที่ คาดว่าเป็นเชื ้อ  Aeromonas spp. ภายหลัง  Po-Lin Chen และคณ ะ (2016) ได้กล่าวถึ ง 
ง า น วิ จั ย นี ้ โด ย เป ลี่ ย น จ า ก ก า รติ ด เชื ้ อ  A. aquariorum เป็ น ก า ร เชื ้อ  A. dhakensis(9)  
เนื่ อ ง จ า ก A. aquariorum แ ล ะ  A. hydrophila subsp. dhakensis จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม ข อ ง  
A. dhakensis sp. nov. comb nov.(14) ปั จ จุ บั น ก า รศึ ก ษ า จี โน ม  Aeromonas spp. จึ ง มี
ความสาํคัญอย่างมากในการระบุเชื ้อ A. dhakensis ออกจาก A. hydrophila อย่างไรก็ตาม 
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ข้อมูลจีโนมของ A. dhakensis ยังคงน้อยเม่ือเทียบกับ  A. hydrophila และเม่ือไม่นานมานี ้
ในประเทศเวียดนามไดมี้การรายงานว่า เชือ้ A. dhakensis เป็นเชือ้ที่ส่งผลกระทบเป็นอย่างมาก
ต่อพืน้ที่เลีย้งปลาดุกลาย (striped catfish) บริเวณดินดอนสามเหลี่ยมปากแม่นํา้โขง (Mekong 
Delta)(6) โดยผูว้ิจัยไดท้าํการศึกษาจีโนมและการพบเชือ้ A. dhakensis เป็นสิ่งที่ผูว้ิจัยคาดไม่ถึง 
ที่ ก่ อ ให้ เกิ ด ก า รระ บ า ด ข อ ง โรค  Motile Aeromonas Septicemia (MAS) เนื่ อ งจ า ก เชื ้อ  
A. hydrophila มักจะเป็นเชือ้ที่ถูกกล่าวถึงว่าเป็นเชือ้ก่อโรคที่สาํคญัที่สดุก่อใหเ้กิดโรค MAS ใน
ปลาดกุลายของประเทศเวียดนาม(15)  

การพัฒนาและการเติบโตของอุตสาหกรรมสตัวน์ ํา้จืดอย่างรวดเร็วมักมีปัญหาการติด
เชือ้ก่อโรคตามมา ซึ่งสาเหตุหลกัมกัเกิดจากความเครียดของสตัวน์ ํา้ การเพาะเลีย้งอย่างแออัด 
หรือมาตรการดา้นสุขอนามัยที่บกพร่อง ทาํใหเ้อือ้ต่อการเพิ่มจาํนวนของเชือ้และความชุกของ  
การติดเชื ้อ (16) การใช้ยาปฏิชีวนะในสัตว์นํ้าจืดถือเป็นส่วนสําคัญของการป้องกันโรคและ  
เพื่อรักษาการติดเชื ้อ (17) ซึ่งการใช้ยาปฏิชีวนะอย่างแพร่หลายทําให้ เชื ้อเกิดการดื ้อยาขึ ้น  
องคก์ารอนามัยโลก (WHO) ไดเ้ห็นความสาํคัญของอุบัติการณ์การดือ้ยาดังกล่าว จึงเสนอให้
ภาคอุตสาหกรรมมองหาทางเลือกใหม่ในการควบคุมเชือ้ก่อโรค แม้ว่าการฉีดวัคซีนจะเป็น
ทางเลือกหนึ่งสาํหรบัการควบคุมโรคติดเชือ้ แต่ปัจจุบันยังมีวัคซีนไม่มากที่ไดร้บัอนุญาตใหใ้ช้ 
ในการเพาะเลีย้งสตัวน์ ํา้ อีกทางเลือกหนึ่งซึ่งไดร้บัความสนใจในขณะนีค้ือ การใชแ้บคเทอรโิอเฟจ
(bacteriophage) หรือเฟจ (phage) ในการยบัยัง้เชือ้(18) เนื่องจากเฟจสามารถทาํลายเชือ้ก่อโรค
ไดอ้ย่างจาํเพาะไม่ส่งผลกระทบต่อเชือ้ประจาํถิ่น ไม่มีสารเคมีตกคา้งในสิ่งแวดลอ้ม และยงัช่วย 
ลดการใชย้าปฏิชีวนะอย่างพรํ่าเพรื่อดว้ย อย่างไรก็ตาม การใชเ้ฟจเพียงอย่างเดียวมักประสบ
ปัญหาว่า เชื ้อสามารถพัฒนาให้ดื ้อต่อเฟจได้ ดังนั้นการใช้เฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะจึงเป็น  
ทางเลือกหนึ่งท่ีน่าสนใจ ซึง่ในการศกึษานีจ้งึคดัแยก ศกึษารูปรา่ง และศกึษาลาํดบัจีโนมของเฟจที่
จาํเพาะต่อเชือ้ A. dhakensis จากตวัอย่างในประเทศไทย รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพการทาํงาน
ร่วมกันระหว่างยาปฏิ ชีวนะที่ นิ ยมใช้ในสัตว์นํ้ากับ เฟจแบบเดี่ ยว (single phage) และ 
เฟจแบบผสม (phage cocktail) ในการควบคุมเชือ้ A. dhakensis ระดับห้องปฏิบัติการ โดย
ข้อมูลที่ ได้จะสามารถนําไปประยุกต์ใช้ในควบคุมเชื ้อก่อโรคในปลาหรือสัตว์นํ้าอย่างมี
ประสิทธิภาพ 
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ความมุ่งหมายของงานวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายของการศกึษาวิจยัไวด้งันี ้
1. เพื่ อคัดแยก  ศึกษ าคุณ สม บัติท างชีว เค มี และท างโม เลกุล  วิ เค ราะห ์

phylogenetic และการจดักลุม่ของเชือ้ ศกึษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ และศกึษา
ลาํดบัจีโนมทัง้หมดของเชือ้ A. dhakensis  

2. เพื่อคัดแยก ศึกษารูปร่าง ความเสถียร และความสามารถในการทําลาย 
เชือ้ Aeromonas spp. สายพันธุ์อื่นของเฟจ กราฟการเจริญของเฟจ ความ
เสถียรของเฟจต่ออุณภูมิและ pH และศึกษาลาํดับจีโนมทั้งหมดของเฟจที่
จาํเพาะตอ่เชือ้ A. dhakensis 

3. เพื่ อทดสอบการยับยั้งเชื ้อ A. dhakensis ในระดับห้องปฏิบัติการ โดยใช ้
เฟจแบบเดี่ยว เฟจแบบผสม และยาปฏิชีวนะที่นิยมใช้ในสัตว์นํ้าร่วมกับ 
เฟจแบบผสม 

ความส าคัญของงานวิจัย 
การใช้เฟจในการควบคุมการติดเชือ้ในคนและสัตว์ได้รบัความสนใจเป็นอย่างมาก  

โดยการควบคุมโดยเฟจหรือ phage therapy นั้น มีข้อได้เปรียบหลายด้าน ได้แก่  เฟจมี
ความจาํเพาะต่อเชือ้จึงไม่ส่งผลเสียหรือผลข้างเคียงมายังมนุษย ์ไม่ส่งผลเสียต่อสิ่งแวดลอ้ม  
โดยจะติดเชือ้เฉพาะเชือ้จาํเพาะเท่านั้น เฟจสามารถทนอยู่ในสภาวะที่หลากหลาย ถึงแม้ว่า  
อาจเกิดเชือ้สายพนัธุก์ลายที่ดือ้ต่อเฟจ แต่สายพนัธุก์ลายเหล่านัน้ส่วนใหญ่กลบัไปเป็นสายพนัธุ์ 
ที่ไวต่อเฟจ เนื่องจากเชือ้สายพันธุ์กลายที่ดือ้ต่อเฟจจะมีการเปลี่ยนแปลง receptor เป็นหลัก 
ซึ่ง receptor เหล่านีม้ักเป็นโครงสรา้งของเซลลท์ี่มีความสาํคัญต่อเชือ้ เช่น teichoic acid และ 
lipopolysaccharide จึงเกิดการดือ้ต่อเฟจระยะหนึ่ง เนื่องจากการเปลี่ยนแปลง receptor เหล่านี ้
แล้วทําให้เชือ้สายพันธุ์กลายไม่สามารถดาํรงชีวิตอยู่ได้ เชือ้สายพันธุ์กลายจึงกลับมาสรา้ง
โครงสรา้งที่สาํคญัเหลา่นีอ้ีกครัง้ ดว้ยสาเหตนุีท้าํใหส้ายพนัธุก์ลายสว่นใหญ่กลบัไปเป็นสายพนัธุท์ี่
ไวต่อเฟจอีกครัง้ นอกจากนีก้ารใช ้phage therapy เป็นวิธีการควบคุมที่รวดเร็วและไม่แพง และ 
ไม่พบปัญหาการดือ้ยาปฏิชีวนะหรือผลขา้งเคียงอื่น ถึงแมว้่าจะมีการศกึษาเก่ียวกบัการใชเ้ฟจใน  
การควบคุมโรคในปลา แต่ยังไม่มีการรายงานในประเทศไทยที่มีการรายงานการใชเ้ฟจร่วมกับ 
ยาปฏิชีวนะ ซึ่งเฟจที่คดัแยกไดน้ัน้ยงัมีความจาํเพาะแตกต่างกนัไปในแต่ละภูมิภาคขึน้กบัโฮสต ์
ที่ใช ้ประกอบกับเป็นที่ทราบกันดีว่าในประเทศไทยมีการใชย้าปฏิชีวนะอย่างแพร่หลายจึงทาํให้ 
ก ารรัก ษ าก ารติ ด เชื ้อ ช นิ ด นี ้ต้อ ง มี ก ารเพิ่ ม ป ริม าณ ก ารใช้ย า เพิ่ ม ขึ ้น  แล ะส่ งผ ล ให้ 
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เชือ้ดือ้ยาหลายชนิด ดังนั้นแนวทางในการใช้เฟจในการกาํจัดเชือ้นีจ้ึงเป็นทาง เลือกที่สาํคัญ
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีที่เชือ้ดือ้ยาทกุประเภทในทอ้งตลาด  

ขอบเขตของงานวิจัย 
คัดแยกเชื ้อ A. dhakensis จากแหล่งนํ้า จัดจําแนกเชื ้อด้วยวิธีทดสอบทางชีวเคมี  

จาํแนกสปีชีสโ์ดยอาศัยลาํดับเบสในบริเวณ 16S rDNA วิเคราะห์ phylogenetic ศึกษาลาํดับ
จีโนมทัง้หมดของ A. dhakensis ทดสอบความไวของเชือ้ A. dhakensis ต่อยาปฏิชีวนะ คดัแยก
เฟจที่จาํเพาะต่อเชือ้ A. dhakensis ตรวจสอบความสามารถของเฟจในการติดเชือ้ Aeromonas 
spp. สายพนัธุอ์ื่น ศกึษารูปรา่งของเฟจ ศกึษาอตัราสว่นของเฟจตอ่โฮสตท์ี่เหมาะสมต่อการติดเชือ้ 
กราฟการเจรญิของเฟจ ความเสถียรของเฟจต่ออณุภมูิและ pH และศกึษาลาํดบัจีโนมทัง้หมดของ
เฟจ ทดสอบการยับยั้งเชือ้ A. dhakensis ในระดับห้องห้องปฏิบัติการ โดยใช้เฟจแบบเดี่ยว  
เฟจแบบผสม และยาปฏิชีวนะที่นิยมใชใ้นสตัวน์ ํา้รว่มกบัเฟจแบบผสม  

ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับ  
การลดจาํนวนเชือ้ A. dhakensis โดยเฟจที่คดัแยกไดท้ัง้แบบเดี่ยวและแบบผสมรว่มกบั 

ยาปฏิชีวนะที่นิยมใช้ในสัตว์นํ้า จะสามารถนําไปเป็นข้อมูลหรือประยุกต์ใช้ในการยับยั้ง 
เชือ้ A. dhakensis ในบอ่นํา้ที่มีการเพาะเลีย้งสตัวน์ ํา้เศรษฐกิจโดยเฉพาะปลาต่อไป 



 5 

บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

1. ลักษณะทั่วไปของ Aeromonas spp. 
Aeromonas spp. เป็น เชื ้อแกรมลบ (gram negative bacteria) รูปร่างท่อน  (rod-

shaped) เจรญิไดท้ัง้ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobic bacteria) 
ไม่สรา้งสปอร ์สามารถสรา้งเอนไซม์ oxidase และ catalase และเจริญไดด้ีที่อุณหภูมิระหว่าง  
35-37 องศาเซลเซียส (19) สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม โดยอาศัยลักษณะการเคลื่อนที่  
คือ กลุม่ non-motile psychrophilic aeromonads และกลุ่ม motile mesophilic aeromonads(20) 
โดยกลุ่ม  non-motile psychrophilic aeromonads ไม่สามารถเคลื่ อนที่ ได้และเจริญ ได้ดีที่
อุณหภูมิระหว่าง 22-28 องศาเซลเซียส ตัวอย่างของจีนัสนี ้ ได้แก่ A. salmonicida subsp. 
salmonicida, A. salmonicida subsp. masoucida แ ล ะ  A. salmonicida subsp. smithia(21)  
อีกกลุ่มคือ motile mesophilic aeromonads สามารถเคลื่อนที่ ได้โดยใช้ flagellum เส้นเดียว
บริเวณปลายหรือขัว้ของเซลล ์เจริญไดด้ีที่อุณหภูมิระหว่าง 35-37 องศาเซลเซียส ตัวอย่างของ
จีนัสนี ้ ได้แก่ A. hydrophila, A. caviae และ A. veronii biovar sobria ซึ่งเชื ้อทั้ง 3 สปีชีส์นี ้
จัดเป็นเชือ้สาํคัญที่ก่อให้เกิดโรคในปลาและสัตวน์ ํา้ที่มีช่ือว่า Motile Aeromonas Septicemia 
(MAS) โดยเฉพาะ A. hydrophila เป็นสปีชีสท์ี่ก่อให้เกิดโรค MAS ที่ รุนแรง จึงเรียกสปีชีสน์ีว้่า 
"virulent Aeromonas hydrophila” (VAh)(22) นอกจากนี ้ยังมีรายงานของ Chen และคณะ (23) 
เปรียบเทียบความสามารถในการก่อโรคของ A. hydrophila, A. dhakensis, A. caviae และ  
A. veronii โดยการวิเคราะหอ์ตัราการรอดชีวิตของหนูสายพนัธุ ์BALB/c จากการศึกษายืนยนัว่า 
A. dhakensis มี ค ว า ม รุ น แ ร ง ม า ก ก ว่ า  A. hydrophila ปั จ จุ บั น จึ ง มี ก า ร ร า ย ง า น ว่ า  
เชือ้ A. dhakensis เป็นเชือ้ที่กาํลงัไดร้บัความสนใจมากขึน้ในฐานะเชือ้โรคอุบตัิใหม่ที่ก่อใหเ้กิด
โรคติดต่อจากสตัว ์โดยเฉพาะอย่างยิ่งในแถบทวีปเอเชีย ซึ่งสายพนัธุน์ีมี้เก่ียวขอ้งกบัการติดเชือ้ 
ที่รุนแรงและเสียชีวิตในมนษุย์(7-13) 

2. การคัดแยกและการจัดจ าแนก Aeromonas spp.  
2.1 การคัดแยกเชือ้ Aeromonas spp. 

การคัดแยกเชือ้ Aeromonas spp. ในห้องปฏิบัติการสามารถทาํไดโ้ดยใชอ้าหาร 
เลีย้งเชือ้หลายชนิด โดยอาหารเลีย้งเชือ้ Tryptic soy agar (TSA) และ Tryptic soy broth (TSB) 
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เป็นอาหารที่นิยมนาํมาใชส้าํหรบัเลีย้งเชือ้และเก็บรกัษาเชือ้ที่คัดแยกไดจ้ากปลาและถังนํา้ที่ มี 
การปนเป้ือน(24)  

2.2 การจัดจ าแนกเชือ้ Aeromonas spp. 
2.2.1 การจัดจ าแนกเชือ้ Aeromonas spp. โดยวิธีทดสอบทางชีวเคมี 

การจัดจาํแนกเชือ้ Aeromonas spp. โดยวิธีทดสอบทางชีวเคมีนั้นอา้งอิงตาม
คู่ มื อ  Bergey's Manual of Systematics of Archaea and Bacteria(25) โดยจีนัส  Aeromonas 
สามารถหมักนํ้าตาล D-glucose อาจเกิดหรือไม่เกิดแก๊ส ให้ผลบวกกับการทดสอบเอนไซม ์
oxidase และ catalase สามารถสรา้งสาร indole รีดิวซไ์นเตรทใหเ้ป็นไนไตรท์ และไม่ไวต่อสาร 
2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine ( O/129)  ทํ า ใ ห้ ส า ม า ร ถ แ ย ก จี นั ส  Aeromonas  
ออกจากจีนัส Vibrio ซึ่งมักจะไวต่อสารนีไ้ด ้การใชน้ ํา้ตาลอื่นจะมีความแตกต่างกันในระหว่าง 
สปีชีสแ์ละสายพนัธุ์ การทดสอบทางชีวเคมีที่สาํคญั(25, 26) แสดงดงัตาราง 1 นอกจากนีก้ารทดสอบ
ทางชีวเคมีอาจใชชุ้ดทดสอบทางการคา้ เช่น API 20E, API 20NE (BioMérieux, Durham, NC) 
อย่างไรก็ตาม การทดสอบทางชีวเคมีมกัทาํใหเ้กิดการระบผุิดพลาดในระดบัสปีชีส์(27, 28) 

ตาราง 1 คณุสมบตัิทางชีวเคมีของ Aeromonas spp.  
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Motility + + + d + + + d + d + - + + + nd 

Indole + + + + + + + + d + - + + + + nd 
Urea - - - - - - - - - - - - - - - - ** 
ONPG + + + + + + + + d + d + + + + nd 

Citrate d d d + - - + d + d d + d + d - ** 
Acetate + + + + + d + d d + d + + + + nd 
Malonate - - - - - - - - - - - - - - - -** 

KCN + - d + + + d d d d - - d - d nd 
Voges-Proskauer + - d - - - d - d d d - - d d +* 

Gelatin + + d + d d + d + + d - + + + nd 
Lysine decarboxylase + + d - - - + - - d d + + + + -** 
Arginine dihydrolase + d d + d d + d + d + - + - + nd 

Ornithine decarboxylase - d - - - - - - - - - - - + - -** 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
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Phenylpyruvic acid production d + d + d d + d d d d + + + + nd 
DNase + - d + + d + d d d d - + d d nd 
Corn oil lipase + + d d + d + + + + + + - + + nd 

D-Glucose (gas) + + d - d d + - + d - d d d d +** 
L-Arabinose d d + + - d - + d + - - - - d -* 

L-Rhamnose d d d - d d - - - - - - - - - nd 
D-Xylose - - - - - - - - - - - - - - - nd 
Cellobiose - + d + - d d + - d - + + d d -** 

Lactose d - d d - d d d - + - - - d d nd 
Maltose + + + + + + + + + + + + + + + +** 
Sucrose + + + + d d - + - + - + d + + +** 

D-Trehalose + + + + + + + + + + + + + + + +** 
D-Raffinose - d - - - - - - - - - - - - - nd 
Adonitol - - - - - - - - - - - - - - - -** 

Dulcitol - - - - - - - - - - - - - - - nd 
Erythritol - - - - - - - - - - - - - - - nd 

Glycerol + + + d + d + d + + - + d + + nd 
Inositol - - - - - - - - - - - - - - - nd 
D-Mannitol + + + + + + + + + + + + d + + +** 

D-Sorbitol - - - - - - - - - d - - - - - -** 

α-Methyl-D-glucoside d - d - - - d - + d - d - + d nd 

Salicin d - d + d d - d - d - - - + - +* 

Melibiose - - - - - - d - - - - - - - - nd 
D-Amygdalin - - - d - - - - - - - - - - - nd 

D-Arabitol - - - - - - - - - - - - - - - nd 
H2S from gelatin cysteine thiosulfate + d d - d d d - + d - + - d d + 
Gluconate oxidationc d - d - - - d - - - - - - d d nd 

Elastase d - d - - - - - - d - - - - - nd 
Ascorbate nd nd d nd nd - - - - - - nd - - nd nd 
Esculin hydrolysis + d + + + d - d - d - - - + - nd 

Growth in 0% NaCl + + + + + + + + + + + + + + + nd 
Growth in 3% NaCl + + + + + d + + + + + - + + + nd 

Hemolysisd + d + - d d + d - d d - d + + nd 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
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Urocanic acid - nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd +* 
Ampicillin (S)e - - - - nd - - d - d - d + - - -** 
Cephalothin (S)f d - d - d d d d - d d + - d + nd 

O/129 (R) + + + + + d + + + + + + + + + -** 
Pyrazinamidaseg - nd - d nd + - d - d - - d - d nd 

Mannose + nd + d nd + + + + + + + + + + +** 
Stapholysin d - d - nd - - - - d - - - - - nd 
Oxidase + + + + + + + + + + + + + + + nd 

Catalase + + + + + + + + + + + + + + + nd 
Nitrate reduction + + + + + + + + + + + + + + + nd 
Polypectate (25ºC) - - - - - - - - - d - - - - - nd 

Mucateh - - - - - - - - - - - - - - - nd 
 

a สญัลกัษณ์: + = ใหผ้ลบวกมากกว่า 90%; - = ใหผ้ลบวกนอ้ยกว่า 10%; d = ใหผ้ลบวก 89% เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ยกเวน้ 
A. popoffii และ A. sobria บม่ที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส; nd (not determined) = ไม่ไดท้ดสอบ 
b A. salmonicida จดัเป็น motile, mesophilic aeromonads  
c การตรวจสอบ gluconate oxidation ของ Aeromonas spp.จะบม่เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
d การตรวจสอบ hemolysis ของ Aeromonas spp.จะใชอ้าหาร TSA ที่ม ี5% sheep blood  
e การทดสอบความไวต่อยา ampicillin จะใช ้10 µg/disk และบม่เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
f การทดสอบความไวต่อยา cephalothin จะใช ้30 µg/disk และบม่เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
g การทดสอบ pyrazinamidase activity จะบม่เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
h ใชเ้ป็นแหลง่คารบ์อนเพียงแหลง่เดียว 
* ขอ้มลูจากรายงานของ Beaz-Hidalgo และคณะ(14) 

** ขอ้มลูจากรายงานของ Carriero และคณะ(26) 

3. Aeromonas dhakensis 
A. dhakensis เป็นเชื ้อ รูปร่างท่อน แกรมลบ สามารถเคลื่อนที่ ได้ (motile gram-

negative bacilli) สามารถใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งคารบ์อนและพลงังาน (chemoorganotrophs) 
สามารถใชน้ํา้ตาลกลโูคสในสภาพมีหรือไม่มีออกซิเจน โดยเชือ้ A. dhakensis มีถิ่นอาศยัอยู่ตาม
แหล่งนํ้าในธรรมชาติ และเจริญได้ที่อุณหภูมิระหว่าง 28-42 องศาเซลเซียส การแยกเชื ้อ  
A. dhakensis ออกจาก A. hydrophila subsp. hydrophila หรือ A. hydrophila subsp. ranae 
โดยทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีอย่างน้อย  3 วิธี ได้แก่ การทดสอบการใช้กรดยูโรคานิค 
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(urocanic acid) นํา้ตาลแอล-อะราบิโนส (L-arabinose) และซาลิซิน (salicin)(7, 29) อย่างไรก็ตาม  
A. dhakensis และ A. hydrophila มักถูกระบุผิดพลาดในระดับสปีชีส์เนื่องจากเชื ้อทั้งสองมี
ลกัษณะทางฟีโนไทป์ที่เหมือนกนั(30, 31) จึงมีความเป็นไปไดว้่าสาเหตกุารตายของสตัวน์ ํา้ที่เกิดจาก
การระบาดของเชือ้ A. dhakensis อาจจะถกูรายงานวา่เป็นเชือ้ A. hydrophila(32) 

3.1 การจัดจ าแนกเชื้อ A. dhakensis โดยการวิเคราะห์ล าดับของ 16S rRNA 
gene และ housekeeping genes 

การจัดจาํแนกเชือ้ A. dhakensis โดยการวิเคราะหล์าํดับของ 16S rRNA gene ใน
ปัจจบุนันัน้ไม่นิยมนาํมาใชใ้นการจาํแนกเชือ้ Aeromonas ระดบัสปีชีส์(33) แตไ่ดมี้การใชล้าํดบัของ 
housekeeping genes เช่น  rpoB, rpoD, ห รือ  gyrB (34, 35) โดยใน ปี  2011, Martinez-Murcia  
และคณะ ใชย้ีน gyrB, rpoD, recA, dnaJ, gyrA, dnaX, และ atpD สามารถแยกความแตกต่าง
โ ด ย ก า ร ทํ า  multiplex ligation dependent probe amplification ซึ่ ง เ ป็ น วิ ธี ที่ มี ก า ร ใ ช ้
housekeeping genes จะช่วยเพิ่มโอกาสในการจาํแนกไดอ้ย่างถกูตอ้ง(36-38) 

3.2 การศึกษาความสัมพันธแ์ละการจัดกลุ่มของเชือ้ A.dhakensis 
การศึกษาความสมัพนัธท์างวิวฒันาการของ Beaz-Hidalgo และคณะ โดยใชล้าํดบั

ของ 16S rRNA gene, rpoD หรือ gyrB และการนาํลาํดบัเบสของ gyrB, rpoD, recA, dnaJ และ 
gyrA มาต่อกันหรือที่ เรียกว่าวิธี Multilocus phylogenetic analysis (MLPA) แสดงให้เห็นว่า  
A. aquariorum และ A. hydrophila subsp. dhakensis แยกออกจากกลุ่มเชื ้อ A. hydrophila 
และถกูจดักลุม่ใหม่เป็น A. dhakensis sp. nov. comb nov.(14) 

3.3 การก่อโรคของเชือ้ A. dhakensis  
ในอดีตการก่อโรคของสายพันธุ์ Aeromonas จะพิจารณาจากปัจจัยความรุนแรง

หลายอย่าง เช่น  secretion system และ toxins(39) ปัจจุบัน การศึกษ าการก่อโรคสําหรับ  
A. dhakensis เพิ่มมากขึน้ เนื่องจากมีงานวิจยัชีใ้หเ้ห็นว่า A. dhakensis มีความรุนแรงมากกว่า
เชือ้ Aeromonas สายพันธุ์อื่น ๆ โดยเชือ้ A. dhakensis (เดิมจาํแนกเป็น A. hydrophilla หรือ  
A. aquariorum) จะแสดงความเป็นพิษ ต่อ  human blood cell lines(40) และก่อโรค รุนแรง 
ในปลา(1-5) งานวิจยัก่อนหนา้นีท้าํการเปรียบเทียบเชือ้ A. dhakensis A. veronii, A. caviae, และ  
A. hydrophila พบว่า เชื ้อ A. dhakensis มีความรุนแรงมากกว่า A. veronii, A. caviae, และ  
A. hydrophila โ ด ย ใ ช้  mouse fibroblast C2C12 cell line, ห นู ส า ย พั น ธุ์  BALB/c แ ล ะ
หนอนพยาธิตัวกลม  (C. elegans) ในการทดลอง (23) ด้วยความก้าวหน้าของเทคโนโลยี  
Next generation sequencing การเปรียบเทียบจีโนมควบคู่ไปกับการทดสอบในหอ้งปฏิบตัิการ
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สามารถช่วยในการวิเคราะห์เครื่องหมายที่ เฉพาะเจาะจงกับ เชื ้อโรค (pathogen specific 
markers) และปัจจยัที่เก่ียวขอ้งกบัการก่อโรค  

จากการศึกษาปัจจัยที่ เก่ียวข้องกับการก่อโรค  และระบบ  secretion system  
ในเชือ้ A. dhakensis SSU (เดิมจาํแนกเป็น A. hydrophila SSU) ดงันี ้

- โ ป ร ตี น  heat-labile cytotoxic enterotoxin (Alt) แ ล ะ โ ป ร ตี น  heat-stable 
cytotoxic enterotoxin (Ast) ซึ่งเก่ียวขอ้งกบัโรคกระเพาะและลาํไสอ้กัเสบ โปรตีนทัง้สองสามารถ
เพิ่มระดบั cAMP ในเยื่อบลุาํไส้(41) 

- โปรตีน aerolysin-related cytotoxic enterotoxin (Act) ที่หลั่งออกมาจากระบบ 
type 2 secretion system (T2SS) สามารถทาํใหเ้กิดโรคอจุจาระรว่งและการติดเชือ้ที่บาดแผลลกึ
ในหนไูด้(42, 43)  

- ระบบ Type 3 secretion system (T3SS) effector (AexU) และเอนไซม์ ADP-
ribosyltransferase และ GAP activities มีบทบาทในการติดเชือ้ Aeromonas(44)  

- โป รตี น  hemolysin coregulated protein (Hcp) ที่ ห ลั่ ง อ อ ก ม า จ า ก ระ บ บ  
type 6 secretion system (T6SS) ซึ่ ง มี ค ว า ม สํ า คั ญ ใ น ก า ร ติ ด เ ชื ้ อ ที่ รุ น แ ร ง ข อ ง เชื ้ อ  
A. dhakensis SSU(45, 46) โดยทําให้ เกิดการตายของเซลล์แบบ  apoptosis ใน เซลล์โฮสต ์
โดยการกระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ caspase 3(45) ทําให้การทํางานของแกรนูโลไซต ์
(granulocyte) บกพรอ่งจงึทาํใหเ้กิดการติดเชือ้(46)  

- โปรตีน Valine-glycine-repeat G (VgrG) family ทาํใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล์
โดย ADP-ribosylation ในแอคทิน (actin) จงึเกิดปฏิกิรยิาพอลิเมอไรเซชนั (polymerization)(47)  

- โป รตีน  exotoxin A (ExoA) ถูก ใช้เป็ น เครื่อ งห ม าย ระบุ ว่ าก่ อ โรค ของเชื ้อ  
A. dhakensis SSU(48) และ A. dhakensis BVH28b(49)  

อย่างไรก็ตาม ขอ้มลูเก่ียวกบัปัจจยัความรุนแรงเหล่านีมี้อยู่จาํกดั และความชุกของ
ยีนใน A. dhakensis หรือ Aeromonas สายพนัธุอ์ื่น ๆ จาํเป็นตอ้งไดร้บัการศึกษาเพิ่มเติม แมว้่า
ยีนที่เก่ียวขอ้งกบัความรุนแรงมีการรายงานในเชือ้ A. dhakensis SSU แต่การศึกษาเปรียบเทียบ
จี โน ม ของเชื ้อ  A. dhakensis ส าย พัน ธุ์อื่ น  ๆ  เช่น  CIP 107500, AAK1, CECT 7289 แล ะ 
BVH28b แสดงใหเ้ห็นวา่ยีนที่เก่ียวขอ้งกบัความรุนแรงเหลา่นีไ้ม่ไดถ้กูพบในทกุสายพนัธุ ์จงึจาํเป็น
จะตอ้งศึกษาลาํดบัจีโนมทัง้หมดของ A. dhakensis ในสายพนัธุอ์ื่นเพิ่มเติม ทัง้นีก้ารระบุสปีชีส์
และปัจจัยความรุนแรงที่ถูกตอ้งอาจเป็นโอกาสในการพัฒนาวิธีการต่อตา้นเชือ้ A. dhakensis  
ที่รุนแรงในสตัวแ์ละมนษุยน์อกเหนือจากการใชย้าปฏิชีวนะ 
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4. การใช้แบคเทอริโอเฟจในการควบคุมเชือ้ Aeromonas ในสัตวน์ า้ 

แบคเทอริโอเฟจหรือเฟจ ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ.1915 โดย Twort และ Felix 
D’Herelle ในช่วงสงครามโลกครัง้ที่ 2 ไดมี้การริเริ่มนาํเฟจมาควบคุมการติดเชือ้จากเชือ้ก่อโรค 
หรือที่เรียกว่า phage therapy อย่างไรก็ตามในปี ค.ศ. 1940 มีการคน้พบยาปฏิชีวนะทาํใหก้ารใช ้
phage therapy นั้นหายไป ต่อมาเม่ือมีการใชย้าปฏิชีวนะอย่างผิดวิธีส่งผลใหเ้กิดเชือ้ดือ้ต่อยา 
(antibiotic resistance) เฟจจงึถกูนาํมาเป็นทางเลือกในการรกัษาจากเชือ้ก่อโรค 

4.1 การจัดจ าแนกเฟจ 
เฟจประกอบดว้ยจีโนมซึ่งอาจเป็นดีเอ็นเอหรืออารเ์อ็นเอ ทัง้เป็นวงกลม (circular) 

และสายตรง (linear) โดยจีโนมจะถกูห่อหุม้อยู่ภายในเปลือกโปรตีนเรียกวา่ แคปซิด ซึง่มีรูปรา่งได้
หลายแบบ (ภาพประกอบ 1) โดยองค์กร International Committee for Taxonomy of Viruses 
(ICTV) ไดจ้ดัจาํแนกเฟจออกเป็น 49 family ตามชนิดของกรดนิวคลีอิกและลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยา  

 

ภาพประกอบ 1 ตวัอย่าง family ต่าง ๆ ของเฟจ(50) 

4.1.1 เฟจมีหาง (tailed phages)  
4.1.1.1 การจัดจ าแนก 

เฟจที่พบส่วนใหญ่แลว้ 95% เป็นเฟจมีหาง (tailed phage) จดัอยู่ใน order 
Caudovirales เฟจมีหางจะประกอบไปดว้ยสว่นหวั (head) และหาง (tail) (ภาพประกอบ 2) โดยมี
แคปซิดห่อหุม้สารพนัธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคูไ่วภ้ายในหวัและช่วยปอ้งกนัจากการถกูทาํลาย และ
สว่นหางจะแตกตา่งไป โดยเฟจมีหางที่มีการศกึษามากที่สดุจะมี 3 family (ภาพประกอบ 2) ดงันี ้ 
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1. Myoviridae เป็นเฟจมีหางที่สามารถยืด-หดได้ มี sheath หุ้มรอบหาง 
และมีแกนกลางอยู่ในส่วนหางเรียกว่า central tail fibre มีโครงสรา้งส่วนปลาย เช่น tail fiber, 
base plate เป็นตน้ พบเฟจกลุม่นีป้ระมาณรอ้ยละ 25 ของเฟจมีหางทัง้หมด  

2. Siphoviridae เป็นเฟจมีหางยาว แต่ไม่สามารถยืดหดได ้เฟจกลุ่มนีเ้ป็น
กลุม่ที่ใหญ่ที่สดุเฟจมีหาง เนื่องจากพบไดป้ระมาณรอ้ยละ 60 ของเฟจมีหางทัง้หมด  

3. Podoviridae เป็นเฟจที่มีหางสัน้ พบไดป้ระมาณรอ้ยละ 14 ของเฟจมีหาง
ทัง้หมด 

 

ภาพประกอบ 2 โครงสรา้งของเฟจมีหาง (tailed phage)(51)  

(a) Myoviridae (b) Siphoviridae (c) Podoviridae 

4.1.1.2 ปฏสิัมพันธร์ะหว่างเฟจมีหางกับโฮสต ์
เฟจมีหางจะใช้ tail fiber, tail spikes และ tail tips เป็น receptor-binding 

proteins (RBPs) ในการเขา้จับกับ receptor ที่จาํเพาะบนผิวเซลลเ์ชือ้ เช่น lipopolysaccharide 
หรือ LPS, teichoic acid และ porin เป็นตน้ ซึ่ง myophages, siphophages และ podophages 
มีปฏิสมัพนัธร์ะหวา่งเฟจมีหางกบัโฮสตแ์ตกตา่งกนั(51) ดงัตาราง 2 

ตาราง 2 ปฏิสมัพนัธร์ะหว่างเฟจมีหางกบัโฮสต์ 

Phage 
family 

Adsortion module RBP Bacterial 
target 

Host receptor Example phage 

Siphoviridae Long non-contractile tail Tail fibre GN O-antigen (smooth LPS) T5 

Core oligosaccharide (rough LPS) SSU5 
Proteins (for example, LamB,ToIC and FepA) λ, TLS and H8 

Flagella Chi and iEPSS 
Pilli DMS3 

GP Teichoic acids LL-H 



 13 
 
ตาราง 2 (ต่อ) 

Phage 
family 

Adsortion module RBP Bacterial 
target 

Host receptor Example phage 

Siphoviridae Long non-contractile tail Tail spike GN Capsule Vi-ll 

LPS 9NA 
 GP Protein (for example, YueB) SPP1 
Centraltail fibre GN Protein (for example, BtuB and FhuA) BF23, T5 

Tail tip GN Protein (for example, TonB) H8 
Capsid filament GN Flagella phiChi13 and 

phiCbK 
Myoviridae Long contractile tail Tail fibre GN LPS Mu 

Proteins (for example, OmpC and OmpF) T4 and T2 
Flagella SPN3US 

GP Protein (for example GamR) γ 
Teichoic acids A511 
Peptidoglycan A511 

Tail spike GN Capsule MAM1 
 LPS Det7 

Podoviridae Short contractile tail Tail fibre GN LPS T3 and T7 

Proteins (For example, Ail and OmpF) Yep-phi 
Type IV pilli MPK7 

Tail spike GN Capsule phiK1-5 
O-antigen (smooth LPS) P22 
Preotein (for example, OmpA) Sf6 

GP Teichoic acids Phia29 

 

4.2 วงจรชีวิตของเฟจ  
เฟจแบง่ออกเป็น 2 ชนิด ตามวงชีวิตในโฮสต ์(ภาพประกอบ 3) ดงันี ้ 

 

ภาพประกอบ 3 วงชีวิตแบบไลติคและไลโสเจนิคของเฟจ(52) 
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4.2.1 วงชีวิตแบบไลติค (lytic cycle) 
ไลติคเฟจ (lytic phage) หรือ ไวรูเลนตเ์ฟจ (virulent phage) คือ เฟจที่ทาํใหเ้ชือ้

ที่เป็นโฮสตเ์กิดการแตกสลาย เฟจจะเขา้เกาะติดกบับรเิวณ receptor ที่จาํเพาะบนผิวของเชือ้และ
ฉีดสารพันธุกรรมเข้าไปในเซลล์ เซลล์เชือ้ให้โมเลกุลและเอนไซม์ที่จาํเป็นในการเพิ่มจาํนวน 
สารพันธุกรรมของเฟจและผลิตเฟจลูกหลาน (progeny phage) ในช่วงที่จะปล่อยเฟจลกูหลาน 
เฟจจะสรา้งโปรตีน 2 ชนิดคือ เอนโดไลซิน (endolysin) และโฮลิน (holin) ทาํลายผนังเซลลเ์ชือ้
จากภายในเซลล ์โฮลินเป็นโปรตีนขนาดเล็กที่สะสมในเยื่อหุม้เซลลข์องโฮสต์ ทาํหนา้ที่ใหเ้กิดรูที่
เยื่อหุม้เซลล ์ส่วนเอนโดไลซินจะย่อยส่วนเปปติโดไกลเเคนบริเวณผนังเซลลข์องเชือ้ ทาํใหเ้ฟจ 
ลกูหลานสามารถแตกออกจากเซลลเ์ชือ้ได ้จากนัน้เฟจที่ถกูปล่อยออกมาจะไปติดเชือ้และทาํลาย
เชือ้ที่อยู่ใกลเ้คียง การผลิตเฟจลกูหลานจาํนวนมากของไลติคเฟจเป็นขอ้ไดเ้ปรียบเม่ือนาํเฟจมาใช้
ในการควบคุมเชือ้ อย่างไรก็ตาม ไลติคเฟจที่มีความสามารถในการทาํลายเชือ้ที่แคบ สามารถ
แกไ้ขไดโ้ดยใชเ้ฟจแบบผสมเพ่ือทาํใหเ้กิดการติดเชือ้ที่กวา้งขึน้ 

4.2.2 วงชีวิตแบบไลโสเจนิค (lysogenic cycle) 
ไลโสเจนิคเฟจ (lysogenic phage) หรือ เทมเพอเรตเฟจ (temperate phage) 

คือ เฟจที่ไม่ทาํลายเชือ้ในทนัที เเต่จะแทรกดีเอ็นเอของเฟจเขา้กบัโครโมโซมของเชือ้ โดยจะเรียก 
ดีเอ็นเอของเฟจที่แทรกว่า โปรเฟจ (prophage) และเรียกเชือ้ที่มีโปรเฟจแทรกอยู่ว่าไลโสเจน 
(lysogen) เม่ือโปรเฟจเขา้ไปแทรกตวักบัโครโมโซมของเชือ้แลว้ เฟจจะมีการเพิ่มจาํนวนไปพรอ้ม
กับการเพิ่มจาํนวนของโครโมโซมเชือ้ วงชีวิตแบบไลโสเจนิคสามารถดาํเนินต่อไปได้เรื่อย ๆ 
จนกระทั่งเชือ้จะไดร้บัความเครียด สภาวะแวดลอ้มที่ไม่เอือ้อาํนวย หรือดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย 
(DNA damage)(53) โปรเฟจจะหลุดออกและเขา้สู่วงชีวิตแบบไลติค ทัง้นี ้การชักนาํสู่วงชีวิตแบบ 
ไลติคอาจแตกต่างกนัไปตามเฟจแตล่ะชนิด 

4.3 กราฟการเจริญของเฟจ (one-step growth curve) 
การศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างโฮสต์กับเฟจทําได้โดยการศึกษากราฟการเจริญ 

ของเฟจ โดยผสมอตัราสว่นของเฟจกบัเชือ้ (multiplicity of infection) ที่เหมาะสม และใหเ้วลาเฟจ
ในการเขา้เกาะเชือ้ จากนัน้เจือจางตวัอย่างเพื่อปอ้งกนัการเขา้เกาะของเฟจอิสระและเก็บตวัอย่าง
ที่เวลาต่าง ๆ นาํมาตรวจสอบปรมิาณเฟจจากการเกิดพลาค (plaque) บนอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้
นาํมาสรา้งกราฟการเจรญิของเฟจ (ภาพประกอบ 4)  

 



 15 
 

 

ภาพประกอบ 4 กราฟการเจรญิของเฟจ(54) 

โดยระยะเวลาช่วงแรกตัง้แต่เฟจเริ่มเกาะติดจนถึงเวลาที่เฟจทาํใหเ้ซลล์เชือ้ตวัแรก
เกิดการแตกและปล่อยเฟจลกูหลานออกมา เรียกว่า ระยะ latent period ระยะนีจ้าํนวนพลาคจะ
คงที่ จากนัน้เฟจตวัอื่น ๆ จะทาํใหเ้ซลลเ์ชือ้แตกจะปลดปล่อยเฟจลกูหลานออกมาอย่างต่อเนื่อง 
จาํนวนพลาคจะเพิ่มขึน้อย่างรวดเรว็ จะเรียกระยะนีว้่า rise period และอตัราสว่นของจาํนวนเฟจ
ที่ถูกปล่อยออกมาจากเซลล์เชือ้ในช่วงสุดท้ายของ rise period ต่อจาํนวนเฟจเริ่มตน้จะทาํให้
ทราบขนาดของ burst size หรือจํานวนเฟจลูกหลานที่ปลดปล่อยออกมาต่อการติดเชื ้อ 
1 ครัง้ของเฟจ 

4.4 ปัจจัยทางเคมีและกายภาพทีมี่ผลต่อเฟจ 
เนื่องจากเฟจพบอยู่มากมายและหลากหลายในธรรมชาติ  จึงง่ายต่อการคัดแยก 

เพื่อหาเฟจชนิดใหม่สาํหรบัการนาํเฟจไปประยกุตใ์ชเ้ป็น phage therapy จึงจาํเป็นจะตอ้งศึกษา
ความเสถียรของเฟจก่อนนําไปใช้ โดยเฉพาะความเสถียรของเฟจต่ออุณ หภูมิและ pH  
มีความสาํคญัต่อการอยู่รอดของเฟจ ดว้ยเหตนุีท้ัง้สองปัจจยัจึงเป็นตวักาํหนดช่วงการใชง้านของ
เฟจเม่ือนาํไปประยุกต์ใช้(55) โดยทั่วไปแลว้การเพาะเลีย้งสัตวน์ ํา้จะมีอุณหภูมิและ pH อยู่ใน
ระดับกลาง(56) มีงานวิจัยหลายงานรายงานว่าความเสถียรต่ออุณหภูมิและ pH เป็นคุณสมบัติ 
ที่จาํเพาะของเฟจแต่ละชนิด การศึกษาเก่ียวกบัไลติคเฟจมกัจะแสดงใหเ้ห็นว่า pH 6-8 เหมาะสม
ที่สุดสาํหรบัเฟจและโปรตีนส่วนใหญ่ ในขณะที่ค่า pH ที่นอ้ยกว่า 5 และมากกว่า 10 เฟจจะมี
ประสิทธิภาพตํ่ากว่า และการศึกษาความเสถียรของเฟจต่ออณุหภูมิ โดยอณุหภูมิที่สงูอาจทาํให้
แคปซิดซึง่เป็นโปรตีนของเฟจเสื่อมสภาพได ้นอกจากนี ้อณุหภมูิยงัเป็นตวักาํหนดความมีชีวิตรอด 
การเก็บรกัษา และการเพิ่มจาํนวนของเฟจ(55)  
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4.5 การศึกษาจโีนมของเฟจ 
การศึกษาสารพันธุกรรมของเฟจที่ผ่านมาจะนิยมศึกษาโดยใช้วิธีการตัดด้วย 

เอนไซมต์ัดจาํเพาะ เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็วในการศึกษาสารพันธุกรรมเบือ้งตน้ 
ของเฟจ อย่างไรก็ตาม ในปัจจบุนัไดมี้การศึกษาลาํดบัจีโนมทัง้หมดของเฟจโดย Whole genome 
sequencing (WGS) ซึ่งเป็นการอ่านลาํดบัดีเอนเอ (DNA sequencing) ที่สมบรูณไ์ดใ้นครัง้เดียว 
โดยจะอาศัยเทคโนโลยี Next generation sequencing (NGS) ที่มีความละเอียดและให้ขอ้มูล
มากกว่าวิธีการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ เนื่องจากสามารถอ่านลาํดบั DNA คลอบคลมุทัง้จีโนม 
โดยผลการวิเคราะหท์ี่ไดม้านัน้จะนาํไปคดัเลือกเฟจที่มีความเหมาะสมสาํหรบันาํไปใชเ้ป็น phage 
therapy โดยจะต้องไม่พบยีนต่าง ๆ เช่น ยีนที่ เก่ียวข้องกับการเข้าสู่วงจรชีวิตไลโสเจนิค  
(ยีน  integrase ยีน  excisionase และยีน  CI repressor) ยีน ที่ เ ก่ี ยวข้องกับ ความ เป็ น พิ ษ  
ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ และยีนก่อใหเ้กิดความรุนแรง(57) แสดงดงัตาราง 3  

ในปัจจุบันมีรายงานวิจัยเก่ียวการศึกษาลาํดับจีโนมทั้งหมดของเฟจที่จาํเพาะกับ  
เชือ้ Aeromonas spp. มีดงันี ้

Wang และคณะ (2021) ไดท้าํการคดัแยกเฟจ Ahp2 และศกึษาลาํดบัจีโนมทัง้หมด
พบว่า เฟจ Ahp2 มีขนาด 47,331 bp ไม่พบยีนที่ เก่ียวข้องกับความเป็นพิษ การก่อโรค และ 
การดือ้ยาปฏิชีวนะ นอกจากนีพ้บว่าเฟจ Ahp2 มียีน integrase อย่างไรก็ตาม ไม่พบยีนอื่น ๆ ที่
จาํเป็นสาํหรบัการเขา้สู่วงจรไลโสเจนิคของเฟจ จึงสรุปไดว้่า เฟจ Ahp2 เป็นไลติคเฟจ สามารถ
นาํไปประยกุตใ์ชเ้ป็น phage therapy ได้(58) 

Pallavi และคณะ (2021) ได้ทาํการคัดแยกเฟจ vB-AhyM-AP1 และศึกษาลาํดับ
จีโนมทัง้หมด พบว่า เฟจ vB-AhyM-AP1 เป็นเฟจจัมโบ ้(jumbo phage) เนื่องจากมีขนาดจีโนม
ใหญ่ถึง 114,901 bp โดยส่วนใหญ่แล้วยีนที่พบจะสอดคล้องกับโปรตีนโครงสรา้ง (tail fiber, 
major capsid และ phage protein), DNA ligases (repairing new DNA) และโปรตีนที่เก่ียวขอ้ง
กบัการจาํลองแบบของไวรสั มีการรายงานว่าเฟจจมัโบส้ามารถระบไุดว้่าเป็นไลติคเฟจ เนื่องจาก
เฟจชนิดนีจ้ะไม่พบยีนที่เก่ียวขอ้งกับการเขา้สู่วงจรไลโสเจนิค และดว้ยเหตุนีจ้ึงเป็นตัวเลือกที่ ดี
สาํหรบันาํเฟจไปประยกุตใ์ชเ้ป็น phage therapy(59) 

Cheng และคณะ (2021) ไดท้าํการคัดแยกเฟจ AhyVDH1 และศึกษาลาํดับจีโนม
ทัง้หมด พบว่า เฟจ AhyVDH1 มีขนาด 39,175 bp ไม่พบยีน integrase ยีนที่เก่ียวขอ้งกับความ
เป็นพิษ การก่อโรค และการดือ้ยาปฏิชีวนะ จึงสรุปไดว้า่เป็นไลติคเฟจที่สามารถไปประยกุตใ์ชเ้ป็น 
phage therapy ในการทาํลายเชือ้ A. hydrophila(60) 
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Dien และคณะ (2021) ได้ทาํการคัดแยกเฟจ pAh6.2TG และศึกษาลาํดับจีโนม
ทัง้หมด พบว่า เฟจ pAh6.2TG มีขนาด 51,780 bp ประกอบไปดว้ยยีนที่เก่ียวขอ้งกับโครงสรา้ง
และ DNA packaging ของเฟจ  (major capsid protein, baseplate protein, tail fiber protein 
และ terminase subunit) ยีนที่เก่ียวขอ้งกบัเมทาบอลิซึมของ DNA และการจาํลองตวัเองของเฟจ 
(RNA polymerase, DNA polymerase, DNA helicase, 5’-3’ exonuclease, DNA ligase, และ 
Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit) และยีนเก่ียวขอ้งกับการสลายโฮสต ์
(cell wall hydrolase)(61) 

จากงานวิจัยต่าง ๆ ที่ เก่ียวการศึกษาลาํดับจีโนมทั้งหมดของเฟจที่จาํเพาะกับ 
เชือ้ Aeromonas spp. ทาํใหส้รุปไดว้่า การคัดเลือกเฟจที่มีความเหมาะสมสาํหรบันาํไปใชเ้ป็น 
phage therapy จะต้องไม่พบยีนต่าง ๆ เช่น ยีนที่ เก่ียวข้องกับการเข้าสู่วงจรชีวิตไลโสเจนิค 
(ยีน  integrase ยีน  excisionase และยีน  CI repressor) ยีน ที่ เ ก่ี ยวข้องกับ ความ เป็ น พิ ษ  
ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ และยีนก่อใหเ้กิดความรุนแรง แสดงดงัตาราง 3  

ตาราง 3 ตวัอย่างของยีนที่พบในเฟจสามารถก่อใหเ้กิดความรุนแรงในโฮสต ์

Protein Gene Phage Bacterial host 
Extracellular toxins    

Diphtheria toxin tox β -Phage C. diphtheriae 

Neurotoxin C1 Phage C1 C. botulinum 

Shiga toxins stx1, stx2 H-19B E. coli 

Enterohaemolysin hly2 ΦFC3208 E. coli 

Cytotoxin ctx ΦCTX P. aeruginosa 

Enterotoxin see, sel NA S. aureus 

Enterotoxin P sep ΦN315 S. aureus 

Enterotoxin A entA Φ13 S. aureus 

Enterotoxin A sea ΦMu50A S. aureus 

Exfoliative toxin A eta ΦETA S. aureus 

Toxin type A speA T12 S. pyogenes 

Toxin type C speC CS112 S. pyogenes 

ตาราง 3 (ต่อ) 

Protein Gene Phage Bacterial host 
Cholera toxin ctxAB CTXΦ V. cholerae 

Leukocidin pvl fPVL S. aureus 
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Superantigens speA1, speA3, speC, speI, speH, 

speM, speL, speK, ssa 
8232.1 S. pyogenes 

Cytolethal distending toxin cdt Unnamed E. coli 
Proteins altering antigenicity    

Membrane proteins Mu-like Pnm1 N. meningitidis 

Glucosylation rfb ε34 S. enterica 

Glucosylation gtr P22 S. enterica 

O-antigen acetylase oac Sf6 S. flexneri 

Glucosyl transferase gtrII SfII, SfV, SfX S. flexneri 
Effector proteins involved in invasion    

Type III effector sopE SopEΦ S. enterica 

Type III effector sseI (gtgB) GIFSY-2 S. enterica 
Type III effector sspH1 GIFSY-3 S. enterica 
Enzyme    
Superoxide dismutase sodC Sp4, 10 E. coli O157 

Superoxide dismutase sodC-I GIFSY-2 S. enterica 

Superoxide dismutase sodC-III Fels-1 S. enterica 

Neuraminidase nanH Fels-1 S. enterica 

Hyaluronidase hylP H4489A S. pyogenes 

Leukocidin pvl ΦPVL S. aureus 

Staphylokinase sak Φ13 S. aureus 

Phospholipase sla 315.4 S. pyogenes 

DNase/streptodornase sdn, sda 315.6, 8232.5 S. pyogenes 
Serum resistance    

Outer membrane protein bor λ E. coli 

Outer membrane protein eib λ-like E. coli 
Adhesions for bacterial host attachment    
Vir vir MAV1 M. arthritidis 

Phage coat proteins pblA, pblB SM1 S. mitis 
Others    

Mitogenic factors mf2, mf3, mf4 370.1, 370.3, 315.3 S. pyogenes 

Mitogenic factors toxA Unnamed P. multocida 

Mitogenic factors Unnamed phisc 1 S. canis 

Virulence gtgE GIFSY-2 S. enterica 

Antivirulence grvA GIFSY-2, Fels-1 S. enterica 
 

4.6 กลไกการดือ้ของเชือ้ต่อเฟจ 
ในธรรมชาติ เชือ้จะถกูเฟจโจมตีอย่างต่อเนื่อง ดงันัน้เชือ้จึงตอ้งพฒันากลไกต่อตา้น

เฟจเพื่อหลีกเลี่ยงการสูญพันธุ์ เชือ้ได้พัฒนากลไกที่หลากหลายเพื่อป้องกันตัวเองจากเฟจ 
ในขณะเดียวกนั เฟจก็มีการพฒันากลไกเพื่อตอบโตก้บัเชือ้ที่ดือ้ต่อเฟจ ดงันัน้ทัง้เชือ้และเฟจจึงมี
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วิวัฒนาการร่วมกัน (coevolution) เพื่อให้รอดชีวิต การศึกษากลไกของเชื ้อดื ้อต่อเฟจได้รับ 
ความสนใจอย่างมากในช่วงทศวรรษที่ผ่านมา โดยกลไกการต่อตา้นเฟจของเชือ้(62) มีดงันี ้

4.6.1. การสร้าง outer membrane vehicles เพื่อหลอกล่อให้เฟจเข้าเกาะ 
แทนโครงสร้าง outer membrane ที่แท้จริง (outer membrane vehicles as an anti-phage 
mechanism) 

เชือ้แกรมลบบางชนิดสามารถสรา้ง Outer membrane vehicles (OMVs) ขึน้ใน
ระหว่างการเจริญเพื่อใช้ส่งสญัญาณของเซลลแ์ละช่วยในการรวมกลุ่มกนัในไบโอฟิลม์ ส่วนของ 
OMVs ป ระ ก อ บ ด้วย  outer membrane lipid, outer membrane protein แ ล ะ  periplasmic 
components เนื่องจาก OMVs มีโครงสรา้งคลา้ยกบั outer membrane ของเชือ้ เชือ้จึงใช ้OMVs 
เป็นตวัหลอกลอ่ใหเ้ฟจเขา้มาเกาะ แทนที่จะเกาะกบั outer membrane ของเชือ้ (ภาพประกอบ 5) 
โครงสรา้ง OMVs นีเ้ป็นกลไกดา่นแรกในการปอ้งกนัเชือ้จากการโจมตีของเฟจ 

 

ภาพประกอบ 5 การสรา้ง outer membrane vehicles เพื่อหลอกลอ่ใหเ้ฟจเขา้เกาะแทน 
โครงสรา้ง outer membrane ที่แทจ้รงิ(62) 

4.6.2. การยับยัง้การเข้าเกาะของเฟจ (inhibition of phage adsorption) 
เชือ้สามารถป้องกันการติดเชือ้จากเฟจ โดยการเปลี่ยนแปลง receptor บน 

ผิวเซลล ์เพื่อป้องกันการเขา้เกาะของเฟจที่มีความจาํเพาะต่อบริเวณเหล่านี ้(ภาพประกอบ 6) 
อย่างไรก็ตาม เฟจสามารถเปลี่ยนแปลง receptor ในการเขา้เกาะไดเ้ช่นกัน โดยการกลายพันธุ์
เฉพาะจุด (point mutation) ที่บริเวณ  receptor binding proteins (RBPs) ของเฟจ ทําให้เฟจ
สามารถจบักบับรเิวณ receptor ใหม่ จึงเขา้เกาะเชือ้ที่ดือ้ต่อเฟจได้ หรือเชือ้ที่ดือ้ต่อเฟจอาจสรา้ง
แคปซูลหรอืผนงัเซลลใ์หห้นามากขึน้เพื่อปอ้งกนัการเขา้เกาะของเฟจ 
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ภาพประกอบ 6 การยบัยัง้การเขา้เกาะของเฟจ(62) 

4.6.3. การป้องกันการปล่อยดีเอ็นเอของเฟจเข้าสู่เซลล์ (blocking phage 
DNA injection) 

ระบบ Superinfection exclusions (Sies) สามารถยับยั้งการปล่อยจีโนมของ
เฟจเขา้สู่เซลลข์องเชือ้ (ภาพประกอบ 7) ในระบบนี ้เชือ้จะผลิตโปรตีนเขา้ไปขดัขวางการส่งผ่าน 
ดีเอ็นเอของเฟจเขา้ไปในโฮสต ์โดยส่วนใหญ่โปรตีนเหล่านีจ้ะถกูสรา้งจากยีนของโปรเฟจที่แทรก
อยู่ในดีเอ็นเอของโฮสต ์

 

ภาพประกอบ 7 การปอ้งกนัการปลอ่ยดีเอน็เอเขา้สูเ่ซลลข์องเฟจ(62) 

4.6.4. การตัดดีเอ็นเอของเฟจที่เข้าไปในเซลล์ (cleavage of injected phage 
DNA) 

เชือ้อาจพฒันากลไกในการดือ้ต่อเฟจโดยการตดัดีเอ็นเอของเฟจที่เขา้ไปในเซลล ์
(ภาพประกอบ 8) ดีเอ็นเอของเฟจที่เขา้ไปในไซโตพลาสซึมสามารถถกูตดัไดโ้ดยกลไกการป้องกนั
สิ่ งแปลกปลอมแบบไม่จําเพาะเจาะจงของโฮสต์  (innate defense system) ได้แก่  ระบบ 
Restriction-modification (R-M) ระบ บ  Defense island system associated with restriction 
modification (DISARM) และโปรตีน  Prokaryote argonaute (pAgos) หรือกลไกการป้องกัน 
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สิ่ งแปลกปลอมแบบจําเพาะเจาะจงของโฮสต์ (adaptive immune system) ได้แก่  ระบบ 
Clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)-Cas เป็นตน้ 

 

ภาพประกอบ 8 การตดัดีเอ็นเอของเฟจท่ีเขา้ไปในเซลล(์62) 

4.6.5. การยับยั้ งการจ าลองดี เอ็นเอของเฟจ (inhibition of phage DNA 
replication) 

เชื ้อที่ดื ้อต่อเฟจสามารถพัฒนากลไกการยับยั้งการจําลองดีเอ็นเอของเฟจ 
(ภาพประกอบ 9) โดยเม่ือไม่นานมานีไ้ดมี้การคน้พบระบบ Bacteriophage exclusion (BREX) 
ซึ่งเป็นระบบที่ยบัยัง้การจาํลองดีเอ็นเอของเฟจ ระบบ BREX นี ้เฟจจะเขา้สู่เซลลแ์ต่ไม่สามารถ
จําลองดีเอ็นเอของเฟจได้ โดยเชื ้อจะมีการเติมหมู่  methyl บน non-palindromic TAGGAG 
motifs ในจีโนม ซึ่งช่วยให้แยกความแตกต่างระหว่างสิ่งแปลกปลอมกับเซลลเ์ชือ้ (self-nonself 
discrimination) ออกจากกันได ้ในระบบ BREX นี  ้ดีเอ็นเอของเฟจจะไม่ถูกตัด ซึ่งแตกต่างจาก
ระบบ R-M, ระบบ DISARM และโปรตีน pAgos ที่ดีเอ็นเอของเฟจจะถูกตัดก่อนการจําลอง 
ดีเอ็นเอ อย่างไรก็ตาม เฟจบางตวัสามารถพฒันากลไกการหลบหนีจากระบบ BREX ได ้

 

ภาพประกอบ 9 การยบัยัง้การจาํลองดีเอน็เอของเฟจ(62) 
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4.6.6. การบดบังการประกอบตัวของเฟจ (interference with phage assembly) 
โครโมโซมของเชือ้มีบริเวณที่เรียกว่า Phage inducible chromosomal island 

(PICI) ซึ่งมีความสามารถในการบดบังการประกอบตัวของอนุภาคเฟจใหเ้ป็นอนุภาคเฟจใหม่ที่
สมบูรณ์  (ภาพประกอบ 10) จากการศึกษาบริเวณ PICIs ของเชื ้อ  S. aureus (S. aureus 
pathogenicity islands; SaPIs) ซึ่งเป็นบริเวณที่ มียีนที่ส่งเสริมความรุนแรงของเชื ้อ เม่ือเชื ้อ  
S. aureus ถกูติดเชือ้โดยเฟจ บรเิวณ SaPIs จะหลดุออกจากโครโมโซมของ S. aureus จากนัน้จะ
ทําการจําลองดี เอ็นเอ และบรรจุบริเวณ SaPIs เข้าไปแทนที่ดี เอ็นเอของเฟจในเฟจลูกที่ 
ประกอบตวัแลว้ (mature phage) ต่อมาเซลลเ์ชือ้ที่ติดเชือ้จะตาย และปลดปล่อยอนุภาคเฟจที่มี
เฉพาะดีเอ็นเอในสว่นของ SaPI ไปยงัเซลลเ์ชือ้ขา้งเคียงแทนที่จะปลดปลอ่ยอนภุาคเฟจที่สมบรูณ ์ 
เป็นผลใหย้บัยัง้การเพิ่มจาํนวนของเฟจในที่สดุ 

 

ภาพประกอบ 10 การบดบงัการประกอบตวัของเฟจ(62) 

4.6.7. การตดิเชือ้ทีไ่ม่มีการปล่อยลูกหลาน (abortive infection) 
ระบบ Abortive infection (Abi) เป็นกลไกการดือ้ต่อการติดเชือ้ดว้ยเฟจของเชือ้

อีกประเภทหนึ่ง โดยเฟจจะไม่สามารถปล่อยลูกหลานออกมาได ้เนื่องจากเชือ้ที่ติดดว้ยเฟจจะ
ทาํลายตัวเอง (ภาพประกอบ 11) ซึ่งทาํให้ปกป้องเชือ้ที่อยู่รอบขา้งจากการติดเชือ้ดว้ยเฟจได ้
ระบบ Abi มีกลไกที่หลากหลายและสามารถขดัขวางวงชีวิตของเฟจในขัน้ตอนตา่ง ๆ ได ้
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ภาพประกอบ 11 การติดเชือ้ที่ไม่มีการปลอ่ยลกูหลาน(62) 

4.7 การใช้เฟจในการควบคุมเชือ้ก่อโรคในอุตสาหกรรมเพาะเลีย้งสัตวน์ า้ 
ความสามารถของเฟจในการทาํลายเชือ้อย่างจาํเพาะนั้น ถือเป็นทางเลือกหนึ่ง 

ที่นาํมาใช้เฟจในการทาํลายเชือ้แทนยาปฏิชีวนะ การใช้ไลติคเฟจหรือผลิตภัณฑ์จากเฟจใน 
การควบคุมเชือ้ก่อโรค เรียกว่า phage therapy(63) ซึ่งการคดัเลือกเฟจที่มีความเหมาะสมสาํหรบั
นาํไปใชเ้ป็น phage therapy จะตอ้งมีคณุสมบตัิต่าง ๆ(64) ดงันี ้

1. เป็นเฟจที่มีวงจรชีวิตแบบไลติค  
2. ติดเชือ้ก่อโรคไดก้วา้ง แต่ไม่ทาํลายเชือ้ที่เป็นประโยชน ์
3. ไม่เป็นอนัตรายตอ่มนษุยแ์ละเป็นมิตรต่อสิ่งแวดลอ้ม 
4. มีความเสถียรต่อสภาวะตา่ง ๆ เพื่อที่จะนาํไปประยกุตใ์ชใ้นสภาวะจรงิ 
5. มีประสิทธิภาพในการทาํลายไบโอฟิลม์ 
6. เพิ่มจาํนวนไดง้่าย 
7. เฟจต้องปราศจากยีนที่ท ําให้เกิดความรุนแรง เช่น ยีนที่ดื ้อต่อยาปฏิชีวนะ  

ยีนก่อโรค และยีน integrase  
จากคณุสมบตัิที่กล่าวขา้งตน้ การใชเ้ฟจในการทาํ phage therapy ยงัคงมีขอ้จาํกดั 

อาทิเช่น การคดัแยกเฟจที่ปราศจากยีนที่ทาํใหเ้กิดความรุนแรงทาํไดย้าก เฟจที่มียีนดงักลา่วอาจมี
ส่วนช่วยในการพัฒนาเชือ้ที่ดือ้ยารวมทั้งอาจทําให้มีความสามารถในการก่อโรคได้มากขึน้ 
นอกจากนีย้งัเกิดเชือ้ที่ดือ้ต่อเฟจ รวมทัง้เฟจยงัอาจถกูยบัยัง้โดยระบบภมูิคุม้กนัของโฮสต์(65) 
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5. การใช้เฟจร่วมกับยาปฏชิีวนะควบคุมเชือ้ก่อโรค 

ในการทํา  phage therapy การใช้เฟจแบบเดี่ ยวอาจไม่ เพี ยงพอต่อทําลายเชื ้อ 
เนื่องจากเฟจส่วนใหญ่มีความจาํเพาะกับโฮสต์สูง ดังนั้นจึงยากที่จะคัดแยกเฟจตัวเดียวที่มี
คุณสมบัติในการติดเชือ้ได้กว้าง การใช้เฟจผสมจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ เข้ามาแก้ปัญหา  
เฟจที่ติดเชื ้อได้แคบของเฟจแบบเดี่ยว อย่างไรก็ตามมีรายงาน เชื ้อสายพันธุ์กลายกลับมา 
เจริญใหม่ภายหลังจากการทาํ phage therapy ทั้งแบบเดี่ยวและแบบผสม เชือ้สายพันธุ์กลาย 
ที่ดือ้ต่อเฟจจะมีการเปลี่ยนแปลง receptor เป็นหลักซึ่ง receptor เหล่านีม้ักเป็นโครงสรา้งของ
เซลลท์ี่มีความสาํคัญต่อเชือ้ เช่น teichoic acid และ lipopolysaccharide จึงเกิดการดือ้ต่อเฟจ 
ระยะหนึ่ง แต่การเปลี่ยนแปลง receptor เหลา่นีแ้ลว้ทาํใหเ้ชือ้สายพนัธุก์ลายไม่สามารถดาํรงชีวิต
อยู่ไดจ้ึงกลบัมาสรา้งโครงสรา้งที่สาํคญัเหลา่นีอ้ีกครัง้ ดว้ยสาเหตนุีท้าํให้สายพนัธุก์ลายส่วนใหญ่
กลบัไปเป็นสายพนัธุท์ี่ไวต่อเฟจอีกครัง้ ดงันัน้หากมีการใชย้าปฏิชีวนะที่มีความเขม้ขน้ตํ่าเขา้มา
ทาํลายเชือ้ในระยะที่ดือ้ต่อเฟจ อาจเป็นทางเลือกหนึ่งที่ช่วยในการทาํลายเชือ้ ในต่างประเทศการ
ใช้เฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะจึงถือเป็นทางเลือกหนึ่งในการควบคุมเชือ้ Aeromonas ที่ดือ้ต่อยา 
หลายชนิด โดยมีรายงานของ Chandrarathna และคณะ (2020) ศึกษาการใช้เฟจร่วมกับยา
ปฏิชีวนะในการควบคุมเชือ้ A. hydrophila ที่ดือ้ต่อยาหลายชนิด โดยคณะผูว้ิจัยไดค้ัดแยกเฟจ
และใหช่ื้อว่า AHP-1 จากเนือ้เยื่อของปลาคารป์ จากผลการยับยัง้การเจริญของ A. hydrophila 
ของเฟจในระดับห้องปฏิบัติการพบว่า เฟจ AHP-1 ที่ค่า MOI เท่ากับ 10 แสดงการยับยั้งเชือ้  
A. hydrophila ได้สูงกว่าการใชย้าคลอแรมเฟนิคอล 5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และการใช้เฟจ
รว่มกับยาคลอแรมเฟนิคอลใหป้ระสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ดีที่สดุ(66) อย่างไรก็ตาม ในประเทศ
ไทยยังไม่มีรายงานการใชเ้ฟจร่วมกับยาปฏิชีวนะ และเห็นความสาํคัญของการใชเ้ฟจ ร่วมกับ 
ยาปฏิชีวนะในการควบคมุเชือ้ A. dhakensis ประกอบกบัเป็นที่ทราบกนัดีว่าในประเทศไทยมีการ
ใชย้าปฏิชีวนะอย่างแพร่หลายจึงทาํใหก้ารรกัษาการติดเชือ้ชนิดนีต้อ้งมีการเพิ่มปริมาณการใช ้
ยาเพิ่มขึน้ และส่งผลใหเ้ชือ้ดือ้ยาหลายชนิด ดงันัน้แนวทางการใชเ้ฟจรว่มกบัยาปฏิชีวนะในการ
กําจัดเชื ้อนี ้จึงเป็นทางเลือกที่ส ําคัญ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีที่ เชื ้อดื ้อยาทุกประเภทใน
ทอ้งตลาด 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

อุปกรณท์ีใ่ช้ในการทดลอง 
กระบอกฉีดยา (Syringe) (Nipro, Thailand) 
กลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (Microscope) (Olympus Optical Co., Ltd, Japan) 
กลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron microscope; TEM) 

(Jeol, Japan)  
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ (Incubator shaker) (Chemoscience, Thailand) 
เครื่องเขย่าสารละลาย (Vortex mixer) (Scientific Industries, USA) 
เครื่องชั่ งไฟฟ้าละเอียดทศนิยม 2 ตําแหน่ง (Precision balance 2 digits) (Denver 

Instrument, USA) 
เครื่องถ่ายภาพจากเจล Geldoc XR+ (Gel documentation) (Bio-Rad, USA) 
เครื่องป่ันเหวี่ยงความเรว็สงูขนาดเล็ก (Spindown) (DAIHAN Scientific, Korea) 
เครื่องป่ันเหวี่ยงชนิดควบคมุอณุหภมูิ (Refrigerated centrifuge)(Kendro, Germany) 
เครื่องป่ันเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge) (DAIHAN Scientific, Korea) 
เครื่องเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรม (PCR thermocycler) (Scilogex, USA) 
เครื่องแยกดีเอ็นเอดว้ยกระแสไฟฟ้า (Electrophoresis) (Mupid, Japan) 
เครื่องวดัความทบึแสง (OD Monitor) (TAITEC, Japan) 
เครื่องวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) (Denver Instrument, USA) 
ตูชี้วนิรภยัระดบั 2 (Biosafety cabinet: BSC Class II) (Microflow, UK) 
ตูแ้ช่แข็งอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส (Freezer) (Sanden intercool, Thailand) 
ตูบ้ม่แบบพดัลม (Incubator with fan) (Gallenkamp, UK) 
ตูอ้บฆ่าเชือ้ (Hot-air sterilizing oven) (Fisher Scientific, USA) 
เตาใหค้วามรอ้นแบบหลมุ (Dry bath incubator) (Major Science, USA) 
ไมโครเพลท 96 หลมุ (96-Well Microplates) (Thermo Fisher Scientific, Denmark) 
หมอ้นึ่งฆา่เชือ้ดว้ยไอนํา้ (Autoclave) (Tomy, Japan) 
อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) (DAIHAN Scientific, Korea) 
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อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 

Aeromonas Isolation Medium (Himedia, India) 
Agar (Himedia, India) 
Agarose (Invitrogen, New Zealand) 
Amoxicillin (Sigma, Singapore) 
Ampicillin (T.P. DRUG LABORATORIES, Thailand) 
Beef extract (Himedia, India) 
Chloroform (RCI Labscan Limited, Thailand) 
Ethanol (Merck, USA) 
Ethidium bromide (Sigma Chemical, USA) 
GelRed Loading Buffer (Biosharp, China)  
Glycerol (Merck, USA) 
Isopropanol (Merck, USA) 
Mueller Hinton agar (Himedia, India) 
Peptone (Himedia, India) 
Phenol (Amresco, USA) 
Polyethylene glycol 8000 (Sigma Chemical, USA) 
Sodium chloride (Thermo Fisher Scientific, USA) 
TE buffer (Bio Basic Inc., Canada) 
Tryptic Soy Broth (Himedia, India) 
Yeast extract (Himedia, India) 

อุปกรณเ์พิม่เตมิ 
Cellulose acetate filter, pore size 0.45 µm (Sartorius, Germany) 

ชุดเคร่ืองมือทางการค้า 
2X TopTaq Master Mix Kit (QIAGEN, Germany)  
AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer, South Korea)  
Liofilchem® MIC Test Strips (Liofilchem, Italy) 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Germany)  
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Molecular marker  

100 bp Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)  
DNA ladder mix (Thermo Fisher Scientific, USA)  
Loading dye (Thermo Fisher Scientific, USA) 

เชือ้สายพันธุอ้์างอิงทีใ่ช้ทดสอบ 
A. caviae DMST 25498 
A. hydrophila DMST 1406 
A. hydrophila DMST 25194 
A. hydrophila DMST 2798 
A. hydrophila TISTR 1321 
A. sobria DMST 1244 
A. sobria DMST 25185 
A. trota ATCC 49657 
A. veronii ATCC 35624 

วิธีด าเนินการทดลอง 
1. การคัดแยกและจัดจ าแนกเชือ้ A. dhakensis 

เก็บตัวอย่างนํา้จากแหล่งต่าง ๆ ไดแ้ก่ คลองแสนแสบ คลองเปรมประชากร แม่นํา้
เจา้พระยา และจากตวัอย่างปลาที่วางขายในตลาดคลองเตย ตลาดหว้ยขวาง และซูเปอรม์าเก็ต 
มาทําการคัดแยกเชื ้อ Aeromonas spp. โดยนําตัวอย่างนํ้าปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําการ 
เจือจางเป็นลําดับทีละสิบ เท่ า (ten-fold serial dilution) ด้วยอาหาร Nutrient broth (NB) 
(ภาคผนวก ก) จากนัน้ดดูตวัอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ที่ระดบัความเจือจางต่าง ๆ มา spread 
บนผิวอาหาร Aeromonas Isolation Medium (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมแอมพิซิลลิน (ampicillin) 
นาํไปบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง นาํโคโลนีที่ขึน้บนอาหารดงักล่าว 
ไปแยกใหบ้รสิทุธ์ิ และนาํไปทดสอบวา่เป็น Aeromonas spp. หรอืไม่ในขัน้ตอนตอ่ไป 

1.1 การจัดจ าแนกเชือ้ A. dhakensis 
นาํโคโลนีที่เจริญบนอาหารในขั้นตอน 1 มาตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยา 

ของเชือ้ โดยเชือ้ Aeromonas spp. จะติดสีแกรมลบ รูปร่างท่อนสัน้ จากนัน้นาํมาจดัจาํแนกเชือ้
ต่อดว้ยวิธีทดสอบทางชีวเคมี โดยลักษณะทางชีวเคมีที่ใชท้ดสอบ ไดแ้ก่ การทดสอบปฏิกิริยา 
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IMViC การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง การทดสอบการผลิตเอนไซม ์deoxyribonuclease 
การทดสอบการผลิตเอนไซม์ gelatinase การทดสอบการผลิตเอนไซม์ catalase การทดสอบ 
การผลิตเอนไซม ์oxidase และการทดสอบการใชน้ํา้ตาลกลูโคสในสภาพมีหรือไม่มีออกซิเจน  
การทดสอบการใช้นํ้าตาลแล็กโทส ( lactose) ซูโครส (sucrose) และแมนนิทอล (mannitol)  
โดยเพิ่มการทดสอบการใช้นํ้าตาลแอล-อะราบิโนส (L-arabinose) และ ซาลิซิน (salicin)  
เพื่ อ แ ย ก  A. dhakensis อ อ ก จ า ก  A. hydrophila subsp. hydrophila แ ล ะ  A. hydrophila 
subsp. ranae(7, 29) ทาํการจาํแนกเชือ้ตามวิธีมาตรฐานในคู่มือ Bergey’s manual of systematic 
bacteriology(25) โดยเชือ้ที่จดัเป็นเชือ้ A. dhakensis จะใหผ้ลแสดงดงัตาราง 4  

ตาราง 4 คณุสมบตัิทางชีวเคมีของเชือ้ A. dhakensis, A. hydrophila subsp. hydrophila และ 
A. hydrophila subsp. ranae(14) 

คุณสมบัตทิางชีวเคมี A. dhakensis 
A. hydrophila  

subsp. hydrophila 
A. hydrophila 
subsp. ranae 

การทดสอบปฏิกิริยา IMViC    

- การทดสอบ indole  + + + 

- การทดสอบ methyl red  + ND ND 

- การทดสอบ Voges-Proskauer  + + - 

- การทดสอบ citrate  + ND ND 

การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง  ND ND 

การทดสอบการผลิตเอนไซม ์deoxyribonuclease + ND ND 

การทดสอบการผลิตเอนไซม ์gelatinase + ND ND 

การทดสอบการผลิตเอนไซม ์catalase + ND ND 

การทดสอบการผลิตเอนไซม ์oxidase + ND ND 

การทดสอบการใชน้ํา้ตาลกลโูคสในสภาพมีหรอืไม่มีออกซิเจน  F ND ND 

การใชแ้ลก็โทส (lactose) - ND ND 
การใชซู้โครส (sucrose)  + ND ND 
การใชแ้อล-อะราบิโนส (L-arabinose)  - + - 
การใชแ้มนนิทอล (mannitol)  + ND ND 
การใชซ้าลิซิน (salicin)  + - - 
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1.2 การสกัดดีเอ็นเอของเชือ้ A. dhakensis 
นําเชื ้อที่ คาดว่า เป็น  A. dhakensis มาสกัดดี เอ็น เอ  โดยใช้วิ ธีสกัดด้วย

ส ารล ะล าย ฟี น อ ล -ค ล อ โรฟ อ ร์ม  (phenol-chloroform method) ต าม วิ ธี ขอ ง  Sambrook  
และคณะ(67) ซึ่งขอ้มลูสารเคมีที่การสกดัจีโนมของเฟจจะแสดงในภาคผนวก ข โดยนาํเชือ้มาเลีย้ง
ในอาหาร NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มข้ามคืนที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส จากนั้นนําไป 
ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเรว็ 12,000 xg ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที นาํตะกอนที่ได้
จากการป่ันเหวี่ยงไปผสมกับสารละลายบัฟเฟอร ์TE ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติม lysozyme  
50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 120 ไมโครลิตร นําไปบ่มในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่  
37 องศาเซลเซียส บ่มจนกระทั่งเป็นสารละลายใส จึงเติมสารละลาย sodium dodecyl sulfate  
รอ้ยละ 10 (นํา้หนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นาํไปบ่มในอ่างนํา้ควบคุมอุณหภูมิที่  
55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่ วโมง จากนั้นเติมสารละลายฟีนอล -คลอโรฟอรม์ ให้เท่ากับ
สารละลายที่มีอยู่เดิม ผสมใหเ้ขา้กันโดยการกลับหลอดไปกลับมาเบา ๆ ทาํการป่ันเหวี่ยงดว้ย
ความเร็ว 10,000 xg ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตต์ส่วนใสชั้นบน 
(aqueous phase) ใส่ห ล อด  microcentrifuge ให ม่ ขน าด  1.5 มิ ล ลิ ลิ ต ร เติ ม ส ารละล าย 
ฟีนอล-คลอโรฟอรม์ปริมาตรเท่ากับปริมาตรที่มีอยู่เดิม และทาํซํา้ตามขัน้ตอนขา้งตน้จนกระทั่ง 
ไม่เห็นชัน้ของโปรตีน (interphase) จึงเติมสารละลายคลอโรฟอรม์ ปรมิาตรเท่ากบัปรมิาตรที่มีอยู่
เดิม ทาํการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นดีเอ็นเอจะถูกตกตะกอนด้วยสารละลาย sodium acetate ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น  
0.1 โมลาร ์และเติม isopropanol ที่แช่เย็น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไว้ข้ามคืนที่อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส ทําการป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 xg ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตต์ส่วนใสทิง้เพื่อเก็บตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นเติม ethanol รอ้ยละ 70 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ที่แช่เย็น ทาํการป่ันเหวี่ยงอีกครัง้ด้วยความเร็ว 10,000 xg ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ระเหย ethanol ออกที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ตะกอน 
ดีเอ็นเอของเชื ้อถูกละลายด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TE นําดีเอ็นเอของเชื ้อที่สกัดได้มาทํา 
การตรวจสอบดว้ยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (gel electrophoresis) โดยชั่งอะกาโรส (agarose) 
0.6 กรมั ผสมกับสารละลายบฟัเฟอร ์TBE (tris-bate-EDTA) ปริมาตร 60 มิลลิลิตร นาํมาหลอม
ใหเ้จลละลาย แลว้เติมสียอ้มดีเอ็นเอ GelRedTM ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เทเจลลงในถาดสาํหรบั 
ใส่เจล (tray) แลว้เสียบหวีลงบนดา้นปลายของแผ่นเจล เจลแข็งตัวแลว้นาํมาวางบนเครื่องแยก 
ดีเอ็นเอดว้ยกระเเสไฟฟ้า จากนัน้เทสารละลายบฟัเฟอร ์TBE ใหท้่วมเจล ปิเปตตด์ีเอ็นเอเชือ้ที่ได ้
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จากการสกัดปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมกับสาร CoralLoad Concentrate (10X) ปริมาตร  
1 ไมโครลิตร แล้วนํามาใส่ลงในเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า โดยให้กระแสไฟฟ้าที่ 
ความต่างศักย ์100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นตรวจดูเจลภายใตแ้สงอัลตราไวโอเลตดว้ย 
เครื่องถ่ายภาพเจล (gel-documentation) 

1.3 การเพิม่จ านวนชิน้ดเีอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของเชือ้ A. dhakensis 
นําดี เอ็ น เอ ขอ ง เชื ้อ ที่ ส กัด ได้ม า เป็ น ดี เอ็ น เอ แม่ แบ บ  (DNA template)  

ในการทาํ Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อเพิ่มจาํนวนชิน้ดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA 
ของเชือ้โดยใช ้universal primers ที่มีลาํดบัเบสดงันี ้ 

Forward primer (27F): 5’ AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG 3’ 
Reverse primer (1492R): 5’ TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT 3’ 
องคป์ระกอบในปฏิกิริยา PCR แสดงดงัตาราง 5 ถูกเติมลงในหลอด PCR tube 

ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ที่ผสมสารต่าง ๆ เรียบรอ้ยแลว้ใส่ในเครื่อง PCR thermocycler ทาํการระบุ
โปรแกรมอณุหภมูิและเวลาสาํหรบัเพิ่มจาํนวนชิน้ดีเอ็นเอบรเิวณ 16S rDNA (ตาราง 6) จากนัน้นาํ
ชิน้ดีเอ็นเอที่ ได้จากการทาํ PCR มาวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส เช่นเดียวกับ
ขัน้ตอน 1.2 ซึง่ใหผ้ลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1,500 คูเ่บส(68) 

ตาราง 5 องคป์ระกอบในปฏิกิรยิา PCR สาํหรบัเพิ่มจาํนวนชิน้ดีเอน็เอบรเิวณ 16S rDNA โดยใช ้
universal primers 

องคป์ระกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
2X TopTaq Master Mix 8 
25 mM MgCl2 0.2 
10 µM 27F primer 0.4 
10 µM 1492R primer 0.4 
ดีเอ็นเอแมแ่บบ 4 
DNase-free water 7 
ปรมิาตรรวม 20 
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ตาราง 6 สภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มจาํนวนชิน้ดีเอน็เอบรเิวณ 16S rDNA โดยใช ้universal 
primers ดว้ยเครื่อง PCR 

ขั้นตอน อุณหภมิู เวลา  จ านวนรอบ 

1. pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส 5 นาท ี 1 
2. denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาท ี  
3. annealing 47 องศาเซลเซียส 35 วินาท ี 35 
4. extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี  
5. final extension   72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี 1 

 

1.4 การท าใหช้ิน้ดเีอ็นเอบริสุทธิ ์
นาํชิน้ดีเอ็นเอที่ไดจ้ากการทาํ PCR ในขั้นตอน 1.3 มาทาํใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใชชุ้ด

สกดัสาํเรจ็รูป NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (ภาคผนวก ค) 
1.5 การเปรียบเทียบล าดับเบสบริเวณ 16S rDNA กับล าดับเบสบริเวณ 16S 

rDNA ในฐานข้อมูล 
นําชิ ้นดีเอ็นเอที่ ได้ทําให้บริสุทธ์ิแล้วส่งไปหาลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA  

ที่บริษัท Apical Scientific ประเทศมาเลเซีย จากนัน้นาํลาํดบัเบสที่ไดม้าตรวจสอบความถูกตอ้ง
โด ย ใช้ โป รแก รม  Chromas version (Technelysium Pty Limited. Australia) แล ะจัด เรีย ง 
ลํา ดั บ เบ ส ด้ ว ย โป รแ ก รม  Bioedit (Tom Hall, North Carolina State University)  แ ล้ ว นํ า 
ลําดับ เบสของชิ ้นดี เอ็น เอไปเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับเบสบริเวณ  16S rDNA  
ใน ฐ า น ข้อ มู ล  National Center for Biotechnology Information: GenBank (NCBI) โด ย ใช้
โปรแกรม Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 

1.6 การวิ เค ราะห์แผนภู มิ ความ สัมพั น ธ์และการจั ดก ลุ่ม ของเชื้ อ  
A. dhakensis 

หลงัจากจดัเรียงตาํแหน่งของลาํดบัเบสเรียบรอ้ยแลว้ นาํขอ้มลูลาํดบัเบสบรเิวณ 
16S rDNA ของ Aeromonas sp. ที่คัดแยกได้ มาสรา้งแผนภูมิ phylogenetic tree ตามวิธีของ 
Dong และคณ ะ (2017)(69) โดยใช้เชื ้อ  Aeromonas สายพันธุ์ต้นแบบ ( type strain) ได้แก่  
A. dhakensis strain LMG 19562T (AJ508765) ,  A. caviae strain ATCC 15467 (X60409) ,  
A. hydrophila strain ATCC 7966 (NR074841), A. sobria strain ATCC 43979 (NR119044), 
A. veronii biovar veronii strain ATCC 35624 (X60414), A. jandaei strain ATCC 49568 
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(X60413) และใชเ้ชือ้สปีชีสอ์ื่นที่มีการรายงานการระบาดในปลาเช่นเดียวกนัเป็น outgroup ไดแ้ก่ 
Plesiomonas shigelloides strain NCIMB 9242 (X60418) นําข้อมูลลําดับ เบสบริเวณ  16S 
rDNA ทัง้หมดมาสรา้งแผนภมูิ phylogenetic tree ดว้ยโปรแกรม MEGA 11.0 โดยใชแ้บบจาํลอง
แผนภมูิของ neighbor-joining และทดสอบความเช่ือมั่นของ bootstrap เท่ากบั 1,000 รอบ  

1.7 การศึกษาล าดับจี โนมทั้ งหมดของเชื้อ  A. dhakensis ด้วยวิธี  Next 
generation sequencing 

นาํเชือ้มาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Sambrook และคณะ(67) เช่นเดียวกับขัน้ตอน 
1.2 จากนั้นนํา ดี เอ็น เอ ท่ีบริสุท ธ์ิไปหาลําดับ เบสโดยใช้ BGISEQ 500 ( สถาบัน  Beijing 
GenomicsInstitute ประเทศจีน ) เม่ือได้ข้อมูลลําดับจีโนมทั้งหมดของเชื ้อ (whole genome 
sequencing) จะนํามาตรวจสอบคุณภาพของลําดับเบสโดยใช้โปรแกรม FASTQC(70) และ 
จัดเรียงลาํดับนิวคลีโอไทดส์ายสั้นเป็นนิวคลีโอไทดส์ายยาวโดยใชโ้ปรแกรม SPAdes 3.12 (71) 
จากนัน้คน้หา open reading frames (ORFs) และระบุหนา้ที่ของยีนโดยใชโ้ปรแกรม Prokka(72) 
นอกจากนีน้าํลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัง้หมดที่ไดม้าวิเคราะหต์าํแหน่งยีนดือ้ยาปฏิชีวนะโดยโปรแกรม 
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) databases(73) ตรวจสอบบริเวณ 
ที่มี prophage ดว้ยโปรแกรม PHASTER(74, 75)ตรวจสอบการปรากฏของ plasmid ดว้ยโปรแกรม 
PlasmidFinder 2.1(76, 77) และวิเคราะหย์ีนที่แสดงความรุนแรงของโรคโดยใชโ้ประแกรม Virulence 
Factors of Pathogenic Bacteria (VFDB)(77) จ าก นั้ น ส ร้า งแ ผ น ภ าพ จี โน ม ด้ว ย  CG view 
webserver(78) 

2. การทดสอบความไวของเชื้อ A. dhakensis ต่อยาปฏิชีวนะต่าง ๆ ด้วยวิธี 
Epsilometer test (E-test) 

ทดสอบความไวของเชื ้อต่อยาปฏิชีวนะ 8 ชนิด โดยนําเชื ้อ A. dhakensis AM  
มาปรบัใหมี้ค่าความขุ่นเท่ากบั 0.5 McFarland standard (0.5 x 108 CFU/mL) แลว้นาํมาเจือจาง
ใหมี้ความเขม้ขน้เป็น 105 CFU/mL จากนั้นใชก้า้นสาํลีที่ผ่านการฆ่าเชือ้ (sterile cotton swab) 
มาจุ่มเชือ้ A. dhakensis AM แลว้นาํไปป้ายใหท้ั่วผิวหนา้อาหาร Mueller Hinton agar (MHA) 
(ภาคผนวก ก) จากนั้นวางแถบยาต้านจุลชีพ (E-test strip) แต่ละชนิดลงบนอาหารเลีย้งเชือ้  
ทําการทดลอง 3 ซ ํา้ต่อ 1 ชนิดยา แล้วนําจานเลีย้งเชื ้อไปบ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 18 ชั่วโมง บนัทกึค่าความเขม้ขน้ของยาในระดบัตํ่าสดุที่สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ 
(minimal inhibitory concentration หรือ MIC) ของยาปฏิชีวนะแต่ละชนิด แลว้นาํผลที่ไดไ้ปแปล
ค่าความไวต่อยาตามเกณฑ์ของ Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2020 
ดว้ยวิธี E-test ดงัตาราง 7 
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ตาราง 7 ค่าความไวของยาปฏิชีวนะแต่ละชนิดของเชือ้ A. dhakensis AM ตามเกณฑข์อง 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2020 ดว้ยวิธี E-test 

ยาปฏิชีวนะ 
ความเข้มข้นของยา

แสดงบน  
E-test strip (µg/mL) 

ระดับความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
ต้านทาน 
(Resistant) 
(µg/mL) 

ไวปานกลาง 
(Intermediate) 

(µg/mL) 

ไว 
(Sensitive) 
(µg/mL) 

amoxicillin 0.016-256 ≤4 8 >8 

ampicillin 0.016-256 ≤8 16 >32 

chloramphenicol 0.016-256 ≤8 16 ≥32 

doxycycline 0.016-256 ≤4 8 ≥16 

erythromycin 0.016-256 ≤4 8 ≥16 

gentamicin 0.016-256 ≤4 8 ≥16 

tetracycline 0.016-256 ≤4 8 ≥16 

trimethoprim-sulfamethoxazole 0.016-256 ≤2/38 - ≥4/76 

 

3. การคัดแยก ศึกษารูปร่าง และศึกษาล าดับจีโนมทั้งหมดของเฟจที่จ าเพาะต่อ
เชือ้ A. dhakensis 

3.1 การคัดแยกเฟจ 
เลีย้งเชือ้ A. dhakensis ในอาหาร NB บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 18-24 ชั่วโมง จากนัน้เตรียมเป็นเซลลแ์ขวนลอยที่มีค่า OD600 เท่ากบั 0.4 หรอืมีปรมิาณเซลล์
เท่ากับ 108 CFU/mL ปิเปตตม์าปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดทดลองรูปชมพู่  (flask) ขนาด 
250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB ความเขม้ขน้ 2 เท่า ปริมาตร 25 มิลลิลิตร นาํไปเขย่าที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง เพื่อใหเ้ชือ้เจริญอยู่ในระยะเพิ่มจาํนวน (log 
phase) จากนั้นนาํตัวอย่างนํา้ซึ่งมาจากตลาดคลองเตย คลองแสนแสบ และแม่นํา้เจา้พระยา  
เติมลงไปปรมิาตร 25 มิลลิลิตร แลว้นาํไปบ่มต่อที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง  
นาํตวัอย่างไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 xg ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
นาํสว่นใสหรือสารแขวนลอยเฟจ (phage lysate) มากรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมครอน และ
เก็บรกัษาในขวดสีชาที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้นาํมาวิเคราะหต์อ่ไปวา่มีเฟจอยู่หรอืไม ่
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3.2 การตรวจสอบเฟจโดยใช้เทคนิคการท าอาหารวุ้นสองชั้น 
ปิเปตตส์ารแขวนลอยเฟจปริมาตร 100 ไมโครลิตร ในแต่ละระดบัความเจือจาง 

และเชื ้อ  A. dhakensis ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเติมลงใน อาหาร Nutrient soft agar 
(ภาคผนวก ก) ที่มีการหลอมเหลวแลว้ ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เททบัลงบนอาหาร Nutrient agar (NA) 
(ภาคผนวก ก) รออาหารแข็งตัว นาํไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่ วโมง 
ตรวจสอบวงใสหรือพลาคที่เกิดขึน้ 

3.3 การหาปริมาณเฟจ 
นาํสารแขวนลอยเฟจมาเจือจางสิบเท่าดว้ยอาหาร NB จากนั้นทาํอาหารวุน้ 

สองชัน้ตามขัน้ตอน 3.2 โดยใชเ้ชือ้ A. dhakensis เป็นโฮสต ์ภายหลงัจากการบ่มนาํไปตรวจสอบ
เฟจโดยใชเ้ทคนิคการทาํอาหารวุน้สองชัน้ โดยนบัจาํนวนพลาคที่เกิดขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้ และ
รายงานปรมิาณเฟจในหน่วย Plaque Forming Unit /mL (PFU/mL) ซึง่คาํนวณไดจ้ากสตูรดงันี ้

 
 

 
 

3.4 การท าเฟจใหบ้ริสุทธิด้์วยวิธีการแยกพลาคเดีย่ว  
ใช้ลูป (loop) ที่ เผาไฟจนรอ้นแดงตัดชิน้วุ้นตรงบริเวณที่มี 1 พลาค ใส่ลงใน

อาหาร NB ปริมาตร 4.9 มิลลิลิตร และเติมเชือ้ A. dhakensis ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่ วโมง นาํไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 xg ที่
อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที นําส่วนใสมากรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 
ไมครอน และเก็บรกัษาเฟจในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยขั้นตอนนีจ้ะทาํ 3 รอบ 
เพ่ือใหไ้ดเ้ฟจท่ีบรสิทุธ์ิ 

3.5 การเพิม่จ านวนเฟจ  
เพิ่มจาํนวนเฟจโดยใชเ้ทคนิคการทาํอาหารวุน้สองชัน้ตามขัน้ตอน 3.2 จากนัน้ใช ้

spatula ขดูชัน้วุน้ที่มีบรเิวณใสลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหาร NB ปรมิาตร 50 มิลลิลิตร นาํไปเขย่าที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง จากนั้นนาํไปป่ัน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที นาํส่วนใสมากรอง
ผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมครอน และเก็บรกัษาในขวดสีชาที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

=
  
 

จาํนวนพลาค 

ปรมิาตรเฟจที่ใช ้(mL) X ที่ระดบัความเจือจาง 

ค่าความสามารถในการเกิดพลาค (PFU/mL)  = 



 35 
 

3.6 ก ารศึ กษ ารูป ร่างของเฟจภายใต้ก ล้องจุลทรรศน์ อิ เล็ คตรอน 
แบบส่องผ่าน 

นําสารแขวนลอยเฟจมาผสมกับโฮสต์แล้วทําให้เกิดพลาค โดยใช้เทคนิค 
การทาํอาหารวุน้สองชั้นตามขั้นตอน 3.2 จากนั้นนาํกริด (grid) วางทับบริเวณพลาคเป็นเวลา  
5 นาที ทาํการยอ้มดว้ยสารละลาย uranyl acetate รอ้ยละ 1 (นํา้หนกัต่อปริมาตร) จากนัน้นาํไป
สอ่งดดูว้ยกลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบสอ่งผ่าน  

3.7 การศึกษาความเสถยีรของเฟจ 
นาํเฟจที่แยกไดม้าศึกษาความเสถียรต่อ pH และอุณหภูมิ โดยความเสถียรต่อ 

pH จะทําการปรับ pH ให้เป็น 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 ในอาหาร NB ปริมาตร  
5 มิลลิลิตร โดยใช้กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 1 โมลาร ์หรือโซเดียมไฮดรอกไซด ์
(NaOH) ความเขม้ขน้ 1 โมลาร ์จากนัน้เติมเฟจความเขม้ขน้ 107 PFU/ml บ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
ที่อุณ หภูมิ  37 องศาเซลเซียส โดยใช้เฟจในอาหาร NB ที่ปรับเป็น  pH 7 เป็นตัวควบคุม  
ส่วนความเสถียรต่ออุณหภูมิทาํไดโ้ดยบ่มเฟจความเขม้ขน้ 107 PFU/ml ที่อุณหภูมิต่าง ๆ ไดแ้ก่  
4, 25, 30, 37, 45, 65, 75 และ  100 องศาเซลเซียส  เป็น เวลา 1 ชั่ วโมง ภายหลังจากบ่ม  
1 ชั่วโมง ทัง้ 2 การทดลอง นาํมาตรวจสอบปรมิาณเฟจโดยใชเ้ทคนิคการทาํอาหารวุน้สองชัน้ตาม
ขัน้ตอน 3.2 ทาํการทดลอง 3 ซ ํา้ และหาปริมาณเฟจตามขัน้ตอน 3.3 จากนัน้ค่าที่ไดจ้ากการหา
ปรมิาณเฟจจะนาํเสนอดว้ยค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ทาํการเปรียบเทียบความแตกต่าง
ของค่าเฉลี่ยในแต่ละกลุ่ม โดยการวิเคราะหค์วามแปรปรวนแบบทางเดียว (one way-ANOVA) 
โดยเลือกใชส้ถิติ Tukey test ที่ระดับความเช่ือมั่นที่ 95% ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอรส์าํเร็จรูป 
SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 

3.8 ก า รต รวจ ส อบ ค ว าม ส าม ารถ ใน ก ารท า ล าย เชื้ อ  Aeromonas  
สายพันธุอ่ื์น 

นาํเซลลแ์ขวนลอยของเชือ้ Aeromonas spp. ที่แยกได้ และเชือ้ Aeromonas 
สายพนัธุอ์า้งอิง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเติมลงในอาหาร Nutrient soft agar ผสมใหเ้ขา้กัน 
แลว้เททับลงบนอาหาร NA รออาหารแข็งตัว จากนั้นหยดเฟจที่แยกไดป้ริมาตร 10 ไมโครลิตร  
ลงบนผิวหนา้อาหารที่เทไวก้่อนหนา้นี ้นาํไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
สงัเกตบรเิวณใสท่ีเกิดขึน้ตรงบรเิวณที่หยดเฟจลงไป 
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3.9 การหาอัตราส่วนของเฟจต่อโฮสตท์ี่เหมาะสมต่อการติดเชือ้ (Multiplicity 
of infection หรือ MOI) 

เลี ้ยงเชื ้อ  A. dhakensis ในอาหาร NB บ่มที่ อุณ หภูมิ  37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นเตรียมเป็นเซลลแ์ขวนลอยที่มีค่า OD600 เท่ากับ 0.4 ปิเปตตม์า
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเติมลงในหลอดเซนติฟิวจ์ก้นกลมขนาด 25 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB 
ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเฟจ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ มีอัตราส่วนปริมาณของเฟจ 
ต่อปริมาณของโฮสตห์รือ MOI เท่ากับ 0.01, 0.1, 1, 10 นาํไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเรว็ 12,000 xg เป็นเวลา 15 นาที นาํส่วนใส
ไปกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน และนาํมาตรวจสอบปริมาณเฟจโดยใชเ้ทคนิค 
การทาํอาหารวุน้สองชัน้ตามขัน้ตอน 3.2 ทาํการทดลอง 3 ซ ํา้ และหาปรมิาณเฟจตามขัน้ตอน 3.3 
จากนั้นค่าที่ ได้จากการหาปริมาณเฟจจะนําเสนอด้วยค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
ทาํการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในแต่ละกลุม่ โดยการวิเคราะหค์วามแปรปรวนแบบ 
one way-ANOVA โดยเลือกใช้สถิติ  Tukey test ที่ ระดับความเช่ือมั่ นที่  95% ด้วยโปรแกรม
คอมพิวเตอรส์าํเรจ็รูป SPSS  

 
 

 
 

3.10 การศึกษากราฟการเจริญของเฟจ 
เลี ้ยงเชื ้อ  A. dhakensis ในอาหาร NB บ่มที่ อุณ หภูมิ  37 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นเตรียมเป็นเซลลแ์ขวนลอยที่มีค่า OD600 เท่ากับ 0.4 ปิเปตตม์า
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเติมเฟจที่มีความเข้มข้น 107 PFU/mL ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  
ลงในหลอด microcentrifuge (MOI เท่ากับ 0.1) ตั้งทิง้ไว้ในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้นาํมากรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน และลา้งเฟจอิสระ 
(free phage) ด้วยอาหาร NB ผ่านกระดาษกรองหลาย ๆ รอบ จากนั้นใช้  forcep ที่ ผ่าน 
การฆ่าเชือ้คีบกระดาษกรองที่มีเซลลโ์ฮสตท์ี่ถูกเขา้ติดเชือ้ดว้ยเฟจแลว้ใส่ลงไปใน ขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB ปรมิาตร 30 มิลลิลิตร ทาํการเก็บตวัอย่างปรมิาตร 1 มิลลิลิตร 
และกรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน ทุก ๆ 5 นาที จนกระทั่งครบ 70 นาที นาํมา
ตรวจสอบปริมาณเฟจโดยใช้เทคนิคการทาํอาหารวุน้สองชั้นตามขั้นตอน 3.2 ทาํการทดลอง  
3 ซ ํา้ และหาปริมาณเฟจตามขัน้ตอน 3.3 จากนัน้ค่าที่ไดจ้ากการหาปริมาณเฟจจะนาํเสนอดว้ย

Multiplicity of Infection (MOI) (PFU/CFU) = 
จาํนวนของเฟจ (PFU/mL) 

จาํนวนของโฮสต ์(CFU/mL) 
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ค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และนาํมาสรา้งเป็นกราฟการเจรญิของเฟจ (one-step growth 
curve) เพื่อหาค่า latent period และ burst time จากนั้นคาํนวณ burst size ของเฟจ ตามสูตร
ดงันี ้

 
 
 

3.11 การสกัดจโีนมของเฟจ 
การสกัดจีโนมของเฟจจะใชว้ิธีสกัดฟีนอล-คลอโรฟอรม์ (phenol-chloroform 

method) ตามวิธีของ Sambrook และคณะ(67) ซึ่งขอ้มลูสารเคมีที่การสกดัจีโนมของเฟจจะแสดง
ในภาคผนวก ข ทําการเตรียมเฟจให้มีความเข้มข้นสูงโดยการเพิ่มจํานวนเฟจด้วยเทคนิค  
การทาํอาหารวุน้สองชัน้ตามขัน้ตอน 3.2 จาํนวน 60 เพลท จากนัน้ใชช้อ้นขดูชัน้ที่มีบรเิวณใสลงใน
ขวดรูปชมพู่ที่ มีอาหาร NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
ดว้ยความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง จากนั้นนาํอาหารไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว  
12,000 xg ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นาํสารแขวนลอยเฟจมาเทรวมกนัลงใน
ขวดรูปชมพู่เปล่าขนาด 1,000 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชือ้ จากนั้นเติมเอนไซม์ DNase I และ 
RNase I ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากับ 1 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร และ 10 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
ตามลาํดับ แลว้นาํไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 100 rpm เป็นเวลา  
30 นาที จากนัน้เติม sodium chloride ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 1 โมลาร ์และ polyethylene 
glycol (PEG) 8000 รอ้ยละ 10 (นํ้าหนักต่อปริมาตร) หมุนขวดชมพู่เบา ๆ จนกระทั่ ง sodium 
chlorideและ PEG 8000 ละลาย นาํไปแช่ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน จากนัน้
นาํตวัอย่างไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเรว็ 10,000 xg ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
เก็บตะกอนอนุภาคเฟจมาผสมกับสารละลายบฟัเฟอร ์TE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนัน้เติม
สารละลาย sodium chloride ที่มีความเขม้ขน้ 5 โมลาร ์ในอตัราส่วนปริมาตรสารแขวนลอยเฟจ  
1 ส่วนต่อ  sodium chloride 10 ส่วนและสารละลาย  sodium dodecyl sulfate ร ้อยละ 10 
(นํา้หนกัต่อปรมิาตร) บ่มที่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้เติมสารละลาย
คลอโรฟอรม์ เท่ากบัปรมิาตรสารละลายที่มีอยู่เดิม ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเรว็ 10,000 xg ที่อณุหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อกาํจัด PEG ออก จากนั้นเติมสารละลายฟีนอลเท่ากับ
ปริมาตรสารละลายที่มีอยู่เดิม ผสมใหเ้ขา้กันโดยกลบัหลอดไปมาเบา ๆ จากนัน้นาํไปป่ันเหวี่ยง  
1-3 นาที จนกระทั่ งเกิดส่วนใสชั้นบน (aqueous phase) จากนั้นปิเปตต์ส่วนใสไปใส่หลอด 
microcentrifuge ใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลายฟีนอล-คลอโรฟอรม์ (อัตราส่วน 

Burst size (PFU/mL)   = 
ปรมิาณเฟจเริม่ตน้ (PFU/mL) 

ปรมิาณเฟจสงูสดุ (PFU/mL) 
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1:1) เท่ากับปริมาตรสารละลายที่ มีอยู่ เดิมทําเช่นนี ้ไปจนกระทั่ งมองไม่เห็นชั้นของโปรตีน 
(interphase) จากนัน้ปิเปตตส์่วนใสไปใส่หลอดใหม่ และเติมสารละลายคลอโรฟอรม์:ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล ์(อตัราสว่น 24:1) เท่ากบัปรมิาตรสารละลายที่มีอยู่เดิม ทาํการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเรว็ 
10,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ดีเอ็นเอจะถูกตกตะกอนดว้ย
สารละลาย  sodium acetate 1 โมลาร ์(อัตราส่วน 1:10) และเติมสารละลาย  isopropanol 
ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไวข้า้มคืนที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้เก็บตะกอนดีเอ็นเอของเฟจ
โดยนาํไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
แลว้เติม ethanol รอ้ยละ 70 ทาํการป่ันเหวี่ยงอีกครัง้ จากนัน้ปิเปตต์สารละลาย ethanol ออกแลว้
ทาํตะกอนใหแ้หง้ที่อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส ตะกอนดีเอ็นเอของเฟจถกูละลายดว้ยสารละลาย
บฟัเฟอร ์TE จากนัน้ตรวจสอบคณุภาพดีเอ็นเอที่สกดัไดด้ว้ยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส เช่นเดียวกบั
ขัน้ตอน 1.2 โดยเปรียบเทียบดีเอ็นเอของเฟจที่สกดัไดก้บัดีเอ็นเอมาตรฐาน lambda/HindIII 

3.12 การหาล าดับจโีนมทัง้หมดของเฟจด้วยวิธี Next generation sequencing 
นาํเฟจที่บริสทุธ์ิมาสกดัดีเอ็นเอตามวิธีของ Sambrook และคณะ(67) เช่นเดียวกบั

ขั้นตอน 2.11 จากนั้นนาํดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิไปตรวจสอบลาํดับเบสโดยใช้ BGISEQ 500 เม่ือได้
ขอ้มูลลาํดับจีโนมทั้งหมดของเฟจจะนาํมาตรวจสอบคุณภาพของลาํดับเบสโดยใช้โปรแกรม 
FASTQC(70) และจัดเรียงลาํดับนิวคลีโอไทดส์ายสั้นเป็นนิวคลีโอไทดส์ายยาวโดยใชโ้ปรแกรม 
SPAdes 3.12(71) จากนั้นค้นหา open reading frames (ORFs) และระบุหน้าที่ของยีนโดยใช้
โปรแกรม Prokka v1.14(72) จากนั้นนาํลาํดับกรดอะมิโนที่ไดย้ืนยันหน้าที่ของยีนอีกครัง้โดยใช้
โปรแกรม BlastP จากฐานขอ้มลู NCBI เพื่อคน้หายีนที่เก่ียวขอ้งกบัการเขา้สู่วงจรชีวิตไลโสเจนิค 
(ยีน integrase ยีน excisionase และยีน CI repressor) ยีนที่ เก่ียวข้องกับความเป็นพิษ และ 
ยีนดื ้อยาปฏิ ชีวนะ จากนั้นสร้างแผนภาพจีโนมด้วย CG view webserver(78) นอกจากนี ้มี 
การตรวจสอบเฟจว่าเป็น Virulent หรือไม่โดยใชโ้ปรแกรม PhageAI (https://phage.ai/)(79) และ
วิเคราะห ์tRNA ดว้ยโปรแกรม tRNAscan-SE 2.0(80)  

4. การทดสอบการยับยั้งเชื้อ A. dhakensis โดยใช้เฟจแบบเดี่ยวในระดับ
หอ้งปฏบิัติการ 

การทดสอบการยับยั้งเชื ้อ A. dhakensis ในระดับห้องห้องปฏิบัติการ โดยใช ้
เฟจแบบเดี่ยว การทดสอบประกอบไปดว้ย การศึกษาการยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment จะนาํไป
ประยุกตใ์ชใ้นกรณีที่ใชเ้ฟจป้องกันเชือ้ก่อนที่จะพบการติดเชือ้ และการศึกษาการยบัยัง้เชือ้แบบ 
post-treatment จะนาํไปประยุกตใ์ชใ้นกรณีที่ใชเ้ฟจทาํลายเชือ้เพื่อลดหรือยบัยัง้การเพิ่มจาํนวน
ของเชือ้ โดยแต่ละการทดลองจะทาํทัง้หมด 3 ซ ํา้ 
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4.1 การยับยัง้เชือ้แบบ pre-treatment 
การยับยั้งเชือ้แบบ pre-treatment ดาํเนินการโดยเลีย้งเชือ้ A. dhakensis ใน

อาหาร NB ปริมาตร 20 mL บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้น
เตรียมเป็นเซลลแ์ขวนลอยที่มีค่า OD600 เท่ากบั 0.4 แลว้ปิเปตตเ์ชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเฟจ
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยปรบัใหมี้ค่า MOI สดุทา้ยเท่ากับ 0.1, 1 และ 10 ซึ่งคาํนวณไดจ้ากสตูร
ตามขัน้ตอน 3.9 เติมลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหาร NB ปริมาตร 18 มิลลิลิตร จากนัน้ทดสอบโดย
ออกแบบการทดลองดงัตาราง 8 ต่อมานาํไปเขย่าที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเรว็ 150 
rpm และเก็บตัวอย่างที่  0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่ วโมง นําตัวอย่างไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
12,000 xg ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บสว่นใสชัน้บนมากรองผ่านกระดาษ
กรองขนาด 0.45 ไมครอน ตรวจสอบปริมาณเฟจโดยใช้เทคนิคการทาํอาหารวุน้สองชั้นตาม
ขัน้ตอน 3.2 และรายงานปริมาณเฟจในหน่วย PFU/mL ส่วนของตะกอนเซลลจ์ะนาํมาละลายใน
อาหาร NB จากนัน้ทาํการเจือจางตวัอย่างแลว้นาํแต่ละระดบัการเจือจางมาตรวจสอบปรมิาณเชือ้  
A. dhakensis โดยนาํมา spread บนผิวอาหาร NA แลว้นาํไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง นับจาํนวนโคโลนีที่เกิดขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้และรายงานปริมาณเชือ้  
A. dhakensis ในหน่วย CFU/mL  

4.2 การยับยัง้เชือ้แบบ post-treatment 
การยับยั้งเชือ้แบบ post-treatment ดาํเนินการโดยเลีย้งเชือ้ A. dhakensis ใน

อาหาร NB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่ วโมง 
จากนัน้เตรียมเป็นเซลลแ์ขวนลอยที่มีค่า OD600 เท่ากับ 0.4 แลว้ปิเปตตเ์ชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
เติมลงในขวดรูป ชมพู่ ที่ มี อาหาร NB ปริมาตร 18 มิ ลลิลิตร นําไป เขย่ าที่ อุณ หภูมิ  37  
องศาเซลเซียส ที่ความเรว็ 150 rpm เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เติมเฟจปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยปรบัให ้
มีค่า MOI สดุทา้ยเท่ากบั 0.1, 1 และ 10 ซึ่งคาํนวณไดจ้ากสตูรตามขัน้ตอน 3.9 จากนัน้ทดสอบ
โดยออกแบบการทดลองดงัตาราง 8 แลว้นาํไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 
150 rpm และเก็บตวัอย่างที่ 0, 3, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเฟจและปริมาณ
เชือ้ A. dhakensis เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 4.1 
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ตาราง 8 การออกแบบการทดสอบการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis โดยใชเ้ฟจแบบเดี่ยว 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
1. เชือ้ A. dhakensis ในอาหาร NB อย่างเดียว  
(ไม่มีเฟจ) 

1. เฟจแบบเดี่ยว + เชือ้ A. dhakensis 
ในอาหาร NB (MOI 0.1) 

2. เฟจแบบเดี่ยว ในอาหาร NB 
(ปรมิาณเฟจเท่ากบัชดุทดลอง MOI 0.1) 

2. เฟจแบบเดี่ยว + เชือ้ A. dhakensis 
ในอาหาร NB (MOI 1) 

3. เฟจแบบเดี่ยว ในอาหาร NB 
(ปรมิาณเฟจเท่ากบัชดุทดลอง MOI 1) 

3. เฟจแบบเดี่ยว + เชือ้ A. dhakensis 
ในอาหาร NB (MOI 10) 

4. เฟจแบบเดี่ยว ในอาหาร NB 
(ปรมิาณเฟจเท่ากบัชดุทดลอง MOI 10) 

 

 

5. การทดสอบการยับยั้ งเชื้อ A. dhakensis โดยใช้เฟจแบบผสมในระดับ
หอ้งปฏบิัติการ 

การทดสอบการยับยั้งเชือ้ A. dhakensis AM ในระดับหอ้งหอ้งปฏิบัติการ โดยใช ้
ผลการทดสอบการยับยั้งเชื ้อโดยใช้เฟจแบบ เดี่ยวที่ วิ เคราะห์ได้จากขั้นตอน 4 โดยแบ่ง 
การทดลอง ดงันี ้

5.1 การยับยัง้เชือ้แบบ pre-treatment 
การยับยั้งเชือ้แบบ pre-treatment ดาํเนินการโดยเลีย้งเชือ้ A. dhakensis ใน

อาหาร NB บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นเตรียมเป็นเซลล์
แขวนลอยที่มีค่าOD600 เท่ากับ 0.4 แลว้ปิเปตตเ์ชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในการทดสอบจะเตรียม 
เฟจแบบผสม 2 ตัว (ปริมาตรตัวละ 500 ไมโครลิตร) และปิเปตต์เฟจแบบผสม  ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เติมลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหาร NB ปรมิาตร 18 มิลลิลิตร แลว้นาํไปเขย่าที่อณุหภมูิ 37  
องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 150 rpm เก็บตัวอย่างที่ 0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบ
ปรมิาณเฟจและปรมิาณเชือ้ A. dhakensis เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 4.1 

5.2 การยับยัง้เชือ้แบบ post-treatment 
การยับยั้งเชือ้แบบ post-treatment ดาํเนินการโดยเลีย้งเชือ้ A. dhakensis ใน

อาหาร NB บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นเตรียมเป็นเซลล์
แขวนลอยที่มีค่า OD600 เท่ากบั 0.4 แลว้ปิเปตตเ์ชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงในขวดรูปชมพู่ที่มี
อาหาร NB ปริมาตร 18 มิลลิลิตร นาํไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 150 rpm 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ในการทดสอบจะเตรียมเฟจแบบผสม 2 ตวั เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 5.2 และเติม 
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เฟจแบบผสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้นาํไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว  
150 rpm และเก็บตวัอย่างที่ 0, 3, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเฟจและปริมาณ
เชือ้ A. dhakensis เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 4.1 

6. การทดสอบการยับยั้งเชื้อ A. dhakensis ในระดับห้องปฏิบัติการโดยใช้ยา
ปฏชิีวนะทีนิ่ยมใช้ในสัตวน์ า้ร่วมกับเฟจแบบผสม 

6.1 การทดสอบความไวของเชื้อ A. dhakensis ต่อยา amoxicillin ด้วยวิธี 
broth microdilution test 

การทดสอบความไวของเชือ้ A. dhakensis ต่อยา amoxicillin ด้วยวิธี broth 
microdilution test ดําเนินการทดสอบใน 96-well microtiter plate โดยนํายา amoxicillin ที่ มี
ความเขม้ขน้ (stock solution) มาทาํการเจือจางเป็นลาํดบัทีละสองเท่า (two- fold serial dilution) 
ด้วยอาหาร Mueller Hinton broth (MHB) (ภาคผนวก ก) โดยแต่ละหลุมจะมีปริมาตร 100 
ไมโครลิตร และความเขม้ขน้ของยาเท่ากบั 256, 128, 64, 32, 16, 8 และ 4 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นนําเชื ้อ A. dhakensis มาปรับให้มีค่าความขุ่นเท่ากับ 105 CFU/mL แล้วเติมลงใน 
แต่ละหลุมปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยกาํหนดให้มีหลุม sterile medium (SM) หรือหลุมที่มี 
เพียงอาหารอย่างเดียว และหลุม control (CT) หรือหลุมที่มีเชือ้เพียงอย่างเดียวเป็นชุดควบคุม 
จากนัน้ปิดฝาและนาํ 96-well microtiter plate ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชั่วโมง ทาํการทดลอง3 ซ ํา้ บนัทึกค่าความเขม้ขน้ของยาในระดบัตํ่าสดุที่สามารถยบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้ A. dhakensis หรอืค่า MIC โดยดจูากคา่ความขุ่นดว้ย microplate reader ที่ OD600nm 

6.2 การทดสอบการยับยัง้เชือ้ A. dhakensis แบบ pre-treatment ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร โดยใช้ยา amoxicillin ความเข้มข้น ½ MIC ร่วมกับเฟจแบบผสม  

การทดสอบแบ่งเป็น การทดสอบการยบัยัง้เชือ้เบือ้งตน้ในระดบั 200 ไมโครลิตร 
(preliminary test) และการทดสอบการยับยั้งเชือ้ในระดับ  20 มิลลิลิตร (challenge tests) โดย
ออกแบบการทดลองดงัตาราง 9 
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ตาราง 9 การออกแบบการทดสอบการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis โดยใชย้าปฏิชีวนะที่นิยมใชใ้น
สตัวน์ ํา้รว่มกบัเฟจแบบผสม 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
1. เชือ้ A. dhakensis ในอาหาร NB อย่างเดียว  
(ไม่มีเฟจและยา) 

เฟจแบบผสม + เชือ้ A. dhakensis ใน
อาหาร NB ในอาหาร NB ผสม ½ MIC 
amoxicillin  2. เฟจแบบผสม ในอาหาร NB ผสม ½ MIC amoxicillin 

(ปรมิาณเฟจเท่ากบัชดุทดลอง Cocktail) 
3. เชือ้ A. dhakensis ในอาหาร NB ผสม ½ MIC amoxicillin 
(ไม่มีเฟจ) 

 

6.2.1 การยับยัง้เชือ้แบบ pre-treatment 
จากการทดสอบตามขัน้ตอน 6.1 จะไดค้่าความเขม้ขน้ของยาในระดบัตํ่าสดุ

ที่ ส าม ารถ ยับ ยั้ งก า รเจ ริญ ข อ ง เชื ้อ  A. dhakensis นําค่ า ที่ ได้ด ํา เนิ น ก ารท ด ส อ บ ใน  
96-well microtiter plate โดยออกแบบการทดลองดังตาราง 9 ในการทดสอบจะเตรียม 
เฟจแบบผสม 2 ตวั (ปริมาตรตวัละ 50 ไมโครลิตร) เติมลงในหลมุ ในขัน้การเตรียมเชือ้จะทาํการ
โดยเลีย้งเชือ้ A. dhakensis ในอาหาร NB บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง จากนั้นนาํเชือ้ A. dhakensis มาปรบัใหมี้ค่าความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland standard 
และปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้เท่ากบั 106 CFU/mL (เม่ือผสมกบัอาหารและเฟจจะไดป้ริมาณของ
เชือ้ประมาณ 105 CFU/mL) ปรมิาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลมุ ก่อนจะนาํมาเติมยา amoxicillin ให้
มีความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั ½ MIC amoxicillin จากนัน้ปิดฝาและนาํ 96-well microtiter plate 
ไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างที่ 0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปรมิาณ
เฟจและปรมิาณเชือ้ A. dhakensis เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 4.1 

6.2.2 การยับยัง้เชือ้แบบ post-treatment 
ทําการทดลองเช่นเดียวกับขั้นตอน 6.2.1 จากนั้นเติมเชือ้ A. dhakensis 

ปรมิาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลมุ บ่มเป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนัน้เติมเฟจแบบผสม 2 ตวั ลงในหลมุ 
ก่อนจะนาํมาเติมยา amoxicillin ใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั ½ MIC amoxicillin ปิดฝาและ
นาํ 96-well microtiter plate ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างที่ 0, 3, 6, 12, 24 
และ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปรมิาณเฟจและปรมิาณเชือ้ A. dhakensis เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 4.1 
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6.3 การทดสอบการยับยั้งเชื้อ A. dhakensis ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยใช้
ความเข้มข้น ½ MIC amoxicillin ร่วมกับเฟจแบบผสม 

6.3.1 การยับยัง้เชือ้แบบ pre-treatment 
ทาํการทดลองเช่นเดียวกบัขัน้ตอน 6.2 แต่ทาํการทดลองในขวดรูปชมพู่ที่มี

อาหาร NB ปรมิาตร 18 มิลลิลิตร ในการทดสอบจะเตรียมเฟจแบบผสม 2 ตวั เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 
5.2  จากนัน้เติมเฟจแบบผสมในอาหาร NB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ส่วนเชือ้ A. dhakensis เตรียม
เช่นเดียวกบัการทดลองขา้งตน้ใหมี้ความเขม้ขน้ของเชือ้เท่ากบั 106 CFU/mL (เม่ือผสมกบัอาหาร
และเฟจจะไดป้ริมาณของเชือ้ประมาณ 105 CFU/mL) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ก่อนจะนาํมาเติมยา 
amoxicillin ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ ½ MIC amoxicillin นําไปเขย่าที่ อุณ หภูมิ  37  
องศาเซลเซียส ดว้ยความเรว็ 150 rpm และเก็บตวัอย่างที่ 0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบ
ปรมิาณเฟจและปรมิาณเชือ้ A. dhakensis เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 4.1 

6.3.2 การยับยัง้เชือ้แบบ post-treatment 
ทาํการทดลองเช่นเดียวกับขั้นตอน 6.2.1 นาํเชือ้ A. dhakensis ปริมาตร  

1 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเติมเฟจแบบผสมในอาหาร NB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ก่อนจะนาํมาเติมยา amoxicillin ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ ½ MIC amoxicillin จากนั้น
ทดสอบโดยออกแบบการทดลองดงัตาราง 9 ในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหาร NB ปริมาตร 18 มิลลิลิตร 
แลว้นาํไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 150 rpm เก็บตวัอย่างที่ 0, 3, 6, 12, 
24 และ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปรมิาณเฟจและปรมิาณเชือ้ A. dhakensis เช่นเดียวกบัขัน้ตอน 4.1 

7. การทดสอบทางสถติิ 
ค่าที่ ได้จากการทดสอบการยับยั้งเชื ้อ A. dhakensis จะแสดงในรูปค่าเฉลี่ย 

  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ทาํการเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในแต่ละกลุ่ม โดยการ
วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ one way-ANOVA โดยเลือกใช้สถิติ Tukey test ที่ระดับความ
เช่ือมั่นที่ 95% ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอรส์าํเรจ็รูป SPSS 
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บทที ่4  
ผลการทดลอง 

1. การคัดแยกเชือ้ Aeromonas sp. 
จากการคัดแยกเชื ้อ Aeromonas sp. จากตัวอย่างนํ้าต่าง ๆ ได้แก่ คลองแสนแสบ  

คลองเปรมประชากร แม่นํ้าเจ้าพระยา และจากตัวอย่างปลาที่วางขายในตลาดคลองเตย  
ตลาดห้วยขวาง และซูเปอรม์ารเ์ก็ต โดยเลือกโคโลนีสีเขียว (ภาพประกอบ 12) บนอาหาร 
Aeromonas Isolation Medium ที่มีการเติมแอมพิซิลลิน พบว่า สามารถแยกไอโซเลทที่คาดว่า
เป็น Aeromonas sp. ไดท้ัง้สิน้ 78 ไอโซเลท ดงัตาราง 10 

 

 

ภาพประกอบ 12 การเจรญิของเชือ้บนอาหาร Aeromonas Isolation Medium  
ที่มีการเติม ampicillin 

ตาราง 10 ไอโซเลทที่คาดวา่เป็น Aeromonas sp. จากตวัอย่างนํา้และปลา บนอาหาร 
Aeromonas Isolation Medium ที่มีการเติม ampicillin 

สถานทีเ่ก็บ ตัวอย่าง ไอโซเลททีแ่ยกได้ 
ตลาดคลองเตย ปลาเก๋า AK1, AK2, AK3 

ปลาทบัทิม AM 
คลองแสนแสบ นํา้คลอง KSS1, KSS2, KSS3, KSS4, KSS5 
ตลาดหว้ยขวาง กุง้ NCHK1, NCHK2 

หมกึ NCHM1, NCHM2 
ปลานิล NCHN1, NCHN2 
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ตาราง 10 (ต่อ) 

สถานทีเ่ก็บ ตัวอย่าง ไอโซเลททีแ่ยกได้ 
คลองเปรมประชากร นํา้คลอง KPP01, KPP02, KPP03, KPP04, KPP05 
ซูเปอรม์ารเ์ก็ต ตบัปลานิล TP1, TP2, TP3, TP4, TP5, TP6, 

เนือ้ปลานิล NP1, NP2, NP3, NP4 
ครบีปลานิล KRP1, KRP2, KRP3, KRP4, KRP5 
เหงือกปลานิล NGP3, NGP5, NGP6, NGP7 
ผิวหนงัปลาแซลมอน SMSF3, SMSF4, SMSF5 
เนือ้ปลาแซลมอน SMN1, SMN2, SMN3, SMN4, SMN5 
เหงือกปลาแซลมอน SMGILL1, SMGILL2, SMGILL3, SMGILL4, SMGILL5 
ผิวหนงัปลาซาบะ SBSF1, SBSF2, SBSF3, SBSF4, SBSF5 
เนือ้ปลาซาบะ SBN1, SBN2 
ครบีปลาซาบะ SBFIN2, SBFIN3, SBFIN4, SBFIN5, 
ลาํไสป้ลาซาบะ SBKN1, SBKN2, SBKN5 

2. การจัดจ าแนกเชือ้ A. dhakensis 
2.1 การจัดจ าแนกเชือ้โดยวิธีทดสอบทางชีวเคมี  

นาํไอโซเลทที่คาดว่าเป็น Aeromonas sp. ทั้ง 78 ไอโซเลท มาตรวจสอบลักษณะ
สัณฐานวิทยาของเชือ้พบว่า ไอโซเลทที่แยกได้ทั้งหมดติดสีแกรมลบ รูปร่างท่อนสั้น จึงนาํมา 
จัดจําแนกเชื ้อต่อด้วยวิธีทดสอบทางชีวเคมี โดยลักษณะทางชีวเคมีที่ ใช้ทดสอบ เพื่อแยก 
Aeromonas sp. ไ ด้ แ ก่  ก า ร ท ด ส อ บ  indole ก า ร ท ด ส อ บ  methyl red ก า ร ท ด ส อ บ  
Voges-Proskauer การทดสอบ citrate การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง การทดสอบ 
การสร้างเอนไซม์ deoxyribonuclease (DNase) การทดสอบการสร้างเอนไซม์ gelatinase  
การทดสอบการสรา้งเอนไซม์ catalase การทดสอบการสรา้งเอนไซม์ oxidase การทดสอบ 
การใชน้ ํา้ตาลกลโูคสในสภาพมีหรือไม่มีออกซิเจน การทดสอบการใชน้ ํา้ตาลแล็กโทส ( lactose) 
ซูโครส (sucrose) และแมนนิทอล (mannitol) โดยเพิ่มการทดสอบการใชน้ ํา้ตาลแอล-อะราบิโนส 
(L-arabinose) และ ซาลิซิน (salicin) เพื่อแยก A. dhakensis ออกจาก A. hydrophila subsp. 
hydrophila และ A. hydrophila subsp. ranae (7, 29) จากการทดสอบพบว่ามีเพียง 6 ไอโซเลท คือ 
ไอโซเลท AM, NGP8, TP3, KSS5, AK3 และ SBKN4 ที่คาดว่าเป็นเชือ้ A. dhakensis ผลแสดง
ดงัตาราง 11  
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2.2 การจัดจ าแนกเชือ้ในระดับสปีชีสโ์ดยอาศัยล าดับเบสในบริเวณ 16S rDNA  
จากการจัดจาํแนกสปีชีสโ์ดยอาศัยลาํดับเบสบริเวณ 16S rDNA โดยเปรียบเทียบ

ลาํดบัเบสที่ไดก้บัฐานขอ้มลู Genbank ดว้ยโปรแกรม Blastn พบว่า ไอโซเลท AM, NGP8, KSS5, 
AK3, และ SBKN4 มีความคลา้ยคลึงกับ A. dhakensis มากที่สดุ (ตาราง 12) (ขอ้มลู ณ วนัที่ 5 
พฤษภาคม 2565)  

ตาราง 12 ผลการจดัจาํแนกเชือ้ในระดบัสปีชีสโ์ดยอาศยัลาํดบัเบสบรเิวณ 16S rRNA gene ของ 
ไอโซเลทที่คดัแยกไดท้ัง้ 6 ไอโซเลท  

ไอโซเลท สายพันธุข์องเชือ้ทีมี่ความ
คล้ายคลงึมากทีสุ่ด 

Accession 
number 

% identity ความยาวของ  
read sequence ทีไ่ด้ 

AM A. dhakensis strain P21  NR_042155.1 99.93% 1542 bp 
NGP8 A. dhakensis strain P21  NR_042155.1 99.37% 1423 bp 
TP3 Aeromonas sp.  NR_042155.1 95.58% 758 bp 

KSS5 A. dhakensis strain P21  NR_042155.1 96.55% 1402 bp 
AK3 A. dhakensis strain P21  NR_042155.1 99.63% 1365 bp 

SBKN4 A. dhakensis strain P21  NR_042155.1 99.85% 1372 bp 
 

3. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์และการจัดกลุ่มของเชื้อ Aeromonas ที่คาดว่าเป็นเชื้อ  
A. dhakensis 

การวิเคราะหแ์ผนภูมิความสัมพันธ์และการจัดกลุ่มโดยใชล้าํดับเบสบริเวณ 16S 
rDNA ของเชือ้ Aeromonas ที่คดัแยกไดแ้ละมีความคลา้ยคลงึกบั A. dhakensis รอ้ยละ 99 ไดแ้ก่ 
Aeromonas sp. strain AM, Aeromonas sp. strain NGP8, Aeromonas sp. strain AK3 และ 
Aeromonas sp. strain SBKN4 มาจัดกลุ่มกับ  Aeromonas สายพันธุ์ต้นแบบ และใช้เชื ้อ 
Plesiomonas shigelloides strain NCIMB9242 เป็น outgroup พบว่า ทั้ง 4 ไอโซเลทที่คัดแยก
ไดน้ั้นถูกจัดอยู่กลุ่มเดียวกันกับ A. dhakensis strain LMG 19562T (AJ508765) และแยกออก
จาก Aeromonas สายพนัธุอ์ื่น ๆ อย่างชดัเจน แสดงผลดงัภาพประกอบ 13  
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ภาพประกอบ 13 แผนภมูิความสมัพนัธแ์ละการจดักลุม่ของเชือ้ Aeromonas  

(ก ารวิ เค ราะ ห์แ ผ น ภู มิ ค วา ม สัม พั น ธ์ท างพั น ธุ ก รรม จ าก ลําดับ เบ ส บ ริ เวณ  16S rDNA ข อ ง เชื ้อ 

 Aeromonas ที่คดัแยกไดก้ับ Aeromonas สายพันธุอ์ื่น โดยใชเ้ชือ้ Plesiomonas shigelloides strain NCIMB 

9242 เป็น outgroup และใชแ้บบจาํลองแผนภูมิของ neighbor-joining โดยมีค่าความเช่ือมั่นของ bootstrap 

เท่ากบั 1,000 รอบ) 

4. การหาล าดับจี โนมทั้ งหมดของเชื้อ  A. dhakensis AM ด้ วยวิธี  Next generation 
sequencing 

4.1 การประกอบและการสร้างแผนที่จีโนมของเชือ้ A. dhakensis AM เพื่อค้นหา
และท านายหน้าทีข่องยนี 

จ าก ก ารวิ เค รา ะห์ล ําดับ จี โน ม ทั้ งห ม ด ข อ งเชื ้อ  A. dhakensis AM พ บ ว่ า 
A. dhakensis AM มีจีโนมขนาด 4,602,485 คู่เบส และมีค่า G+C content อยู่ที่ 61.9% แผนที่
จีโนมของเชือ้ A. dhakensis AM แสดงดงัภาพประกอบ 14 และจากการคน้หาและทาํนายหนา้ที่
ของยีน พบว่า มียีนที่สามารถแปลรหัสไปเป็นโปรตีนทั้งหมด 4,256 ยีน (ตาราง 13) โดยลาํดับ
จีโนมของเชือ้ A. dhakensis AM ไดถู้กเก็บในฐานขอ้มูล NCBI และไดร้บั Accession number 
คือ JAPHNH000000000  



 49 
 

  

ภาพประกอบ 14 แผนที่จีโนมของเชือ้ A. dhakensis AM  

ตาราง 13 ลกัษณะจีโนมของเชือ้ A. dhakensis AM 

ลักษณะ A. dhakensis AM  
Genome size (bp)  4,602,485 
GC content (%)  61.9 
Number of coding sequences 4256 
Number of RNAs 130 
Antimicrobial resistance (AMR) gene 8 
Prophage 5 
Virulence genes 137 
Plasmid - 
GenBank accession  JAPHNH000000000 
BioSample accession  SAMN31666460 
BioProject accession  PRJNA899678 

A. dhakensis AM 
4,602,485 bp 
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4.2 การวิเคราะหย์นีทีเ่กี่ยวข้องกับการก่อโรคในจโีนมของเชือ้ A. dhakensis AM  
การวิเคราะหย์ีนที่เก่ียวขอ้งกับการก่อโรค ไดแ้ก่ ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ  (antimicrobial 

resistance genes) และยีนที่สัมพันธ์กับความรุนแรงของเชือ้ (virulence-associated genes) 
พบวา่  

- การวิเคราะหย์ีนดือ้ยาปฏิชีวนะจากการใชฐ้านขอ้มลู Comprehensive Antibiotic 
Resistance Database (CARD) ใน ก า รวิ เค รา ะ ห์ ตํา แ ห น่ งยี น ดื ้อ ย า ป ฏิ ชี ว น ะ ข อ ง เชื ้อ  
A. dhakensis AM (ภาคผนวก ง) พบแนวโน้มที่จะดื ้อยาปฏิชีวนะ (strict) โดยอาศัยกลไก 
การดือ้ยาปฏิชีวนะ 3 กลไก ไดแ้ก่  

1. กลไกการขบัยาปฏิชีวนะ (antibiotic efflux pump) โดยแบ่งเป็นกลุม่ย่อยดงันี ้
กลุ่ม  resistance-nodulation-cell division (RND) antibiotic efflux pump 

พบความเหมือนกบัยีน adeF, adeF และ rsmA โดยมีความคลา้ยคลึงรอ้ยละ 43.71, 47.65 และ 
92.73 ตามลาํดบั  

ก ลุ่ ม  major facilitator superfamily (MFS) antibiotic efflux pump พ บ
ความเหมือนกบัยีน tet(E) โดยมีความคลา้ยคลงึกนัรอ้ยละ 99.75  

กลุม่ small multidrug resistance (SMR) antibiotic efflux pump พบความ
เหมือนกบัยีน qacJ โดยมีความคลา้ยคลงึรอ้ยละ 36.89  

2. กลไกการทาํลายหรือเปลี่ยนโครงสรา้งของยาปฏิชีวนะโดยเอนไซม ์(antibiotic 
inactivation) พบความเหมือนกับเอนไซม์ AQU beta-lactamase (AQU-2) และเอนไซม์ OXA 
beta-lactamase (OXA-726) โดยมีความคลา้ยคลงึกนัรอ้ยละ 97.63 และ 98.48 ตามลาํดบั  

3. กลไกการเปลี่ยนแปลงตาํแหน่งออกฤทธ์ิของยาปฏิชีวนะ (antibiotic target 
alteration) พ บความเหมือนกับ  Escherichia coli EF-Tu mutants conferring resistance to 
Pulvomycin (elfamycin resistant EF-Tu) โดยมีความคลา้ยคลงึกนัรอ้ยละ 91.09 

- การวิ เคราะห์ความ รุนแรงของเชื ้อ จากการใช้ฐานข้อมูล  Virulence factor 
database (VFDB) พบว่า มียีนที่ เก่ียวข้องกับ ความรุนแรงของเชื ้อแสดงดังภาคผนวก จ 
ประกอบด้วย ความสามารถในการเกาะติดยึดเซลล์ (adherence) พบ Mannose-sensitive 
hemagglutinin pilus, Polar flagella, Tap type IV pili และ Type I fimbriae ในส่วนของระบบ
การขนส่งโปรตีน (secretion system) พบ type two secretion system หรือ T2SS และ type six 
secretion system ห รือ  T6SS เชื ้อ ส า ม า รถ ส ร้า ง ส า รพิ ษ  ได้แ ก่  aerolysin, extracellular 
hemolysin, hemolysin, hemolysin III, the repeat in toxin, thermostable hemolysin แ ล ะ 
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exotoxin A เชื ้อมีสามารถในการหลบหลีกการทําลายโดยภูมิคุ้มกันของร่างกาย ( immune 
evasion) โดยการสร้าง capsule (Acinetobacter) และ polysaccharide capsule (Bacillus) 
นอกจากนีเ้ชือ้สามารถนาํเขา้ธาตุเหล็ก (iron uptake) โดยมี acinetobactin (Acinetobacter) ที่
ถกูควบคมุโดย 2 ยีน ไดแ้ก่ basB และ basG  

- ก ารวิ เค ราะห์ตําแห น่ ง  Prophage โด ย ใช้ โป รแก รม  PHAge Search Tool 
Enhanced Release (PHASTER) พบว่ามี 5 ตาํแหน่ง แสดงผลเป็น incomplete หรือเฟจที่ไม่
สมบูรณ ์(ภาคผนวก ฉ) พบลาํดบัเบสบางส่วนของ Bacillus phage G (ขนาด 8.4 kb), Serratia 
phage CHI14 (ขนาด 7.5 kb), Bacillus phage vB_BanS-Tsamsa (ขนาด 8 kb), Klebsiella 
phage ST13OXA48 phi12.1 (ขนาด 13.6 kb) และ Bacillus phage G (ขนาด 13.6 kb)  

- การวิเคราะหต์าํแหน่งพลาสมิดโดยใชโ้ปรแกรม PlasmidFinder ผลการวิเคราะห์
คือ ไม่พบพลาสมิดในจีโนมของเชือ้ A. dhakensis AM 

5. การทดสอบความไวต่อยาปฏชิีวนะของเชือ้ A. dhakensis AM ด้วยวิธี E-test 
การทดสอบความไวของเชือ้ A. dhakensis AM ต่อยาปฏิชีวนะจาํนวน 8 ชนิด ไดแ้ก่ 

amoxicillin, ampicillin, chloramphenicol, doxycycline, erythromycin, gentamicin, 
tetracycline และ trimethoprim sulfamethoxazole แสดงดังภาพประกอบ 15 ผลการทดสอบ 
พ บ ว่า  เชื ้อ  A. dhakensis AM มี ค วาม ไวต่ อ ย าป ฏิ ชี วน ะ  4 ชนิ ด  คื อ  chloramphenicol, 
doxycycline gentamicin และ  trimethoprim sulfamethoxazole มีความไวปานกลางต่อยา
ปฏิ ชีวนะ 2 ชนิด  คือ  erythromycin และ tetracycline และดื ้อต่อยาปฏิ ชีวนะ  2 ชนิด  คือ 
amoxicillin และ ampicillin (ตาราง 14) 
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ตาราง 14 ความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชือ้ A. dhakensis AM  

ยาปฏชิีวนะ 

ระดับความไวต่อยาปฏชิีวนะ* 
MIC 

(µg/mL) 
ผลการ
ทดสอบ 

ดือ้ 
(Resistant) 
(µg/mL) 

ไวปานกลาง 
(Intermediate) 

(µg/mL) 

ไว 
(Sensitive) 
(µg/mL) 

amoxicillin ≤4 8 ≥8 24 R 

ampicillin ≤8 16 ≥32 32 R 

chloramphenicol ≤8 16 ≥32 0.75 S 

doxycycline ≤4 8 ≥16 3 S 

erythromycin ≤4 8 ≥16 8 I 

gentamicin ≤4 8 ≥16 0.50 S 

tetracycline ≤4 8 ≥16 12 I 

trimethoprim-sulfamethoxazole ≤2/38 - ≥4/76 0.38 S 

หมายเหต:ุ * อา้งอิงตาม Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2020  

R = ดือ้, I = ไวปานกลาง, S = ไว 

6. การคัดแยกเฟจโดยใช้เชือ้ A. dhakensis AM เป็นโฮสต ์ 
ใน งาน วิ จัย นี ้ ได้คั ด แย ก เฟ จ ที่ มี ค วาม จํา เพ าะ ต่ อ  A. dhakensis โด ย นํา เชื ้อ  

A. dhakensis AM ที่แยกไดเ้ป็นโฮสต์ จากการทดลองพบว่า สามารถคัดแยกเฟจที่จาํเพาะกับ  
A. dhakensis AM ไดท้ัง้หมด 24 ตวั ดงัตาราง 15 

ตาราง 15 เฟจท่ีคดัแยกไดจ้ากแหลง่ตวัอย่างตา่ง ๆ โดยใชเ้ชือ้ A. dhakensis AM เป็นโฮสต ์

เฟจ แหล่งตัวอย่าง ลักษณะพลาค 
ขนาดพลาค
(มิลลิเมตร) 

TS1 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
TS2 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
TS3 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
TS4 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
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ตาราง 15 (ต่อ) 

เฟจ แหล่งตัวอย่าง ลักษณะพลาค 
ขนาดพลาค
(มิลลิเมตร) 

TS1 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
TS2 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
TS3 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
TS4 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
TS5 คลองแสนแสบ พลาคขุ่น 1.0 
TS6 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคขุ่น 1.0 
TS7 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคขุ่น 1.0 
TS8 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคขุ่น 1.0 
TS9 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคใสขอบเรยีบ 2.0 

TS10 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคขุ่น 1.0 
sGY คลองแสนแสบ พลาคขุ่น 1.0 
DL คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.7 
D1 คลองแสนแสบ พลาคขุ่น 1.0 
D2 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 2.0 
D3 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
D4 คลองแสนแสบ พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
M1 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคใสขอบเรยีบ 0.7 
M2 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคใสขอบเรยีบ 0.5 
M3 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 
M4 แม่นํา้เจา้พระยา พลาคใสขอบเรยีบ 1.0 

7. การเพิม่จ านวนเฟจ 
นําเฟจที่ จ ําเพาะกับ A. dhakensis AM ทั้ง 20 ตัว มาเพิ่มจํานวนเฟจโดยใช้เชื ้อ 

A. dhakensis AM เป็นโฮสต ์พบเฟจเพียง 4 ตวั ที่มีลกัษณะของพลาคเป็นพลาคใสซึ่งจดัเป็นไล
ติคเฟจ (lytic phage) และให้ปริมาณเฟจภายหลังจากการเพิ่มจาํนวนมากกว่า 1011 PFU/mL 
ไ ด้ แ ก่  ΦTS3 (1012 PFU/mL), ΦTS9 (1011 PFU/mL), ΦDL (1011 PFU/mL) แ ล ะ  ΦM4  
(1011 PFU/mL) (ตาราง 16) ดงันัน้จงึไดค้ดัเลือกเฟจทัง้ 4 ตวั ไปใชใ้นขัน้ตอนต่อไป 
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ตาราง 16 ลกัษณะและขนาดของพลาค และปรมิาณเฟจสงูสดุภายหลงัจากการเพิ่มจาํนวน  

เฟจ ภาพพลาค ลักษณะพลาค 
ขนาดพลาค
(มิลลิเมตร) 

ปริมาณเฟจสูงสุด
หลังเพิม่จ านวน 

(PFU/mL) 

ΦTS3 

 

พลาคใสขอบเรียบ 1.0 1012 

ΦTS9 

 

พลาคใสขอบเรียบ 2.0 1011 

ΦDL 

 

พลาคใสขอบเรียบ 1.7 1011 

ΦM4 

 

พลาคใสขอบเรียบ 1.0 1011 

 

8. การศึกษาความสามารถของเฟจในการตดิเชือ้สายพันธุอ่ื์น 
จากการศึกษาความสามารถของเฟจในการติดเชือ้สายพันธุ์อื่น โดยใช้เชือ้สายพันธุ์

อา้งอิงเป็นเชือ้ทดสอบ พบว่า เฟจทัง้ 4 ตัว มีความจาํเพาะในการติดเชือ้ A. dhakensis เท่านัน้
และไม่สามารถติดเชือ้กับเชือ้ Aeromonas ในสปีชีสอ์ื่นได ้(ตาราง 17) เนื่องจากเฟจทัง้ 4 ตวั มี
ความจาํเพาะกบัเชือ้ A. dhakensis AM ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ะใช ้A. dhakensis AM เป็นโฮสตใ์น
การทดสอบการยบัยัง้เชือ้ของเฟจทัง้ 4 ตวั ในขัน้ตอนตอ่ไป  
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ตาราง 17 คณุสมบตัิของเฟจในการติดเชือ้ Aeromonas สายพนัธุอ์ื่น  

Bacterial strains ΦTS3 ΦTS9 ΦDL ΦM4 
A. dhakensis AM +++ +++ +++ +++ 
A. dhakensis NGP8 - ++ ++ - 
A. dhakensis TP3 ++ - ++ ++ 
A. dhakensis KSS5 +++ +++ - - 
A. dhakensis AK3 +++ +++ - - 
A. dhakensis SBKN4 + + - - 
A. hydrophila DMST 2798 - - - - 
A. hydrophila DMST 21250 - - - - 
A. hydrophila DMST 25194 - - - - 
A. hydrophila TISTR1321 - - - - 
A. caviae DMST 25498  - - - - 
A. sobria DMST 25185 - - - - 
A. sobria DMST 12440 - - - - 
A. trota ATCC 49657 - - - - 
A. veronii ATCC 35624 - - - - 

หมายเหต:ุ + = lysis, - = no lysis  

9. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเฟจ 
จากการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเฟจ ดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบ

ส่องผ่าน พบว่าเฟจ ΦTS3 และ ΦM4 จดัอยู่ใน Family Siphoviridae (ตาราง 18 ภาพ A และ D) 
และเฟจ ΦTS9 และ ΦDL จัดอยู่ใน Family Myoviridae (ตาราง 18 ภาพ B และ C) ทัง้นีก้ารจัด
จาํแนกในระดับ Family อา้งอิงจากคณะกรรมการสากลว่าดว้ยการจัดอนุกรมวิธานของไวรสั 
(ICTV) โดยค่าเฉลี่ยขนาดของหัวและหางของเฟจแสดงในตาราง 18 จากนั้นจึงทาํการเปลี่ยน 
ช่ือเฟจใหเ้ป็นสากล (ตวัอย่างการตัง้ช่ือ เช่น vB_AdhS_TS3 มาจาก virus of Bacteria, infecting 
Aeromonas dhakensis, with siphovirus morphology, named TS3) ดงันัน้เฟจ ΦTS3, ΦTS9, 
ΦDL และ ΦM4 จึงถูกเปลี่ยน ช่ือ เป็น vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, vB_AdhM_DL และ 
vB_AdhS_M4 ตามลาํดบั 
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10. การหาอัตราส่วนของเฟจต่อโฮสตท์ีเ่หมาะสมต่อการตดิเชือ้  
จากการหาอัตราส่วนของเฟจต่อโฮสต์ที่ เหมาะสมต่อการติดเชื ้อพบว่า  ค่า MOI  

ที่เหมาะสมที่ใหป้รมิาณเฟจสงูสดุของเฟจทัง้ 4 ตวั เท่ากบั 10 โดยมีความแตกต่างกบัค่า MOI อื่น
อย่างมีนัยสําคัญ  (P<0.05) (ตาราง  19) โดยจากค่า MOI เท่ ากับ  10 จะมีปริมาณ เฟ จ 
vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, vB_AdhM_DL และ vB_AdhS_M4 สูงสุดเท่ากับ 9.68±0.05, 
9.94±0.05 10.41±0.06 และ 8.85±0.25 Log PFU/mL ตามลาํดบั  

ตาราง 19 ผลการทดลองอตัราสว่นของเฟจตอ่โฮสตท์ี่เหมาะสมต่อการติดเชือ้ 

โฮสต ์
(CFU/mL) 

เฟจ 
(PFU/mL) 

MOI 
PFU/CFU 

ปริมาณเฟจภายหลังจากบ่ม 2 ช่ัวโมง (Log PFU/mL) 

vB_AdhS_TS3 vB_AdhM_TS9 vB_AdhM_DL vB_AdhS_M4 

108 109 10 9.68±0.05a 10.41±0.06a 9.94±0.05a 8.85±0.25a 

108 108 1 9.14±0.07b 9.27±0.19b 8.12±0.07b 7.38±0.06b 

108 107 0.1 8.04±0.23c 10.20±0.06a 8.06±0.20b 6.17±0.03c 

108 106 0.01 7.23±0.22d 10.30±0.09a 7.13±0.13c 5.73±0.06d 

หมายเหตุ: ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD จากการทดลองสามซํา้ ตัวอักษร  a, b, c และ d แสดง 

ผลการทดลองที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสาํคัญที่ค่า MOI หนึ่ง (แนวตั้ง) ซึ่งได้จากการวิเคราะหโ์ดยใชค้วาม

แปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) พรอ้มทัง้จดักลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างดว้ย Turkey test โดย

กาํหนดนยัสาํคญัที่ P<0.05) 

11. การศึกษากราฟการเจริญของเฟจ 
จ า ก ก ร า ฟ ก า ร เจ ริ ญ ข อ ง เฟ จ พ บ ว่ า  เฟ จ  vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, 

vB_AdhM_DL และ vB_AdhS_M4 มีระยะ latent period หรือระยะเวลาที่เฟจเริ่มติดเชือ้ภายใน 
A. dhakensis AM จนกระทั่งเริ่มมีปลดปล่อยเฟจรุ่นลกูออกมา เท่ากบั 40, 30, 30 และ 50 นาที 
ต าม ลําดับ  แล ะ ส าม ารถ คํา น วณ  burst size ขอ งเฟ จ  vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, 
vB_AdhM_DL แ ล ะ  vB_AdhS_M4 ไ ด้ เ ท่ า กั บ  1380, 6300, 1280 แ ล ะ  253 phages 
particles/infected cell ตามลาํดับ (ภาพประกอบ 16) โดยจากการศึกษานี ้จะเห็นได้ว่า เฟจ 
vB_AdhS_M4 มีระยะ latent period ที่ยาว และมีค่า burst size ที่น้อยที่สุด ดังนั้นจึงคัดเลือก
เฉพาะเฟจ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, vB_AdhM_DL ไปใชใ้นการศกึษาตอ่ไป 
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ภาพประกอบ 16 กราฟการเจรญิของเฟจ 

(กราฟการเจริญของเฟจ เฟจ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, vB_AdhM_DL และ vB_AdhS_M4 โดยขอ้มูล

ที่ไดเ้ป็นคา่เฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ ํา้) 

12. การศึกษาผลของอุณหภมิูต่อการอยู่รอดของเฟจ 
จากการนาํเฟจ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL มาบ่มที่อณุหภูมิ 

4, 25, 30, 37, 45, 65, 75 และ 100 องศาเซลเซียส โดยปริมาณเฟจเริ่มต้นเท่ากับ 107 PFU/mL 
พ บว่า  เฟ จ  vB_AdhS_TS3 มีความ เสถียรที่ อุณ หภูมิ  4, 25, 37 และ 45 องศาเซลเซียส  
โดยปรมิาณเฟจที่อณุหภมูิดงักลา่วไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัสาํคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัปรมิาณ
เฟจเริ่มต้น (P>0.05) ในขณะที่ อุณ หภูมิ  65 องศาเซลเซียส ปริมาณ เฟจลดลงประมาณ  
3.04 Log PFU/mL เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณเฟจเริ่มต้น และเฟจไม่สามารถอยู่รอดได้ที่
อณุหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็นตน้ไป ส่วนเฟจ vB_AdhM_TS9 มีความเสถียรที่อุณหภูมิ 4, 25 
และ 37 องศาเซลเซียส โดยปริมาณเฟจที่อุณหภูมิดังกล่าวไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคัญ 
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เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณ เฟจเริ่มต้น (P>0.05) ในขณ ะที่ อุณ หภูมิ  45 องศาเซลเซียส  
ปรมิาณเฟจเริม่มีการลดลงจนกระทั่งอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส ปรมิาณเฟจลดลงประมาณ 1.97 
Log PFU/mL และเฟจไม่สามารถอยู่รอดได้ที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เป็นตน้ไป ส่วนเฟจ 
vB_AdhM_DL มีความเสถียรที่อุณหภูมิ  25, 30 และ 47 องศาเซลเซียส โดยปริมาณเฟจที่
อุณหภูมิดังกล่าวไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคัญเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณเฟจเริ่มต้น 
(P>0.05) ในขณะที่อุณหภูมิ 4 และ 45 องศาเซลเซียส พบการลดลงของปริมาณเฟจ 0.91 และ 
2.43 Log PFU/mL ตามลาํดบั และเฟจไม่สามารถอยู่รอดไดท้ี่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นตน้
ไป (ภาพประกอบ 17) นอกจากนีไ้ดท้าํการทดสอบที่อุณหภูมิ 65, 75, และ 100 องศาเซลเซียส 
โดยมีปริมาณเฟจเริ่มตน้เท่ากับ 107 PFU/mL พบว่า ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ปริมาณเฟจ 
ทุกตัวค่อย ๆ ลดลง ในขณะที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส ไม่สามารถตรวจพบปริมาณเฟจ 
vB_AdhS_TS3 ตัง้แต่เวลา 5 นาที เป็นตน้ไป ส่วนเฟจ vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL พบ
ปริมาณเฟจค่อย ๆ ลดลง ส่วนที่อณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ไม่พบการอยู่รอดของเฟจทัง้ 3 ตวั
ตัง้แต่เวลา 1 นาทีเป็นตน้ไป (ภาพประกอบ 18) 

 

   

ภาพประกอบ 17 ผลของอณุหภมูิต่อการอยู่รอดของเฟจ  

(ข้อมูลที่ ได้เป็ นค่ า เฉลี่ ยจากการทดลอง 3 ซ ํ้า  สัญ ลักษ ณ์  a, ab, b และ c แทนกลุ่ มของตัวอย่ าง 

(homogeneous subsets) ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใชค้วามแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) พรอ้ม

ทัง้จดักลุม่และเปรยีบเทียบความแตกต่างดว้ย Turkey test โดยกาํหนดนยัสาํคญัที่ P<0.05) 
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65 องศาเซลเซียส   75 องศาเซลเซียส    100 องศาเซลเซียส    

ภาพประกอบ 18 ผลของอณุหภมูิ 65, 75 และ 100 องศาเซลเซียสตอ่การอยู่รอดของเฟจ 

13. การศึกษาผลของค่า pH ต่อการอยู่รอดของเฟจ 
จากการนาํเฟจ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL มาบ่มในอาหาร 

NB ที่มีค่า pH แตกต่างกัน โดยมีปริมาณเฟจเริ่มตน้ 107 PFU/mL พบว่าเฟจ vB_AdhS_TS3 มี
ความเสถียรที่ pH เท่ากบั 6, 7, 8 และ 11 โดยปรมิาณเฟจที่ pH ดงักลา่วไม่มีความแตกต่างอย่าง
มีนัยสาํคัญเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณเฟจเริ่มตน้ (P>0.05) ส่วนเฟจ vB_AdhM_TS9 มีความ
เสถียรที่ pH ในช่วง 6 ถึง 8 โดยปริมาณเฟจที่ pH ดังกล่าวไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคัญ 
เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณเฟจเริ่มตน้ (P>0.05) ในขณะที่เฟจ vB_AdhM_DL มีความเสถียรที่ 
pH 4 ถึง 11 โดยปริมาณเฟจที่ pH ดงักล่าวไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคญัเม่ือเปรียบเทียบ
กบัปรมิาณเฟจเริม่ตน้ (P>0.05) ผลการทดลองแสดงดงัภาพประกอบ 19  

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 19 ผลของ pH ต่อการอยู่รอดของเฟจ  

(ข้อมูลที่ ได้เป็ นค่ า เฉลี่ ยจากการทดลอง 3 ซ ํ้า  สัญ ลักษ ณ์  a, ab, b และ c แทนกลุ่ มของตัวอย่ าง 

(homogeneous subsets) ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะหโ์ดยใชค้วามแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) พรอ้ม

ทัง้จดักลุม่และเปรยีบเทียบความแตกต่างดว้ย Turkey test โดยกาํหนดนยัสาํคญัที่ P<0.05) 
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14. การหาล าดับจโีนมทัง้หมดของเฟจด้วยวิธี Next generation sequencing 
จากการวิ เคราะห์ล ําดับ จี โนมทั้ งหมดของ เฟ จ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9  

และ vB_AdhM_DL พบว่า มีขนาดของจีโนมเท่ากบั 115,560 คู่เบส, 115,503 คู่เบส และ 42,388 
คู่เบส ตามลาํดับ และมีค่า G+C content เท่ากับ 41.10%, 35.34% และ 34.43% แผนที่จีโนม
ของเฟจทั้ง 3 ตัว แสดงดังภาพประกอบ 20 และจากการคน้หาและทาํนายหนา้ที่ของยีนในเฟจ 
ทัง้ 3 ตวั (ตาราง 20) เป็นดงันี ้

เฟจ vB_AdhS_TS3 มีจาํนวนยีนทัง้หมด 242 ยีน ซึ่งในจาํนวนนีพ้บว่า มียีนที่จะแปล
รหสัไปเป็นโปรตีน 151 ยีน โดยมีส่วนที่เป็นยีนของโปรตีนที่ทราบหนา้ที่แลว้ 30 ยีน (ตาราง 21) 
นอกจากนีย้งัพบ tRNA ในจีโนมทัง้หมด 30 tRNA (ตาราง 24) จากการวิเคราะหล์าํดบัเบสของเฟจ 
vB_AdhS_TS3 กับลาํดับเบสในฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้โปรแกรม Blastn พบว่า มีความ
คล้ายกับ Aeromonas phage Akh-2 (Accession number MK318083.1) ร้อยละ 81.90 โดย
ลาํดบัจีโนมไดถ้กูเก็บในฐานขอ้มลู NCBI และไดร้บั Accession number คือ OP820700 

เฟจ vB_AdhM_TS9 พบว่า มีจาํนวนยีนทั้งหมด 199 ยีน มียีนที่จะแปลรหัสไปเป็น
โปรตีน 195 ยีน โดยมีส่วนที่เป็นยีนของโปรตีนที่ทราบหนา้ที่แลว้ 25 ยีน (ตาราง 22) และไม่พบ 
tRNA จากการวิเคราะหล์าํดบัเบสของเฟจ vB_AdhM_TS9 กบัลาํดบัเบสในฐานขอ้มลูของ NCBI 
โดยใช้โปรแกรม Blastn พบว่า มีความคล้ายกับ Aeromonas phage phiA047 (Accession 
number OM033136.1) รอ้ยละ 94.43 โดยลาํดับจีโนมไดถู้กเก็บในฐานขอ้มูล NCBI และไดร้บั 
Accession number คือ OP820701 

เฟจ vB_AdhM_DL มีจาํนวนยีนทัง้หมด 79 ยีน มียีนที่จะแปลรหสัไปเป็นโปรตีน 75 ยีน 
โดยมีสว่นที่เป็นยีนของโปรตีนที่ทราบหนา้ที่ 9 ยีน (ตาราง 23) และไม่พบ tRNA จากการวิเคราะห์
ลาํดบัเบสของเฟจ vB_AdhM_DL กบัลาํดบัเบสในฐานขอ้มลูของ NCBI โดยใชโ้ปรแกรม Blastn 
พบว่า  มีความคล้ายกับ  Aeromonas phage phiA019 (Accession number OM033136.1)  
รอ้ยละ 94.43 โดยลาํดับจีโนมไดถู้กเก็บในฐานขอ้มูล NCBI และไดร้บั Accession number คือ 
OP820702 

นอกจากนี ้ใน จีโนมของเฟจทั้งสาม ไม่พบยีนที่ ถอดรหัสเป็นโปรตีนต่าง  ๆ เช่น 
Antimicrobial resistance genes, Virulence-associated genes แ ล ะ  Lysogenic markers  
เม่ือทาํการวิเคราะหว์งชีวิตของเฟจทัง้สามโดยใชโ้ปรแกรม PhageAI พบว่าเฟจ vB_AdhS_TS3, 
vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL แสดงค่าเป็น Virulent หรือเฟจมีวงชีวิตเป็นไลติคเฟจ  
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รอ้ยละ 99.10, 90.70 และ 91.21 ตามลาํดับ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าเฟจทั้งสามมีความเหมาะสม
สาํหรบันาํไปใชเ้ป็น phage therapy ต่อไป 

ตาราง 20 ลกัษณะจีโนมของเฟจ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL 

Features vB_AdhS_TS3 vB_AdhM_TS9 vB_AdhM_DL 
NCBI accession OP820700 OP820701 OP820702 
Length 115,560 bp 115,503 bp 42,388 bp 
GC content 41.10% 35.34% 34.43% 
Total CDS  
(Ref=Prokka v1.14) 

151 195 75 

Hypothetical proteins 121 170 66 
Functional proteins  
(Ref = Blastp, E<10–5) 

30 25 9 

tRNAs  
(Ref= tRNAscan-SE v2.0) 

30 - - 

Virulence factor  
(Ref=VFDB) 

- - - 

Antimicrobial resistance 
genes (Ref = CARD) 

- - - 

Lysogenic markers  
(Ref = Blastp) 

- - - 

Lifestyle  
(Ref = PhageAI) 

Virulent (99.10%) Virulent (90.70%) Virulent (91.21%) 
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ภาพประกอบ 20 แผนที่จีโนมของเฟจ  

A) vB_AdhS_TS3 B) vB_AdhM_TS9 C) vB_AdhM_DL โดยลูกศรสีดําแสดงทิศทางบนเส้น  forward และ 

reverse ของยีนที่พบในฐานขอ้มูล (BLASTp E value of <10-5), สีเทา แสดง GC content, สีเขียว แสดง GC 

skew+และสีม่วง แสดง GC skew - 

vB_AdhM_DL 
42,388 bp 

 

vB_AdhM_TS9 
115,503 bp 

B 

C 

vB_AdhS_TS3 
115,560 bp 
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ตาราง 24 tRNA ที่พบในจีโนมของเฟจ vB_AdhS_TS3  

ORF Strand Start Stop tRNA ทีพ่บ 
139 + 68203 68287 tRNA-Tyr-GTA 

140 + 68298 68369 tRNA-Trp-CCA 
141 + 68380 68452 tRNA-Lys-CTT 
142 + 68463 68533 tRNA-Val-TAC 

143 + 68543 68615 tRNA-Gln-TTG 
144 + 68624 68697 tRNA-Asn-GTT 
146 + 68940 69012 tRNA-Lys-TTT 

147 + 69022 69093 tRNA-Glu-TTC 
148 + 69183 69254 tRNA-Arg-ACG 

150 + 69642 69715 tRNA-His-GTG 
151 + 69783 69854 tRNA-Sup-CTA 
153 + 70060 70131 tRNA-Ala-TGC 

154 + 70246 70317 tRNA-Pro-TGG 
156 + 70735 70808 tRNA-Leu-TAG 
157 + 70818 70892 tRNA-Met-CAT 

159 + 71283 71356 tRNA-Leu-CAA 
160 + 71444 71515 tRNA-Phe-GAA 
162 + 71697 71768 tRNA-Gly-GCC 

163 + 72013 72084 tRNA-Asp-GTC 
164 + 72094 72166 tRNA-Asp-GTC 

165 + 72415 72487 tRNA-Ile-GAT 
166 + 72495 72566 tRNA-Thr-GGT 
167 + 72787 72868 tRNA-Ser-GCT 

168 + 72879 72965 tRNA-Ser-GGA 
169 + 73247 73331 tRNA-Pseudo-GTA 
171 + 73767 73839 tRNA-Met-CAT 

178 + 75706 75779 tRNA-Leu-TAA 
180 + 76385 76456 tRNA-Arg-CCT 

181 + 76729 76801 tRNA-Arg-TCT 
190 + 80540 80612 tRNA-Cys-GCA 

15. การทดสอบการยับยั้ ง เชื้อ  A. dhakensis AM โดยใช้ เฟจแบบเดี่ ยวในระดับ
หอ้งปฏบิัติการ 

การทดสอบจะทาํการเปรียบเทียบอัตราส่วนของโฮสตก์ับเฟจหรือ MOI ที่แตกต่างกัน 
ไดแ้ก่ MOI 0.1, MOI 1 และ MOI 10 ในเฟจแต่ละตวั การศกึษาการยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment 
จะนาํไปประยุกตใ์ชใ้นกรณีที่ใชเ้ฟจป้องกันเชือ้ก่อนที่จะพบการติดเชือ้ และการศึกษาการยบัยัง้
เชือ้แบบ post-treatment จะนาํไปประยุกตใ์ชใ้นกรณีที่ใชเ้ฟจทาํลายเชือ้เพื่อลดหรือยับยั้งการ 
เพิ่มจาํนวนของเชือ้  
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15.1 การทดสอบการยับยัง้เชือ้แบบ pre-treatment โดยใช้เฟจแบบเดีย่ว  
การยับยั้งเชือ้แบบ  pre-treatment ของเฟจ vB_AdhS_TS3 (ภาพประกอบ 21A) 

สงูสดุที่เวลา 6 ชั่วโมง คือ MOI 0.1 (ปริมาณเชือ้ลดลง 5.40 Log CFU/mL), MOI 1 (ปริมาณเชือ้
ลดลง 4.29 Log CFU/mL) และ  MOI 10 (ปริมาณ เชื ้อลดลง 5.17 Log CFU/mL) ซึ่ งให้ผล 
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ (P>0.05) และเชือ้กลับมาเจริญใหม่ที่เวลา 12 ชั่วโมง  
แต่อย่างไรก็ตามเฟจ vB_AdhS_TS3 ที่ MOI 0.1 ยงัคงแสดงการยบัยัง้เชือ้สงูสดุอย่างมีนยัสาํคญั
ทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ MOI 1 และ MOI 10 จนกระทั่งครบ 48 ชั่วโมง ดังนั้น 
ในการยับยั้งเชื ้อแบบ  pre-treatment ของเฟจ vB_AdhS_TS3 จึงเลือก MOI 0.1 เพื่ อนําไป
ทดสอบการยับยั้งเชื ้อแบบ  pre-treatment โดยใช้เฟจแบบผสมต่อไป เช่นเดียวกันกับเฟจ 
vB_AdhM_TS9 (ภาพประกอบ 21B) ที่เวลา 6 ชั่วโมง แสดงการยับยั้งเชือ้แบบ pre-treatment 
สูงสุดที่ MOI 0.1 (ปริมาณเชือ้ลดลง 2.82 Log CFU/mL), MOI 1 (ปริมาณเชือ้ลดลง 3.91 Log 
CFU/mL) และ MOI 10 (ป ริม าณ เชื ้อลดลง 3.44 Log CFU/mL) ซึ่ ง ให้ผลไม่ แตกต่ างกัน 
อย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05) เม่ือเปรียบเทียบกนัทกุ MOI และแสดงการกลบัมาเจรญิของ
เชือ้ที่เวลา 12 ชั่วโมง โดยเฟจยบัยัง้เชือ้สงูสดุที่ MOI 0.1 (ปริมาณเชือ้ลดลง 3.61 Log CFU/mL) 
และ MOI 1 (ปริมาณเชือ้ลดลง 2.52 Log CFU/mL) ให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ 
(P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ MOI 10 และยังคงพบการยับยั้งเชื ้อของเฟจ  vB_AdhM_TS9  
ที่  MOI 1 จนกระทั่ งครบ 48 ชั่ วโมง ดังนั้นในการยับยั้งเชื ้อแบบ  pre-treatment ของเฟจ 
vB_AdhM_TS9 จึงเลือก MOI 1 นาํไปทดสอบต่อไป ในขณะที่การยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment 
ของเฟจ vB_AdhM_DL (ภาพประกอบ 21C) พบว่า ที่เวลา 6 ชั่วโมง มีการลดลงของเชือ้สูงสุด
อย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) ที่  MOI 10 (ปริมาณเชื ้อลดลง 6.67 Log CFU/mL) เม่ือ
เปรียบเทียบกบั MOI อื่น ๆ จนกระทั่งที่เวลา 12 ชั่วโมง มีการลดลงของเชือ้สงูสดุอย่างมีนยัสาํคญั
ทางสถิติ (P<0.05) ที่ MOI 0.1 (ปริมาณเชือ้ลดลง 4.43 Log CFU/mL) และ MOI 1 (ปริมาณเชือ้
ลดลง 5.25 Log CFU/mL) แต่ไม่พบการยับยัง้เชือ้ของ MOI 10 หลงัจากนั้นเฟจ vB_AdhM_DL 
ยังคงแสดงการยับยั้งเชื ้อสูงสุดที่  MOI 0.1 และ MOI 1 อย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ  (P<0.05)  
เม่ือเปรียบเทียบกบั MOI 10 จนกระทั่งครบ 48 ชั่วโมง ดงันัน้ในการยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment 
ของเฟจ vB_AdhM_DL ที่ MOI 0.1 จึงเหมาะสมกบัการนาํไปใชใ้นการทดสอบต่อไป จึงสรุปไดว้่า 
การทดสอบการยับยั้งเชื ้อแบบ  pre-treatment นี ้จึงทําการเลือก MOI ของเฟจแต่ละตัวคือ 
vB_AdhS_TS3 (MOI 0.1) vB_AdhM_TS9 (MOI 1) และ vB_AdhM_DL (MOI 0.1) เพื่ อนําไป
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ทดสอบการยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment โดยใชเ้ฟจแบบผสมต่อไป ในสว่นของการเจรญิของเฟจ
เม่ือบ่มรว่มกบัเชือ้พบวา่ เฟจทัง้สามอยู่รอดไดต้ลอดจนกระทั่งครบ 48 ชั่วโมง  

15.2 การทดสอบการยับยัง้เชือ้แบบ post-treatment โดยใช้เฟจแบบเดีย่ว  
การยับยั้งเชือ้แบบ post-treatment ของเฟจ vB_AdhS_TS3 (ภาพประกอบ 21D) 

สงูสดุที่เวลา 12 ชั่วโมง คือ MOI 10 (ปริมาณเชือ้ลดลง 4.68 Log CFU/mL) ซึ่งใหผ้ลแตกต่างกนั
อย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกบั MOI อื่น ๆ ถึงแมว้่าจะมีการกลบัมาเจริญของ
เชือ้ แต่เฟจ vB_AdhS_TS3 ที่ MOI 10 ยงัคงแสดงการยบัยัง้เชือ้สงูสดุอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
(P<0.05) เม่ือเทียบกับ MOI 0.1 และ 1 จนกระทั่งครบ 48 ชั่วโมง ดังนั้นในการยับยั้งเชือ้แบบ 
post-treatment ของเฟจ vB_AdhS_TS3 ที่  MOI 10 จึงเหมาะกับการนําไปใช้ในการทดสอบ 
การยับยั้งเชื ้อแบบ  post-treatment โดยใช้เฟจแบบผสมต่อไป ในขณะที่การยับยั้งเชื ้อแบบ  
post-treatment ของเฟจ vB_AdhM_TS9 (ภาพประกอบ 21E) พบการยับยั้งเชือ้สูงสุดที่ เวลา  
6 ชั่วโมง คือ MOI 0.1 (ปริมาณเชือ้ลดลง 4.26 Log CFU/mL), MOI 1 (ปริมาณเชือ้ลดลง 3.68 
Log CFU/mL) และ MOI 10 (ปรมิาณเชือ้ลดลง 4.15 Log CFU/mL) ซึง่ใหผ้ลไม่แตกต่างกนัอย่าง
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05) และต่อมาเฟจยงัคงแสดงการยบัยัง้เชือ้สงูสดุที่เวลา 12 ชั่วโมง คือ 
MOI 0.1 (ปรมิาณเชือ้ลดลง 4.43 Log CFU/mL), MOI 1 (ปรมิาณเชือ้ลดลง 4.19 Log CFU/mL) 
และ MOI 10 (ปรมิาณเชือ้ลดลง 3.85 Log CFU/mL) ซึง่ใหผ้ลไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ เช่นกัน  (P>0.05) เม่ือเปรียบเทียบกันทุก MOI อย่างไรก็ตามการยับยั้งเชื ้อของเฟจ 
vB_AdhM_TS9 ที่  MOI 1 ยังคงแสดงการยับยั้งเชื ้อสูงสุดอย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ จนครบ  
48 ชั่วโมง ดังนั้นในการยับยั้งเชือ้แบบ post-treatment ของเฟจ vB_AdhM_TS9 ที่  MOI 1 จึง
เหมาะกับการนาํไปทดสอบไป ส่วนการยับยัง้เชือ้แบบ post-treatment ของเฟจ vB_AdhM_DL 
(ภาพประกอบ 21F) ที่เวลา 12 ชั่วโมง พบการยบัยัง้เชือ้สงูสดุคือ MOI 1 (ปรมิาณเชือ้ลดลง 5.25 
Log CFU/mL) ให้ผลแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<0.05) แสดงการยับยั้งเชื ้อ
จนกระทั่งครบ 48 ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบกับ MOI 0.1 และ MOI 10 ดงันัน้ในการยบัยัง้เชือ้แบบ 
post-treatment ของเฟจ vB_AdhM_DL ที่ MOI 1 จึงเหมาะกับการนาํไปใชใ้นการทดสอบต่อไป 
จึงสรุปไดว้่า การทดสอบการยบัยัง้เชือ้แบบ post-treatment นีจ้ึงทาํการเลือก MOI ของเฟจแต่ละ
ตัวคือ  vB_AdhS_TS3 (MOI 10) vB_AdhM_TS9 (MOI 1) และ vB_AdhM_DL (MOI 1) เพื่ อ
นาํไปทดสอบการยบัยัง้เชือ้แบบ post-treatment โดยใชเ้ฟจแบบผสมต่อไป ในส่วนของการเจริญ
ของเฟจเช่นเดียวกนักบัการยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment พบว่า เม่ือบ่มรว่มกบัเชือ้เฟจสามารถ
อยู่รอดไดจ้นถึง 48 ชั่วโมง 
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16. การทดสอบการยับยั้ ง เชื้อ  A. dhakensis AM โดยใช้ เฟจแบบผสมในระดับ
หอ้งปฏบิัติการ 

16.1 การทดสอบการยับยัง้เชือ้แบบ pre-treatment โดยใช้เฟจแบบผสม  
จากการทดสอบการยับยั้งเชื ้อแบบ  pre-treatment โดยใช้เฟจชุดการทดลอง 

Cocktail 1 (vB_AdhS_TS3 (MOI 0.1) + vB_AdhM_TS9 (MOI 1)), Cocktail 2 (vB_AdhS_TS3 
( MOI 0. 1)  +  vB_AdhM_DL (MOI 0. 1) ) แ ล ะ  Cocktail 3 (vB_AdhM_TS9 ( MOI 1)  + 
vB_AdhM_DL (MOI 0.1)) แสดงดังภาพประกอบ 22A พบการยับยั้งเชือ้สูงสุดที่เวลา 6 ชั่วโมง 
โดยปริมาณเชือ้ลดลง 5.43, 5.39 และ 5.19 Log CFU/mL ตามลาํดับ ทุกชุดการทดลองใหผ้ล 
ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05) ภายหลงัจากนัน้มีเชือ้กลบัมาเจริญไดใ้หม่ใน
เวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งชุดการทดลอง Cocktail 1 และ Cocktail 2 ให้ผลการยับยั้งเชือ้แตกต่างกัน
อย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกบัชดุการทดลอง Cocktail 3 โดยที่เวลา 12 ชั่วโมง 
พบการยบัยัง้เชือ้ของเฟจในชดุการทดลอง Cocktail 1 ทาํใหป้รมิาณเชือ้ลดลง 3.03 Log CFU/mL 
และชุดการทดลอง Cocktail 2 ปริมาณเชือ้ลดลง 3.12 Log CFU/mL เช่นเดียวกันกับที่ เวลา  
24 ชั่วโมง ชุดการทดลอง Cocktail 1 และ Cocktail 2 พบปริมาณเชือ้ลดลง 2.92 Log CFU/mL 
และ 3.03 Log CFU/mL ตามลาํดบั จนกระทั่ง 48 ชั่วโมงพบว่า ทุกชุดการทดลองไม่พบปริมาณ
เชือ้ที่ลดลงแสดงใหเ้ห็นวา่เชือ้มีการกลบัมาเจรญิไดใ้หม่โดยสมบรูณ ์ในสว่นของการเจรญิของเฟจ
เม่ือบ่มรว่มกบัเชือ้พบวา่ เฟจอยู่รอดไดต้ลอดทัง้ 48 ชั่วโมงในทกุชดุการทดลอง 

16.2 การทดสอบการยับยัง้เชือ้แบบ post-treatment โดยใช้เฟจแบบผสม  
จากการทดสอบการยับยั้งเชื ้อแบบ  post-treatment โดยใช้เฟจชุดการทดลอง 

Cocktail 1, Cocktail 2 และ Cocktail 3 โดยการเติมเฟจลงไปภายหลังการเลีย้งเชือ้ 3 ชั่วโมง 
แสดงดงัภาพประกอบ 22B พบการยบัยัง้เชือ้สงูสดุที่เวลา 6 ชั่วโมง โดยชดุการทดลอง Cocktail 1 
(ปริมาณเชือ้ลดลง 6.39 Log CFU/mL) และชุดการทดลอง Cocktail 2 (ปริมาณเชือ้ลดลง 6.49 
Log CFU/mL) ใหผ้ลการยบัยัง้เชือ้แตกต่างกนัอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกับ
ชุดการทดลอง Cocktail 3 จากนั้นมีเชือ้กลับมาเจริญได้ใหม่ที่ เวลา 12 ชั่วโมง มีเพียงชุดการ
ทดลอง Cocktail 1 ที่ทาํใหย้งัคงมีปริมาณเชือ้ลดลงสงูสดุ 5.36 Log CFU/mL ซึ่งใหผ้ลแตกต่าง
กันอย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกับชุดการทดลอง Cocktail 2 และ Cocktail 3 
จนกระทั่ง 48 ชั่วโมงพบว่า ทุกชุดการทดลองไม่พบปริมาณเชือ้ที่ลดลงแสดงใหเ้ห็นว่าเชือ้มีการ
กลบัมาเจรญิไดใ้หม่โดยสมบรูณเ์ช่นเดียวกนักบัการยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment ในสว่นของการ
เจรญิของเฟจเม่ือบ่มรว่มกบัเชือ้พบวา่ เฟจอยู่รอดไดต้ลอดทัง้ 48 ชั่วโมงในทกุชดุการทดลอง 
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17. การทดสอบการยับยั้ งเชื้อ  A. dhakensis AM ในระดับห้องปฏิบัติการโดยใช้ 
ยาปฏชิีวนะทีนิ่ยมใช้ในสัตวน์ า้ร่วมกับเฟจแบบผสม 

จากการทดสอบก่อนหนา้นีพ้บว่า การทดสอบการยับยั้ง เชือ้แบบ pre-treatment และ
แบบ post-treatment โดยใชเ้ฟจแบบเดี่ยวและแบบผสมใหป้ระสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้สงูสดุที่ 
6 ชั่วโมง โดยเฟจแบบผสมจะใหป้ระสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้สงูกว่าเฟจแบบเดี่ยว อย่างไรก็ตาม 
ในการยบัยัง้เชือ้ของเฟจแบบผสมยงัมีการกลบัมาเจรญิใหม่ที่ 12 ชั่วโมงเป็นตน้ไป ในการทดลอง
นีจ้ึงไดท้าํการทดสอบการยับยั้งเชือ้โดยใชเ้ฟจแบบผสมร่วมกับยาปฏิชีวนะที่นิยมใชใ้นสตัวน์ ํา้  
ซึ่งจะต้องทําการหาค่า MIC ของเชือ้ A. dhakensis AM ก่อน จากนั้นจึงแบ่งการทดลองเป็น  
2 การทดลองคือ การทดสอบการยับยั้งเชือ้เบือ้งตน้ในขนาด 200 ไมโครลิตร และการทดสอบ 
การยับยั้งเชื ้อขนาด  20 มิลลิลิตร ซึ่งจะทําแบบ  pre-treatment และแบบ  post-treatment 
เช่นเดียวกนักบัการทดลองก่อนหนา้ 

17.1 การหาค่า minimal inhibitory concentration หรือ  MIC ของยา amoxicillin  
ในการยับยัง้เชือ้ A. dhakensis AM 

จากการทดลองหาค่า MIC ของยา amoxicillin ในการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis AM 
พบวา่ ค่า MIC ของยา amoxicillin ในการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis AM มีค่าเท่ากบั 64 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร ซึ่งในการทดลองต่อไปจะใชค้่า 32 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (½ MIC) เพื่อลดปริมาณ
การใชย้าปฏิชีวนะ 

17.2 การทดสอบการยับยั้งเชื้อ A. dhakensis AM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  
โดยใช้ยา amoxicillin ความเข้มข้น ½ MIC ร่วมกับเฟจแบบผสม  

จากการทดสอบการยับยั้งเชือ้ในปริมาตร 200 ไมโครลิตร ดาํเนินการโดยใช้ชุด 
การบ่มเชือ้เพียงอย่างเดียว (Bacteria control), ชุดการบ่มเชือ้แบบใชย้าปฏิชีวนะความเขม้ขน้  
32 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เพียงอย่างเดียว (½ amoxicillin), ชุดการบ่มเชือ้กับเฟจแบบผสม 
(Phage cocktail) และชุดการบ่มเชือ้ระหว่างเฟจแบบผสมกับยาปฏิชีวนะ (Phage cocktail+½  
amoxicillin) ซึ่งในแต่ละชดุการบ่มจะกาํหนดเฟจแบบผสมที่แตกต่างกนัคือ Cocktail 1, Cocktail 
2 และ Cocktail 3 แสดงดังภาพประกอบ 23 จากการทดสอบการยับยัง้เชือ้แบบ pre-treatment 
ในชุดการทดลอง Cocktail 1 (ภาพประกอบ 23A) และชุดการทดลอง Cocktail 2 (ภาพประกอบ 
23B) พบว่า ชุดการบ่มเชื ้อกับเฟจแบบผสม และชุดการบ่มเชื ้อระหว่างเฟจแบบผสมกับ  
ยาปฏิ ชีวนะ สามารถยับยั้งเชื ้อได้ตลอด 48 ชั่ วโมง อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<0.05)  
เม่ือเปรียบเทียบกับชุดการบ่มเชือ้เพียงอย่างเดียว และชุดการบ่มเชือ้แบบใชย้าปฏิชีวนะเพียง
อย่างเดียว เช่นเดียวกันกับการทดสอบการยับยั้งเชือ้แบบ  post-treatment ในชุดการทดลอง 
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Cocktail 1 (ภาพประกอบ 23D) และชุดการทดลอง Cocktail 2 (ภาพประกอบ 23E) สามารถ
ยับยั้งเชือ้ไดต้ลอด 48 ชั่วโมง อย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกับชุดการบ่มเชือ้
เพียงอย่างเดียว และชุดการบ่มเชือ้แบบใชย้าปฏิชีวนะเพียงอย่างเดียว ในขณะที่ชุดการทดลอง 
Cocktail 3 ทั้งในการทดสอบการยับยั้งเชือ้แบบ  pre-treatment (ภาพประกอบ 23C) และการ
ยบัยัง้เชือ้แบบ post-treatment (ภาพประกอบ 23F) พบวา่ ชดุการบ่มเชือ้กบัเฟจแบบผสม และชดุ
การบ่มเชือ้ระหว่างเฟจแบบผสมกับยาปฏิชีวนะสามารถยับยั้งเชือ้ได้ถึง 12 ชั่ วโมง อย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเทียบกบัชุดการบ่มเชือ้เพียงอย่างเดียว และชุดการบ่มเชือ้แบบ
ใชย้าปฏิชีวนะเพียงอย่างเดียว ในสว่นของการเจรญิของเฟจเม่ือบ่มรว่มกบัเชือ้พบว่า เฟจสามารถ
เพิ่มจาํนวนและอยู่รอดไดต้ลอดทัง้ 48 ชั่วโมงจึงสรุปไดว้่า ชุดการบ่มเชือ้ระหว่างเฟจ Cocktail 1 
กับยาปฏิชีวนะ และชุดการบ่มเชือ้ระหว่างเฟจ Cocktail 2 กับยาปฏิชีวนะ มีประสิทธิภาพใน 
การยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis AM ในปรมิาตร 200 ไมโครลิตร  

17.3 การทดสอบการยับยั้งเชื้อ A. dhakensis AM ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยใช้
ยา amoxicillin ความเข้มข้น ½ MIC ร่วมกับเฟจแบบผสม  

ในการทดสอบการยับยัง้เชือ้ A. dhakensis AM ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ดาํเนินการ
เช่นเดียวกบัปรมิาตร 200 ไมโครลิตร ผลการทดลองแสดงดงัภาพประกอบ 26 พบว่า การทดสอบ
การยับ ยั้ ง เชื ้อแบ บ  pre-treatment ใน ชุดก ารบ่ ม เชื ้อ ระห ว่างเฟ จแบ บ ผ ส ม  Cocktail 1 
(ภาพประกอบ 24A) และ Cocktail 2 (ภาพประกอบ 24B) กับยาปฏิชีวนะมีประสิทธิภาพในการ
ยบัยัง้เชือ้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ในขณะท่ีชดุการบ่มเชือ้ระหวา่ง
เฟจแบบผสม Cocktail 3 กบัยาปฏิชีวนะของชุดการทดลอง (ภาพประกอบ 24C) สามารถยบัยัง้
เชือ้ได้เพียง 12 ชั่วโมง โดยที่เวลา 6 ชั่วโมง เป็นช่วงเวลาที่จาํนวนเชือ้ลดลงมากที่สุดอย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) นอกจากนีย้งัพบว่า มีการกลบัมาเจรญิของเชือ้ใหม่จนถึง 48 ชั่วโมง
ในทุกชุดการทดสอบการยับยั้งแบบ pre-treatment ส่วนในการยับยั้งเชือ้แบบ post-treatment  
ใน ชุด ก า รบ่ ม เชื ้อ ระ ห ว่ า ง เฟ จ แ บ บ ผ ส ม  Cocktail 1 (ภ า พ ป ระ ก อ บ  24D), Cocktail 2 
(ภาพประกอบ 24E) และ Cocktail 3 (ภาพประกอบ 24F) กับยาปฏิชีวนะ สามารถยับยัง้เชือ้ได้
เพียง 12 ชั่วโมงแรกอย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) ในส่วนของการเจริญของเฟจเม่ือบ่ม
ร่วมกับเชื ้อพบว่า เฟจสามารถเพิ่มจํานวนและอยู่รอดได้ตลอดทั้ง 48 ชั่ วโมง จึงสรุปได้ว่า  
การยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment โดยใชย้า amoxicillin ในระดบั ½ MIC รว่มกบัเฟจ Cocktail 1 
หรือร่วมกับเฟจ Cocktail 2 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชือ้ A. dhakensis AM ในปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ไดเ้ป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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 Pretreatment Posttreatment 
Cocktail 1 

  
Cocktail 2 

  
Cocktail 3 

  
Bacteria control    ½ amoxicillin   Phage cocktail    Phage cocktail+½  amoxicillin 

 Bacteria plus phage    Phage control 

ภาพประกอบ 23 การทดสอบการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis AM แบบ pre-treatment และแบบ 
post-treatment ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร  

(การทดสอบการยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment และแบบ post-treatment ปริมาตร 200 ไมโครลิตร กราฟแท่งแสดงปรมิาณเชือ้ และกราฟเสน้

แสดงปริมาณของเฟจ ขอ้มูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครัง้ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพเ์ล็กแทนกลุ่มของตัวอย่างที่มีความ

แตกต่าง ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะห์โดยใช้ one way-ANOVA พรอ้มทั้งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Turkey test โดยกาํหนด

นยัสาํคญัท่ี P<0.05) 
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 Pretreatment Posttreatment 
Cocktail 1 

  
Cocktail 2 

  
Cocktail 3 

  
Bacteria control    ½ amoxicillin   Phage cocktail    Phage cocktail+½  amoxicillin 

 Bacteria plus phage    Phage control 

ภาพประกอบ 24 การทดสอบการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis AM แบบ pre-treatment และแบบ 
post-treatment ปรมิาตร 20 มิลลิลิตร  

(การทดสอบการยับยัง้เชือ้แบบ pre-treatment และแบบ post-treatment ปริมาตร 20 มิลลิลิตร กราฟแท่งแสดงปริมาณเชือ้ และกราฟเสน้

แสดงปริมาณของเฟจ ขอ้มูลแต่ละช่วงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ครัง้ ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพเ์ล็กแทนกลุ่มของตัวอย่างที่มีความ

แตกต่าง ซึ่งไดจ้ากการวิเคราะห์โดยใช้ one way-ANOVA พรอ้มทั้งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Turkey test โดยกาํหนด

นยัสาํคญัท่ี P<0.05) 
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บทที ่5 
สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

จากการคดัแยกเชือ้ Aeromonas sp. จากตวัอย่างนํา้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ คลองแสนแสบ คลอง
เปรมประชากร แม่นํ้าเจ้าพระยา และจากตัวอย่างปลาที่วางขายในตลาดคลองเตย ตลาด  
หว้ยขวาง และซูเปอรม์ารเ์ก็ต พบวา่ สามารถแยกไอโซเลทที่คาดวา่เป็น Aeromonas sp. ไดท้ัง้สิน้ 
78 ไอโซเลท โดยสอดคลอ้งกับงานวิจยัก่อนหนา้นีท้ี่ไดร้ายงานว่าเชือ้ Aeromonas sp. อาศยัอยู่
ตามแหล่งนํา้ต่าง ๆ โดยสามารถแยกเชือ้ชนิดนีไ้ดจ้ากบริเวณผิวนํา้ นํา้บาดาล นํา้ดื่ม นํา้บาํบดั  
นํา้ทะเล และนํา้ชลประทาน (81) โดยบางชนิดสามารถก่อโรคในคน ปลา และสัตวน์ ํา้อื่น ๆ เช่น  
A. hydrophila, A. caviae และ A. veronii biovar sobria โดยเฉพาะ A. hydrophila เป็นสปีชีสท์ี่
ก่อใหเ้กิดโรค MAS ที่รุนแรง(22) แต่อย่างไรก็ตามปัจจบุนัมีการรายงานว่า เชือ้ A. dhakensis เป็น
เชือ้ที่อุบัติใหม่ที่ก่อให้เกิดโรคติดต่อจากสัตวซ์ึ่งสายพันธุ์นี ้ทาํให้เกิดการติดเชือ้ที่ รุนแรงและ
เสียชีวิตในมนุษย์(7-13) นอกจากนีย้งัมีรายงานของ Chen และคณะ(23) เปรียบเทียบความสามารถ
ใน ก า รก่ อ โรค ข อ ง  A. hydrophila, A. dhakensis, A. caviae แ ล ะ  A. veronii ยื น ยั น ว่ า  
A. dhakensis มีความรุนแรงมากกวา่ A. hydrophila  

ไอโซเลทที่คาดว่าเป็น Aeromonas sp. ทัง้ 78 ไอโซเลท มีลกัษณะติดสีแกรมลบ รูปรา่ง
ท่อนสัน้ จึงนาํมาจัดจาํแนกเชือ้ต่อดว้ยวิธีทดสอบทางชีวเคมีโดยเพิ่มการทดสอบการใชน้ ํา้ตาล
แอ ล -อ ะราบิ โน ส แล ะซ าลิ ซิ น  เพื่ อ แย ก  A. dhakensis อ อ ก จ าก  A. hydrophila subsp. 
hydrophila และ A. hydrophila subsp. ranae (7, 29) พบว่า มีเพียง 6 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท AM, 
NGP8, TP3, KSS5, AK3 และ SBKN4 ที่คาดวา่เป็นเชือ้ A. dhakensis  

เชือ้ Aeromonas ทัง้ 6 ไอโซเลท ถกูนาํมาจาํแนกสปีชีสโ์ดยอาศยัลาํดบัเบสบรเิวณ 16S 
rDNA พบวา่ Aeromonas sp. AM มีความคลา้ยคลงึกบั A. dhakensis strain P21 รอ้ยละ 99.93 
การวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA ของ  
A. dhakensis AM โดยใชแ้บบจาํลองแผนภูมิของ neighbor-joining พบว่า A. dhakensis AM 
ถกูจดัอยู่กลุม่เดียวกนักบั A. dhakensis BLTWB IITG (MT474858.1)  

เชื ้อ A. dhakensis ถูกรายงานเป็นครั้งแรกในปี 2002 (เดิมมี ช่ือว่า A. hydrophila 
subsp. dhakensis) โดย Huys และคณะ(7) จากการแยกเชือ้ไดจ้ากเด็กที่เป็นโรคอุจจาระร่วงใน
เมือง Dhaka ประเทศบังคลาเทศ และถูกจัดให้อยู่ในกลุ่ม  A. hydrophila DNA hybridization 
group BD-2 ซึ่งเป็นกลุ่มที่ มีความใกล้เคียงกับเชือ้ A. hydrophila DNA hybridization group 
(HG) 1 ต่ อ ม า ใ น ปี  2019 Martinez-Murcia แ ล ะ ค ณ ะ (34) พ บ ว่ า  A. hydrophila subsp. 
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dhakensis จัดอยู่ในอนุกรมวิธานเดียวกันกับ A. aquariorum จากการวิเคราะห์โดยใช้ลาํดับ 
rpoD และ gyrB ในปี 2013 Beaz-Hidalgo และคณะ ทาํการศึกษาความสมัพันธท์างพันธุกรรม
จากยีน 16S rRNA, rpoD หรือ gyrB และการวิเคราะห  ์multilocus phylogenetic analysis จาก
ก ารศึ ก ษ า ยื น ยัน ได้ว่ า  A. aquariorum แล ะ  A. hydrophila subsp. dhakensis จัด อ ยู่ ใน
อนุกรมวิธานเดียวกันและแตกต่างจากอนุกรมวิธานของ A. hydrophila ดังนั้น A. aquariorum 
และ A. hydrophila subsp. dhakensis ถูกจัดใหม่เป็น A. dhakensis sp. nov. comb nov.(14) 
จากงานวิจัยนี ้ การจัดจาํแนกเชือ้ A. dhakensis AM โดยการวิเคราะห์ลาํดับของ 16S rRNA 
gene เพียงอย่างเดียว ในปัจจบุนันัน้ไม่นิยมนาํมาใชใ้นการจาํแนกเชือ้ Aeromonas ระดบัสปีชีส์
(33) ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้งึไดท้าํการวิเคราะหห์าลาํดบัจีโนมทัง้หมดของเชือ้ A. dhakensis AM ดว้ย
วิธี next generation sequencing เพื่อยืนยนัวา่เชือ้ A. dhakensis AM จดัอยู่กลุม่เดียวกนักบัเชือ้ 
A. dhakensis ซึ่งการวิเคราะห์ลาํดับจีโนมทั้งหมดสามารถยืนยันเชือ้ A. dhakensis ถึงระดับ
ของสปีชีส ์และแสดงใหเ้ห็นว่า A. dhakensis หลายสายพันธุ์ไดร้บัการจัดจาํแนกผิดว่าเป็น A. 
hydrophila (82, 83) 

จากการวิเคราะหห์าลาํดบัจีโนมทัง้หมดของเชือ้ A. dhakensis AM พบว่ามีจีโนมขนาด 
4,602,485 คู่เบส และมีค่า G+C content อยู่ที่  61.9% และจากการค้นหาและทํานายหน้าที่ 
ของยีนพบว่า มียีนที่สามารถแปลรหสัไปเป็นโปรตีนทัง้หมด 4,256 ยีน ในการวิเคราะหต์าํแหน่ง 
ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะของเชือ้ A. dhakensis AM พบแนวโนม้ที่จะดือ้ยาปฏิชีวนะ โดยอาศัยกลไก 
การดือ้ยาปฏิชีวนะ 3 กลไก ไดแ้ก่ กลไกการขบัยาปฏิชีวนะ กลไกการทาํลายหรือเปลี่ยนโครงสรา้ง
ของยาปฏิชีวนะโดยเอนไซม ์และกลไกการเปล่ียนแปลงตาํแหน่งออกฤทธ์ิของยาปฏิชีวนะ  

กลไกการขับยาปฏิชีวนะกลุ่ม resistance-nodulation-cell division (RND) antibiotic 
efflux pump มีบทบาทสาํคัญในการดือ้ยาปฏิชีวนะของเชือ้แกรมลบ(84) สอดคลอ้งกับงานวิจัย 
ในปี 2022 ของ Okafor และคณะ ไดท้าํการวิเคราะหล์าํดบัจีโนมทัง้หมดของเชือ้ A. dhakensis 
Igbk พ บ ยี น  adeF แล ะ  rsmA(85) ที่ เ ก่ี ย วข้อ งกับ ก ล ไก ก ารขับ ย าป ฏิ ชี วน ะ  ส่ วน ก ล ไก 
ก ารขับ ย าป ฏิ ชี วน ะก ลุ่ ม  major facilitator superfamily (MFS) antibiotic efflux pump พ บ 
ความเหมือนกับยีน tet(E) ซึ่งมีงานวิจัยก่อนหน้านีร้ายงานว่าเป็นยีนที่ดือ้ต่อยา tetracycline  
ที่กระจายในเชือ้ Aeromonas มากที่สดุ(86, 87) และกลไกการขบัยาปฏิชีวนะกลุ่ม small multidrug 
resistance (SMR) antibiotic efflux pump พบความเหมือนกับยีน qacJ ซึ่งเป็นยีนที่แปลรหัส
เป็นโปรตีนที่ทาํใหท้นต่อสารในกลุ่ม quaternary ammonium compounds (QACs) ส่งผลใหมี้
การติดเชือ้ในกลุ่ม Staphylococcus เรือ้รงัในมา้(88) กลไกการเปลี่ยนแปลงตาํแหน่งออกฤทธ์ิของ
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ยาปฏิชีวนะ พบความเหมือนกบั E. coli EF-Tu mutants conferring resistance to Pulvomycin 
(elfamycin resistant EF-Tu) สอดคลอ้งกบังานวิจยัในปี 2023 ของ Canellas และคณะ(89) ไดท้าํ
การวิเคราะห์ลาํดับจีโนมทั้งหมดของเชื ้อ A. hydrophila 34SFC-3 โดยพบลักษณะดังกล่าว
เช่นเดียวกนัสง่ผลใหเ้ชือ้ดือ้ต่อยา elfamycin  

กลไกการทาํลายหรือเปลี่ยนโครงสรา้งของยาปฏิชีวนะโดยเอนไซม ์พบความเหมือนกบั
เอนไซม์ AQU beta-lactamase ที่แปลรหัสไปเป็นโปรตีนโดยยีน blaAQU-2 จัดอยู่ในคลาส C β-
lactamase หรือ cephalosporinase ซึ่งมีรายงานแลว้วา่พบในเชือ้ A. dhakensis สง่ผลใหเ้ชือ้ดือ้
ต่อกลุ่มยา cephalosporins(90) นอกจากนีพ้บเอนไซม ์OXA beta-lactamase (OXA-726) จัดอยู่
ในคลาส D β-lactamase หรือ oxacillinase ที่แปลรหสัไปเป็นโปรตีนโดยยีน blaOXA-726 พบในเชือ้ 
A. dhakensis เช่นกัน(85) เอนไซมท์ัง้สองนีถู้กควบคุมโดยยีนที่อยู่บนโครโมโซม (chromosome) 
โดยกลไกการสรา้งเอนไซม์ β-lactamase เป็นกลไกการดือ้ยาที่พบได้บ่อยและสาํคัญที่สุดใน
แบคทีเรียแกรมลบ(91) นอกจากนีย้งัมีรายงานว่า เชือ้ที่มียีนควบคมุการสรา้ง beta-lactamase จะ
มีลกัษณะสาํคญัอย่างหนึ่งคือ ในตอนแรกเชือ้จะสรา้งเอนไซมอ์อกมาไม่มาก แต่เม่ือมีถูกกระตุน้
จากยาปฏิชีวนะจะสามารถสร้างปริมาณ เอนไซม์ออกมาให้มากขึ ้นได้ โดยเชื ้อจะสร้าง  
beta-lactamase ออกมา ซึ่งยาที่สามารถเป็นตัวกระตุ้นที่ดีในการสรา้งเอนไซม์ β-lactamase 
ไดแ้ก่ amoxicillin, ampicillin, benzylpenicillin, cefazolin และ cephalothin(91) 

จากการทดสอบความไวของเชือ้ A. dhakensis AM ต่อยาปฏิชีวนะโดยใช ้E-test strip 
พบว่า เชือ้ A. dhakensis AM ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ amoxicillin และ ampicillin สอดคลอ้งกบั
งานวิจยัในปี 2020 ของ Zdanowicz และคณะ(92) ทาํการคดัแยกเชือ้ Aeromonas พบว่า 96-99% 
ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ amoxicillin, ampicillin, clindamycin และ penicillin. ซึ่งยาปฏิชีวนะเหล่านี ้
จัดเป็นกลุ่ม β–lactam มีความเป็นพิษตํ่าจึงมีการใชก้ันอย่างแพร่หลาย (93) โดยการทาํงานของ 
ยาปฏิชีวนะกลุ่มนี ้จะยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ที่จ ําเป็นในการเจริญของผนังเซลล์ของ
แบคทีเรีย โดยยาปฏิชีวนะจะเขา้ขดัขวางกระบวนการ transpeptidation ซึ่งในกระบวนการนีจ้ะ
เช่ือม peptidoglycan ของผนังเซลลแ์บคทีเรียเขา้ดว้ยกัน(94) การดือ้ยาของเชือ้ Aeromonas ต่อ
ยาปฏิชีวนะกลุ่ม β–lactam เกิดจากความสามารถในการสรา้งเอนไซมอ์อกมานอกเซลล ์3 ชนิด 
ไดแ้ก่ β-lactamase, acylase, และ penicillinase ซึ่งทาํลายพนัธะเอไมดข์อง β–lactam ring ใน
โครงสรา้งยาปฏิชีวนะ(95, 96) ดว้ยความสามารถในการสรา้งเอนไซมเ์หล่านี ้เชือ้  Aeromonas จึง
สามารถดือ้ยาปฏิชีวนะเหล่านั้นได้ ผลการทดสอบความไวของเชือ้ A. dhakensis AM ต่อยา
ปฏิชีวนะโดยใช ้E-test strip ยงัสอดคลอ้งกบัการวิเคราะหต์าํแหน่งยีนดือ้ยาปฏิชีวนะของเชือ้ A. 
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dhakensis AM ซึ่ งพบยีน blaAQU-2 และ blaOXA-726 ที่ สามารถแปลรหัสไปเป็นเอนไซม์ AQU  
β-lactamase และ OXA β-lactamase พบไดใ้นเชือ้ A. dhakensis(85, 90) 

การติดเชือ้ Aeromonas จะแสดงลกัษณะอาการของโรคที่หลากหลายและเกิดจากความ
ผิดปกติจากปัจจยัหลายอย่าง ปัจจยัต่าง ๆ ที่ทาํใหเ้กิดโรคช่วยใหเ้ชือ้ Aeromonas สามารถหลดุ
รอดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของโฮสตแ์ละเกิดการติดเชือ้ ไดแ้ก่ ความสามารถใน
การเกาะติดเซลลซ์ึ่งเป็นขัน้ตอนสาํคญัของการเริ่มตน้การติดเชือ้ เม่ือเชือ้เขา้เกาะกบัเนือ้เยื่อของ
โฮสต์แล้ว เชื ้อจะมีการเพิ่มจํานวนเซลล์ที่บริเวณนั้น (39) โดยผลการวิเคราะห์พบว่าเชื ้อ A. 
dhakensis AM มี โค ร ง ส ร้า ง ที่ ท ํ า ใ ห้ เกิ ด โร ค ใ น ขั้ น ต อ น นี ้  ได้ แ ก่  Mannose-sensitive 
hemagglutinin pilus, polar flagella, Tap type IV pili และ Type I fimbriae ในส่วนของระบบ
การขนส่งโปรตีนในเชือ้ A. dhakensis AM พบระบบ T2SS และ T6SS ซึ่งทั้งสองระบบมีส่วน
สาํคัญที่ทาํใหเ้ชือ้สามารถก่อโรคที่รุนแรงได ้โดยระบบ T2SS จะหลั่งโปรตีน aerolysin-related 
cytotoxic enterotoxin สามารถทาํใหเ้กิดโรคอจุจาระรว่งและการติดเชือ้ที่บาดแผลลกึในหนไูด้(42, 

43) ส่วนระบบ T6SS จะหลั่งโปรตีน hemolysin coregulated protein ทาํใหเ้กิดการตายของเซลล์
แบบ apoptosis ในเซลล์โฮสต์โดยการกระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ caspase 3 ทําให้การ
ทาํงานของแกรนโูลไซตบ์กพรอ่งจงึทาํใหเ้กิดการติดเชือ้(45, 46) 

นอกจากนีเ้ชือ้ Aeromonas ที่ก่อโรคสามารถสรา้งเอนไซมห์รือสารพิษ เช่น gelatinase, 
protease, amylase, lipase, phospholipase, cytotoxin, hemolysin และ aerolysin เป็นต้น (39, 

41, 97-103) โดยผลการวิเคราะห ์เชือ้ A. dhakensis AM พบยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งสารพิษ ไดแ้ก่ 
aerolysin, extracellular hemolysin, hemolysin, hemolysin III, the repeat in toxin, 
thermostable hemolysin และ exotoxin A โดย aerolysin จัดเป็น virulence markers ที่สาํคัญ
ในการจดัจาํแนกสายพนัธุข์อง Aeromonas ที่ก่อโรค สรา้งจากยีนที่มีช่ือวา่ aerA(97) นอกจากนีเ้ชือ้ 
A. dhakensis AM ยังพบยีนที่ เก่ียวข้องกับการสร้าง capsule การนําเข้าธาตุเหล็ก ได้แก่ 
acinetobactin ที่ถูกควบคุมโดย 2 ยีน คือ basB และ basG ในส่วนของการวิเคราะหต์าํแหน่ง 
prophage บนจีโนมพบว่ามี 5 ตาํแหน่ง ซึ่งเป็นเฟจที่ไม่สมบรูณ ์และไม่พบพลาสมิดในจีโนมของ
เชือ้ A. dhakensis AM  

จากการวิเคราะหห์าลาํดับจีโนมทัง้หมดของเชือ้ A. dhakensis AM อาจสรุปไดว้่าเชือ้ 
ดือ้ยาปฏิชีวนะและมีความสามารถในการก่อโรค จึงนาํเชือ้ A. dhakensis AM ที่แยกไดเ้ป็นโฮสต์
ในการคัดแยกเฟจ โดยเฟจส่วนใหญ่มักจะถูกแยกไดจ้ากแหล่งเดียวกับโฮสต์อาศัยอยู่(104) และ  
A. dhakensis มีถิ่นอาศยัอยู่ตามแหล่งนํา้ในธรรมชาติ ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงเก็บตวัอย่างนํา้จาก
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แหล่งต่าง ๆ ที่คาดว่ามีโฮสตอ์าศยัอยู่ จากการทดสอบพบว่า มีเฟจที่จาํเพาะกับ A. dhakensis 
AM ทัง้หมด 20 ตวั พบเฟจเพียง 4 ตวั ที่มีลกัษณะของพลาคเป็นพลาคใสซึ่งจดัเป็นไลติคเฟจ และ
ให้ปริมาณเฟจภายหลังจากการเพิ่มจาํนวนมากกว่า 1011 PFU/mL คือ เฟจ vB_AdhS_TS3, 
vB_AdhM_TS9, vB_AdhM_DL และ vB_AdhS_M4 จากนั้น เฟจทั้ง  4 ตัวจึงถูกนําไปศึกษา
ค วาม ส าม ารถ ขอ งเฟ จ ใน ก ารติ ด เชื ้อ  Aeromonas ส าย พั น ธุ์อื่ น  ได้แก่  A. dhakensis,  
A. hydrophila, A. sobria, A. caviae, A. trota แ ล ะ  A. veronii พ บ ว่ า  เฟ จ ทั้ ง  4 ตั ว  มี
ความจาํเพาะในการติดเชือ้ A. dhakensis เท่านัน้ ซึ่งการติดเชือ้ของเฟจที่แคบจะไม่ทาํลายเชือ้ที่
เป็นประโยชนแ์ละเชือ้ประจาํถิ่น(64) และโดยทั่วไปแลว้เฟจมักจะมีความสามารถในการติดเชือ้ที่
แคบและสว่นใหญ่มกัจะจาํเพาะกบัโฮสตต์วัเองเท่านัน้(105, 106) 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเฟจพบว่าเฟจ vB_AdhS_TS3 และ 
vB_AdhS_M4 สว่นหวัมีขนาด 75.2 และ 64.8 นาโนเมตร และมีสว่นหางที่ยาวเท่ากบั 225.3 และ 
185.4 นาโนเมตร ตามลาํดับ รูปร่างของเฟจดังกล่าว สามารถจัดจําแนกเฟจอยู่ใน Family 
Siphoviridae และเฟจ vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL ส่วนหัวมีขนาด 85.1 และ 50.04  
นาโนเมตร มีหางที่สามารถยืด-หดได ้มี sheath หุม้รอบหาง และมีโครงสรา้งส่วนปลาย เช่น tail 
fiber, base plate ขนาด 101.4 และ 210.4 นาโนเมตร ตามลาํดับ จากรูปร่างของเฟจดังกล่าว 
สามารถจัดจาํแนกเฟจอยู่ใน Family Myoviridae จากการรวบรวมข้อมูล Aeromonas phage 
ของ Islam และคณะ (2021)(107) พบว่า ในฐานขอ้มูล NCBI มี Aeromonas phage ทั้งหมด 65 
ตัว โดยเฟจที่ ได้รับการเผยแพร่ในวารสารวิชาการ มีเพียง 4 ตัว ที่ถูกจําแนกอยู่ใน Family 
Siphoviridae และมี 25 ตัว อยู่ใน Family Myoviridae ซึ่งโดยส่วนใหญ่จะใชเ้ชือ้ A. hydrophila 
เป็นโฮสต ์

การหาอตัราสว่นของเฟจต่อโฮสตท์ี่เหมาะสมต่อการติดเชือ้พบว่า ค่า MOI ที่เหมาะสมที่
ให้ปริมาณเฟจสูงสุดของเฟจทั้ง 4 ตัว เท่ากับ 10 โดยมีความแตกต่างกับค่า MOI อื่นอย่าง 
มีนยัสาํคญั ซึ่งอตัราส่วนของจาํนวนเฟจต่อจาํนวนเซลลเ์ชือ้ที่เหมาะสมต่อการติดเชือ้สอดคลอ้ง
กับการศึกษาของ Chandrarathna และคณะ (2020)(66) พบว่าการควบคุมเชือ้ A. hydrophila  
ที่ดือ้ต่อยาหลายชนิดดว้ยเฟจ AHP-1 ที่ค่า MOI เท่ากับ 10 แสดงการยับยั้งเชือ้ A. hydrophila  
ได้สูงกว่าการใช้ยาคลอแรมเฟนิคอล 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ เม่ือใช้เฟจร่วมกับยา 
คลอแรมเฟนิคอลใหป้ระสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ดีท่ีสดุ 

จากการศึกษากราฟการเจริญของเฟจพบว่า เฟจ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, 
vB_AdhM_DL และ vB_AdhS_M4 มี ระยะ latent period เท่ ากับ  40, 30, 30 และ 50 นาที 
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ต าม ลําดับ  แล ะส าม ารถ คําน วณ  burst size ขอ งเฟ จ  vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9, 
vB_AdhM_DL แ ล ะ  vB_AdhS_M4 ไ ด้ เ ท่ า กั บ 1380, 6300, 1280 แ ล ะ  253 phages 
particles/infected cell ตามลาํดบั เนื่องจากเฟจที่มีระยะ latent period ที่สัน้และมีค่า burst size 
ที่มากเป็นคุณสมบตัิที่จาํเป็นสาํหรบัการนาํเฟจไปประยุกตใ์ชเ้ป็น phage therapy(108) ดังนัน้จึง
คัดเลือกเฉพาะเฟจ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL ไปใช้ในการศึกษา
ต่อไป 

การนาํเฟจไปประยุกตใ์ช้เป็น phage therapy จาํเป็นจะตอ้งศึกษาความเสถียรของ 
เฟจต่ออุณหภูมิและ pH ซึ่งทั้งสองปัจจัยจึงเป็นตัวกําหนดช่วงการใช้งานของเฟจเม่ือนําไป
ประยุกตใ์ช้(55) ในการศึกษาความเสถียรต่ออุณหภูมิพบว่า เฟจ vB_AdhS_TS3 มีความเสถียรที่
อุณหภูมิ 4 ถึง 45 องศาเซลเซียส ส่วนเฟจ vB_AdhM_TS9 มีความเสถียรที่อุณหภูมิ 4 ถึง 37 
องศาเซลเซียส และเฟจ vB_AdhM_DL มีความเสถียรที่อณุหภมูิ 25 ถึง 37 องศาเซลเซียส เม่ือทาํ
การทดสอบที่อุณหภูมิ 65, 75, และ 100 องศาเซลเซียส พบว่า ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
ปริมาณเฟจทกุตวัค่อย ๆ ลดลง จนกระทั่งอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส ไม่พบการอยู่รอดของเฟจ
ทัง้ 3 ตวั สอดคลอ้งกับงานวิจยัก่อนหนา้นีก้ล่าวว่า อุณหภูมิที่สงูอาจทาํใหแ้คปซิดซึ่งเป็นโปรตีน
ของเฟจเสื่อมสภาพได ้นอกจากนี ้อณุหภูมิยงัเป็นตวักาํหนดความมีชีวิตรอด การเก็บรกัษา และ
การเพิ่มจาํนวนของเฟจ(55) 

จากการศึกษาความเสถียรต่อ pH พบว่าเฟจ vB_AdhS_TS3 มีความเสถียรที่  pH 
เท่ากับ 6 ถึง 11 ส่วนเฟจ vB_AdhM_TS9 มีความเสถียรที่  pH ในช่วง 6 ถึง 8 ในขณะที่ เฟจ 
vB_AdhM_DL มีความเสถียรที่ pH 4 ถึง 11 สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหนา้นีก้ล่าวว่า โดยทั่วไป
แลว้การเพาะเลีย้งสตัวน์ ํา้จะมีอณุหภมูิและ pH อยู่ในระดบักลาง(56) การศึกษาเก่ียวกบัไลติคเฟจ
มกัจะแสดงใหเ้ห็นว่า pH 6-8 เหมาะสมที่สดุสาํหรบัเฟจและโปรตีนส่วนใหญ่ ในขณะที่ค่า pH ที่ 
นอ้ยกวา่ 5 และมากกวา่ 10 เฟจจะมีประสิทธิภาพตํ่ากวา่(55) 

จากการวิเคราะห์ลาํดับจีโนมทั้งหมดของเฟจ vB_AdhS_TS3, vB_AdhM_TS9 และ 
vB_AdhM_DL ก่อนที่จะนาํมาประยุกตใ์ชเ้ป็น phage therapy พบว่า มีขนาดของจีโนมเท่ากับ 
115,560 คู่เบส 115,503 คู่เบส และ 42,388 คู่เบส ตามลาํดับ และมีค่า G+C content เท่ากับ 
41.10%, 35.34% และ 34.43% ตามลาํดับ จากการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทด์ของเฟจ 
vB_AdhS_TS3 กับลาํดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับ 
Aeromonas phage Akh-2 ร ้อ ย ล ะ  81.90 ซึ่ ง เป็ น เฟ จ ที่ จั ด อ ยู่ ใน  family Siphoviridae(109) 
เช่นเดียวกันกับเฟจ vB_AdhS_TS3 ในขณะที่การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของเฟจ 



  

 

86 

vB_AdhM_TS9 และเฟจ vB_AdhM_DL กบัลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มลูมีความคลา้ยคลงึกบั 
Aeromonas phage phiA047 รอ้ยละ 94.43 และ Aeromonas phage phiA019 รอ้ยละ 94.43 
ตามลาํดบั นอกจากนีใ้นจีโนมของเฟจทัง้สามไม่พบยีนที่แปลรหสัเป็นโปรตีนที่ไม่ตอ้งการต่าง ๆ 
เช่น ยีนที่เก่ียวขอ้งกับการเขา้สู่วงจรชีวิตไลโสเจนิค (ยีน integrase ยีน excisionase และยีน CI 
repressor) ยีนที่เก่ียวข้องกับความเป็นพิษ ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ และยีนก่อให้เกิดความรุนแรง  
เม่ือทาํการวิเคราะหว์งชีวิตของเฟจทัง้สามโดยใชโ้ปรแกรม PhageAI พบว่าเฟจ vB_AdhS_TS3, 
vB_AdhM_TS9 และ vB_AdhM_DL แสดงคา่เป็น Virulent รอ้ยละ 99.10%, 90.70% และ 91.21 
ตามลาํดับ แสดงให้เห็นว่าเฟจมีวงชีวิตเป็นไลติคเฟจ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าเฟจทั้งสามมีความ
เหมาะสมสาํหรบันาํไปใชเ้ป็น phage therapy ในการทดสอบตอ่ไป 

จากการทดสอบการยับยั้งเชื ้อ A. dhakensis AM โดยใช้เฟจแบบเดี่ยวในระดับ
หอ้งปฏิบตัิการ โดยทาํการเปรียบเทียบอตัราส่วนของโฮสตก์บัเฟจหรือ MOI ที่แตกต่างกนัในเฟจ
แต่ละตวั พบว่าการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis AM สงูสดุที่เวลา 6 ถึง 12 ชั่วโมง และมีการกลบัมา
เจริญใหม่ของเชือ้ภายหลัง 12 ชั่วโมง ทั้งแบบ pre-treatment และแบบ post-treatment เม่ือ
พิจารณาถึงการลดจาํนวนของ A. dhakensis AM โดยใช้เฟจแบบเดี่ยว เพื่อนาํไปศึกษาเป็น 
เฟจแบบผสมในขัน้ตอนต่อไป จึงไดเ้ลือก MOI ของเฟจแต่ละตวัที่ใหผ้ลในการยบัยัง้เชือ้แบบ pre-
treatment ที่ดีที่สดุ คือ vB_AdhS_TS3 (MOI 0.1) vB_AdhM_TS9 (MOI 1) และ vB_AdhM_DL 
(MOI 0.1) ซึ่งมีปริมาณเชือ้ลดลง 5.40, 3.91 และ 6.67 Log CFU/mL ตามลาํดบั ในขณะที่แบบ 
post-treatment ได้ทําก ารเลื อ ก  MOI ขอ งเฟ จแต่ ล ะตัวที่ ให้ผ ล ก ารยับ ยั้ งที่ ดี ที่ สุด  คื อ 
vB_AdhS_TS3 (MOI 10) vB_AdhM_TS9 (MOI 1) และ vB_AdhM_DL (MOI 1) ซึ่งมีปริมาณ
เชือ้ลดลง 4.68, 4.19 และ 5.25 Log CFU/mL ตามลาํดับ ทั้งนีใ้นส่วนของปริมาณเฟจทั้งในชุด
ควบคมุและชดุทดลองที่บ่มรว่มกบัเชือ้พบวา่ เฟจทัง้สามสามารถอยู่รอดไดจ้นกระทั่งครบเวลา 48 
ชั่วโมง ในการทาํ phage therapy การใชเ้ฟจแบบเดี่ยวอาจไม่เพียงพอต่อทาํลายเชือ้  เนื่องจาก 
เฟจสว่นใหญ่มีความจาํเพาะกบัโฮสตส์งู ดงันัน้จงึยากท่ีจะแยกเฟจตวัเดียวท่ีมีคณุสมบตัิในการติด
เชือ้ไดก้วา้ง การใชเ้ฟจผสมจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่เขา้มาแก้ปัญหาเฟจที่ติดเชือ้ไดแ้คบของ  
เฟจแบบเดี่ยว(110) นอกจากนี ้การใชเ้ฟจแบบผสมที่ประกอบไปดว้ยเฟจที่มีบรเิวณ receptor บนผิว
เซลลท์ี่แตกต่างกนั ทาํใหแ้กปั้ญหาการที่เชือ้กลบัมาเจริญใหม่อย่างรวดเรว็ที่มกัพบในการศึกษา 
phage therapy ไดด้ีขึน้(111)  

จากการทดสอบการยับยั้งเชื ้อ  A. dhakensis AM โดยใช้เฟจแบบผสมในระดับ
หอ้งปฏิบัติการใชเ้ฟจชุดการทดลอง Cocktail 1 (vB_AdhS_TS3 (MOI 0.1) + vB_AdhM_TS9 
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(MOI 1)), Cocktail 2 (vB_AdhS_TS3 (MOI 0.1) + vB_AdhM_DL (MOI 0.1)) และ Cocktail 3 
(vB_AdhM_TS9 (MOI 1) + vB_AdhM_DL (MOI 0.1)) พบการยับยั้งเชือ้สูงสุดที่เวลา 6 ชั่วโมง 
โด ย ป ริม า ณ เชื ้อ ล ด ล ง  5.43 Log CFU/mL, 5.39 Log CFU/mL แ ล ะ  5.19 Log CFU/mL 
ตามลาํดบั หลงัจากนัน้มีเชือ้กลบัมาเจริญไดใ้หม่ในเวลา 12 ชั่วโมง จนกระทั่ง 48 ชั่วโมงพบว่า  
ทุกชุดการทดลองไม่พบปริมาณเชือ้ที่ลดลงแสดงให้เห็นว่าเ ชือ้มีการกลับมาเจริญได้ใหม่โดย
สมบรูณ ์ในส่วนของปรมิาณเฟจในชดุควบคมุและชดุทดลองที่บ่มรว่มกบัเชือ้พบว่า เฟจอยู่รอดได้
ตลอดทั้ง 48 ชั่ วโมงในทุกชุดการทดลอง สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี ้กล่าวว่า การที่ 
เชือ้กลับมาเจริญใหม่ทั้งในแบบเดี่ยวและแบบผสม เกิดจากเฟจโจมตีเชือ้อย่างต่อเนื่องทาํให ้
เชือ้ตอ้งพัฒนากลไกต่อตา้นเฟจโดยการเปลี่ยนแปลง receptor บนผิวเซลล ์เพื่อป้องกันการเขา้
เกาะของเฟจที่มีความจาํเพาะต่อบริเวณเหล่านี ้หรือแบคทีเรียที่ดือ้ต่อเฟจอาจสรา้งแคปซูลหรือ
ผนงัเซลลใ์หห้นามากขึน้เพื่อปอ้งกนัการเขา้เกาะของเฟจ(62) 

จากการยับยั้งเชื ้อของเฟจแบบผสมสามารถพบการกลับมาเจริญใหม่ของเชื ้อ  
A. dhakensis AM ที่ 12 ชั่วโมงเป็นตน้ไป ต่อมาจึงทาํการทดสอบการยับยัง้เชือ้โดยใชเ้ฟจแบบ
ผสมร่วมกบัยา amoxicillin และเป็นยาปฏิชีวนะที่อนุญาตใหใ้ชใ้นการเพาะเลีย้งปลาในประเทศ
ไทยตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (112) จากการทดสอบยา amoxicillin มาก่อนหนา้นีโ้ดยใช ้ 
E-test strip พบว่าเชือ้ A. dhakensis AM ดือ้ต่อยา amoxicillin เม่ือทาํการหาค่า MIC พบว่า มี
ค่าเท่ากับ 64 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ซึ่งในการทดลองต่อไปจะใชค้่า 32 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร  
(½ MIC) เพื่อลดปริมาณการใชย้าปฏิชีวนะ นอกจากนีย้งัมีรายงานก่อนหนา้นีไ้ดก้ล่าวว่า การใช้
เฟจรว่มกบัยาปฏิชีวนะสง่ผลใหเ้ฟจมีประสิทธิภาพมากขึน้เม่ือใชร้ว่มกบัยาที่มีความเขม้ขน้ตํ่ากว่า
การยับยั้งเชือ้(113-115) ความเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะในระดับตํ่าอาจช่วยให้ไลติกเฟจเพิ่มจาํนวน
อย่างรวดเรว็และสง่เสรมิฤทธ์ิตา้นเชือ้แบคทีเรยี(116)  

การทดสอบการยบัยัง้เชือ้เบือ้งตน้จะทดสอบเพื่อดูแนวโนม้การยบัยัง้เชื ้อโดยใชย้า 
amoxicillin ความเขม้ขน้ ½ MIC ร่วมกับเฟจแบบผสม ในปริมาตร 200 ไมโครลิตร ก่อนที่จะทาํ
การทดสอบในปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากการทดสอบพบว่า ทั้งแบบ pre-treatment และแบบ 
post-treatment ชดุการบ่มเชือ้ระหว่างเฟจ Cocktail 1 กบัยาปฏิชีวนะ และชดุการบ่มเชือ้ระหว่าง
เฟจ Cocktail 2 กับยาปฏิชีวนะ มีประสิทธิภาพในการทาํลายเชือ้ A. dhakensis AM ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ในขณะที่ชุดการทดลอง Cocktail 3 ทั้งในการทดสอบการยับยั้งและแบบ pre-
treatment สามารถยบัยัง้เชือ้ไดถ้ึง 12 ชั่วโมง แต่หลงัจากนัน้เชือ้สามารถกลบัมาเจริญไดใ้หม่ ใน
สว่นของปรมิาณเฟจในชดุควบคมุและชดุทดลองที่บม่รว่มกบัเชือ้พบวา่ เฟจอยู่รอดไดต้ลอดทัง้ 48 
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ชั่วโมง ในทกุชดุการทดลอง ต่อมาไดท้าํการทดสอบการยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis AM ปรมิาตร 20 
มิลลิลิตร โดยใชย้า amoxicillin ความเขม้ขน้ ½ MIC รว่มกบัเฟจแบบผสม จากการทดสอบพบว่า 
การยบัยัง้เชือ้แบบ pre-treatment โดยใชย้า amoxicillin ในระดบั ½ MIC รว่มกบัเฟจ Cocktail 1 
หรือร่วมกับเฟจ Cocktail 2 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชือ้ A. dhakensis AM ในปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ไดเ้ป็นเวลา 24 ชั่วโมง สอดคลอ้งกบัการรายงานก่อนหนา้นีก้ลา่วว่า เชือ้สายพนัธุก์ลาย
ที่ดือ้ต่อเฟจจะมีการพฒันาการต่อตา้นเฟจผ่านกลไกต่าง ๆ(62) หนึ่งในกลไกที่สาํคญัคือ การยบัยัง้
การเข้าเกาะของเฟจซึ่งเป็นกลไกที่ มีการรายงานมากที่สุด (117) การสูญเสียหรือเปลี่ยนแปลง 
receptor เป็นอีกกลไกหนึ่งซึ่งทาํใหเ้ชือ้สามารถเกิดการกลบัไปกลบัมาระหว่างการไวและดือ้ต่อ
เฟจหรือยาปฏิชีวนะได้(118) เนื่องจาก receptor บนผิวเซลล์เป็นบริเวณที่เฟจเข้าเกาะและเป็น
ตาํแหน่งที่ยาปฏิชีวนะที่จาํเพาะตอ่ผนงัเซลลเ์ขา้ทาํลายเชือ้ หากเชือ้ซึง่เดิมดือ้ต่อยาปฏิชีวนะแตไ่ว
ต่อการติดเชือ้ดว้ยเฟจ เม่ือเชือ้มีการเปลี่ยนแปลง receptor เพื่อใหด้ือ้ต่อการติดเชือ้ดว้ยเฟจ อาจ
ส่ งผลให้ เชื ้อ เกิ ดการเป ลี่ ยน แป ลงกลับ ไป เป็ น สายพัน ธุ์ที่ ไวต่ อยาป ฏิ ชีวน ะได้ (119, 120)  
จากการศึกษานี ้ถือเป็นการศึกษาครัง้แรกในการประยุกต์ใช้เฟจผสมร่วมกับยาปฏิชีวนะใน 
การควบคุมเชือ้ A. dhakensis ซึ่งไม่เพียงแต่จะสามารถลดปริมาณเชือ้ไดเ้ท่านัน้ แต่ยงัสามารถ
ลดปรมิาณการใชย้าไดอ้ีกดว้ย  

จากการศกึษาทัง้หมดแสดงใหเ้ห็นวา่การใชเ้ฟจทัง้ในรูปแบบเดี่ยวและแบบผสมสามารถ
ยบัยัง้เชือ้ A. dhakensis ในระดบัหอ้งปฏิบตัิการได ้โดยเฉพาะการใชเ้ฟจในรูปแบบผสมรว่มกับ 
ยาปฏิชีวนะสามารถยบัยัง้เชือ้ไดด้ีและนานที่สดุ และยงัช่วยลดปรมิาณยาปฏิชีวนะที่ใชล้งอีกดว้ย
นอกจากนีก้ารใชเ้ฟจในรูปแบบผสมร่วมกับยาปฏิชีวนะยงัสามารถป้องกนัหรือชะลอการเกิดขึน้
ของสายพันธุ์กลายของเชือ้ที่ดือ้ต่อยาหรือดือ้ต่อเฟจซึ่งจะเกิดขึน้อย่างรวดเร็วเม่ือเชือ้สมัผัสกับ 
ยาปฏิชีวนะหรือเฟจ ดังนั้นการใช้เฟจร่วมกับการใช้ยาปฏิชีวนะในระดับ sublethal นีจ้ึงเป็น
ทางเลือกหนึ่งที่สาํคญัในการนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการยบัยัง้เชือ้ที่มีการดือ้ยาในอตุสาหกรรมสตัวน์ ํา้
ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเชือ้ 

1. อาหาร Nutrient broth (NB) 

peptone 5.00  กรมั 
beef extract 3.00  กรมั 
นํา้กลั่น 1,000  มิลลิลิตร 
นึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอนํา้ 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ เป็นเวลา  

15 นาที  
 

2. อาหาร Nutrient soft agar 

peptone 5.00 กรมั 
beef extract 3.00 กรมั 
agar 7.50 กรมั 
นํา้กลั่น 1,000  มิลลิลิตร 
นึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอนํา้ 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ เป็นเวลา  

15 นาที 
 

3. อาหาร Nutrient agar (NA) 

peptone 5.00 กรมั 
beef extract 3.00 กรมั 
agar 15.00 กรมั 
นํา้กลั่น 1,000  มิลลิลิตร 
นึ่งฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอนํา้ 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ เป็นเวลา  

15 นาที 
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4. อาหาร Aeromonas Isolation Medium ส าเร็จรูป 

peptone, special 5.00 กรมั 
yeast extract 3.00 กรมั 
L-Lysine hydrochloride 3.50 กรมั 
L-Arginine hydrochloride 2.00 กรมั 
inositol 2.50 กรมั 
lactose 1.50 กรมั 
sorbose 3.00 กรมั 
xylose 3.75 กรมั 
bile salts 3.00 กรมั 
sodium thiosulphate 10.67 กรมั 
sodium chloride 5.00 กรมั 
ferric ammonium citrate 0.80 กรมั 
bromothymol blue 0.04 กรมั 
thymol blue 0.04 กรมั 
agar 12.50 กรมั 
ปรบัค่า pH เป็น 8.0±0.2   
ชั่งอาหาร Aeromonas Isolation Medium สาํเร็จรูป 28.15 กรมั ผสมกับนํา้กลั่น 500 

มิลลิลิตร นาํไปตม้จนเดือดเพ่ือใหอ้าหารละลายเป็นเนือ้เดียวกนัโดยไม่ตอ้งนึ่งฆา่เชือ้ ทาํใหอ้าหาร
เย็นลงที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมแอมพิซิลินความเข้มข้น 10 มิลลิกรมัต่อ
มิลลิลิตร ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร ลงในอาหาร 

 
5. อาหาร Mueller Hinton agar (MHA) ส าเร็จรูป 

HM infusion B from  300.00 กรมั 
acicase 17.50 กรมั 
starch 1.50 กรมั 
agar 17.00 กรมั 
ปรบั pH เป็น 8.0±0.2   
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ชั่ งอาหาร Mueller Hinton agar (MHA) สาํเร็จรูป 38.0 กรัม ผสมกับนํ้ากลั่น 1,000 
มิลลิลิตร นึ่งฆา่เชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอนํา้ 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ เป็นเวลา  
15 นาที  

 
6. อาหาร Mueller Hinton broth (MHB) 

Beef extract powder  2.00 กรมั 
Acid digest of casein 17.50 กรมั 
starch 1.50 กรมั 
นึ่งฆา่เชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 

สารเคม ี

1. สารละลายบัฟเฟอร ์TE 

Tris-HCl  0.1 โมลาร ์
EDTA 1  มิลลิโมลาร ์
ปรับค่า pH ให้เป็น 8.0 และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ด้วยนํ้ากลั่น ทําการฆ่าเชื ้อที่

อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอนํา้ 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. สารละลายบัฟเฟอร ์50X TBE (tris-Borate-EDTA) 

Tris- HCl (pH 8) 108.00 กรมั 
boric acid 55.00 กรมั 
EDTA 9.00 กรมั 
นํา้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
ทาํการฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอนํ้า 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้  

เป็นเวลา 15 นาที เม่ือใชง้านใหเ้จือจางดว้ยนํา้กลั่นเป็น 1X  
 

3. ไลโซไซม ์(lysozyme)  

ไลโซไซม ์ 50.00  มิลลิกรมั 
นํา้กลั่น 1 มิลลิลิตร 
เขยา่ใหล้ะลายเป็นเนือ้เดียวกนั แลว้ใชง้านทนัที 
 

4. สารละลายโซเดียม โดเดซิล ซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate) ร้อยละ 10 

โซเดียม โดเดซิล ซลัเฟต 100 กรมั 
นํา้กลั่น 500 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรเป็น  1,000 มิลลิลิตรด้วยนํ้ากลั่ น  ทําการฆ่ าเชื ้อที่ อุณ หภูมิ  121  

องศาเซลเซียส ความดนัไอนํา้ 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที และเก็บไวท้ี่อณุหภมูิหอ้ง 
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5. สารละลายโซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) ความเข้มขน้ 3 โมลาร ์

โซเดียมอะซิเตท  408.30 กรมั 
นํา้กลั่น 800 มิลลิลิตร 
ปรบั pH ใหเ้ป็น 7.0 ดว้ย 1M NaOH และปรบัปรมิาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํา้กลั่น  

ทาํการฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอนํา้ 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ เป็นเวลา  
15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

การท าให้ผลผลิต PCR บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป NucleoSpin® Gel and 
PCR Clean-up 

ตรวจสอบผลผลิต PCR โดยมาทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช้อะกาโรสเจล  
รอ้ยละ 1.5-2.0 ที่ความต่างศกัย ์100 โวลต ์นาน 1 ชั่วโมง แลว้นาํเจลมาดขูนาดของผลผลิต PCR 
ซึ่งมีขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต เม่ือไดข้นาดที่ตอ้งการ นาํผลผลิต 
PCR 1 volume ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาผสมกับสารละลายบฟัเฟอร  ์NTI 2 volume ปริมาตร 
40 ไมโครลิตร เพื่อกาํจดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดเล็กที่ไม่ตอ้งการและการเขา้จบักนัเองของไพรเมอร ์
(primer dimer) จากนั้นมาใส่ลงใน NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up column แล้วนาํมา
ป่ันเหวี่ยงความเร็ว 11,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที ทิง้ส่วนใสที่อยู่ขา้งล่างของ column จากนั้น
เติมสารละลายบฟัเฟอร ์NT3 ปรมิาตร 700 ไมโครลิตร ลงใน NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
up column แลว้นาํมาป่ันเหวี่ยงความเร็ว 11,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที (รอบที่ 1) ทิง้ส่วนใสที่
อยู่ขา้งล่างของ column จากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร ์NT3 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงใน 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up column แล้วนาํมาป่ันเหวี่ยงความเร็ว 11,000 xg เป็น
เวลา 30 วินาที (รอบที่ 2) ทิง้ส่วนใสที่อยู่ขา้งล่างของ column จากนัน้นาํมาป่ันเหวี่ยงความเร็ว 
11,000 xg เป็นเวลา 1 นาที กาํจดัสารละลาย ethanol ที่อาจตกคา้งจากสารละลายบฟัเฟอร ์NT3 
จะทาํการบ่ม column เป็นเวลา 2-5 นาทีที่ 70 องศาเซลเซียส จากนัน้นาํ NucleoSpin® Gel and 
PCR Clean-up column มาวางบนหลอด microcentrifuge ใหม่ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม
สารละลาย NE ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง (18–25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา  
1 นาที จากนัน้นาํมาป่ันเหวี่ยงความเรว็ 11,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ตรวจสอบดีเอ็นเอที่ไดน้ี ้ดว้ย
วิธีอิเล็กโทรโฟเรซิสในอะกาโรสเจล ที่ความต่างศักย ์100 โวลต ์นาน 1 ชั่วโมง แลว้นาํเจลมาดู 
ผลขนาดของผลผลิต PCR ที่เกิดขึน้ตามขัน้ตอน 1.2 
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