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บทคัดยอ
Campylobacter jejuni เปนแบคทเีรยีทีก่อใหเกิดโรคลำไสอกัเสบในคน การทำลาย C. jejuni สวนใหญนยิม

ใชสารเคมี แตกอใหเกดิการตกคางของสารเคมใีนอาหารและสิง่แวดลอม มงีานวจิยัทีศ่กึษาศกัยภาพของโอโซนในการ
ทำลายแบคทเีรยีไดบางชนดิ งานวจิยันีจ้งึไดศกึษาการรอดชวีติของ C. jejuni ATTC 29428 ในน้ำ เมือ่ไดรบัโอโซน
ทีเ่วลา 0.5, 1, 2, 3,5, 7 และ 9 นาท ีซึง่มปีรมิาณโอโซนทีล่ะลายในน้ำเปน 0.03, 0.06, 0.12, 0.18, 0.30, 0.42
และ 0.54 mg/l ตามลำดบั ไดพบวา เมือ่ C. jejuni ไดรบัโอโซนเปนเวลา 0.5, 1, 2, 3, 5 และ 7 นาท ีพบวาจำนวน
C. jejuni  รอดชวีติเหลอือยจูำนวน 7.5, 6.6, 3.7, 3.3, 2.9 และ 2.4 log CFU/ml ตามลำดบั จากเชือ้เริม่ตน
8 log CFU/ml และเมือ่ไดรบัโอโซนเปนเวลา 9 นาท ีC. jejuni รอดชวีติเหลอืต่ำกวา 1 log/CFU/ml และการศกึษา
การเปลีย่นแปลงของโปรตนีทัง้หมดของเซลล C. jejuni ดวยวธิ ี SDS-PAGE พบวาเมือ่ C. jejuni  ไดรบัโอโซน
เปนเวลา 9 นาท ีโปรตนีในชวงน้ำหนกัโมเลกลุ 31.00 kDa-200.00 kDa มกีารเสยีสภาพทางธรรมชาตขิองโปรตนี
จนไมสามารถพบแถบโปรตนีดงักลาวอกี และจากการศกึษาการเปลีย่นแปลงของยนีกอโรค C. jejuni ดวยวธิ ีPCR
หลงัจากไดรบัโอโซนเปนเวลา 9 นาท ีพบวาสามารถทำลายยนีกอโรค cadF, cdtA,  cdtB และ cdtC ของ C. jejuni
ได จากผลการทดลองจงึอาจสรปุไดวาโอโซนมศีกัยภาพในการนำไปใชทำลายเชือ้ C. jejuni ในน้ำได

Abstract
Campylobacter jejuni causes human enteritis. Chemical sanitizers have been widely used to

inactivate C. jejuni but this can lead to chemical contamination in food and environment. The bacteriocidal
effects of ozone have been studied on some bacteria. This work studied the effects of ozone on survival of
C. jejuni ATTC 29428. C. jejuni were exposed to ozone for 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 and 9 min equivalent to ozone
in water of 0.03, 0.06, 0.12, 0.18, 0.30, 0.42 and 0.54 mg/l, respectively.  The survivals of C. jejuni after
ozone treatment at 0.5, 1, 2, 3, 5 and 7 min were 7.5, 6.6, 3.7, 3.4, 2.9 and 2.4 log CFU/ml, respectively
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(initial count was 8 log CFU/ml).  After 9 min of ozone exposure, C. jejuni was reduced to less than
detection limit (1 log CFU/ml). The whole cell soluble proteins (31kDa-200 kDa) were denatured and not
detected by gel electrophoresis.  In addition, ozone treatment resulted in virulence genes cadF, cdtA, cdtB and
cdtC damages as revealed by polymerase chain reaction technique.  This research showed that ozone can
potentially be used to inactivate C. jejuni in water.

คำสำคญั : Campylobacter jejuni, โอโซน, ยนีกอโรค, น้ำ
Keywords: Campylobacter jejuni, ozone, virulence genes, water

บทนำ
Campylobacter jejuni  เปนแบคทเีรยีทีท่ำให

เกดิโรคลำไสอกัเสบ (Campylobacter enteritis) ในคน
ในป ค. ศ.  1992-1995 ทีป่ระเทศองักฤษ พบการ
ระบาดของโรคลำไสอักเสบขึ้น 26 ครั้ง ในครั้งที่เกิด
รนุแรงทีส่ดุมผีปูวย 575 ราย และพบวาสาเหตสุวนใหญ
เกิดจากการดื่มน้ำที่มี C. jejuni ปนเปอนอยูดวย
(Furtado et al., 1998) และนอกจากนีย้งัมรีายงานการ
พบ C. jejuni ในเนือ้สตัวทีน่ยิมบรโิภค คอื เนือ้ไก  เนือ้
เปด  เนือ้ววั  เนือ้หม ู เนือ้แกะ  และอาหารทะเล  โดย
เนือ้ไกมรีายงานการพบมากทีส่ดุ (Whyte et al., 2004)
การปนเปอนในเนือ้สตัวเกดิจาก C. jejuni ทีอ่ยใูนลำไส
สตัวปนเปอนหลายขัน้ตอนตัง้แตทีฟ่ารม  โรงงานแปร
รปูเนือ้สตัว และตลาดสด (Alter et al., 2004; Ishihara
et al., 2004; Zhao et al., 2001)  ดงันัน้การทำลาย
C. jejuni  ในโรงงานแปรรูปเนื้อสัตว  และฟารม
จะสามารถตัดวงจรการปนเปอนไปสูผูบริโภคได ใน
ปจจุบันสวนใหญนิยมทำความสะอาดและฆาเชื้อ
(cleaning and sanitizing) โดยใชสารเคม ีกอใหเกดิการ
ตกคางของสารเคมทีีพ่ืน้ผวิวสัดทุำใหเกดิการกดักรอนมี
อายกุารใชงานสัน้ลง   กอใหเกดิการระคายเคอืงตอผวิ
หนังผูใชงาน และอาจเกิดสารตกคางในอาหารเปน
อันตรายตอผูบริโภคได  และนอกจากนี้ยังนิยมใชยา
ปฏชิวีนะในการควบคมุโรคในสตัวมากขึน้ ซึง่จะสงผลให
การรักษาโรค enteritis ในคน  ดวยยาปฏิชีวนะพวก
quinolones ไมไดผล  การศกึษาวธิกีารทำลาย C. jejuni
โดยไมกอมลพษิและสารเคมตีกคางจงึเปนวธิทีีด่ี วธิกีาร

ทำลายเชื้อจุลินทรียดวยโอโซนนั้นเปนอีกวิธีหนึ่งที่
นาสนใจ  โอโซน (O3) เกิดจากกาซออกซิเจน (O2)
แตกตวัเปนอะตอมของธาตอุอกซเิจน (O) หลงัจากนัน้
อะตอมของธาตุออกซิเจนจะไปรวมกับกาซออกซิเจน
กลายเปนโอโซน โอโซนเปนกาซทีไ่มคงตวัจะแตกสลาย
ใหกาซออกซเิจนและออกซเิจนอะตอมเรือ่ยๆ อะตอม
ของออกซเิจนทีแ่ตกตวับางสวนจะทำหนาทีเ่ปน oxidizing
agents ซึง่สามารถทำลายจลุนิทรยีได บางสวนกร็วมตวั
กนัเองเปนกาซออกซเิจน เปนอยางนีเ้รือ่ยๆ ไปจนหมด
จงึไมเกดิสารตกคางในสิง่แวดลอม หากใชในปรมิาณที่
เหมาะสมและถกูตอง (Thanomsub et al., 2002)  ได
มีผูศึกษาถึงประสิทธิภาพในการทำลายและยับยั้งเชื้อ
จลุนิทรยีหลายชนดิดวยโอโซนอยางแพรหลาย คอื ในปี
ค.ศ. 1995 Restino และคณะ ไดศกึษาประสทิธภิาพ
ของน้ำโอโซนทีค่วามเขมขน 0.188 ppm เปนเวลา 1-5
นาท ีในการยบัยัง้เชือ้จลุนิทรยี ไดแก แบคทเีรยีแกรม
บวก คือ Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus และ Enterococcus faecalis
แบคทีเรียแกรมลบ คือ  Pseudomonas aeruginosa,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli และ
Salmonella typhimurium ยสีต คอื Candida albicans
และ Zygosaccharomyces bacilli และสปอรของ
Aspergillus niger พบวาโอโซนมปีระสทิธภิาพในการฆา
ยีสตทั้งสอง และฆาเชื้อแบคทีเรียกลุมแกรมบวกได
ดกีวาแบคทเีรยีกลมุแกรมลบ ยกเวน  L. monocytogenes
จะไวตอโอโซน ในทางตรงกนัขาม สปอรของ A. niger
จะมคีวามทนทานตอโอโซน นอกจากนีย้งัไดมกีารศกึษา
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การประยุกตใชโอโซนในอาหาร โดยในปค.ศ. 2004
Guzel-Seydim และคณะ ไดศึกษาประสิทธิภาพของ
โอโซนในการลดเชื้อจุลินทรียที่อยูในสวนประกอบของ
อาหาร ไดแก sterile Class C buffer, whipping cream,
1% locust bean gum, 1% soluble starch และ 1%
sodium caseinate โดย 1% locust bean gum, 1%
soluble starch และ 1% sodium caseinate ละลายใน
deionized water จากนั้นทำการปลูกถายเชื้อ ไดแก
สปอรของ B. stearothermophilus, vegetative cells
ของ E. coli และ S. aureus ลงในสวนประกอบของ
อาหารดังกลาว แลวนำไปผานกาซโอโซนเปนเวลา
2 และ 10 นาที พบวาเมื่อสัมผัสกับโอโซนเปนเวลา
10 นาที สปอรของ B. stearothermophilus
ในสวนประกอบอาหารตางๆ คือ buffer, starch,
locust bean gum และ caseinate มกีารลดลงอยางมนียั
สำคญั (p < 0.05) แตใน whipping cream จำนวนสปอร
ของ B. stearothermophilus ไมลดลง (p > 0.05)  สวน
E. coli และ S. aureus เชื้อลดลงอยางมีนัยสำคัญ
(p < 0.05) ในอาหารดังกลาวทุกชนิด จะเห็นไดวา
โอโซนมีประสิทธิภาพในการทำลายเชื้อจุลินทรียใน
อาหารไดหลายชนิด แตยังไมมีการนำมาใชอยางแพร
หลายในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร  ซึง่สวนใหญนยิม
ใชคลอรีนมากกวา จากรายงานที่ผานมาของ Greene
และคณะในป ค.ศ. 1993 ไดศึกษาประสิทธิภาพของ
โอโซนเปรียบเทียบกับคลอรีนในการทำลาย biofilm
ของ Pseudomonas fluorescens และ Alcaligenes
faecalis  โดยจำลองการสราง biofilm บนแผน stainless
steel ในน้ำนม เมือ่ใชโอโซนทีค่วามเขมขน 5 ppm เปน
เวลา 10 นาท ีและใชคลอรนีทีค่วามเขมขน 100 ppm
2 นาท ีพบวาโอโซนสามารถฆาเชือ้ P.  fluorescens และ
A. faecalis ได 5.6 log CFU/cm2 และ 4.4 log CFU/
cm2 ตามลำดบั และพบวาโอโซนมปีระสทิธภิาพในการ
ทำลาย biofilm ของ P. fluorescens และ A. faecalis
ไดดกีวาคลอรนี  อยางไรกต็ามจากรายงานทีผ่านมายงั
ไมมีการศึกษาผลของโอโซนตอ C. jejuni  ในน้ำ ซึ่ง
เปนตัวกลางสำคัญในการแพรกระจายของ C. jejuni
งานวิจัยนี้จึงตองการศึกษาผลของโอโซนตอการรอด

ชวีติของ C.  jejuni ในน้ำ โดยไดทำการศกึษาผลของ
โอโซนตอโปรตีนทั้งหมดของเซลล และยีนกอโรคของ
C.  jejuni ในน้ำ

วธิกีารวจิยั
การเตรยีมจลุนิทรยี

เชือ้ Campylobacter jejuni ATTC 29428 ได
รบัมาจาก New Zealand Reference Culture Collection
ซึง่แยกออกมาจากอจุจาระของเดก็ทีป่วยเปนโรคอจุจาระ
รวง  สำหรบัอาหารเลีย้งเชือ้ C. jejuni คอื brucella agar
ดัดแปลง (BTTCR) ซึ่งเติมสาร 2,3,5 –triphenyl
tetrazolitium chloride และ reducing agents (ferrous
sulfate, sodium bisulfate, pyruvic acid: FBP) โดย
BTTCR ประกอบดวย brucella broth 28 กรมัตอลติร
(Criterion, U.S.A.), agar 15 กรัมตอลิตร ferrous
sulfate 0.5 กรมัตอลติร, sodium bisulfate 0.2 กรมั
ตอลติร, pyruvic acid 0.5 กรมัตอลติร และ 2,3,5-
triphenyl tretazolium chloride (TTC) 50 มลิลกิรมั
ตอลิตร (Sigma, St. Louis) ทำการกรองสารละลาย
FBP และ TTC ผานกระดาษกรองขนาดเสนผาศนูยกลาง
0.22 ไมโครเมตร แลวเตมิลงใน brucella agar ภายหลงั
จากฆาเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15
ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ีเมือ่ตองการเพาะ
เชือ้เริม่จากเชือ้แชแขง็หรอื freeze-dried จะใช semi-
solid brucella เตมิ reducing agent (semi-solid BR)
ซึง่มสีวนผสมของ brucella broth 28 กรมัตอลติร agar
1.5 กรมัตอลติร และ FBP ในปรมิาณเทากบัใน BTTCR
สวนการบมเชื้อ C. jejuni บมที่อุณหภูมิ 42  องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 48 ชัว่โมง ภายใตสภาวะบรรยากาศ
microaerobic ซึง่ประกอบดวย ออกซเิจน  5% คารบอน
ไดออกไซด 10% และไนโตรเจน 85% (บรษิทัขอนแกน
ออกซเิจน ประเทศไทย) (Trachoo and J.D., 2005)

เตรยีมสารแขวนลอยของเชือ้ C. jejuni โดยใช
น้ำกลัน่แลวนำไปวดัคาการดดูกลนืแสงที ่600 นาโนเมตร
(OD600) ดวยเครื่อง spectrophotometer (PU8625
UV/VIS Spectrophotometer: Philips) ใหไดคา
ประมาณ 0.70 (เชือ้เริม่ตนประมาณ 108 CFU/ml)
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การเตรียมโอโซนและการวัดปริมาณโอโซนในน้ำ
ผานกาซโอโซนลงในน้ำกลั่นปริมาตร 50 ml

จากเครื่องผลิตโอโซนรุน HGOZ-1000 (Shanghai
Nailing Electron-tech, China) ที่ผลิตโอโซนดวยวิธี
corona discharge แลววดัปรมิาณโอโซนทีล่ะลายในน้ำ
ดวยวธิ ี Indigo Colorimetric Method โดยทำการเตรยีม
Indigo reagent II ซึ่งประกอบดวย 10 g/l sodium
dihydrogen phosphate (NaH2PO4), 7 ml/l phosphoric
acid และ Indigo stock solution (1 ml/l phosphoric
acid และ 770 mg/l potassium indigo trisulfonate)
จากนัน้ทำการวดัปรมิาณโอโซนทีล่ะลายในน้ำ โดยเตมิ
10 ml indigo reagent II ใน 2 volumetric flask ขนาด
50 ml flaskที่ 1 (blank) ปรับปริมาตรดวยน้ำกลั่น
flaskที่ 2 ปรับปริมาตรดวย sample จากนั้นวัดคา
absorbance ของสารละลายทั้งสองที่ 600+ 5 nm
สามารถคำนวณหาความเขมขนของโอโซนจากความ
แตกตางของคา absorbance ระหวาง sample และ blank
ดวยสตูร mg O3/l =100 x  ΔA / f x b xV เมือ่ ΔA
= ความแตกตางของคา absorbance ระหวาง sample
และ blank, b = ความยาวของ cell = 1 cm, V =
ปรมิาตรของ sample (ml),  f= 0.42 (Clesceri et al.,
1989)
การทดสอบการรอดชวีติของ C. jejuni หลงัจากผาน
โอโซน

นำกาซโอโซนจากเครือ่งผลติโอโซนผานลงไปใน
สารแขวนลอยของ C. jejuni ทีม่เีชือ้เริม่ตนประมาณ 108

CFU/ml เปนเวลา 0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 และ 9 นาที
แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 1 ml สารละลาย 0.02%
sodium thiosulfate แลวนำไปเพาะเชือ้ลงบน modified
brucella agar (BTTC-R) บมเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ42 องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 48 ชัว่โมง ทีส่ภาวะ microaerophilic
ซึ่งประกอบดวยออกซิเจน 5% คารบอนไดออกไซด
10% และไนโตรเจน 85% และนำไปทำการ enrichment
ใน modified brucella broth แลวบมเชือ้ในตบูมเชือ้แบบ
เขยาดวยความเร็วรอบ 90 รอบตอนาที 42 องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 48 ชัว่โมง ทีส่ภาวะ microaerophilic

เพือ่เปนการยนืยนัวา C. jejuni รอดชวีติหรอืถกูทำลาย
ไปทั้งหมด จากนั้นนำไปขีดลงบน modified brucella
agar อีกครั้ง ทำการยืนยันเชื้อ C. jejuni  ดวยวิธี
motility test  ดวยกลองจลุทรรศนแบบ phase contrast
Olympus BX51โดยสังเกตการเคลื่อนที่แบบลูกดอก
และรูปรางเปนเกลียว ยอมแกรมติดสีแดง ทดสอบ
catalase  และ oxidase ไดผลบวก
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนทั้งหมดของเซลล
C.jejuni หลงัจากผานโอโซน

ทำการสกดั whole cell protein ดวยวธิ ีfreeze-
thawing และเขยาดวยทราย ซึง่ปรบัปรงุมาจากวธิขีอง
Elliott และคณะ, 1991โดยนำสารแขวนลอยของ
C. jejuni  ทีผ่านโอโซนและไมผานโอโซน (เชือ้เริม่ตน
ประมาณ 108 CFU/ml) มาปนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ
5,600 x g 30 นาท ีแลวลาง pellet  ดวยน้ำกลัน่ 2 ครัง้
จากนั้นนำมาแชแข็งแลวจนหลอมละลาย ทำซ้ำรวม
3 ครัง้ โดยแชแขง็ที ่-20 องศาเซลเซยีส และนำมาแช
ในน้ำทีอ่ณุหภมูหิอง 30 นาท ีนำ pellet มาแขวนลอย
ดวยน้ำกลัน่ 1 ml เตมิ 1.5 กรมัของทรายขนาด 0.22
mm x0.33 mm แลวนำไปเขยาดวยเครือ่ง vortex ที่
ความเรว็สงูสดุ 1 นาท ีจากนัน้ปนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ
5,600 x g 30 นาท ี(Elliott et al., 1991)  จากนัน้
นำสวนใสมาวเิคราะหโปรตนีดวยวธิ ีSDS-PAGE โดย
นำตวัอยางโปรตนีทีส่กดัได เตมิ sample buffer ในอตัรา
สวน 1: 1 นำไปใหความรอนที่ 95 องศาเซลเซียส
5 นาท ีจากนัน้นำไปทำใหเยน็แลวนำตวัอยางทีไ่ด load
15 -20 �l ลงแผน polyacrylamide gel 4% stacking
gel และ 16% resolving gel ใหกระแสไฟฟาจาก power
supply Model 4001 4P ความตางศักยไฟฟา 160
โวลต  เปนเวลา 80 นาท ียอมเจลดวย silver (Logan
and Trust, 1983)
ศกึษาการเปลีย่นแปลงของยนีกอโรคของ C. jejuni
หลงัจากผานโอโซน

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนกอโรคของ
C. jejuni หลงัจากผานโอโซนโดยการเพิม่จำนวนยนีกอ
โรค คอื cadF, cdtA , cdtB และ cdtC ดวยวธิ ี PCR
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โดยทำการสกดั DNA จากเชือ้ทีต่องการทดสอบโดยวธิี
การยอยดวย Proteinase-K digestion และ ทำใหบรสิทุธิ์
ดวย phenol-chloroform มวีธิกีารดงันี ้ลาง 1 ml ของ
C. jejuni broth culture ดวย Tris-EDTA buffer (TE
buffer) pH 8 โดยใชการปนเหวีย่ง ที ่  10,000 x g
เปนเวลา 3 นาท ีทำการลางเซลลดวย TE buffer 2  ครัง้
แลวเตมิ 500 �l TE buffer และ 100 �l Lysozyme
(10 mg/ml) (Promega, U.S.A.) บมที่ 37 องศา
เซลเซยีส นาน 30 นาท ีแลวเตมิ 100 �l 10% sodium
dodecyl sulphate (SDS) บมตออกี 30 นาท ีแลวเตมิ
5 �l Proteinase K (10mg/ml) (Promega, U.S.A.)
แลวบมที ่56 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง

ภายหลังจากการบมแลว เติม 25:24:1
phenol:chloroform:isoamyl alcohol (Peirce, U.S.A.)
705 �l ผสมใหเขากนัด ีแลวปนเหวีย่งที่ 10,000 x g
นาน 10 นาท ีดดูสวนบนใส centrifuge หลอดใหม เตมิ
absolute ethanol ในปริมาตรที่เทากัน และเติม 3 M
sodium acetate ปรมิาตร 1/10 ของปรมิาตรทัง้หมด
นำไปแชแขง็ทีอ่ณุหภมู ิ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
1 ชัว่โมง จากนัน้ทำการปนเหวีย่งที ่10,000 x g เปน
เวลา 15 นาท ีดดูสวนบนทิง้แลวลาง pellet ดวย 70%
alcohol แลวบมอณุหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
1 ชัว่โมง เตมิ TE buffer ปรมิาตร 200 �l

DNA ที่สกัดไดจะถูกนำไปใชทำ PCR โดยใช
Oligonucleotide primer ดงันี ้การตรวจวเิคราะหหายนี
cadF (cadF – PCR product มีขนาด 400 bp) ใช
Primer F2B: 5′-TTG AAG GTA ATT TAG ATA
TG-3′และ R1B: 5′-CTA ATA CCT AAA GTT
GAA AC-3′ (Konkel et al., 1999)  การตรวจ
วเิคราะหหายนี cdtA (cdtA – PCR product มขีนาด
165 bp) ใช Primer GNW: 5′-GGA AAT TGG ATT
TGG GGc TAT ACT-3′ และ IVH : 5′-ATC ACA
AGG ATA ATG GAC AAT-3′ การตรวจวเิคราะห
หายนี cdtB (cdtB – PCR product มขีนาด 495 bp)
ใช Primer VAT2 :  5′-GTT AAA ATC CCC TGC

TAT CAA CCA-3′ และ WMI-R :  5′-GTT GGC
ACT TGG AAT TTG CAA GGC-3′ การตรวจ
วเิคราะหหายนี cdtC (cdtC – PCR product มขีนาด
555 bp) ใช Primer WMI-F: 5′-TGG ATG ATA
GCA GGG GAT TTT AAC-3′ และ LPF-X :
5′-TTG CAC ATA ACC AAA AGG AAG-3′
(Pickett et al., 1996)  ใช 0.2 ml PCR tubes ใน
Thermocycler โดยทำการ amplification 30 รอบดวย
สภาวะดงันี ้สำหรบัยนี cadF ทำการ Denaturation ที่
94 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ีAnnealing ที ่45 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที และ Extension ที่ 72 องศา
เซลเซยีส นาน 3 นาท ี(Konkel et al., 1999)  สำหรบั
ยนี cdtA  cdtB และ cdtC ทำการ Denaturation ที ่94
องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี Annealing ที ่ 42 องศา
เซลเซียส นาน 2 นาที และ Extension ที่ 72 องศา
เซลเซยีส นาน 3 นาท ี(Pickett et al., 1996)  ทำการ
วเิคราะหผลการเพิม่จำนวนยนีโดยวธิ ี gel electrophoresis
บน 1.5% agarose gels ใน 1% Tris-Borate-EDTA
(TBE) ที ่80 volts เปนเวลา 75 นาท ียอมดวย ethidium
bromide ความเขมขน 0.012 % ตรวจดแูถบดเีอน็เอ
หลังยอมดวยเครื่อง UV transluminator (UVP,
Upland, U.S.A.) และถายภาพดวยกลอง KODAK
DC290 ดวยโปรแกรม KODAK ID Image Analysis
software

การวเิคราะหขอมลู
ในการวิจัยนี้จะทำการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

โดยใชโปรแกรม SPSS ดวยวธิี ANOVA และทดสอบ
ความแตกตางของคาเฉลีย่โดยวธิี DMRT ทีร่ะดบัความ
เชือ่มัน่ 95% ขอมลูทีน่ำวเิคราะหมาจากการทดลองอยาง
นอย 3 ซ้ำการทดลอง ตัวอยางชุดควบคุมในการ
ทดลองคอืตวัอยางทีไ่มไดผานโอโซน
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ผลและวจิารณผลการวจิยั
งานวิจัยนี้ไดทำการศึกษาการรอดชีวิตและการ

เ ป ลี่ ย น แป ล ง ข อ ง โ ป ร ตี น ทั้ ง ห ม ด ข อ ง เ ซ ล ล
Campylobacter jejuni เมือ่ไดรบัโอโซนทีเ่วลาตางกนั คอื
0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 นาท ีซึง่มปีรมิาณโอโซนที่
ละลายในน้ำเปน 0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.18, 0.30,
0.42 และ 0.54 mg/l ตามลำดบั จากการทดสอบการ
รอดชวีติของ C. jejuni หลงัจากไดรบัโอโซน โดยการ
นบัเชือ้ทีเ่จรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ พบวาโอโซนสามารถ
ลดจำนวน C. jejuni ได ซึ่งการลดลงเปนลำดับสอด
คลองไปกบัเวลาในการสมัผสัโอโซนทีเ่พิม่ขึน้ ดงัทีแ่สดง
ในตารางที ่ 1 จนสามารถลดจำนวนจาก 8 log CFU/
ml เหลอืต่ำกวา 1 log CFU/ml เมือ่ไดรบัโอโซนเปน
เวลา 9 นาท ีซึง่มโีอโซนทีล่ะลายในน้ำ 0.54 mg/l จาก
นัน้ทำการ enrichment เชือ้ C. jejuni ทีผ่านโอโซนเปน
เวลา 9 นาท ีใน modified brucella broth เพือ่เปนการ
ตรวจสอบวา C. jejuni นัน้ไดถกูทำลายลงไปหมดหรอื
ไม พบวา C. jejuni ไมสามารถเจรญิไดในอาหารเลีย้ง
เชื้อหลังจากการ enrichment แสดงวาโอโซนสามารถ
ทำลาย C. jejuni ได อยางมปีระสทิธภิาพ จากการศกึษา
ทีผ่านมาในปค.ศ. 1995 ของ Restino และคณะ พบวา
สามารถลดจำนวนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ  คือ
Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli และ Salmonella typhimurium ได 6
log CFU/ml เมื่อสัมผัสกับน้ำโอโซนที่ความเขมขน
โอโซน 0.188 mg/l  เปนเวลา 1 นาท ีซึง่มคีวามสอด
คลองกบังานวจิยันี ้คอื เมือ่ C. jejuni สมัผสักบัโอโซน
ทีค่วามเขมขน 0.18 mg/l จำนวนเชือ้ C. jejuni ลดลง
4.83 log CFU/ml และในปค.ศ. 2001 Baker และ
คณะ ศกึษาประสทิธภิาพของน้ำโอโซนในการยบัยัง้เชือ้
E. coli และ Helicobacter pylori พบวาสามารถลดเชือ้
จลุนิทรยีทัง้สองได 2 log CFU/ml เมือ่ E. coli และ H.
pylori สัมผัสกับน้ำโอโซนที่ความเขมขน 0.09 mg/l
และ0.24 mg/l เปนเวลา 1 นาท ีตามลำดบั และพบวา
H. pylori มคีวามทนทานตอโอโซนมากกวา E. coli ซึง่
H. pylori เปนแบคทีเรียแกรมลบที่เจริญในสภาวะ
microaerophilic เชนเดยีวกนักบั C. jejuni

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง
ธรรมชาติของโปรตีนทั้งหมดของเซลล (whole cell
protein) C. jejuni หลงัจากไดรบัโอโซนเปนเวลา 2 และ
9 นาท ีดงัทีแ่สดงในรปูที ่1 พบวา  C. jejuni ทีไ่ดรบั
โอโซน 2 นาท ีเมือ่นำมาวเิคราะหโปรตนีดวยวธิ ีSDS-
PAGE มแีถบโปรตนีเกดิขึน้จางลงเมือ่เทยีบกบั C. jejuni
ที่ไมไดผานโอโซน และเมื่อไดรับโอโซน 9 นาที
พบลักษณะแถบโปรตีนจางมากในชวงน้ำหนักโมเลกุล
6.50 kDa – 21.50 kDa  ไมพบแถบโปรตนีในชวง
น้ำหนักโมเลกุล 31.00 kDa – 200.00 kDa  แต
พบแถบโปรตนีทีม่นี้ำหนกัโมเลกลุเพิม่มากขีน้ แสดงวา
โอโซนทำใหโปรตีนของ C. jejuni เสียสภาพทาง
ธรรมชาต ิโปรตนีเปนสวนประกอบทีส่ำคญัในเซลล เชน
ทำหนาทีเ่ปนเอนไซม เปนสวนประกอบในเยือ่หมุเซลล
และสวนประกอบของออรแกนเนลลทีอ่ยใูน cytoplasm
ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาของGreene และ
คณะในปค.ศ. 1993 ที่กลาววาจุดแรกที่โอโซนเขาไป
ทำลาย คอื เยือ่หมุเซลลของแบคทเีรยี (cell membrane)
บริเวณไกลโคโปรตีน (glycoproteins), ไกลโคลิปด
(glycolipids) หรือบริเวณที่ประกอบดวยกรดอะมิโน
อยางเชน ทริปโตฟาน (tryptophan) ซึ่งทริปโตฟาน
(tryptophan) จะมคีวามไวตอโอโซนมากกวากรดอะมโิน
ชนดิอืน่ นอกจากนีโ้อโซนยงัมปีระสทิธภิาพในการทำลาย
กรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) โดยทำใหเกิดการ
เปลีย่นแปลงของกลมุไทออล (thiol group) ของซสิเตอนี
ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนำไปสูการเสียสภาพทาง
ธรรมชาตขิองโปรตนี (Cataldo, 2003) เชนเดียวกัน
กบั Guzel-Seydim และคณะ ทีก่ลาววาโอโซนสามารถ
ออกซิไดส sulfhydryl group ของโปรตีนทำใหเกิด
polymerizalation เนือ่งจากมี disulfide bond (-S-S)
โมเลกลุของโปรตนีไมสามารถคงรปูอยแูละไมทำหนาที่
ทางชวีภาพได และในการทำลายแบคทเีรยีแกรมลบดวย
โอโซนนัน้ site of action จะอยทูีเ่ยือ่หมุเซลลชัน้นอก
(Guzel-Seydim et al., 2004, Khadre and Yousef.
2001)
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นอกจากนี้ โ อ โซนยั งสามารถออกซิ ไดส
sulfhydryl group ทีเ่ปนสวนประกอบของเอนไซม ทำให
เกิดการแตกสลายของโครงสรางปกติของเอนไซมมี
ผลทำใหเอนไซมสูญเสียหนาที่ทางดาน enzymatic
activity สำหรบัการตายของแบคทเีรยีดวยโอโซนเกดิขึน้
อยางรวดเรว็ เนือ่งมาจากเกดิการเปลีย่นแปลงคณุสมบตัิ
ดานการซึมผานของสารเขาออกของเซลล (cellular
permeability) ซึง่เปนผลมาจากการแตกสลายของเซลล
(cell lysis) อยางไรก็ตามการเกิดการแตกสลายของ
เซลลนัน้ไมไดเกดิจากปฏกิริยิาขัน้แรกของโอโซนในการ
ทำลายแบคทีเรีย แตเกิดภายหลังที่มีความเขมขนของ
สารที่ทำหนาที่ออกซิไดซเพิ่มสูงขึ้น (Greene et al.,
1993)

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนกอโรค
C. jejuni คอื cadF (cadF – PCR product มขีนาด
400 bp), cdtA (cdtA – PCR product มขีนาด 165
bp) , cdtB (cdtB – PCR product มขีนาด 495 bp)
และ cdtC (cdtC – PCR product มขีนาด 555 bp)
หลงัจากผานโอโซนเปนเวลา 2 และ 9 นาทโีดยการเพิม่
จำนวนยนีกอโรคดวยวธิ ีPCR พบวา หลงัจาก C. jejuni
ไดรับโอโซนเปนเวลา 2 นาที ไมสามารถตรวจพบยีน
cdtA และ cdtC  และ หลังจากไดรับโอโซนเปนเวลา
9 นาท ีไมสามารถตรวจพบยนี cadF, cdtA,  cdtB และ
cdtC  ดงัแสดงในรปูที ่2 จะเหน็ไดวาโอโซนทำใหเกดิ
การเปลีย่นแปลงของDNA ของเชือ้ C. jejuni ซึง่เมือ่ได
รบัโอโซนเปนเวลาเพิม่ขึน้จะทำใหเกดิการเปลีย่นแปลง
มากขึน้ และเมือ่ไดรบัโอโซนเปนเวลา 9 นาท ีสามารถ
ทำลายยนีกอโรคของ C. jejuni ไดทัง้ 4 ยนี คอื cadF,
cdtA,  cdtB และ cdtC สอดคลองกบัการศกึษาทีผ่าน
มาในปค.ศ. 1997 ของ Komanapalli และคณะ ในการ
ศึกษาผลของโอโซนที่มีตอ E. coli 2 สายพันธุ คือ
E. coli K-12 (wild type) และ E. coliK-12 (rec A)
ซึง่เปนสายพนัธทุีไ่มมรีะบบการซอมแซม DNA (DNA
repair system) หลงัจากไดรบัโอโซน 600 ppm เปน
เวลา 10 นาท ีพบวา E. coli ทัง้ 2 สายพนัธ ุเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของสาร  non protein sulfhydryl, total

sulhydryl และเอนไซม glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase ซึง่สามารถลดลง 90%, 50% และ95%
ตามลำดบั และพบวาการเปลีย่นแปลงดงักลาวใน E. coli
ทัง้ 2 สายพนัธไุมแตกตางกนั

นอกจากนี้ในปค.ศ. 1993 Greene และ
คณะยงักลาวอกีวาโอโซนยงัมผีลตอสารประกอบภายใน
นวิเคลยีส (nuclear material) ของเซลลแบคทเีรยี โดย
ทำใหเกดิการเปลีย่นแปลงของเบสในกรดนวิคลอีกิ คอื
พวิรนี (purine) ไพรมิดินี (pyrimidine) เชนเดยีวกนั
กับ Hunt และคณะ ที่กลาววาหลังจากโอโซนเขาไป
ทำลายเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย แลวทำใหเกิดการ
เปลีย่นแปลงคณุสมบตัดิานการซมึผานของสารเขาออก
ของเซลล (cellular permeability) ตอจากนัน้จะเกดิการ
รั่วไหลของสารประกอบภายในเซลลออกสูนอกเซลล
เนือ่งจากพบความเขมขนของกรดนวิคลอีกิและโปรตนีที่
ภายนอกเซลลเพิม่ขึน้ และพบสารประกอบภายในเซลล
ลดนอยลง และโอโซนยงัทำใหนวิคลโีอโปรตนี (nucle-
oproteins) ภายในเซลลเกดิการตกตะกอนรวมกลมุกนั
(aggregation) ซึ่งจะไมมีผลตอกรดนิวคลีอิก เนื่อง
จากกรดนิวคลีอิกรั่วไหลออกมาสูนอกเซลลกอนแลว
จากนัน้โอโซนจะสามารถทะลผุานเขาไปในเซลลไดและ
เขาไปทำปฏกิริยิากบักลมุซลัเฟอร เชน sulfhydryl group
ของกลตูาไทโอน (glutathione) ภายในเซลล แตโอโซน
ไมสามารถทำใหเกดิการเปลีย่นแปลงโครงสรางทางเคมี
ของกลูตาไทโอนภายในเซลลได ในทางตรงกันขาม
โอโซนจะทำปฏิกิริยาอยางรวดเร็วและมีผลกระทบตอ
กลูตาไทโอนภายนอกเซลล (Hunt and Marinas,
1999)

ดงันัน้โอโซนสามารถทำลายแบคทเีรยีไดโดย
เปาหมายแรกในการทำลายอยทูีเ่ยือ่หมุเซลลชัน้นอกของ
แบคทเีรยี จากนัน้จะทำใหเกดิการรัว่ไหลของโปรตนีภาย
ในเซลลออกสูนอกเซลล และสุดทายจะทำใหเกิดการ
แตกสลายของเซลล ซึ่งจะทำใหโอโซนสามารถเขาไป
ทำปฏกิริยิากบัสารโปรตนีไดอยางสมบรูณ (Hunt and
Marinas, 1999)
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รปูที ่1 แถบของ whole cell protein ของ C. jejuni ATCC 29428 หลงัจากผานโอโซน บนแผน polyacryla-
mide gel 4% stacking gel และ 16% resolving gel แยกดวยกระแสไฟฟาจากเครือ่งจายกำลงัไฟที ่160
โวลต เปนเวลา 80 นาท ีและยอมเจลดวยวธิ ีSilver stain: Lane 1และLane 4 = น้ำกลัน่, Lane 2 และ
Lane 5 = C. jejuni ทีผ่านโอโซน 9 นาท,ี Lane 3 และ Lane 6 = C. jejuni ทีผ่านโอโซน 2 นาท,ี Lane
7 = C. jejuni ไมผานโอโซน, Lane 8 = standard
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ตารางที ่1 ผลการรอดชวีติของ C. jejuni เมือ่ผานโอโซนทีร่ะดบัตางๆ

ความเขมขน จำนวน C. jejuni การเจริญหลัง(นาที)
เวลาที่ไดรับโอโซน ของโอโซนที่ละลาย ที่รอดชีวิต Enrichment2

ในน้ำ (mg/l) (log CFU/ml ±±±±± SD)1

0 0 8.1 ± 0.06a 3/3
0.5 0.03 7.5 ± 0.19 b 3/3
1 0.06 6.6 ± 0.08 c 3/3
2 0.12 3.7 ± 0.07 d 3/3
3 0.18 3.3 ± 0.12 e 3/3
5 0.30 2.9 ± 0.07 f 3/3
7 0.42 2.4 ± 0.07 g 3/3
9 0.54 <1 h 0/3

1จำนวน C. jejuni ทีส่ามารถเจรญิใน modified brucella agar (BTTC-R)
2จำนวนตวัอยางทีพ่บ/จำนวนตวัอยางทัง้หมด
ตวัอกัษร a, b, c… ทีแ่ตกตางกนัมคีวามแตกตางกนัอยางมนียัสำคญั (P < 0.05)

รปูที ่ 2 แถบ DNA ของ C. jejuni ATCC 29428 หลงัจากผานโอโซนทีค่วามเขมขนตางๆ กนั บนแผน1.5%
agarose gel แยกดวยกระแสไฟฟาจากเครือ่งจายกำลงัไฟที ่80 โวลต เปนเวลา 75 นาท:ี Lane 1 = ยนี
cdtC ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 9 นาท,ี Lane 2 = ยนี cdtC ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 2 นาท,ี
Lane 3 = ยนี cdtC ของ C. jejuni ไมผานโอโซน, Lane 4 = ยนี cdtB ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน
9 นาท,ี Lane 5 = ยนี cdtB ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 2 นาท,ี Lane 6 = ยนี cdtB ของ C. jejuni
ไมผานโอโซน, Lane 7 = ยนี cdtA ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 9 นาท,ี Lane 8 = ยนี cdtA ของ
C. jejuni หลงัผานโอโซน 2 นาท,ี Lane 9 = ยนี cdtA ของ C. jejuni ไมผานโอโซน, Lane 10 = ยนี cadF
ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 9 นาท,ี Lane 11 = ยนี cadF ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 2 นาท,ี Lane
12 = ยนี cadF ของ C. jejuni ไมผานโอโซน และ Lane 13 = Marker Hind III
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สรปุ
โอโซนสามารถลดการเจริญของ C. jejuni ได

ทกุชวงเวลาทีส่มัผสัโอโซน คอื ตัง้แต 0.5-9 นาท ีและ
พบวา C. jejuni  ไมสามารถรอดชวีติเมือ่ไดรบัโอโซน
เปนเวลา 9 นาท ีซึง่มโีอโซนละลายในน้ำ 0.54 mg/l
และโอโซนทำใหโปรตนีของเซลล C. jejuni เสยีสภาพ
ทางธรรมชาติ และสามารถทำลายยีนกอโรคของ
C. jejuni คอื cadF, cdtA,  cdtB และ cdtC ได จาก
ผลการทดลองครั้งนี้ แสดงวาโอโซนมีประสิทธิภาพใน
การฆาเชือ้หรอืทำลายเชือ้ C. jejuni ไดดมีาก สมควร
จะทำแนวทางที่จะพัฒนานำโอโซนมาใชควบคุมการ
ปนเปอนของเชือ้จลุนิทรยีในอาหารประเภทเนือ้สตัวหรอื
อาหารประเภทอื่นๆในอุตสาหกรรมอาหารตอไป

กติตกิรรมประกาศ
โครงการวิจัยนี้ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก

สำนักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา สำนักงานกอง
ทุนสนับสนุนการวิจัยและมหาวิทยาลัยมหาสารคาม
งบรายได  ปงบประมาณ  2550
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