
919KKU Res J 13 (8) : September 2008

ทพิรกัษ วงษาด ี(Thippharak Wongsadee)1

ณฐนนท ตราช ู(Nathanon Trachoo)2*

ไมตร ีสทุธจติต (Maitree Suttajit)3

⌫  
        

บทคัดยอ
Campylobacter jejuni เปนแบคทเีรยีทีก่อใหเกิดโรคลำไสอกัเสบในคน การทำลาย C. jejuni สวนใหญนยิม

ใชสารเคมี แตกอใหเกดิการตกคางของสารเคมใีนอาหารและสิง่แวดลอม มงีานวจิยัทีศ่กึษาศกัยภาพของโอโซนในการ
ทำลายแบคทเีรยีไดบางชนดิ งานวจิยันีจ้งึไดศกึษาการรอดชวีติของ C. jejuni ATTC 29428 ในน้ำ เมือ่ไดรบัโอโซน
ทีเ่วลา 0.5, 1, 2, 3,5, 7 และ 9 นาท ีซึง่มปีรมิาณโอโซนทีล่ะลายในน้ำเปน 0.03, 0.06, 0.12, 0.18, 0.30, 0.42
และ 0.54 mg/l ตามลำดบั ไดพบวา เมือ่ C. jejuni ไดรบัโอโซนเปนเวลา 0.5, 1, 2, 3, 5 และ 7 นาท ีพบวาจำนวน
C. jejuni  รอดชวีติเหลอือยจูำนวน 7.5, 6.6, 3.7, 3.3, 2.9 และ 2.4 log CFU/ml ตามลำดบั จากเชือ้เริม่ตน
8 log CFU/ml และเมือ่ไดรบัโอโซนเปนเวลา 9 นาท ีC. jejuni รอดชวีติเหลอืต่ำกวา 1 log/CFU/ml และการศกึษา
การเปลีย่นแปลงของโปรตนีทัง้หมดของเซลล C. jejuni ดวยวธิ ี SDS-PAGE พบวาเมือ่ C. jejuni  ไดรบัโอโซน
เปนเวลา 9 นาท ีโปรตนีในชวงน้ำหนกัโมเลกลุ 31.00 kDa-200.00 kDa มกีารเสยีสภาพทางธรรมชาตขิองโปรตนี
จนไมสามารถพบแถบโปรตนีดงักลาวอกี และจากการศกึษาการเปลีย่นแปลงของยนีกอโรค C. jejuni ดวยวธิ ีPCR
หลงัจากไดรบัโอโซนเปนเวลา 9 นาท ีพบวาสามารถทำลายยนีกอโรค cadF, cdtA,  cdtB และ cdtC ของ C. jejuni
ได จากผลการทดลองจงึอาจสรปุไดวาโอโซนมศีกัยภาพในการนำไปใชทำลายเชือ้ 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, ยนีกอโรค, น้ำ
Keywords: Campylobacter jejuni, ozone, virulence genes, water

บทนำ
Campylobacter jejuni  เปนแบคทเีรยีทีท่ำให

เกดิโรคลำไสอกัเสบ (Campylobacter enteritis) ในคน
ในป ค. ศ.  1992-1995 ทีป่ระเทศองักฤษ พบการ
ระบาดของโรคลำไสอักเสบขึ้น 26 ครั้ง ในครั้งที่เกิด
รนุแรงทีส่ดุมผีปูวย 575 ราย และพบวาสาเหตสุวนใหญ
เกิดจากการดื่มน้ำที่มี C. jejuni ปนเปอนอยูดวย
(Furtado et al., 1998) และนอกจากนีย้งัมรีายงานการ
พบ C. jejuni ในเนือ้สตัวทีน่ยิมบรโิภค คอื เนือ้ไก  เนือ้
เปด  เนือ้ววั  เนือ้หม ู เนือ้แกะ  และอาหารทะเล  โดย
เนือ้ไกมรีายงานการพบมากทีส่ดุ (Whyte et al., 2004)
การปนเปอนในเนือ้สตัวเกดิจาก C. jejuni ทีอ่ยใูนลำไส
สตัวปนเปอนหลายขัน้ตอนตัง้แตทีฟ่ารม  โรงงานแปร
รปูเนือ้สตัว และตลาดสด (Alter et al., 2004; Ishihara
et al., 2004; Zhao et al., 2001)  ดงันัน้การทำลาย
C. jejuni  ในโรงงานแปรรูปเนื้อสัตว  และฟารม
จะสามารถตัดวงจรการปนเปอนไปสูผูบริโภคได ใน
ปจจุบันสวนใหญนิยมทำความสะอาดและฆาเชื้อ
(cleaning and sanitizing) โดยใชสารเคม ีกอใหเกดิการ
ตกคางของสารเคมทีีพ่ืน้ผวิวสัดทุำใหเกดิการกดักรอนมี
อายกุารใชงานสัน้ลง   กอใหเกดิการระคายเคอืงตอผวิ
หนังผูใชงาน และอาจเกิดสารตกคางในอาหารเปน
อันตรายตอผูบริโภคได  และนอกจากนี้ยังนิยมใชยา
ปฏชิวีนะในการควบคมุโรคในสตัวมากขึน้ ซึง่จะสงผลให
การรักษาโรค enteritis ในคน  ดวยยาปฏิชีวนะพวก
quinolones ไมไดผล  การศกึษาวธิกีารทำลาย C. jejuni
โดยไมกอมลพษิและสารเคมตีกคางจงึเปนวธิทีีด่ี วธิกีาร

ทำลายเชื้อจุลินทรียดวยโอโซนนั้นเปนอีกวิธีหนึ่งที่
นาสนใจ  โอโซน (O3) เกิดจากกาซออกซิเจน (O2)
แตกตวัเปนอะตอมของธาตอุอกซเิจน (O) หลงัจากนัน้
อะตอมของธาตุออกซิเจนจะไปรวมกับกาซออกซิเจน
กลายเปนโอโซน โอโซนเปนกาซทีไ่มคงตวัจะแตกสลาย
ใหกาซออกซเิจนและออกซเิจนอะตอมเรือ่ยๆ อะตอม
ของออกซเิจนทีแ่ตกตวับางสวนจะทำหนาทีเ่ปน oxidizing
agents ซึง่สามารถทำลายจลุนิทรยีได บางสวนกร็วมตวั
กนัเองเปนกาซออกซเิจน เปนอยางนีเ้รือ่ยๆ ไปจนหมด
จงึไมเกดิสารตกคางในสิง่แวดลอม หากใชในปรมิาณที่
เหมาะสมและถกูตอง (Thanomsub et al., 2002)  ได
มีผูศึกษาถึงประสิทธิภาพในการทำลายและยับยั้งเชื้อ
จลุนิทรยีหลายชนดิดวยโอโซนอยางแพรหลาย คอื ในปี
ค.ศ. 1995 Restino และคณะ ไดศกึษาประสทิธภิาพ
ของน้ำโอโซนทีค่วามเขมขน 0.188 ppm เปนเวลา 1-5
นาท ีในการยบัยัง้เชือ้จลุนิทรยี ไดแก 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 และสปอรของ
Aspergillus niger พบวาโอโซนมปีระสทิธภิาพในการฆา
ยีสตทั้งสอง และฆาเชื้อแบคทีเรียกลุมแกรมบวกได
ดกีวาแบคทเีรยีกลมุแกรมลบ ยกเวน  L. monocytogenes
จะไวตอโอโซน ในทางตรงกนัขาม สปอรของ A. niger
จะมคีวามทนทานตอโอโซน นอกจากนีย้งัไดมกีารศกึษา
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การประยุกตใชโอโซนในอาหาร โดยในปค.ศ. 2004
Guzel-Seydim และคณะ ไดศึกษาประสิทธิภาพของ
โอโซนในการลดเชื้อจุลินทรียที่อยูในสวนประกอบของ
อาหาร ไดแก 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 จากนั้นทำการปลูกถายเชื้อ ไดแก
สปอรของ B. stearothermophilus, vegetative cells
ของ E. coli และ S. aureus ลงในสวนประกอบของ
อาหารดังกลาว แลวนำไปผานกาซโอโซนเปนเวลา
2 และ 10 นาที พบวาเมื่อสัมผัสกับโอโซนเปนเวลา
10 นาที สปอรของ B. stearothermophilus
ในสวนประกอบอาหารตางๆ คือ buffer, starch,
locust bean gum และ caseinate มกีารลดลงอยางมนียั
สำคญั (p < 0.05) แตใน whipping cream จำนวนสปอร
ของ B. stearothermophilus ไมลดลง (p > 0.05)  สวน
E. coli และ S. aureus เชื้อลดลงอยางมีนัยสำคัญ
(p < 0.05) ในอาหารดังกลาวทุกชนิด จะเห็นไดวา
โอโซนมีประสิทธิภาพในการทำลายเชื้อจุลินทรียใน
อาหารไดหลายชนิด แตยังไมมีการนำมาใชอยางแพร
หลายในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร  ซึง่สวนใหญนยิม
ใชคลอรีนมากกวา จากรายงานที่ผานมาของ Greene
และคณะในป ค.ศ. 1993 ไดศึกษาประสิทธิภาพของ
โอโซนเปรียบเทียบกับคลอรีนในการทำลาย biofilm
ของ Pseudomonas fluorescens และ Alcaligenes
faecalis  โดยจำลองการสราง biofilm บนแผน stainless
steel ในน้ำนม เมือ่ใชโอโซนทีค่วามเขมขน 5 ppm เปน
เวลา 10 นาท ีและใชคลอรนีทีค่วามเขมขน 100 ppm
2 นาท ีพบวาโอโซนสามารถฆาเชือ้ P.  fluorescens และ
A. faecalis ได 5.6 log CFU/cm2 และ 4.4 log CFU/
cm2 ตามลำดบั และพบวาโอโซนมปีระสทิธภิาพในการ
ทำลาย biofilm ของ P. fluorescens และ A. faecalis
ไดดกีวาคลอรนี  อยางไรกต็ามจากรายงานทีผ่านมายงั
ไมมีการศึกษาผลของโอโซนตอ C. jejuni  ในน้ำ ซึ่ง
เปนตัวกลางสำคัญในการแพรกระจายของ C. jejuni
งานวิจัยนี้จึงตองการศึกษาผลของโอโซนตอการรอด

ชวีติของ C.  jejuni ในน้ำ โดยไดทำการศกึษาผลของ
โอโซนตอโปรตีนทั้งหมดของเซลล และยีนกอโรคของ
C.  jejuni ในน้ำ

วธิกีารวจิยั
การเตรยีมจลุนิทรยี

เชือ้ Campylobacter jejuni ATTC 29428 ได
รบัมาจาก New Zealand Reference Culture Collection
ซึง่แยกออกมาจากอจุจาระของเดก็ทีป่วยเปนโรคอจุจาระ
รวง  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 ประกอบดวย brucella broth 28 กรมัตอลติร
(Criterion, U.S.A.), agar 15 กรัมตอลิตร ferrous
sulfate 0.5 กรมัตอลติร, sodium bisulfate 0.2 กรมั
ตอลติร, pyruvic acid 0.5 กรมัตอลติร และ 2,3,5-
triphenyl tretazolium chloride (TTC) 50 มลิลกิรมั
ตอลิตร (Sigma, St. Louis) ทำการกรองสารละลาย
FBP และ TTC ผานกระดาษกรองขนาดเสนผาศนูยกลาง
0.22 ไมโครเมตร แลวเตมิลงใน brucella agar ภายหลงั
จากฆาเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15
ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ีเมือ่ตองการเพาะ
เชือ้เริม่จากเชือ้แชแขง็หรอื freeze-dried จะใช semi-
solid brucella เตมิ reducing agent (semi-solid BR)
ซึง่มสีวนผสมของ brucella broth 28 กรมัตอลติร agar
1.5 กรมัตอลติร และ FBP ในปรมิาณเทากบัใน BTTCR
สวนการบมเชื้อ C. jejuni บมที่อุณหภูมิ 42  องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 48 ชัว่โมง ภายใตสภาวะบรรยากาศ
microaerobic ซึง่ประกอบดวย ออกซเิจน  5% คารบอน
ไดออกไซด 10% และไนโตรเจน 85% (บรษิทัขอนแกน
ออกซเิจน ประเทศไทย) (Trachoo and J.D., 2005)

เตรยีมสารแขวนลอยของเชือ้ C. jejuni โดยใช
น้ำกลัน่แลวนำไปวดัคาการดดูกลนืแสงที ่600 นาโนเมตร
(OD600) ดวยเครื่อง spectrophotometer (PU8625
UV/VIS Spectrophotometer: Philips) ใหไดคา
ประมาณ 0.70 (เชือ้เริม่ตนประมาณ 108 CFU/ml)
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การเตรียมโอโซนและการวัดปริมาณโอโซนในน้ำ
ผานกาซโอโซนลงในน้ำกลั่นปริมาตร 50 ml

จากเครื่องผลิตโอโซนรุน HGOZ-1000 (Shanghai
Nailing Electron-tech, China) ที่ผลิตโอโซนดวยวิธี
corona discharge แลววดัปรมิาณโอโซนทีล่ะลายในน้ำ
ดวยวธิ ี Indigo Colorimetric Method โดยทำการเตรยีม
Indigo reagent II ซึ่งประกอบดวย 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) ปรับปริมาตรดวยน้ำกลั่น
flaskที่ 2 ปรับปริมาตรดวย sample จากนั้นวัดคา
absorbance ของสารละลายทั้งสองที่ 600+ 5 nm
สามารถคำนวณหาความเขมขนของโอโซนจากความ
แตกตางของคา absorbance ระหวาง sample และ blank
ดวยสตูร mg O3/l =100 x  ΔA / f x b xV เมือ่ ΔA
= ความแตกตางของคา absorbance ระหวาง sample
และ blank, b = ความยาวของ cell = 1 cm, V =
ปรมิาตรของ sample (ml),  f= 0.42 (Clesceri et al.,
1989)
การทดสอบการรอดชวีติของ C. jejuni หลงัจากผาน
โอโซน

นำกาซโอโซนจากเครือ่งผลติโอโซนผานลงไปใน
สารแขวนลอยของ C. jejuni ทีม่เีชือ้เริม่ตนประมาณ 108

CFU/ml เปนเวลา 0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 และ 9 นาที
แลวหยุดปฏิกิริยาดวย 1 ml สารละลาย 0.02%
sodium thiosulfate แลวนำไปเพาะเชือ้ลงบน modified
brucella agar (BTTC-R) บมเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ42 องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 48 ชัว่โมง ทีส่ภาวะ microaerophilic
ซึ่งประกอบดวยออกซิเจน 5% คารบอนไดออกไซด
10% และไนโตรเจน 85% และนำไปทำการ enrichment
ใน modified brucella broth แลวบมเชือ้ในตบูมเชือ้แบบ
เขยาดวยความเร็วรอบ 90 รอบตอนาที 42 องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 48 ชัว่โมง ทีส่ภาวะ microaerophilic

เพือ่เปนการยนืยนัวา C. jejuni รอดชวีติหรอืถกูทำลาย
ไปทั้งหมด จากนั้นนำไปขีดลงบน modified brucella
agar อีกครั้ง ทำการยืนยันเชื้อ C. jejuni  ดวยวิธี
motility test  ดวยกลองจลุทรรศนแบบ phase contrast
Olympus BX51โดยสังเกตการเคลื่อนที่แบบลูกดอก
และรูปรางเปนเกลียว ยอมแกรมติดสีแดง ทดสอบ
catalase  และ oxidase ไดผลบวก
ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนทั้งหมดของเซลล
C.jejuni หลงัจากผานโอโซน

ทำการสกดั whole cell protein ดวยวธิ ีfreeze-
thawing และเขยาดวยทราย ซึง่ปรบัปรงุมาจากวธิขีอง
Elliott และคณะ, 1991โดยนำสารแขวนลอยของ
C. jejuni  ทีผ่านโอโซนและไมผานโอโซน (เชือ้เริม่ตน
ประมาณ 108 CFU/ml) มาปนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ
5,600 x g 30 นาท ีแลวลาง pellet  ดวยน้ำกลัน่ 2 ครัง้
จากนั้นนำมาแชแข็งแลวจนหลอมละลาย ทำซ้ำรวม
3 ครัง้ โดยแชแขง็ที ่-20 องศาเซลเซยีส และนำมาแช
ในน้ำทีอ่ณุหภมูหิอง 30 นาท ีนำ pellet มาแขวนลอย
ดวยน้ำกลัน่ 1 ml เตมิ 1.5 กรมัของทรายขนาด 0.22
mm x0.33 mm แลวนำไปเขยาดวยเครือ่ง vortex ที่
ความเรว็สงูสดุ 1 นาท ีจากนัน้ปนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ
5,600 x g 30 นาท ี(Elliott et al., 1991)  จากนัน้
นำสวนใสมาวเิคราะหโปรตนีดวยวธิ ีSDS-PAGE โดย
นำตวัอยางโปรตนีทีส่กดัได เตมิ sample buffer ในอตัรา
สวน 1: 1 นำไปใหความรอนที่ 95 องศาเซลเซียส
5 นาท ีจากนัน้นำไปทำใหเยน็แลวนำตวัอยางทีไ่ด load
15 -20 �l ลงแผน polyacrylamide gel 4% stacking
gel และ 16% resolving gel ใหกระแสไฟฟาจาก power
supply Model 4001 4P ความตางศักยไฟฟา 160
โวลต  เปนเวลา 80 นาท ียอมเจลดวย silver (Logan
and Trust, 1983)
ศกึษาการเปลีย่นแปลงของยนีกอโรคของ C. jejuni
หลงัจากผานโอโซน

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนกอโรคของ
C. jejuni หลงัจากผานโอโซนโดยการเพิม่จำนวนยนีกอ
โรค คอื cadF, cdtA , cdtB และ cdtC ดวยวธิ ี PCR
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โดยทำการสกดั DNA จากเชือ้ทีต่องการทดสอบโดยวธิี
การยอยดวย Proteinase-K digestion และ ทำใหบรสิทุธิ์
ดวย phenol-chloroform มวีธิกีารดงันี ้ลาง 1 ml ของ
C. jejuni broth culture ดวย Tris-EDTA buffer (TE
buffer) pH 8 โดยใชการปนเหวีย่ง ที ่  10,000 x g
เปนเวลา 3 นาท ีทำการลางเซลลดวย TE buffer 2  ครัง้
แลวเตมิ 500 �l TE buffer และ 100 �l Lysozyme
(10 mg/ml) (Promega, U.S.A.) บมที่ 37 องศา
เซลเซยีส นาน 30 นาท ีแลวเตมิ 100 �l 10% sodium
dodecyl sulphate (SDS) บมตออกี 30 นาท ีแลวเตมิ
5 �l Proteinase K (10mg/ml) (Promega, U.S.A.)
แลวบมที ่56 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง

ภายหลังจากการบมแลว เติม 25:24:1
phenol:chloroform:isoamyl alcohol (Peirce, U.S.A.)
705 �l ผสมใหเขากนัด ีแลวปนเหวีย่งที่ 10,000 x g
นาน 10 นาท ีดดูสวนบนใส centrifuge หลอดใหม เตมิ
absolute ethanol ในปริมาตรที่เทากัน และเติม 3 M
sodium acetate ปรมิาตร 1/10 ของปรมิาตรทัง้หมด
นำไปแชแขง็ทีอ่ณุหภมู ิ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
1 ชัว่โมง จากนัน้ทำการปนเหวีย่งที ่10,000 x g เปน
เวลา 15 นาท ีดดูสวนบนทิง้แลวลาง pellet ดวย 70%
alcohol แลวบมอณุหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
1 ชัว่โมง เตมิ TE buffer ปรมิาตร 200 �l

DNA ที่สกัดไดจะถูกนำไปใชทำ PCR โดยใช
Oligonucleotide primer ดงันี ้การตรวจวเิคราะหหายนี
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
วเิคราะหหายนี 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
วเิคราะหหายนี 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 รอบดวย
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
วเิคราะหผลการเพิม่จำนวนยนีโดยวธิ ี gel electrophoresis
บน 1.5% agarose gels ใน 1% Tris-Borate-EDTA
(TBE) ที ่80 volts เปนเวลา 75 นาท ียอมดวย ethidium
bromide ความเขมขน 0.012 % ตรวจดแูถบดเีอน็เอ
หลังยอมดวยเครื่อง UV transluminator (UVP,
Upland, U.S.A.) และถายภาพดวยกลอง KODAK
DC290 ดวยโปรแกรม KODAK ID Image Analysis
software

การวเิคราะหขอมลู
ในการวิจัยนี้จะทำการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

โดยใชโปรแกรม SPSS ดวยวธิี ANOVA และทดสอบ
ความแตกตางของคาเฉลีย่โดยวธิี DMRT ทีร่ะดบัความ
เชือ่มัน่ 95% ขอมลูทีน่ำวเิคราะหมาจากการทดลองอยาง
นอย 3 ซ้ำการทดลอง ตัวอยางชุดควบคุมในการ
ทดลองคอืตวัอยางทีไ่มไดผานโอโซน
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ผลและวจิารณผลการวจิยั
งานวิจัยนี้ไดทำการศึกษาการรอดชีวิตและการ

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 เมือ่ไดรบัโอโซนทีเ่วลาตางกนั คอื
0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 นาท ีซึง่มปีรมิาณโอโซนที่
ละลายในน้ำเปน 0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.18, 0.30,
0.42 และ 0.54 mg/l ตามลำดบั จากการทดสอบการ
รอดชวีติของ C. jejuni หลงัจากไดรบัโอโซน โดยการ
นบัเชือ้ทีเ่จรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ พบวาโอโซนสามารถ
ลดจำนวน C. jejuni ได ซึ่งการลดลงเปนลำดับสอด
คลองไปกบัเวลาในการสมัผสัโอโซนทีเ่พิม่ขึน้ ดงัทีแ่สดง
ในตารางที ่ 1 จนสามารถลดจำนวนจาก 8 log CFU/
ml เหลอืต่ำกวา 1 log CFU/ml เมือ่ไดรบัโอโซนเปน
เวลา 9 นาท ีซึง่มโีอโซนทีล่ะลายในน้ำ 0.54 mg/l จาก
นัน้ทำการ enrichment เชือ้ C. jejuni ทีผ่านโอโซนเปน
เวลา 9 นาท ีใน modified brucella broth เพือ่เปนการ
ตรวจสอบวา C. jejuni นัน้ไดถกูทำลายลงไปหมดหรอื
ไม พบวา C. jejuni ไมสามารถเจรญิไดในอาหารเลีย้ง
เชื้อหลังจากการ enrichment แสดงวาโอโซนสามารถ
ทำลาย C. jejuni ได อยางมปีระสทิธภิาพ จากการศกึษา
ทีผ่านมาในปค.ศ. 1995 ของ Restino และคณะ พบวา
สามารถลดจำนวนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ  คือ
Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli และ Salmonella typhimurium ได 6
log CFU/ml เมื่อสัมผัสกับน้ำโอโซนที่ความเขมขน
โอโซน 0.188 mg/l  เปนเวลา 1 นาท ีซึง่มคีวามสอด
คลองกบังานวจิยันี ้คอื เมือ่ C. jejuni สมัผสักบัโอโซน
ทีค่วามเขมขน 0.18 mg/l จำนวนเชือ้ C. jejuni ลดลง
4.83 log CFU/ml และในปค.ศ. 2001 Baker และ
คณะ ศกึษาประสทิธภิาพของน้ำโอโซนในการยบัยัง้เชือ้
E. coli และ Helicobacter pylori พบวาสามารถลดเชือ้
จลุนิทรยีทัง้สองได 2 log CFU/ml เมือ่ E. coli และ H.
pylori สัมผัสกับน้ำโอโซนที่ความเขมขน 0.09 mg/l
และ0.24 mg/l เปนเวลา 1 นาท ีตามลำดบั และพบวา
H. pylori มคีวามทนทานตอโอโซนมากกวา E. coli ซึง่
H. pylori เปนแบคทีเรียแกรมลบที่เจริญในสภาวะ
microaerophilic เชนเดยีวกนักบั C. jejuni

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง
ธรรมชาติของโปรตีนทั้งหมดของเซลล (whole cell
protein) C. jejuni หลงัจากไดรบัโอโซนเปนเวลา 2 และ
9 นาท ีดงัทีแ่สดงในรปูที ่1 พบวา  C. jejuni ทีไ่ดรบั
โอโซน 2 นาท ีเมือ่นำมาวเิคราะหโปรตนีดวยวธิ ีSDS-
PAGE มแีถบโปรตนีเกดิขึน้จางลงเมือ่เทยีบกบั C. jejuni
ที่ไมไดผานโอโซน และเมื่อไดรับโอโซน 9 นาที
พบลักษณะแถบโปรตีนจางมากในชวงน้ำหนักโมเลกุล
6.50 kDa – 21.50 kDa  ไมพบแถบโปรตนีในชวง
น้ำหนักโมเลกุล 31.00 kDa – 200.00 kDa  แต
พบแถบโปรตนีทีม่นี้ำหนกัโมเลกลุเพิม่มากขีน้ แสดงวา
โอโซนทำใหโปรตีนของ C. jejuni เสียสภาพทาง
ธรรมชาต ิโปรตนีเปนสวนประกอบทีส่ำคญัในเซลล เชน
ทำหนาทีเ่ปนเอนไซม เปนสวนประกอบในเยือ่หมุเซลล
และสวนประกอบของออรแกนเนลลทีอ่ยใูน cytoplasm
ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาของGreene และ
คณะในปค.ศ. 1993 ที่กลาววาจุดแรกที่โอโซนเขาไป
ทำลาย คอื เยือ่หมุเซลลของแบคทเีรยี (cell membrane)
บริเวณไกลโคโปรตีน (glycoproteins), ไกลโคลิปด
(glycolipids) หรือบริเวณที่ประกอบดวยกรดอะมิโน
อยางเชน ทริปโตฟาน (tryptophan) ซึ่งทริปโตฟาน
(tryptophan) จะมคีวามไวตอโอโซนมากกวากรดอะมโิน
ชนดิอืน่ นอกจากนีโ้อโซนยงัมปีระสทิธภิาพในการทำลาย
กรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) โดยทำใหเกิดการ
เปลีย่นแปลงของกลมุไทออล (thiol group) ของซสิเตอนี
ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนำไปสูการเสียสภาพทาง
ธรรมชาตขิองโปรตนี (Cataldo, 2003) เชนเดียวกัน
กบั Guzel-Seydim และคณะ ทีก่ลาววาโอโซนสามารถ
ออกซิไดส sulfhydryl group ของโปรตีนทำใหเกิด
polymerizalation เนือ่งจากมี disulfide bond (-S-S)
โมเลกลุของโปรตนีไมสามารถคงรปูอยแูละไมทำหนาที่
ทางชวีภาพได และในการทำลายแบคทเีรยีแกรมลบดวย
โอโซนนัน้ site of action จะอยทูีเ่ยือ่หมุเซลลชัน้นอก
(Guzel-Seydim et al., 2004, Khadre and Yousef.
2001)
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นอกจากนี้ โ อ โซนยั งสามารถออกซิ ไดส
sulfhydryl group ทีเ่ปนสวนประกอบของเอนไซม ทำให
เกิดการแตกสลายของโครงสรางปกติของเอนไซมมี
ผลทำใหเอนไซมสูญเสียหนาที่ทางดาน enzymatic
activity สำหรบัการตายของแบคทเีรยีดวยโอโซนเกดิขึน้
อยางรวดเรว็ เนือ่งมาจากเกดิการเปลีย่นแปลงคณุสมบตัิ
ดานการซึมผานของสารเขาออกของเซลล (cellular
permeability) ซึง่เปนผลมาจากการแตกสลายของเซลล
(cell lysis) อยางไรก็ตามการเกิดการแตกสลายของ
เซลลนัน้ไมไดเกดิจากปฏกิริยิาขัน้แรกของโอโซนในการ
ทำลายแบคทีเรีย แตเกิดภายหลังที่มีความเขมขนของ
สารที่ทำหนาที่ออกซิไดซเพิ่มสูงขึ้น (Greene et al.,
1993)

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีนกอโรค
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)
หลงัจากผานโอโซนเปนเวลา 2 และ 9 นาทโีดยการเพิม่
จำนวนยนีกอโรคดวยวธิ ีPCR พบวา หลงัจาก C. jejuni
ไดรับโอโซนเปนเวลา 2 นาที ไมสามารถตรวจพบยีน
cdtA และ cdtC  และ หลังจากไดรับโอโซนเปนเวลา
9 นาท ีไมสามารถตรวจพบยนี cadF, cdtA,  cdtB และ
cdtC  ดงัแสดงในรปูที ่2 จะเหน็ไดวาโอโซนทำใหเกดิ
การเปลีย่นแปลงของDNA ของเชือ้ C. jejuni ซึง่เมือ่ได
รบัโอโซนเปนเวลาเพิม่ขึน้จะทำใหเกดิการเปลีย่นแปลง
มากขึน้ และเมือ่ไดรบัโอโซนเปนเวลา 9 นาท ีสามารถ
ทำลายยนีกอโรคของ C. jejuni ไดทัง้ 4 ยนี คอื cadF,
cdtA,  cdtB และ cdtC สอดคลองกบัการศกึษาทีผ่าน
มาในปค.ศ. 1997 ของ Komanapalli และคณะ ในการ
ศึกษาผลของโอโซนที่มีตอ E. coli 2 สายพันธุ คือ
E. coli K-12 (wild type) และ E. coliK-12 (rec A)
ซึง่เปนสายพนัธทุีไ่มมรีะบบการซอมแซม DNA (DNA
repair system) หลงัจากไดรบัโอโซน 600 ppm เปน
เวลา 10 นาท ีพบวา E. coli ทัง้ 2 สายพนัธ ุเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของสาร  non protein sulfhydryl, total

sulhydryl และเอนไซม glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase ซึง่สามารถลดลง 90%, 50% และ95%
ตามลำดบั และพบวาการเปลีย่นแปลงดงักลาวใน E. coli
ทัง้ 2 สายพนัธไุมแตกตางกนั

นอกจากนี้ในปค.ศ. 1993 Greene และ
คณะยงักลาวอกีวาโอโซนยงัมผีลตอสารประกอบภายใน
นวิเคลยีส (nuclear material) ของเซลลแบคทเีรยี โดย
ทำใหเกดิการเปลีย่นแปลงของเบสในกรดนวิคลอีกิ คอื
พวิรนี (purine) ไพรมิดินี (pyrimidine) เชนเดยีวกนั
กับ Hunt และคณะ ที่กลาววาหลังจากโอโซนเขาไป
ทำลายเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย แลวทำใหเกิดการ
เปลีย่นแปลงคณุสมบตัดิานการซมึผานของสารเขาออก
ของเซลล (cellular permeability) ตอจากนัน้จะเกดิการ
รั่วไหลของสารประกอบภายในเซลลออกสูนอกเซลล
เนือ่งจากพบความเขมขนของกรดนวิคลอีกิและโปรตนีที่
ภายนอกเซลลเพิม่ขึน้ และพบสารประกอบภายในเซลล
ลดนอยลง และโอโซนยงัทำใหนวิคลโีอโปรตนี (nucle-
oproteins) ภายในเซลลเกดิการตกตะกอนรวมกลมุกนั
(aggregation) ซึ่งจะไมมีผลตอกรดนิวคลีอิก เนื่อง
จากกรดนิวคลีอิกรั่วไหลออกมาสูนอกเซลลกอนแลว
จากนัน้โอโซนจะสามารถทะลผุานเขาไปในเซลลไดและ
เขาไปทำปฏกิริยิากบักลมุซลัเฟอร เชน sulfhydryl group
ของกลตูาไทโอน (glutathione) ภายในเซลล แตโอโซน
ไมสามารถทำใหเกดิการเปลีย่นแปลงโครงสรางทางเคมี
ของกลูตาไทโอนภายในเซลลได ในทางตรงกันขาม
โอโซนจะทำปฏิกิริยาอยางรวดเร็วและมีผลกระทบตอ
กลูตาไทโอนภายนอกเซลล (Hunt and Marinas,
1999)

ดงันัน้โอโซนสามารถทำลายแบคทเีรยีไดโดย
เปาหมายแรกในการทำลายอยทูีเ่ยือ่หมุเซลลชัน้นอกของ
แบคทเีรยี จากนัน้จะทำใหเกดิการรัว่ไหลของโปรตนีภาย
ในเซลลออกสูนอกเซลล และสุดทายจะทำใหเกิดการ
แตกสลายของเซลล ซึ่งจะทำใหโอโซนสามารถเขาไป
ทำปฏกิริยิากบัสารโปรตนีไดอยางสมบรูณ (Hunt and
Marinas, 1999)
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รปูที ่1 แถบของ whole cell protein ของ C. jejuni ATCC 29428 หลงัจากผานโอโซน บนแผน polyacryla-
mide gel 4% stacking gel และ 16% resolving gel แยกดวยกระแสไฟฟาจากเครือ่งจายกำลงัไฟที ่160
โวลต เปนเวลา 80 นาท ีและยอมเจลดวยวธิ ีSilver stain: Lane 1และLane 4 = น้ำกลัน่, Lane 2 และ
Lane 5 = C. jejuni ทีผ่านโอโซน 9 นาท,ี Lane 3 และ Lane 6 = C. jejuni ทีผ่านโอโซน 2 นาท,ี Lane
7 = C. jejuni ไมผานโอโซน, Lane 8 = standard
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ตารางที ่1 ผลการรอดชวีติของ C. jejuni เมือ่ผานโอโซนทีร่ะดบัตางๆ

ความเขมขน จำนวน C. jejuni การเจริญหลัง(นาที)
เวลาที่ไดรับโอโซน 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)
2จำนวนตวัอยางทีพ่บ/จำนวนตวัอยางทัง้หมด
ตวัอกัษร a, b, c… ทีแ่ตกตางกนัมคีวามแตกตางกนัอยางมนียัสำคญั (P < 0.05)

รปูที ่ 2 แถบ DNA ของ C. jejuni ATCC 29428 หลงัจากผานโอโซนทีค่วามเขมขนตางๆ กนั บนแผน1.5%
agarose gel แยกดวยกระแสไฟฟาจากเครือ่งจายกำลงัไฟที ่80 โวลต เปนเวลา 75 นาท:ี Lane 1 = ยนี
cdtC ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 9 นาท,ี Lane 2 = ยนี cdtC ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 2 นาท,ี
Lane 3 = ยนี cdtC ของ C. jejuni ไมผานโอโซน, Lane 4 = ยนี cdtB ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน
9 นาท,ี Lane 5 = ยนี cdtB ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 2 นาท,ี Lane 6 = ยนี cdtB ของ C. jejuni
ไมผานโอโซน, Lane 7 = ยนี cdtA ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 9 นาท,ี Lane 8 = ยนี cdtA ของ
C. jejuni หลงัผานโอโซน 2 นาท,ี Lane 9 = ยนี cdtA ของ C. jejuni ไมผานโอโซน, Lane 10 = ยนี cadF
ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 9 นาท,ี Lane 11 = ยนี cadF ของ C. jejuni หลงัผานโอโซน 2 นาท,ี Lane
12 = ยนี cadF ของ C. jejuni ไมผานโอโซน และ Lane 13 = Marker Hind III
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สรปุ
โอโซนสามารถลดการเจริญของ C. jejuni ได

ทกุชวงเวลาทีส่มัผสัโอโซน คอื ตัง้แต 0.5-9 นาท ีและ
พบวา C. jejuni  ไมสามารถรอดชวีติเมือ่ไดรบัโอโซน
เปนเวลา 9 นาท ีซึง่มโีอโซนละลายในน้ำ 0.54 mg/l
และโอโซนทำใหโปรตนีของเซลล C. jejuni เสยีสภาพ
ทางธรรมชาติ และสามารถทำลายยีนกอโรคของ
C. jejuni คอื cadF, cdtA,  cdtB และ cdtC ได จาก
ผลการทดลองครั้งนี้ แสดงวาโอโซนมีประสิทธิภาพใน
การฆาเชือ้หรอืทำลายเชือ้ C. jejuni ไดดมีาก สมควร
จะทำแนวทางที่จะพัฒนานำโอโซนมาใชควบคุมการ
ปนเปอนของเชือ้จลุนิทรยีในอาหารประเภทเนือ้สตัวหรอื
อาหารประเภทอื่นๆในอุตสาหกรรมอาหารตอไป

กติตกิรรมประกาศ
โครงการวิจัยนี้ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก
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