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บทคดัย่อ 
 
การประเมินประสิทธิภาพของเคร่ืองมือท าลายเช้ือโรค (Sterilants) สารฆ่าเช้ือโรคท่ีใช้
กบัอุปกรณ์ทางการแพทย์ (Disinfectants) และสารฆ่าเช้ือโรคท่ีใช้ภายนอกร่างกาย 
(Antiseptics) ต่อการท าลายไบโอฟิลมข์องเช้ือก่อโรคท่ีพบบ่อยในโรงพยาบาล 
 

ภมิูหลงั: ปญัหาการตดิเชือ้ในโรงพยาบาลเป็นปญัหาส าคญัระดบันานาชาต ิเนื่องจาก
ส่งผลต่อการดูแลรกัษาชวีติของผู้ป่วยรวมทัง้ต่อเศรษฐกจิเน่ืองจากการจดัการปญัหาดงักล่าว
ตอ้งใชค้่าใชจ้า่ยทีส่งู ปญัหาการตดิเชือ้ในโรงพยาบาลนัน้ส่วนใหญ่เกดิจากการตดิเชือ้แบคทเีรยี
ซึ่งมคีวามทนทานต่อการท าลายโดยยาปฏิชวีนะ โดยเชื้อแบคทเีรยีก่อโรคที่พบบ่อยว่าเป็น
สาเหตุในโรงพยาบาลได้แก่ Staphylococcus aureus (ทัง้สายพนัธุ์ Methicillin-sensitive S. 
aureus และ Methicillin-resistant S. aureus), Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, 
Acinetobacter baumannii และ Pseudomonas aeruginosa เป็นต้น เชือ้เหล่านี้สามารถพบได้
ในสิง่แวดล้อมโรงพยาบาลรวมถงึภายในร่างกายของผู้ป่วยและบุคคลากรทางการแพทย ์โดย
พบว่าการเจรญิเตบิโตของเชือ้นัน้เกดิขึน้ในรูปแบบจ าเพาะที่เรยีกว่า ไบโอฟิลม ์(Biofilm) ซึ่ง
การเจรญิเตบิโตในลกัษณะดงักล่าวท าใหเ้ชือ้มคีวามทนทานต่อการถูกท าลายมากยิง่ขึน้ เป็นที่
ทราบกนัดวี่าเชือ้ทีก่่อโรคในโรงพยาบาล (Nosocomial pathogens) มคีวามดือ้ต่อยาปฏชิวีนะ
สงูกว่าเชือ้ทีต่ดิมาจากชุมชน แต่ปจัจบุนัยงัไมม่ขีอ้มลูเกี่ยวกบัความทนทานของเชือ้เมื่อเจรญิใน
รูปแบบไบโอฟิลมต่์อการถูกก าจดัโดยเครื่องมอืท าลายเชื้อโรค เช่น หม้อนึ่งอดัไอน ้า (Steam 
Sterilization or Autoclave) เครื่องก าเนิดรงัสอีลัตราไวโอเลต (Ultraviolet Irradiation)  สารฆ่า
เชือ้ทีใ่ชก้บัอุปกรณ์ทางการแพทย ์เช่น สารก าจดัไบโอฟิลม ์(Biofilm Removal Multi-Enzyme 
Cleaner; 3MTM) ซึง่เครือ่งมอืและสารเคมเีหล่านี้เป็นวธิกีารทีใ่ชใ้นการก าจดัเชือ้ในโรงพยาบาล  

วตัถปุระสงค์: การวจิยันี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อประเมนิประสทิธภิาพของเครื่องมอืทีใ่ชใ้น
การก าจดัเชือ้ก่อโรค ต่อการท าลายไบโอฟิลมท์ีส่รา้งขึน้โดยเชือ้ก่อโรคทีพ่บบ่อยในโรงพยาบาล 

วสัดแุละวิธีการ: เพาะเลีย้งเชือ้ Staphylococcus aureus, Methicillin-resistant S. 
aureus (MRSA), Streptococcus epidermidis, Escherichia coli, ESBL-producing E. coli, 
Pseudomonas aeruginosa และ Acinetobacter baumannii ใหเ้จรญิในรูปแบบไบโอฟิลมใ์น 
Calgary Biofilm Device และในโมเดลการเลีย้งไบโอฟิลมท์ีพ่ฒันาขึน้มาใหม่ แลว้น าเชือ้ทีเ่จรญิ
ในรปูแบบไบโอฟิลมไ์ปทดสอบกบั รงัสอีลัตราไวโอเลต หมอ้นึ่งอดัไอน ้า และ Biofilm Removal 
Multi-Enzyme Cleaner (3MTM)  โดยวดัความสามารถในการก าจดัเชื้อของเครื่องมอืด้วยวธิี
เพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และวดัความสามารถในการท าลายไบโอฟิลมข์องเครื่องมอื
ดว้ยวธิกีารยอ้มไบโอฟิลมด์ว้ย crystal violet  

ผลการศึกษา: ภายใตก้ารทดสอบดว้ยรงัสอีลัตราไวโอเลตจากเครือ่ง Biosafety 
cabinet with UV เชือ้ A. baumannii ถูกท าลายที ่ 1 นาท ี เชือ้ S. aureus, S. epidermidis, 
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MRSA, ESBL-producing E. coli ถูกท าลายที ่5 นาท ีในขณะที ่E. coli ถูกท าลายที ่20 นาท ี
และ ตอ้งใชเ้วลาถงึ 30 นาทใีนการท าลายเชือ้ P. aeruginosa ทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลม ์ส่วน
ใน UV sterilizer เชือ้ A. baumannii และ MRSA ถูกท าลายที ่ 1 นาท ี เชือ้ S. aureus, S. 
epidermidis, และ ESBL-producing E. coli ถูกท าลายที ่ 5 นาท ี ในขณะทีต่อ้งใชเ้วลาถงึ 20 
นาทใีนการท าลายเชือ้ E. coli และ P. aeruginosa ทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลมไ์ดห้มด อยา่งไร
กต็ามปรมิาณไบโอฟิลมจ์ากการวดัดว้ย crystal violet และลกัษณะของไบโอฟิลมภ์ายใตก้ลอ้ง
จลุทรรศน์อเิลก็ตรอนระหว่างตวัอยา่งทีไ่ดร้บัการฉายรงัสไีมแ่ตกต่างกบัตวัอยา่งทีไ่มไ่ดร้บัการ
ฉายรงัส ี ภายใตก้ารทดสอบดว้ยหมอ้นึ่งอดัไอน ้า หรอื Autoclave ที ่ 121 องศาเซลเซยีส 15 
นาท ี 15 psi พบว่าเชือ้ถูกท าลายทัง้หมด แต่ไมส่ามารถก าจดัไบโอฟิลมไ์ด ้ และภายใตก้าร
ทดสอบดว้ย Biofilm Removal Multi-Enzyme Cleaner (3MTM)  พบว่าวธินีี้มคีวามสามารถใน
การก าจดัไบโอฟิลมไ์ดด้ ีแต่ไมส่ามารถฆา่เชือ้ได ้  

สรปุ: เครื่องมอืทีใ่ชใ้นการท าลายเชือ้ในโรงพยาบาลที่ส าคญัคอื หมอ้นึ่งอดัไอน ้า และ
เครื่องมือที่ใช้ในการก าจัดเชื้อในสิ่งแวดล้อมโรงพยาบาบที่ส าคัญคือ เครื่องก าเนิด รังสี
อลัตราไวโอเลต การศกึษานี้แสดงให้เห็นว่าหมอ้นึ่งอดัไอน ้าและการใช้รงัสอีลัตราไวโอเลตมี
ประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อในไบโอฟิลม์ แต่ไม่ได้ก าจดัไบโอฟิลม์ให้หมดไป ในขณะที ่
Biofilm Removal Multi-Enzyme Cleaner (3MTM) ซีง่เป็นสารเคมทีีใ่ชใ้นการล้างท าความ
สะอาดอุปกรณ์ทางการแพทย์สามารถก าจดัไบโอฟิลมไ์ดด้แีต่ไม่สามารถฆ่าเชือ้ได้ ขอ้มลูทีไ่ดน้ี้
มคีวามส าคญัส าหรบัการน ามาใชเ้พื่อการควบคุมและก าจดัเชือ้ก่อโรคในโรงพยาบาล 

 
 
ค าส าคญั: ไบโอฟิลม,์ การตดิเชือ้ในโรงพยาบาล, การก าจดัเชือ้, การใชร้งัสอีลัตราไวโอเลต, 
การใชห้มอ้นึ่งอดัแรงดนัไอน ้า 
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Abstract 
 

Biofilms Decontamination: Measurements of the Effectiveness of Decontamination 
Agents and Methods against Biofilms Formed by Common Nosocomial Pathogens 
 

Background: Healthcare-associated infection (HAI), or nosocomial infection, 
has been an urgent problem globally. It is a significant cause of morbidity and mortality 
among people who receive hospital or healthcare services, and over millions of patients 
are affected by HAI every year worldwide. It also creates a significant economic burden 
as the overall costs arising from HAI are very high. HAI is usually resulted from 
infections by bacterial pathogens. Common causative pathogens include 
Staphylococcus aureus (both methicillin-sensitive and methicillin-resistant strains), 
coagulase negative Staphylococci (such as Staphylococcus epidermidis), Escherichia 
coli, Acinetobacter baumannii, and Pseudomonas aeruginosa. These pathogens dwell in 
the hospital environment as well as colonize on the human skin, nasal cavity or in the 
gastrointestinal tract. There is a growing body of evidence showing that the growth of 
bacteria in nature is in the form of biofilms. Bacteria growing within biofilms are more 
resistant to treatment with antimicrobial agents than planktonic cells of the same 
species. Biofilms are involved in a variety of infectious conditions such as catheter-
associated infections, urinary tract infections, infections of prostheses and heart valves, 
bacterial endocarditis, dental plaque and gingivitis, and infections in people with cystic 
fibrosis. In healthcare facilities, biofilms can be commonly found on various surfaces 
and settings. Such biofilms serve as a possible source of transmission, contributing to 
the increasing incidence of hospital-acquired infections. While hospitals generally have 
sanitation protocols regarding surface bio-decontamination and equipment sterilization, 
they are not created specifically to deal with biofilms. There is limited available data 
concerning the true efficacy of such sterilization methods as well as for the use of 
disinfectants or detergents against biofilms.  

Objectives: The main objective of this study was to measure the efficacy of 
decontamination agents and methods against biofilms formed by common nosocomial 
pathogens. We tested the efficacy of UV Irradiation, Steam Sterilization (Autoclave) in 
adjunct with the usage of multi-enzymes biofilm removal (3MTM). A novel model 
supporting the growth of biofilms was also developed to aid the tests against Autoclave 
decontamination.  
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Results: When tested biofilms with Biosafety cabinet with UV irradiation, it was 
found that A. baumannii was completely destroyed within 1 minute, S. aureus, S. 
epidermidis, MRSA, ESBL-producing E. coli were destroyed within 5 minutes, E. coli 
was destroyed within 20 minutes and it took up to 30 minute to eliminate all vital P. 
aeruginosa that grew in biofilms. For UV sterilizer, it was found that A. baumannii and 
MRSA were completely destroyed within 1 minute, S. aureus, S. epidermidis and ESBL-
producing E. coli were destroyed within 5 minutes, and it took up to 20 minute to 
eliminate all vital P. aeruginosa and E. coli that grew in biofilms. However, the biofilms 
of each pathogen were not removed by these instruments. The microscopic 
characteristics of biofilms were no change between samples that exposed to UV and 
that did not expose. When tested biofilm against the steam sterilization (Autoclave), all 
pathogens were completely destroyed. However, the biofilms were not eliminated. 
When pre-treated biofilm samples with Biofilm Removal Multi-Enzyme Cleaner (3MTM) 
prior to the steam sterilization, the complete removal of biofilms was observed. 
However, using Biofilm Removal Multi-Enzyme Cleaner alone could not destroy the 
bacteria.  

Conclusion: Two common and important methods of decontamination within 
the healthcare facilities are Autoclave and UV irradiation. This study demonstrated that 
the two methods can eliminate the bacterial pathogen commonly causing nosocomial 
infections. However, they cannot eliminate biofilms of those pathogens. Combined 
usage of chemicals such as Biofilm Removal Multi-Enzyme Cleaner (3MTM) can improve 
the effectiveness of these decontamination methods.  
 

 
Keywords: Biofilms, Nosocomial Infections, Decontamination, UV Irradiation, Steam 

Sterlization
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1. ทบทวนวรรณกรรม 
1.1 การติดเช้ือในโรงพยาบาล (Healthcare Associated Infection) 

1.1.1 นิยามของการตดิเชือ้ในโรงพยาบาล 
การตดิเชือ้ในโรงพยาบาล หรอื Healthcare Associated Infection หรอื 

hospital-acquired infection (หรอื HAI) หรอื nosocomial infection หมายถงึการที่
ผูป้ว่ยไดร้บัเชือ้ในขณะไดร้บัการรกัษาพยาบาล ซึง่จากนิยามโดย Centre of Disease 
Control and Prevention (สหรฐัอเมรกิา) ไดก้ าหนดไวค้อื ผูป้ว่ยตอ้งมอีาการ อาการ
แสดง หรอืผลตรวจทางหอ้งปฏบิตักิาร ทีบ่่งบอกว่ามกีารตดิเชือ้ทัง้ทีเ่กดิขึน้เฉพาะส่วน 
(localized infections) หรอืตดิเชือ้ทุกระบบในร่างกาย (systemic infections) ซึง่เกดิขึน้
ภายหลงัจากวนัที ่3 ของการนอนโรงพยาบาล โดยก่อนหน้าวนัดงักล่าว ผูป้ว่ยตอ้งไมม่ี
อาการ อาการแสดง หรอืผลตรวจทีบ่่งบอกว่ามกีารตดิเชือ้1  

 
1.1.2 ระบาดวทิยาและผลกระทบทางเศรษฐกจิของโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาล 

การตดิเชือ้ในโรงพยาบาลเป็นปญัหาส าคญัทัว่โลก ซึง่ท าใหเ้กดิการเสยีชวีติ
และ ความพกิารจ านวนมาก จากการส ารวจจ านวนผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ในโรงพยาบาลใน
ประเทศสหรฐัอเมรกิา ในปี ค.ศ. 2002 พบว่า มผีูต้ดิเชือ้ทัง้หมดประมาณ 1.7 ลา้นราย 
โดยเป็นผูป้ว่ยเดก็แรกเกดิในแผนก ICU 33,269 ราย และเดก็แรกเกดินอกแผนก ICU 
19,059 ราย เป็นเดก็โตและผูใ้หญ่ในแผนก ICU จ านวน 417,946 ราย และทีเ่หลอื 
1,266,851 รายเป็นเดก็โตและผูใ้หญ่นอกแผนก ICU มผีูเ้สยีชวีติทัง้หมด 98,987 ราย 
โดย 35,967 รายเสยีชวีติจากการตดิเชือ้ในปอด (pneumonia), 30,665 รายเสยีชวีติ
จากการตดิเชือ้ในกระแสเลอืด (bloodstream infections) และ 13,088 รายเสยีชวีติจาก
การตดิเชือ้ในระบบทางเดนิปสัสาวะ (urinary tract infections)2 ซึง่การตดิเชือ้ใน
โรงพยาบาลนี้ส่งผลใหเ้กดิรายจา่ยสงูถงึ 11,000 ลา้นเหรยีญสหรฐั (หรอืประมาณ 
360,000 ลา้นบาท) 

เช่นเดยีวกบัในประเทศองักฤษ มรีายงานการค านวนค่าใชจ้่ายทีเ่กี่ยวขอ้งกบั
การรกัษาและจดัการการตดิเชือ้ในโรงพยาบาล คดิเป็นมลูค่าสงูถงึ 1 พนัลา้นปอนด ์
(หรอืประมาณ 54,000 ลา้นบาท)3 

ส าหรบัในประเทศไทย ไดม้กีารส ารวจใน 20 โรงพยาบาลทัว่ประเทศเมือ่ปี 
ค.ศ. 2006 พบว่า จากผูป้่วยทัว่ประเทศจ านวนทัง้สิน้ 9,865 ราย มอีตัราการเกดิโรค
ตดิเชือ้ในโรงพยาบาล 6.5% โดยพบว่าโรงพยาบาลมหาวทิยาลยัมอีตัราดงักล่าวสงู
ทีสุ่ด (7.6%) รองลงมาคอืโรงพยาบาลศูนย ์ (6.0%) และโรงพยาบาลทัว่ไปหรอื
โรงพยาบาลชุมชน (4.9%)4  

 

 



 8 

1.1.3 การตดิเชือ้ในโรงพยาบาลในระบบต่างๆ 
ในปจัจบุนัเน่ืองดว้ยววิฒันาการทางการแพทยก์า้วหน้า มกีารท าหตัถการหรอื

การรกัษาทีบุ่กรกุ (invasive procedures) เพื่อใชต้รวจหรอืรกัษาผูป้ว่ยเพิม่ขึน้มาก ซึง่
สิง่เหล่านี้สามารถเป็นช่องทางใหเ้กดิการตดิเชือ้ในโรงพยาบาลได ้ รปูที ่  1.1 แสดงการ
ตดิเชือ้ทีพ่บบ่อยในระบบต่างๆ ไดแ้ก่ การตดิเชือ้ในทางเดนิปสัสาวะ ซึง่สมัพนัธก์บัการ
ใส่สายสวนปสัสาวะ การตดิเชือ้ในระบบทางเดนิหายใจ ซึง่สมัพนัธก์บัการใส่ท่อช่วย
หายใจ การตดิเชือ้บรเิวณแผลผ่าตดั ซึง่สมัพนัธุก์บัชนิดของการผ่าตดั และการตดิเชือ้
ในกระแสเลอืด ซึง่สมัพนัธก์บัการใส่สายสวนหลอดเลอืด (catheter) เป็นตน้5 

 

 
 

รปูที ่1.1 อตัราส่วนของอุบตักิารณ์ของโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาลแยกตามระบบ5 
 

1.1.4 เชือ้สาเหตุของโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาล 
จากรายงานการส ารวจเชือ้ก่อโรคทีเ่ป็นสาเหตุของการตดิเชือ้ในกระแสเลอืด

ของผูป้ว่ยทีร่บัการรกัษาในโรงพยาบาล (nosocomial bloodstream infection) ใน
ผูป้ว่ยทัว่ประเทศสหรฐัอเมรกิาจ านวน 24,179 ราย พบว่า เชือ้ coagulase-negative 
Staphylococci ท าใหเ้กดิการตดิเชือ้ในโรงพยาบาลเป็นอนัดบัแรก รองลงมาคอื 
Staphylococcus aureus ดงัในตารางที ่1.1 ซึง่แสดงถงึเชือ้ก่อโรคทีพ่บบ่อย 10 อนัดบั
แรกทีเ่ป็นสาเหตุของ nosocomial bloodstream infection6 
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ตารางที ่ 1.1 เชือ้สาเหตุของโรคตดิเชือ้ในกระแสเลอืดทีพ่บบ่อยในผูป้ว่ยทีเ่ขา้รบัการ
รกัษาในโรงพยาบาลในประเทศสหรฐัอเมรกิา6 

 
 

ส าหรบัในประเทศไทย จากการส ารวจโดยสมหวงั ด่านชยัวจิติรและคณะ 
พบว่าเชือ้ Pseudomonas aeruginosa เป็นสาเหตุอนัดบัแรก รองลงมาคอื Klebsiella 
spp. และ Acinetobacter buamannii ดงัแสดงในตารางที ่1.24 
 
ตารางที ่1.2 เชือ้สาเหตุของโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาลในประเทศไทย4 

 
 
 

http://cid.oxfordjournals.org/content/39/3/309/F6.large.jpg
http://cid.oxfordjournals.org/content/39/3/309/F6.large.jpg
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1.1.5 การควบคุมการเกดิโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาล 
โรคติดเชื้อในโรงพยาลเป็นปญัหาส าคัญที่ก่อให้เกิดผลกระทบทัง้ทาง

สาธารณสุขและทาง เศรษฐกิจ การเฝ้าระวงัและการควบคุมเพื่อลดการเกิดปญัหา
ดงักล่าวจงึมคีวามจ าเป็นเร่งด่วน โดยต้องพจิารณาทัง้ในด้านการบรหิารจดัการ ได้แก่ 
การก าหนดนโยบายและมาตรการการปฏิบตัิส าหรบับุคลากร การให้การศึกษาแก่
บุคลากร หรอื การแยกผู้ป่วย เป็นต้น และในด้านการจดัโครงสร้างของโรงพยาบาล 
ได้แก่ การใช้วสัดุที่ง่ายต่อการรกัษาความสะอาด การมอุีปกรณ์อ านวยความสะดวก
ส าหรบัล้างมอืก่อนและหลงัสมัผสัผู้ป่วย การสร้างหอผู้ป่วยไม่แออดั ให้มกีารระบาย
อากาศทีด่ ีหรอืมกีารแยกบรเิวณทีส่ะอาดและสกปรกออกจากกนั เป็นตน้7  

หนึ่ งในมาตรการส าคัญที่ปฏิบัติกันทัว่ไป คือ การแยกผู้ป่วยโรคติดเชื้อ 
(Isolation precautions) โดย Center of Disease Control and Prevention 
(สหรฐัอเมรกิา) ไดจ้ดัท าขอ้ปฏบิตัซิึง่เป็นแนวทางทีใ่ชก้นัอยู่ในปจัจุบนั ขอ้ปฏบิตัทิัว่ไป 
เช่น การล้างมอืและการใช้ถุงมอื การจดับรเิวณให้ผู้ป่วยที่เหมาะสม และการท าความ
สะอาดหอ้งเมือ่ผูป้ว่ยยา้ยออกจากหอ้ง เป็นตน้8  

 
1.2 ไบโอฟิลม ์(Biofilms) 

1.2.1 ความหมายของไบโอฟิลม ์
การศกึษาทางจลุชวีวทิยาในอดตีมกัเพาะเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีในอาหารเลีย้งเชือ้

ชนิดเหลว (broth culture) ซึง่เชือ้ทีเ่จรญิเตบิโตในลกัษณะน้ีมกัล่องลอยหรอืว่ายอยูใ่น
อาหารทีเ่ลีย้ง การเจรญิเตบิโตในลกัษณะน้ีเรยีกว่าเป็นแบบ planktonic mode of 
growth  แต่ในธรรมชาต ิ หรอืในโรคตดิเชือ้ต่างๆ เชือ้ก่อโรคเหล่านี้มกัเจรญิเตบิโตใน
รปูแบบพเิศษทีเ่รยีกว่า ไบโอฟิลม ์ (biofilms) ซึง่ตามความหมายคอื การเจรญิเตบิโต
ของเชือ้เมือ่มจี านวนเชือ้อยู่รว่มกนัหลายเซลล ์ โดยแบคทเีรยีเซลลบ์างส่วนจะยดึเกาะ
กบัพืน้ผวิและบางส่วนจะเจรญิเป็นโครงสรา้งจ าเพาะ ซึง่ทัง้หมดจะถูกเคลอืบดว้ยสารโพ
ลเีมอรท์ีเ่ชือ้ผลติขึน้มา (A structured community of bacterial cells enclosed in a 
self-produced polymeric matrix and adherent to an inert or living surface.)9 โดย
ปจัจบุนัพบว่า แบคทเีรยีทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลมน้ี์มบีทบาทส าคญัทางการแพทย์
มากมาย ดงัทีจ่ะไดก้ล่าวต่อไป 
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1.2.2 โครงสรา้งของไบโอฟิลม ์
การศกึษาดา้นโครงสรา้งของไบโอฟิลมข์องเชือ้ชนิดต่างๆทีเ่จรญิในสิง่แวดลอ้ม

ทีห่ลากหลาย พบว่า โครงสรา้งของไบโอฟิลมม์ลีกัษณะทีไ่มแ่ตกต่างกนัมากนกั แสดง
ใหเ้หน็ถงึความจ าเพาะในดา้นโครงสรา้งทีส่่งผลต่อการอยูร่อดของเชือ้ในสภาวะต่างๆ10 

โดยพบว่าโครงสรา้ง 73 - 98% เป็นสารโพลเีมอรภ์ายนอกเซลล ์(extracellular matrix) 
และช่องว่างส าหรบัล าเลยีงสารอาหาร (water channels) โดยมกีลุ่มของเซลลก์ระจาย 
(microcolonies) อยูภ่ายใน11 จากการวเิคราะหล์กัษณะโครงสรา้งในระดบัยนีสแ์ละการ
แสดงออกของยนีส ์ พบว่า กระบวนการเกดิไบโอฟิลมป์ระกอบดว้ยขัน้ตอนส าคญั 5 
ขัน้ตอน คอื (a) reversible attachment, (b) irreversible attachment, (c) early 
maturation, (d) late maturation และ (e) dispersion ดงัรปูที ่1.2 

 
รปูที ่1.2 ขัน้ตอนการเกดิและการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีในรปูแบบไบโอฟิลม์11 

 
1.2.3 บทบาทของไบโอฟิลมต่์อการก่อโรค 

วทิยาการทางการแพทยใ์นปจัจบุนัท าใหเ้ราทราบถงึบทบาทของไบโอฟิลมต่์อ
การก่อโรคมากขึน้12 ภาวะทีเ่กีย่วขอ้งกบัไบโอฟิลม ์ เช่น การตดิเชือ้ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการ
ใส่สายสวนปสัสาวะ การใหส้ารน ้าทางหลอดเลอืดหรอืการใส่ท่อช่วยหายใจเป็นระยะ
เวลานาน การตดิเชือ้ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการใส่อวยัวะเทยีม เป็นตน้12 Donlan และคณะ ตัง้
ขอ้สงัเกตุว่า เหตุผลทีแ่บคทเีรยีเจรญิเตบิโตในรปูแบบไบโอฟิลมก์เ็พื่อใหเ้ซลลท์นทาน
ต่อสิง่แวดลอ้มและมชีวีติอยูไ่ดม้ากขึน้10 การทีก่ลุ่มเซลลเ์ชือ้โรคยดึเกาะกบัพืน้ผวิ 
นอกจากจะเป็นการสรา้งความมัน่คงทางหนึ่งใหก้บัตวัเชือ้และไบโอฟิลมแ์ลว้ ยงัส่งผล
เปลีย่นแปลงลกัษณะทางกายภาพของเชือ้ทีย่ดึเกาะดว้ย13 โดยพบว่าแบคทเีรยีทีเ่จรญิ
ภายในไบโอฟิลมม์คีวามทนทานต่อสารจากภายนอกทีอ่าจก่อโทษแก่ไบโอฟิลม ์ เช่นยา
ปฏชิวีนะ เป็นตน้14 ซึง่มกีารศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่าเชือ้แบคทเีรยีทีเ่จรญิเตบิโตในรปูแบบ
นี้มกีารดือ้ต่อยาปฏชิวีนะมากกว่าแบคทเีรยีทีเ่จรญิในรปูแบบ planktonic ถงึประมาณ 
1000 เท่า15 เชื่อว่าการทีเ่ชือ้ถูกปกป้องดว้ยสารโพลเีมอรท์ีเ่ชือ้ผลติ เป็นกลไกส าคญัที่
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ท าใหย้าไมส่ามารถผ่านเขา้ไปท าลายเชือ้ทีอ่ยู่ภายในได้14,15 ซึง่นอกจากยาปฏชิวีนะ
แลว้ ยงัพบว่าภมูคิุม้กนัของรา่งกายกไ็มส่ามารถท าลายเชือ้ไดอ้ยา่งทีค่วรจะเป็น16 

 
1.2.4 ไบโอฟิลมใ์นสิง่แวดลอ้มและการก่อโรค 

นอกจากความสามารถในการก่อโรคโดยตรงของไบโอฟิลมแ์ลว้ เรายงัพบว่า
แบคทเีรยีส่วนใหญ่ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการตดิเชือ้ในโรงพยาบาล มลีกัษณะการเจรญิเตบิโต
ในสิง่แวดลอ้มในรปูแบบไบโอฟิลมด์ว้ย โดยแหล่งทีพ่บไดบ้่อย เช่น ท่อระบายน ้า ท่อ
อากาศ อ่างลา้งมอื หรอืแมแ้ต่ตามเครือ่งช่วยหายใจ เป็นตน้17 ขอ้มลูในปจัจบุนัชีใ้หเ้หน็
ว่า เชือ้ทีเ่จรญิในรปูแบบนี้มบีทบาทส าคญัโดยเป็นแหล่งแพรก่ระจายจากสิง่แวดลอ้มสู่
ผูป้ว่ย ซึง่น าไปสู่ปญัหาการตดิเชือ้ในโรงพยาบาลอนัเป็นปญัหาส าคญัทางสาธารณสุข
ในขณะนี้ ตวัอยา่งเชือ้เหล่านี้ไดแ้ก่ Staphylococcus aureus, coagulase-negative 
staphylococci, Legionella pneumophilia, Pseudomonas aeruginosa, 
Acinetobacter baumannii, Aeromonas spp. เป็นตน้17,18  
 
1.3 ท่ีมาและวตัถปุระสงคข์องการศึกษา 

การลดอุบตักิารณ์ของภาวะตดิเชือ้ในโรงพยาบาลเป็นสิง่ส าคญัทีบุ่คลากรทาง
สาธารณสุขในทุกระดบัจะต้องตระหนกั จากการพบว่าไบโอฟิลมม์บีทบาทเกีย่วขอ้งกบั
การเกดิภาวะดงักล่าว19 การคน้หาวธิกี าจดัไบโอฟิลมอ์ยา่งมปีระสทิธภิาพจงึมคีวาม
จ าเป็นทีจ่ะตอ้งท าอยา่งเรง่ด่วน การท าความสะอาดผูป้ว่ย (patient decolonization) 
เช่น การลา้งมอื หรอืการอาบน ้าดว้ยน ้ายาฆา่เชือ้ (skin decolonization) การท าความ
สะอาดหอ้งเมือ่ผูป้ว่ยยา้ยออกจากหอ้ง (environment cleaning and 
decontamination) เป็นแนวทางทีม่หีลกัฐานว่าสามารถการแพรก่ระจายของเชือ้ก่อโรค
ในโรงพยาบาลได้20 ในปจัจบุนัวธิทีีใ่ชส้ าหรบัการก าจดัเชือ้บนพืน้ผวิและในอากาศ 
ไดแ้ก่ การใช ้disinfectant เช่น การใช ้chlorhexidine การพ่นดว้ย hydrogen peroxide 
vapour หรอื การพ่น formaldehyde เป็นตน้21,22  

การใชร้งัสอีลัตราไวโอเลตหรอืแสงยวูใีนการก าจดัเชือ้ (Ultraviolet or UV 
irradiation) เป็นวธิอีกีวธิหีน่ึงทีใ่ชใ้นกนัแพรห่ลายในโรงพยาบาลในปจัจบุนั ทัง้ในหอ้ง
ผ่าตดั และหอ้งปฏบิตักิาร ซึง่พบว่าสามารถก าจดัเชือ้ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ23 การนึ่ง
ดว้ยหมอ้นึ่งอดัไอน ้า (Steam sterilization or Autoclave) เป็นอกีหนึ่งวธิกีารก าจดัเชือ้
ทีป่นเป้ือนอุปกรณ์ทางการแพทยท์ีใ่ชก้นัอยา่งแพรห่ลาย วธินีี้เหมาะส าหรบัวสัดุหรอื
อุปกรณ์ทีส่ามารถทนต่อความรอ้นและแรงดนัไอน ้า การนึ่งดว้ยหมอ้นึ่งอดัไอน ้ามี
ประสทิธภิาพสงูสามารถท าลายสปอรข์องเชือ้ได ้ อยา่งไรกด็ยีงัไมม่รีายงานการศกึษา
เกีย่วกบัประสทิธภิาพของการใชร้งัสยีวูต่ีอการก าจดัเชือ้ก่อโรคทีพ่บบ่อยใน
โรงพยาบาล Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Escherichia coli, 
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Pseudomonas aeruginosa และ Acinetobacter baumannii โดยเฉพาะอย่างยิง่เมือ่
เชือ้เหล่านี้เจรญิในรปูแบบไบโอฟิลม ์ ดงันัน้การวจิยัน้ีจงึท าขึน้เพื่อศกึษาถงึ
ประสทิธภิาพการก าจดัไบโอฟิลมข์องเครือ่งมอืดงักล่าว โดยในการก าจดัเชือ้ดว้ยรงัสี
อลัตราไวโอเลตไดท้ าการศกึษาถงึปจัจยัทีอ่าจส่งผลต่อประสทิธภิาพของรงัสยีวู ี เช่น 
ระยะเวลาในการฉายรงัส ี และ ระยะห่างของแหล่งก าเนิดรงัสแีละตวัอยา่งเชือ้ ส่วน
การศกึษาประสทิธภิาพของการนึ่งดว้ยหมอ้อดัแรงดนัไอน ้า ไดท้ าการศกึษารว่มกบัการ
ใชเ้อน็ไซมย์อ่ยไบโอฟิลม ์ (Biofilm Removal Enzyme) ผูว้จิยัหวงัว่า ผลงานวจิยัทีไ่ด้
จะเป็นขอ้มลูส าคญัเพื่อใชเ้ป็นแนวทางในการพฒันาระบบควบคุมการตดิเชือ้และแนว
ทางการก าจดัการปนเป้ือนของเชือ้ในโรงพยาบาลทีเ่หมาะสมและมปีระสทิธภิาพต่อไป 

 
 



 14 

2. ระเบยีบวิธีการศึกษา 
2.1 แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดสอบ 

แบคทเีรยีทีน่ ามาใชใ้นการทดลองไดแ้ก่ แบคทเีรยีสายพนัธุม์าตรฐานดงันี้ 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ซึง่ทัง้หมดไดม้าจาก 
กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์ กระทรวงสาธารณสุข และแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากสิง่ส่ง
ตรวจ ไดแ้ก่ Methicillin-sensitive S. aureus (MSSA) จ านวน 2 ตวัอยา่ง, Methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) จ านวน 4 ตวัอยา่ง และ Extended spectrum beta-
lactamase (ESBL)-producing E. coli จ านวน 5 ตวัอยา่ง ซึง่เป็นสายพนัธุท์ีแ่ยกได้
จากสิง่ส่งตรวจจากโรงพยาบาลธรรมศาสตร ์โดยไดใ้หช้ือ้สายพนัธุด์งัในตารางที ่2.1 

   
ตารางที ่2.1 เชือ้แบคทเีรยีทีศ่กึษา 

 Species Designated Strain Sources 

St
an

da
rd

 st
ra

in Staphylococcus aureus ATCC 25923 กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์ 
Staphylococcus epidermidis ATCC 15305 กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์
Escherichia coli ATCC 25922 กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์

Cl
ini

ca
l is

ola
tes

 

Staphylococcus aureus MSSA-1 รพ.ธรรมศาสตร ์
Staphylococcus aureus MSSA-2 รพ.ธรรมศาสตร ์
Staphylococcus aureus MRSA-1 รพ.ธรรมศาสตร ์
Staphylococcus aureus MRSA-2 รพ.ธรรมศาสตร ์
Staphylococcus aureus MRSA-3 รพ.ธรรมศาสตร ์
Staphylococcus aureus MRSA-4 รพ.ธรรมศาสตร ์
Escherichia coli ESBL-1 รพ.ธรรมศาสตร ์
Escherichia coli ESBL-2 รพ.ธรรมศาสตร ์
Escherichia coli ESBL-3 รพ.ธรรมศาสตร ์
Escherichia coli ESBL-4 รพ.ธรรมศาสตร ์
Escherichia coli ESBL-5 รพ.ธรรมศาสตร ์
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2.2 การเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 
เชือ้แบคทเีรยีประมาณ 2 - 3 โคโลนีทีถู่กเพาะเลีย้งบน Horse blood agar 

(HBA) และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ไดถู้กน ามาเลีย้งใน Trypticase soy broth 
(TSB) ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส พรอ้มเขยา่โดยเครือ่ง orbital shaker ทีค่วามเรว็ 
120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

 
2.3 การเกบ็เช้ือแบคทีเรีย 

โคโลนีเดีย่วของเชือ้แบคทเีรยีทีถู่กเพาะเลีย้งบน HBA ไดถู้กน ามาเกบ็ใน15% 
Glycerol และเกบ็แช่แขง็ในตู ้ -80 องศาเซลเซยีส เมือ่ตอ้งการน ามาศกึษา เชือ้จาก
หลอดแช่แขง็จะถูกน ามาเพาะลงบน HBA และบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 

 
2.4 การเพาะเล้ียงเช้ือในรปูแบบไบโอฟิลมโ์ดย Microtiter plate assay 

การเพาะเลีย้งเชือ้ในรปูแบบไบโอฟิลมโ์ดยใช ้ Microtiter plate assay ท าตาม
ขัน้ตอนตามวธิขีอง Stepanovic และคณะ24-26 โดยเริม่จาก เพาะเชือ้แบคทเีรยีทีท่ าการ
ทดสอบตามวธิขีอ้ 2.1 จากนัน้ท าการเจอืจางเชือ้ดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ดว้ยอตัรส่วน 
1:100 จากนัน้ใส่เชือ้ทีเ่จอืจางปรมิาณ 100 ไมโครลติรลงในหลุมของ 96-well plate 
แลว้น าไปบ่มเพาะเชือ้ที ่ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง โดย microtiter plate 
(Steriline, UK) ทีน่ ามาทดสอบท าจาก polystyrene ซึง่เป็นโพลเีมอรท์ีถู่กน ามาใชใ้น
การผลติท่อน ้าพลาสตกิ โดยสามารถพบไบโอฟิลมเ์จรญิบนพืน้ผวินี้ไดใ้นสิง่แวดลอ้ม 
เช่น ในระบบท่อน ้าประปา หรอืในระบบ dental pipeline เป็นตน้27  

 

2.5 การเพาะเลี้ยงเช้ือในรปูแบบไบโอฟิลมด้์วย Calgary biofilm device 
การเพาะเลีย้งเชือ้ในรปูแบบไบโอฟิลมด์ว้ย Calgary biofilm device (CBD) ถูก

พฒันาโดย Ceri และคณะ28 วธินีี้เป็นเทคนิคทีถู่กพฒันาขึน้เพื่อใชใ้นการทดสอบความ
ไวของไบโอฟิลมต่์อยาปฏชิวีนะ CBD ประกอบดว้ย (1) 96-well microtiter plate (2) 
ฝาปิดทีม่ ี96 pegs ทีส่ามารถใส่ลงไปพอดใีนหลุมของ microtiter plate และ (3) เครือ่ง
เขยา่สาร (shaker) ดงัรปูที ่ 2.1 โดยเมือ่ใส่อาหารเลีย้งเชื้อและเชือ้ลงในแต่ละหลุมและ
ปิดดว้ยฝาทีม่ ี peg ซึง่จะปิดสนิทเพื่อไมใ่หเ้กดิการปนเป้ือน และวาง microplate บน 
shaker จะเกดิการไหลของอาหารเลีย้งเชือ้รอบๆ peg การไหลวนของสารอาหารรอบ 
peg ทีเ่กดิขึน้ใน CBD จะใกลเ้คยีงกบัการไหลของน ้าตามพืน้ผวิทีพ่บในสิง่แวดลอ้ม 
ลกัษณะดงักล่าวจะกระตุน้ใหเ้ชือ้ทีเ่กาะตดิกบั peg เจรญิในรปูแบบไบโอฟิลม ์ และ
เมือ่ไบโอฟิลมเ์จรญิเตม็ทีบ่น peg กส็ามารถถูกแยกน ามาทดสอบกบัสารต่างๆที่
ตอ้งการทดสอบได้28  
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รปูที ่ 2.1 Calgary Biofilm Device (A) เครือ่งเขยา่สาร (shaker) ทีใ่ชว้าง 

microplate เพื่อใหเ้กดิการไหลวนของสารน ้าภายรอบ peg ภายในหลุม เครือ่งเขยา่นี้
สามารถวางใน incubator เพื่อปรบัอุณหภูมไิด้ (B) แผนภาพตดัขวางของ microtiter 
plate และฝาปิดทีม่ ีpeg (C) ฝาปิดทีม่ ีpeg28 
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ขัน้ตอนการทดสอบเริม่จากการเพาะเชือ้แบคทเีรยีทีท่ าการทดสอบตามวธิขีอ้ 
2.1 จากนัน้ท าการเจอืจางเชือ้ดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ดว้ยอตัรส่วน 1:100 จากนัน้ใส่เชือ้ที่
เจอืจางปรมิาณ 100 ไมโครลติรลงในหลุมของ 96-well plate โดยหลงัจากใส่เชือ้ที่
ตอ้งการทดสอบแลว้ ปิด plate ดว้ยฝาปิดทีม่ ี peg (ดงัรปูที ่ 2.2) บ่มที ่ 37 องศา
เซลเซยีส โดยไม่มกีารเขย่าเป็นเวลา 2 ชัว่โมง เพื่อใหเ้ชือ้ยดึเกาะกบั peg หลงัจาก
ครบก าหนดจงึบ่มต่อทีอุ่ณหภมูดิงักล่าวโดยเขยา่ที ่ 40 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 18 
ชัว่โมง เพื่อใหเ้ชือ้เจรญิเตบิโตในรปูแบบไบโอฟิลมบ์น peg  

 

 
 

รปูที ่2.2 Microtiter plate และ Cover ทมี ีPegs (NuncTM) 
 

2.6 การพฒันาวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือในรปูแบบไบโอฟิลมใ์นรปูแบบใหม่  
แม ้ Calgary Biofilm Device (CBD) จะถูกพฒันามาเพื่อรองรบัการ

เจรญิเตบิโตของเชือ้ในรปูแบบไบโอฟิลม ์ แต่ในหนึ่ง plate cover ทีป่ระกอบดว้ย 96 
pegs นัน้สามารถถูกน าไปทดสอบไดเ้พยีงหน่ึงการทดสอบ นอกจากนัน้ plate cover 
with pegs ท ามาจาก polystyrene ไมส่ามารถทนความรอ้นในเครือ่ง autoclave ได ้
การศกึษานี้จงึไดพ้ฒันาโมเดลใหมเ่พื่อการเพาะเลีย้งและทดสอบไบโอฟิลม ์ โดยเรยีก
ในการศกึษานี้ว่า “Modified Coupon-Holder Biofilm Device” 

โดยอาศยัหลกัการของการเกดิไบโอฟิลม ์ คอืตอ้งม ี surface ใหร้องรบัการ
เจรญิเตบิโตของเชือ้ การศกึษานี้จงึไดป้ระยกุต์การเลีย้งเชือ้ใน CBD กบัใน CDC 
Biofilm Reactor (รปูที ่2.3) โดยใช ้6-well plate รว่มกบั 12-mm insert (Transwell®, 
Corning Incorporated) โดยใหม้ ี insert เพื่อใชว้าง coupons (BioSurface 
Technologies Corporation, USA) ดงัรปูที ่ 2.4 โดยใช ้ coupons ทีผ่ลติจาก 
Polycarbonate และ Stainless Steal 
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รปูที ่2.3 CDC Biofilm Reactor และ Glass coupons (BioSurface Technologies 

Corporation, USA) 
 
 

 

 
รปูที ่2.4 Plate และ insert ส าหรบัวาง coupon เพื่อเลีย้งไบโอฟิลมใ์น Modified Coupon-

Holder Biofilm Device 
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ขัน้ตอนการเพาะเลีย้งเริม่จากการเพาะเชือ้แบคทเีรยีทีท่ าการทดสอบตามวธิี
ขอ้ 2.1 จากนัน้ท าการเจอืจางเชือ้ดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ดว้ยอตัรส่วน 1:100 จากนัน้ใส่
เชือ้ทีเ่จอืจางปรมิาณ 3.5 มลิลลิติรลงในหลุมของ 6-well plate แลว้น าไปบ่มเพาะเชือ้ที ่
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง โดยไม่มกีารเขย่าเป็นเวลา 2 ชัว่โมง เพื่อให้
เชือ้ยดึเกาะกบั peg หลงัจากครบก าหนดจงึบ่มต่อทีอุ่ณหภมูดิงักล่าวโดยเขยา่ที ่40 
รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 18 ชัว่โมง เพื่อใหเ้ชือ้เจรญิเตบิโตในรปูแบบไบโอฟิลมบ์น 
coupons 

 
2.7 การวดัระดบัการสร้างไบโอฟิลมข์องเช้ือท่ีเจริญใน Microplate assay 

เพาะเลีย้งไบโอฟิลมต์ามวธิขีอ้ 2.4 เมือ่ครบก าหนดเวลา เชือ้ในแต่ละหลุมจะ
ถูกดดูออกจากหลุม เพื่อใหเ้หลอืเพยีงเชือ้ทีย่ดึเกาะกบัผวิของหลุมทดลอง หลงัจากนัน้
ลา้งแต่ละหลุมดว้ย 0.9% Normal Saline Solution (NSS) โดยท าซ ้า 3 รอบ แลว้ทิง้ไว้
ใหแ้หง้ เมือ่แหง้แลว้จงึใส่สารละลาย crystal violet (0.2%) ปรมิาณ 120 ไมโครลติร ทิง้
ไว2้ ชัว่โมงจงึลา้งออก และทิง้ไวใ้หแ้หง้ เมือ่แหง้จงึใส่ Acetone-Ethanol solution ลง
ในแต่ละหลุม และเขยา่ที ่ 100 รอบ/นาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้จงึมา
วดัค่าความเขม้ขน้สดีว้ยเครื่อง spectrophotometry ที ่OD 595 nm เชือ้หนึ่งสายพนัธุ์
จะถูกใส่ใน 3 หลุมของแต่ละ 96-well plate โดยท าซ ้า 2 plates (duplication) 

 
2.8 การวดัค่าระดบัการสร้างไบโอฟิลมช์องเช้ือท่ีเจริญใน Calgary Biofilm 
Device 

เพาะเลีย้งไบโอฟิลมต์ามวธิขีอ้ 2.5 เมือ่ครบก าหนด น า plate cover with pegs 
ไปลา้งใน 96-well plate ทีม่ ี NSS ท าซ ้า 3 ครัง้ แลว้สามารถน า peg ไปทดสอบต่อ 
หรอืไปวดัค่าการสรา้งไบโอฟิลมโ์ดยการใส่ใน 96-well plate ทีม่ ี 0.2% crystal violet 
120 uL ทิง้ไว ้2 ชัว่โมงจงึลา้งออก และทิง้ไวใ้หแ้หง้ เมื่อแหง้จงึเปลีย่นมาใส่ใน 96-well 
plate อกีอนัหน่ึงทีม่ ี Acetone-Ethanol solution (120 uL) ในแต่ละหลุม และเขยา่ที ่
100 รอบ/นาท ี ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง แลว้จงึมาวดัค่าความเขม้ขน้สดีว้ย
เครือ่ง spectrophotometry ที ่OD 595 nm 
 
2.9 การหาปริมาณเช้ือท่ีเจริญบน Calgary Biofilm Device 

น า peg ทีผ่่านการทดสอบไป  sonicate ใน NSS เป็นเวลา 5 นาท ี จากนัน้ 
serial dilute แลว้น า 100 ไมโครลติรไปเพาะเลีย้งใน nutrient agar โดยบ่มที ่37 องศา
เซลเซยีสเป็นเวลาหนึ่งคนื 
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2.10 การวดัค่าระดบัการสร้างไบโอฟิลมข์องเช้ือท่ีเจริญใน Modified Coupon-
Holder Biofilm Device 

หลงัจากทีไ่ดไ้บโอฟิลมเ์จรญิบน coupon จากขัน้ตอนที ่ 2.6 ไบโอฟิลมบ์น 
coupon จะถูกน าไปลา้งใน NSS 3 ครัง้ เพื่อก าจดัเซลลท์ีไ่มไ่ดเ้กาะกบัพืน้ผวิ coupon 
ออก แลว้สามารถน า coupons ไปทดสอบต่อได ้ การวดัค่าไบโอฟิลมบ์น coupon ท า
โดยยอ้มไบโอฟิลมด์ว้ย 0.2% crystal violet นาน 2 ชัว่โมง จากนัน้ลา้งสสี่วนเกนิออก 
แลว้ใส่ coupon ลงใน 5-mL Eppendorf tube และใส่ Acetone-Ethanol solution 3 mL 
และเขยา่ที ่100 รอบต่อนาท ีจากนัน้น าไปวดัค่า OD 595 nm 

 
2.11 การทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมส าหรบัการสร้างไบโอฟิลม ์

เพาะเลีย้งไบโอฟิลมด์งัวธิขีอ้ 2.4 โดยเปลีย่นอาหารเลีย้งเชือ้เป็นอาหารที่
ตอ้งการทดสอบดงันี้ 

1. Cation-adjusted Muller Hinton broth (CAMHB) 
2. Trypticase Soy broth (TSB) 
3. Trypticase Soy broth supplemented with 2% glucose (TSB-G) 

น าเชือ้บ่มที ่37 องศเซลเซยีส เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เมือ่ครบตามเวลาที่
ก าหนด จงึท าการลา้งและยอ้มดว้ย crystal violet solution และวดัความค่า OD 595 
nm ตามวธิขีอ้ 2.7 

 
2.12 การทดสอบความทนทานของเช้ือต่อความแห้ง 

เพาะเลีย้งเชือ้ทีต่อ้งการทดสอบบน HBA จากนัน้น า 2-3 โคโลนีของเชือ้ใส่ใน 
0.9% NSS ปรมิาณ 2 มลิลลิติร จากนัน้ใชไ้มพ้นัส าล ี(sterile) จุม่แลว้น ามา streak ให้
ทัว่ทัง้ HBAแลว้น าไปบ่มที ่37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 18  ชัว่โมง เมือ่เชือ้เจรญิด ีแบ่ง
เชือ้ออกเป็นส่วนเท่ากนั ใช้ไมพ้นัส าล ี (sterile) ป้ายเชือ้ทีแ่บ่งลงบน sterile petri dish 
ขนาดเสน้ผ่าศูนยก์ลาง 5 เซนตเิมตร แลว้น าเชือ้ใส่กล่องทบึแสง เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง 
ตามเวลาทีต่อ้งการทดสอบคอื 3, 6, 12, 24 ชัว่โมง และ 2, 3, 6, 7, 14 และ 21 วนั 
เมือ่ครบก าหนดตามระยะเวลาทีต่อ้งการทดสอบ จงึใส่ 0.9% NSS ปรมิาณ 2 มลิลลิติร
ลงในตวัอยา่ง และน าตวัอยา่งมาเพาะเลีย้งบน Nutrient agar (NA) เพื่อนบัจ านวน
แบคทเีรยี 
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2.13 การทดสอบการท าลายเช้ือท่ีเจริญในรปูแบบไบโอฟิลมโ์ดยรงัสียวีู  
เพาะเลีย้งเชือ้ตามวธิขีอ้ 2.5 เมือ่ครบก าหนดเวลา ลา้งเชือ้ส่วนทีเ่กนิจากไบโอ

ฟิลมอ์อกดว้ย 0.9% NSS หลงัจากนัน้น า peg ทีม่ไีบโอฟิลมข์องเชือ้แต่ละชนิดไป
ทดสอบภายใตส้ภาวะทีต่อ้งการศกึษาคอื 

1. UV Sterilization Cabinet (M-2036 Double UV Sterilizer) (รปู 2.3) โดยวาง
ใหห้่างจากแหล่งก าเนิดรงัส ี UV 20 เซน็ตเิมตร ซึง่จะมคีวามเขม้แสงเฉลีย่ที ่
500 W/cm2 

2. Biosafety cabinet class II with UV lamp (SafeFastTM) (รปู 2.4) โดยวางให้
ห่างจากแหล่งก าเนิดรงัส ีUV 50 เซน็ตเิมตร ซึง่จะมคีวามเขม้แสงเฉลีย่ที ่ 125 
W/cm2 
โดยทดสอบทีเ่วลา 30 นาท ี1, 2 และ 3 ชัว่โมง เมือ่ครบตามเวลาทีก่ าหนด น า 

peg มาใส่ใน 96-well plate ทีบ่รรจ ุ 0.9% NSS และน าไปใส่ในเครือ่ง sonicator เป็น
เวลา 5 นาท ีและน ามาเขย่าต่อบนเครือ่ง orbital shaker ที ่600 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 
5 นาท ี เพื่อใหไ้บโอฟิลมห์ลุดออกจาก peg หลงัจากนัน้จงึน าเชือ้ใน 0.9% NSS ไป
เพาะบน NA เพื่อนบัปรมิาณโคโลนี รว่มกบัเชื้อทีเ่จรญิบน peg ทีไ่มไ่ดผ้่านการท าลาย
ดว้ยรงัส ี UV (control) การทดลองท าแบบ duplicate โดยเชือ้แต่ละชนิดจะเจรญิบน 
peg จ านวน 2 แท่งบนแต่ละ plate นอกจากนัน้น า peg มาวดัปรมิาณไบโอฟิลมด์ว้ยวธิ ี
2.8 

 

 
 

รปูที ่2.5 UV Sterilizer 
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รปูที ่2.6 Biosafety Cabinet (Class II) with Internal UV Lamp (SafeFastTM) 
 
 

2.14 การทดสอบการท าลายเช้ือท่ีเจริญในรปูแบบไบโอฟิลมโ์ดย Steam 
Sterilization  

เพาะเลีย้งเชือ้ตามวธิขีอ้ 2.6 เมือ่ครบก าหนดเวลา ลา้งเชือ้ส่วนทีเ่กนิจากไบโอ
ฟิลมอ์อกดว้ย 0.9% NSS หลงัจากนัน้น า coupons ทีม่ไีบโอฟิลมข์องเชือ้แต่ละชนิดไป
ทดสอบภายใตส้ภาวะทีต่อ้งการศกึษาคอื 

1. Autoclave ที ่121oC 15 นาท ี15 psi 
2. แช่ใน Biofilm Removal Multi-Enzymes (3MTM) 3 ชัว่โมงที ่45oC ตามดว้ย 
Autoclave ที ่121oC 15 นาท ี15 psi 

 โดยเมือ่ครบก าหนดเวลา ท าการวดัค่าปรมิาณไบโอฟิลมด์ว้ยวธิขี้อ 2.10 
เปรยีบเทยีบกบัปรมิาณไบโอฟิลมข์องกลุ่ม positive control คอืมเีชือ้ในรปูแบบไบโอ
ฟิลมท์ีไ่มไ่ดผ้่านการนึ่งดว้ยหมอ้นึ่งแรงดนัไอน ้า และท าการเพาะเลีย้งเชือ้จากตวัอยา่ง 
หลงัการแช่ดว้ย Biofilm Removal Multi-Enzyme และหลงัการ Autoclave 
 

 2.15 การดลูกัษณะไบโอฟิลมด้์วย Scanning electron microscope 
 น าไบโอฟิลมจ์ากขอ้ 2.4 และทีผ่่านการทดสอบตามขอ้  2.13 มาแช่ใน 3% 
Glutaraldehyde with 0.15% Alcian blue ใน 0.2M Sodium cacodylate เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง แลว้ลา้งออกดว้ย 0.2M Sodium cacodylate buffer แลว้ท าการ dehydration 
ใน serial dilution ของ ethanol ที ่ 30%, 50%, 70%, 95% อยา่งละ 5 นาท ี และใน 
100% Ethanol 5 นาท ี 2ครัง้ และแช่ใน HMDS (Hexamethyldisilazane) 5 นาท ี
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จากนัน้จงึปล่อยใหแ้หง้ใน silica gel container เป็นเวลาหนึ่งคนืก่อนน าไป sputter 
coat with gold particle (Polaron SC7640 Sputter Coater, Fisons Instrument) และ
ดดูว้ยกลอ้ง scanning electron microscope (JEOL) ทีห่ าลงัขยาย 5000 และ 10,000 
เท่า 
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3. รายงานผลการทดลอง 
3.1 การเจริญในรปูแบบไบโอฟิลมข์องเช้ือชนิดและสายพนัธุต่์างๆ 

Microplate assay เป็นการวดัปรมิาณของเชื้อที่ยดึเกาะกับพื้นผวิ โดยเมื่อ
เพาะเลีย้งเชือ้ใน microplate เชือ้บางส่วนจะยดึเกาะกบัผวิของหลุมและสรา้งเป็นไบโอ
ฟิลม์ การวดัปรมิาณการสรา้งไบโอฟิลมส์ามารถท าได้โดยล้างเชื้อที่ไม่ยดึเกาะกบัผวิ 
(planktonic cells) ออกและยอ้มดว้ยส ีcrystal violet ซึง่สจีะตดิเฉพาะเชือ้ทีย่งัคงเกาะ
ยดึอยู่ภายในผวิของหลุม เมื่อท าการ decolorization ส ีcrystal violet ดว้ยสารละลาย 
Acetone-Ethanol และน าไปวดัค่าความเขม้แสง (OD 595 nm) ค่าดงักล่าวจะแปรผนั
กบัปรมิาณไบโอฟิลมท์ีเ่ชือ้แต่ละชนิดสรา้ง ตารางที ่3.1 และตารางที ่3.2 แสดงค่า OD 
595 nm ของเชือ้ Gram-positive และ Gram-negative ตามล าดบั โดยเพาะเลีย้งเชือ้ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิดคอื Cation-adjusted Muller Hinton broth (CAMHB), 
Trypticase soy broth (TSB) และ Trypticase soy broth supplemented with 2% 
glucose (TSB-G) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

จากเชื้อที่น ามาทดสอบจ านวน 16 ตัวอย่าง ดังตาราง 2.1 พบว่า ในกลุ่ม 
Gram-positive bacteria เชื้อ S. aureus สายพนัธุ์มาตรฐาน มคีวามสามารถในการ
สรา้งไบโอฟิลมม์ากทีสุ่ดเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเชือ้ S. epidermidis และเชือ้ S. aureus ที่
แยกไดจ้ากสิง่ส่งตรวจ และเมื่อเปรยีบเทยีบเชือ้ S. aureus สายพนัธุท์ีแ่ยกไดจ้ากสิง่ส่ง
ตรวจ จ านวน 6 ตวัอย่าง (MSSA-1, MSSA-2, MRSA-1, MRSA-2, MRSA-3 และ 
MRSA-4) เชือ้ MRSA-3 มคีวามสามารถในการสรา้งไบโอฟิลมม์ากที่สุด ดงัแสดงใน
ตารางที ่3.1 และรปูที ่3.1 ซึง่เมือ่เปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ของ OD595 nm ของเชือ้ทีเ่จรญิ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด โดยใช้ ANOVA พบว่า เชื้อ S. aureus, MSSA-1, 
MRSA-1, MRSA-2, MRSA-3 และ MRSA-4 เจรญิในรปูแบบไบโอฟิลมไ์ดม้ากทีสุ่ด
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p < 0.05) เมื่อเปรยีบเทยีบกบัอาหารเลีย้งเชือ้อื่น ในขณะที ่
S. epidermidis เจรญิไดด้ทีีสุ่ดใน TSB 

 
ตารางที ่ 3.1 ปรมิาณไบโอฟิลม ์ (แสดงเป็นค่า OD595nm) ของ Gram-positive 

bacteria  
Culture 
Media 

Gram Positive Bacteria 
S. aureus S. epidermidis MSSA-1 MSSA-2 MRSA-1 MRSA-2 MRSA-3 MRSA-4 

CAMHB 0.160 0.162 0.057 0.056 0.051 0.059 0.067 0.053 
TSB 0.084 0.275 0.080 0.183 0.067 0.078 0.081 0.075 
TSB-G 0.386 0.102 0.208 0.185 0.164 0.199 0.258 0.164 

 
ส าหรบัเชือ้ในกลุ่ม Gram-negative bacteria เชือ้ P. aeruginosa มี

ความสามารถในการสรา้งไบโอฟิลมม์ากทีสุ่ดเมือ่เปรยีบเทยีบกบัเชือ้ A. baumannii 
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และเชือ้ E. coli ทัง้สายพนัธุม์าตรฐานและทีแ่ยกไดจ้ากสิง่ส่งตรวจ และเมือ่เปรยีบเทยีบ
เชือ้ E. coli สายพนัธุท์ีผ่ลติ ESBL จ านวน 5 ตวัอยา่ง (ESBL-1, ESBL-2, ESBL-3, 
ESBL-4 และ ESBL-5) เชือ้ ESBL-2 มคีวามสามารถในการสรา้งไบโอฟิลมม์ากทีสุ่ด 
ดงัแสดงในตารางที ่3.2 และรปูที ่3.1  

 
ตารางที ่ 3.2 ปรมิาณไบโอฟิลม ์ (แสดงเป็นค่าOD595nm) ของ Gram-negative 

bacteria  
Culture 
Media 

Gram Negative Bacteria 
A. baumannii P. aeruginosa E. coli ESBL-1 ESBL-2 ESBL-3 ESBL-4 ESBL-5 

CAMHB 0.045 0.199 0.052 0.041 0.047 0.045 0.045 0.044 
TSB 0.054 0.091 0.055 0.047 0.062 0.044 0.052 0.050 
TSB-G 0.062 0.183 0.045 0.046 0.067 0.044 0.048 0.045 

 
เมื่อเปรยีบการเจรญิเตบิโตในรปูแบบไบโอฟิลมข์องเชื้อในอาหรเลีย้งเชื้อชนิด

ต่างๆ พบว่า Trypticase soy broth supplemented with 2% glucose ท าใหเ้ชือ้ส่วน
ใหญ่สรา้งไบโอฟิลมไ์ดม้ากทีสุ่ด ยกเวน้เชือ้ S. epidermidis และ เชือ้ P. aeruginosa ที่
สามารถสรา้งไบโอฟิลมไ์ด้ดทีี่สุดใน Trypticase soy broth และ Cation-adjusted 
Muller Hinton broth ตามล าดบั (รปูที ่3.1) 



 

  
 

รปูที ่3.1 แผนภมูเิปรยีบเทยีบปรมิาณไบโอฟิลมท์ี ่48 ชัว่โมง ของเชือ้ชนิดและสายพนัธุต่์างในอาหารเลีย้งเชือ้ทีต่อ้งการทดสอบ  
Error bar แสดงถงึค่า standard error of mean * p value < 0.05  
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3.2 ความทนทานของเช้ือต่อความแห้ง 
เมื่อน าเชื้อมาทดสอบบนความแห้งเป็นระยะเวลาตัง้แต่ 3 ชัว่โมงถงึ 21 วนั 

พบว่า เชือ้ Gram-positive bacteria ทุกสายพนัธุท์ี่น ามาทดสอบสามารถมชีวีติไดถ้งึ 
14 วนั โดยเฉพาะเชือ้ S. aureus, S. epidermidis สายพนัธุม์าตรฐานและเชือ้ MSSA-1 
และ MRSA-3 ทีส่ามารถมชีวีติไดถ้งึ 21 วนัในสภาวะแหง้ทีไ่ม่มสีารอาหารหรอืน ้า (รปู
ที่ 3.2) ในขณะที่เชื้อ Gram-negative bacteria มคีวามสามารถในการทนทานต่อ
สภาวะแหง้อยู่เพยีง 7 วนั โดยเชือ้ E. coli และ P. aeruginosa สายพนัธุม์าตรฐาน
สามารถทนทานต่อสภาวะดงักล่าวไดเ้พยีง 3 ชัว่โมงและ 3 วนั ตามล าดบั (รปูที ่3.3) 
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รปูที ่3.2 ความทนทานของ Gram-positive bacteria ต่อความแหง้ 
แกน X แสดงถงึปรมิาณเชือ้ (cells/mL) แกน Y แสดงระยะเวลา 

 
 
 

 
 

รปูที ่3.3 ความทนทานของ Gram-negative bacteria ต่อความแหง้ 
แกน X แสดงถงึปรมิาณเชือ้ (cells/mL) แกน Y แสดงระยะเวลา 
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เมือ่พจิารณาที ่ 3 ชัว่โมง พบว่าเชือ้ทุกสายพนัธุย์งัคงมชีวีติรอด โดยมอีตัรา
การรอดชวีติดงัตารางที ่ 3.3 โดยพบว่าในกลุ่ม Gram-positive เชือ้ MRSA-4 สามารถ
ทนไดด้ ี ในขณะทีม่เีพยีง 4.4 เปอรเ์ซน็ตข์องเชือ้ E. coli สายพนัธุม์าตรฐานทีท่นทาน
ต่อความแหง้ไดใ้นระยะเวลาดงักล่าว และเป็นทีน่่าสงัเกตุว่าเชือ้ A. baumannii มกีาร
เพิม่จ านวนมากขึน้เมือ่เทยีบกบัเวลาเริม่การทดลอง  

  
ตารางที ่3.3 จ านวนเชือ้ทีเ่วลา 0 และ 3 ชัว่โมงเมือ่ทดสอบในสภาวะแหง้  

Tested Bacteria 
Number of bacterial cells (cells/mL) Percent of survival 

cells  0 hr 3 hr 
S. aureus 3000000 1215000 40.5 
S. epidermidis 2240000 1770000 79.0 
MSSA-1 2210000 615000 27.8 
MSSA-2 24500000 14000000 57.1 
MRSA-1 22500000 10000000 44.4 
MRSA-2 320000 75000 23.4 
MRSA-3 33000000 12000000 36.4 
MRSA-4 3255000 3000000 92.2 
A. baumannii 170000 595000 350.0 
P. aeruginosa 395000 150000 38.0 
E. coli 340000 15000 4.4 
ESBL-1 3125000 1855000 59.4 
ESBL-2 5850000 2505000 42.8 
ESBL-3 2985000 2150000 72.0 
ESBL-4 2920000 1150000 39.4 
ESBL-5 2620000 935000 35.7 
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3.3 เช้ือสายพนัธุส์ าหรบัการทดสอบการท าลายโดยรงัสียวีู 
การคดัเลอืกสายพนัธุท์ีแ่ยกไดจ้ากสิง่ส่งตรวจพจิารณาจากความสามารถใน

การสรา้งไบโอฟิลม ์ (ปจัจยัหลกั) และความสามารถในการทนต่อความแหง้ (ปจัจยัรอง) 
ซึง่จากผลการทดลองในขอ้ 3.1 และ 3.2 แสดงใหเ้หน็ว่าเชือ้ MRSA-3 และ ESBL-2 
มคีวมาสามารถในการสรา้งไบโอฟิลมไ์ดด้ทีีสุ่ดเมือ่เทยีบกบัเชือ้ในกลุ่ม Clinical 
isolates Gram-positive และ Gram-negative bacteria ตามล าดบั รวมทัง้มคีวาม
ทนทานต่อสภาวะแหง้ได ้ จงึคดัเลอืกเชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุม์าท าการทดสอบรว่มกบัเชือ้
สายพนัธุม์าตรฐานอกี 5 ชนิด โดยเลอืกใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ชนิดทีท่ าใหเ้กดิการเจรญิ
แบบไบโอฟิลมม์ากทีสุ่ดส าหรบัเชือ้แต่ละชนิด (ตามผลการทดลองขอ้ 3.1) ดงัแสดงใน
ตารางที ่3.4 

 
ตารางที ่3.4 เชือ้ทีถู่กน ามาทดสอบความทนทานต่อรงัสยีวูแีละอาหารเลีย้งเชือ้ 
 Tested Bacteria Culture Media 

Gr
am

 
Po

sit
ive

  S. aureus TSB-G 
S. epidermidis TSB 
MRSA-3 TSB-G 

Gr
am

 N
eg

ati
ve

  A. baumannii TSB-G 
P. aeruginosa CAMHB 
E. coli TSB-G 
ESBL-2 TSB-G 
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3.4 ผลการท าลายเช้ือในรปูแบบไบโอฟิลมข์องรงัสียวีู  
เมื่อเลี้ยงเชื้อที่ต้องการทดสอบดงัในตารางที่ 3.4 ตามวธิใีนข้อ 2.5 จะได้เชื้อ

เจรญิเตบิโตรปูแบบไบโอฟิลมบ์น peg ในปรมิาณทีแ่ตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชนิดของเชื้อ 
รปูที ่3.4 เป็นการยอ้มดว้ย crystal violet solution เพื่อใหเ้หน็ถงึไบโอฟิลมท์ีเ่จรญิอยู่
บน peg 

 

 
 
รปูที ่3.4 ไบโอฟิลมข์องเชือ้แบคทเีรยีทีเ่จรญิเตบิโตบน peg 
1 = S. aureus  2 = S. Epidermidis 3 = MRSA-3   
4 = A. Baumannii 5 = P. aeruginosa 6 = E. coli 7 = ESBL-2 
8 = Control (TSB-G broth) 

 
ปรมิาณของเชือ้แต่ละชนิดทีเ่จรญิแบบไบโอฟิลมบ์น peg ไดถู้กแสดงไวใ้น

ตารางที ่ 3.5 และตารางที ่ 3.6 (ที ่ 0 นาท)ี โดยพบว่าเชือ้ P. aeruginosa มปีรมิาณ
เซลลท์ีป่ระกอบเป็นไบโอฟิลมจ์ านวนมากทีสุ่ด (2,065,000 เซลล)์ เมือ่น าไบโอฟิลมท์ี่
เจรญิอยูบ่น peg ไปทดสอบใน UV sterilizer และ Biosafety cabinet with UV lamp ที่
เวลา 1, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120, 180 นาท ีโดยเมื่อครบก าหนดเวลา ไดถู้กน ามา
เพาะเลีย้งเพื่อวดัปรมิาณของเชือ้ พบว่า ใน Biosafety cabinet with UV lamp เชือ้ A. 
baumannii ถูกท าลายที ่ 1 นาท ี เชือ้ S. aureus, S. epidermidis, MRSA, ESBL-
producing E. coli ถูกท าลายที ่5 นาท ีในขณะที ่E. coli ถูกท าลายที ่20 นาท ีและ ตอ้ง
ใชเ้วลาถงึ 30 นาทใีนการท าลายเชือ้ P. aeruginosa ทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลม ์
(ตารางที ่3.5 และรปูที ่3.5)  
 

 

1 3 4 5 6 7 2 8 

Gram positive isolates Gram negative isolates 
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ตารางที ่ 3.5 ปรมิาณเชือ้ในรปูแบบไบโอฟิลมก่์อนและหลงัการไดร้บัรงัสยีวูจีากเครื่อง 
Biosafety cabinet 
 

Isolates 
Number of vital cells in each time point (cells) 

0 min 1 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min 60 min 120 min 180 min 

S. aureus 205000 13700 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. epidermidis 110000 72 0 0 0 0 0 0 0 0 

MRSA 95000 186.5 0 0 0 0 0 0 0 0 

A. baumannii 293500 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

P. aeruginosa 2065000 360000 7200 2000 900 800 0 0 0 0 

E. coli 565000 12950 900 140 50 0 0 0 0 0 

ESBL-
producing E. 
coli 

1200000 1100 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
 

 
รปูที ่3.5 กราฟแสดงปรมิาณเชือ้หลงัไดร้บัรงัส ีUV ใน Biosafety cabinet ทีเ่วลาต่างๆ 

 
ส่วนใน UV sterilizer เชือ้ A. baumannii และ MRSA ถูกท าลายที ่1 นาท ีเชือ้ 

S. aureus, S. epidermidis, และ ESBL-producing E. coli ถูกท าลายที ่5 นาท ีในขณะ
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ทีต่อ้งใชเ้วลาถงึ 20 นาทใีนการท าลายเชือ้ E. coli และ P. aeruginosa ทีเ่จรญิใน
รปูแบบไบโอฟิลม ์(ตารางที ่3.6 และรปูที ่3.6) 

 
ตารางที ่ 3.6 ปรมิาณเชือ้ในรปูแบบไบโอฟิลมก่์อนและหลงัการไดร้บัรงัสยีวูจีากเครื่อง 
UV sterilizer 

Isolates 
Number of vital cells in each time point (cells) 

0 min 1 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min 60 min 120 min 180 min 

S. aureus 205000 311 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. epidermidis 110000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

MRSA 95000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

A. baumannii 293500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

P. aeruginosa 2065000 2000000 20000 140 100 0 0 0 0 0 

E. coli 565000 14200 146 177 100 0 0 0 0 0 

ESBL-
producing E. 
coli 

1200000 6 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
 

 
รปูที ่3.6 กราฟแสดงปรมิาณเชือ้หลงัไดร้บัรงัส ีUV ใน Biosafety cabinet ทีเ่วลาต่างๆ 
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เมือ่ท าการทดสอบวดัปรมิาณไบโอฟิลม ์(ซึง่สามารถเป็นเชื้อทีย่งัมชีวีติอยู่หรอื
เชือ้ทีต่ายแลว้) พบว่า ปรมิาณไบโอฟิลมข์อง P. aeruginosa มปีรมิาณมากทีสุ่ด เมื่อท า
การทดสอบน าไบโอฟิลมไ์ปรบัรงัสยีูวจีาก Biosafety cabinet with UV และ UV 
sterilizer เป็นเวลา 30 นาท ีเปรยีบเทยีบกบัไบโอฟิลมท์ีไ่ม่ไดร้บัการฉายแสงเป็นเวลา 
30นาท ีพบว่า ปรมิาณไบโอฟิลมไ์ม่มคีวามแตกต่างกนั ดงัตารางที่ 3.7 และรูปที่ 3.7 
แสดงว่ารงัสอีลัตราไวโอเลต สามารถก าจดัเชื้อแบคทเีรยีได ้แต่ไม่สามารถก าจดัไบโอ
ฟิลม ์

 
 ตารางที ่3.7 ปรมิาณ Biofilms เปรยีบเทยีบก่อนและหลงัไดร้บัรงัสอีลัตราไวโอเลต 

Bacteria 

Crystal Stained Biofilms (OD595) 

Baseline Non-exposure 
UV exposure 

Biosafety Cabinet 
UV 

Sterilizer 
S. aureus 0.68 0.71 0.76 0.72 

S. epidermidis 0.61 0.79 0.72 0.71 

MRSA 0.47 0.47 0.46 0.47 

A. baumannii 0.83 0.79 0.93 0.85 

P. aeruginosa 2.79 2.34 3.24 2.79 

E. coli 2.36 2.13 3.03 2.51 

ESBL-producing E. coli 0.59 0.64 0.87 0.76 
 

 
 รปูที ่3.7 กราฟแสดงปรมิาณ Biofilms เปรยีบเทยีบก่อนและหลงัไดร้บัรงัสยีวู ี
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 เมือ่น าไบโอฟิลมข์องเชือ้ S. aureus, S. epidermidis, E. coli และ P. 
aeruginosa ไปดใูตก้ลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอน โดยเปรยีบเทยีบลกัษณะไบโอฟิลมก่์อน
และหลงัการไดร้บัรงัสอีลัตราไวโอเลต พบว่า รปูรา่งของเซลลข์องทัง้ทีไ่ดร้บัและไมไ่ด้
รบัรงัสยีวูไีมแ่ตกต่างกนั แต่ปรมิาณของ Extracellular Polymeric Substance (EPS) 
ทีย่ดึและห่อหุม้เซลลใ์นตวัอยา่งทีไ่ดร้บัรงัส ี มปีรมิาณน้อยกว่าตวัอยา่งทีไ่มไ่ดร้บัรงัส ี
อยา่งไรกต็ามปรมิาณของ EPS matrix ดงักล่าวไมส่ามารถวดัเป็นค่าได ้ 

 
 

  

 

  

รปูที ่3.8 (ค าอธบิายในหน้าถดัไป) 

C D 

B A 
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รปูที ่ 3.8 Scanning electron micrographs of: (A) S. aureus no-UV-exposure; (B) S. 
aureus with 30-minutes UV exposure; (C) S. epidermidis no-UV-exposure; (D) S. 
epidermidis with 30-minutes UV exposure; (E) E. coli no-UV-exposure; (F) E. coli with 
30-minutes UV exposure; (G) P. aeruginosa no-UV-exposure; (H) P. aeruginosa with 30-
minutes UV exposure. All images were x5000 magnification. 
 
  

E F 

G H 
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3.5 การพฒันาวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือในรปูแบบไบโอฟิลมใ์นรปูแบบใหม่ 
เนื่องจากในการเลีย้งไบโอฟิลมโ์ดย Calgary Biofilm Device ไบโอฟิลมจ์ะ

เจรญิเตบิโตบน polystyrene ซึง่ไมส่ามารถทนความรอ้นจากการ Autoclave ได ้
นอกจากนัน้ ไบโอฟิลมบ์นหนึ่ง plate cover ทีป่ระกอบดว้ย 96 pegs นัน้สามารถ
ถูกน าไปทดสอบไดเ้พยีงหนึ่งการทดสอบ การศกึษานี้จงึไดพ้ฒันาโมเดลใหมเ่พื่อ
การเพาะเลีย้งบนวสัดุทีท่นทานต่อความรอ้นและการ Autoclave รวมทัง้สามารถ
น าไบโอฟิลมไ์ปทดสอบไดห้ลากหลายมากขึน้  

จากหลกัการของการเกดิไบโอฟิลม ์ คอืตอ้งม ี surface ใหร้องรบัการ
เจรญิเตบิโตของเชือ้ การศกึษานี้จงึไดป้ระยกุตก์ารเลีย้งไบโอฟิลมโ์ดย Calgary 
Biofilm Device (CBD) กบัใน CDC Biofilm Reactor (รปูที ่2.3) โดย CBD อาศยั 
peg ทีจุ่ม่ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ เป็น surface ใหเ้ชือ้มาเกาะ (attachment) และ
เจรญิต่อไปเป็นไบโอฟิลม ์ในขณะท ีCDC Biofilm Reactor อาศยั coupon ทีถู่กยดึ
ดว้ย coupon holders (รปูที ่2.3) เป็น surface ใหเ้ชือ้ยดึเกาะ และใส่ใน vessel ที่
มอีาหารเลีย้งเชือ้ และวางบน magnetic stirrer เพื่อ create แรงเฉื่อยใหอ้าหาร
เลีย้งเชือ้ไหลวน  

การศกึษานี้ใช ้6-well plate รว่มกบั 12-mm insert (Transwell®, Corning 
Incorporated) โดยใหม้ ี insert เพื่อใชว้าง coupons (BioSurface Technologies 
Corporation, USA) ดงัรปูที ่3.9 โดยใช ้coupons ทีผ่ลติจาก Polycarbonate และ 
Stainless Steal ซึง่ทนทานต่อการ Autoclave ซึง่จากรปูที ่3.10 เป็นแผนภาพการ
ท างานของวธิกีารเพาะเลีย้งไบโอฟิลมท์ีพ่ฒันาขึน้ระหว่างการศกึษานี้ โดยเหน็ว่า 
coupon เป็น surface ทีส่มัผสักบัอาหารเลีย้งเชือ้ และเมือ่เพาะบ่มเชือ้ในตูบ้่ม
รว่มกบัการเขยา่ที ่40 รอบต่อนาท ีจะเกดิ “flow” หรอื “shearing force” กระตุน้ให้
เชือ้ทีเ่กาะบน surface เจรญิในรปูแบบไบโอฟิลม ์ รปูที ่ 3.11 และรปูที ่ 3.12 
แสดงไบโอฟิลมข์องเชือ้ S. aureus ทีเ่จรญิบน Stainless Steel Coupon และ 
Polycarbonate Coupon ตามล าดบั เรยีกโมเดลทีพ่ฒันาขึน้มาในการศกึษานี้ว่า 
“Modified Coupon-Holder Biofilm Device” 
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รปูที ่3.9 Stainless Steel Coupon บน Coupon holder insert ใน 6-well plate 

 

 
รปูที ่3.10 แผนภาพแสดงการท างานของวธิกีารเพาะเลีย้งไบโอฟิลมใ์น Modified Coupon 

Holder Biofilm Device 
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รปูที ่3.11 ไบโอฟิลมข์องเชือ้ S. aureus ทีเ่จรญิบน Stainless Steel Coupon  

 

 
รปูที ่3.12 ไบโอฟิลมข์องเชือ้ S. aureus ทีเ่จรญิบน Polycarbonate Coupon 
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3.6 ผลการก าจดัไบโอฟิลมด้์วยการน่ึงด้วยหม้ออดัแรงดนัไอน ้า (Steam 

Sterilization or Autoclave) 

Autoclave หรอืหมอ้นึ่งอดัแรงดนัไอน ้าจดัว่าเป็นอุปกรณ์ทมีปีระสทิธภิาพสูงสุด

ในการท าลายเชื้อ โดยสามารถท าลายเชือ้ในระดบัสปอร์ได้ อย่างไรก็ตาม ยงัขาด

ขอ้มลูเกีย่วกบัประสทิธภิาพของการท าลายไบโอฟิลม์ การศกึษานี้ไดน้ าเชือ้มาเลีย้ง

ในรปูแบบไบโอฟิลมโ์ดยใช ้Modified Coupon Holder Biofilm Device ทีพ่ฒันาขึน้ 

โดยเลีย้งไบโอฟิลมบ์น Polycarbonate coupon และ Stainless Steel coupon ซึง่

สามารถทนความรอ้นจาก steam sterilization ได ้โดยการศกึษานี้ไดท้ดสอบไบโอ

ฟิลมด์ว้ยการ Autoclave และผ่านการก าจดัดว้ย Multi-Enzymes Biofilm Removal 

(3MTM) ก่อนการ Autoclave หลงัจากนัน้น าตวัอย่างมาหา viability และยอ้มดู

ปรมิาณไบโอฟิลมด์้วย crystal violet ไดผ้ลดงัรปูที่ 3.13 เมื่อน ามาวดัค่าความ

เขม้ขน้แสงที ่OD595nm ตามวธิใีนขอ้ 2.10 โดยน าค่าทีไ่ด้มาหกัลบกบั negative 

control ซึง่คอืค่า OD595nm ของ crystal violet ที ่coupon ทีแ่ช่ในอาหารเลีย้งเชือ้

ทีไ่ม่มเีชือ้ (ตารางที ่3.8) ไดผ้ลเป็น adjusted OD595nm ดงัตารางที ่3.9 ส าหรบั 

Polystyrene coupons และตารางที ่3.10 ส าหรบั Stainless steel coupons โดย

พบว่า Steam sterilization ไม่สามารถก าจดัไบโอฟิลมไ์ด้ แต่เมื่อน ามาแช่ด้วย 

Biofilm Removal Multi-Enzymes ที ่45oc 3 ชัว่โมงก่อนน าไป autoclave พบว่า

สามารถลดไบโอฟิลมไ์ดจ้นต ่ากว่าระดบัของ negative control หรอืลดไบโอฟิลมไ์ด้

สูงสุดถงึ 100% (ตารางที่ 3.9 และ 3.10) เมื่อท าการเพาะเชือ้จากแต่ละขัน้ตอน

พบว่าการแช่ Biofilm Removal Enzyme ไมส่ามารถยบัยัง้เชือ้ได ้(ตารางที ่3.11) 

 

ตารางที ่3.8 ค่า Optical Density ที ่595 nm ของ crystal violet ทีใ่ชย้อ้ม negative 

control ซึง่คอื coupon ทีอ่ยูใ่นอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดต่างๆ 

Tested Media 
Negative Control  

Polystyrene Stainless Steel 

TSB 0.119 0.045 

TSB with glucose supplement 0.145 0.02 

MHB 0.157 0.04 
  



     
รปูที ่3.13 ไบโอฟิลมบ์น coupons เปรยีบเทยีบระหว่าง Positive control, Autoclaved coupons และ Biofilm removal enzyme + Autoclaved coupons  

Positive control Autoclaved Biofilm removal enzyme + Autoclaved 



ตารางที ่3.9 Adjusted OD595nm ของความเขม้ขน้ของ crystal violet ทีย่อ้มตดิไบโอฟิลมบ์น 
Polystyrene coupons  

Tested Pathogens 
Biofilm on Polystyrene Coupons (OD595nm) 

Control Autoclave Biofilm Removal Multi-Enzymes (% reduction) 

S. aureus 0.385 3.262 -0.044  (100% ) 

MRSA 0.246 0.538 -0.051  (100% ) 

S. epidermidis 0.545 0.578 0.122  (77.6% ) 

E. coli 0.259 0.191 -0.04  (100% ) 

A. baumannii 0.278 0.421 -0.048  (100% ) 

P. aeruginosa 2.905 1.613 0.211  (92.7% ) 
 
ตารางที ่3.10 Adjusted OD595nm ของความเขม้ขน้ของ crystal violet ทีย่อ้มตดิไบโอฟิลมบ์น 
Stainless steel coupons 

Tested Pathogens 
Biofilm on Stainless Steel Coupons (OD595nm) 

Control Autoclave Biofilm Removal Multi-Enzymes (% reduction) 

S. aureus 0.098 3.28 -0.005  (100% ) 

MRSA 0.074 0.098 0.008  (89.2% ) 

S. epidermidis 0.148 0.113 0.005  (96.6% ) 

E. coli 0.064 0.069 0.012  (81.2% ) 

A. baumannii 0.046 0.08 0.004  (91.3% ) 

P. aeruginosa 3.348 2.43 0.079  (97.6% ) 

 
ตารางที ่3.11 ผลการเพาะเชือ้หลงัจาก Autoclave และ จาก Biofilm Removal Multi-Enzyme 

Pathogens Autoclave Biofilm Removal Enzyme 
S. aureus No growth Growth 
MRSA No growth Growth 

S. epidermidis No growth Growth 

E. coli No growth Growth 

A. baumannii No growth Growth 

P. aeruginosa No growth Growth 

S. aureus No growth Growth 
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4. วิเคราะหแ์ละสรปุผลการทดลอง 
โรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาลเป็นปญัหาส าคญัทีท่ าใหเ้กดิการสญูเสยีทรพัยากร

เป็นจ านวนมาก การลดอุบตักิารณ์ของภาวะตดิเชือ้ในโรงพยาบาลเป็นสิง่ส าคญัที่
บุคลากรทางสาธารณสุขในทุกระดบัจะตอ้งตระหนกั เชือ้แบคทเีรยีก่อโรคทีพ่บบ่อยใน
โรงพยาบาล ไดแ้ก่ Staphylococcus aureus, เชือ้กลุ่ม coagulase-negative 
staphylococci, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa และ Acinetobacter 
baumannii เป็นตน้6 โดยพบว่าเชือ้เหล่านี้มกัเจรญิเตบิโตในสิง่แวดลอ้มในรปูแบบไบโอ
ฟิลม ์ (Biofilms) ซึง่คอืการเจรญิเตบิโตของเชือ้ เมือ่เชือ้อยูร่ว่มกนัหลายเซลล ์ โดยที่
เซลลบ์างส่วนจะยดึเกาะกบัพืน้ผวิและบางส่วนจะเจรญิเป็นโครงสรา้งจ าเพาะ และ
โครงสรา้งทัง้หมดจะถูกเคลอืบดว้ยสารโพลเีมอรท์ีเ่ชือ้ผลติขึน้มา29 การเจรญิเตบิโตของ
เชือ้ในรปูแบบไบโอฟิลมน์ี้ พบไดท้ัว่ไปในสิง่แวดลอ้มทัว่ไปรวมทัง้ในโรงพยาบาล เช่น 
ระบบท่อน ้า อ่างลา้งมอื หรอืแมก้ระทัง้พบในระบบท่อช่วยหายใจ (ventilator system) 
เป็นตน้17  ซึง่นอกจากไบโอฟิลมจ์ะเป็นแหล่งแพรเ่ชือ้ทีส่ าคญั ยงัพบว่าเชือ้ที่
เจรญิเตบิโตในรปูแบบน้ีมคีวามตา้นทานต่อยาปฏชิวีนะสงูขึน้ และอาจทนทานต่อการ
ถูกท าลายโดยน ้ายาฆ่าเชือ้ (antiseptics และ disinfectants) มากขึน้ดว้ย14 จากการ
พบว่าเชือ้ก่อโรคทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลมม์บีทบาทเกีย่วขอ้งกบัการเกดิโรคตดิเชือ้
ในโรงพยาบาล การคน้หาวธิกี าจดัไบโอฟิลมอ์ย่างมปีระสทิธภิาพจงึมคีวามส าคญัและ
เป็นอกีหนึ่งทางทีจ่ะช่วยลดอุบตักิารณ์ของภาวะตดิเชือ้ในโรงพยาบาล 

ปจัจบุนัรงัสอีลัตราไวโอเลตหรอืแสงยวูไีดถู้กน ามาใชใ้นการก าจดัเชือ้ 
โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมน ้าดื่ม30 นอกจากนัน้เทคโนโลย ี UV disinfection นี้ยงั
สามารถประยกุตใ์ชไ้ดก้บัโรงพยาบาล ดงัจะเหน็ไดจ้ากการในหอ้งผ่าตดั และ
หอ้งปฏบิตักิารทางชวีวทิยา เป็นตน้23 อยา่งไรกต็าม ขอ้มลูเกีย่วขอ้งกบัประสทิธภิาพ
ของการใชย้วูใีนการก าจดัเชือ้ก่อโรค โดยเฉพาะเชือ้ทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลมย์งัมไีม่
เพยีงพอ  คณะผูว้จิยัจงึไดท้ าการศกึษาถงึประสทิธภิาพของการใชร้งัสยีวูต่ีอการก าจดั
เชือ้ก่อโรคทีพ่บบ่อยในโรงพยาบาล ไดแ้ก่ Staphylococcus aureus, Streptococcus 
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa และ Acinetobacter 
baumannii โดยทดสอบกบัเชือ้ทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลม ์ 

จากการศกึษาโดยใช ้ 96-well microtiter plate ตามวธิขีอง Stepanovic และ
คณะพบว่าเชือ้กลุ่ม Gram positive bacteria ไดแ้ก่ S. aureus ทัง้สายพนัธุม์าตรฐาน
และ clinical isolates (ทัง้สายพนัธุ ์ Meticillin-sensitive และ Meticillin-resistant S. 
aureus) และเชือ้ S. epidermidis มคีวามสามารถในการสรา้งไบโอฟิลมไ์ดด้ ี เมือ่เทยีบ
กบัเชือ้กลุ่ม Gram negative bacteria โดยในกลุ่ม Gram negative bacteria พบว่าเชือ้ 
P. aeruginosa มคีวามสามารถในการสรา้งไบโอฟิลมม์ากทีสุ่ด ซึง่ผลการทดลองนี้กบั
รายงานของ Sanchez และคณะ (2013)31  
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เมือ่ทดสอบความสามารถในการด ารงชวีติของเชือ้ในสภาวะแหง้ ซึง่อาจเป็น
สภาวะแวดลอ้มทีพ่บไดจ้รงิบนพืน้ผวิของสิง่แวดลอ้มในโรงพยาบาล พบว่าเชือ้   S. 
aureus, S. epidermidis สายพนัธุม์าตรฐานและเชือ้ MSSA-1 และ MRSA-3 สามารถมี
ชวีติไดถ้งึ 21 วนัในสภาวะแหง้ทีไ่ม่มสีารอาหารหรอืน ้า ในขณะทีเ่ชือ้ Gram-negative 
bacteria เช่น A. baumannii มคีวามสามารถในการทนทานต่อสภาวะแหง้ได ้ 7 วนั 
ส่วนเชือ้ E. coli และ P. aeruginosa สายพนัธุม์าตรฐานสามารถทนทานต่อสภาวะ
ดงักล่าวไดเ้พยีง 3 ชัว่โมงและ 3 วนั ตามล าดบั  

จากการเลีย้งเชือ้เพื่อวดัปรมิาณไบโอฟิลมโ์ดยใช ้microtiter plate assay  และ 
Calgary Biofilm Device (CBD) นัน้ พบว่าเชือ้ S. aureus สรา้งไบโอฟิลมไ์ดม้ากทีสุ่ด
เมือ่ทดสอบดว้ย microtiter plate (รปูที ่ 3.1) ในขณะที ่P. aeruginosa มจี านวนเซลล์
มากทีสุ่ด ในไบโอฟิลมท์ีเ่จรญิบน peg (ตารางที ่3.3) ทัง้นี้เป็นทีท่ราบดวี่าเชือ้ทัง้สองมี
ความสามารถในการสรา้งไบโอฟิลม ์ แต่เนื่องจาก S. aureus เป็นเชือ้ non motile ไม่
สามารถเคลื่อนทีไ่ด ้ จงึสรา้งไบโอฟิลมไ์ดด้ทีีก่้นหลุมของ flat microtiter plate ซึง่เมือ่
เลีย้งใน CBD พบว่ามเีพยีงบางส่วนของเชือ้ทีย่ดึเกาะกบั peg แลว้เจรญิเป็นไบโอฟิลม ์
ในขณะทีเ่ชือ้ P. aeruginosa เป็นเชือ้ motile เคลื่อนทีไ่ดด้ ี จงึสามารถเคลื่อนทีม่ายดึ
เกาะกบัทัง้ที ่peg และทัง้ก้นหลุมของ  microplate  

เมือ่น าเชือ้สายพนัธุม์าตรฐานและเชือ้ clinical isolates ทีส่ามาถสรา้งไบโอ
ฟิลมไ์ดด้ทีีสุ่ด (เชือ้ MRSA-3 ส าหรบักลุ่ม Gram positive และเชือ้ ESBL-2 ส าหรบั
กลุ่ม Gram negative) มาเลีย้งใน Calgary Biofilm Device เพื่อใหเ้กดิไบโอฟิลมเ์จรญิ
บน pegs และน า pegs มาทดสอบความทนทานต่อรงัส ีUV ภายใตตู้ ้UV sterilizer ซึง่
มรีะยะห่างระหว่างเชือ้ทดสอบและแหล่งก าเนิดแสงประมาณ 20 เซน็ตเิมตร และ 
Biosafety cabinet (Class II) ซึง่มรีะยะห่างระหว่างเชือ้ทดสอบและแหล่งก าเนิดแสง
ประมาณ 50 เซน็ตเิมตร เป็นเวลาทัง้สิน้ 180 นาท ี พบว่าภายใตก้ารทดสอบดว้ยรงัสี
อลัตราไวโอเลตจากเครือ่ง Biosafety cabinet with UV เชือ้ A. baumannii ถูกท าลายที ่
1 นาท ีเชือ้ S. aureus, S. epidermidis, MRSA, ESBL-producing E. coli ถูกท าลายที ่
5 นาท ี ในขณะที ่ E. coli ถูกท าลายที ่ 20 นาท ี และ ตอ้งใชเ้วลาถงึ 30 นาทใีนการ
ท าลายเชือ้ P. aeruginosa ทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลม ์ส่วนใน UV sterilizer เชือ้ A. 
baumannii และ MRSA ถูกท าลายที ่ 1 นาท ี เชือ้ S. aureus, S. epidermidis, และ 
ESBL-producing E. coli ถูกท าลายที ่5 นาท ี ในขณะทีต่อ้งใชเ้วลาถงึ 20 นาทใีนการ
ท าลายเชือ้ E. coli และ P. aeruginosa ทีเ่จรญิในรปูแบบไบโอฟิลมไ์ดห้มด แสดงว่า 
รงัสอีลัตราไวโอเลตมปีระสทิธภิาพในการก าจดัเชือ้ถงึแมเ้ชือ้จะเจรญิในรปูแบบไบโอ
ฟิลม ์ ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาโดย Li และคณะ ทีพ่บว่า การฉายรงัสยีวูดีว้ยเครือ่ง 
UV-LED สามารถยบัยัง้เชือ้ Escherichia coli และ Candida albicans ทีเ่จรญิใน
รปูแบบไบโอฟิลมไ์ด้32 อยา่งไรกต็ามไมพ่บว่ามคีวามแตกต่างกนัระหว่างปรมิาณไบโอ
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ฟิลมจ์ากการวดัดว้ย crystal violet เปรยีบเทยีบจากตวัอยา่งก่อนและหลงัการไดร้บัรงัสี
อลัตราไวโอเลต และลกัษณะของไบโอฟิลมภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนระหว่าง
ตวัอยา่งทีไ่ดร้บัการฉายรงัสไีมแ่ตกต่างกบัตวัอยา่งทีไ่ม่ไดร้บัการฉายรงัสี แสดงว่ารงัสี
อลัตราไวโอเลตถงึแมจ้ะฆา่เชือ้ไดแ้ต่ไมส่ามารถก าจดัไบโอฟิลมไ์ด ้การศกึษานี้แสดงให้
เหน็ถงึความเป็นไปไดใ้นการประยกุตน์ ารงัสอีลัตราไวโอเลตมาใชใ้นการควบคุมเชือ้ใน
สิง่แวดลอ้มโรงพยาบาล แต่อาจมขีอ้จ ากดัในการน ามาใชใ้นการลดปรมิาณไบโอฟิลม ์
เช่นการน ารงัสอีลัตราไวโอเลตไปใชก้ าจดัไบโอฟิลมใ์น dental pipeline เป็นตน้ 
อยา่งไรกต็าม การศกึษานี้ไมไ่ดท้ดสอบประสทิธภิาพการท าลายเชือ้ของแหล่งก าเนิด
รงัสยีวูภีายในสิง่แวดลอ้มโรงพยาบาล เช่นภายในหอ้งผ่าตดัโดยตรง เนื่องจากขอ้จ ากดั
ดา้นความปลอดภยัทางชวีภาพ แต่ไดม้กีารศกึษาโดย Rutala และคณะพบว่า รงัสยีวูี
สามารถก าจดัเชือ้ S. aureus (MRSA) ในหอ้งพกัผูป้่วยไดม้ากกว่า 99.9% เมือ่วดั
ปรมิาณเชือ้ภายหลงัจากผูป้่วยทีต่ดิเชือ้ดงักล่าวไดอ้อกจากหอ้งพกั33 

Steam sterilization หรอื Autoclave หรอืหมอ้นึ่งอดัแรงดนัไอน ้า จดัเป็น
วธิกีารทมีปีระสทิธภิาพสงูสุดในการท าลายเชือ้ โดยสามารถท าลายเชือ้ในระดบัสปอร์
ได ้ อยา่งไรกต็าม ยงัขาดขอ้มลูเกีย่วกบัประสทิธภิาพของการท าลายไบโอฟิลม ์
การศกึษานี้ไดแ้สดงใหเ้หน็ว่า steam sterilization สามารถฆ่าเชือ้ในรปูแบบไบโอฟิลม์
ได ้ แต่ไมส่ามารถลดปรมิาณไบโอฟิลมไ์ด ้ การศกึษานี้ยงัไดศ้กึษาถงึประสทิธภิาพของ 
Multi-Enzymes Biofilm Removal (3MTM) พบว่า เมื่อน าตวัอยา่งไบโอฟิลมไ์ปแช่ใน 
Biofilm removal enzymes เป็นเวลา 3 ชัว่โมงก่อนการ Autoclave สามารถลด
ปรมิาณไบโอฟิลมไ์ดส้งูสุดถงึ 100% แต่การแช่ในน ้ายาดงักล่าวเพยีงอย่างเดยีวไม่
สามารถยบัยัง้หรอืฆา่เชือ้ได ้ 

โดยสรุปจะเหน็ว่า การควบคุมเชือ้ในโรงพยาบาลทัง้โดยการใชร้งัสี
อลัตราไวโอเลตหรอืการใชห้มอ้นึ่งแรงดนัไอน ้า เป็นวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพในการฆา่เชือ้ 
อยา่งไรกต็ามทัง้สองวธิไีมส่ามารถลดปรมิาณไบโอฟิลมไ์ด ้ ถงึแมไ้บโอฟิลมท์ีผ่่านการ
ฆา่เชือ้จะไม่มเีชือ้แพรก่ระจาย แต่โครงสรา้งของไบโอฟิลมท์ีม่ ี EPS matrix สามารถ
เป็นแหล่งซ่อนของเชือ้อื่นได ้ ดงัทีม่กีารรายงานพบเชือ้ Cryptosporidium parvum34 

และ Human herpes virus และ Coxsackievirus35 ในไบโอฟิลมแ์ละสามารถตดิต่อได ้ 
การศกึษานี้เป็นแนวทางเบือ้งตน้เพื่อหาวธิหีรอืมาตรการทีส่ามารถน ามาใชเ้พื่อ

ลดอุบตักิารณ์การเกดิโรคตดิเชือ้ในโรงพยาบาล การลดปรมิาณเชือ้โดยใชร้งัสยีวูแีละ
การก าจดัเชือ้ปนเป้ือนโดยการใชห้มอ้นึ่งอดัแรงดนัไอน ้าเป็นวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพ การใช้
สารเคมเีช่น Biofilm Removal Multi-Enzyme สามารถเพิม่ประสทิธภิายการก าจดัเชือ้
และไบโอฟิลมไ์ดม้ากขึน้  
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Output ท่ีได้จากโครงการ 

โครงการนี้ศกึษาวธิกีารที่สามารถน ามาช่วยลดการเกดิอุบตักิารณ์ของโรคตดิ
เชื้อในโรงพยาบาล ซึ่งเป็นปญัหาส าคญัทางสาธารณสุขในปจัจุบนั โดยเน้นการศกึษา
วธิกีารที่มกีารใช้อยู่คอื การใช้รงัสอีลัตราไวโอเลต และการใช้หมอ้นึ่งอดัแรงดนัไอน ้า 
โดยทดสอบต่อเชื้อก่อโรคในโรงพยาบาลที่ถูกเพาะเลี้ยงในรูปแบบไบโอฟิลม์ซึ่งเป็น
รปูแบบการเจรญิเตบิโตที่พบได้จรงิในสิง่แวดล้อมและเป็นรูปแบบที่สามารถก่อใหเ้กดิ
การแพร่กระจายได้ การศกึษานี้พบว่า วธิดีงักล่าวมปีระสทิธภิาพในการฆ่าเชือ้ แต่ไม่
สามารถก าจดัไบโอฟิลมไ์ด้ การน าสารเคมเีช่น  Multi-Enzymes Biofilm Removal 
(3MTM) มาใช้จะเพิม่ประสทิธภิาพในการก าจดัไบโอฟิลมก่์อนน าไปผ่านกระบวนการ 
steam sterilization  โดยสามารถลดปรมิาณไบโอฟิลมไ์ดสู้งสุดถงึ 100% แต่การใช้
สารเคมดีงักล่าวอย่างเดยีวไมส่ามารถยบัยัง้หรอืฆา่เชือ้ได ้ 

นอกจากนัน้การศึกษานี้ยงัได้พัฒนาโมเดลส าหรบัการศึกษาไบโอฟิลม์ ที่
สะดวกและประหยดั โดยโมเดลนี้สามารถเพาะเลี้ยงไบโอฟิลมข์องเชื้อต่างชนิดกนัใน
เวลาเดยีวกนัได้ และสามารถน าไบโอฟิลมท์ี่เพาะเลี้ยงได้ไปทดสอบทางวทิยาศาสตร์
ต่อไปได ้
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Background: Ultraviolet radiation (UV) is commonly used to destroy microorganisms in the health-care environment. 
However, the efficacy of UV radiation against bacteria growing within biofilms has never been studied.
Objective: To measure the sterilization effectiveness of UV radiation against common healthcare associated pathogens 
growing within biofilms.
Material and Method: Staphylococcus aureus, Methicillin-resistant S. aureus (MRSA), Streptococcus epidermidis, 
Escherichia coli, ESBL-producing E. coli, Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii were cultivated in the 
Calgary Biofilm Device. Their biofilms were placed 50 cm from the UV lamp within the Biosafety Cabinet. Viability test, 
crystal violet assay and a scanning electron microscope were used to evaluate the germicidal efficacy.
Results: Within 5 minutes, UV radiation could kill S. aureus, MRSA, S. epidermidis, A. baumannii and ESBL-producing         
E. coli completely while it required 20 minutes and 30 minutes respectively to kill E. coli and P. aeruginosa. However, the 
amounts of biomass and the ultrastructure between UV-exposed biofilms and controls were not significantly different.
Conclusion: UV radiation is effective in inactivating nosocomial pathogens grown within biofilms, but not removing biofilms 
and EPS. The biofilm of P. aeruginosa was the most durable.

Keywords: Biofilms, Nosocomial infections, Ultraviolet radiation, Sterilization

 The growth of bacteria in nature is usually in 
the form of sessile microcolonies called “biofilms”. 
This growth pattern is created when microorganisms 
attach to surfaces and aggregate in a self-produced 
extracellular polymeric substance (EPS)(1), offering 
protection from various environmental challenges 
ranging from heavy metal toxicity to host immune 
response and antimicrobial agents(2). Bacteria growing 
within biofilms were found to be more resistant to 
treatment with antimicrobial agents than planktonic 
cells of the same species(3).
 Biofilms are ubiquitous and have several 
undesirable impacts in a number of areas. In the body, 
bacteria growing on biofilms have been recognized as 
an important cause of several conditions such as 
catheter-associated infections, infections of prostheses 
and heart valves, bacterial endocarditis, and infections 
in people with cystic fibrosis(4). In healthcare facilities, 
bacteria can colonize and form biofilms on various 
areas such as water taps, hand-wash basins and 

plumbing systems as well as respiratory ventilators  
and medical devices(5). With nosocomial infections 
being a current global problem, an accumulation of 
data is beginning to point to the role that contaminated 
surfaces play in environment-to-patient transmission(6). 
Several causative agents of nosocomial infections have 
been found to be associated with biofilms formation. 
These agents include Legionella pneumophilia, 
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii 
and Aeromonas spp.(7,8). Other common bacteria such 
as Staphylococcus aureus and coagulase-negative 
staphylococci have been found colonizing indwelling 
catheters and medical devices(9). Such biofilms serve 
as a possible source of transmission, contributing             
to the increasing incidence of hospital-acquired 
infections. 
 As infection rates in healthcare facilities         
are a major patient safety concern, several methods 
have been suggested for minimizing environmental 
infection, and one of these is Ultraviolet (UV) 
radiation(10). With its germicidal activity, UV radiation 
has been used for the control of microorganisms in 
operating rooms, patient isolation rooms and biosafety 
cabinets. Its application is usually for the destruction 
of airborne organisms or microorganisms on surfaces; 
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however, its germicidal effectiveness can be hindered 
by organic matter such as soil and, perhaps, biofilms(11).
 While hospitals generally have sanitation 
protocols regarding surface bio-decontamination, they 
are not created specifically to deal with biofilms. This 
study is thus conducted to measure the efficacy of UV 
radiation against common pathogens associated with 
health-care infections when they grow within the 
biofilms.

Material and Method
Bacterial isolates and cultivation
 Tested bacterial isolates included five  
standard strains: Staphylococcus aureus ATCC        
25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 15305, 
Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 
25922 and two clinical isolates: methicillin-resistant 
S. aureus (MRSA), and extended spectrum beta-
lactamase (ESBL)-producing E. coli. All standard 
strains were purchased from Department of Medical 
Sciences Thailand (DMST), Thailand, and the clinical 
isolates were from Thammasat Hospital. All isolates 
except P. aeruginosa were grown in tryptic soy broth 
supplemented with 2% glucose. P. aeruginosa isolate 
was grown in cation-adjusted Muller Hinton broth.

Biofilm cultivation
 Bacterial biofilms were cultivated using the 
Calgary Biofilm Device (CBD) as previously 
described(12). In brief, 200 uL of each tested bacterial 
inoculum were suspended in a 96-well plate that was 
covered by a lid that had 96 pegs. Plates were incubated 
without shaking for one hour to allow bacterial cells 
to attach to the pegs’ surface. They were then incubated 
at 37°C with shaking at 40 rpm for 24 hours. Pegs       
were washed with 0.9% saline solution to remove 
unattached cells prior to each experiment.

Assessment of UV efficacy
 Viability plate count
 Biofilms growing on pegs were placed in the 
Biosafety cabinet class II with UV lamp (SafeFast™) 
50 centimeters away from the UV light source. Biofilms 
were tested against UV radiation at different time points 
including 1, 5, 10, 15, 20, 30 minutes and 1, 2 and 3 
hours. After each time point, the viability of biofilms 
on each peg was assessed. Briefly, pegs were placed 
in a 96-well plate containing 0.9% saline solution, 
followed by 5-minute ultrasonication two times and 
shaking at 600 rpm for 5 minutes. Bacterial solution 

was serially diluted and plated on nutrient agars. 
Parallel pegs with biofilms that were covered with 
aluminum foil were used as UV-non-exposed control. 

 Crystal violet assay
 The biomass (both living and dead cells and 
extracellular polymeric matrix) of biofilms was 
assessed using a crystal violet (CV) assay. After being 
treated with UV for 30 minutes, pegs with biofilms 
were immersed in CV for 5 hours. After this, the 
unbound CV was removed by washing, and the  
biofilm-bound dye was released in acetone-ethanol 
solution. The absorbance was measured at OD 595 nm. 
UV-non-exposed biofilms were used as control. Tests 
were done in triplicate.

 Scanning electron microscopy (SEM)
 The ultra-structure of biofilms of S. aureus, 
S. epidermidis, E. coli and P. aeruginosa were 
visualized under SEM. After being exposed to UV for 
30 minutes, each peg was fixed in 0.2M cocadylate 
buffer containing 3% glutaraldehyde and 0.15% alcian 
blue for 3 hours. Pegs were then washed out with buffer 
followed by dehydration in serial-dilution alcohol, and 
then immersed in hexamethyldisilazane (HMDS) for 
5 minutes before being dried overnight in a desiccator. 
Each peg was then coated with gold film using a sputter 
coater (SC7640, Polaron-Fisons) before visualization 
under a SEM (JEOL, model JSM-5410LV). 

Statistical analysis
 A standard t-test was applied to analyze             
the amount of biomass as stained by CV between        
UV-exposed and non-exposed samples. The p-value 
of <0.05 were considered to be significant.

Results
Biofilm cultivation
 The CBD created conditions favorable to        
the growth of bacteria in the biofilms mode. Pegs 
provided a surface for bacterial cells to attach to       
while surrounded by broth that continuously flowed 
around it. Within 24 hours, biofilms were observed as 
shown in Fig. 1.

UV efficacy against viability of biofilms
 The germicidal efficacy of UV radiation 
against bacterial biofilms was measured using viability 
count. The average viable bacteria per peg before UV 
exposure was 6.5x105 cells. P. aeruginosa had the 
highest number of cells attaching to the peg surface 
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(2.1x106 cells). Biofilms of A. baumannii showed            
no growth after 1 minute of UV exposure while 
biofilms of S. aureus, S. epidermidis, MRSA and 
ESBL-producing E. coli took 5 minutes and biofilms 
of E. coli took 20 minutes (Fig. 2). P. aeruginosa had 
the highest number of cells recovered from peg-
attached biofilms, which required up to 30 minutes of 
UV exposure to inhibit the growth completely of this 
isolate (Fig. 2).

Biomass quantification using CV assay
 The total biomass, which included bacterial 
cells (both living and dead) and extracellular polymeric 
matrix, was measured from the peg samples obtained 
after 30 minutes of UV exposure. There was no 
significant difference between biomass of biofilms         
of each isolate at 0 minute and biofilms both exposed 
and not exposed to the UV light (Fig. 3). 

Scanning electron microscopy
 The detailed structure of biofilms was 
revealed under SEM (Fig. 4). All isolates showed 
biofilms in which cells attached to the surface. EPS 
appeared as a matrix supporting cellular attachment         
in S. aureus (Fig. 4A) and S. epidermidis (Fig. 4C) or 
covering bacterial cells as found in E. coli (Fig. 4E) 
and P. aeruginosa (Fig. 4G). P. aeruginosa appeared 
to produce more EPS than other isolates. Overall, the 
cellular structure of UV-treated and control samples 
appeared to be similar, but the amount of EPS seemed 
to be lesser in the UV-treated samples (especially in  
S. epidermidis and E. coli) than the control samples.

Discussion
 An increasing body of evidence indicates         
that contamination of the environment contributes          
to hospital-associated infections(6). This environment 
contamination can exist in air-borne form, be           

Fig. 1 Calgary Biofilm Device. (A) Biofilms grown on pegs and stained by crystal violet, (B) Scanning electron micrograph 
of a peg (original magnification x15), (C) Scanning electron micrograph of P. aeruginosa biofilms (original 
magnification x10,000). Note cells attached to surface and were covered by EPS.

Fig. 3 Crystal-violet stained biomasses of UV-exposed 
and UV-non-exposed samples. Within each isolate, 
there was no significant difference among the total 
biomasses of biofilms measured at 0 minute and 
30 minutes after UV exposure and non-exposure.

Fig. 2 UV efficacy against the viability of biofilms. 
Biofilms of A. baumannii showed no growth after 
1 minute of UV exposure. S. aureus, S. epidermidis, 
MRSA, ESBL-producing E. coli showed no 
growth after 5 minutes of UV exposure. E. coli  
and P. aeruginosa showed no growth after 20         
and 30 minutes of UV exposure, respectively.       
Each experiment was performed in duplicate on 
two separate occasions.
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been suggested as an alternative method for the        
control of microorganisms(10,11). It has several potential 
applications in the healthcare environments, including 
being used for controlling contamination within 
operation rooms and isolation rooms(15). However,  
there are limited available data concerning its true 
efficacy against biofilms.
 In the present study, the CBD was chosen           
for growing bacteria in the biofilm mode. The pegs 
(part of the CBD) were shown to support the biofilm 
proliferation. As seen in Fig. 1, P. aeruginosa cells 
irreversibly attached to the surface and were encased 
by EPS. The UV radiation was shown to be able to        
kill bacterial cells completely with a maximum 
exposure time of 30 minutes (Fig. 2). P. aeruginosa 
and E. coli were found to require longer periods of 
exposure (30 minutes and 20 minutes, respectively) 
compared to S. aureus, S. epidermidis, MRSA,                 
A. baumannii, and ESBL-producing E. coli. This 
correlates with the amount of biofilms they produced: 
P. aeruginosa and E. coli produced the highest amount 
of biofilms compared to other isolates (Fig. 3). These 
findings suggest that biofilms may play role as a 
protection from destruction by UV.

Fig. 4 Scanning electron micrographs of (A) S. aureus no-UV-exposure, (B) S. aureus with 30-minutes UV exposure, 
(C) S. epidermidis no-UV-exposure, (D) S. epidermidis with 30-minutes UV exposure, (E) E. coli no-UV-exposure, 
(F) E. coli with 30-minutes UV exposure, (G) P. aeruginosa no-UV-exposure, (H) P. aeruginosa with 30-minutes 
UV exposure. All images were x5,000 magnification. Biofilms can be seen as surface-attached cells which are 
surrounded by an EPS matrix. Overall, the cellular structure of UV-treated and control samples appeared to be 
similar, but the amount of EPS seemed to be less in the UV-treated samples (especially in S. epidermidis and         
E. coli) than in the control samples.

water-borne or manifest itself as contamination of      
the inanimate objects around patients. It has been 
suggested that surface contamination is likely to         
exist in the form of biofilms(13). Indeed, a number of 
hospital items from one intensive care unit (including 
curtain, door, washbasin rubber and reagent bucket) 
were found to be colonized by biofilms that still 
contained viable pathogens(13). Various pathogens such 
as Legionella spp., P. aeruginosa, Acinetobacter spp., 
and Aeromonas spp., have also been shown to be 
associated with biofilms in the hospital environments. 
Biofilms from one of the most common pathogens 
associated with healthcare infections, P. aeruginosa, 
found in water taps in hospitals, was recognized                  
as an ideal reservoir for environment-to-patient 
transmission(14). 
 Infection rates in healthcare facilities are a 
major patient safety concern. As biofilms contribute  
to hospital-associated infections, efforts to improve 
environmental hygiene should be encouraged, at the 
very least, effective cleaning and disinfecting surfaces 
in healthcare facilities. Currently, sterilants used for 
room decontamination include formaldehyde and 
hydrogen peroxide vapor(11). UV radiation has also  
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 The CV assay showed that there was no 
significant difference in the amount of biomass  
between UV-exposed or non-exposed samples. This is 
because the biomass contained both living and dead 
cells as well as EPS. As expected, although UV 
radiation can completely kill cells within the biofilms, 
it cannot remove the biofilms from surfaces. We   
further looked into the ultra-structure of biofilms after 
UV exposure, using SEM. Cellular structures of         
both samples were unchanged, although it could be 
noticed that in S. epidermidis and E. coli, the amount 
of EPS in UV-exposed samples was less than for UV-
non-exposures. However, this SEM finding did not 
correlate with the amount of biomasses as stained         
by CV. The biomass of UV-exposed E. coli was lower 
(not statistically significant) than in the UV-non-
exposed sample (Fig. 3). It is possible that EPS became 
dry and exfoliated during the sample preparation 
process for SEM.
 The biofilm mode of growth is normally found 
in nature-in both the environment and the human body. 
In this study, we selected common bacterial pathogens 
associated with healthcare infections and grew them 
in biofilms, in order to represent the real contamination 
burden found in the hospital environment. Overall,        
the present study demonstrates that UV radiation is 
effective in destroying bacteria growing in the form of 
biofilms. It should be noted that all experiments were 
conducted within the biosafety cabinet, instead of in 
hospital rooms, as it is not possible to expose these 
notorious pathogens to the environment according to 
National Biosafety Regulation.
 The application of UV radiation systems in a 
hospital setting has been previously reported(16). Rutala 
et al showed that UV radiation could decontaminate 
more than 99.9% of MRSA within isolation rooms  
after they were occupied by an infected patient(16). A 
study using a simulated health-care room also showed 
that UV radiation reduced up to 98% of aerosolized 
Mycobacterium spp. and up to 80% of Bacillus subtilis 
spores(17). Moreover, in the water industry, UV 
disinfection technology has long been used to control 
water quality. It is effective against waterborne 
pathogens including bacteria (such as E. coli, 
Salmonella Typhi, Vibrio cholerae, Campylobacter 
jejuni and L. pneumophila), viruses (such as Hepatitis 
A virus, Calicivirus, Rotavirus, and Poliovirus) and 
protozoa (such as Cryptosporidium parvum, Giardia 
lamblia, and Acanthamoeba spp.)(18). Findings from 
this study emphasize the efficacy of UV radiation 
against common pathogens, which are the leading 

causes of healthcare-associated infections. Although 
the present study and those mentioned in this paper 
show the benefit of UV radiation, the current view        
on its applicability indicates that UV germicidal 
irradiation cannot be applied as a primary intervention 
for infection control. However, it can be considered 
for use in conjunction with other well-established 
methods, such as appropriate heating, ventilating, and 
air-conditioning (HAVC) systems for air cleaning(19) 
or the use of liquid chemical disinfectants for surface 
disinfection(20).

Conclusion
 The present study shows that UV radiation is 
effective in destroying common nosocomial bacterial 
pathogens grown within biofilms, but not in removing 
biofilms from surfaces. Bacteria with greater biofilm-
formation capacity (P. aeruginosa and E. coli) require 
longer periods of UV-exposure time. UV germicidal 
irradiation may provide an enhanced method of surface 
disinfection especially when used in combination with 
conventional cleaning methods.

What is already known on this topic?
 Biofilms contaminating hospital environments 
are known as a potential source of transmission to 
patients. UV radiation has been used as one of the 
methods for control of hospital infections. However, 
there are limited available data concerning the true 
efficacy of this method against biofilms especially 
those of common pathogens causing healthcare-
associated infections. 

What this study adds?
 This study shows that UV radiation can            
kill common nosocomial bacteria growing within 
biofilms, but not remove biofilms on surfaces. Up to 
30 minutes were required to kill viable cells of        
bacteria (P. aeruginosa) completely, which produced 
the highest amount of biofilms.
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ประสทิธภิาพของรังสอีลัตราไวโอเลตตอการทําลายเชือ้แบคทเีรยีกอโรคท่ีพบบอยในโรงพยาบาลซ่ึงเจรญิในรูปแบบ
ไบโอฟลม

พลวัฒน ติ่งเพ็ชร, รัตนา เตียงทิพย, สุมาลี คอนโด

ภูมิหลัง: รังสีอัลตราไวโอเลตถูกนํามาใชในการกําจัดเชื้อกอโรคที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอมภายในโรงพยาบาล อยางไรก็ตามยังไมมี
ขอมูลเก่ียวกับประสิทธิภาพของรังสีอัลตราไวโอเลตตอการทําลายเชื้อท่ีเจริญในไบโอฟลม ซึ่งเปนรูปแบบการเจริญของเช้ือท่ีพบได
ในส่ิงแวดลอม
วตัถปุระสงค: เพือ่ประเมินประสิทธภิาพของการใชรงัสอีลัตราไวโอเลตในการกําจดัเช้ือท่ีเจริญในรูปแบบไบโอฟลม โดยทดสอบใน
เช้ือแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของภาวะการติดเชื้อในโรงพยาบาล
วัสดุและวิธีการ: เพาะเล้ียงเชื้อ Staphylococcus aureus, Methicillin-resistant S. aureus (MRSA), Streptococcus 
epidermidis, Escherichia coli, ESBL-producing E. coli, Pseudomonas aeruginosa และ Acinetobacter baumannii 
ใหเจริญในรูปแบบไบโอฟลมใน Calgary Biofilm Device แลวทําการทดสอบไบโอฟลมกับรังสีอัลตราไวโอเลตท่ีเวลาตางๆ กัน
เพื่อวัดปริมาณเชื้อที่มีชีวิต นอกจากน้ันไบโอฟลมที่ผานการฉายรังสีเปนเวลา 30 นาที ไดถูกนํามาวัดปริมาณโดยการยอมดวย 
crystal violet และตรวจดูโครงสรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน เปรียบเทียบกับไบโอฟลมที่ไมไดรับการฉายรังสี
ผลการศึกษา: เชือ้ A. baumannii ถกูทาํลายทัง้หมดท่ี 1 นาที และเช้ือ S. aureus, MRSA, S. epidermidis, ESBL-producing 
E. coli ถูกทําลายทั้งหมดที่ 5 นาที สวนเชื้อ E. coli และ P. aeruginosa ตองใชเวลาถึง 20 และ 30 นาที จึงจะถูกทําลาย
ทัง้หมด อยางไรกต็ามปริมาณไบโอฟลมจากการวดัดวย crystal violet และลกัษณะของไบโอฟลมภายใตกลองจลุทรรศนอเิลก็ตรอน
ระหวางตัวอยางที่ไดรับการฉายรังสีไมแตกตางกับตัวอยางท่ีไมไดรับการฉายรังสี
สรุป: รังสีอัลตราไวโอเลตมีประสิทธิภาพในการทําลายเช้ือในไบโอฟลม แตไมไดกําจัดไบโอฟลมใหหมดไป ไบโอฟลมของ                    
P. aeruginosa มีความทนทานตอการทําลายมากท่ีสุด
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