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จากการแยกแบคทเีรยีกรดแลคติคและแลบเฟจจากตัวอยางแหนมในประเทศไทยทัง้หมด 36 

ตัวอยาง สามารถแยกแบคทเีรียกรดแลคติคไดทั้งหมด 41 ไอโซเลท เมื่อนําแบคทเีรียกรดแลคติค
ทั้งหมดมาแยกแลบเฟจพบวาสามารถแยกแลบเฟจได 2 ตัว คือ Φ22b และ Φ22s  เมื่อทําการจัด
จําแนกแบคทีเรียกรดแลคตคิ N22 ที่ใชเปนโฮสทในการแยกเฟจดังกลาว โดยการเปรียบเทียบลําดับ
เบสบริเวณ 16S rDNA ของโฮสท N22 กับฐานขอมูล GenBank พบวาโฮสท N22 มีความคลายคลึง
กับ Weissella cibaria รอยละ 99 สําหรับลักษณะทั่วไปของเฟจทั้งสองตัว พบวาใหพลาคใสจึง
จัดเปนไลตคิเฟจ และเมื่อศกึษารูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเลค็ตรอนแบบสองผาน พบวาจัดอยูใน 
Family Podoviridae โดย เฟจ Φ22b และ Φ22s  มีหัวหกเหลี่ยมขนาด 92 x 50 นาโนเมตร และ     
91 x 36  นาโนเมตร ตามลําดับ สวนหางยาว 25 และ 27 นาโนเมตร ตามลําดับ เมือ่นํามาศึกษาโฮสท-
เรนจ พบวาเฟจทั้งสองตัวไมสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อ Weissella สปชีสอืน่หรือแบคทเีรียกรด     
แลคตคิจนีัสอืน่ได และจากการศึกษากราฟการเจรญิของเฟจ พบวาเฟจ Φ22b และ Φ22s ม ี latent 
period เทากับ 52 และ 110 นาท ี ตามลําดับ มี burst size เทากับ 152 และ 55 phage 
particles/infected cell ตามลําดับ เฟจทั้งสองตัวสามารถเขาเกาะตดิที่เซลลของโฮสทไดรอยละ 99 
ในเวลา 10 นาที หลังจากทําใหเกิดการตดิเชื้อ และพบวาการเติมแคลเซียมไอออน (10-30 มิลลิโมลาร) 
ลงในอาหารเหลว MRS ไมชวยสงเสริมการเขาเกาะติดเซลลโฮสทในวงชีวิตแรก นอกจากนี้เฟจทั้งสอง
ตัวสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อกับโฮสทในชวงคาความเปนกรดดาง 5-8 และคา D values ของเฟจทั้ง
สองตัว สามารถคํานวณไดเทากับ 60 วินาที ที่อณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และเมื่อสกัดดีเอน็เอของ
เฟจทั้งสองตัวแลวนํามาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ พบวาเฟจทั้งสองตัวมรีูปแบบของดีเอน็เอหลังจาก
ตดัดวยเอนไซมตางกัน จึงยืนยันไดวาเปนแลบเฟจตางชนดิกัน นอกจากนี้เฟจยังสงผลทําใหการหมัก
แหนม  ชาลง ซึง่จากการศึกษาทั้งหมดพบวาเปนรายงานครัง้แรกที่คนพบแลบเฟจของ Weissella 
cibaria  นอกจากนี้การคนพบเฟจดังกลาวยังเปนขอมูลสําคัญในการพัฒนากระบวนการควบคุมการ
หมักแหนมตอไป 
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Lactic acid bacteria and LAB phages from Nham (Thai Fermented Pork) in Thailand 

were isolated. From a total of 36 samples, 41 isolates of lactic acid bacteria were obtained 
and employed as hosts for isolation of phages.  It was found that two phages designated 
Φ22b and Φ22s were isolated. The lactic acid bacterial isolate named N22 that was 
sensitive to phage infection was identified by 16S rDNA sequence analysis. The result from 
the analysis revealed that this isolate possessed 99% similarity to Weissella cibaria in the 
GenBank database. Both Φ22b and Φ22s produce clear plaques indicating that they were 
virulent phages. Electron micrographs demonstrated that the heads of Φ22b and Φ22s 
phages were hexagonal (92 x 50 nm and 91 x 36  nm, respectively) and these phages had 
short tail (25 nm and 27 nm, respectively). On the basis of the morphology, the phages 
belong to the family Podoviridae. Host-range determination revealed that these phages were 
not capable of infecting all of the isolates of lactic acid bacteria and reference Weissella 
strains used. One-step growth experiment showed that the latent periods were estimated at 
55 and 110 min and burst sizes were estimated at 152 and 55 phage particles/infected cell 
for Φ22b and Φ22s phages, respectively. Ninety-nine percent of phage particles adsorbed 
to the host cells 10 min after infection. Supplementation of calcium ion (10-30 mM CaCl2) in 
MRS medium did not affect the first cycle of phage adsorption. Furthermore, the phages 
were infective over a wide range of pH (pH 5-8) and the D values of phages were calculated 
as 60 s at 70 °C. In addition, DNAs isolated from the two phages were characterized by 
restriction analyses. Results showed that the restriction fragment patterns generated from 
the Φ22b and Φ22s phages were different. Phage infection of LAB has caused a delay in 
fermentation of Nham. This is the first report on the isolation of Weissella cibaria phages. 
The discovery of these phages provides valuable information that must be considered for 
the improvement of procedures in assurance for Nham fermentation. 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
ภูมิหลัง 

แหนมเปนอาหารหมักพื้นเมืองของประชาชนทางภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่ง
มีการบริโภคอยางแพรหลายทั่วทุกภาค มีรสเปรี้ยว แหนมที่นิยมบริโภคกันสวนใหญจะผลิตจากเนื้อหมู 
ซึ่งมีหลายประเภท เชน แหนมหูหมู แหนมหมูผสมหนังหมู แหนมซี่โครงหมู เปนตน นําหมูมาผสม
กับขาวสุกบด กระเทียมบด และเครื่องปรุงตางๆ จากนั้นบมไวประมาณ 3-4 วัน เพื่อใหเกิดการหมัก            
อันเนื่องมาจากกิจกรรมของแบคทีเรียกรดแลคติค (Adam; & Moss. 1995: 232-248) จนผลิตภัณฑมี
รสเปรี้ยว การผลิตแหนมในปจจุบันมักผลิตในลักษณะอุตสาหกรรมในครัวเรือนทําใหมีปญหาในการ
ควบคุมคุณภาพ แหนมที่ผลิตไดมีอายุการเก็บรักษาสั้น มีการเนาเสียสูง รวมทั้งมีการปนเปอนจาก
เชื้อจุลินทรียที่ทําใหเกิดโทษ ทั้งนี้สาเหตุหลักเกิดจากการผลิตที่ยังไมมีการควบคุมสุขลักษณะ รวมทั้ง
เชื้อจุลินทรียที่ใชในการหมักแตละครั้งไมคงที่ ผูผลิตมักอาศัยจุลินทรียตามธรรมชาติในการหมัก        
แตอยางไรก็ตามยังมีรายงานการวิจัยไมมากนักเกี่ยวกับสาเหตุอื่นๆ ที่ทําใหการหมักแหนมใหผลที่ไมดี 

แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) หรือ เฟจ (phage) เปน bacterial virus หมายถึง       
กลุมของไวรัสที่ทําใหเกิดการติดเชื้อในแบคทีเรีย คนพบครั้งแรกโดย Twort ในป ค.ศ. 1915 และ                
d, Herelle ในป ค.ศ. 1917 โดย d, Herelle ไดใหความหมายของแบคเทอริโอเฟจวา ตัวกินแบคทีเรีย 
(Adams.  1959: 450-456) เฟจจัดเปนออบลิเกตพาราไซต (obligate parasite) ของแบคทีเรีย ทําให
การเพิ่มจํานวนของอนุภาคเฟจเกิดขึ้นเฉพาะเมื่ออยูภายในเซลลของแบคทีเรีย โดยเฟจจะเขาไป
เกาะติดกับผนังเซลลและปลอยสารพันธุกรรมเขาไปในเซลลของแบคทีเรีย หลังจากนั้นก็เขาสูวงชีวิต
ของเฟจ เพ่ือเพิ่มจํานวนอนุภาคเฟจตอไป (Mckane; & Kandel.  1996: 306) 

แลคติคแอซิดแบคเทอริโอเฟจ หรือแลคติคเฟจ (lactic phage) หรือแลบเฟจ (LAB phage) 
คือเฟจที่สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียกรดแลคติค (lactic acid bacteria) ซึ่งเปนเชื้อที่มี
ความสําคัญอยางมาก เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้จัดเปนแบคทีเรียที่ไดรับการยอมรับวาปลอดภัย         
(Generally Recognized As Safe: GRAS) และไดถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารหมักหลาย
ประเภท เชน ผลิตภัณฑนม ผักและผลไม ปลา และเนื้อสัตว (วิเชียร.  2539: 29-31; Geoffrey.  1987: 
9-13) จากการทดลองพบวา แบคทีเรียกรดแลคติคชวยในการสรางกรดของผลิตภัณฑ ทําใหผลิตภัณฑ
มีรสเปรี้ยว สงผลตอการยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลินทรียที่ไมตองการ และจุลินทรียกอโรค นอกจากนั้น
ผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลคติคยังมีคุณสมบัติเปนสารกันบูด
ชีวภาพ (biopreservative) (Kelly; Asmunson; & Huang. 1996) ซึ่งในการผลิตอาหารหมักใหไดผลดี
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นั้นขึ้นอยูกับหลายๆ ปจจัยทั้งทางดานกายภาพ เคมี และชีวภาพ รวมถึงหัวเชื้อเริ่มตนที่ใชในการหมัก 
(starter) และแบคเทอริโอเฟจ โดยพบวาถาหัวเชื้อเริ่มตนมีการปนเปอนดวยแลบเฟจจะทําใหเชื้อ
แบคทีเรียเริ่มตนมีจํานวนนอยและไมสามารถทําใหการหมักเกิดกรดไดตามตองการ สงผลเสียตอ
ผลิตภัณฑ เชน ผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักอาหารไมดี การหมักใชเวลานาน (Lu; et al. 2003a: 225-
235) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดทําการแยกแบคทีเรียกรดแลคติค และแยกแลบเฟจซึ่งปนเปอนในแหนม 
จากนั้นทําการศึกษาคุณสมบัติตางๆ ของแลบเฟจ เพื่อสามารถนําไปใชในการพัฒนาการควบคุมการ
ผลิตอาหารหมักใหไดผลดี และทราบแนวทางการปองกันการปนเปอนจากแลบเฟจในเชื้อเริ่มตนที่ใช
ในการผลิตอาหารหมัก 
 
ความมุงหมายของการศึกษาวิจัย 

1. เพื่อแยกแบคทีเรียกรดแลคติค และแลบเฟจจากแหนมพื้นเมืองของประเทศไทย 
2. เพื่อศึกษารูปรางของแลบเฟจภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
3. เพ่ือศึกษาลักษณะของแลบเฟจที่แยกได โดยดูจากคุณสมบัติตางๆ ไดแก คุณสมบัติใน

การติดเชื้อกับแบคทีเรียกรดแลคติคสปชีสอื่น และจีนัสอื่น ความสามารถในการเขาเกาะติดโฮสทของ
แลบเฟจ ผลของแคลเซียมตอการเขาเกาะติดโฮสท  การศึกษากราฟการเจริญของแลบเฟจ ผลของ
อุณหภูมิตอการอยูรอดของแลบเฟจ ผลของความเปนกรดดางตอความสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อ
ของแลบเฟจ และรูปแบบของดีเอ็นเอของแลบเฟจ 

4. เพื่อศึกษาผลของแลบเฟจตอการหมักแหนม 
 

ความสําคัญของการศึกษาวิจัย 
การศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติตางๆ ของแลบเฟจจะเปนองคความรูที่สามารถนําไปใชในการ

พัฒนาการควบคุมการผลิตแหนมตอไปในอนาคต รวมทั้งทราบแนวทางการปองกันการปนเปอนจาก
แลบเฟจในเชื้อเริ่มตนที่ใชในการผลิตอาหารหมัก 
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ขอบเขตการศึกษาวิจัย 
1. แยกเชื้อแบคทเีรียกรดแลคติคจากตัวอยางแหนม 
2. จัดจําแนกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคตคิ 
3. แยกแลบเฟจโดยใชเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกไดเปนโฮสท 
4. ศึกษารูปรางของแลบเฟจที่แยกไดโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
5. ศึกษาคุณสมบัติในการติดเชื้อกับแบคทีเรียกรดแลคติคสปชีสอื่น และจีนัสอื่นของแลบเฟจ

โดยทดสอบการติดเชื้อกับแบคทีเรียกรดแลคติคสายพันธุมาตรฐาน และสายพันธุที่แยกได 
6.  ศึกษาคุณสมบัติของแลบเฟจที่แยกมาได ไดแก ความสามารถในการเขาเกาะติดโฮสท

ของแลบเฟจ ผลของแคลเซียมตอการเขาเกาะติดโฮสท  การศึกษากราฟการเจริญของแลบเฟจ ผลของ
อุณหภูมิตอการอยูรอดของแลบเฟจ ผลของความเปนกรดดางตอความสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อ
ของแลบเฟจ และรูปแบบของดีเอ็นเอของแลบเฟจ 

7.  ศึกษาผลของแลบเฟจตอการหมักแหนม 
 

 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
1. แหนม 

แหนม (Nham) หรือ Thai fermented pork เปนผลิตภัณฑเนื้อหมักพื้นบานของไทย             
มีรสเปรี้ยว จัดเปนอาหารประเภท semi-dry sausage นอกจากนี้ยังถือวาแหนมเปนอาหารที่มีคุณคา
ทางโปรตีนสูงและมีปริมาณไขมันต่ํา การผลิตแหนมสามารถทําไดโดยใชวิธีการที่ไมซับซอนและไม
ตองผานความรอน โดยมีสัดสวนและองคประกอบของวัตถุดิบที่แตกตางกันไปตามแตละทองถิ่น   
ซึ่งสวนใหญผลิตจากเนื้อหมูบดละเอียด หนังหมู ขาวสุกบด กระเทียมบด และมรการเติมเครื่องปรุง
ตางๆ ไดแก โซเดียมไนไตรท (sodium nitrite) น้ําตาล เกลือ พริกไทย หรือบางสูตรอาจมีการเติม
สมุนไพรบางชนิด วิธีการหมักแหนมทําไดโดยนําสวนผสมทั้งหมดมาคลุกเคลาใหเขากัน และบรรจุลง
ในถุงพลาสติกหรือหอดวยใบตอง จากนั้นบมไวประมาณ 3-4 วัน เพื่อใหเกิดการหมักจนผลิตภัณฑมีรส
เปรี้ยว ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของแบคทีเรียกรดแลคติค (Adam; & Moss. 1995: 232-248) โดยแหนมที่
ทําเสร็จใหมๆ จะมีความเปนกรดอยูระหวาง 6.2-6.5 ความชื้นรอยละ 70-80 แหนมที่หมักจนบริโภคได
จะมีความเปนกรดอยูระหวาง 4.5-5.3 และความชื้นจะลดลงเหลือรอยละ 65-70 สําหรับคุณคาทาง
อาหารพบวาในแหนมจะมีโปรตีนประมาณรอยละ 20-25 ไขมันประมาณรอยละ 5-8 รวมถึงมีวิตามินบี
และแรธาตุเล็กนอย (Twiddy; & Reilly. 1987: 197-203)  

จากกระบวนการผลิตแหนมที่ทําโดยปลอยใหเกิดการหมักดวยเชื้อในธรรมชาติที่ตองการ
ออกซิเจนเพียงเล็กนอยเพื่อการเจริญ ดังนั้นการบรรจุจึงตองเนนความสะอาดและตองไลอากาศ
ออกใหหมด เพื่อใหจุลินทรียที่ทําใหเกิดกรดแลคติคซึ่งมีรสเปรี้ยวเจริญเติบโตไดเพียงอยางเดียว 
สวนจุลินทรียอื่นที่ตองการออกซิเจนจะไมเจริญเติบโตและจุลินทรียชนิดที่ไมชอบความเปนกรดจะ
ตายเพราะกรดที่สรางออกมาจากจุลินทรียที่ผลิตกรดแลคติค (ประเวทย และ ฆรณี. 2536) 

การหมักแหนมทําไดสองวิธี คือ การหมักแหนมตามธรรมชาติ (natural fermentation) เปน
การหมักโดยภาวะตางๆ ในการหมักจะขึ้นอยูกับสภาพแวดลอม และแบคทีเรียกรดแลคติคที่อยูตาม
ธรรมชาติ จากการแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากตัวอยางแหนมที่หมักตามธรรมชาติพบวาแบคทีเรีย
กรดแลคติคที่ทราบสายพันธุในแหนมมีหลายสายพันธุ ไดแก Lactobacillus bavaricus, Lb. 
curvatus, Lb. farciminis , Lb. plantarum, Lb. sake,  Pediococcus damnosus, P. acidilactici, 
P. pentosaceus และ Leuconostoc sp. (ปนมณี. 2546) อยางไรก็ตามการหมักตามธรรมชาติ 
กิจกรรมการหมักมักไมคงที่ ทําใหไมสามารถควบคุมคุณภาพของแหนมที่ผลิตได เทคโนโลยีการผลิต
แหนมในประเทศไทยสวนใหญยังนิยมการหมักโดยอาศัยเชื้อตามธรรมชาติและใชดินประสิวเขา
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ชวยเพื่อใหแหนมนารับประทาน จากการสํารวจผูผลิตจํานวน 80 ราย ในภาคเหนือตอนบนและ
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบวา ทุกรายใชวิธีการหมักตามธรรมชาติ โดยใชดินประสิวหรือแปงชวย
ในการหมัก นอกจากนี้ยังพบวามีผูผลิตในภาคเหนือตอนบนเพียงรายเดียวเทานั้นที่ใชเทคนิคการ
ผลิตโดยใชหัวเชื้อบริสุทธิ์ แตไมพบผูผลิตที่ใชเทคนิคการฉายรังสีแตอยางใด  (อารี; และคนอื่นๆ. 
2545)  

การหมักแหนมอีกวิธีหนึ่งคือ การหมักดวยหัวเชื้อ ซึ่งมีการเติมหัวเชื้อบริสุทธิ์ของแบคทีเรีย
กรดแลคติคลงในสวนผสมที่ใชในการผลิต (Jay. 1996: 110-113)  โดยหัวเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่
นิยมใช ไดแก Lactobacillus plantarum, L. curvatus, Pediococcus pentosaceus และ P. 
acidilactici  ซึ่งหัวเชื้อเหลานี้เปนแบคทีเรียกรดแลคติคที่คัดเลือกไดจากการหมักตามธรรมชาติ 
(Hammes; & Knauf. 1994: 155-168) ประโยชนของแบคทีเรียกรดแลคติคพบวาชวยในการสรางกรด 
ทําใหผลิตภัณฑมีรสเปรี้ยว และสงผลตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียที่ไมตองการ (อรนุช. 2530) 
เชน เชื้อกอโรค หรือเชื้อที่ทําใหอาหารเกิดการเนาเสีย นอกจากนียั้งผลิตสารบางชนิดที่มีคุณสมบัติเปน
สารกันบูดชีวภาพ (Kelly; Asmunson; &  Huang. 1996: 657-662) จากการศึกษาพบวากรดแลคติค
ที่เกิดขึ้นในผลิตภัณฑการหมักนั้นนอกจากจะชวยยืดอายุการเก็บรักษา ทําใหคุณภาพของอาหารดีข้ึน
แลว ยังชวยรักษาคุณภาพเนื้อสัมผัสของอาหารหมักอีกดวย (Twiddy; & Reilly. 1987: 197-203)  

งานวิจัยที่เก่ียวของกับผลิตภัณฑแหนมที่มีการรายงาน ไดแก ผลของโซเดียมไนเตรทและ    
ไนไตรทตอคุณภาพแหนม (สุธยา; ไพโรจน; และนินนาท. 2537: 296-312; Rotsachakul; & Chaiseri. 
2002) การตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาของแหนม โดยทําการเปรียบเทียบกับเกณฑมาตรฐาน
ของผลิตภัณฑแหนมที่กําหนดขึ้นโดยสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม กระทรวง
อุตสาหกรรม หรือกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข (อิสยา. 2545: 1-10; นงคราญ; 
และ นิตยา. 2535: 22-39; Osiriphun; Pongpoolponsak; & Tuitemwong. 2004: 58-65) และ
การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตแหนมเพื่อพัฒนาผลิตภัณฑแหนมสําหรับการจําหนาย เปนตน 
(ไพโรจน; ลักขณา; และอําพิน.  2536: 51-60) 
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2. แบคทีเรียกรดแลคติค 
2.1 คุณลักษณะและคุณสมบัติทั่วไป  

 แบคทีเรียกรดแลคติค เปนแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive bacteria) ไมสรางสปอร 
มีรูปรางทรงกลม ทอนสั้น หรือเปนทอนยาว ไมสามารถเคลื่อนที่ได สวนใหญตองการออกซิเจนในการ
เจริญเพียงเล็กนอย (microaerophile) ไมมีไซโทโครม (cytochrome) มีปริมาณของเบส G+C นอย
กวา 50 โมลเปอรเซ็นต (mol%) ไมสามารถสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase enzyme) แตอาจพบการ
สรางเอนไซมที่มีคุณสมบัติคลายเอนไซมคะตะเลสได (pseudocatalase enzyme) ในสภาวะการเจริญ
ที่มีความเขมขนของน้ําตาลต่ํา สามารถทนตอสภาวะที่มีคาความเปนกรดดาง (pH) ต่ํากวา 5 หรือที่
อุณหภูมิสูงกวา 37-40 องศาเซลเซียส รวมทั้งตองการสารประกอบไนโตรเจนเพื่อใชเปนแหลงของ
กรดอะมิโนและวิตามินสําหรับการเจริญและการสรางกรดอินทรีย (Pot; et al.  1994: 513-517; 
Ringo; & Gatesoupe.  1998: 177-203) โดยแบคทีเรียกรดแลคติคตองการพลังงานสําหรับการเจริญ
จากกระบวนการหมัก (fermentation) คารโบไฮเดรตชนิดตางๆ เชน น้ําตาลกลูโคส ซึ่งกระบวนการ
หมักสามารถแบงออกไดเปน 2 รูปแบบ (ภาพประกอบ 1) (Litchfield. 1996: 45-95; Holzapfel; & 
Wood.  1995: 1-6) คือ 

1. Homofermentation เปนกระบวนการหมักกลูโคสแลวไดผลผลิตสวนใหญเปนกรด   
แลคติคโดยวิถีไกลโคไลซิส (Glycolysis pathway; Embden-Meyerhof-Parnas pathway) ทั้งนี้เชื้อจะ
เปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสไปเปนกรดไพรูวิก (pyruvic acid) แลวจึงเปล่ียนแปลงตอไปเปนกรดแลคติคโดย
เอนไซมแลคเตทดีไฮโดรจีเนส (lactate dehydrogenase) (Schlegel.  1993; Holzapfel; & Wood.  
1995: 1-6) โดยแบคทีเรียกรดแลคติคที่เกิดกระบวนการหมักประเภทนี้ ไดแก Enterococcus 
faecalis, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum และ 
Lactococcus lactis subsp. lactis เปนตน 

2. Heterofermentation เปนกระบวนการหมักที่จะเกิดกรดแลคติคเพียงบางสวน และได
ผลิตภัณฑอื่นดวย ไดแก เอทิลแอลกอฮอล กาซคารบอนไดออกไซด หรือกรดแอซิติค (acetic acid) 
เนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้ไมมีเอนไซมที่จําเปนสําหรับวิถีไกลโคไลซิส ซึ่งกลไกการเกิดกรดแลคติคและ
สารอ่ืนๆ นั้นจะเปนไปตามวิถีเพนโตสฟอสเฟต (pentose phosphate pathway) (Schlegel.  1993; 
Holzapfel; & Wood.  1995: 1-6) โดยแบคทีเรียกรดแลคติคที่เกิดกระบวนการหมักประเภทนี้ ไดแก 
Lactobacillus brevis, Lactobacillus bifermentans, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc 
lactis และ Leuconostoc mesenteroides  
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ภาพประกอบ 1 การผลิตกรดแลคติคโดยกระบวนการหมักแบบ Homofermentation และ 

Heterofermentation 
  
ที่มา: Forsyth.  (2000). The Microbiology of Safe Food.  p.124. 

 
 

2.2 การจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติค 
 การจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติค ในระยะแรก Orla-Jensen (1919) ไดจัดหมวดหมู

แบคทีเรียกรดแลคติค โดยอาศัยคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา รูปแบบของกระบวนการหมักน้ําตาล
กลูโคส ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ และโครงสราง (configuration) ของกรดแลคติคที่
สรางขึ้น ซึ่งสามารถแบงแบคทีเรียกรดแลคติคออกเปน 4 จีนัส ไดแก Lactobacillus, Leuconostoc, 
Pediococcus และ Streptococcus ตอมาไดมีการนําเอาความรูทางดานสรีรวิทยา ชีวเคมี และ      
พันธุศาสตรมาชวยในการจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติค เชน องคประกอบของผนังเซลล 
(Kandler; & Weiss. 1986: 1209-1234) ชนิดและปริมาณของกรดไขมันภายในเซลล (Schleifer.  
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1987: 201-203) ชนิดของโปรตีนที่เปนองคประกอบของเซลลโดยเทคนิค SDS-PAGE  (Pot; et al.  
1993: 513-517) ความเหมือนกันของดีเอ็นเอ (DNA homology) (Johnson.  1984: 8-11) การศึกษา
ความแตกตางของพลาสมิดที่อยูภายในเซลล (plasmid profile) (Josephson; & Nielsen. 1988: 
219-223) ลําดับเบสของยีน ribosomal RNA (Saiki; et al.  1988: 487-494) ซึ่งจากคุณสมบัติ
ดังกลาวจึงทําใหสามารถแบงแบคทีเรียกรดแลคติคจาก 4 จีนัสขางตนออกเปนจีนัสใหมๆ เพิ่มข้ึน เชน 
จีนัส Streptococcus ถูกแบงออกเปน 4 จีนัส คือ Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus 
และ Vagococcus สวน Pediococcus halophilus ถูกแยกออกมาอยูในจีนัสใหมคือ 
Tetragenococcus halophilus นอกจากนี้ยังมีการแยกจีนัส Carnobacterium ซึ่งเปนแบคทีเรียกรด
แลคติคที่มีรูปรางทอนออกมาจากจีนัส Lactobacillus เปนตน (Stiles; & Holzapfel. 1997: 1-29) 
ตอมาในป ค.ศ. 1998 Axelsson ไดจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติค โดยอาศัยความแตกตางของ
ลักษณะทางฟโนไทป (phenotype) และลักษณะอื่นๆ ทําใหแบงแบคทีเรียกรดแลคติคออกเปน 12 
จีนัสคือ Aerococcus (A.), Carnobacterium (C.), Enterococcus (E.), Lactobacillus (Lb.), 
Lactococcus (Lc.), Leuconostoc (Ln.), Oenococcus (O.), Pediococcus (P.), Streptococcus 
(S.), Tetragenococcus (T.), Vagococcus (V.) และ Weissella (W.) โดยในจํานวนนี้พบวา 11 จีนัส 
(ยกเวน Aerococcus) เปนแบคทีเรียกรดแลคติค ซึ่งถูกระบุวามีความสําคัญและเกี่ยวของกับอาหาร 
(Stiles; & Holzapfel.  1997: 1-29) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติคแตละจีนัสมีลักษณะดังนี้ 

2.2.1 Aerococcus 
   เปนกลุมของแบคทีเรียที่อยูใน Family Streptococcaceae เซลลมีรูปรางทรงกลม

ไมมีการเคลื่อนที่ มีการแบงตัวแบบ 2 ระนาบ โดยทั่วไปจึงพบเซลลอยูเปนคูหรือ 4 เซลล สามารถเจริญ
ไดดีในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอย เปนพวก Homofermentative มีบางสายพันธุมีการสราง
เอนไซมที่มีคุณสมบัติคลายเอนไซมคะตะเลส แบคทีเรียที่พบในจีนัสนี้มี 2 สปชีส คือ A. urinae และ 
A. viridans ซึ่งเปลี่ยนชื่อมาจาก Pediococcus urinae-equi และ P. homari ตามลําดับ (Singleton; 
& Sainsbury. 1988: 485-486; Stiles; & Holzapfel. 1997: 1-29) 

2.2.2 Carnobacterium   
   เปนกลุมแบคทีเรียที่มีรูปรางเปนทอนคลาย Lactobacillus sp. ซึ่งกอนหนานี้เคย

จําแนกไวใน Lactobacillus sp. เปนกลุม Heterofermentative สวนใหญเจริญไดที่อุณหภูมิ 0     
องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส มีบางสายพันธุที่สรางกาซจากการใชน้ําตาล
กลูโคส ไมสามารถเจริญบนอาหารที่มีแอซิเตท (acetate) และไมสรางกรดโอลิอิค (oleic acid) มี
ปริมาณของ G+C ประมาณ 33.0-37.2 โมลเปอรเซ็นต พบไดตามเนื้อสัตวที่บรรจุในสภาพสุญญากาศ 
ปลา และผลิตภัณฑจากสัตวปก (Jay. 1996: 110-113; Schleifer; & Ludwing. 1995: 7 -19) 
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2.2.3 Enterococcus 
   เปนกลุมแบคทีเรียที่มีเซลลรูปรางคลายไข พบการจัดเรียงตัวของเซลลเปนเซลล

เดี่ยว เปนคู หรืออาจพบเปนโซสายส้ันๆ สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญ
ไดในสภาพที่มีโซเดียมคลอไรดรอยละ 6.5 และน้ําดี (bile) รอยละ 40 เจริญไดที่ความเปนกรดดาง 9.6 
มีปริมาณของ G+C ประมาณ 37-45 โมลเปอรเซ็นต แบคทีเรียจีนัสนี้ประกอบดวย 20  สปชีส 
(Devriese; & Pot. 1995: 327-367; Jay. 1996: 110-113; Schleifer; & Ludwing. 1995: 7-19) 

2.2.4 Lactobacillus 
   เปนกลุมแบคทีเรียกรดแลคติคกลุมใหญที่สุด มีความหลากหลายของลักษณะ

ทางฟโนไทป ลักษณะทางชีวเคมี และลักษณะทางสรีรวิทยา อันเนื่องมาจากมีความแตกตางของ
ปริมาณของ G+C ภายในจีนัสคอนขางสูง โดยอยูระหวาง 32-53 โมลเปอรเซ็นต (Axelsson. 1998: 1-
72) เซลลมีรูปรางเปนทอนหรือเปนรูปทรงรี มีการจัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยวๆ หรือเปนโซ บางสายพนัธุมี
การสรางเอนไซมที่มีคุณสมบัติคลายเอนไซมคะตะเลส สามารถใชเปนโพรไบโอติกไดเปนอยางดี พบได
ทั่วไปในมนุษยและสัตว นมและผลิตภัณฑนม อาหารหมักชนิดตางๆ และเครื่องดื่ม พบในพืชเพียง
เล็กนอย เชน หญาหมักและผักดอง โดยทั่วไปไมเปนพิษ (Harrigan. 1998: 346-348) 

2.2.5 Lactococcus 
   เปนกลุมแบคทีเรียที่พบไดในผลิตภัณฑนมหลายชนิด มีเซลลเปนรูปไข ขนาดของ

เสนผานศูนยกลาง 0.5-1 ไมครอน มีการจัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยว เปนคู หรือตอกันเปนโซยาว เจรญิได
ดีที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส มีปริมาณของ G+C ประมาณ 
34-43 โมลเปอรเซ็นต (Schleifer; & Ludwing. 1995: 7-19) 

2.2.6 Leuconostoc 
    เปนกลุมแบคทเีรียที่พบไดในผลติภณัฑนมหลายชนดิ เครื่องดื่มที่ไดจากการหมัก 

และผักดองหลายชนิด ลักษณะของเซลลมีรูปรางทรงกลม มีการจัดเรียงตัวเปนคูหรือเปนโซ จัดเปน
พวก Heterofermentative อุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเจรญิเติบโตอยูระหวาง 20-30 องศาเซลเซยีส 
มักพบอยูรวมกับ Lactobacillus sp. มีปริมาณของ G+C ประมาณ 38-44 โมลเปอรเซน็ต 
ประกอบดวย 15 สปชีส คือ L. carnosum, L. citreum, L. durionis, L. fallax, L. ficulneum, L. 
fructosum, L. garlicum, L. gasicomitatum, L. gelidum, L. inhae, L. kimchii, L. lactis, L. 
mesenteroides, L. pseudoficulneum และ L. pseudomesenteroides (Dessaet; & Steenson. 
1995: 665-698; Jay. 1996: 110-113; Schleifer; & Ludwing. 1995: 7-19) 
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2.2.7 Oenococcus  
   เปนกลุมแบคทีเรียรูปรางทรงกลม ซึ่งถูกเปลี่ยนชื่อมาจาก Leuconostoc oenus 

เดิม เนื่องจากมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตางจาก Leuconostoc และทนตอกรดไดดีกวา (Dick; 
Dellaglio; & Collin. 1995: 395-397) 

2.2.8 Pediococcus 
    เปนแบคทีเรียรูปรางทรงกลม มีการแบงตัวแบบ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวกัน พบ

การจัดเรียงตัวอยูเปนคูหรืออยูเปน 4 เซลลติดกัน เปนพวก Homofermentative ตองการสารอาหารที่มี
ความซับซอน มักพบรวมกับพืชที่นํามาหมัก เชน ผักดองเค็ม นอกจากนั้นยังพบวามีการปนเปอนใน
เครื่องดื่มที่หมักดวยยีสต มีปริมาณของ G+C ประมาณ 34-44 โมลเปอรเซ็นต (Harrigan. 1998: 346-
348; Jay. 1996: 110-113) 

2.2.9 Streptococcus 
   เปนกลุมแบคทีเรียรูปรางทรงกลมหรือรูปไข มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8-1.2 

ไมครอน     มีการจัดเรียงตัวเปนคูหรือเปนโซยาว ตองการสารอาหารหลายชนิดในการเจริญ สามารถ
เจริญไดที่อุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส เปนไดทั้ง Homofermentative และ Heterofermentative 
พบไดในอาหารเปนสวนใหญนิยมใชเปนหัวเชื้อในอุตสาหกรรมนมหมัก ประกอบดวย 39 สปชีส 
(Hardie; & Whiley. 1995: 55-124) 

2.2.10 Tetragenococcus 
      จีนัส Tetragenococcus ถูกเปล่ียนชื่อมาจาก P. halophillus เดิม ลักษณะสวน

ใหญจึงเหมือนกับ Pediococcus มีรูปรางทรงกลม ตองการโซเดียมคลอไรดในการเจริญ และสามารถ
เจริญไดในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดสูงถึงรอยละ 18 และมีลําดับเบสของยีน 16S rRNA ตางจาก 
Pediococcus (Simpson; & Taguchi. 1995: 125-164) 

2.2.11 Vagococcus 
              เปนกลุมแบคทีเรียที่แยกออกมาจากจีนัส Streptococcus เนื่องจากสามารถ
เคลื่อนที่ได ประกอบดวย 5 สปชีส คือ V. fluvialis, V. carniphilus, V. fessus, V. lutrae และ V.  
salmoninarum (Ali Al-Ahmad; et al.  2008: 235-238) 

 2.2.12 Weissella 
เปนกลุมแบคทีเรียกรดแลคตคิจีนัสเดียวที่มีทัง้รูปรางทรงกลม และรปูทอน 

ประกอบดวย 12 สปชีส ซึ่งเดิมจําแนกอยูในสกุล Leuconostoc และ Lactobacillus คือ Weissella 
paramenteroides (Leuconostoc paramesenteroides), W. confusus (Lb. confusus),            
W. halotolerans (Lb. halotolerans), W. kandleri (Lb. kandleri), W. minor (Lb. minor), 
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นอกจากนี้ยังมีสปชีสที่แยกไดใหมคือ W. hellenica (Stiles; & Holzapfel. 1997: 1-29), W. 
thailandensis  (Tanasupawat; et al. 2000: 1479–1485), W. cibaria (Björkroth; et al. 2002: 
141-148), W. kimchii (Choi; et al. 2002: 507–511), W. soli (Magnusson; et al. 2002: 831-834) 
และ W. koreensis (Lee; et al., 2002: 1257–1261) 

 
2.3 แหลงท่ีพบ  

ตามปกติสามารถพบแบคทีเรียกรดแลคติคไดในอาหารประเภทตางๆ เชน เนื้อสัตว
ผลิตภัณฑผักและผลไม นมและผลิตภัณฑอาหารที่ผานกระบวนการหมัก นอกจากนี้ยังพบในระบบ
ทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร สิ่งขับถายของมนุษยและสัตว รวมถึงในน้ําเสียจากแหลงตางๆ 
อีกดวย (Pot; et al.  1994: 513-517; Sarkar; & Banerjee.  1996: 231-233; Stiles; & Holzapfel.  
1997: 1-29) 

 
2.4 ความสําคัญ  

 แบคทีเรียกรดแลคติคเปนแบคทีเรียที่มีความสําคัญทั้งทางดานเศรษฐกิจ รวมถึงสุขภาพ
อนามัยของมนุษยและสัตว เชน ความสามารถในการยอยสลายน้ําตาลแลคโตส การสรางเอนไซม      
ที่สามารถยอยโปรตีน และการสรางแบคเทอริโอซิน (McKay; Dajani; & Wannamaker. 1983: 259-
274) รวมทั้งชวยปรับปรุงคุณภาพดานโภชนาการของอาหาร กระตุนกระบวนการสรางวิตามิน ปองกัน
และยับย้ังการติดเชื้อในลําไสและชองทางเดินปสสาวะ ลดระดับคอเลสเทอรอล (cholesterol) ใน
กระแสเลือด ลดความเปนพิษจากสารกอมะเร็ง กระตุนภูมิคุมกันใหเกิดการยับย้ังการเจริญของเนื้อ
งอก (Gilliland.  1990: 175-185) นอกจากนี้แบคทีเรียกรดแลคติคยังมีความสําคัญตออุตสาหกรรม
การหมักในหลายดาน คือ  

1. เปนแบคทีเรียที่ไมกอใหเกิดโรค ไมสรางสารพิษหรือผลผลิตที่เปนพิษ  
2. มีคุณสมบัติที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเพียงเล็กนอยและสามารถทนตอสภาวะที่

มีออกซิเจนไดดี จึงไมตองการกระบวนผลิตที่ซับซอน  
3. มีการเจริญที่รวดเร็วจึงใชระยะเวลาในกระบวนการผลิตส้ัน  
4. เปนแบคทีเรียที่ใชในอุตสาหกรรมอาหารมาเปนระยะเวลานาน จึงมีข้ันตอนและ

วิธีการสําหรับการเล้ียงเชื้อในระดับขยายสวนการผลิตอยูแลว  
5. สามารถใชสารตั้งตนในการผลิตที่มีราคาถูก  
6. การเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติคจะมีผลยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียที่ทําใหเกิด

การเนาเสีย และแบคทีเรียอื่นๆ ที่ปนเปอนอยูในกระบวนการผลิต 
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7. แบคทีเรียกรดแลคติคบางชนิดสามารถสรางและหลั่งโปรตีนออกมาภายนอกเซลลได 
(De Vuyst; & Vandamme.  1992: 571-578) 

แบคทีเรียกรดแลคติคถูกนํามาใชในอาหารหมักหลากหลายประเภท  อุตสาหกรรม
อาหารหมักที่มักใชแบคทีเรียกรดแลคติคเปนหัวเชื้อ ไดแก อุตสาหกรรมการผลิตชีส ซึ่งนิยมใชเชื้อ 
Lactococcus lactis อุตสาหกรรมการผลิตโยเกิรต ซ่ึงมักใชเชื้อ Streptococcus thermophilus 
รวมกับ Lactobacillus delbrueckii เปนตน นอกจากนี้ lactobacilli หลายสปชีสยังถูกใชเปนโปรไบ-   
โอติก (probiotic) อยางไรก็ตามปญหาหลักที่สําคัญในการหมักอาหาร ไดแก การปนเปอนจาก        
แบคเทอริโอเฟจ ซึ่งทําใหเกิดการแตกสลายของเซลลแบคทีเรียที่ใชเปนหัวเชื้อ ทําใหการเปล่ียนน้ําตาล
ที่มีอยูในอาหารไปเปนกรดแลคติคเกิดขึ้นไมสมบูรณ การหมักเกิดชาลง หรืออาจทําใหไมไดผลิตภัณฑ
ตามตองการ (Lu; et al., 2005: 45-54)   
 
3. แบคเทอริโอเฟจ 

3.1 ประวัติการคนพบแบคเทอริโอเฟจ 
 แบคเทอริโอเฟจ เปนไวรัสที่ทําใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรีย ถูกคนพบครั้งแรกโดย 

Twort  นักวิทยาศาสตรชาวอังกฤษ ในป ค.ศ. 1915 ซึ่งพบวาลักษณะโคโลนีของเชื้อ Staphylococcus 
ที่ทําการเพาะเลี้ยงและมีการติดเชื้อมีการเปล่ียนแปลงไป และแพรไปยังโคโลนีอื่น โดยตัวที่ทําใหเกิด
การติดเชื้อนี้สามารถผานเครื่องกรองได จึงไดมีการตั้งสมมติฐานไวอยางหลากหลาย และอธิบาย
ลักษณะที่เกิดขึ้นนี้วาเปนสิ่งที่สามารถผานเครื่องกรองไดคลายไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในสัตว (animal 
viruses) และพืช (plant viruses) อยางไรก็ตามรายงานดังกลาวถูกมองขามจากนักวิทยาศาสตร และ
ไมมีการศึกษาคนควาตอ จนกระทั่งในป ค.ศ. 1917 d, Herelle นักวิทยาศาสตรชาวแคนาดา ซึ่งทํางาน
อยูใน Pasteur Institute ไดทดลองกับเชื้อ Shigella dysenteriae ที่เปนสาเหตุโรคบิด และพบวาได
เกิดเหตุการณคลายกับ Twort โดยเขาไดแยกเชื้อ S. dysenteriae จากอุจจาระ และนําอุจจาระไป
กรอง นําสวนของเหลวที่ไดผสมกับอาหารที่มีเช้ือ S. dysenteriae ชวงกําลังเจริญ บมไวขามคืน พบวา
อาหารเหลวมีลักษณะใสไมมีการเจริญของเชื้อ จึงสรุปวาส่ิงที่ผานเครื่องกรองได คือ ไวรัสของ
แบคทีเรีย และใหความหมายของแบคเทอริโอเฟจวา ตัวกินแบคทีเรีย (Adams.  1958: 1-3) 
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3.2 สมบัติท่ัวไปของแบคเทอริโอเฟจ 
แบคเทอริโอเฟจมีสมบัตทิั่วไป (Voyles.  2002: 83) ดังนี้ คือ   
3.2.1 สามารถดํารงชีวิตแบบอิสระได แตการเพ่ิมจํานวนอนุภาคเฟจเกิดขึ้นไดเฉพาะเมื่อ

อยูภายในเซลลของแบคทีเรียที่ติดเชื้อเฟจหรือภายในโฮสทเทานั้น โดยอาศัยเมแทบอลิสึมของโฮสทใน
การผลิตเฟจรุนใหมออกมา 

3.2.2 ไมจัดเปนเซลลเพราะไมมีเย่ือหุมเซลล หรือโครงสรางอื่นๆ ของเซลล 

3.2.3 องคประกอบหลักของเฟจมีเพียงกรดนิวคลีอิกซึ่งประกอบดวยดีเอ็นเอ (DNA) หรือ
อารเอ็นเอ (RNA) ชนิดใดชนิดหนึ่ง และสวนของแคพซิด (capsid) ซึ่งเปนโปรตีนหอหุม (protein coat) 
เพื่อปองกันกรดนิวคลีอิกที่อยูภายใน 

3.2.4 กรดนิวคลีอิกที่บรรจุอยูภายในสวนใหญเปนแบบดีเอ็นเอสายคู (double-stranded 
DNA) อาจพบชนิดอื่นๆ เชน ดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single-stranded DNA) อารเอ็นเอสายคู (double-
stranded RNA) หรือ อารเอ็นเอสายเดี่ยว (single-stranded RNA)     

3.2.5 ขนาดของกรดนิวคลีอิกแตกตางกันตามชนิดของเฟจ  
 

3.3 การจัดจาํแนกเฟจ 
การจัดจําแนกเฟจอาศัยลักษณะรูปรางของเฟจจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน และชนิด

ของกรดนิวคลีอิก โดยแบงออกเปน 6 กลุมตามวิธีของ Bradley ซึ่งเปนพื้นฐานของการจัดหมวดหมู
ของเฟจในปจจุบัน (Bradley.  1967: 230-234) ดังนี้ คือ 

3.3.1 กลุม A สวนหัวมีลักษณะรูปรางเปนรูปหกเหลี่ยม (hexagonal) มีสวนหาง (tail)   
ที่มีชีทที่ยืดหดไดหอหุม (contractile sheath) และเปนแทงตรง สวนใหญพบระยางค (appendage) 
ซึ่งเปนโครงสรางสวนปลาย เชน ใยหาง (tail fiber) มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู อาจมีการ
แบงเปนกลุมยอยตอไปอีกตามลักษณะรูปราง 

3.3.2 กลุม B สวนหัวมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยม มีสวนหางที่ไมมีชีทหอหุมจึงไมสามารถ
หดตัวได แตมีความยาวมากกวาเสนผานศูนยกลางของสวนหัวมาก อาจมีหรือไมมีระยางคซึ่งเปน
โครงสรางสวนปลายอนุภาคก็ได มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู 

3.3.3 กลุม C สวนหัวมีลักษณะเปนรูปหกเหล่ียม มีสวนหางที่มีความยาวสั้นกวาขนาด    
เสนผานศูนยกลางของสวนหัวมากและไมมีชีทหอหุม จึงไมสามารถหดตัวได อาจมีหรือไมมีระยางค       
มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู 

3.3.4 กลุม D สวนหัวมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยมซึ่งมีปุม (knob) หรือแคพโซเมอรขนาด
ใหญอยูบนมุมของแคพซิด ไมมีสวนหาง มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว 
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3.3.5 กลุม E สวนหัวมีลักษณะเปนรูปหกเหลี่ยมที่ประกอบดวยแคพโซเมอรขนาดเล็ก    
มีกรดนิวคลีอิกเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยว 

3.3.6 กลุม F ลักษณะรูปรางไมเหมือนกลุมอื่นๆ เพราะเปนสายยาวที่มีความยืดหยุน     
มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว   

นอกจากนี้พบเฟจกลุม G ซ่ึงมีรูปรางไมแนนอน มี envelope ที่มีไขมันเปนสวนประกอบ 
(Ackermann; et al.  1999: 135-201) แตไมพบสวนของแคพซิด มีกรดนิวคลีอิกเปนดีเอ็นเอสายคู เชน 
เฟจ MV-L2 โดยทั่วไปเฟจที่พบมีรูปรางอยูในกลุม A, B และ C ดังแสดงในภาพประกอบ 2 
 

 
 

ภาพประกอบ 2 การจัดจําแนกเฟจโดยอาศัยรูปรางและชนดิกรดนิวคลีอิก 
 
              ที่มา: Goyal; Gerbra; & Bitton.  (1987).  Phage Ecology.  p. 53. 
  

ในการจัดหมวดหมู (classification) ของไวรัสมีการอธิบายนอยกวาในแบคทีเรีย เพราะ
ขาดความรูเบือ้งตน เชน แหลงกําเนดิ ววัิฒนาการ โดยทั่วไปแบงไวรัสแบงออกเปนกลุมใหญ 3 กลุม 
คือ ไวรัสสัตว ไวรัสพืช และไวรัสแบคทเีรีย ซึ่งใชความแตกตางของโฮสทในการแบงกลุม อยางไรก็ตาม
ไมสามารถจดัหมวดหมูและตั้งชื่อ (nomenclature) ใหเปนระบบเดียวกันได จนกระทั่งคณะกรรมการ
สากลวาดวยการจัดอนุกรมวธิานของไวรัส (International Committee on Taxonomy of Viruses: 
ICTV) ไดพัฒนารูปแบบการจดัหมวดหมู และแบงไวรัสเปน 50 Families สําหรับชื่อ Family ใหลงทาย
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ดวยคําวา -viridae เชน Family Poxviridae ชื่อ Subfamily ใหลงทายดวยคําวา -virinae เชน 
Subfamily Chorodopoxvirinae และชื่อ Genus ใหลงทายดวยคําวา -virus เชน Genus 
Orthopoxvirus (Harley; & Klein.  1993: 363) การจัดอนุกรมวิธานของไวรัสโดยอาศัยสมบัติตางๆ   
ดังแสดงในตาราง 1 
 
ตาราง 1 การจัดอนุกรมวิธานของไวรัสโดยอาศัยสมบัติตางๆ  
  

สมบัตติางๆ ของไวรัสทีน่ํามาจัดทําอนุกรมวิธาน 
1. รูปรางและขนาด ความสมมาตรของแคพซิด การมี spike การมีหรือไมมี envelope 
2. สมบัติทางฟสิกสและเคมีฟสิกสของไวรัส 
     2.1 น้ําหนกัโมเลกุล buoyant density และ sedimentation coefficient 
     2.2 ความทนตอกรด ความรอน ไอออนที่มีประจุบวก สารละลาย ผงซักฟอก และรังสี 
     2.3 ลักษณะของจีโนม เชน  
           ชนิดของจีโนม เปนอารเอ็นเอหรือดีเอน็เอ เปนสายเดี่ยวหรือสายคู เปนเสนตรงหรือ         
           เปนวงกลม ในกรณทีี่เปนทอนมีจาํนวนและความยาวเทาใด 
           ความยาวของจีโนม   
           ลําดับนิวคลีโอไทด  
           G-C content   
     2.4 สมบัตขิองโปรตนีที่เปนองคประกอบ เชน 
           จํานวน ขนาด และหนาที่ของโปรตีนโครงสราง (structural protein) 
           จํานวน ขนาด และหนาที่ของโปรตีนที่ไมใชโปรตีนโครงสราง (non-structural protein) 
           การมีโปรตีนที่มีหนาที่พิเศษตางๆ เชน transcriptase, reverse transcriptase และ  

hemagglutinin 
           ลําดับกรดอะมโินของโปรตนี  
     2.5 สมบัตขิองไขมัน ไดแก ปริมาณ ชนดิ และอ่ืนๆ 
     2.6 สมบัตขิองคารโบไฮเดรต ไดแก ปรมิาณ ชนดิ และอื่นๆ  
     2.7 การเรยีงตัวของยีนในจีโนม (genome organization) และการเพิ่มจํานวน ไดแก 
           การจัดลําดับยีน   
           วิธีการเพิ่มจํานวน    
           จํานวนและตําแหนงของ open reading frame 
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ตาราง 1 (ตอ) 
 

สมบัตติางๆ ของไวรัสทีน่ํามาจัดทําอนุกรมวิธาน 
           การถอดรหัส (transcription) และการแปลรหัส (translation) 
           ตําแหนงภายในเซลลที่โปรตนีของไวรัสสะสมอยู           
           ตําแหนงภายในเซลลที่ไวรัสประกอบเปนอนุภาค 
           ตําแหนงและวิธีการที่ไวรัสเกิดเปนอนุภาคสมบรูณ และออกจากเซลล  
     2.8 สมบตัขิองแอนติเจน ไดแก สมบตัทิาง serology 
     2.9 สมบตัทิางชีววิทยา ไดแก 
           โฮสท-เรนจ ในธรรมชาติ       
           วิธีการติดตอในธรรมชาติ  การมีพาหะ  การกอโรค 
           สภาพภูมิศาสตรในแหลงที่พบไวรัส    
           ความชอบตอเนื้อเยื่อ (tissue tropism) และพยาธิวิทยา 
 
             ทีม่า: Van  Regenmortel; Fauquel; & Bishop.  (2000).  Virus Taxonomy.  p. 98. 

 
สําหรับการจัดจําแนก Family ของเฟจ เนนสมบัติ 3 ประการ คือ ชนิดของกรดนิวคลีอิก 

(nucleic acid type) จํานวนสายของกรดนิวคลีอิก (nucleic acid strandedness) และการมีหรือไมมี 
envelope โดยไดจัดจําแนกและตั้งชื่อ Family เฟจที่มีอยูมากกวา 2,000 ชนิด ตามที่มีการคนพบใน
เวลานั้น (Lim. 1998: 390) ดังแสดงในภาพประกอบ 3 
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ภาพประกอบ 3  การจัดจําแนก Family ของเฟจตามวิธขีองคณะกรรมการสากลวาดวย 
      การจัดอนกุรมวิธานของไวรัส 
 

                  ทีม่า: Van  Regenmortel; Fauquel; & Bishop.  (2000).  Virus Taxonomy.  p. 53. 
 
 

จากการศึกษาเกี่ยวกับเฟจที่ผานมาพบวา เฟจที่ถูกศึกษาสวนใหญเปนเฟจที่มีหัว
ลักษณะรูปรางเปนรูปหกเหลี่ยม (hexagonal) มีหาง (tail) ถึงรอยละ 96 ซึ่งจัดอยูใน Family 
Siphoviridae, Myoviridae หรือ Podoviridae  โดยมีเฟจที่ถูกจัดอยูใน Family Siphoviridae ถึงรอย
ละ 61.7 รองลงมาคือ Family Myoviridae รอยละ 24.5 และ Family Podoviridae รอยละ 13.9 
(Ackermann.  1999: 135-201) 

 

Podoviridae

Myoviridae, isometric head 

Myoviridae, elongate head 

Siphoviridae

Lipothrixviridae 
Guttaviridae 

Fuselloviridae 
Salterprovirus 

Plasmloviridae 

Corticoviridae Tectiviridae 

Rudiviridae 

Microviridae 

Inoviridae

Inovirus 
Inoviridae 

Plectrovirus 

Cystoviridae Leviviridae 

ssRNA dsRNA 

dsDNA ssDNA 
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3.4 โครงสรางของเฟจ 
โครงสรางของอนุภาคเฟจประกอบดวยสวนสําคัญ 2 สวนคือ โปรตีนหอหุมหรือแคพซิด

เปนโครงสรางภายนอก และกรดนิวคลีอิกซึ่งอยูภายในแคพซิด  
3.4.1 แคพซิด 
  แคพซิด เปนโปรตีนโครงสรางของอนุภาคเฟจ ทําหนาที่หอหุมกรดนิวคลีอิกไว

ภายในชวยปองกันกรดนิวคลีอิกจากการถูกทําลายดวยรังสี อุณหภูมิ สารเคมี แคพซิดประกอบดวย
โปรตีนหนวยยอย เรียกวา แคพโซเมอร (capsomer) เมื่อแคพโซเมอรมาตอกันทําใหเกิดโครงสรางแบบ
ตางๆ ดังนี้ (Mckane; & Kandel.  1996: 306-309;  Maloy; Cronan; & Freifelder.  1994: 82) 

   3.4.1.1 โครงสรางรูปทรงหลายเหลี่ยม (polyhedral structure) เชน รูปทรงแบบ   
ไอโคซาฮีดรัล (icosahedral) โดยโครงสรางบริเวณสวนหัว มีมุมยอดทั้งหมด 12 มุม แตละมุม
ประกอบดวยแคพโซเมอร 5 หนวย มารวมกันเรียกวา เพนตอน (penton) นอกจากนี้มีหนาสามเหลี่ยม
ดานเทา 20 หนา   เกิดจากแคพโซเมอร 6 หนวย เรียก เฮกซอน (hexon) มาเรียงตัวรอบเพนตอน ดัง
แสดงในภาพประกอบ 4 (A) 

   3.4.1.2 โครงสรางซับซอน (complex structure) จะมีสวนหางที่เกิดจากการเรียง
ตัวของแคพโซเมอรตอจากสวนหัวลงมา ในลักษณะที่เรียงตัวแบบขดเปนเกลียวและสวนหางอาจ
ประกอบดวยชีทหอหุมแกนกลาง (core) แผนฐาน (base plate) และใยหาง ดังแสดงในภาพประกอบ 
4 (B) 

   3.4.1.3 โครงสรางแบบสายยาว (filamentous structure) เกิดจากแคพโซเมอรมา
เรียงตอกันในลักษณะแบบขดเปนเกลียว มีกรดนิวคลีอิกเปนแกนกลาง ดังแสดงในภาพประกอบ 4 (C) 
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ภาพประกอบ 4 รูปรางพื้นฐานของอนุภาคเฟจ (A) โครงสรางรูปทรงหลายเหลี่ยม (B) โครงสราง  

       ซับซอน (C) โครงสรางแบบสายยาว 
 
                   ที่มา:  Maloy; Cronan; & Freifelder.  (1994). Microbial Genetics.  p. 82. 
  

3.4.2 กรดนิวคลีอิก  
   กรดนิวคลีอิกที่พบเปนองคประกอบของอนุภาคเฟจ อาจเปนดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอ

แบบใดแบบหนึ่งเทานั้น ซึ่งอนุภาคของเฟจสวนมากมีกรดนิวคลีอิกชนิดดีเอ็นเอสายคู นอกจากนี้อาจ
พบดีเอ็นเอสายเดี่ยว อารเอ็นเอสายคู และอารเอ็นเอสายเดี่ยว โดยกรดนิวคลีอิกจะอัดตัวแนนอยู
ภายในแคพซิด (Maloy; Cronan; & Freifelder.  1994: 82)  
 

3.5 วงชีวิตของเฟจ 
 วงชีวิตของเฟจ แบงออกเปน 2 แบบ คือ 
 3.5.1 วงชีวิตแบบไลติค (lytic cycle)   

     เฟจที่เพิ่มจํานวนโดยใชวงชีวิตนี้  เรียกวา ไวรูเรนตเฟจ หรือไลติคเฟจ โดยเฟจทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเมแทบอลิสึมของแบคทีเรียที่เกิดการติดเชื้อ ทําใหเซลลของแบคทีเรียแตก
สลายและตาย เพื่อปลอยเฟจรุนใหมออกมา (Boyd.  1995: 403; Maloy; Cronan; & Freifelder.  
1994: 84-85)  

 
 

(A) 
Icosahedral 

tailless 

(B) 
Icosahedral 

tailed

(C) 
Filamentous 
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     ตัวอยาง เชน วงชีวิตของเฟจ T7 ของ E. coli ประกอบดวยขั้นตอน ดังนี้ 
      3.5.1.1 การเกาะติด (adsorption) เฟจจะอาศัยความจําเพาะระหวางตําแหนง
เกาะติด (attachment site) ของเฟจ กับตําแหนงรีเซพเตอร (receptor site) บนเซลลของแบคทีเรีย ซึ่ง
อาจเปนลิโพโพลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide) แคปซูล (capsule) พิไล (pili)  เเฟลกเจลลา 
(flagella) โปรตีน คารโบไฮเดรต และเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) เปนตน ตําแหนงเกาะติดของ
เฟจและตําแหนงรีเซพเตอรบนเซลลของแบคทีเรียมีความจําเพาะตอกันสูงมาก ถาแบคทีเรียเกิดการ
กลายพันธุในบริเวณตําแหนงรีเซพเตอร จะทําใหแบคทีเรียชนิดนั้นเกิดการตานทานตอการติดเชื้อเฟจ
เดิมที่เคยทําใหเกิดการติดเชื้อได  
   3.5.1.2 การสงกรดนิวคลีอิกของเฟจเขาสูเซลลของแบคทีเรีย (penetration) 
ข้ันตอนนี้เฟจจะปลอยกรดนิวคลีอิกผานผนังเซลลจนเขาสูไซโตพลาสสึมของแบคทีเรีย สวนของ     
แคพซิดและองคประกอบอื่นยังคงอยูภายนอกเซลลของแบคทีเรีย     
   3.5.1.3 การสังเคราะหกรดนิวคลีอิกและโครงสรางของเฟจ (biosynthesis) เมื่อ
กรดนิวคลีอิกของเฟจเขาไปภายในเซลลของแบคทีเรีย จะหยุดการสังเคราะหดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ
ของแบคทีเรีย และเริ่มมีการสังเคราะหกรดนิวคลีอิกและโปรตีนของเฟจ เริ่มตั้งแตข้ันตอนการจําลอง   
ดีเอ็นเอของเฟจ หลังจากนั้นดีเอ็นเอของเฟจจะถูกถอดรหัสเปน mRNA ของเฟจ และ mRNA ของเฟจ
จะถูกแปลรหัสเปนโปรตีนของเฟจ โดย mRNA ที่สรางขึ้นในชวงแรก (early mRNA) จะถูกแปลรหัส
เปนเอนไซมและโปรตีน ที่จําเปนสําหรับทําใหเกิดการติดเชื้อในแบคทีเรีย สวน mRNA ที่สรางขึ้นชวง
หลัง (Late mRNA) จะถูกแปลรหัสเปนโปรตีนโครงสรางของเฟจ เชน แคพซิด หาง เปนตน หรือแปล
รหัสเปนโปรตีนสําหรับใชในขั้นตอนการแตกสลายของเซลลแบคทีเรีย เพื่อปลดปลอยอนุภาคเฟจ      
รุนใหมออกมา  
   การศึกษาเฟจที่อยูในระยะนี้ทําไดโดยวิธีที่เรียกวา One step growth experiment 
ซึ่งวิธีนี้จะทําใหสามารถศึกษาการเจริญของเฟจอยางตอเนื่อง ทําใหทราบถึงระยะพัก (latent period) 
(ระยะเวลาตั้งแตเฟจเริ่มเกาะติดจนถึงเวลาที่เฟจทําใหเซลลแบคทีเรียแตกครั้งแรก) ระยะเพิ่มจํานวน 
(rise period) (เวลาที่เฟจทําใหเซลลแบคทีเรียแตกครั้งแรกเปนตนไป) ของเฟจ (Adams. 1959; Ellis;  
Delbruck. 1939) นอกจากนี้ยังสามารถหา burst size (จํานวนอนุภาคของเฟจหลังจากเพิ่มจํานวนตอ
โฮสท 1 เซลล) ไดจากอัตราสวนของจํานวนเฟจที่ถูกปลอยออกมาจากเซลลแบคทีเรียในชวงสุดทาย
ของ latent period ตอจํานวนเฟจที่ถูกปลอยออกมาจากเซลลแบคทีเรียครั้งแรก (Adams. 1959)     
ดังแสดงในภาพประกอบ 5 
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ภาพประกอบ 5  One step growth experiment 

 
   ที่มา: Madigan; Martinko; & Parker.  (2003). Brock Biology of Microorganism.                           

p. 241. 
 

    3.5.1.4 การประกอบตัวของเฟจ (assembly) ข้ันตอนนี้โปรตีนที่เปนโครงสรางของ
อนุภาคเฟจ เกิดการประกอบตัวเขาดวยกัน โดยสวนของกรดนิวคลีอิกจะถูกบรรจุเขาไปในแคพซิดที่
สรางขึ้น จากนั้นสวนของแคพซิดจะเชื่อมตอกับชีทหอหุมและสวนหาง แลวประกอบกันเปนอนุภาคเฟจ
ที่สมบูรณ 
    3.5.1.5 การแตกสลายของแบคทีเรีย (lysis) ขั้นตอนนี้อนุภาคเฟจรุนใหมจะถูก    
ปลดปลอยออกมาหลังจากที่เซลลของแบคทีเรียเกิดการแตกสลายและตาย เซลลของแบคทีเรียที่แตก
สลายนี้ เกิดจากการยอยดวยเอนไซม ไดแก ไลโซไซม (lysozyme) และ โฮลิน (holin) ซึ่งหลั่งโดยเฟจ 
เพ่ือยอยผนังเซลลและเย่ือหุมเซลลของแบคทีเรียตามลําดับ วงชีวิตแบบไลติคเฟจ ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 6 
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ภาพประกอบ 6 วงชีวิตแบบไลติคของเฟจ  

 
            ที่มา: Leiman; et al. (2004). Cell. p. 29. 
 

3.5.2 วงชีวิตแบบไลโสเจนิค (lysogenic cycle)  
            เฟจที่มวีงชีวิตทัง้แบบไลโสเจนคิและแบบไลติค เรียกวา เทมเพอเรตเฟจ 
(temperate phage) (Alcamo. 1996: 338; Mckane; & Kandel. 1996: 317) ตัวอยาง เชน แลม
ดาเฟจ (lambda phage) ที่มีความจําเพาะกับ E. coli  วงชีวิตแบบไลโสเจนคิประกอบดวยขั้นตอน
ตางๆ ดังนี ้
   3.5.2.1 การเกาะติด เกิดเหมือนกับวงชีวิตแบบไลติค  
   3.5.2.2 การสงกรดนิวคลีอิกของเฟจเขาสูเซลลของแบคทีเรีย โดยเฟจจะสง       
กรดนิวคลีอิกของเฟจ ที่มีลักษณะเปนสายตรงผานผนังเซลลเขาสูไซโตพลาสสึมของแบคทีเรีย จากนั้น
กรดนิวคลีอิกที่เปนสายตรงจะเปลี่ยนเปนรูปวงแหวนแบบปด ซึ่งขั้นตอนที่ 1 และ 2 ของวงชีวิตแบบ
ไลโสเจนิคยังคงเหมือนกับวงชีวิตแบบไลติค  
   3.5.2.3 การสอดแทรกดีเอ็นเอของเฟจในโครโมโซมของโฮสท (integration) โดย
อาศัยเอนไซมอินทีเกรส (integrase enzyme) ซ่ึงเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการแทรกตัวของ           
กรดนิวคลิอิกของเฟจ เขาไปในโครโมโซมของแบคทีเรีย เรียกเฟจระยะนี้วา โปรเฟจ (prophage) และ
เรียกแบคทีเรียที่มีโปรเฟจแทรกอยูวา ไลโสเจน (lysogen) ข้ันตอนนี้จะเริ่มจากการจําลองดีเอ็นเอ 
ถอดรหัส และแปลรหัส จนไดโปรตีนควบคุม (repressor protein) ซึ่งทําหนาที่ขัดขวางการทํางานของ

PHAGE PARTICLE 

EMPTY PHAGE SHELL  

PARENTAL PHAGE 
REPLICATES  

DAUGHTER PHAGES 
ASSEMBLE  

DAUGHTER PHAGES LYSE 
THE BACTERIUM AND 
START ANOTHER CYCLE 

PHAGE INJECTS ITS DNA 
INTO BACTERIAL TARGET 

ONE LYTIC CYCLE 
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อารเอ็นเอโพลีเมอเรส (RNA polymerase) จึงไมสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอและโปรตีนที่เปน
องคประกอบตางๆ ของเฟจได เมื่อเฟจเขาไปแทรกตัวกับโครโมโซมของแบคทีเรียแลว เฟจจะมีการเพิ่ม
จํานวนไปพรอมกับการเพ่ิมจํานวนของโครโมโซมแบคทีเรีย  
   3.5.2.4 การชักนําสูวงชีวิตแบบไลติค (induction) การชักนําเขาสูวงชีวิตแบบ     
ไลติคอาจเกิดจากหลายสาเหตุ ดังนี้ 

    - ดีเอ็นเอของแบคทีเรียไดรับความเสียหาย โปรเฟจจึงหลุดออกจาก
โครโมโซมของแบคทีเรียเขาสูวงชีวิตแบบไลติค 

    - ปจจัยจากส่ิงแวดลอมภายนอก เชน แสงอุลตราไวโอเลต (Voyles.  2002: 
96) หรือสารเคมี เชน มิโตมัยซิน ซี (mitomycin C) (Lim.  1998: 411) 

    เมื่อแบคทีเรียตอบสนองตอส่ิงแวดลอมภายนอกเหลานี้ทําใหโปรตีน
ควบคุมถูกทําลาย เฟจจะเขาสูวงชีวิตแบบไลติค ดังแสดงในภาพประกอบ 7 
 

 
ภาพประกอบ 7 วงชีวิตแบบไลโสเจนคิของเฟจ 

 
   ทีม่า: Madigan; Martinko; & Parker (2003). Brock Biology of Microorganism.         
p. 250. 
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3.6 การตรวจสอบการตดิเชื้อในโฮสท 
 การตรวจสอบการติดเชื้อในโฮสทใชเทคนิคที่เรียกวาการเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนสองชั้น 

(double agar layer method) โดยนําเฟจและแบคทีเรียที่เปนโฮสทที่มีความจําเพาะกัน มาผสมกันใน
อาหารวุนเหลว แลวเททับลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่เปนวุนแข็งในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ บมในอุณหภูมิที่
เหมาะสม เปนเวลา 16–24 ชั่วโมง จะพบวาโฮสทหรือแบคทีเรียที่ไมติดเชื้อสามารถเจริญปกคลุม
ผิวหนาอาหารชั้นบนสุด เรียกวา ลอน (lawn) แตถาพบวามีบริเวณที่มีลักษณะใสขึ้นบนลอนของ
แบคทีเรีย เรียกลักษณะนี้วา พลาค (plaque) (Cappuccino; & Sherman.  2001: 231) ซึ่งเกิดจาก
แบคทีเรียเกิดการติดเชื้อเฟจและแตกสลาย เกิดการปลดปลอยอนุภาคเฟจรุนใหมออกมา อนุภาคเฟจ
ที่ปลดปลอยออกมาสามารถเขาทําลายเซลลของแบคทีเรียบริเวณขางเคียง  จนเกิดเปนวงใสสามารถ
มองเห็นไดดวยตาเปลา ซึ่งในบริเวณนี้ไมมีการเจริญของแบคทีเรีย ดังแสดงในภาพประกอบ 8 

ลักษณะของพลาค  มี 2 แบบ คือ 
1.  พลาคใส (clear plaque) พลาคที่ปรากฎจะมีลักษณะใส เนื่องจากเฟจเพิ่มจํานวน

ดวยวงชีวิตแบบไลติค เฟจจะทําใหเซลลของแบคทีเรียแตกสลายและตายจึงเห็นเปนวงใส เฟจที่ทําให
เกิดพลาคในลักษณะนี้ คือ ไวรูเรนทเฟจหรือไลติคเฟจ 

2. พลาคขุน (turbid plaque) พลาคที่ปรากฎจะมีลักษณะขุน เฟจที่ทําใหเกิดพลาคมี
ลักษณะขุน คือ เทมเพอเรตเฟจ  โดยเริ่มแรกเฟจจะมีการเพ่ิมจํานวนอนุภาคดวยวงชีวิตแบบไลติค 
จนถึงระยะหนึ่งเฟจบางสวนจะเพิ่มจํานวนดวยวงชีวิตแบบไลโสเจนิค ซึ่งแบคทีเรียที่เกิดการติดเชื้อโดย
เฟจชนิดนี้จะไมเกิดการแตกสลายของเซลล จึงพบแบคทีเรียเจริญอยูในพลาค ทําใหเห็นพลาคมี
ลักษณะขุน 
 

 
 

ภาพประกอบ 8  ลักษณะของพลาคที่เจรญิบนลอนของแบคทีเรีย 
 

 ที่มา: พรทิพย สุขสวัสดิ์. (2549). การศึกษาสมบัติของวิบริโอเฟจที่แยกจากตัวอยางน้ําทะเล
และอาหารทะเลดิบในประเทศไทย. หนา. 17. 

ลอนของแบคทีเรีย 

พลาค 
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3.7 การศึกษาความสามารถในการติดเชื้อกับแบคทีเรียกรดแลคติคสปชีสอ่ืน และ
จีนัสอ่ืนของเฟจ 

 เฟจบางชนิดมีความจําเพาะสูง สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียสปชีสเดียว
หรือเพียง 2-3 สปชีส เรียกวา เฟจมีโฮสท-เรนจแคบ บางชนิดอาจทําใหเกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรีย
หลายสปชีส เรียกวา เฟจมีโฮสท-เรนจกวาง ดังนั้นการศึกษาโฮสท-เรนจ คือ การศึกษาความสัมพันธ
ระหวางเฟจที่ทําให เ กิดการติดเชื้อกับแบคที เรียสายพันธุอื่น  นอกเหนือจากแบคที เรียที่ ใช                
แยกเฟจชนิดนั้น ปจจุบันนํามาทดสอบความจําเพาะกับแบคทีเรียตางสปชีสหรือจีนัส (Matsuzaki; et 
al.  1992: 93-97) ตอมาไดมีการเรียกเฟจที่จําเพาะตอแบคทีเรียสปชีสเดียววา monovalent phage 
และเรียกเฟจที่มีความจําเพาะกับแบคทีเรียมากกวา 1 สปชีสวา polyvalent phage (Kalmanson; & 
Bronfenbrenner.  1942: 13) 

 ตัวอยางรายงานการศึกษาโฮสท-เรนจ หรือการศึกษาความสัมพันธระหวางเฟจ ที่ทําให
เกิดการติดเชื้อกับแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนนอกเหนือจากแบคทีเรียที่ใชแยกเฟจชนิดนั้น เชน เฟจบางตัว
ทําใหเกิดการติดเชื้อทั้งใน Lc. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris และ Lc. lactis biovariant 
diacetylactis แตในขณะที่เชื้อหลายสายพันธุจะสามารถตานทานตอเฟจที่จําเพาะกับสายพันธุนั้นได 
(Mullan. 2002)  
 

3.8 การศึกษารูปรางของเฟจ 
 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนเปนเครื่องมือสําหรับนํามาศึกษารูปราง และวัดขนาดเฟจ    

โดยมักจะใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microscope, TEM) 
และยอมตัวอยางเฟจดวยวิธีเนกาทีฟสเตนนิ่ง (negative staining) โดยใชยูเรนิลอะซีเตด (uranyl 
acetate) หรือ กรดฟอสโฟทังสเตนิค (phosphotunstanic acid) ทําใหเห็นรูปรางเฟจมีสีออนบนพื้นผิว 
(background) ที่ทึบแสง สําหรับการวัดขนาดอนุภาคเฟจจะวัดจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ
สองผาน อยางไรก็ตามบางครั้งอาจเกิดความผิดพลาด อันเนื่องมาจากตัวอยางเฟจแหงมาก ทําให
ขนาดที่วัดไดเล็กกวาความเปนจริง หรืออาจมีขนาดใหญขึ้นจากเงาของโลหะที่พอกตัวหนาเกินไป 
(Zachary.  1976: 415–422; Kay; & Bradley.  1960: 553-563) 
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3.9 ปจจัยทางกายภาพที่มีผลตอเฟจ 
 3.9.1 ความตองการอิเลคโทรไลท (electrolyte requirements)  

     เฟจตองการไดวาเลนทแคทไอออน เชน แคลเซียมไอออน (Ca2+) หรือแมกนีเซียม
ไอออน (Mg2+) ในชวงใดชวงหนึ่งของการติดเชื้อ (Watanabe; & Takesue. 1972: 19–30) ซึ่งความ
ตองการไดวาเลนทไอออนสําหรับการเพิ่มจํานวนของเฟจนั้นถูกศึกษามาเปนระยะเวลานาน พบวา    
ไดวาเลนทไอออนเปนปจจัยที่สําคัญในการเขาเกาะติดโฮสทของเฟจ เพราะไดวาเลนทแคทไอออน เชน 
แคลเซียมไอออนจะมีสวนชวยใหเฟจสามารถเขาเกาะติดกับผนังเซลลของโฮสทซึ่งมีประจุเปนลบได
งายขึ้น นอกจากนี้แคลเซียมไอออนยังมีความจําเปนตอการเพ่ิมจํานวนของเฟจสวนใหญดวย โดย
ระดับของแคลเซียมไอออนที่เฟจตองการเพื่อใหสามารถเพิ่มจํานวนเฟจใหไดมากที่สุดมีความแตกตาง
กันขึ้นอยูกับชนิดของเฟจ และชนิดของโฮสท แตโดยทั่วไปจะมีการเติมแคลเซียมไอออนลงไปในอาหาร
ที่ใชในการศึกษาเกี่ยวกับเฟจประมาณ 5-10 มิลลิโมลาร ซึ่งมักจะมีการเติมแคลเซียมไอออนลงไปใน
รูปของแคลเซียมคลอไรด (calcium chloride) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการเติมแมกนีเซียมซัลเฟต 
(magnesium sulphate) ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถชวยเพิ่มขนาดของพลาคใหใหญข้ึนได 
(Mullan.  2002)  

3.9.2 อุณหภูมิ 
    อุณหภูมิมีผลอยางมากตอการอยูรอดของเฟจ โดยทั่วไปเฟจสวนใหญจะถูก

ทําลายที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที อยางไรก็ตามเฟจบางตัวสามารถทนที่อุณหภูมิ
ดังกลาวได 5 นาทีในหางนม (skim milk; pH 6.0)  บางชนิดทนตอในการทําแหงที่อุณหภูมิ 90-95 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากการศึกษาที่ผานมาพบวาเฟจบางตัวยังสามารถอยูรอดไดแมวา
จะผานการทําพาสเจอรไรซแบบใชอุณหภูมิสูงแตใชเวลาสั้น (High Temperature-Short Time; HTST 
pasteurization; อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วินาที) ดังนั้นในปจจุบันจึงมีความจําเปนใน
การใชความรอนสูงเพื่อทําลายเฟจ โดยสวนใหญจะใชอุณหภูมิประมาณ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที เพื่อใหแนใจวาเฟจจะถูกทําลายหมดไปในกระบวนการผลิตนม (Mullan. 2002)  แตใน
อุตสาหกรรมการหมักหลายชนิด พบวาวัตถุดิบที่ใชในการหมักไมสามารถที่จะผานความรอนสูงเปน
ระยะเวลานานได เพราะจะสงผลตอเนื้อสัมผัส และกลิ่นรสของผลิตภัณฑนั้นได ดังนั้นในการศึกษาผล
ของอุณหภูมิที่มีตอเฟจในปจจุบันจะเนนศึกษาถึงอุณหภูมิและระยะเวลาที่ทําใหเฟจเหลือนอยที่สุด
พอที่จะทําใหการหมักไดผลดีและไมสงผลตอเนื้อสัมผัส และกลิ่นรสของผลิตภัณฑ ซึ่งการศึกษาผล
ของอุณหภูมิที่มีตอเฟจนั้นจะชวยที่ใหทราบถึงวิธีที่จะควบคุมเฟจตอไปในอนาคต 
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3.9.3 ความเปนกรดดาง (pH) 
    จากการศึกษาที่ผานมาพบวาเฟจจะถูกทําลายในภาวะที่มีความเปนกรดดางต่ํา 

โดยเมื่อมีการเติมกรดแลคติครอยละ 2.5 (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงไปในนมเปนเวลา 5 นาที เฟจจะถูก
ทําลายหมด อยางไรก็ตามการเติมกรดแลคติคลงไปในนมนอยกวารอยละ 1 จะมีผลตอเฟจนอยมาก
แมวาจะบมไวนานถึง 24 ชั่วโมงก็ตาม ซึ่งจากการทดลองตอมาพบวาเฟจจะถูกทําลายอยางรวดเร็ว
เมื่ออยูในภาวะที่มีความเปนกรดดางนอยกวาหรือเทากับ 2.5 และมากกวาหรือเทากับ 11.8 ที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส แตในภาวะที่มีความเปนกรดดางอยูระหวาง 2.5-11.8 จะเห็นผลไดชา สวนที่ความ
เปนกรดดาง 4.0–7.0 จะตองใชเวลามากกวา 5 วัน เฟจถึงจะถูกทําลายได อยางไรก็ตามการศึกษาใน
ปจจุบันพบวา เฟจจะถูกยับย้ังอยางรวดเร็วที่ความเปนกรดดางต่ํากวา 5 โดยเฉพาะเมื่ออยูในภาวะที่มี
ความเปนกรดดางต่ํากวา 4.5 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Mullan.  2002) 
 
4. แลคติดแอซิดแบคเทอริโอเฟจ (lactic acid bacteriophages) 

แลคติดแอซิดแบคเทอริโอเฟจ หรือแลบเฟจ  ถูกแยกไดครั้งแรกในป ค.ศ. 1930 โดยพบการ
ปนเปอนในผลิตภัณฑอาหารหมัก หลังจากนั้นมาก็ไดมีการศึกษาเกี่ยวกับแลบเฟจกันอยางแพรหลาย 
โดยทําการแยกแลบเฟจจากอาหารหมักหลายๆ แหลง เชน จากเชื้อเริ่มตนในการหมักเนื้อ (Trevors; et 
al.  1983: 281–288) หางนมจากการผลิตชีส (Caso; et al.  1995: 741–750) กิมจิ (Yoon; et al.  
2001: 63–74) และน้ําแตงกวาดอง (Lu; et al. 2003a: 225-235) เพ่ือศึกษาเกี่ยวกับลักษณะและ
คุณสมบัติของแลบเฟจเพิ่มมากขึ้น แลบเฟจที่ มีการศึกษากันมาก ไดแก เฟจของเชื้อในกลุม 
Lactobacillus, Lactococcus และ Streptococcus ซึ่งจากการศึกษาที่ผานมาพบวา แลบเฟจยังคง
เปนปญหาสําคัญในการผลิตอาหารหมักทุกประเภท (Lu; et al.  2005: 45-54) 

แบคทีเรียกรดแลคติคสามารถแยกไดจากอาหารที่ผานกระบวนการหมัก ระบบทางเดิน
หายใจ ระบบทางเดินอาหาร สิ่งขับถายของมนุษยและสัตว รวมถึงในน้ําเสียจากแหลงตางๆ ดังนั้นจึง
สามารถแยกแลบเฟจไดจากแหลงเดียวกัน การศึกษาปจจัยที่มีผลตอแลบเฟจที่แยกจากตัวอยางตางๆ 
ไดแก รีเซฟเตอรจําเพาะที่อยูบนผิวเซลลของโฮสท และการมีแคทไอออนอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช 
(Topley; & Wison.  1990) เนื่องจากเฟจตองการไดวาเลนทแคทไอออน เชน แคลเซียมไอออน หรือ
แมกนีเซียมไอออน ในชวงใดชวงหนึ่งของการติดเชื้อ (Watanabe; & Takesue. 1972: 19–30) ซึ่งการ
จะเขาเกาะติดโฮสทของเฟจไดหรือไมนั้น ข้ึนอยูกับการมีหรือไมมีไดวาเลนทแคทไอออนดวย (Topley; 
& Wilson, 1990) แตการศึกษาตอมาพบวาไดวาเลนทแคทไอออนไมมีผลตอการเขาเกาะติดโฮสทของ
เฟจในชวง 30 นาทีแรก (Lu; et al. 2003a: 225-235) 
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การศึกษาผลของอุณหภูมิตอเฟจของแบคทีเรียกรดแลคติคที่ผานมาพบวา แลบเฟจสวนใหญ
สามารถอยูรอดไดแมจะผานการทําพาสเจอรไรซแบบใชอุณหภูมิสูงแตใชเวลาสั้น (HTST) (Mullan, 
2002) ในการศึกษาตอมาพบวาเฟจ ΦJL-1 ที่แยกมาจากน้ําแตงกวาดองถูกยับย้ังการทํางานไดที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที และถูกทําลายไดที่อุณหภูมิมากกวา 80 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 นาที (Lu; et al. 2003a: 225-235) 

นอกจากนี้จากการศึกษาที่ผานมาพบวาแลบเฟจสามารถปนเปอนไดในบริเวณที่ทําชีสทุก
แหลงของโลก แมวาจะมีการควบคุมทางสุขอนามัยอยางดี หรือมีการเปลี่ยนหัวเช้ือ หรือใชเชื้อที่
ตานทานตอการติดเชื้อดวยเฟจก็ตาม (Klaenhammer, 1984: 1-29) และแลบเฟจยังคงเปนปญหา
สําคัญในการผลิตอาหารหมักทุกประเภท (Lu; et al. 2005: 45-54) การปนเปอนดวยแลบเฟจใน
อาหารหมักนับเปนปญหาหลักในระดับอุตสาหกรรม การสุขาภิบาลที่ดีในบริเวณที่ใชในการหมักจะ
ชวยลดการปนเปอนของเฟจในการหมักได ทั้งนี้รวมถึงการแยกหองเก็บหัวเชื้อในการหมักจากหองที่ใช
ในการผลิต การใชความรอนในการฆาเชื้ออุปกรณ การใชอาหารที่ยับย้ังเฟจ (Phage Inhibitory 
Medium; PIM) ในการถายหัวเชื้อ เปนตน (Mullan, 1986: 39-42) 

จากความสําคัญดังกลาว ดังนั้นการศึกษาเก่ียวกับแลบเฟจที่แยกจากแหนมในประเทศ       
จะเปนขอมูลสําคัญในการศึกษาการแพรกระจายของแลบเฟจในแหนมที่ใชแบคทีเรียกรดแลคติคเปน
หัวเชื้อ รวมถึงปริมาณและคุณสมบัติตางๆ ของเฟจที่ปนเปอนในการหมักแหนม ซึ่งจะชวยพัฒนา
วิธีการในการลดการปนเปอนของแลบเฟจ การควบคุมสุขาภิบาลในบริเวณการผลิต การปองกันและ
ควบคุมการแพรกระจายของเฟจ การปรับปรุงกระบวนการในการหมักใหมีประสิทธิภาพปราศจากการ
ปนเปอนดวยเฟจ รวมทั้งการคัดเลือกสายพันธุที่ทนตอการติดเชื้อดวยเฟจในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

อุปกรณและสารเคมี 
1. อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

ตูบมเพาะเชื้อ (Incubator) (SHEL-LAB) 
หมอนึง่ความดันไอ (Autoclave) (Astell) 
ตูปลอดเชื้อ (Laminar flow) (Science Tech) 
ตูอบฆาเชื้อ (Hot–air sterilizing oven) (Fisher Scientific) 
เครื่องหมนุเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Du Pont) 
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (Jeol รุน JEM-1010) 
เครื่องอิเล็คโตรโฟเรซิส (Electrophoresis apparatus) (Bio-Rad) 
เครื่อง Polymerase Chain Reaction (PCR; Mini Cycler TM PTC-150) (MJ    Research) 
ชุดจําแนกแบคทเีรียสําเร็จรปู API 50 CHL (BioMerieux) 

  QIA quick gel extraction Kit (Qiagen) 

ชุดถายภาพเจล (Viber Lourmat) 
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2. อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
MRS agar (Hi-media) 
MRS broth (Hi-media) 
nutrient agar (Hi-media) 
polyethylene glycol 8000 (Sigma) 
sodium dodecyl sulfate (Sigma) 
chloroform (Merck) 
absolute ethanol (Merck) 
phenol (USB) 
ethidium bromide (BIO-RAD) 
loading dye (Fermentas) 
lysozyme (Fermentas) 
2-Log DNA Ladder (New England Biolabs) 
Lambda DNA marker/HindIII (Fermentas) 
isopropanol (Merck) 

  เอนไซมตดัจาํเพาะ ApaLI, EcoRI (Promega), BglII, PstI, HindIII, NdeI (Fermentas) 
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วิธีดําเนินการทดลอง 
 
1. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติค 

ใช Loop เผาไฟจนแดง รอจนเย็นแลวนํา loop แตะบริเวณตางๆ ของแหนม นํามา streak ลง
บนอาหาร MRS agar ที่ผสม CaCO3 รอยละ 0.5 จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน 
candle jar เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 
2. การจัดจําแนกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติค 

2.1 การคัดเลือกเบื้องตน 
2.1.1 รูปราง  

คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่เปนโคโลนีเดี่ยว ขนาด 1-3 มิลลิเมตร ที่มีบริเวณใสรอบ
โคโลนีบนอาหาร MRS agar ที่ผสม CaCO3 รอยละ 0.5 นําไปยอมสีแกรมเพื่อดูลักษณะรูปราง เก็บ
เชื้อที่ติดสีแกรมบวก ไมสรางสปอร ลงในอาหาร MRS agar  

2.1.2 การทดสอบเอนไซมคะตะเลส  
ใช loop เขี่ยเชื้อจากขอ 2.1.1 ที่เจริญบน MRS agar มาแตะลงบนสไลดที่มี 1 

หยดของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) รอยละ 3 เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติคจะใหผลลบ  
ถาเชื้อทดสอบใหผลบวกในขอ 2.1.1 และใหผลลบในขอ 2.1.2 คาดวาเปนเชื้อ

แบคทีเรียกรดแลคติค ใหเก็บเชื้อไวใน MRS agar เพื่อนําเชื้อที่ไดไปทดสอบทางชีวเคมีอื่นๆ เพ่ือ
จําแนกสปชีสตอไป โดย subculture ทุก 2 สัปดาห และเก็บ stock culture ใน MRS broth ที่เติม      
กลีเซอรอล รอยละ 20 ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.2 การจําแนกจีนัสโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมี 
2.2.1 ตรวจสอบความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส  

ปเปตเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียกรดแลคติค ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสใน
อาหาร MRS broth นําไปบมใน candle jar ที่อุณหภูมิตางกันคือ ที่ 10 องศาเซลเซียส 30            
องศาเซลเซียส และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน บันทึกผลจากการสังเกตวาเชื้อเจรญิไดหรือไม  

2.2.2 ตรวจสอบความสามารถในการเจริญที่สภาวะคาความเปนกรดดาง 4.4 และ 9.6 
ปเปตเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียกรดแลคติค ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสใน

อาหาร MRS broth ที่ปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเปน 4.4, 5.7 และ 9.6 นําไปบมใน candle 
jar ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน บันทึกผลจากการสังเกตวาเชื้อเจริญไดหรือไม  
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2.2.3 ตรวจสอบความสามารถในการเจริญที่สภาวะมี NaCl เขมขนรอยละ 6.5 และ 18  
ปเปตเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียกรดแลคติค ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสใน

อาหาร MRS broth ที่ไมมี NaCl และมี NaCl รอยละ 6.5 และ 18 นําไปบมใน candle jar ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน บันทึกผลจากการสังเกตวาเชื้อเจริญไดหรือไม  

2.2.4 ตรวจสอบการสรางกาซคารบอนไดออกไซดจากการหมักน้ําตาลกลโูคส 
ปเปตเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียกรดแลคติค ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสใน

อาหาร MRS broth ที่มีหลอดดักกาซ 1 หลอด บมใน candle jar ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 วัน บันทึกผลจากการเกิดกาซในหลอดดักกาซ 

2.3 การจําแนกสปชีสโดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียสําเร็จรูป API 50 CHL 
นําแบคทีเรียกรดแลคติคที่ผานการจัดจําแนกในระดับจีนัส มาจัดจําแนกในระดับ         

สปชีสโดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียสําเร็จรูป API 50 CHL (BioMerieux, France) (ภาคผนวก ค ขอ 1)  
2.4 การจําแนกสปชีสโดยอาศัยลําดับเบสในบริเวณ 16S rDNA 

2.4.1 การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย 
นําแบคทีเรียกรดแลคติค ที่มีจํานวนเซลล 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1.5 

มิลลิลิตร ไปปนที่ความเร็ว 4,025xg เปนเวลา 3 นาที เพ่ือตกตะกอนเซลล แลวลางเซลลดวย TE 
buffer (pH 8) (ภาคผนวก ข ขอ 2) จากนั้นทําเซลลแขวนลอยใน TE buffer (pH 8) ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร ใส lysozyme 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมง เติม sodium dodecyl sulfate รอยละ 10 (น้ําหนักตอปริมาตร) (ภาคผนวก ข ขอ 1) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติมสารละลายฟนอล: 
คลอโรฟอรม (อัตราสวน 1: 1) นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 13,244xg เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส แลวทําซ้ําอีกครั้งหนึ่ง จากนั้นแยกสวนใสดานบนมาทําการตกตะกอนดีเอ็นเอโดยดูด
สวนใสดานบนที่ไดมาเติมโซเดียมอะซิเตท 3 โมลาร (ภาคผนวก ข ขอ 4) ในอัตราสวนปริมาตร 1 ตอ 
10 และเอธานอลรอยละ 95 (ที่แชเย็น) ในอัตราสวนปริมาตร 2 ตอ 1 แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ -70 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นํามาปนเหวี่ยงความเร็ว 13,244xg เปนเวลา 10 นาที ลางดีเอ็นเอ
อีกครั้งดวยเอธานอลรอยละ 70 (ปริมาตรตอปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาปนเหวี่ยงความเร็ว 
13,244xg เปนเวลา 1 นาที ดูดเอธานอลทิ้ง จากนั้นนําไประเหยเอธานอลออก แขวนลอยดีเอ็นเอดวย
น้ํา nuclease-free ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาวิเคราะหดวยวิธีอิเล็กโทร-
โฟเรซิส (electrophoresis) โดยชั่งอะกาโรส 0.5 กรัม ผสมกับ 1X TBE 50 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ขอ 
3) นํามาหลอมใหเจลละลาย แลวเทเจลลงใน gel apparatus เมื่อเจลแข็งตัวนํามาใสใน chamber 
จากนั้นเท 1X TBE ใหทวมเจล นําดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่สกัดไดผสมกับ loading dye แลวนํามาใสลง
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ในชองภายในเจล ใหกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําเจลมายอมดวย
สารละลาย ethidium bromide (0.1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนเวลา 10 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาโดย
การแชน้ําเปนเวลา 10 นาที จากนั้นตรวจดูเจลภายใตแสงอุลตราไวโอเลต ดีเอ็นเอจะปรากฏใหเห็น
เปนแถบสีสม โดยการตรวจสอบดวยวิธีนี้ตองเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (2-Log DNA Ladder, 
New England Biolabs)  

2.4.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
นํา DNA ที่สกัดไดมาเปน template ในการทํา Polymerase Chain Reaction 

(PCR) เพ่ือเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใช primers ที่มีลําดับเบสดังนี้ 
(Erko; & Michael. 1991) 

forward primer (8-27f): 5’ AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG 3’  
reverse primer (1525r): 5’ TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT 3’ 
 โดยสวนผสมของ PCR reaction (QIAGEN) ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 ไมโครลิตร มี

ดังนี้ 10X Taq buffer 5 ไมโครลติร, dNTP mix 1 มิลลโิมลาร, forward primer 15 พิโคโมล, reverse 
primer 15 พิโคโมล, ดีเอ็นเอที่สกัดจากเชื้อแบคทีเรีย 40 นาโนกรัม, Taq DNA polymerase 0.2 
ไมโครลิตร, MgCl2 2 มิลลิโมลาร และ 5X Q solution 10  ไมโครลิตร  

นําหลอด micro centrifuge ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ชนิด thin wall ที่ผสมสารตาง ๆ 
เรียบรอยแลวใสในเครื่อง MiniCyclerTM     โดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาสําหรับเพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ
บริเวณ 16S rDNA โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

1. preheating อุณหภูมิ        95 องศาเซลเซียส เปนเวลา    2 นาที 
2. denaturing อุณหภูมิ        95 องศาเซลเซียส เปนเวลา    1 นาที 
3. annealing อุณหภูมิ    55 องศาเซลเซียส เปนเวลา    1 นาที 
4. extension  อุณหภูมิ        72 องศาเซลเซียส เปนเวลา    1 นาที 
5. ทําซ้ําขั้นที่ 2-4 เปนจํานวน 30 รอบ 
6. final extension อุณหภูมิ        72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
7. คงอุณหภูมิไวที่ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปทําการวิเคราะหตอไป  
แลวนําชิ้นดีเอน็เอที่ไดจากการทํา PCR นีม้าวิเคราะหขนาดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟ- 

เรซิส เชนเดียวกับการทดลองในขอ 2.4.1 
  2.4.3 การทําใหชิ้นดีเอ็นเอบริสุทธิ์  

ใช QIA quick Gel Extraction kit (QIAGEN) (ภาคผนวก ง) 
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2.4.4 การเปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA กับลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA ใน
ฐานขอมูล 

นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดสงไปหาลําดับเบสบรเิวณ 16S rDNA โดยใช primers ดงัตาราง 
2 จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดมาตรวจสอบความถูกตองดวยตาเปลาโดยใชโปรแกรม Chromas version 
2.0.1 (Technelysium Pty Limited. Australia) และจดัเรียงตอสายดีเอ็นเอที่ไดดวยโปรแกรม Bioedit 
version 7.0.9 (Tom Hall, North Carolina State University) แลวนําลําดับเบสของชิ้นดีเอ็นเอไป
เปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA ในฐานขอมูล National Center for 
Biotechnology Information :GenBank โดยใชโปรแกรม Blastn (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/BLAST) และทําการสงลาํดับเบสของชิน้ดเีอ็นเอที่ไดไปเก็บในฐานขอมูล European 
Molecular Biology Laboratory – European Bioinformatics Institute: EMBL- EBI 
(http://www.ebi.ac.uk)  
 
ตาราง 2  Primers ที่ใชในการหาลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA 

 
ช่ือ primer ลําดับเบส (5’ 3’) อางอิง 

8-27f AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG (Erko;& Michael. 1991) 
519r G(A/T)ATTACCGCGGC(G/T)GCTG (Erko;& Michael. 1991) 
530f GTGCCAGC(A/C)GCCGCGG (Erko;& Michael. 1991) 

1114f GCAACGAGCGCAACCC (Erko;& Michael. 1991) 
1392r ACGGGCGGTGTGT(A/G)C (Erko;& Michael. 1991) 
1492r TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT (Erko;& Michael. 1991) 
1450f GTTTGTAACACCCAAAGCCGG ไดจากการออกแบบ (ภาคผนวก จ) 

 
 
           5’                                                                                                                               3’ 

 
 

ภาพประกอบ 9 ตําแหนงการจับของ primers บริเวณ 16S rDNA 
 
 

16S rDNA 
8-27f 

519r 

530f 1114f 1470f 

1392r 1492r 
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3. การแยกแลบเฟจโดยใชแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกไดเปนโฮสท 
เล้ียงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติคในอาหาร MRS broth บมใน candle jar ที่อุณหภูมิ 30 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเตรียมเปนเซลลแขวนลอยที่มีคา OD600 เทากับ 0.6 ดูดมา 1 
มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยูในขวดทดลองรูปชมพูขนาด 
250 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 6-7 ชั่วโมง จากนั้นใสแหนมปริมาณ    
25 กรัม ลงไปบมตอไปอีกเปนเวลา 24 ชั่วโมง นําตัวอยางไปตกตะกอน เพ่ือแยกตัวอยางอาหารและ
เซลลที่ไมตองการออก โดยใชเครื่องปนเหว่ียงที่ความเร็ว 4,025xg เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส แยกสวนน้ําใสมากรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนํามาวิเคราะหข้ัน
ตอไปวามีแลบเฟจอยูหรือไม (Baross; Liston; & Morita.  1978a: 493; Koga; Toyoshima; & 
Kawata.  1982: 466) 
 
4. การตรวจสอบแลบเฟจโดยใชเทคนิคการทําอาหารวุนสองชั้น  

นําน้ําใสที่ไดจากขอ 3 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และแบคทีเรียกรดแลคติค ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร มาเติมลงในอาหาร MRS broth ที่มีวุนรอยละ 0.5 ที่หลอมเหลวแลว บรรจุอยูในหลอด
ทดลอง ผสมใหเขากันแลวเททับลงบนอาหาร MRS agar ที่แข็งตัว บมใน candle jar ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบวงใสหรือพลาคที่เกิดขึ้น ดังแสดงในภาพประกอบ 10 
(Baross; Liston; & Morita.  1978b: 501)  
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ภาพประกอบ 10  การตรวจสอบแลบเฟจโดยเทคนคิการทําอาหารวุนสองชั้น 
 

  ทีม่า: Nester; Robert; & Nester.  (1995).  Microbiology. p. 293. 
 
5. การหาปริมาณของแลบเฟจ 

การหาปริมาณของแลบเฟจทําไดโดยเจือจางแลบเฟจในตัวอยางแบบ serial dilution ใหมีคา
ลดลงระดับละสิบเทา นําสารแขวนลอยของแลบเฟจในแตละระดับความเจือจาง และแบคทีเรียกรด   
แลคตคิที่ใชเปนโฮสทมาหาปริมาณแลบเฟจ โดยการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธทีดลองในขอ 4       
นับจํานวนพลาคที่เกิดขึน้แลวนําไปคํานวณกับอัตราการเจือจาง เพื่อหาคาความสามารถในการเกิด 
พลาค (Plaque Forming Unit /ml; PFU/ml) โดยคํานวณไดจากสูตร (Depaola; et al.  1998: 347) 

คาความสามารถในการเกิดพลาค (PFU/ml)        =                      จํานวนพลาค 
                                                                               ปริมาณเฟจที่ใช X คาความเจือจาง 
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6. การเพิ่มจํานวนของแลบเฟจ 
เตรียมแลบเฟจโดยเทคนิคการทําอาหารวุนสองชั้น ตามวิธีการทดลองในขอ 4 หลังจากบมไว

เปนเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง จนมีพลาคเกิดขึ้น ใหเททับหนาอาหารดวย MRS broth ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร แลวตั้งทิ้งไวประมาณ 2-5 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหองเพื่อชะแลบเฟจออกจากผิวหนาอาหาร 
จากนั้นแยกตัวอยางอาหารและเซลลที่ไมตองการออก โดยปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,025xg เปนเวลา 10 
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสวนน้ําใสมากรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บสวน
น้ําใสที่กรองไดไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Adams, 1958: 447) 
 
7. การหาอัตราสวนของแลบเฟจตอโฮสทท่ีเหมาะสมตอการติดเช้ือ (Multiplicity of Infection; 
MOI) 

นําเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่เจริญใน MRS broth เปนเวลาไมเกิน 24 ชั่วโมง มาวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหมีคา OD600 เทากับ 
0.8 หรือมีปริมาณเซลลเทากับ 1 x 108 CFU/ml นําเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคมาทําใหติดเชื้อดวยแลบ-
เฟจ ใหมีอัตราสวนของปริมาณเฟจตอปริมาณโฮสท เทากับ 0.01, 0.1 และ 1 PFU/CFU บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมงครึ่ง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,025xg เปนเวลา 3 
นาที แยกสวนน้ําใสและตะกอนไปทําการวิเคราะหดังนี้ คือ  

7.1 สวนน้ําใส นําไปกรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนําไปหาปริมาณเฟจ
โดยใชเทคนิคการทําอาหารวุนสองชั้น ตามวิธีการทดลองในขอ 4 นับจํานวนพลาคแลวนําไปคํานวณ
คาความสามารถในการเกิดพลาค 

7.2 สวนตะกอน นําไปหาปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่ยังมีชีวิตอยู โดยนําเชื้อไปทําเซลลแขวนลอย
ในอาหาร MRS broth และทําการเจือจางเช้ือแบบ serial dilution จากนั้นนําเชื้อไปทําการ spread ลง
บนอาหาร MRS agar นําไปบมไวใน candle jar ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
แลวนับจํานวนเชื้อที่เหลืออยู นําไปคํานวณเปนคา CFU/ml 

ในการทดลองนี้จะใชเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่อยูใน MRS broth โดยไมมีเฟจ และเฟจใน 
MRS broth ที่ไมมีเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติค เปนตัวควบคุม จากนั้นนําคาที่ไดมาคํานวณหาอัตราสวน
ของเฟจตอโฮสทที่เหมาะสมตอการติดเชื้อจากสูตร 
 
อัตราสวนของเฟจตอโฮสทที่เหมาะสมตอการติดเชื้อ (PFU/CFU)    =    จํานวนของเฟจ (PFU/ml) 

                                                                                             จํานวนของโฮสท (CFU/ml)  
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คาอัตราสวนของปริมาณเฟจตอปริมาณโฮสทที่เหมาะสมตอการติดเช้ือ ที่ไดควรมีคาอยู
ระหวาง 0.01-1 PFU/CFU เพื่อใหแนใจวาไมมีเซลลแบคทีเรียใดที่มีการติดเชื้อดวยเฟจมากกวา 1 ตัว 
(Birge, 2000: 254)   

 
8. การศึกษาสมบัติของแลบเฟจในการติดเชื้อกับแบคทีเรียกรดแลคติคสายพันธุอ่ืน และจีนัส
อ่ืน 

นําเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียกรดแลคติคสปชีสอื่น และแบคทีเรียกรดแลคติคจีนัสอื่นที่จะ
ทดสอบ ไดแก W. confusa NRIC 0207, W. hellenica NRIC 0203, W. paramesenteroides NRIC 
1542 และ W. thailandensis FS61-1 (ไดรับความอนุเคราะหเชื้อทั้ง 4 สปชีสจากรองศาสตราจารย 
ดร.สมบูรณ ธนาศุภวัฒน ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) ปริมาตร 
20 ไมโครลิตร มาเติมลงในอาหาร MRS broth ที่มีวุนรอยละ 0.5 ที่หลอมเหลวแลว ผสมใหเขากันแลว
เททับลงบนอาหาร MRS agar ที่แข็งตัว จากนั้นหยดแลบเฟจที่แยกไดปริมาตร 10 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลความสามารถของแลบเฟจในการติดเชื้อกับ
แบคทีเรียกรดแลคติคสายพันธุอื่นหรือจีนัสอื่นที่นํามาทดสอบ จากการเกิดพลาคบริเวณที่หยดแลบ-    
เฟจลงไป (Baross; Liston; & Morita. 1978b: 502; Koga; Toyoshima; & Kawata.  1982: 466–
470)  
 
9. การศึกษากราฟการเจริญของแลบเฟจ (One-step growth experiment)  

นําเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่ถูกติดเชื้อดวยแลบเฟจเปนเวลา 10 นาที มาทําการปนเหว่ียงที่
ความเร็วรอบ 21,952xg เปนเวลา 30 วินาที นําสวนตะกอนมาทําการแขวนลอยในอาหาร MRS broth 
เก็บตัวอยางทุก 5-10 นาที เปนเวลามากกวา 2 ชั่วโมง นําตัวอยางมาทําการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 
4,025xg เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําสวนใสไปกรองผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนําไป
หาปริมาณเฟจโดยใชเทคนิคการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธีการทดลองในขอ 4 นําปริมาณเฟจที่
คํานวณไดไปสรางกราฟการเจริญของเฟจ โดยกําหนดใหระยะเวลาตั้งแตเฟจเริ่มเกาะติดจนถึงเวลาที่
เฟจทําใหเซลลแบคทีเรียแตกครั้งแรก เปน latent period และเวลาที่เฟจทําใหเซลลแบคทีเรียแตกครั้ง
แรกเปนตนไป เปนการเริ่ม rise period (Adams, 1959; Ellis; & Delbruck,  1939) และคํานวณ 
burst size ซึ่งหาไดจากอัตราสวนของจํานวนเฟจที่ถูกปลอยออกมาจากเซลลแบคทีเรียในชวงสุดทาย
ของ latent period ตอจํานวนเฟจที่ถูกปลอยออกมาจากเซลลแบคทีเรียครั้งแรกตามวิธีของ Adams 
(1959) (Lu; et al. 2003a: 225-235) 
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10. การศึกษารูปรางของแลบเฟจภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 
เตรียมแลบเฟจในอาหารเหลว โดยนําเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS 

broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร 
MRS broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยูในขวดทดลองรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 6-7 ชั่วโมง ใสแลบเฟจที่แยกไดลงไป 100 ไมโครลิตร บมตอไป
อีกเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปตกตะกอนเพื่อแยกเซลลที่ไมตองการออกโดยปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4,025xg เปนเวลา 10 นาที แยกเอาสวนน้ําใสซ่ึงมีแลบเฟจมาเติมเกลือใหมีความเขมขน
สุดทายเปน 1 โมลาร แชน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที และเติมพอลิเอธิลีนไกลคอล 8000 (polyethylene 
glycol 8000) รอยละ 10 (น้ําหนักตอปริมาตร) เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 21,952xg เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกสวน   
น้ําใสทิ้ง และนําแลบเฟจที่ตกตะกอนไดมาสองดูรูปราง โดยนํากริด (grid) วางทับบนตะกอน เปนเวลา 
5 นาที ยกกริดซึ่งจะมีตัวอยางแลบเฟจ นํามายอมดวย uranyl acetate รอยละ 1 นําไปสองศึกษา
รูปรางของแลบเฟจดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Depaola; et al.  1998: 347; 
Ghosh; Ansari; & Datta.  1989: 2241; Sambrook;  Fritsch; & Maniatis.  1989: 4.22) 
 
11. การศึกษาผลของไดวาเลนทแคทไอออนที่มีผลตอการเขาเกาะติดโฮสทของแลบเฟจ  

ทําไดโดยนําเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่เจริญใน MRS broth (ที่มี CaCl2  0, 10, 20 และ 30 
มิลลิโมลาร) ที่มีปริมาณเซลลเทากับ 1 x 108 CFU/ml มาทําการติดเช้ือดวยแลบเฟจใหมีคาอัตราสวน
ของปริมาณเฟจตอปริมาณโฮสทที่เหมาะสมตอการติดเชื้อ เทากับ 0.01 บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 0, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 และ 45 นาที เก็บตัวอยางมา 1 มิลลิลิตร นําไปกรอง
ผานแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนําไปหาปริมาณเฟจที่เหลือโดยใชเทคนิคการทําอาหารวุน
สองชั้น ตามวิธีการทดลองในขอ 4 และใชเฟจในอาหาร MRS broth ที่ไมมีเซลลแบคทีเรียกรดแลคติค
เปนตัวควบคุม (ปริมาณเฟจเริ่มตน) โดยคํานวณรอยละของการเขาเกาะติดโฮสทของเฟจจากสตูร (Lu; 
et al. 2003a: 225-235) 
 
รอยละของการเขาเกาะติดของเฟจ          =    (ปริมาณเฟจเริ่มตน - ปริมาณเฟจที่เหลือ) 

                                                                          ปริมาณเฟจเริ่มตน   
 
 
 
 

X 100 
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12. การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการอยูรอดของแลบเฟจ  
 นําเฟจมาทําการเจือจางดวยน้ํากลั่น โดยใหมีปริมาณเฟจสุดทายเปน 106 PFU/ml บมที่

อุณหภูมิ 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตัวอยางของเฟจที่ชวงเวลาตางๆ มา 1 
มิลลิลิตร นําไปหาปริมาณเฟจโดยใชเทคนิคการทําอาหารวุนสองชั้น ตามวิธีการทดลองในขอ 4 (Lu; 
et al. 2003a: 225-235) 
 
13. การศึกษาผลของความเปนกรดดางตอความสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อของเฟจ 

เจือจางแลบเฟจในแบบ serial dilution ใหมีคาลดลงระดับละสิบเทา นําสารแขวนลอยของ
แลบเฟจในแตละระดับความเจือจาง และแบคทีเรียกรดแลคติคที่ใชเปนโฮสทมาหาปริมาณแลบเฟจ 
โดยการทําอาหารวุนสองชั้นตามวิธีทดลองในขอ 4   โดยจะตองปรับคาความเปนกรดดางของอาหาร 
MRS broth ที่มีวุนรอยละ 0.5 และ MRS agar ใหมีคาความเปนกรดดางเทากับ 4.4-9.6 บมใน 
candle jar ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นับจํานวนพลาคที่เกิดขึ้นแลวนําไป
คํานวณกับอัตราการเจือจาง เพ่ือหาคาความสามารถในการเกิดพลาคตามวิธีการทดลองในขอ 5 

 
14. การศึกษาผลของแลบเฟจตอการหมักแหนม 

ทําการหมักแหนมโดยใชเนื้อหมู 600 กรัม ผสมรวมกับกระเทียมสับ 25 กรัม ขาวสุก 45 กรัม 
พริกไทย 0.3 กรัม และเกลือ 13 กรัม เมื่อผสมจนเขากันดีแลว แบงออกเปน 4 สวน นําสวนที่ 1-3 ไป
ฆาเชื้อดวยแสงอุลตราไวโอเลต นาน 30 นาที และออกแบบการทดลองดังนี้ 

สวนที่ 1 เติมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกไดเพียงอยางเดียว 
สวนที่ 2 เติมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกได และแลบเฟจ 
สวนที่ 3 เติมแลบเฟจเพียงอยางเดียว 
สวนที่ 4 ปลอยใหเกิดการหมักโดยธรรมชาติ 
นําสวนผสมทั้ง 4 สวน บรรจุถุงพลาสติก ไลอากาศออกใหหมด มัดดวยยางใหแนน บมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน แตละการทดลองทํา 3 ซ้ํา จากนั้นนําผลิตภัณฑแหนมที่ไดไปทําการ
ทดลองดังนี้ 

14.1 การหาคาความเปนกรดดาง 
 ชั่งตัวอยางแหนม 5 กรัมใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 10 

มิลลิลิตร เขยาจนเนื้อแหนมกระจายตัวผสมกับน้ํากลั่น ทําการวัดคาความเปนกรดดางดวยเครื่องวัด
คาความเปนกรดดาง 
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14.2 การวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 
 ชั่งตัวอยางแหนม 1 กรัมทําการวิเคราะหหาจํานวนจุลินทรียทั้งหมด โดยวิธี aerobic 

plate count method ในอาหาร nutrient agar  และทําการวิเคราะหหาจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติค
ดวยอาหาร MRS agar ผสม CaCO3 รอยละ 0.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน candle jar เปน
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้นแลวนํามาคํานวณปริมาณของเซลลในรูป CFU/ml 

14.3 การตรวจหาแลบเฟจ 
 ชั่งตัวอยางแหนม 1 กรัม ใสลงใน MRS broth เขยาใหแหนมแตกตัว จากนั้นนํา

ตัวอยางไปตกตะกอน เพ่ือแยกตัวอยางอาหารและเซลลที่ไมตองการออก โดยใชเครื่องปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4,025xg เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกสวนน้ําใสนํามากรองผานแผน
กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลวหาปริมาณเฟจ โดยใชเทคนิคตามวิธีการทดลองในขอ 4 นับจํานวน 
พลาคที่เกิดขึ้นแลวนํามาคํานวณคาความสามารถในการเกิดพลาค ตามวิธีการทดลองในขอ 5 
 
15. การศึกษาดีเอ็นเอของแลบเฟจ 

15.1 นําเชื้อแบคทเีรยีกรดแลคติคที่เจรญิใน MRS broth เปนเวลาไมเกิน 24 ชั่วโมง มาวัดคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหมคีา OD600 
เทากับ 0.5 นําเชื้อแบคทีเรียกรดแลคตคิมาทําใหตดิเชื้อดวยแลบเฟจ ใหมีอตัราสวนของปรมิาณ       
เฟจตอปรมิาณโฮสทมากกวา 1 นําไปบมที่อณุหภูม ิ 30 องศาเซลซยีส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเก็บ
ตัวอยางมา 1 มิลลิลติร ทกุๆ 10 นาท ี นําตัวอยางไปตกตะกอน โดยใชเครื่องปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 
4,025xg เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาํสวนตะกอนไปแชในเอทานอล รอยละ 95  ที่
มีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซยีส หลังจากนั้นนําตะกอนมาทําใหละลายในน้ําแข็ง แลวแขวนลอยตะกอน
ดวย lysis solution (ภาคผนวก ข ขอ 5) ที่แชเย็น 400 ไมโครลิตร และเตมิ lysozyme (10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 20 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปแชน้ําแข็งเปนเวลา 20 นาที  นํามาเตมิ sodium dodecyl 
sulfate รอยละ 10  (น้ําหนกัตอปริมาตร) (ภาคผนวก ข ขอ 1) 50 ไมโครลติร ผสมใหเขากันแลวบมที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนั้น ทําการสกัดโปรตีนที่ไมตองการออกโดยเติม     
ฟนอล 500 ไมโครลติร นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 21,952xg เปนเวลา 10 นาที    ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส แยกสวนใสดานบนมาเตมิคลอโรฟอรม แลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  21,952xg เปนเวลา 
5 นาท ี ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นแยกสวนใสดานบนมาทําการตกตะกอนดเีอ็นเอโดยเติม
โซเดียมอะซิเตท 3 โมลาร ในอัตราสวนปรมิาตร 1 ตอ 10 (ภาคผนวก ข ขอ 4) และเอธานอล ที่แชเย็น
รอยละ 95 ในอัตราสวนปริมาตร 1 ตอ 2  แลวนําไปแชที่ตู -70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ีนาํมา
ปนเหว่ียงความเร็ว 21,952xg  เปนเวลา 10 นาท ี ลางดีเอ็นเออกีครั้งดวยเอธานอล รอยละ 70 
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ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดดูเอธานอลทิ้ง จากนั้นนําไประเหยเอธานอลออกใน vacuum chamber ละลาย
ดีเอ็นเอของแลบเฟจดวยน้ํา nuclease-free ปรมิาตร 30-50 ไมโครลิตร (Colin; Joanna; & Todd. 
1991: 283-288) แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาวิเคราะหดวยวิธี อิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีการทดลองในขอ 
2.4.1 (Sambrook; Fritsch; & Maniatis.  1989:  4.22) โดยการตรวจสอบดวยวิธีนีต้องเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda DNA/HindIII (Fermentas) และ 2-Log DNA Ladder (New England 
Biolabs)  

15.2 เมื่อตรวจสอบดีเอ็นเอที่แยกไดวาบริสุทธิ์ ใหนําดีเอ็นเอมาตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะ
ชนดิตางๆ ไดแก ApaLI, EcoRI, HindIII, PstI, BglII และ NdeI โดยเติมบัพเฟอรที่เหมาะสมกับ
เอนไซมแตละชนดิตามที่บรษัิทผูผลิตกําหนด จากนั้นบมเปนเวลา 1-3 ชั่วโมง ตรวจสอบแถบของ       
ดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟเรซิส เชนเดียวกับขอ 2.4.1 โดยเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda 
DNA/HindIII (Fermentas) และ 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs) 
 



บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

 
1. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติค 
        จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากตัวอยางแหนมจํานวน 36 ตัวอยาง โดยเลือกโคโลนี
เดี่ยวที่มีบริเวณใสรอบโคโลนี (ตัวอยางดังภาพประกอบ 11) บนอาหาร MRS ที่เติม CaCO3 รอยละ 
0.5 นํามายอมสีแกรม (ตัวอยางดังภาพประกอบ 12) แลวตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน และทดสอบการ
สรางเอนไซมคะตะเลส คัดเลือกเชื้อที่ติดสีแกรมบวก ไมสรางสปอร และไมสรางเอนไซมคะตะเลส ได 
41 ไอโซเลท โดยมีรูปทอน 26 ไอโซเลท รูปไข 11 ไอโซเลท  และทรงกลม 4 ไอโซเลท ดังแสดงในตาราง 
3 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 11 การเจรญิของแบคทีเรียกรดแลคตคิ ไอโซเลท N22 บนอาหาร MRS ที่เติม CaCO3 
         รอยละ 0.5 
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ก. เซลลรูปทอน 

 

                 
      ข. เซลลรปูไข                                                            ค.  เซลลรูปทรงกลม 

 
ภาพประกอบ 12 ลักษณะรปูรางของแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกไดจากแหนม ก. ไอโซเลท 

          N22 (ขนาด 1.4 x 0.9 ไมโครเมตร) ข. ไอโซเลท N2 (ขนาด 1.1 x 0.9 ไมโครเมตร)       
          ค. ไอโซเลท N19 (ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.8 ไมโครเมตร) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

10 µm 

10 µm 10 µm 



 45

ตาราง 3 การคัดแยกแบคทีเรียที่ใหโคโลนีที่มีวงใสบนอาหารแข็ง MRS 
 

ไอโซเลท 
ท่ีแยกได รูปราง สถานที่เก็บ วัน /เดือน/ป 

ท่ีเก็บตัวอยาง 
N1 รูปทอน ตลาดปลาเหมือด จ. เชียงใหม 10 / 9 / 50 
N2 รูปไข ตลาดปลาเหมือด จ. เชียงใหม 10 / 9 / 50 
N3 รูปทอน ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N4 รูปทอน ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N5 รูปทอน ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N6 รูปทอน ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N7 รูปไข ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N8 รูปทอน ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N9 รูปไข ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N10 รูปทอน ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N11 รูปทอน ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N12 รูปทอน ตลาดเจดียหลวง จ. เชียงใหม 11 / 9 / 50 
N13 รูปไข ตลาดบางขนุนนท กรงุเทพมหานคร 23 / 9 / 50 

N14 รูปทอน หนาหางสรรพสินคาแมค็โคร 
สาขาจรัญสนทิวงศ  กรงุเทพมหานคร 6 / 11 / 50 

N15 รูปทอน หางสรรพสินคาแม็คโคร 
สาขาจรัญสนทิวงศ  กรงุเทพมหานคร 6 / 11 / 50 

N16 รูปไข หนาหางสรรพสินคาเซน็ทรัล พลาซา 
สาขาปนเกลา  กรงุเทพมหานคร 22 / 11 / 50 

N17 รูปทอน ตลาดหนามหาวิทยาลัยแมโจ   จ.เชียงใหม 21 / 12 / 50 
N18 รูปทรงกลม ตลาดหนามหาวิทยาลัยแมโจ  จ. เชียงใหม 21 / 12 / 50 
N19 รูปทรงกลม ตลาดหนามหาวิทยาลัยแมโจ  จ. เชียงใหม 21 / 12 / 50 
N20 รูปไข ตลาดหนามหาวิทยาลัยแมโจ  จ. เชียงใหม 21 / 12 / 50 
N21 รูปทอน ตลาดหนามหาวิทยาลัยแมโจ  จ. เชียงใหม 21 / 12 / 50 
N22 รูปทอน ตลาดหนามหาวิทยาลัยแมโจ  จ. เชียงใหม 21 / 12 / 50 
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ตาราง 3 (ตอ) 
 

ไอโซเลท 
ที่แยกได รูปราง สถานที่เก็บ วัน /เดือน/ป 

ท่ีเก็บตัวอยาง 
N23 รูปทอน ตลาดหนามหาวิทยาลัยแมโจ  จ. เชียงใหม 21 / 12 / 50 
N24 รูปไข ตลาดบางขนุศรี กรงุเทพมหานคร 9 / 3 / 51 
N25 รูปทรงกลม ตลาดบางขนุนนท กรงุเทพมหานคร 16 / 3 / 51 
N26 รูปทอน ตลาดบางขนุนนท กรงุเทพมหานคร 23 / 3 / 51 
N27 รูปทอน ตลาดบางขนุนนท กรงุเทพมหานคร 23 / 3 / 51 

N28 รูปไข หนาหางสรรพสินคา เทสโก โลตัส 
สาขาปนเกลา  กรงุเทพมหานคร 

28 / 3 / 51 

N29 รูปทรงกลม หนาราน seven eleven 
สาขาชัยพฤกษ กรุงเทพมหานคร 30 / 3 / 51 

N30 รูปทอน หนา ราน seven eleven 
สาขาชัยพฤกษ กรุงเทพมหานคร 30 / 3 / 51 

N31 รูปทอน หนา ราน seven eleven 
สาขาชัยพฤกษ กรุงเทพมหานคร 30 / 3 / 51 

N32 รูปทอน หนา ราน seven eleven 
สาขาชัยพฤกษ กรุงเทพมหานคร 

30 / 3 / 51 

N33 รูปทอน หนาหางสรรพสินคาเทสโก โลตัส 
สาขาปนเกลา  กรงุเทพมหานคร 17 / 5 / 51 

N34 รูปไข ตลาดบางขนุศรี กรงุเทพมหานคร 20 / 5 / 51 
N35 รูปทอน ตลาดบางขนุศรี กรงุเทพมหานคร 20 / 5 / 51 
N36 รูปทอน ตลาดบางขนุศรี กรงุเทพมหานคร 20 / 5 / 51 
N37 รูปไข ตลาดบางขนุนนท กรงุเทพมหานคร 25 / 5 / 51 
N38 รูปทอน ตลาดบางขนุนนท กรงุเทพมหานคร 25 / 5 / 51 
N39 รูปทอน ตลาดบางขนุนนท กรงุเทพมหานคร 25 / 5 / 51 
N40 รูปไข ตลาดบางขนุนนท กรงุเทพมหานคร 30 / 6 / 51 

N41 รูปทอน หนาหางสรรพสินคาแมค็โคร 
สาขาจรัญสนทิวงศ  กรงุเทพมหานคร 

30 / 6 / 51 
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2. การคัดแยกแลบเฟจโดยใชเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกไดเปนโฮสท 
 นําเชื้อแบคทีเรียกรดแลคตคิทัง้ 41 ไอโซเลท ที่แยกไดมาเปนโฮสทสําหรับแยกแลบเฟจจาก
ตัวอยางแหนม โดยวิธีการสงเสรมิการเจรญิตามวิธีการทดลองในขอ 3 จากนั้นเก็บตัวอยางน้ําใสที่คาด
วามีแลบเฟจ จํานวน  41 ตวัอยาง ไปวิเคราะหในขั้นตอไป  
 
3. การตรวจสอบแลบเฟจและหาปริมาณแลบเฟจ 
 นําตัวอยางน้ําใสที่ไดมาตรวจสอบวามีแลบเฟจหรือไม โดยใชเทคนิคการทําอาหารวุนสองชั้น 
ตามวิธีการทดลองในขอ 4 แลวตรวจสอบปริมาณพลาคที่เกิดขึน้ จากนั้นนํามาแยกเปนพลาคเดี่ยว 
(single plaque isolation) พบวาสามารถแยกแลบเฟจได 2 ตัว คอืเฟจ Φ22b และ Φ22s โดยใช
แบคทีเรียกรดแลคตคิ N22 เปนโฮสท   ซึ่งลักษณะพลาคของแลบเฟจทั้งสองตัวมีขนาดแตกตางกัน 
จากนั้นทําการเพิ่มจํานวนแลบเฟจตามวิธีการทดลองในขอ 6 โดยลักษณะของพลาค และจํานวน 
พลาคหลังจากทําการเพิ่มจํานวนแลบเฟจแสดงดังตาราง 4 ซึ่งจากลักษณะพลาคใสที่ไดแสดงวาเฟจ
ทั้งสองตัวเปนไลติคเฟจ 
 
ตาราง 4 ลักษณะของพลาคและจํานวนพลาคหลังจากทําการเพิ่มจํานวนแลบเฟจ 
 

เฟจ 
จํานวน 
พลาค 

(PFU/ml) 

ขนาดเสนผาน 
ศูนยกลาง 
ของพลาค 
(มิลลิเมตร) 

ลักษณะ
ของพลาค รูปรางของพลาค 

Φ22b 4.5 x 109 1-1.2 ใส 

 

Φ22s 4.0 x 109 0.5 -0.7 ใส 
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4. การจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียแลคติดท่ีแยกเฟจได  
4.1 การจัดจาํแนกในระดับจีนัส  
      เมื่อนําแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท N22 ซึ่งเปนโฮสทที่แยกเฟจได มาทดสอบการสราง

กาซคารบอนไดออกไซดจากกลูโคส และการเจริญในสภาวะตางๆ พบวาไดผลดังแสดงในตาราง 5 คือ 
สามารถสรางกาซคารบอนไดออกไซดจากกลูโคส เจริญที่อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญได
ในที่มีเกลือ 6.5 เปอรเซ็นต แตไมเจริญในอาหารที่มีเกลือ 18 เปอรเซ็นต ไมเจริญในอาหารที่มีความ
เปนกรดดาง pH 4.4 แตเจริญไดในอาหารที่มีความเปนกรดดาง 9.6 (Axelsson. 1998: 1-23) 
 
ตาราง 5 ลักษณะบางประการของแบคทีเรียกรดแลคตคิไอโซเลท N22  
 

ลักษณะที่ใชทดสอบ ผลการทดสอบ 
รูปราง rod  
Catalase test -  
Gram stain Gram positive 
Gas from glucose + 
Growth at 10°C +  
Growth at 45°C +  
Growth in 4% NaCl +  
Growth in 6.5% NaCl +  
Growth in 18% NaCl -  
Growth at pH 4.4 - 
Growth at pH 7.0 +  
Growth at pH 8.5 +  
Growth at pH 9.6 + 

 
หมายเหต:ุ + = ใหผลบวก,  - = ใหผลลบ 
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4.2 การจัดจาํแนกในระดับสปชีสโดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียสําเร็จรูป API 50 CHL 
      เมื่อนําแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท N22 มาจัดจําแนกในระดีบสปชีสโดยใชชุดจําแนก

แบคทีเรียชนิดสําเร็จรูป API 50 CHL (BioMerieux, France) พบวาไดผลดังแสดงในภาพประกอบ 13 
และตาราง 6 เมื่อนําผลที่ไดไปผานการประมวลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรที่ใชสําหรับชุดจัดจําแนก 
API 50 CHL พบวา แบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท N22 ถูกจัดจําแนกเปน Weissella viridescens  ที่
ระดับความเหมือน (% identity) 91.8 เปอรเซ็นต  ดังแสดงในภาพประกอบ 14 
 

 

 
 
 

ภาพประกอบ 13 ผลการจัดจําแนกเชื้อ N22 ดวยชุดจําแนกแบคทีเรียชนดิสําเร็จรูป API 50                    
CHL (BioMerieux, France) 
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ตาราง 6 การจัดจําแนกแบคทเีรียกรดแลคติคไอโซเลท N22 ดวยชุดจําแนกแบคทีเรยีชนิดสําเร็จรูป                               
 API 50 CHL (หมายเหต:ุ + = ผลบวก,   - = ผลลบ, ? = ผลไมชัดเจน) 
  

ผลการทดสอบ 
ลักษณะที่ใชทดสอบ 

ไอโซเลท N22 W. viridescens  
ATCC 33313 

W. cibaria 
LMG 17699 

Glycerol - - - 
Erythritol - - - 
D-arabinose - - - 
L- arabinose ? ? + 
D-ribose - - - 
D-xylose ? ? + 
L-xylose - - - 
D-adonitol - - - 
Methyl-β-D-xylopyranoside - - - 
D-galactose ? ? - 
D-glucose + + + 
D-fructose + + + 
D-mannose + + + 
L-sorbose - - - 
L-rhamnose - - - 
Dulcitol - - - 
Inositol - - - 
D-manitol - - - 
D-sorbitol - - - 
Methyl-α-D-mannopyranoside - - - 
Methyl-α-D-glucopyranoside - - - 
N-acetylglucosamine + + + 
Amygdalin - - + 
Arbutin - - + 
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ตาราง 6 (ตอ) 
 

ผลการทดสอบ 
ลักษณะที่ใชทดสอบ 

ไอโซเลท N22 W. viridescens  
ATCC 33313 

W. cibaria 
LMG 17699 

Esculin ferric citrate - - + 
Salicin - - + 
D-cellobiose - - + 
D-maltose + + + 
D-lactose ( bovine origin) - - - 
D-melibiose - - - 
D-saccharose (sucrose) + + + 
D-trehalose - + - 
Inulin - - - 
D-melezitose - - - 
D-raffinose - - - 
Amidon (starch) - - - 
Glycogen - - - 
Xylitol - - - 
Gentiobiose - ? + 
D-turanose - - - 
D-lyxose - - - 
D-tagatose - - - 
D-fucose - - - 
L-fucose - - - 
D-arabitol - - - 
L-arabitol - - - 
Potassium gluconate + + - 
Potassium 2-ketogluconate - - - 
Potassium 5-ketogluconate - - - 
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ภาพประกอบ 14  ผลการจัดจําแนกเชื้อ N22 ดวยชุดจําแนกแบคทีเรียชนดิสําเร็จรูป API 50            
  CHL (BioMerieux, France) ที่ผานการประมวลผลจากโปรแกรมแลว 

 
 

4.2 การจัดจาํแนกในระดับสปชีส โดยอาศัยลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA 
เมื่อทําการสกัดดีเอ็นเอของโฮสท N22 แลวนําไปเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอน็เอบริเวณ 16S rDNA 

โดยการทํา Polymerase Chain Reaction พบวาชิ้นดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดประมาณ 1,500 คูเบส (base 
pair; bp) (ภาพประกอบ 15) เมื่อนํามาจําแนกสปชีสโดยเปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA 
แสดงดังภาพประกอบ 16 ในฐานขอมูล GenBank พบวาโฮสท N22 มีความคลายคลึงกับ Weissella 
cibaria (GenBank accession number AB362617) รอยละ 99 แสดงดงัภาพประกอบ 17 และจาก
การสงลําดับเบสของชิ้นดีเอน็เอที่ได (1,571 คูเบส) ไปเก็บในฐานขอมูล EMBL ไดรับ accession 
number คือ FN330974 (ภาคผนวก ฉ) 
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                             M    1   

 
 

ภาพประกอบ 15  ผลการเพิ่มจํานวนบรเิวณ 16S rDNA จากดีเอ็นเอของแบคทีเรียกรดแลคตคิ 
            ไอโซเลท N22 โดยการทํา Polymerase Chain Reaction (แถว M คือ 2-Log DNA Ladder,  

แถวที่ 1 คือ ชิน้ดเีอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1,500 bp 
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8-27f 

530f 

519r 



 55

 
 

ภาพประกอบ 16   ลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA ในแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท N22 และตําแหนง 
       การจับของ primers (ลูกศรแสดงทิศทางของ primers) 

 
 

1114f 

1450f 

1392r 

1492r 
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ภาพประกอบ 17   ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA ในแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท 
       N22 กับลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA ในฐานขอมูลของ GenBank โดยใชโปรแกรม Blastn 
 
 
5. การหาอัตราสวนของแลบเฟจตอโฮสทท่ีเหมาะสมตอการติดเช้ือ และการศึกษาสมบัติของ
แลบเฟจในการติดเชื้อกับแบคทีเรียกรดแลคติคสายพันธุอ่ืน และจีนัสอ่ืน 
 เฟจทั้งสองตัวมีอัตราสวนของแลบเฟจตอโฮสทที่เหมาะสมตอการตดิเชื้อ เทากับ 0.01 
PFU/CFU แสดงดงัตาราง 7 โดยพบวาไดปริมาณเฟจสูงสุดเทากับ 3.5 x 109 และ 1.9 x 109  PFU ตอ
มิลลิลิตร สําหรับเฟจ Φ22b และ Φ22s ตามลําดับ แลบเฟจทั้งสองตวัไมสามารถติดเชื้อกับแบคทีเรีย
กรดแลคตคิสปชีสอื่น ไดแก W. confusa NRIC 0207, W. hellenica NRIC 0203, W. 
paramesenteroides NRIC 1542 และ W. thailandensis FS61-1 และแบคทีเรียกรดแลคตคิจนีัสอื่น 
ไดแก แบคทีเรียกรดแลคตคิทัง้หมดที่แยกไดจากตัวอยางแหนม จํานวน 40 ไอโซเลท และ 
Lactobacillus sakei ATCC 15521 
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ตาราง 7  ผลการทดลองอัตราสวนของแลบเฟจตอโฮสทที่เหมาะสมตอการติดเชื้อ 
 

Φ22b Φ22s อัตราสวนของ       
แลบเฟจตอโฮสท 

PFU/CFU 
จํานวนพลาค 

(PFU/ml) 
จํานวนโฮสท 

(CFU/ml) 
จํานวนพลาค 

(PFU/ml) 
จํานวนโฮสท 

(CFU/ml) 
1 1.2 x 107 0 8 x 106 0 

0.1 4.7 x 108 51 5.1 x 108 114 
0.01 3.5 x 109 8 x 102 1.9 x 109 4.2 x 103 

 
 
6. การศึกษากราฟการเจริญของแลบเฟจ 

จากการศึกษากราฟการเจริญของเฟจ Φ22b และ Φ22s (ภาพประกอบ 18 และ 19) สามารถ
สรุป latent period, rise period และคํานวณ burst size ไดดังตาราง 8   
 
ตาราง 8 สรุประยะการเจริญตางๆ และ burst size ของเฟจ Φ22b และ Φ22s 
 

เฟจ latent period (นาที) rise period (นาที) burst size (phages 
particles/infected cell) 

Φ22b 60 50 152 
Φ22s 110 70 55 
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ภาพประกอบ 18 กราฟการเจรญิของเฟจ Φ22b 
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ภาพประกอบ 19 กราฟการเจรญิของเฟจ Φ22s 
 
 
 
 

latent period 

latent period 

rise period 

rise period 

burst size 

burst size 
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7. การศึกษารูปรางของแลบเฟจ 
 เมื่อนําเฟจทั้งสองตัวไปศึกษารูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองผาน ซึ่งผล
การศึกษาแสดงดังตาราง 9 พบวาเฟจทั้งสองตัวจัดอยูในกลุม C ตามวิธีของ Bradley และอยูใน 
Family Podoviridae ตามวิธีของคณะกรรมการสากลวาดวยการจัดอนุกรมวิธานของไวรัส  
 
ตาราง 9 ผลการศึกษารูปรางของเฟจภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองผาน 
 

เฟจ ขนาดสวนหวั     
(นาโนเมตร2) 

ความยาวสวนหาง    
(นาโนเมตร) รูปรางของเฟจ 

Φ22b 92 x 50 25 

 

Φ22s 91 x 36 27 

 
 
 
8. การศึกษาผลของไดวาเลนทแคทไอออนที่มีผลตอการเขาเกาะติดโฮสทของแลบเฟจ 
 จากการศึกษาการเขาเกาะติดโฮสทของเฟจทั้งสองตัวพบวา เฟจ Φ22b สามารถเขาเกาะติดที่
ผิวเซลลของโฮสท  ไดรอยละ  69, 81 และ  99 ในระยะเวลา  2, 5 และ  10 นาที  ตามลําดับ 
(ภาพประกอบ 20) สวนเฟจ Φ22s สามารถเขาเกาะติดที่ผิวเซลลของโฮสท ไดรอยละ 70, 81 และ 99 
ในระยะเวลา 2, 5 และ 10 นาที ตามลําดับ (ภาพประกอบ 21)  นอกจากนี้การเขาเกาะติดโฮสทของ
แลบเฟจในอาหารเหลว MRS ที่ไมมีการเติม CaCl2 ใหผลไมตางกับในอาหารเหลวที่มีการเติม CaCl2 

10, 20 และ 30 มิลลิโมลาร  
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ภาพประกอบ 20 การเขาเกาะตดิของเฟจ Φ22b ในอาหารที่มี CaCl2 0 มิลลิโมลาร ( ), 10 มิลลิ- 
       โมลาร ( ), 20 มิลลิโมลาร ( ) และ 30 มิลลิโมลาร (o)  
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ภาพประกอบ 21 การเขาเกาะตดิของเฟจ Φ22s ในอาหารที่ม ีCaCl2 0 มิลลิโมลาร ( ),10 มิลล-ิ 
       โมลาร ( ), 20 มิลลิโมลาร ( ) และ 30 มิลลิโมลาร (o)  
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9. การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการอยูรอดของแลบเฟจ 
เมื่อนําแลบเฟจทั้งสองตัวที่มีคาความสามารถในการเกิดพลาคเทากับ 106 PFU/ml บมที่

อุณหภูมิ 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส พบวาคา D values (ระยะเวลาที่ทําใหปริมาณเฟจ  
ลดลง 1 log PFU/ml ณ อุณหภูมินั้น) ของ Φ22b สามารถคํานวณไดเทากับ 60 วินาที ที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส และ 10 วินาที ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส สวนคา D values ของ Φ22s สามารถ
คํานวณไดเทากับ 60 วินาที ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และ 15 วินาที ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
และปริมาณเฟจทั้งสองตัวจะลดลงจนไมสามารถตรวจสอบได ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ระยะเวลา
มากกวา 60 วินาที หรือที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ระยะเวลามากกวา 20 วินาที หรือที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส ระยะเวลามากกวา 10 วินาที ดังแสดงในภาพประกอบ 22 และ 23 
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ภาพประกอบ 22 ผลของอุณหภูมิตอการอยูรอดของเฟจของเฟจ Φ22b ที่อุณหภูมิ 70 ( ), 80 ( ),       
       90 ( ) และ 100 (o) องศาเซลเซียส 
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ภาพประกอบ 23 ผลของอุณหภูมิตอการอยูรอดของเฟจของเฟจ Φ22s ที่อุณหภูมิ 70 ( ), 80 ( ),    
       90 ( ) และ 100 (o) องศาเซลเซียส 
 
 
10. การศึกษาผลของความเปนกรดดางตอความสามารถในการติดเชื้อของเฟจ 

เมื่อทําการปรับคาความเปนกรดดางของอาหาร MRS broth ที่มีวุนรอยละ 0.5 และ MRS 
agar ใหมีคาความเปนกรดดางเทากับ 4.4-9.6 ในการเตรียมการทําอาหารวุน 2 ชั้นเพ่ือทดสอบ       
ปริมาณพลาคที่เกิดขึ้น พบวาเฟจ Φ22b และ Φ22s สามารถทําเกิดการติดเชื้อในโฮสทไดดีที่สุดใน
อาหารที่มีความเปนกรดดางเทากับ 7 โดยมีคาความสามารถที่ทําใหเกิดพลาคเทากับ 3.1 x 109 
PFU/ml และ 1.4 x 109 PFU/ml ตามลําดับ และไมสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อในโฮสทที่คาความเปน
กรดดางนอยกวาหรือเทากับ 4.4 และมากกวาหรือเทากับ 9.6 ดังแสดงในตาราง 10 
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ตาราง 10 ความสามารถในการเกิดพลาค ทีค่วามเปนกรดดางตางๆ  
 

คาความเปน
กรดดาง 

คาความสามารถในการเกดิพลาค 
ของเฟจ Φ22b  (PFU/ml) 

คาความสามารถในการเกดิพลาค 
ของเฟจ Φ22s  (PFU/ml) 

4.4 0 0 
5 4.4 x 106 7.4 x 106 
6 1.1 x 108 1.1 x 108 
7 3.1 x 109 1.4 x 109 
8 8.4 x 108 4 x 108 

9.6 0 0 
 
 
11. การศึกษาผลของแลบเฟจตอการหมักแหนม 

เมื่อทําการหมักแหนมในสภาวะที่ตางกันตามวิธีการทดลองขอ 15 แลวนําไปหาคาความเปน
กรดดางของแหนมที่เปลี่ยนแปลงตลอดเวลาของการหมักแหนม (ภาพประกอบ 24) พบวาการหมัก
แหนมโดยมีการเติมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติดเพียงอยางเดียวลงไป จะทําใหความเปนกรดดางของ
แหนมลดลงมาอยูในคาปกติของแหนม (คาความเปนกรดดาง 4.5-5.3) ไดภายใน 24 ชั่วโมง แตการ
เติมเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติคที่มีการเติมเฟจของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคลงไปในการหมักแหนมดวย
จะทําใหคาความเปนกรดดางของแหนมลดลงชากวาปกติ กลาวคือตองใชเวลาหมักนานกวา 24 
ชั่วโมง ซึ่งไมมีความแตกตางกับการเติมเฟจเพียงอยางเดียวหรือการปลอยใหเกิดการหมักโดย
ธรรมชาติ  
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 ภาพประกอบ 24 กราฟความเปนกรดดางของแหนมที่เปล่ียนไปตลอดเวลาของการหมักแหนม 
        [การหมักโดยธรรมชาติ (    ), เตมิเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตคิไอโซเลท N22 เพียงอยางเดียว (    ), 
         เติมแลบเฟจเพียงอยางเดียว (    ), เติมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท N22 และแลบเฟจ   
        (    )] 
 
 

การตรวจหาปริมาณจุลินทรียทั้งหมดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคในแหนมพบวา
ปริมาณจะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาในการหมักที่เพิ่มข้ึน ดังแสดงในภาพประกอบ 25 และ 26 แตในการ
หมักแหนมที่มีการเติมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่เติมเฟจของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคลงไปในการ
หมักแหนมดวยนั้น จะทําใหปริมาณของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคลดลงในวันแรกของการหมักแตจะ
คอยๆ เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาของการหมักที่นานขึ้น 
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ภาพประกอบ 25 กราฟปริมาณจุลินทรียทั้งหมดตลอดระยะเวลาของการหมักแหนม [การหมัก 
       โดยธรรมชาติ (  ), เติมเชื้อแบคทเีรียกรดแลคตคิไอโซเลท N 2 2  เพียงอยางเดียว (   ), 
       เติมแลบเฟจเพียงอยางเดียว (  ), เติมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท N22 และแลบเฟจ       
       (    )]    
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ภาพประกอบ 26  กราฟปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติคทั้งหมดตลอดระยะเวลาของการหมักแหนม     
         [การหมักโดยธรรมชาต ิ(    ), เติมเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตคิไอโซเลท N22 เพียงอยางเดียว   (    ),  
        เติมแลบเฟจเพียงอยางเดียว (    ), เติมเชื้อแบคทเีรียกรดแลคติคไอโซเลท N22 และแลบเฟจ   
        (    )]   

 
 
การตรวจหาปริมาณของเฟจที่อยูในแหนม (ภาพประกอบ 27) พบวาในแหนมที่มีการเติม   

เฟจลงไปเพียงอยางเดียว เฟจจะสามารถอยูรอดไดแตจะไมสามารถเพิ่มจํานวนได และปริมาณของ   
เฟจจะลดลงหลังการหมักผานไปมากกวา 72 ชั่วโมง สวนการเติมเฟจพรอมกับโฮสทในการหมักแหนม
พบวาเฟจจะสามารถเพิ่มจํานวนได แตจะเริ่มมีปริมาณลดลงหลังการหมักผานไปมากกวา 72 ชั่วโมง  
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ภาพประกอบ 27 กราฟเฟจ Φ22b และ Φ22s ตลอดระยะเวลาของการหมักแหนม [เติมแลบเฟจเพียง                         
       อยางเดียว (    ), เติมเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตคิไอโซเลท N22 และแลบเฟจ (    )] 
 
 
12. การศึกษาดีเอ็นเอของแลบเฟจ 
 ไดสกัดดเีอ็นเอของแลบเฟจทั้ง 2 ตัว คอื Φ22b และ Φ22s ตามวิธีการทดลองในขอ 15 
จากนั้นนําดีเอน็เอของแลบเฟจมาตรวจสอบความบริสุทธิ์ เมื่อพบวาดีเอน็เอมคีวามบริสุทธิ์ จงึนาํดีเอ็น
เอมาตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 6 ชนิด พบวาดีเอ็นเอของเฟจ Φ22s ไมถูกตัดดวยเอนไซมตดัจาํเพาะ
ทั้ง 6 ชนดิคือ HindIII, EcoRI, ApaLI, BglII, NdeI และ PstI สวนดีเอ็นเอของเฟจ Φ22b ถูกตัดดวย
เอนไซม EcoRI, HindIII และ ApaLI แตไมถูกตัดดวยเอนไซม BglII, NdeI และ PstI แสดงดงั
ภาพประกอบ 28, 29 และ 30 
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         M1       1         2      M2  

 
 

ภาพประกอบ 28 ดีเอน็เอของเฟจ Φ22b และ Φ22s หลังการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
 แถว  M1  Lambda DNA marker/ HindIII 
  แถว  1     ดีเอน็เอของเฟจΦ22b 
 แถว  2     ดีเอน็เอของเฟจΦ22s 
 แถว  M2    2-Log DNA Ladder  
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   M1         1           2         3         4          M2 

 
  
ภาพประกอบ 29  ดีเอ็นเอของเฟจ Φ22b และ Φ22s หลังการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII และ   
      ApaLI  
  แถว  M1   Lambda DNA marker/ HindIII 
  แถว  1      ดีเอ็นเอของเฟจΦ22b ตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  HindIII 
  แถว  2       ดีเอ็นเอของเฟจΦ22b ตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  ApaLI 
  แถว  3       ดีเอ็นเอของเฟจΦ22s ตดัดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ  HindIII 
  แถว  4      ดีเอ็นเอของเฟจ Φ22s ตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  ApaLI 
  แถว  M2    2-Log DNA Ladder 
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                                      M1     1        2       3        4       5         6      M2 

 
 
ภาพประกอบ 30   ดีเอ็นเอของเฟจ Φ22b และ Φ22s หลังการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII, NdeI    
       และ PstI 
  แถว  M1   Lambda DNA marker/ HindIII 
  แถว  1     ดีเอ็นเอของเฟจΦ22b ตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII 
  แถว  2      ดีเอ็นเอของเฟจΦ22b ตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI  
  แถว  3      ดีเอ็นเอของเฟจΦ22b ตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI 
  แถว  4      ดีเอ็นเอของเฟจΦ22s ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BglII 
  แถว  5      ดีเอ็นเอของเฟจΦ22s ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 
  แถว  6      ดีเอ็นเอของเฟจΦ22s ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PstI 
  แถว  M2    2-Log DNA Ladder 
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บทท่ี 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากตัวอยางแหนม จํานวนทั้งหมด 36 ตัวอยาง พบวา

สามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติคไดทั้งหมด 41 ไอโซเลท ซึ่งจากกระบวนการผลิตแหนมที่ทําการ
บรรจุโดยไลอากาศออก แลวปลอยใหเกิดการหมักดวยเชื้อในธรรมชาติที่ตองการออกซิเจนเพียง
เล็กนอยเพ่ือการเจริญ นั้นพบวาจุลินทรียสวนใหญที่เจริญมักจะเปนแบคทีเรียกรดแลคติคซึ่งทําให
ผลิตภัณฑมีรสเปรี้ยว สวนจุลินทรียอื่นที่ตองการออกซิเจนจะไมเจริญเติบโตและจุลินทรียชนิดที่ไมชอบ
ความเปนกรดจะตายเพราะกรดที่สรางออกมาจากจุลินทรียที่ผลิตกรดแลคติค (ประเวทย และ ฆรณี. 
2536) การศึกษากอนหนานี้พบวาแบคทีเรียกรดแลคติคที่ทราบสายพันธุในแหนมที่หมักตามธรรมชาติ 
(natural fermentation) มีหลายสายพันธุ ไดแก Lactobacillus bavaricus,  Lb. curvatus, Lb. 
farciminis , Lb. plantarum, Lb. sake,  Pediococcus damnosus, P. acidilactici, P. 
pentosaceus และ Leuconostoc sp. (ปนมณี. 2546)  อยางไรก็ตามการหมักตามธรรมชาติ กิจกรรม
การหมักมักไมคงที่ ทําใหไมสามารถควบคุมคุณภาพของแหนมที่ผลิตได เทคโนโลยีการผลิตแหนมใน
ประเทศไทยสวนใหญยังนิยมการหมักโดยอาศัยเชื้อตามธรรมชาติ จากการสํารวจผูผลิตจํานวน 80 
ราย ในภาคเหนอืตอนบน และภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบวาทุกรายใชวิธีการหมักตามธรรมชาติ โดย
ใชดินประสิวหรือแปงชวยในการหมัก นอกจากนี้ยังพบวามีผูผลิตในภาคเหนือตอนบนเพียงรายเดียว
เทานั้นที่ใชเทคนิคการผลิตโดยใชหัวเชื้อบริสุทธิ์ แตไมพบผูผลิตที่ใชเทคนิคการฉายรังสีแตอยางใด  
(อารี; และคนอื่นๆ. 2545)  
 เมื่อนําแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกไดทั้ง 41 ไอโซเลท มาใชเปนโฮสทสําหรับการแยกแลบ-   
เฟจ พบวาสามารถแยกแลบเฟจได 2 ตัว คือ เฟจ Φ22b และ Φ22s ซึ่งโฮสทของเฟจทั้งสองตัวนี้ คือ 
เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติค N22 ที่แยกไดจากแหนมที่เก็บตัวอยางมาจากตลาดหนามหาวิทยาลัยแมโจ 
จังหวัดเชียงใหม เมื่อนําเชื้อ N22 มาจัดจําแนกโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีอื่นโดยใชชุดจําแนก
แบคทีเรียสําเร็จรูป API 50 CHL (BioMerieux, France) พบวามีความคลายคลึงกับ Weissella sp. 
รอยละ 91.8 และเมื่อนํามาจําแนกสปชีสโดยอาศัยลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA พบวาโฮสท N22 มี
ความคลายคลึงกับ Weissella cibaria รอยละ 99 ซึ่งเชื้อ W. cibaria มีการแยกและศึกษาครั้งแรกใน
ป ค.ศ. 2002 โดยครั้งนั้นไดทําการแยกเชื้อจากวัตถุดิบที่จะทําอาหารหมักในประเทศมาเลเซีย 
(Björkroth.; et al. 2002: 141-148) และจากการศึกษากอนหนานี้พบวาสามารถแยกเชื้อ W. cibaria 
ไดจากแหลงตางๆ เชน แปงหมัก (sourdoughs) (De Vuyst.; et al. 2002: 6059-6069)  ไสกรอกเลือด 
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(Morcilla de Burgos) (Santos; et al. 2005: 285-296) และ ปลาสม  (Paludan-Müller; et al.   
2002: 61-70) เปนตน และงานวิจัยนี้เปนครั้งแรกที่แยกเชื้อ W. cibaria ไดจากแหนม 
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพลาคและของแลบเฟจทั้งสองตัวพบวา เฟจ 
Φ22b และ Φ22s  ทําใหเกิดพลาคใสขนาด 1.2 และ 0.5 มิลลิเมตร ตามลําดับ แสดงวาเฟจทั้งสอง
เปนไลติคเฟจ เมื่อศึกษารูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองผาน พบวาเฟจทั้ง 2 ตัวจัด
อยูใน Family Podoviridae โดยเฟจ Φ22b มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยม ขนาด 92 x 50 นาโนเมตร และ
สวนหางสั้นความยาว 25 นาโนเมตร สวน Φ22s  มีสวนหัวเปนรูปหกเหลี่ยมขนาด 91 x 36 นาโนเมตร 
และสวนหางสั้นความยาว 27 นาโนเมตร ซึ่งเฟจทั้งสองมีขนาดของสวนหัวที่เล็กกวาเฟจ KSY1 
(Chopin; et al. 2007: 1-9) ซึ่งมีขนาดสวนหัวเทากับ 223 x 45 นาโนเมตร และมีขนาดใหญกวาเฟจ 
P369 (Deveau; et al. 2006: 4338–4346) และเฟจ asccΦ28 (Kotsonis; et al. 2008: 3453–3460) 
ซึ่งมีขนาดสวนหัวเทากับ 57 x 40 นาโนเมตร และ 59 x 42 ตามลําดับ   นอกจากนี้เฟจทั้งสองยังมีสวน
หางที่สั้นกวาเฟจ KSY1 (32 นาโนเมตร) แตยาวกวาเฟจ P369 (19 นาโนเมตร) และเฟจ asccΦ28 
(21 นาโนเมตร)   เฟจทั้งสองมีลักษณะรูปรางแตกตางจากแลบเฟจของ Weissella sp. และแลบเฟ
จสวนใหญของแบคทีเรียกรดแลคติคที่เคยมีรายงานโดยสวนใหญจะถูกจัดอยูใน Family Siphoviridae 
จากการศึกษาที่ผานมาพบวาแลบเฟจที่จัดอยูใน Family Podoviridae นั้นมีนอยกวารอยละ 1 และ
สวนใหญจะเปน lactococcal phages (Ackermann. 2001: 843-857) ซึ่งงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยแรก
ที่พบเฟจของ Weissella sp. ที่จัดอยูใน Family Podoviridae  

เมื่อนําเฟจ Φ22b และ Φ22s มาศึกษาสมบัติของแลบเฟจในการติดเชื้อกับแบคทีเรียกรด     
แลคติคสายพันธุอ่ืนและจีนัสอื่น พบวาเฟจทั้งสองตัวไมสามารถทําใหเกิดการติดเชื้อ Weissella      
สปชีสอื่น หรือแบคทีเรียกรดแลคติคจีนัสอื่นได ซึ่งคลายกับเฟจของเชื้อ Weissella สปชีสอ่ืนซึ่งมักจะ
เปนเฟจที่มีความสามารถในการติดเชื้อกับแบคทีเรียกรดแลคติคสายพันธุอ่ืน และจีนัสอื่นนอย (Lu.; et 
al.  2003b: 3192–3202) 

จากการศึกษากราฟการเจรญิ พบวาเฟจ Φ22b มี latent period เทากับ 60 นาท ีซึ่งเร็วกวา
เฟจ phage B2 (Nes; Brendehaug; & Von Husby. 1988: 423–427) ที่มี latent period เทากับ 75 
นาท ี แตนานกวาเฟจ ΦJL-1 (Lu; et al. 2003a: 225-235) และเฟจ asccΦ28 (Kotsonis; et al. 
2008: 3453–3460) ที่มี latent period เทากับ 35 และ 40 นาท ีตามลําดับ สวนเฟจ Φ22s มี latent 
period เทากับ 110 นาที ซึ่งนานกวาเฟจ asccΦ28 (Kotsonis; et al. 2008: 3453–3460) และเฟจ 
ΦJL-1 (Lu; et al. 2003a: 225-235) ที่มี latent period เทากับ 44 และ 35 นาที ตามลําดับ  

เฟจ Φ22b มี burst size เทากับ 152 phage particles/infected cell ซ่ึงมากกวาเฟจ ΦJL-1 
(Lu; et al. 2003a: 225-235)  และเฟจ asccΦ28 (Kotsonis.; et al. 2008: 3453–3460) ที่มี burst 
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size เทากับ 22 และ 121 phage particles/infected cell ตามลําดับ สวนเฟจ Φ22s มี burst size 
เทากับ 55 phage particles/infected cell ซึ่งมากกวาเฟจ ΦJL-1 (Lu; et al. 2003a: 225-235)  ที่มี 
burst size เทากับ 22  phage particles/infected cell แตนอยกวาเฟจ asccΦ28 (Kotsonis; et al. 
2008: 3453–3460) ที่มี burst size เทากับ 121  phage particles/infected cell  

การเขาเกาะติดโฮสทของเฟจมีปจจัยที่สําคญัคือ ความจําเพาะระหวางตําแหนงเกาะติดของ
เฟจกับตําแหนงรีเซพเตอรบนเซลลของแบคทเีรีย นอกจากนี้แลวยังขึ้นอยูกับการมีแคทไอออนอยูใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ใช ซึ่งการทีเ่ฟจจะสามารถเขาเกาะติดโฮสทของเฟจไดหรือไมนั้น ข้ึนอยูกับการมี
หรือไมมีไดวาเลนทแคทไอออนดวย (Topley; & Wison.  1990: 973) เนื่องจากเฟจตองการไดวาเลนท
แคทไอออน เชน แคลเซียมไอออน หรือแมกนเีซียมไอออน ในชวงใดชวงหนึง่ของการติดเชื้อ 
(Watanabe; & Takesue. 1972: 19–30) นอกจากนี้ยังเคยมีรายงานวาเฟจสวนใหญไมสามารถเขา
เกาะที่โฮสทไดในน้ํากล่ันหรือในสภาวะทีมี่ปริมาณแคทไอออนนอยกวาหรือเทากับ 0.01 มิลลิโมลาร  
(Luria; et al. 1978: 135–156) จากการศึกษาผลของไดวาเลนทแคทไอออนที่มีผลตอการเขาเกาะตดิ
โฮสทของแลบเฟจ พบวาเฟจ Φ22b และ Φ22s สามารถเขาเกาะติดที่ผิวเซลลของโฮสท ไดรอยละ 99 
ในระยะเวลา 10 นาที หลงัจากทําใหเกิดการติดเชื้อ ซึ่งเร็วกวา เฟจ Φ LP1-A (Caso; et al.  1995: 
741–750) และ ΦJL-1 (Lu; et al. 2003a: 225-235) ที่สามารถเขาเกาะติดที่ผิวเซลลของโฮสท ไดรอย
ละ 92 และ 75 ตามลําดับ ภายในเวลา 10 นาที หลังจากทําใหเกิดการตดิเชื้อ  สวนการเติมแคลเซียม
คลอไรด  (10-30 มิลลิโมลาร) ลงในอาหารเหลว MRS ไมมีผลตออัตราการเขาเกาะติดที่ผิวเซลลของ
โฮสทของเฟจทั้งสองในชวง 30 นาทีแรก ซึ่งผลที่ไดตรงกับการทดลองกอนหนานี้ ที่พบวาไดวาเลนท
แคทไอออนไมมีผลตอการเขาเกาะติดโฮสทของเฟจในชวง 30 นาทีแรก เนื่องจากในการเขาเกาะตดิที่
ผิวเซลลของโฮสทของเฟจในรอบแรกนั้น ในอาหารเหลว MRS มีแคทไอออนชนิดอ่ืน เชน โซเดียม
ไอออน (Na+) และแมกนีเซียมไอออน (Mg2+) ที่เพียงพอตอความตองการที่จะชวยใหเฟจสามารถเขา
เกาะติดที่ผิวเซลลของโฮสทได (Lu; et al. 2003a: 225-235)  แตแคทไอออนในอาหารเหลว MRS ไมมี
ปริมาณมากพอสําหรับการเขาเกาะติดที่ผวิเซลลของโฮสทในรอบตอๆ ไป ดงันั้นปริมาณแคลเซียม
ไอออนที่มากเกินพอ จะทาํใหการเขาเกาะติดที่ผิวเซลลของโฮสทของเฟจในรอบตอไปของวงชีวิตของ
เฟจเร็วขึ้น แตจะไมมีผลตอปริมาณของเฟจ เพราะปรมิาณของเฟจที่อยูในอาหารที่ไมมีการเตมิไดวา-
เลนทแคทไอออนจะเพิ่มจํานวนจนมีปริมาณเทากับเฟจในอาหารทีมี่ไดวาเลนทแคทไอออนในชั่วโมงที ่
4 หลังการตดิเชื้อ (Watanabe; & Takesue. 1972: 19-30)  

เฟจ Φ22b และ Φ22s สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อกับโฮสทในชวงคาความเปนกรดดาง
กวางคือ ตั้งแต 5-8 และคา D values ของเฟจทั้งสองตัวสามารถคํานวณไดเทากับ 60 วินาที ที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แตคา D values ของเฟจ Φ22b และ Φ22s มีคาเทากับ 10 และ 15 
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วินาที ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  ปริมาณเฟจทั้งสองจะลดลงจนไมสามารถตรวจสอบ
ได ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ระยะเวลามากกวา 60 วินาที หรือที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลามากกวา 20 วินาที หรือที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลานอยกวา 10 วินาที ซึ่งเฟจ
ทั้งสองตัวมีความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูงไดนอยกวาเฟจ ΦJL-1 (Lu; et al. 2003a: 225-
235)  ที่มีคา D values เทากับ 2.7 นาที ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และ 0.2 นาที ที่อุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส  

เมื่อนําเฟจทั้งสองตัวมาทําการสกัดดีเอ็นเอแลวนําดีเอ็นเอที่ไดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
6 ชนิดคือ HindIII, EcoRI, ApaLI, BglII, NdeI และ PstI  เพื่อตรวจสอบยืนยันวาเปนแลบเฟจชนิด
เดียวกันหรือไม พบวา ดีเอ็นเอของเฟจ Φ22s ไมถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 6 ชนิด แสดงวา      
ดีเอ็นเอของเฟจ Φ22s ไมมีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 6 ชนิด สวนดีเอ็นเอของเฟจ 
Φ22b  ถูกตัดดวยเอนไซม ApaLI, EcoRI และ HindIII  แสดงวาดีเอ็นเอของเฟจ Φ22b มีบริเวณตัด
จําเพาะของเอนไซม ApaLI, EcoRI และ HindIII   แมดีเอ็นเอของเฟจ Φ22b ถูกตัดดวยเอนไซมทั้ง 3 
ชนิดนี้ แตแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎยังแยกไดไมชัดเจน จึงควรเลือกใชเอนไซมตัดจําเพาะชนิดอื่นที่
เหมาะสมตอไป จากรูปแบบดีเอ็นเอของแลบเฟจแตละตัวหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะแตกตาง
กัน  จึงยืนยันไดวาเปนแลบเฟจตางชนิดกัน    

จากการศึกษาผลของแลบเฟจตอการหมักแหนมพบวา การมีเฟจที่สามารถทําใหเกิดการติด
เชื้อกับแบคทีเรียที่ใชเปนหัวเชื้อในการหมักแหนมจะทําใหการหมักแหนมใชเวลานานกวาการหมัก
แหนมที่มีหัวเชื้อเริ่มตนที่ไมมีเฟจปนเปอน  เนื่องจากเฟจจะไปทําใหเชื้อแบคทีเรียเกิดการติดเชื้อเพ่ือ
เพิ่มจํานวนของเฟจ ทําใหปริมาณเชื้อลดลงจึงสามารถผลิตกรดออกมาไดนอย สงผลใหคาความเปน
กรดดางของแหนมลดลงไดชา ในขณะที่เฟจยังสามารถอยูรอดไดในสภาวะที่มีคาความเปนกรดดางต่ํา
กวา 5 เปนเวลา 2 วัน แตจะไมสามารถเพิ่มจํานวนได นอกจากนี้ในแหนมที่มีการเติมเฟจเพียงอยาง
เดียวแตความเปนกรดดางของแหนมก็ยังลดลง เนื่องจากการนําแหนมไปฆาเชื้อดวยแสงอุลตราไวโอ
เลตนั้นสามารถฆาเชื้อไดแตที่ผิวของแหนม ทําใหเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคที่อยูภายในแหนมยังอยู
รอดไดและสรางกรดออกมา ทําใหความเปนกรดดางของแหนมลดลง จากผลการทดลองนี้ทําให
สามารถยืนยันรายงานกอนหนานี้ที่ระบุวาวา แลบเฟจยังคงเปนปญหาสําคัญในการผลิตอาหารหมัก
ทุกประเภท (Lu; et al. 2005: 45-54) และการปนเปอนดวยแลบเฟจในอาหารหมักนับเปนปญหาหลัก
ในระดับอุตสาหกรรม 

จากการศึกษาทั้งหมดพบวาเปนรายงานครั้งแรกที่คนพบแลบเฟจของ Weissella cibaria 
และเฟจที่ไดมีมีลักษณะรูปรางแตกตางจากแลบเฟจของ Weissella sp. และแลบเฟจสวนใหญของ
แบคทีเรียกรดแลคติคที่เคยมีรายงาน นอกจากนี้จากผลการศึกษาผลของอุณหภูมิและความเปนกรด
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ดางของเฟจ Φ22b และ Φ22s  ยังสามารถนําใปใชเปนขอมูลเบ้ืองตนในการปองกันการปนเปอนจาก
แลบเฟจในเชื้อเริ่มตนที่ใชในการผลิตอาหารหมัก นอกจากนี้การสุขาภิบาลที่ดีในบริเวณที่ใชในการ
หมักจะชวยลดการปนเปอนของเฟจในการหมักได ทั้งนี้รวมถึงการแยกหองเก็บหัวเชื้อในการหมักจาก
หองที่ใชในการผลิต การใชความรอนในการฆาเชื้ออุปกรณ การใชอาหารที่ยับย้ังเฟจ (Phage 
Inhibitory Medium; PIM) ในการถายหัวเชื้อ เปนตน (Mullan, 1986: 39-42) 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth  

peptone  10  กรัม 
beef extract 10  กรัม  
yeast extract 5  กรัม 
glucose  20  กรัม 
dipotassium hydrogen phosphate  2  กรัม  
tween 80  1  กรัม 
diammonium hydrogen citrate  2  กรัม  
sodium acetate  5  กรัม 
magnesium sulfate  0.1  กรัม  
manganese sulfate  0.05  กรัม 
น้ํากล่ัน  1000 มิลลิลิตร 

 นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 15 นาที ในกรณีทีต่องการเตรียมเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 
agar ใหเติมวุนผงลงไป 15 กรัม แตถาเตรยีมเปน MRS soft agar ใหเติมวุนผงลงไป 0.7 กรัม 

 
2. Nutrient agar (NA)  

peptone  5  กรัม 
beef extract  3  กรัม 
agar  15   กรัม 
น้ํากล่ัน  1000  มิลลิลิตร 

  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 15 นาที ในกรณีที่ตองการเตรียมเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 
1. 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)  

sodium dodecyl sulfate      100   กรัม 
น้ํากล่ัน         500   มิลลิลิตร 

    ปรับปรมิาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น ทําการฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
และเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
 
2. TE- buffer 

Tris-HCl           0.1     โมลาร 
EDTA               1     มิลลิโมลาร 

    ปรับคาความเปนกรดดางใหได 8.0 และปรับปริมาตรเปน 1 ลติร ดวยน้ํากลั่น ทําการฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
3. 10X TBE buffer 

Tris- HCl (pH 8)         108     กรัม 
boric acid                        55     กรัม 
EDTA                                  9     กรัม 
น้ํากล่ัน                1     ลติร  

    ทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เมื่อจะใชใหทําการเจือจางเปน 1X 
ดวยน้ํากล่ัน  
 
4. 3 M sodium acetate 

sodium acetate     408.3   กรัม 
น้ํากล่ัน        800   มิลลิลิตร 

    ปรับคาความเปนกรดดาง ใหได 5.2 โดย Glacial acetic acid เขมขนและปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
ดวยน้ํากล่ัน ทาํการฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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5. lysis solution 
 sucrose 67 กรัม 
 Trise                           50  มิลลิโมลาร 
 EDTA    1 มิลลิโมลาร  
     ปรับคาความเปนกรดดาง ใหได 8.0 และปรับปริมาตรเปน 1 ลติร ดวยน้ํากล่ัน ทําการฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
    
สภาวะที่ใชในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  

EcoRI (Promega) 
 DNA    10  ไมโครลิตร 

  Enzyme              0.5  ไมโครลิตร 
Buffer H                2  ไมโครลิตร 
Distilled water   7.3 ไมโครลิตร 
BSA                    0.2     ไมโครลติร 
รวม                 20  ไมโครลิตร 
บมที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

NdeI (Fermentas) 
DNA  8  ไมโครลิตร 
Enzyme        0.5  ไมโครลิตร 
Buffer D        3.5  ไมโครลิตร 
รวม 12  ไมโครลิตร 
บมที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

HindIII (Fermentas) 
 DNA 10  ไมโครลิตร 
 Enzyme 1  ไมโครลิตร 
 Buffer R 1  ไมโครลิตร 
 Distilled water 3  ไมโครลิตร 

  รวม 15  ไมโครลิตร 
 บมที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
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BglII (Fermentas) 
DNA    8  ไมโครลิตร 
Enzyme   1  ไมโครลิตร 
Buffer O  1  ไมโครลิตร 
รวม            10  ไมโครลิตร 
บมที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

PstI (Fermentas) 
DNA    8  ไมโครลิตร 
Enzyme   1  ไมโครลิตร 
Buffer O  1  ไมโครลิตร 
รวม          10  ไมโครลิตร 
บมที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

ApaLI (Promega) 
DNA  10  ไมโครลิตร 
Enzyme 3  ไมโครลิตร 
10x Buffer 3   ไมโครลิตร 
BSA      2          ไมโครลติร 

 Distilled water 2  ไมโครลิตร 
รวม 10  ไมโครลิตร 

  บมที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก ค 
 
การจําแนกสปชีสโดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียสําเร็จรูป API 50 CHL (BioMerieux, France) 

 
มีวิธีการดังนี้ 
1. การเตรียม inoculum 

นําเชื้อที่เจริญอยูในอาหารเหลว MRS มาปนเหว่ียงความเร็ว 4,025xg เปนเวลา 5 นาที 
เพื่อเก็บเซลลของแบคทีเรีย แลวนําเชื้อที่ไดมาแขวนลอยใน API 50 CHL medium ใหมีความเขมขน
ประมาณ McFarland No.2 โดยเชื้อแขวนลอยที่เตรียมไดจะตองนําไปใชทันที 

2. การเติมเชื้อแขวนลอยลงใน strip 
แถบ strip จะมีหลุมทั้งหมด 50 ชอง เพื่อหลีกเล่ียงการเกิดฟองอากาศใหวางกลองบมเชื้อ

ที่มี strip ในลักษณะเอียงตั้งขึ้น และวางปลายปเปตตรงดานขางของหลุม หยดเชื้อแขวนลอยลงไปใน
แตละชองประมาณ 100 ไมโครลิตร 

หยด liquid paraffin ลงไปในชองทุกชองใหเต็ม จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง สําหรับการอานผลครัง้แรก และ 48 ชั่วโมงสําหรบัการอานผลครัง้ที่ 2 
การอานผลจะอานโดยใชตารางอานผล และแปลผลดวยโปรแกรม  APIWEP (http://apiwep.biomerieux.com) 
โดยใสเครื่องหมายเปน + (ใหผลบวก), - (ใหผลลบ) และ ? (สําหรับผลไมชัดเจน)  
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ภาคผนวก ง 
 

การทําให PCR product บริสุทธิ์ (PCR product purification)  
โดยใช QIA quick gel extraction kit 

 

นํา PCR product มาทําอิเล็กโทรโฟเรซิส ในอะกาโรสเจล รอยละ 1.5-2.0 ที่ความตางศักย 
100 โวลต นาน 1 ชั่วโมง แลวนําเจลมาดูผลขนาดของ PCR product ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต ตัด
เจลตรงที่ดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 1,500 คูเบส ใสในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลิลิตร ชั่ง
น้ําหนักของเจลที่ได เติม QG buffer ใหมีปริมาตรเปน 3 เทาของน้ําหนักเจล แลวบมที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เติมโซเดียมอะซิเตท 3 โมลาร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เติมไอโซ-     
โพรพานอล (isopropanol) ปริมาตร 1 เทาของน้ําหนักเจล ผสมใหเขากัน แลวดูดสวนผสม (ประมาณ 
750 ไมโครลิตร) มาใสใน QIA quick column ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวนํามาปนเหวี่ยงความเร็ว 11,356xg 
เปนเวลา 2 นาที ทิ้งสวนใสที่อยูขางลางของ column แลวดูดสวนผสมที่เหลือมาใสใน column แลว
นํามาปนเหวี่ยงความเร็ว 11,356xg เปนเวลา 2 นาที ทิ้งสวนใสที่อยูขางลางของ column แลวเติม QG 
buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวนํามาปนเหวี่ยงความเร็ว 11,356xg เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนใสที่
อยูขางลางของ column เติม PE buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 2-5 นาที แลวนํามาปน
เหวี่ยงความเร็ว 11.356xg เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนใสที่อยูขางลางของ column นํา column มาวาง
บน หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร อันใหม แลวใสน้ํา nuclease-free  ปริมาตร 35 
ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ  column ตั้งทิ้งไว 1-2 นาที แลวนํามาปนเหว่ียงความเร็ว 11,356xg เปน
เวลา 1-2 นาที แลวนําดีเอ็นเอที่ไดนี้มาวิเคราะหขนาดของ PCR product ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟเรซิส 
ในอะกาโรสเจล  รอยละ 1 ที่ความตางศักย 100 โวลต นาน 1 ชั่วโมง แลวนําเจลมาดูผลขนาดของ 
PCR product ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต  
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ภาคผนวก จ 
 

การออกแบบ primers 
 

นําลําดับเบสที่ตองการจะใชเปนตนแบบในการออกแบบ primers มาทําการวิเคราะหดวย
สายตา (manual selection) จากนั้นทําการออกแบบ primers ใหลําดับเบสของ primers สามารถจับ
กับดีเอ็นเอตนแบบในตําแหนงทีต่องการได โดยมีหลักการ คือ1. primers ที่ออกแบบควรมคีวามยาว
ประมาณ 20-25 นิวคลีโอไทด 2. มีปริมาณเบส G+C ประมาณรอยละ 55-65 3. primers ไมเกิดการ
จับกันเอง 4. primers ไมมี hair pin loop 5. ปลายของ primers ทั้ง 2 ขางควรจะเปนเบส G หรือ C   
6. มีอณุหภูมทิี่ primers สามารถจับกับดีเอ็นเอตนแบบได (Tm) อยูในชวง 55-65 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ฉ 
 

ลําดับเบสบริเวณ 16S rDNA ของเชื้อไอโซเลท N22 ที่สงไปเก็บในฐานขอมูล EMBL 
 
ID   FN330974; SV 1; linear; genomic DNA; STD; PRO; 1571 BP. 
ST * private 25-DEC-2009 
AC   FN330974; 
DT   09-APR-2009 (Rel. 100, Created) 
DT   09-APR-2009 (Rel. 100, Last updated, Version 0) 
DE   Weissella cibaria partial 16S rRNA gene, isolate N22 
OS   Weissella cibaria 
OC   Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Weissella. 
RN   [1] 
RP   1-1571 
RA   Pringsulaka O.; 
RL   Submitted (09-APR-2009) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases. 
RL   Pringsulaka O., Biology, Srinakharinwirot University, 114 Sukhumvit 23, 
RL   Bangkok, THAILAND. 
RN   [2] 
RA   Patarasinpaiboon N., Pringsulaka O., Suwannasai N., Rangsiruji A.; 
RT   "Isolation of LAB phage from Nham (Thai fermented pork) in Thailand"; 
RL   Unpublished. 
FH   Key           Location/Qualifiers 
FT   source        1..1571 
FT                 /organism="Weissella cibaria" 
FT                 /isolate="N22" 
FT                 /mol_type="genomic DNA" 
FT                 /country="Thailand:Chaingmai" 
FT                 /isolation_source="Thai fermented pork (Nham)" 
FT                 /collected_by="Pattarasinpaiboon, N." 
FT                 /collection_date="21-Dec-2005" 
FT                 /identified_by="Pattarasinpaiboon, N. and Pringsulaka,O." 
FT                 /db_xref="taxon:137591" 
FT   rRNA          <1..>1571 
FT                 /gene="16S rRNA" 
FT                 /product="16S ribosomal RNA" 
SQ   Sequence 1571 BP; 419 A; 342 C; 458 G; 352 T; 0 other; 

      
     tagagtttga tcatggctca ggatgaacgc tggcggcgtg cctaatacat gcaagtcgaa       60  
     cgctttgtgg ttcaactgat ttgaagagct tgctcagata tgacgatgga cattgcaaag      120 
     agtggcgaac gggtgagtaa cacgtgggaa acctacctct tagcagggga taacatttgg      180 
     aaacagatgc taataccgta taacaatagc aaccgcatgg ttgctactta aaagatggtt      240 
     ctgctatcac taagagatgg tcccgcggtg cattagttag ttggtgaggt aatggctcac      300 
     caagacgatg atgcatagcc gagttgagag actgatcggc cacaatggga ctgagacacg      360 
     gcccatactc ctacgggagg cagcagtagg gaatcttcca caatgggcga aagcctgatg      420 
     gagcaacgcc gcgtgtgtga tgaagggttt cggctcgtaa aacactgttg taagagaaga      480 
     atgacattga gagtaactgt tcaatgtgtg acggtatctt accagaaagg aacggctaaa      540 
     tacgtgccag cagccgcggt aatacgtatg ttccaagcgt tatccggatt tattgggcgt      600 
     aaagcgagcg cagacggtta tttaagtctg aagtgaaagc cctcagctca actgaggaat      660 
     tgctttggaa actggatgac ttgagtgcag tagaggaaag tggaactcca tgtgtagcgg      720 
     tgaaatgcgt agatatatgg aagaacacca gtggcgaagg cggctttctg gactgtaact      780 
     gacgttgagg ctcgaaagtg tgggtagcaa acaggattag ataccctggt agtccacacc      840 
     gtaaacgatg agtgctaggt gtttgagggt ttccgccctt aagtgccgca gctaacgcat      900 
     taagcactcc gcctggggag tacgaccgca aggttgaaac tcaaaggaat tgacggggac      960 
     ccgcacaagc ggtggagcat gtggtttaat tcgaagcaac gcgaagaacc ttaccaggtc     1020 
     ttgacatccc ttgacaactc cagagatgga gcgttccctt cggggacaag gtgacaggtg     1080 
     gtgcatggtt gtcgtcagct cgtgtcgtga gatgttgggt taagtcccgc aacgagcgca     1140 
     acccttatta ctagttgcca gcattcagtt gggcactcta gtgagactgc cggtgacaaa     1200 
     ccggaggaag gtggggatga cgtcaaatca tcatgcccct tatgacctgg gctacacacg     1260 
     tgctacaatg gcgtatacaa cgagttgcca acccgcgagg gtgagctaat ctcttaaagt     1320 
     acgtctcagt tcggattgta ggctgcaact cgcctacatg aagtcggaat cgctagtaat     1380 
     cgcggatcag cacgccgcgg tgaatacgtt cccgggtctt gtacacaccg cccgtcacac     1440 
     catgagagtt tgtaacaccc aaagccggtg gggtaacctt cggagccagc cgtctaaggt     1500 
     gggaagatga ttagggtgaa gtcgtaacaa ggtagccgta ggagaacctg cggctggatc     1560 
     acctccttct g                                                          1571 
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