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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การตรวจหาแบคเทอริโอเฟจจากอาหารหมักชนิดตาง ๆ ซ่ึงสามารถทําลาย Lactococcus lactis  
 RP359 
  จากการสุมเลือกตัวอยางอาหารหมักชนิดตาง ๆ รวมท้ังสิ้น 30 ตัวอยาง (ตารางท่ี 3) มาทําการ
ตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีสามารถทําลาย L. lactis RP359 โดยวิธ ีenrichment method จากนั้นนําไป
ทดสอบความสามารถในการทําลาย L. lactis RP359 โดยวิธี spot test พบวาสามารถแยกแบคเทอริ
โอเฟจท่ีสามารถทําลาย L. lactis RP359 ได จํานวน 1 isolate จากอาหารหมัก 1 ชนิดคือ เค็มบักนัด 
(ตารางท่ี 3) ลักษณะของ clear zone ท่ีพบคือ ใสและเปนวงกวางตรงตําแหนงท่ีหยดสารละลายสําหรับ
ตรวจสอบแบคเทอริโอเฟจลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี L. lactis RP359 เจริญอยู (รูปท่ี 3a) เม่ือนํา
สารละลายดังกลาวซ่ึงผานการทดสอบโดยวิธี spot test แลวและเกิด clear zone นั้น มาทําการแยก    
แบคเทอริโอเฟจใหบริสุทธิ์โดยวิธี double-layer agar method พบวา plaque ของแบคเทอริโอเฟจท่ี
แยกไดมีลักษณะเปนวงใสขนาดเล็ก มีเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยประมาณ 1-1.5 มิลลิเมตร (รูปท่ี 3b) จากนั้น
ไดทําการเก็บ plaque เดี่ยว ๆ นั้นเพ่ือไปเพ่ิมจํานวนแบคเทอริโอเฟจ (phage propagation) และหา
ความเขมขนของแบคเทอริโอเฟจในหนวย plaque forming unit (pfu)/ml) ตั้งชื่อแบคเทอริโอเฟจท่ีแยก

ไดนี้วา φRP359 และนําไปเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือใชในการศึกษาข้ันตอไป 
 
            ตารางท่ี 3  ชนิดและจํานวนอาหารหมักและการตรวจพบแบคเทอริโอเฟจ 

อาหารหมัก จํานวนตัวอยาง จํานวนแบคเทอริโอเฟจท่ีแยกได 
ผักดอง 4 - 
แหนม 5 - 
ไสกรอกอีสาน 4 - 
หมํ่า 4 - 
กุงจอม 4 - 
ปลาสม 5 - 
เค็มบักนัด 4 1 
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รูปท่ี 3  แบคเทอริโอเฟจ φRP359 ท่ีแยกไดจากตัวอยางอาหารหมักเค็มบักนัด (a) วิธี spot test 
     (b) วิธี double-layer agar method 
 
 
 
 
 
 
2. การศึกษาความสามารถของแบคเทอริโอเฟจในการทําลายแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน 

  เม่ือนําแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ไปทดสอบความสามารถในการทําลายแลคติกแอสิดแบคทีเรีย
สายพันธุอ่ืนโดยวิธี spot test แลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีนํามาทดสอบแสดงไวในตารางท่ี 4 ผลการทดลอง

พบวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 สามารถทําลายไดเฉพาะ L. lactis RP359 เทานั้นและไมสามารถทําลาย
แลคติกแอสิดแบคทีเรียทดสอบชนิดอ่ืน ๆ ไดเลย (ตารางท่ี 4) 
 

a 

b 
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       ตารางท่ี 4  การทดสอบความสามารถของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ในการทําลาย 
                      แลคติกแอสิดแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน ๆ 

แลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีทดสอบa ผลการทดสอบb 

(spot test) 
Lactococcus lactis RP359 + 
Lactococcus lactis ATCC 11454 - 
Lactococcus lactis subsp. lactis TFF221 - 
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC11007 - 
Lactobacillus brevis ATCC 14869 - 
Lactobacillus brevis UBUB001 - 
Lactobacillus curvatus ATCC 25601 - 
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 12315 - 
Lactobacillus pentosus ATCC 8041 - 
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 - 
Leuconostoc fallax ATCC 700006 - 
Leuconostoc mesenteroides TISTR 473 - 
Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 - 
Pediococcus pentosaceus TISTR374 - 
Enterococcus faecalis ATCC29212 - 
Enterococcus faecalis TISTR927 - 

       aATCC, American Type Culture Collection; TISTR, Thailand Institute of Scientific 
       and Technology Research; TFF and UBU, Culture Collection of Biological Science  
       Department, Faculty od Science, Ubon Ratchathani University. 
       b+, เกิด clear zone; -, ไมเกิด clear zone 
 
 
3. การศึกษาผลของสารละลาย CaCl2 ตอการเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอเฟจในโฮสตเซลล 
   เม่ือทดสอบผลของสารละลาย CaCl2 ตอการเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอเฟจในโฮสตเซลล (L. 
lactis RP359) ท่ีเจริญอยูในระยะ log phase โดยใชสารละลาย CaCl2 ท่ีมีความเขมขนสุดทาย (final 
concentration) เทากับ 0, 1, 10, 20, 30, 40 และ 50 mM และแบคเทอริโอเฟจเริ่มตนเทากับ 104 
pfu/ml เม่ือเวลาผานไป 6 ชั่วโมง แลวเก็บตัวอยางในแตละความเขมขนของ CaCl2 ท่ีใช มาทําการตรวจ
นับจํานวนแบคเทอริโอเฟจท่ีถูกสรางและปลอยออกมานอกโฮสตเซลลโดยวิธี double-layer agar 
method พบวาเม่ือเติม CaCl2 ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 20 mM มีผลทําใหแบคเทอริโอเฟจถูก
สรางออกมาไดมากท่ีสุด เม่ือเทียบกับการไมเติมสารละลาย CaCl2 (0 mM) และความเขมขนอ่ืน ๆ ของ
สารละลาย CaCl2 ท่ีทดสอบ (รูปท่ี 4) 
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รูปท่ี 4  ผลของแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ตอการเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 

 
 
 
 
 
 
 
 
4. การศึกษาการยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลลของโฮสต 

  เม่ือทําการศึกษาความสามารถในการยึดเกาะบนผิวเซลลของโฮสตของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 
โดยแบงการทดลองออกเปน 2 ชุด ชุดแรกเปนชุดทดสอบ (มีท้ังโฮสตเซลลและแบคเทอริโอเฟจอยูดวยกัน
ในอาหาร MRS broth) และอีกชุดหนึ่งเปนชุดควบคุม (มีเฉพาะแบคเทอริโอเฟจเทานั้นท่ีอยูในอาหาร MRS 
broth) หลังจากบมและเก็บตัวอยางเปนชวง ๆ ตั้งแตเวลา 0-30 นาที แลวนําแตละตัวอยางไปทําการนับ
จํานวนแบคเทอริโอเฟจโดยวิธี double-layer agar method ปริมาณแบคเทอริโอเฟจท่ีนับไดในชุด
ทดสอบเรียกวา residual titer และปริมาณแบคเทอริโอเฟจท่ีนับไดในชุดควบคุมเรียกวา control titer 
เม่ือนํา residual titer และ control titer ท่ีเวลาตาง ๆ ของแตละชุดการทดสอบไปคํานวณคาเปอรเซ็นต
การยึดเกาะ (% adsorption of the bacteriophage) ตามสมการท่ีกลาวมาขางตน พบวาแบคเทอริ

โอเฟจ φRP359 สามารถยึดเกาะท่ีผิวเซลลของโฮสตไดสูงถึง 85% ภายในเวลา 20 นาที (รูปท่ี 5) 
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รูปท่ี 5  การยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 บนผิวเซลล Lactococcus lactis RP359 

 
 
 
 
 
 
 
5. การศึกษาการทนความรอนของแบคเทอริโอเฟจ 

   การทดสอบการทนความรอนของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ท่ีอุณหภูมิ 60, 70, 80 และ 90 องศา
เซลเซียส โดยหลังจากใหความรอนแลว จะเริ่มจับเวลาและเก็บตัวอยางทุก ๆ 30 วินาที เปนเวลา 3 นาที 
จากนั้นจึงนําแตละตัวอยางท่ีเก็บมานั้น ไปทําการนับจํานวนแบคเทอริโอเฟจท่ีรอดชีวิตโดยวิธี double-

layer agar method ผลการทดลองพบวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 สามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสไดดี เม่ืออุณภูมิเพ่ิมข้ึนเปน 70 องศาเซลเซียส แบคเทอริโอเฟจจะลดจํานวนลงมากถึง 3 log 
PFU/ml โดยประมาณ ภายในเวลา 120 วินาที ท่ีอุณหภูมิ 80 และ 90 องศาเซลเซียส แบคเทอริโอเฟจลด
จํานวนลงอยางรวดเร็วภายในเวลาเพียง 60 วินาที ท้ังนี้ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส จํานวนของแบคเทอริ
โอเฟจลดลงเร็วกวาท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส โดยแบคเทอริโอเฟจลดจํานวนลงถึง 6 log PFU/ml ท่ี
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และแบคเทอริโอเฟจลดจํานวนลงถึง 5 log PFU/ml ท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส (รูปท่ี 6) 
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รูปท่ี 6  การทนความรอนของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ท่ีอุณหภูมิ 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
6. การศึกษารูปรางของแบคเทอริโอเฟจดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
   หลังจากท่ีนําแบคเทอริโอเฟจไปทําใหบริสุทธิ์ และนําสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ (purified 

bacteriophage suspension) ท่ีเตรียมไดไปศึกษารูปรางของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 โดยนําไปยอม
แบบ negative staining ดวย 2% (w/v) uranyl acetate และดูรูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเลค   

ตรอนแบบสองผาน (TEM) พบวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 มีหัวแบบ icosahedral head มีขนาดเสน
ผานศูนยกลางประมาณ 70 นาโนเมตร และมีหางแบบ contractile tail ยาวประมาณ 100 นาโนเมตร 
(รูปท่ี 7) และจากรูปรางของแบคเทอริโอเฟจภายใตกลอง แบคเทอริโอเฟจชนิดนี้นาจะจัดอยูใน order 
Caudovirales และอยูใน family Myoviridae เม่ืออาศัยเกณฑในการจําแนกไวรัสตาม International 
Committee of Taxonomy of Viruses (ICTV)  
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รูปท่ี 7  ภาพถายของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 เม่ือยอมแบบ negative staining และศึกษาภายใตกลอง 
           จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. การศึกษาโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบของแบคเทอริโอเฟจโดยวิธี SDS-PAGE 
   นําสารละลายแบคเทอริโอเฟจบริสุทธิ์ (purified bacteriophage suspension) ของแบคเทอริ

โอเฟจ φRP359 ไปศึกษาโปรตีนโครงสราง (structural proteins) ซ่ึงเปนสวนประกอบหลักของแบคเทอริ

โอเฟจ พบวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ประกอบดวยโปรตีนโครงสรางหลัก (major proteins) จํานวน 5 
ชนิดปรากฏใหเห็นบนแผน polyacrylamide gel โดยมีขนาดเทากับ 80, 57, 40, 25 และ 15 กิโลดาลตัน 
(kDa) (รูปท่ี 8) 
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รูปท่ี 8 โปรตีนโครงสรางของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 เม่ือแยกโดยวิธี SDS-PAGE: Lane 1;  

       SeeBluePlus2 molecular mass markers, Lane 2; phage φRP359 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8. การศึกษาสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ 

   จากการสกัดสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 และนําไปตัดดวยเอนไซม RNase และ
restsriction endonucleases ชนิดตาง ๆ แลวนําไปตรวจสอบขนาดของชิ้นสวนสารพันธุกรรมหลังจากถูก

ตัดดวยเอนไซมโดยวิธี agarose gel electrophoresis พบวาสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 
ไมถูกตัดดวยเอนไซม RNase และ restsriction endonucleases บางชนิด (ไมไดแสดงผล) แตถูกตัดดวย

เอนไซม PstI (รูปท่ี 9) จากผลการทดลองนี้แสดงวาสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 เปน 
double-stranded DNA 
 
 

98 kDa 
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49 kDa 

38 kDa 
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17 kDa 

14 kDa 
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1 2 
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23,130 kb
9,416 kb
6,557 kb
4,361 kb

2,322 kb
2,027 kb

1 2 3

23,130 kb
9,416 kb
6,557 kb
4,361 kb

2,322 kb
2,027 kb

1 2 3

 
 

      รูปท่ี 9 สารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 เม่ือตัดดวย restriction endonuclease:  
                Lane 1; Lambda DNA cleaved with HindIII, Lane 2; uncut genome ของแบคเทอริ 

                โอเฟจ φRP359, Lane 3; genome ของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ตัดดวย PstI 
 
 


