
 

บทท่ี 3 
อุปกรณ สารเคมี และวิธีการทดลอง 

 
3.1 จุลินทรียและวัตถุดิบ 
 
 3.1.1 จุลินทรีย : เช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกมาตรฐานจากสถาบันวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงประเทศไทย  จตุจักร กรุงเทพ ไดแก Streptococcus thermophilus TISTR 894, 
Streptococcus thermophilus TISTR 458, Lactobacillus delbuerkii subsp. Bulgaricus TISTR 892, 
Lactobacillus delbuerkii subsp. Bulgaricus TISTR 326, Lactobacillus delbuerkii subsp. bulgaricus 
TISTR 895, Lactobacillus delbuerkii subsp. Lactis TISTR 785, Lactobacillus salivarius TISTR 1112, 
Lactobacillus acidophilus TISTR 1034, Enterococcus faecalis TISTR 1482 และ Enterococcus 
faecium TISTR1283   
 3.1.2 วัตถุดิบ : จากแหลงน้ํานมดิบของกลุมเกษตรกรผูผลิตนมดิบรายยอยเชียงใหมและ
เชียงราย 4 แหง คือ  

• เกษตรกรผูผลิตนมดิบรายยอย สมาชิกโรงงานนม อสค. หวยแกว รหัส 7010 รหัส 
7021 และ รหัส 7009  

• สหกรณโคนมแมลาว (มล) จังหวัดเชียงราย  

• สหกรณโคนมแมโจ (Mae Jo : MJ)  

• สหกรณโคนมสันปาตอง-แมวาง (สต) จังหวัดเชียงใหม 
 
3.2 อุปกรณและสารเคมี 
 
 3.2.1 อุปกรณ 

• กระดาษกรอง (What man Litmited Maidstone, England Japan) 

• กระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร (Pyrex, U.S.A.) 

• กลองจุลทรรศนแบบสองตา (ยี่หอ โอลิมปส) 

• ขวดแกวทนความรอนสูงขนาด 100, 250 และ 500 มิลลิลิตร (Schott Duran, 
Germany) 
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• ขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร (Nalgene, U.S.A.) 

• ขวดสําหรับปรับปริมาตรขนาด 100 (Pyrex, U.S.A.) 

• เข็มเข่ียเช้ือ (needle) 

• เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (ยี่หอ Advanturer, Ohaus Corporation, U.S.A.) 

• เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (BP110 Sartorius, Germany) 

• เคร่ืองเซนตริฟวสที่ปรับความเร็วรอบได 15,000 rpm (แบบควบคุม T, GS-15R, 
Beckman, Germany)  (แหลงเคร่ืองมือ : คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม) 

• เคร่ืองเซนตริฟวส (Centrifuge Z 200 A ยี่หอ HERMLE) 

• เคร่ืองเซนตริฟวส (eppendrof, Minispin) 

• เคร่ืองเซนตริฟวส (PK110, ALC International Srl, EC) , (10,000 rpm ใชท่ีอุณหภูมิ              
หอง สกัด DNA) 

• เคร่ืองเซนตริฟวส (Sigmol 3-18K, Sartorius, USA) (15,000 g ใชตกตะกอนฟาจจาก 
MRS broth ท่ีมี PEG 8000 และ NaCl) 

• เคร่ืองถายภาพเจล (ยี่หอ Geldoc-Biorad, USA) (แหลงเคร่ืองมือ : คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม) 

• เคร่ืองผสม (Heidolph, Germany) 

• เคร่ือง Electrophoresis (Biorad, USA) (แหลงเคร่ืองมือ : คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม) 

• เคร่ือง Sequencer (ABI 310, Gene System, USA) (แหลงเครื่องมือ : คณะ
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม) 

• จานเล้ียงเช้ือ (Pyrex, U.S.A.)  

• ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (PTW, Thailand) 

• ตูบมเช้ือต้ังอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Thelco, Precision, England) 

• ตูบมเช้ือต้ังอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส (Heraeus termaks) 

• ตูบมเช้ือต้ังอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (Memmert, Euroscan Co.Ltd Thailand) 

• ตูบมเช้ืออุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส (Memmert, Euroscan Co.Ltd Thailand) 

• ตูเย็น (Sharp, Japan) 

• ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ  (Heal force, ไซแอนติฟค โปรโมช่ัน จํากัด) 

• เตาไมโครเวฟ ( Sharp, Japan) 
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• บีกเกอรขนาด 1,000, 250, และ 50 มิลลิลิตร (Pyrex, U.S.A.)  

• ปเปตขนาด 10, 5, และ1 มิลลิลิตร (Pyrex, U.S.A)  

• ปเปตอัตโนมัติ (autopipette) ขนาด 200-1,000 ไมโครลิตร (Gilson, France) 

• โปรแกรม BLAST,GenBank databases สําหรับวิเคราะห gene sequences 
(Altschul et al., 1990) (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast, www.pubmed.com)   

• แผนเยื่อกรองขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน (Whatman ขนาดเสนผานศูนยกลาง 
0.2 ไมครอน, Japan) 

• แผนสไลด (Sail Brand, China) 

• พาราฟลม (Laboratory film, USA) 

• ลูกยางสําหรับใชดูดสารละลาย 

• หมอนึ่งความดัน (Autoclave; ยี่หอ MT-Sterilizers Automatic 100, Chiang 
Mai Medtech system, Thailand) 

• หลอดเซนตริฟวจขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Centrifuge tubes 15 and 50 mL; 
ยี่หอ Neptune, CLP, U.S.A.)   

• หลอดดักกาซ 

• หลอดทดลองฝาธรรมดาขนาด 13 x 100, 16 x 150 มิลลิเมตร (Pyrex, U.S.A.)  

• หลอดสําหรับทํา PCR (QSP, U.S.A.)    

• หลอดเอปเพนดอรฟ (Eppendorff tube 1.5 mL; CLP, U.S.A) 

• หวงถายเช้ือ (loop) 

• อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath; Model 84, Thelco, U.S.A.)    

• Anaerobic jar (Oxoid, U.S.A.)    

• API 20-Strep, และ API 50-CHL (Biomeriieux, France) 

• Automatic pipette ขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร (ยี่หอ Labmate, High Tech Lab, 
Poland) 

• Blue tip ขนาด 1,000 ไมโครลิตร (Corning Corporation, U.S.A) 

• Cryogenic vial (Copan Diagnostic, lnc, U.S.A) 

• Gas pack (Merck, Germany) 

• Foreceps 
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• Heat box (HB-1, Wheatec Corp., Taiwan), (ใชอุน DNA sequence product ท่ี 95 
องศาเซลเซียส 10 นาที) 

• Pasture pipette Blue tip ขนาด 1000 ไมโครลิตร (Corning Corporation, U.S.A) 

• pH meter  (รุน CG 842 Schott) 

• Spreader 

• Syringe filter (NIPRO, THAILAND) 

• Yellow tip ขนาด 100 ไมโครลิตร (Corning Corporation, U.S.A) 
3.2.2 สารเคมี 

• คลอโรฟอรมเขมขน 95% (Fluka, USA) 

• นมผงขาดมันเนย (Mission- Hical) 

• สารละลาย Hi-di Formadide (Gene System,USA) 

• Agar (Difco, USA) 

• Agarose gel (Vivantis, USA)  

• Boric acid (molecular biology grade) (Vivantis, USA)  

• Bromcresol green (Fluka, USA) 

• Barium chloride (Merck, Germany) 

• Calcium chloride; CaCl2 (Merck, Germany) 

• CaCO3 (Merck, Germany) 

• Citric acid (Fluka, Switzerland) 

• D-Glucose (Merck, Germany) 

• Dipotassium hydrogen phosphate; K2HPO4 (Merck, Germany) 

• Disodium hydrogen phosphate; Na2HPO4 (Merck, Germany) 

• DNase1 ขนาด 25 มิลลิกรัม (Vivantis, USA) 

• EDTA for molecular (Vivantis, USA) 

• Ethanol เขมขน 99.95% (Merck, Germany) 

• Ethidium bromide (Vivantis, USA) 

• Glucose (Merck, Germany) 

• Glycerol เขมขน 87% (Merck, Germany) 

• Gram stain reagent (อาร วี แอลซัพพลาย) 
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• Histidine (Fluka, USA) 

• H2O2 เขมขน 3% (บริษัท ศิริบัญชา จํากัด) 

• Lactose (BHD, Germany) 

• Liquid paraffin (ยูเนียนไซน, Germany) 

• Litmus (BHD, Germany) 

• L-Naphthol (Merck, Germany) 

• Lysine (Fluka, USA) 

• Lysozyme solution (Microbiological grade, Vivantis, USA)  

• Mannitol (Merck, Germany) 

• MgCl2 (Merck, Germany) 

• Mitomycin C (Fluka, USA) 

• MRS agar (Difco, USA) 

• MRS broth (CRITERION) 

• PCR marker (Vivantis,USA) ขนาด 100-3000 basepairs 

• Peptone (Difco, USA) 

• phenolphthalein (Fluka, USA) 

• Potassium chloride (KCl) (Merck, Germany) 

• Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (Merck, Germany) 

• Potassium hydrogennophthalate; KHP (Merck, Germany) 

• Potassium hydroxide; KOH (Merck, Germany) 

• Potassium iodide; KI (Merck, Germany) 

• Proteinase K (Promega Corp, USA) 

• RNaseA ขนาด 50 มิลลิกรัม (Vivantis, USA) 

• SDS solution (Vivantis, USA) 

• SIM medium (Himediaief, India) 

• Sodium acetate (Merck, Germany) 

• Sulfuric acid (Merck, Germany) 

• Sodium chloride; NaCL (Merck, Germany) 

• Sodium hydroxide ; NaOH (Merck, Germany) 
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• Tag enzyme (Vivantis, USA) 

• Tris-base (Vivantis, USA) 

• Tryptophan (Fluka, USA) 

• Tyrosine (Fluka, USA) 

• Universal primer : forward primer, reverse primer (Biolabs, USA): 

5/CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3/ (nucleotides 518 to 537), 5/-ATCGG 

(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3/ (nucleotides 1513 to 1491) 

• yeast extract (Labscan, Spain) 

• β-Disodium glycerophosphate (Fluka, USA) 
 
3.3  วิธีการทดลอง 
 

3.3.1 การเพาะเลี้ยงและคัดแยกเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก จากนํ้านมดิบ
(Vedamutha and Richter, 2001)  
  1) การเพาะเลี้ยงแยกเชื้อแบคทีเรียจากน้ํานมดิบ 
   (1) นําตัวอยางน้ํานมดิบจากแหลงน้ํานมดิบของกลุมเกษตรกรผูผลิตนมดิบ
รายยอยเชียงใหมและเชียงราย 3 แหง ไดแก ตัวอยางนํ้านมดิบจากสมาชิกโรงงานนม อสค. หวยแกว 
เชียงใหม 3 ราย คือ ผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส 7009, ผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส 7021 และ
ผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส 7010 สหกรณโคนมแมโจ สหกรณโคนมแมลาว และสหกรณ            
โคนมสันปาตอง-แมวางซ่ึงบรรจุในขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร และเก็บรักษาในหองเย็นท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศา-เซลเซียส เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง 
   (2) ปเปตน้ํานมดิบแตละตัวอยางจากแตละขวด ซ่ึงผานการบมท่ีอุณหภูมิ 
44 องศาเซลเซียส มาจํานวน 1 มิลลิลิตร เติมลงในหลอดทดลองบรรจุสารละลาย phosphate buffer 
saline ความเขมขน 1 เทาจํานวน 9 มิลลิลิตร แลวทําการเจือจางลงทีละ 10 เทา (ten-fold dilution) 
จนถึงท่ีระดับการเจือจาง 10-8 ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ 
   (3) ปเปตน้ํานมดิบแตละตัวอยางท่ีไมไดเจือจางและที่ถูกเจือจางเปน
อัตราสวนตาง ๆ จนถึง 10-8 ตัวอยางละ 1 มิลลิลิตรลงในจานเลี้ยงเชื้อ โดยแตละอัตราสวนให
ทํา 2 จาน จากนั้นเท MRS agar ที่หลอมเหลวและผานการเติมสารละลาย Bromcresol green 
เขมขนรอยละ 2 และมีอุณหภูมิประมาณ  45 องศาเซลเซียส ลงในจานเล้ียงเช้ือ จานละประมาณ  
12-15  มิลลิลิตร   
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   (4) รอจนกระท่ัง MRS agar ในจานเล้ียงเช้ือแตละจานแหงและแข็งตัว         
ดีแลว จึงเท MRS agar ท่ีหลอมเหลวและผานการเติมสารละลาย Bromcresol green เขมขนรอยละ 2 
เพื่อเททับผิวหนาอีกช้ันเปนการทํา overlayer  รอจน MRS agar ท่ีเททับผิวหนาของจานเลี้ยงเชื้อ
ทุกจานแหงและแข็งตัวดีแลว  จึงนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดนี้เขาตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศา-
เซลเซียส เปนเวลานาน 72 ช่ัวโมง 
   (5) เม่ือครบ 72 ช่ัวโมง นําจานเล้ียงเช้ือแตละจานในขอ (4) มาตรวจนับ
จํานวนเชื้อดังแสดงในภาคผนวก ก-1 และบันทึกคุณลักษณะของโคโลนีที่พบ เพื่อเลือกมา
ทําการศึกษาตอไป   

2) การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกจากน้ํานมดิบ ดังนี้  
   (1) ทําการถายเช้ือแบคทีเรียจากโคโลนีท่ีคัดเลือกไวในจานเล้ียงเช้ือแตละ
จานของขอ (5) ของหัวขอ 1) มาลงเล้ียงในหลอดทดลองบรรจุ Litmus milk โคโลนีละ 1 หลอด 
โดยทําในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ แลวนําหลอดทดลองบรรจุ Litmus milk ท่ีทําการถายเช้ือ
ดังกลาวเขาตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมง    
   (2) บันทึกผลการเปล่ียนแปลงของ Litmus milk และคัดเลือกเอาเฉพาะ
หลอดท่ี Litmus milk เกิดการแข็งตัว (curd) มาทําการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีตอไป 
   (3) ทําการเท MRS agar ท่ีหลอมเหลวและผานการเติมสารละลาย 
Bromcresol green เขมขนรอยละ 2 ลงในจานเลี้ยงเชื้อภายในตูลามินารโฟลปลอดเชื้อ จานละ
ประมาณ 15-20 มิลลิลิตร รอกระท่ัง MRS agar ในจานเล้ียงเช้ือแตละจานแหงและแข็งตัวดีแลว จึง
นําเอาหลอดทดลองบรรจุ Litmus milk ท่ีทําการถายเช้ือและมีการแข็งตัวในขอ (2) มาทําการถาย
เช้ือตอลงในจานเล้ียงเช้ือดังกลาวดวยวิธีการ streak plate หลอดละ 1 จาน  จากนั้นนําจานเล้ียงเช้ือท่ี
ทําการ streak plate แลวท้ังหมดนี้ เขาตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน  24-48  ช่ัวโมง    
   (4) นําจานเลี้ยงเชื้อแตละจานในขอ (3) มาทําการตรวจสอบโคโลนี 
และคัดเลือกเอาโคโลนีเดี่ยวจากแตละจาน มาทําการ streak plate ลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีมี MRS 
agar ซ่ึงผานการเติมสารละลาย Bromcresol green เขมขนรอยละ 2 จานใหม โคโลนีละ 1 จาน ภายใน 
ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ  จากนั้นนําจานเลี้ยงเชื้อที่ทําการ streak plate แลวท้ังหมดนี้ เขาตูบมเช้ือ
ที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมง ท้ังนี้เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยวท่ีมีเช้ือบริสุทธ์ิ 
   (5) นําจานเลี้ยงเชื้อแตละจานในขอ (4) มาตรวจสอบความ สามารถใน
การยอยสลาย H2O2 (การสรางเอนไซม catalase) ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือโดยเตรียมหยด         
น้ํากล่ันปลอดเช้ือบนแผนสไลดแกวแผนละ 1 หยด  แลวใชไมจิ้มฟนท่ีผานการฆาเชื้อมาแลว เขี่ย
เช้ือจากโคโลนีท่ีข้ึนในจานเล้ียงเช้ือ มาเกล่ียลงในหยดน้ํากล่ันบนแผนสไลดแกวตัวอยางเช้ือละ 
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1 แผน  จากนั้นหยดสารละลาย H2O2 เขมขนรอยละ 3 ลงบนแผนสไลดแกวตรงตําแหนงของหยด
น้ํากล่ันท่ีมีเช้ือ แผนละ 2-3 หยด บันทึกผลการเกิดฟองกาซ (อานผลเปน +) หรือไมเกิดฟองกาซ 
(อานผลเปน -) สําหรับโคโลนีเดี่ยวท่ีใหผลบวกตอการทดสอบการสรางเอนไซม catalase จะถูกคัดท้ิง 
   (6) ถายเชื้อจากโคโลนีเดี่ยวในแตละจานซึ่งใหผลลบตอการทดสอบ
การสรางเอนไซม catalase ในขอ (5) ลงเล้ียงในหลอดทดลองท่ีทําเปน slant ของ MRS agar ท่ีมี 
CaCO3 เขมขนรอยละ 2 โคโลนีละ 3 หลอดภายในตูลามินารโฟลปลอดเชื้อ เสร็จแลวนําหลอด
ทดลองบรรจุ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2 ถายเช้ือแลวท้ังหมด เขาตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ             
44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมง    
   (7) นําหลอดทดลองบรรจุ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2 ท่ีถาย
เชื้อแตละตัวอยางในขอ (6) มาใชในการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตัวอยางเช้ือละ 1 หลอด  
สวนอีก 2 หลอดท่ีเหลือใหเก็บรักษาไวในหองเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สําหรับเปนเช้ือ          
ต้ังตน (stock culture) ไวใชงานตอไป 

3.3.2 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก (Holt et al., 
1994; Madera et al., 2003) มีดังนี้ 
  1) การทดสอบความสามารถเจริญใน Litmus milk โดยใชหวงถายเชื้อถายเช้ือ
จากโคโลนีท่ีข้ึนบน slant ของ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2 มาเติมลงในหลอดทดลอง
บรรจุ Litmus milk ตัวอยางเชื้อละ 1 หลอด เสร็จแลวนําหลอดทดลองบรรจุ Litmus milk ถายเชื้อ
แลวเหลานี้ เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง บันทึกผล
การแข็งตัว (curd) ของ Litmus milk 
  2) การทดสอบความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ 10, 37, 44 และ 55 องศา-
เซลเซียส โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อถายเชื้อจากโคโลนีที่ขึ้นบน slant ของ MRS agar ที่มี CaCO3 
เขมขนรอยละ 2 มาเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ MRS broth ซ่ึงมี Bromcresol green เขมขนรอยละ 2 
เปนอินดิเคเตอรและมีหลอดดักกาซ ตัวอยางเช้ือละ 4 หลอด  เสร็จแลวนําหลอดทดลองบรรจุเช้ือ
แบคทีเรียใน MRS broth เหลานี้ เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 10, 37, 44 และ 55 องศาเซลเซียส 
ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอด เปนระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง  บันทึกผลการเปล่ียนแปลงสีของ MRS broth 
และการเกิดฟองกาซในหลอดดักกาซ 
  3) การทดสอบความสามารถทนเกลือ NaCl ที่ระดับความเขมขนรอยละ 2, 4 
และ 6.5 โดยใชเข็มเข่ียเช้ือถายเช้ือจากโคโลนีท่ีข้ึนบน slant ของ MRS agar ที่มี CaCO3 เขมขน
รอยละ 2 มาเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ MRS broth ท่ีมี NaCl เขมขนรอยละ 2, 4 และ 6.5  
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ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอด  เสร็จแลวนําไปบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 
24-48 ช่ัวโมง  บันทึกผลการขุนและตกตะกอนของ MRS broth 
  4) การทดสอบ Voges-Proskauer (การทดสอบการสราง acetoacetyl หรือ diacetyl 
carbinol)โดยใชหวงถายเช้ือถายเช้ือจากโคโลนีท่ีข้ึนบน slant ของ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขน
รอยละ 2 มาเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ Glucose phosphate broth ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอด แลวนํา
หลอดทดลองบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน Glucose phosphate broth เหลานี้ เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารละลาย L-Naphthol เขมขนรอยละ 6  
และสารละลาย KOH เขมขนรอยละ 16 ลงในเช้ือแบคทีเรียใน Glucose phosphate broth แตละ
หลอด สารละลายละ 3 มิลลิลิตร เขยาเบา ๆ เพื่อใหสารละลายผสมเขากัน  บันทึกผลการเกิดสีแดง              
ในหลอดทดลองบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน Glucose phosphate broth แตละหลอด โดยผลบวกจะเกิด              
สีแดงภายในระยะเวลา 15 นาที ถึง 2 ช่ัวโมง โดยผลลบจะยังคงมีสีน้ําตาลเขมอมเหลืองตามเดิม  
  5) การทดสอบความสามารถในการใชน้ําตาล glucose, lactose, และ mannitol 
ในสภาวะท่ีมีและไมมีกาซออกซิเจน (oxidized and fermented glucose, lactose, and mannitol)  
โดยใชเข็มเข่ียเช้ือถายเช้ือจากหลอดทดลองบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ซ่ึงบมไวท่ีอุณหภูมิ              
37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมงในขอ 2) มาเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ Hugh & 
Leifson medium ท่ีมี glucose, lactose, และ mannitol ตัวอยางเช้ือละ 2 หลอดตอการทดสอบการใช
น้ําตาล 1 ชนิด  จากนั้นดูด liquid parafin ซ่ึงผานการฆาเชื้อแลว มาเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ 
Hugh & Leifson medium ท่ีมี glucose, lactose, และ mannitol ถายเชื้อแลวหลอดละ 2 มิลลิลิตร 
เปนการทดสอบการใชน้ําตาลในสภาวะท่ีไมมีกาซออกซิเจน ตัวอยางเชื้อละ 1 หลอดตอการ
ทดสอบน้ําตาล 1 ชนิด  สําหรับหลอดทดลองบรรจุ Hugh & Leifson medium ท่ีมี glucose, lactose, 
และ mannitol ถายเช้ือแลวซ่ึงไมไดเติม liquid parafin จะใชเปนการทดสอบการใชน้ําตาลในสภาวะ
ที่มีกาซออกซิเจน เสร็จแลวนําหลอดทดลองบรรจุ Hugh & Leifson medium ท่ีมี glucose, lactose, 
และmannitol ซ่ึงถายเช้ือแลวท้ังหมดนี้ เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง บันทึกผลการเปล่ียนแปลงสีและการเกิดฟองกาซใน Hugh & Leifson medium  
 6) การทดสอบความสามารถในการทนตออุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
โดยทําการเท MRS agar หลอมเหลวซึ่งเติมสารละลาย Bromcresol green เขมขนรอยละ 2 ลงใน
จานเล้ียงเช้ือ จานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตร ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ รอจนกวา MRS agar 
ในจานเล้ียงเช้ือแตละจานแหงและแข็งตัว  ใหนําหลอดทดลองบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth 
ทุกตัวอยางในขอ 2) ซ่ึงบมไวท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง มาแชใน 
อางน้ําควบคุมอุณหภูมิซ่ึงต้ังอุณหภูมิไวท่ี 55 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 15 นาที จากนั้นใช              
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หวงถายเช้ือถายเช้ือจากหลอดบรรจุสารละลายเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth เหลานี้ มาทําการ streak 
plate ในจานเล้ียงเช้ือท่ีเติม MRS agar ขางตน ตัวอยางเช้ือละ 1 จาน เสร็จแลวนําจานเล้ียงเช้ือท่ี          
ถายเช้ือแลวเหลานี้ เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง  
บันทึกผลการเจริญของเช้ือตามแนวการ streak plate 
  7) การตรวจสอบรูปรางลักษณะของเช้ือแบคทีเรียแตละตัวอยาง จากการ                    
ยอมสีแกรม โดยเตรียมหยดนํ้ากล่ันปลอดเช้ือบนแผนสไลดแกวแผนละ 1 หยดเล็ก ๆ แลวใชหวง             
ถายเช้ือถายเช้ือจากโคโลนีท่ีข้ึนในจานเล้ียงเช้ือ มาทําการเกล่ียลงในหยดน้ํากล่ันบนแผนสไลดแกว 
ตัวอยางเช้ือละ 1 แผน ใหทําการเกล่ียจนหยดน้ํากล่ันแหง  แลวนําแผนสไลดแกวแตละแผนมาทําการ
ลนผานเปลวไฟ 2-3 คร้ังเปนการทํา heat fixed จากนั้นหยดสารละลาย crystal violet ใหทวมรอยเกลี่ย
บนแผนสไลดแกวแตละแผน เปนเวลานาน 30 วินาที เทสารละลายท้ิงแลวลางออกเบา ๆ ดวยน้ํา
สะอาด  หยดสารละลาย gram iodineใหทวมรอยเกล่ียบนแผนสไลดแกวแตละแผน เปนเวลานาน 
30 วินาที เทสารละลายท้ิงแลวลางออกเบา ๆ ดวยน้ําสะอาด  ตอจากนั้นหยด ethanol เขมขนรอยละ 
95 (เปน decolorizer) ใหทวมรอยเกล่ียบนแผนสไลดแกวแตละแผน แลวรีบลางออกเบา ๆ ดวย            
น้ําสะอาด สุดทายหยดสารละลาย safranin ใหทวมรอยเกล่ียบนแผนสไลดแกวแตละแผน เปน
เวลานาน 10 วินาที เทสารละลายท้ิงแลวลางออกเบา ๆ ดวยน้ําสะอาด  ซับน้ําออกจากแผนสไลดแกว
ดวยกระดาษทิชชู นําแผนสไลดแกวแตละแผนไปทําการตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนชนิด              
แสงสวางธรรมดา บันทึกลักษณะการติดสีแกรมและรูปรางลักษณะของเซลล 
 จากผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีทั้งหมดขางตน  ใหทําการระบุวาเชื้อ
แบคทีเรียตัวอยางใดเปนเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก โดยเนนท่ีความสามารถในการเจริญท่ี
อุณหภูมิ 37 และ 44 องศาเซลเซียส ความสามารถเจริญไดใน Litmus milk ความสามารถในการ
สรางเอนไซม catalase และลักษณะการติดสีแกรมและรูปรางท่ีเห็นจากกลองจุลทรรศน เปนหลัก  

ทําการเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรียทุกตัวอยาง โดยใชหวงถายเช้ือถายเช้ือจากโคโลนีท่ีข้ึนบน 
MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2 ภายในหลอดทดลองท่ีบรรจุจากขอ 6) มาเติมลงใน              
หลอดเซนตริฟวจบรรจุนมขาดมันเนย เขมขนรอยละ 10 จํานวน 7 มิลลิลิตร ซ่ึงมี CaCO3 เขมขน
รอยละ 0.5  ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอดภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ  นําหลอดบรรจุเชื้อแบคทีเรีย
ในนมขาดมันเนยท้ังหมดนี้ เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 48-                              
72 ชั่วโมง เม่ือพบวานมขาดมันเนยมีการแข็งตัวเกิดข้ึน ใหเติม glycerol หลอดละ 2.1 มิลลิลิตร กอน
นําเขาเก็บในตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และทําการเก็บแบคทีเรียใน plastic beads โดย 
เลือกลักษณะเช้ือท่ีบริสุทธ์ิจากการ streak plate  นํามาทําเปน suspension ลงใน Cryogenic vial ท่ี
บรรจุ plastic beads จนไดความขุนเทียบเทากับ MacFarland No. 3 หรือ 4 โดยมีปริมาณเช้ือ
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ประมาณ  9 x108 ถึง 12 x108  ตอมิลลิลิตร เขยาหลอดเพื่อใหเช้ือเกาะติดกับ plastic beads  หลังจากนั้น
ใช pasteur pipette ท่ีปราศจากเช้ือดูด suspension ออกใหมากที่สุด ปดฝาใหสนิทพันทับดวย
พาราฟลม นําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส  

3.3.3 การคัดแยกแบคทีริโอฟาจจากเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก และการทําให    
แบคทีริโอฟาจมีความบริสุทธิ์ (Quiberonia et al., 2003) การคัดแยกและนับจํานวนแบคที-       
ริโอฟาจจากเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก โดยวิธี double layer -soft agar technique โดยนําเช้ือท่ี
แยกไดจากน้ํานมดิบจากผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส B7021 ผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส 
L7021 สหกรณโคนมสันปาตอง – แมวาง รหัส C  สหกรณโคนมสันปาตอง – แมวาง รหัส B และ                          
สหกรณโคนมแมโจ รหัส G ซ่ึงบมไวท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส มาทําการคัดแยกแบคทีริโอฟาจ 

3.3.3.1 การคัดแยกแบคทีริโอฟาจ จากเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก 
   1) ใชหวงถายเช้ือถายเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที่แยกไดจากน้ํานมดิบ
จากผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส B7021 และ จากผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส L7021               
ผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส B7009 สหกรณโคนมสันปาตอง – แมวาง รหัส C  สหกรณโคนม                 
สันปาตอง – แมวาง รหัส B และสหกรณโคนมแมโจ รหัส G จากโคโลนีท่ีข้ึนบน slant ใน                          
หลอดทดลอง  MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2 ซ่ึงเก็บรักษามาไมนานเกิน 3 เดือน เติมลงใน
หลอดทดลองบรรจุ MRS broth จํานวน 3 มิลลิลิตรท่ีเตรียมไวแลวตัวอยางเชื้อละ 1 หลอดภายใน                            
ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ  เสร็จแลวนําหลอดทดลองบรรจุสารละลายเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth  
เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 
   2) ทําการถายเช้ือจากหลอดทดลองบรรจุเช้ือแบคทีเรีย MRS broth ในขอ 1) 
จํานวน 400 ไมโครลิตร (รอยละ 2) มาเติมลงในหลอดเซนตริฟวจขนาด 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุ 
MRS broth จํานวน 20 มิลลิลิตร ท่ีเตรียมไวแลวภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ ตัวอยางเช้ือละ              
2 หลอดซ่ึงแตละหลอดนี้จะถูกใชเปนชุดควบคุม และ ชุดทดลอง ตามลําดับ จากน้ันนําหลอด           
เซนตริฟวจบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ท้ังสองหลอดนี้ เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ                  
44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 7 ช่ัวโมง 
   3) หลอดเซนตริฟวจบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth จากขอ 2) ที่ใช
เปนชุดควบคุม จะถูกเติมน้ํากล่ันซ่ึงผานการฆาเช้ือแลวจํานวน 40 ไมโครลิตรตอหลอด สวน
หลอดเซนตริฟวจบรรจุเชื้อแบคทีเรียใน MRS broth ท่ีใชเปนชุดทดลอง จะถูกเติมสารละลาย 
Mitomycin C เขมขน 250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 40 ไมโครลิตรตอหลอด เพื่อทําใหความ
เขมขนสุดทายของ Mitomycin C ภายในหลอดเซนตริฟวจดังกลาวเทากับ 0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  จากนั้นผสมสารละลายในหลอดเซนตริฟวจแตละหลอดใหเขากัน โดยการดูด
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ขึ้น-ลง 5-6 ครั้ง แลวดูดสารละลายผสมท่ีมีเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ในชุดควบคุมและ             
ชุดทดลองของเช้ือ มาอยางละ 1.5 มิลลิลิตร เติมลงในหลอดเอปเพนดอรฟขนาด 1.5 มิลลิลิตร
ชุดละ 1 หลอด  เสร็จแลวนําหลอดเอปเพนดอรฟเหลานี้เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
   4) เม่ือครบ 3 ช่ัวโมงนําสารละลายผสมท่ีมีเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth 
ซ่ึงบรรจุในหลอดเอปเพนดอรฟในชุดควบคุม (เติมน้ํากล่ัน) และ ชุดทดลอง (เติม Mitomycin C)                
ซ่ึงบมไวท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส ในขอ 3) มาทําการปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 5,000 rpm เปนระยะเวลา 10 นาที จากนั้นดูดสวนสารละลายใส (supernatant) จากหลอด
เอปเพนดอรฟแตละหลอดมาทําการกรองดวย syringe filter ท่ีมีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน ภายใน            
ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ สวนท่ีกรองไดนี้เรียกวา phage lysate ซ่ึงมีแบคทีริโอฟาจท่ีแยกไดจาก
แบคทีเรียท่ีเปนโฮสต (host) นําไปเตรียม double layer soft agar technique เพื่อแยกแบคทีริโอฟาจตอไป 

 5) ทําการเท MRS-C agar (bottom layer) เตรียมโดยเท MRS agar ท่ี
ผสม CaCl2  ซ่ึงมีความเขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมลาร ในจานเล้ียงเช้ือ จานละ 10 มิลลิลิตร ภายใน                 
ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ แลวรอให MRS-C agar ในจานเล้ียงเช้ือแข็งตัว  

 6) ทําการคัดแยกแบคทีริโอฟาจของเช้ือ ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ 
โดยแบงเปน 2 วิธีการคือ  
    ก.  ในชุดควบคุม (เติมน้ํากลั่น) ทดลองแบงเปน 2 กลุมตาม       
อัตราสวนของสารละลายแบคทีเรีย (host) : สารละลายใส (phage lysate) จากชุดเติมน้ํากล่ันคือ  
         กลุมท่ี 1 ใชเช้ือแบคทีเรีย (host) 100 ไมโครลิตร + สารละลายใส (phage lysate) ท่ีเปนพวก
ชุดเติมน้ํากล่ัน 10 ไมโครลิตร  
 กลุมท่ี 2 ใชเช้ือแบคทีเรีย (host) 100 ไมโครลิตร + สารละลายใส (phage lysate) ท่ีเปนพวก
ชุดเติมน้ํากล่ัน 100 ไมโครลิตร 

ดยดูดเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ในชุดควบคุมท่ีเหลืออยูจากขอ 3) และสารละลายใส             
ที่มีฟาจของชุดควบคุมซึ่งเปนของเชื้อตัวอยางเดียวกัน จากขอ 4) เติมลงในหลอดเซนตริฟวจ
บรรจุ MRS agar ซ่ึงมี agar เขมขนรอยละ 0.6 และ CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร จํานวน 10 มิลลิลิตร             
ท่ีผานการหลอมเหลวแลว ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอด  ผสมใหเขากัน เพื่อใชเปน top agar โดยการดูด
ข้ึน-ลง 5-6 คร้ัง แลวรีบเทลงบนผิวหนาของ MRS-C agar ในจานเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไวในขอ 5) 
ตัวอยางเช้ือละ 1 จาน  
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ข. ทําเชนเดียวกับขอ ก. แตใชเชื้อแบคทีเรียใน MRS broth ใน           
ชุดทดลองแทนชุดควบคุม (เติมสารละลาย Mitomocin C) โดยทดลอง 4 กลุม ตามอัตราสวนของ
สารละลายแบคทีเรีย (host) : สารละลายใส (phage lysate) จากชุดเติม Mitomocin C  คือ  

กลุมท่ี 3 ใชเช้ือแบคทีเรีย (host) 100 ไมโครลิตร+ สารละลายใส (phage lysate) ท่ีเปนพวก
ชุดเติม Mitomycin C 10 ไมโครลิตร 

กลุมท่ี 4 ใชเช้ือแบคทีเรีย (host) 100 ไมโครลิตร+ สารละลายใส (phage lysate) ท่ีเปนพวก
ชุดเติม Mitomycin C 100 ไมโครลิตร 

กลุมท่ี 5 ใชเช้ือแบคทีเรีย (host) 100 ไมโครลิตร+ สารละลายใส (phage lysate) ท่ีเปนพวก
ชุดเติม Mitomycin C 200 ไมโครลิตร 

กลุมท่ี 6 ใชเช้ือแบคทีเรีย (host) 10 ไมโครลิตร+ สารละลายใส (phage lysate) ท่ีเปนพวก
ชุดเติม Mitomycin C 100 ไมโครลิตร 

  7) ใหรอจนกระท่ัง MRS agar ซ่ึงมี CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร และมี
สวนผสมของเช้ือแบคทีเรียและสารละลายใสท่ีมีฟาจ ซึ่งเททับลงไปบนผิวหนาของ MRS-C agar 
ในจานเล้ียงเชื้อแตละจานแหงและแข็งตัวดีแลว  จึงนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดนี้เขาบมในตูบมเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 18 ช่ัวโมง แลวนําจานเล้ียงเชื้อแตละจานมาตรวจดู
ลักษณะของ plaque (บริเวณใสที่มีแบคทีริโอฟาจ) ท่ีเกิดข้ึนและคัดเลือก plaque ท่ีเปนลักษณะเฉพาะ 
  3.3.3.2 การทําใหแบคทีริโอฟาจมีความบริสุทธ์ิ 
   1) ในการทําใหฟาจมีความบริสุทธิ์ครั้งที่ 1 ดูดเชื้อแบคทีเรียใน                
MRS broth ของเช้ือท่ีเปนชุดควบคุม มาตัวอยางเช้ือละ 40 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดเซนตริฟวจ
บรรจุ MRS broth ซึ่งมี CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร และ β-Disodium glycerophosphate 
เขมขนรอยละ 0.95 จํานวน 3 มิลลิลิตร สําหรับใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีริโอฟาจกอนทําให          
มีความบริสุทธ์ิ ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ โดย plaque ซึ่งมีแบคทีริโอฟาจ 1 อัน จะถูกเล้ียง
ใน MRS broth ดังกลาว 1 หลอด และแบคทีริโอฟาจซ่ึงแยกไดจากเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก
เช้ือใด จะตองถูกเล้ียงใน MRS broth ท่ีมีเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกเดียวกันเทานั้น ทั้งนี้ให
เตรียมเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ดังกลาวใหมีจํานวนเทากับ plaque ท่ีไดทําการคัดเลือกไวแลว 
   2) ดูดเช้ือแบคทีเรียท่ีเปนชุดควบคุมมา 200 ไมโครลิตร เติมลงในหลอด
เซนตริฟวจซ่ึงมี MRS broth จํานวน 10 มิลลิลิตร  
   3) นําเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth สําหรับใชเล้ืยงแบคทีริโอฟาจ และ           
เช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ในขอ 2 ท้ังหมด เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส นาน  7  ช่ัวโมง  
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   4) ใชหวงถายเช้ือทําการตัดแยก plaque จากจานเล้ียงเช้ือจากขอ 7) ของ
หัวขอ 3.3.3.1 ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ แลวถาย plaque ดังกลาวมาเติมลงในเช้ือแบคทีเรียใน 
MRS broth plaque ละหนึ่งหลอด ตามเง่ือนไขในขอ 1)  
   5) นําหลอดเซนตริฟวจท่ีบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ซ่ึงไดเติม 
plaque แลวเขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง 
   6) ดูดสารละลายผสมท่ีมีฟาจใน MRS broth จากขอ 5) เติมลงในหลอด
เอปเพนดอรฟขนาด 1.5 มิลลิลิตรตัวอยางสารละลายละ 2 หลอดภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ  
แลวนําไปทําการปนเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 5,000 rpm เปนระยะเวลา 10 นาที 
   7) ดูดสารละลายใสที่มีฟาจ จากขอ 6) มาทําการกรองดวย syringe 
filter ท่ีมีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอนภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ เก็บสารละลายใสที่ผานการกรองแลว
ของหลอดเอปเพนดอรฟแตละหลอดลงในหลอดเอปเพนดอรฟหลอดใหม  
   8) ดูดสารละลายใสที่มีฟาจจากขอ 7) มาทําการเจือจางในหลอดทดลอง
บรรจุ MRS agar ซ่ึงมี agar เขมขนรอยละ 0.6 และ CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร จํานวน 9.9 มิลลิลิตร
ซ่ึงไดผานการหลอมเหลวมาแลว โดยทําการเจือจางลงทีละ 100  เทาภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ            
เร่ิมจากดูดเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ท่ีจะใชเล้ียงฟาจจากขอ 3) เติมลงในหลอดทดลองบรรจุ            
MRS agar ขางตนจํานวน 4 หลอด หลอดละ 200 ไมโครลิตร แลวดูดสารละลายใสที่มีฟาจของ        
เช้ือแบคทีเรียนั้นมา 100 ไมโครลิตร มาเติมลงใน MRS agar ดังกลาว หลอดท่ี 1 (ไดเปนระดับการ 
เจือจาง 10-2)  ทําการปนผสมใหสวนผสมท้ังหมดเขากันดูดมา 100 ไมโครลิตร แลวเติมลงใน MRS agar 
หลอดที่ 2 ทําการผสมและปฏิบัติอยางเดียวกันกับ MRS agar หลอดที่ 3 และ 4 (ไดเปนระดับการ
เจือจาง 10-4, 10-6 และ 10-8 ตามลําดับ) จากนั้นเท MRS agar ในแตละหลอดลงในจานเล้ียงเช้ือซ่ึงมี 
MRS agar ท่ีมี CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร หลอดละ 1 จาน รอจนกระท่ังสวนผสมท่ีเทลงไปใน
จานเล้ียงเช้ือทุกจานแหงและแข็งตัว จึงนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดเขาบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส 
เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง  
   9) นําจานเลี้ยงเชื้อมาตรวจนับปริมาณ plaque ของฟาจแตละตัวอยาง
ในแตละระดับการเจือจาง 
   10) ทําการใหฟาจมีความบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 2 โดยเตรียมสารละลายเชื้อ
แบคทีเรียใน MRS broth ซ่ึงมี CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลารและ β-Disodium glycerophosphate            
เขมขนรอยละ 0.95 จํานวน  3  มิลลิลิตร สําหรับใชเล้ียงฟาจ ตามวิธีการในขอ 1) ใหมีจํานวนเทากับ 
ฟาจที่ไดทําการคัดเลือกไวแลวบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส นาน 7 ชั่วโมง แลว
ใชหวงถายเช้ือทําการตัดแยก plaque ของฟาจแตละชนิดจากจานเล้ียงเชื้อในขอ 9) มาเติมลงใน        
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เช้ือแบคทีเรียใน MRS broth  plaque ละหนึ่งหลอด แลวนําเขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศา-
เซลเซียส เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง 
   11) ดูดสารละลายท่ีมีฟาจจากขอ 10) มากรองตามวิธีการ ในขอ 6) และ 7) 
ดูดสารละลายใสท่ีมีฟาจนี้ มาเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ MRS agar ซ่ึงมี agar เขมขนรอยละ 0.6  
และ CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร จํานวน 9.9 มิลลิลิตรซึ่งไดผานการหลอมเหลวมาแลวภายใน 
ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ สารละลายใสท่ีมีฟาจละ 1 หลอด โดยกอนเติมสารละลายท่ีมีฟาจดังกลาว 
ใหเติมเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth จํานวน 200 ไมโครลิตรลงไปกอน แลวจึงเติมสารละลายใสท่ี
มีฟาจดังกลาวจํานวน 40 ไมโครลิตรตามลงไป ทําการปนผสมใหเขากัน แลวเทสวนผสมท่ีมีฟาจนี้ 
ลงในจานเล้ียงเช้ือซ่ึงมี MRS agar ที่มี CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร หลอดละ 1 จาน ทั้งนี้ให
ปฏิบัติอยางเดียวกับสารละลายใสที่มีฟาจทุกตัวอยางชนิด  รอจนกระท่ังสวนผสมท่ีเทลงไปในจาน
เล้ียงเช้ือทุกจานแหงและแข็งตัว จึงนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดเขาบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส 
เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง 
   12) นําจานเล้ียงเช้ือท่ีมี plaque ของฟาจแตละตัวอยางชนิดจากขอ 11) มา
ทําการคัดเลือก plaque ท่ีมีรูปรางเหมือนกับ plaque เร่ิมตน แลวทําใหฟาจมีความบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 3 
โดยวิธีการเดียวกับในขอ 10) และ 11) 

13) เม่ือได plaque ของฟาจแตละตัวอยางชนิดในจานเล้ียงเช้ือใหนํา 
plaque ดังกลาวมาทําการเล้ียงในสารละลายเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ซ่ึงมี CaCl2 เขมขน                     
10 มิลลิโมลารและ β-Disodium glycerophosphate เขมขนรอยละ 0.95  จํานวน 3  มิลลิลิตร แลวนํา 
MRS broth ดังกลาวเขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง 
   14) ทําการเก็บรักษาฟาจแตละตัวอยางท่ีไดทําการคัดเลือกไวโดยนํา
สารละลายที่มีฟาจในขอ 13) มาทําการปนเหวี่ยงตามวิธีการในขอ 6) แลวกรองดวย syringe 
filter ท่ีมีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอนภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ เก็บสารละลายใสที่ผานการ
กรองแลวของหลอดเอปเพนดอรฟแตละหลอดลงในหลอดเอปเพนดอรฟหลอดใหม  จากนั้นเติม
คลอโรฟอรมเขมขนรอยละ 95 ลงไปในหลอดเอปเพนดอรฟแตละหลอด ใหมีปริมาณเทากับรอยละ 
10 ของสารละลายใสท่ีบรรจุอยูกอน จากน้ันนําหลอดเอปเพนดอรฟบรรจุสารละลายใสท่ีมีฟาจ
ท้ังหมดเขาเก็บรักษาในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.3.4  การทดสอบความตานทานตอแบคทีริโอฟาจ ( Hebert et al., 2000) 
 การทดสอบความตานทานของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกตอแบคทีริโอฟาจโดยวิธี spot 
test ใหปเปต phage lysate ท่ีเตรียมจากแบคทีริโอฟาจบริสุทธ์ิท่ีแยกได จํานวน 10 ไมโครลิตร 
นําไปหยดลงบน top agar ในจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมตามวิธี double layer soft agar technique แต
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ใน top agar นี้ เติมเฉพาะแบคทีเรียที่ตองการนํามาทดสอบความตานทานตอฟาจเทานั้นโดย
ไมไดผสม phage lysate บมท่ีอุณหภูมิ  44 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง สังเกตวาเกิด plaque หรือ 
halo (บริเวณวงแหวนใสที่มีความขุนภายใน) ถาปรากฎ plaqueหรือ halo แสดงวาแบคทีเรียไมมี
ความตานทานตอฟาจ แตถาไมปรากฎ plaque หรือ halo แสดงวาแบคทีเรียนั้นมีความตานทานตอฟาจ 

3.3.4.1 การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีความทนตอแบคทีริโอฟาจ  
   1) นําจานเล้ียงเช้ือท่ีใชในการทําใหฟาจมีความบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 3 ซึ่งมี      
ฟาจทุกตัวอยางท่ีไดคัดเลือกไวแลว ใชหวงถายเชื้อตัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่เจริญโดยมีลักษณะ
ขุนอยูภายในมีขอบใสลอมรอบ (halo) ถายเช้ือดังกลาวลงในหลอดทดลองบรรจุ MRS broth จํานวน             
3 มิลลิลิตร ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอด  นําหลอดบรรจุเช้ือแบคทีเรีย ใน MRS broth เหลานี้เขาบมใน      
ตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง 
   2) ใชหวงถายเช้ือจากหลอดบรรจุเช้ือใน MRS broth ในขอ 1) มาทําการ 
streak plate ลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีมี MRS agar (ไมมีการเติมสารละลาย bromcresol green เขมขน 
รอยละ 2) ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ จากน้ันนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดเขาบมในตูบมเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมง 
   3) ใชหวงถายเช้ือจากโคโลนีเดี่ยวจากจานเล้ียงเช้ือในขอ 2) มาเติมลงใน
หลอดเซนตริฟวจบรรจุนมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10 จํานวน 7 มิลลิลิตร หลอดทดลองบรรจุ  
slant ของ MRS agar ซ่ึงมี CaCO3 เขมขนรอยละ 0.5 และหลอดทดลองบรรจุ Litmus milk ตัวอยาง
เช้ือละ 1 หลอดตามลําดับภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ นําหลอดท้ังหมดนี้ เขาบมในตูบมเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 48-72 ช่ัวโมง  เม่ือพบวาเช้ือแบคทีเรียในนมผงขาดมันเนย        
มีการแข็งตัวเกิดข้ึน ใหเติม glycerol หลอดละ 2.1 มิลลิลิตร กอนนําเขาเก็บในตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ                  
-20 องศาเซลเซียส สําหรับหลอดทดลองบรรจุ MRS agar ซ่ึงมี CaCO3 เขมขนรอยละ 0.5 ท่ีมีโคโลนี
เกิดข้ึนตามแนวการทํา streak  plate และหลอดบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน Litmus milk ท่ีมีการแข็งตัว
และเปล่ียนจากสีมวงออนเปนสีชมพูออน ใหเก็บรักษาไวในหองเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

3.3.4.2 การทดสอบความทนตอแบคทีริโอฟาจ ของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก   
   1) เชื้อแบคทีเรียที่จะใชในการทดสอบ คือ B7009 (44), B7021 (44), 
L7021 (44), C MJ (44), IMJ (44), G MJ (44), B สต (44), C สต (44), h สต (44), Lb. bulgaricus                   
TISTR 895, และ S. thermophilus TISTR 894 และเช้ือแบคทีเรียสายพันธุท่ีทนตอแบคทีริโอฟาจคือ 
clone B7009 (44) 1.4 [เปนเช้ือแบคทีเรียสายพันธุของเช้ือ B7009 (44) ซ่ึงทนตอฟาจ 1.4 (เปนฟาจ
ตัวท่ี 4 ซ่ึงมาจากชุดไมเติม Mitomycin C)], clone L7021(44) 2.8 [เปนเช้ือแบคทีเรียสายพันธุของ
เช้ือ L7021 (44) ซ่ึงทนตอฟาจ 2.8 (เปนฟาจตัวท่ี 8 ซ่ึงมาจากชุดเติม MC)], clone B สต (44) 1.6 
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และ 2.10 [เปนเช้ือแบคทีเรียสายพันธุของเช้ือ B สต (44) ซ่ึงทนตอฟาจ 1.6 และ 2.10 (เปนฟาจตัวท่ี 
6 ซ่ึงมาจากชุดไมเติม MC และฟาจตัวท่ี 10 ซ่ึงมาจากชุดเติม MC) ตามลําดับ], clone C สต (44) 2.9 
[เปนเช้ือแบคทีเรียสายพันธุของเช้ือ C สต (44) ซ่ึงทนตอฟาจ 2.9 (เปนฟาจตัวท่ี 9 ซ่ึงมาจากชุดเติม 
MC)], clone B7021 (44) 1.3, clone B7021 (44) 2.4, clone B7021 (44) 2.8, และ clone B7021 (44) 
2.10 [เปนเช้ือแบคทีเรียสายพันธุของเช้ือ B7021 (44) ซ่ึงทนตอฟาจ 1.3, 2.4, 2.8, และ 2.10 (เปน
ฟาจตัวท่ี 3 ของชุดไมเติม MC ท่ี 1, ฟาจตัวท่ี 4, 8 และ 10 ของชุดไมเติม MC ท่ี 2 ตามลําดับ)  
   2) การเตรียมสารละลายใสท่ีมีแบคทีริโอฟาจใน MRS broth (phage lysate) 
   ก. ใชหวงถายเช้ือถายเชื้อแบคทีเรียท่ีจะใชงานท้ังหมดขางตน และ                      
เช้ือแบคทีเรียท่ีจะใชเปนอาหารสําหรับเล้ียงฟาจ (เปนเช้ือแบคทีเรียท่ีเปนโฮสตของฟาจ) จาก
โคโลนีท่ีข้ึนบน slant ของ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 0.5 ซ่ึงเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ               
4 องศาเซลเซียส เติมลงในหลอดเซนตริฟวจบรรจุ MRS broth จํานวน 3 มิลลิลิตรภายในตูลามินาร-
โฟลปลอดเช้ือ นําหลอดเซนตริฟวจบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ดังกลาวบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมง    
   ข. ดูดเชื้อแบคทีเรียแตละตัวอยางใน MRS broth ในขอ ก. มาจํานวน                 
140 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดเซนตริฟวจบรรจุ MRS broth จํานวน 10 มิลลิลิตรภายใน                                 
ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ สําหรับใชเปนเช้ือแบคทีเรียต้ังตน นําหลอดเซนตริฟวจบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน 
MRS broth ดังกลาวบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 7 ช่ัวโมง    
   ค. ดูดเช้ือแบคทีเรียแตละตัวอยางใน MRS broth ของขอ ข. ท่ีจะใชเล้ียง
ฟาจมาจํานวน 40 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดเซนตริฟวจบรรจุ MRS broth ซ่ึงมี CaCl2 เขมขน           
10 มิลลิโมลารและ β-Disodium glycerophosphate เขมขนรอยละ 0.95 จํานวน 3 มิลลิลิตรตัวอยาง
เช้ือละ 2 หลอด นําหลอดเซนตริฟวจบรรจุเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ดังกลาวบมในตูบมเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 7 ช่ัวโมง จากนั้นใหเก็บหลอดเซนตริฟวจบรรจุเช้ือแบคทีเรีย           
แตละตัวอยางใน MRS broth ดังกลาวหลอดท่ี 2 ไวในหองเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
   ง. ดูดสารละลายใสที่มีฟาจซ่ึงผานการเติม chloroform แลวและเก็บรักษา
ไวในหองเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มาตัวอยางละ 10 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดเซนตริฟวจ
บรรจุเช้ือแบคทีเรียท่ีเปนโฮสตของฟาจนั้น ๆ ใน MRS broth หลอดท่ี 1 จากขอ ค. ภายในตู                   
ลามินารโฟลปลอดเชื้อ  แลวนําหลอดเซนตริฟวจบรรจุสารละลายผสมท่ีมีฟาจท้ังหมดนี้ ไปบมใน
ตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง 
   จ. ทําการกรองสารละลายผสมที่มีฟาจแตละตัวอยางในขอ ง. นี้ดวย 
syringe filter ซึ่งมีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน จากนั้นดูดสารละลายใสที่มีฟาจใน MRS broth ซ่ึง
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ผานการกรองนี้มา 40 ไมโครลิตร เติมลงในเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth หลอดที่ 2 จากขอ ค. 
ภายในตูลามินารโฟลปลอดเชื้อ แลวบมไวในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปน
เวลานาน 18 ช่ัวโมง  แลวจึงนําสารละลายผสมท่ีมีฟาจแตละตัวอยางขางตน มาทําการกรองดวย 
syringe filter ซ่ึงมีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอนอีกคร้ัง บรรจุสารละลายใสที่มีฟาจแตละตัวอยางลงใน
หลอดเอปเพนดอรฟขนาด 1.5 มิลลิลิตร  ตัวอยางละ 2 หลอด 
   3) การทดสอบการทนตอแบคทีริโอฟาจของเชื้อแบคทีเรีย 
   ก. ดูดเช้ือแบคทีเรียต้ังตนใน MRS broth ท่ีจะใชทดสอบคือ เช้ือ B7009 (44), 
B7021 (44), L7021 (44), C MJ (44), G MJ (44), B สต (44), C สต(44), h สต (44), clone B7009 (44) 1.4, 
clone L7021 (44) 2.8, clone B สต (44) 1.6 และ 2.10, clone  C สต (44) 2.9, clone B7021 (44) 1.3, 
clone B7021 (44) 2.4, clone B7021 (44) 2.8, และ clone B7021 (44) 2.10 มาเติมลงในหลอดทดลอง               
บรรจุ MRS agar ซ่ึงมี agar เขมขนรอยละ 0.6 และ CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลารท่ีผานการหลอมเหลว 
แลวเช้ือละ 15 หลอดหลอดละ 200 ไมโครลิตร ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ ทําการปนผสมให
สวนผสมท้ังหมดในแตละหลอดเขากัน แลวเทลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีมี MRS agar (ไมตองเติมสารละลาย 
bromcresol green เขมขนรอยละ 2) ซ่ึงมี CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร ท่ีเตรียมไวแลวหลอดละ 1 
จาน เสร็จแลวรอให MRS agar ซ่ึงมีเช้ือแบคทีเรียท่ีเติมลงในจานเล้ียงเช้ือแตละจานแหงและแข็งตัว 
   ข. ทําการแบงพื้นท่ีในจานเล้ียงเชื้อในขอ ก. ของเช้ือแบคทีเรียแตละ
ตัวอยาง จานเล้ียงเช้ือละ 4 สวนสําหรับใชหยดสารละลายใสท่ีมีฟาจ สวนละ 1 ตัวอยาง โดยจานเล้ียงเช้ือ 
1 จานของเช้ือแบคทีเรียแตละตัวอยาง จะใชเปน negative control สําหรับใหมีการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย
เพียงอยางเดียว โดยท่ีไมใชหยดสารละลายใสที่มีฟาจ 
   ค. ดูดสารละลายใสที่มีฟาจแตละตัวอยาง จากขอ จ. ของหัวขอ 2) จํานวน       
10 ไมโครลิตร มาหยดลงบนผิวหนาของ MRS agar ในจานเล้ียงเช้ือของเช้ือแบคทีเรียทุกตัวอยาง
ตามท่ีกําหนดพื้นท่ีไว รอจนกระท่ังสารละลายใสที่มีฟาจซ่ึงไดหยดลงบนผิวหนาของ MRS agar แหงสนิท
จึงนําจานเล้ียงเช้ือทุกจานเขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง   
   ง. สังเกตการณเปล่ียนแปลงในตําแหนงท่ีหยดสารละลายใสท่ีมีฟาจแตละ
ตัวอยางในจานเลี้ยงเชื้อทุกจานของเชื้อแบคทีเรียทุกตัวอยางวา เกิดเปนบริเวณใส (clear zone) 
เกิดเปน plaque ขนาดเล็กหรือ plaque ท่ีมีรูปรางไมชัดเจน เกิดเปนลักษณะท่ีมีขอบใสและภายในมี
การเจริญของเช้ือแบคทีเรียนั้น ๆ (halo) หรือมีการเจริญของเช้ือแบคทีเรียนั้น ๆ ปกคลุมจนหมด และ
บันทึกการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึน  
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3.3.5 การวินิจฉัย (identify) เชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก  
  3.3.5.1 การ identify เชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกโดยการทํา sequence ของยีน 
16S rRNA (Pruksakoun et al., 2000; Khemaleelakul et al., 2002)    
   1) การสกัด DNA ของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก 
   ก. นําเช้ือจาก stock culture ซ่ึงเจริญบน slant ของ MRS agar ท่ีมี CaCO3 

เขมขนรอยละ 2 ท่ีเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มาทําการถายเช้ือลงในหลอดทดลอง
บรรจุ MRS broth 3 มิลลิลิตร แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงเม่ือ 
MRS broth ท่ีมีเช้ือแตละตัวอยางมีการขุนและตกตะกอนจึงนําไปทําการ streak plate บนจานเล้ียง
เช้ือท่ีมี MRS agar บมที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ตามลักษณะการเจริญ
ของเช้ือแตละตัวอยาง 
   ข. นําโคโลนีเดี่ยวจากจานเล้ียงเช้ือในขอ ก. มาถายลงในหลอดบรรจุ 
MRS  broth จํานวน 10 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ตาม
ลักษณะการเจริญของเช้ือแตละตัวอยาง เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือ 
   ค. นําหลอดบรรจุ MRS broth ท่ีมีเช้ือในขอ ข. ไปทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
4,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวดูดสารละลายใสสวนบน (supernatant) ท้ิงไปจนเหลือแต
เช้ือท่ีตกตะกอนอยูกนหลอด นําตะกอนดังกลาวมาลาง 3 คร้ังดวยสารละลาย Phosphate buffer saline ท่ี
มีคา pH 7.0 จํานวน 10 มิลลิลิตร แลวทําการละลายตะกอนดังกลาวอีกคร้ัง (resuspend) ดวย 
lysozyme solution (ซ่ึงมีความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จํานวน 200-300 ไมโครลิตร 
ข้ึนอยูกับปริมาณตะกอนของเช้ือท่ีได ดูดสารละลายเช้ือดังกลาวเติมลงในหลอดเอปเพนดอรฟ แลวบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
   ง. เติม SDS solution เขมขนรอยละ 20 จํานวน 20 ไมโครลิตร และ
สารละลาย proteinase K เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 10 ไมโครลิตรลงในหลอด           
เอปเพนดอรฟมีเช้ือในขอ ค.  ผสมใหเขากันแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส นานขามคืน 
   จ. เติมสารละลาย NaCl อ่ิมตัว (มีความเขมขน 6 โมลาร) ลงในหลอด          
เอปเพนดอรฟท่ีมีเช้ือในขอ ง.  เปนจํานวน 1/3 ของสารละลายทั้งหมดภายในหลอดเอปเพนดอรฟ              
ดังกลาว ผสมใหเขากันแลวนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
   ฉ. นําสารละลายในหลอดเอปเพนดอรฟในขอ จ.  มาทําการปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหองนาน 20 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีน แลวดูดสารละลายใส
สวนบนท้ังหมดเติมลงในหลอดเอปเพนดอรฟหลอดใหม เติม ethanol เขมขนรอยละ 95 ท่ีแชเย็นจัด
ไวเปนจํานวน 3 เทาของสารละลายใส เพื่อตกตะกอน DNA ของเช้ือออกจากสารละลายใส  
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   ช. เอียงหลอดเอปเพนดอรฟในขอ ฉ. ไปมาเบา ๆ จน DNA ของเช้ือ
ตกตะกอนเปนกอนสีขาวขุน แลวนําหลอดเอปเพนดอรฟนี้ไปทําการปนเหวี่ยงท่ีสภาวะเดียวกับใน
ขอ ฉ.  เพื่อทําให DNA ตกตะกอนแยกออกมา ดูดสารละลายใสท้ิงไปจนเหลือแต DNA ท่ีกนหลอด 
นํา DNA ท่ีไดไปปนลางดวย ethanol เขมขนรอยละ 70 ท่ีเย็นจัด 2 ครั้ง  คร้ังละ 1,000 ไมโครลิตร ท่ี
สภาวะเดียวกับในขอ ฉ.  จากนั้นดูด ethanol ท้ิงใหหมดจนเหลือแต DNA ของเช้ือท่ีตกตะกอนอยู
กนหลอด ปลอยให DNA แหงท่ีอุณหภูมิหอง 
   ซ. ทําการละลาย DNA ของเช้ือในขอ ช.  ดวยสารละลาย Tris-EDTA buffer 
ท่ีมีคา pH 8.0 จํานวน 70-120 ไมโครลิตร ข้ึนอยูกับปริมาณ DNA ที่ไดของเช้ือ แลวเก็บรักษาหลอด
เอปเพนดอรฟบรรจุสารละลาย DNA ของเช้ือนี้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชงาน 
 
   2) การตรวจสอบปริมาณ DNA ท่ีได 
   ก. เตรียมสารละลาย agarose gel เขมขนรอยละ 1 โดยนํา agarose gel 0.4 กรัม
มาละลายในสารละลาย Tris-Boric acid-EDTA (TBE) ความเขมขน 0.5 เทาจํานวน 40 มิลลิลิตร ให
ความรอนไปเร่ือย ๆ จนกวา agarose gel จะละลายหมด  แลวเทสารละลาย agarose gel ท่ีไดนี้ลงใน
ถาดติด comb (เพื่อทําใหเกิดหลุมบนแผน agarose gel) ท่ีเตรียมไวแลว ท้ิงไว 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง
จนกวาแผน agarose gel จะแข็งตัว 
   ข. ถอดสวน comb ออกจากแผน agarose gel แลวนําแผน agarose 
gel วางในกลองสําหรับทํา electrophoresis แลวเติมสารละลาย TBE เขมขน 0.5 เทาจนพอทวม            
แผน agarose gel ตอสายไฟแตละข้ัวของเคร่ืองกําเนิดไฟฟาเขากับกลองสําหรับทํา electrophoresis นี้  
   ค. ดูดสารละลาย DNA ของเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกจากขอ ซ.  ของ
หัวขอ 1) ซ่ึงผานการตั้งไวใหละลายท่ีอุณหภูมิหองมา 1 ไมโครลิตร ผสมกับสียอม (loading dye) 
จํานวน 4 ไมโครลิตรจนเขากัน ดูดสวนผสมดังกลาวเติมลงในหลุมของแผน agarose gel  ตัวอยางละ 
1 หลุม จากนั้นเปดเดินเคร่ืองกําเนิดไฟฟาในขอ ข.  โดยต้ังความตางศักย 80 โวลต เปนเวลา  42 นาที 
    ง. นําแผน agarose gel ท่ีผานการทํา electrophoresis ในขอ ค.  มาทําการ
ยอมสีกับสารละลาย ethidium bromide เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรจํานวน 200 มิลลิลิตร             
เปนเวลา 15 นาที จากนั้นลางเอา ethidium bromide สวนเกินออกดวยน้ํากล่ันจํานวน 200 มิลลิลิตร
เปนเวลา 12 นาที 
   จ. นําแผน agarose gel ในขอ ง.  ไปทําการถายรูปเพื่อดูลักษณะ band ของ 
DNA ท่ีได โดยสองภายใตแสง U.V. ท่ีความยาวคล่ืน 300 นาโนเมตร  เม่ือพบวาลักษณะ band ของ 
DNA ของเช้ือท่ีไดมีความคมชัดและมีปริมาณมากเพียงพอ ก็สามารถนําไปทํา PCR ตอไปได  
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   3) การนํา DNA ของเชื้อมาทํา PCR (Polymerase Chain Reaction) technique      
   ก. นําหลอดเอปเพนดอรฟบรรจุ Tag enzyme, น้ําปลอดอิออนท่ีปราศจาก
เอนไซม endonuclease, สารละลาย MgCl2 เขมขน 50 มิลลิโมลาร, forward primer, reverse primer 
และหลอดเอปเพนดอรฟบรรจุสารละลาย DNA ของเช้ือท่ีเก็บรักษาในสภาพแชแข็งท่ีอุณหภูมิ                
-20 องศาเซลเซียส มาทําใหละลายท่ีอุณหภูมิหอง 
   ข. เตรียมหลอดสําหรับทํา PCR (PCR tube) แชลงในกลองทําความเย็น 
(ice box) เพื่อรักษาใหอุณหภูมิอยูในระดับตํ่า (4 องศาเซลเซียส) ปองกันไมใหเกิดปฏิกิริยาของ 
PCR ข้ึนกอนกําหนด 
   ค. ดูด Tag enzyme (ใช master mix พรอมใชงานเพื่อ run PCR,                        
Vivantis Co), สารละลาย MgCl2 เขมขน 50 มิลลิโมลาร, forward primer, และ reverse primer จํานวน 
25, 1.5, 0.5 และ 0.5 ไมโครลิตรตามลําดับ เติมลงในหลอดสําหรับทํา PCR ในขอ ข.  จากนั้นดูด
สารละลาย DNA ของเช้ือเติมตามลงไป โดยใชสารละลาย DNA จํานวน 1, 2, หรือ 3 ไมโครลิตร              
ถาปริมาณ DNA ของเช้ือมีมาก ปานกลาง หรือนอยตามลําดับ 
   ง. ดูดน้ําปลอดอิออนที่ปราศจากเอนไซม endonuclease ในจํานวนท่ี
ทําใหปริมาณสารละลายท้ังหมดในหลอดสําหรับทํา PCR เทากับ 50 ไมโครลิตร แลวผสม
สารละลายท้ังหมดใหเขากัน 
   จ. นําหลอดสําหรับทํา PCR ไปเขาเครื่องสําหรับเรงปฏิกิริยา PCR ซ่ึง
มีรายละเอียดการทําใหเกิดปฏิกิริยาดังนี้  

- ขั้นตอนการทําใหสาย DNA ของเชื้อเกิดการเสียสภาพคงตัว และ
สามารถแยกออกจากกันได (denaturation) โดยใชอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที   

- ข้ันตอนการทําใหเกิดปฏิกิริยา PCR จํานวน 30 รอบ (cycle) ซ่ึงแตละรอบ
ประกอบดวย  (1) การทําใหสาย DNA ของเช้ือแยกออกจากกันโดยใชอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 นาที  (2) forward และ reverse primer เขาจับท่ีสวนปลายของ DNA แตละสายท่ีแยกตัว
ออกจากกัน โดยใชอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที  (3) การสังเคราะหสวนของ 
DNA สายใหมท่ีเปนคูสมกับ DNA สายเดิม โดยใชอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาที 

- ข้ันตอนการทําใหสวนของสาย DNA ท่ียังสังเคราะหไดไมสมบูรณจาก
ในรอบท่ี 30 มีการสังเคราะหใหสมบูรณข้ึนโดยใชอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เม่ือ
ครบการทําใหเกิดปฏิกิริยา PCR ท้ัง 3 ข้ันตอนดังกลาวแลวเคร่ืองสําหรับเรงปฏิกิริยา PCR จะทําการลด
อุณหภูมิของหลอดสําหรับทํา PCR ของเช้ือลงใหอยูท่ี 4 องศาเซลเซียส  
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   ฉ. นําหลอดสําหรับทํา PCR ของเช้ือแชลงในกลองทําความเย็น จากนั้น
นํา PCR product ท่ีไดนี้ไปทํา electrophoresis บน agarose gel ตามข้ันตอนในขอ ก.- ข. ของหัวขอ 
2) จากนั้นดูด PCR product ของเช้ือมา 3 ไมโครลิตร ผสมกับสียอมจํานวน 4 ไมโครลิตรจนเขากัน 
ดูดสวนผสมดังกลาวเติมลงในหลุมของแผน agarose gel ตัวอยางละ 1 หลุม ดูด PCR marker (มีขนาด 
100-3,000 base pairs) ท่ีนํามาละลายท่ีอุณหภูมิหองจํานวน 1.5 ไมโครลิตรผสมกับสียอมจํานวน       
4 ไมโครลิตรเชนกัน แลวดูดเติมลงในหลุมหลุมหนึ่งของแผน agarose gel  จากนั้นเปดเดิน                      
เคร่ืองกําเนิดไฟฟาเพื่อทํา electrophoresis โดยต้ังความตางศักย 80 โวลต เปนเวลา 42 นาที 
   ช. นําแผน agarose gel ท่ีผานการทํา electrophoresis แลวในขอ ฉ.                   
ไปทําการยอมดวยสารละลาย ethidium bromide และนําไปถายรูปภายใตแสง U.V.ตามข้ันตอน           
ในขอ ง.   และ จ.  ของหัวขอ 2) เพื่อดูลักษณะ band ของ PCR product ท่ีไดของเช้ือ และเปรียบเทียบ
กับ band ของ PCR marker วาขนาดของ PCR product ท่ีไดของเช้ือ อยูท่ีประมาณ 1,000-1,200                  
base pairs สามารถเก็บรักษา PCR product ท่ีไดของเช้ือท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
   4) การนํา PCR product ท่ีไดของเชื้อมาทําใหมีความบริสุทธ์ิ 
   ก. นําหลอดที่บรรจุ PCR product ของเชื้อที่เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ              
-20 องศาเซลเซียส ในขอ ช.  ของหัวขอ 3) มาต้ังท้ิงไวใหละลายท่ีอุณหภูมิหอง  แลวดูด PCR product 
ของตัวอยางเช้ือมาจํานวน 40 ไมโครลิตรเติมลงในหลอดเอปเพนดอรฟ จากนั้นเติมสารละลาย 
Sodium acetate เขมขน 3 โมลารจํานวน 4 ไมโครลิตรตามลงไป 

ข. เติม ethanol เขมขนรอยละ 95 ท่ีเย็นจัดลงในหลอดเอปเพนดอรฟใน
ขอ ก.  ผสมใหเขากัน แลวนําไปทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 
   ค. เทสวนท่ีเปนสารละลายใสทิ้งใหเหลือแตตะกอนของ PCR product ท่ี                
กนหลอด ซ่ึงจะเห็นเปนตะกอนจาง ๆ ขนาดเล็กเทานั้น  แลวปนลางดวย ethanol เขมขนรอยละ 70 
ท่ีเย็นจัด จํานวน 200 ไมโครลิตรท่ีความเร็ว 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที  จํานวน 2  คร้ัง   
   ง. หลังจากปนลาง PCR product ของเชื้อครั้งสุดทายในขอ ค.  แลวให
ดูด ethanol ท้ิงไป  ทําให PCR product แหงท่ีอุณหภูมิหอง  จากนั้นละลาย PCR product ท่ีผานการ
ทําใหบริสุทธ์ิแลวนี้ดวยสารละลาย Tris-EDTA (TE) buffer ท่ีมีคา pH 8.0 จํานวน 10 ไมโครลิตร   

จ. นํา PCR product ท่ีผานการทําใหมีความบริสุทธ์ิในขอ ง.  ไดนี้ไปทํา 
electrophoresis บน agarose gel ตามข้ันตอนในขอ ก.  – ข.  ของหัวขอ 2) จากนั้นดูด PCR product 
ในขอ ง.  มา 1 ไมโครลิตร ผสมกับสียอมจํานวน 4 ไมโครลิตรจนเขากัน ดูดสวนผสมดังกลาวเติมลง
ในหลุมของแผน agarose gel  ตัวอยางละ 1 หลุม ดูด PCR marker ท่ีผานการละลายท่ีอุณหภูมิหองแลว
จํานวน 1.5 ไมโครลิตรผสมกับสียอมจํานวน 4 ไมโครลิตรเชนกัน แลวดูดเติมลงในหลุมหลุมหนึ่ง
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ของแผน agarose gel  จากนั้นเปดเดินเคร่ืองกําเนิดไฟฟาเพื่อทํา electrophoresis โดยต้ังความตางศักย 
80 โวลต เปนเวลา 42 นาที 
   ฉ. นําแผน agarose gel ท่ีผานการทํา electrophoresis แลวในขอ จ.  ไปทํา
การยอมดวยสารละลาย ethidium bromide และนําไปถายรูปภายใตแสง U.V.  ตามข้ันตอนในขอ ง. 
และ จ.  ของหัวขอ 2) เพื่อดูลักษณะ band ของ PCR product ท่ีบริสุทธ์ิแลวของเช้ือ และเปรียบเทียบ
กับ band ของ PCR marker วาขนาดของ PCR product ท่ีบริสุทธ์ิแลวของเช้ืออยูท่ีประมาณ 1,000-
1,200 base pairs และลักษณะ band ของ PCR product ดังกลาว เพื่อกําหนดจํานวนเปนไมโครลิตร 
ของ PCR product ท่ีบริสุทธ์ิแลวตามความเขมของ band ซ่ึงจะใชในการทํา Sequencing technique 
สามารถเก็บรักษา PCR product ที่บริสุทธ์ิแลวของเช้ือท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
   5) การนํา PCR product ของเชื้อมาทํา Sequencing technique 
   ก. นําหลอดบรรจุสารละลาย PCR product ท่ีบริสุทธ์ิแลวของเช้ือหลอดบรรจุ 
Big Dye reagent, Buffer, หลอดบรรจุสารละลาย forward primer ท่ีผานการเจือจาง 10 เทา และ              
น้ําปลอดอิออนท่ีปราศจากเอนไซม endonuclease ท่ีเก็บรักษาในสภาพแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส มาทําใหละลายท่ีอุณหภูมิหอง 

ข.  เตรียมหลอดสําหรับทํา PCR (PCR tube) แชลงในกลองทําความเย็น 
(ice box) เพื่อรักษาใหอุณหภูมิอยูในระดับตํ่า (4 องศาเซลเซียส) ปองกันไมใหเกิดปฏิกิริยาของ 
PCR ข้ึนกอนกําหนด 

ค.  ดูด Big Dye reagent, Buffer, และสารละลาย forward primer ท่ีผาน
การเจือจาง 10 เทามาจํานวน 6, 2, และ 1 ไมโครลิตรตามลําดับ เติมลงในหลอดสําหรับทํา PCR ใน
ขอ ข. จากนั้นดูดสารละลาย PCR product ท่ีบริสุทธ์ิแลวของเช้ือเติมตามลงไป โดยใชสารละลาย 
PCR product ท่ีบริสุทธ์ิแลวจํานวน 1, 2 หรือ 3 ไมโครลิตร ถาปริมาณ PCR product ท่ีบริสุทธ์ิแลว
มีมาก ปานกลาง หรือนอยตามลําดับ ซ่ึงดูจากความเขมของ band ของ PCR product ท่ีบริสุทธ์ิแลว
ดังกลาวในขอ ฉ.  ของหัวขอ 4)  

ง.  ดูดน้ําปลอดอิออนท่ีปราศจากเอนไซม endonuclease ในจํานวนท่ีทําให
ปริมาณสารละลายท้ังหมดในหลอดสําหรับทํา PCR เทากับ 20 ไมโครลิตร แลวผสมสารละลาย
ท้ังหมดใหเขากัน 

จ.  นําหลอดสําหรับทํา PCR ในขอ ง.  ไปเขาเคร่ืองสําหรับเรงปฏิกิริยา 
PCR โดยเลือกใชโปรแกรม Sequence ซ่ึงมีรายละเอียดการทําใหเกิดปฏิกิริยาดังนี้  
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- ข้ันตอนการทําใหเกิดปฏิกิริยา PCR จํานวน 25 รอบ (cycle) ซ่ึงแต              
ละรอบประกอบดวย  (1). การทําใหสาย DNA ใน PCR product ของเช้ือแยกออกจากกันโดยใช
อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที (2). forward primer เขาจับที่สวนปลายของ DNA 
แตละสายท่ีแยกตัวออกจากกัน โดยใชอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วินาที  (3). การ
สังเคราะหสวนของ DNA สายใหมท่ีเปนคูสมกับ DNA สายเดิม โดยใชอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 4 นาที  

เม่ือเลือกใชโปรแกรม Sequence แลวจึงเปดเดินเครื่อง เม่ือครบการทําให
เกิดปฏิกิริยา PCR-Sequence ท้ัง 25 รอบดังกลาวแลว  เคร่ืองสําหรับเรงปฏิกิริยา PCR จะทําการลด
อุณหภูมิของหลอดสําหรับทํา PCR ของเช้ือลงใหอยูท่ี 4 องศาเซลเซียส  

ฉ.  นําหลอดสําหรับทํา PCR ท่ีมี Sequencing product ของเช้ือแชลงใน
กลองทําความเย็น แลวนํา Sequencing product ของเช้ือนี้ไปทําใหมีความบริสุทธ์ิดังนี้ 

(1) ดูดสารละลาย Sodium acetate เขมขน 3 โมลารจํานวน 2 ไมโครลิตร
เติมลงในหลอดเอปเพนดอรฟ แลวเติม ethanol เขมขนรอยละ 95 ท่ีเย็นจัดจํานวน 50 ไมโครลิตร
ตามลงไปผสมใหเขากัน  จากนั้นเติม Sequencing product ของเช้ือลงไปท้ังหมด ผสมใหเขากันแลว
เก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
    (2) นําหลอดเอปเพนดอรฟบรรจุสารละลายในขอ (1) ไปทําการปนเหวี่ยง                       
ท่ีความเร็ว 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที หลังการปนเหวี่ยงจะแทบสังเกตไมเห็น
ตะกอนของ Sequencing product อยูท่ีกนหลอด แลวลาง Sequencing product ดวย ethanol เขมขน 
รอยละ 70 ท่ีแชเย็นจัดแลวจํานวน 200 ไมโครลิตร 2 คร้ัง (โดยแตละคร้ังใหคอย ๆ เติม ethanol ลง
ไป แลวคอย ๆ ดูดออกอยาใหโดนกนหลอด) จากนั้นทําให Sequencing product ท่ีบริสุทธ์ิแลวของ
เช้ือแหงสนิทท่ีอุณหภูมิหอง 
   (3) เติมสารละลาย Hi-di Formamide จํานวน 20 ไมโครลิตร ลงในหลอด
เอปเพนดอรฟในขอ (2) เพื่อทําการละลาย Sequencing product ท่ีบริสุทธ์ิแลวของเช้ือ แลวเก็บ
รักษาสารละลาย Sequencing product ท่ีบริสุทธ์ิแลวนี้ของเช้ือท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส   
   ช. นําหลอดเอปเพนดอรฟบรรจุสารละลาย Sequencing product ท่ีบริสุทธ์ิ
แลวของเชื้อในขอ (3) มาตั้งใหละลายในตูมืดที่อุณหภูมิหอง แลวนําไปใหความรอนใน heat 
box ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวจึงดูดสารละลาย Sequencing product 
ของเช้ือนี้เติมลงในหลอดพิเศษ เพื่อนําเขาเคร่ือง Sequencer ตอไป 
   ซ. หลังจากเคร่ือง Sequencer ทําการอานพีคท่ีแสดงถึงลําดับเบสของเช้ือ
จนหมดแลว และส่ังพิมพออกมาทางเคร่ืองพิมพ ใหทําการบันทึกขอมูลแสดงถึงลําดับเบสของเชื้อ
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ลงแผน diskette จากนั้นนําขอมูลท่ีไดไปใสในโปรแกรม Blast ในเว็บไซต www.pubmed.com เพื่อ
ระบุวาเช้ือตัวอยางท่ีนํามาทํา PCR และทํา Sequencing เปนเช้ือตัวใดตอไป  

3.3.5.2 การวินิจฉัยยืนยันของเชื้อท่ีมีรูปรางเปน cocci วาเปน E.  faecium, E. duran 

หรือ E. faecalis 
ใหนําเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกซ่ึงแยกเชื้อไดท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส ซ่ึง

เจริญบน slant ของ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2 ท่ีเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ทุกตัวอยาง  มาทําการถายเช้ือลงในหลอดทดลองบรรจุ MRS broth 3 มิลลิลิตร แลวนําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงกอนนําไปทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี   

1) การทดสอบความสามารถในการใชน้ําตาล arabinose, mannitol และ 
sorbitol ในสภาวะท่ีมีและไมมีกาซออกซิเจน (oxidized and fermented arabinose,  mannitol, and 
sorbitol) โดยใชเข็มเข่ียเช้ือถายเช้ือจากหลอดทดลองบรรจุสารละลายเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth 
ขางตน มาเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ Hugh & Leifson medium ท่ีมี arabinose, mannitol, และ 
sorbitol ตัวอยางเช้ือละ 2 หลอดตอการทดสอบการใชน้ําตาล 1 ชนิด  จากนั้นดูด liquid parafin ซ่ึง
ผานการฆาเช้ือแลว มาเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ Hugh & Leifson medium ที่มี arabinose, 
mannitol, และ sorbitol ถายเช้ือแลวหลอดละ 2 มิลลิลิตร เปนการทดสอบการใชน้ําตาลในสภาวะท่ี
ไมมีกาซออกซิเจน ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอดตอการทดสอบน้ําตาล 1 ชนิด  สําหรับหลอดทดลอง
บรรจุ Hugh & Leifson medium ท่ีมี arabinose, mannitol, และ sorbitol ถายเช้ือแลวซ่ึงไมไดเติม 
liquid parafin จะใชเปนการทดสอบการใชน้ําตาลในสภาวะท่ีมีกาซออกซิเจน เสร็จแลวนํา                
หลอดทดลองบรรจุ Hugh & Leifson medium ท่ีมี arabinose, mannitol, และ sorbitol ซ่ึงถายเช้ือ
แลว ท้ังหมดนี้เขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง  บันทึก
ผลการเปล่ียนแปลงสีใน Hugh & Leifson medium    

2) การทดสอบความสามารถในการยอยสลาย Arginine (Arginine 
Hydrolysis) ในอาหาร Thorney’s Semi-solid Arginine medium (TSSA)โดยใชเข็มเข่ียเช้ือถายเช้ือ
จากหลอดทดลองบรรจุสารละลายเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth ขางตน มาเติมลงในหลอดทดลอง
บรรจุ TSSA ตัวอยางเช้ือละ 2 หลอด จากนั้นดูด liquid parafin ซ่ึงผานการฆาเช้ือแลว มาเติมลงใน
หลอดทดลองบรรจุ TSSA ถายเช้ือแลวหลอดละ 1 มิลลิลิตร เปนการทดสอบการยอยสลาย 
Arginine ในสภาวะท่ีไมมีกาซออกซิเจน ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอด  สําหรับหลอดทดลองบรรจุ 
TSSA ถายเช้ือซ่ึงไมไดเติม liquid parafin จะใชเปนการทดสอบการยอยสลาย Arginine ในสภาวะท่ี
มีกาซออกซิเจน เสร็จแลวนําหลอดทดลองบรรจุ TSSA ซ่ึงถายเช้ือแลวท้ังหมดนี้ เขาบมในตูบมเช้ือ
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3-6 วัน  บันทึกผลการเปล่ียนแปลงสีใน TSSA 
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  3.3.5.3 การยืนยันเชื้อ Streptococcus โดยใชชุดทดสอบ  API 20 Strep  
   1) ใหนําเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกท่ีมีลักษณะรูปรางเปน                        
รูปกลมหรือรูปไข จากตัวอยางน้ํานมดิบท่ีแยกไดจากผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) 7021 รหัส B                            
สหกรณโคนมสันปาตอง-แมวาง รหัส B สหกรณโคนมแมโจ รหัส I ซึ่งแยกเชื้อไดที่อุณหภูมิ  
44 องศาเซลเซียส ผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) 7010 รหัส F และเชื้อมาตรฐาน S. thermophilus  ท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงเจริญบน slant ของ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2 ท่ีเก็บรักษา
ไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทุกตัวอยาง  มาทําการถายเช้ือลงในหลอดทดลองบรรจุ MRS broth         
3 มิลลิลิตร แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงกอนนําไป streak 
บนจานเล้ียงเช้ือท่ีมี MRS agar บมที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24  ช่ัวโมงโดย            
โคโลนีเช้ือใหเตรียมเปนลักษณะเช้ือโคโลนีเดี่ยวบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ และไมควรใชอาหารเล้ียงเช้ือ
ท่ีมีความเฉพาะกับเช้ือสูง และไมควรใชอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสวนประกอบของน้ําตาลสูง 
   2) เตรียมกลองสําหรับ incubate  (ถาดลางและฝาปด) โดยเติมน้ํากล่ัน 
ปริมาตรประมาณ 5 มิลลิลิตร ลงในหลุมทุกหลุมของถาดลาง เพื่อใหมีความช้ืน  
   3) บันทึก No. หรือ reference ของเช้ือบริเวณพลาสติกท่ียื่นออกมา (ไม
ควรบันทึกไวท่ีฝาปดของกลอง เพราะอาจเกิดการสับสนได) 
   4) นําแถบของ Strip API 20 Strep มาวางในกลองสําหรับ incubate 

5) เตรียมน้ํากล่ันปราศจากสารเจือปน  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใชสําลี swab 
เช้ือจากจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว มาละลายในนํ้ากล่ันใหไดความเขมขนของเช้ือมากกวา 
McFarland No. 4 Suspension ของเช้ือท่ีเตรียมข้ึนจะตองนําไปใชทดสอบทันที 

6) แถบ Strip จะแบงเปน 2 สวน สวนแรกประกอบดวย การทดสอบ VP 
ถึง ADH  เพื่อหลีกเล่ียงการเกิดฟองอากาศ ใหวางกลอง incubate ท่ีมี Strip ในลักษณะเอียงต้ังข้ึน
และวางปลายของปเปต ตรงดานขางของหลุมทดสอบ   
    (6.1) ชอง VP ถึง LAB หยด suspension ของเช้ือประมาณ                            
100 ไมโครลิตร  ลงในชองแตละชอง 
    (6.2) สําหรับชอง ADH หยดหรือเติมไมเต็มชองคือ เติมเฉพาะถึง
สวนโคงของชองเทานั้น ประมาณ 50ไมโครลิตร  
   7) สวนท่ี 2 ของแถบ Strip  (RIB ถึง GLYG) 
    (7.1) เปดฝาขวด Ampoule API GP medium ตามรายละเอียดใน               
“คําเตือนและขอควรระวัง” ดูด suspension ของเช้ือท่ีเตรียมไวจากขอ 5)  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลง
ใน GP medium เขยาใหผสมเปนเนื้อเดียวกัน  
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    (7.2) ดูด suspension ของเช้ือ (จาก GP medium) เติมลงในชอง 
RIB ถึง GLYG โดยเติมไมเต็มชอง เติมเฉพาะสวนโคงของชอง ประมาณ  50 ไมโครลิตร  
   8) หยด Mineral Oil ลงไปในชอง ADH ถึง GLYG ใหเต็มชอง   
   9) ปดฝากลองสําหรับ incubate นําไปบมเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 36 องศา-
เซลเซียส ± 2 องศาเซลเซียส ในสภาวะมีออกซิเจน  เปนเวลา 4-4.5 ช่ัวโมง สําหรับการอานผลคร้ัง
แรก และ 24 ช่ัวโมง (± 2 ช่ัวโมง) สําหรับการอานผลคร้ังท่ี 2 (กรณีท่ีจําเปน) 
  3.3.5.4 การยืนยันเชื้อ Lactobacillus โดยใชชุดทดสอบ API 50 CHB 

1) เตรียมเช้ือแบคทีเรียท่ีมีลักษณะมีรูปทอนหรือทรงรี จากตัวอยาง            
น้ํานมดิบท่ีแยกไดจากสหกรณโคนมสันปาตอง-แมวาง รหัส C ผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) 7021 
รหัส L ซ่ึงแยกเช้ือไดท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เช้ือมาตรฐาน Lb. salivarius TISTR 1112 และ              
Lb. bulgaricus TISTR 895 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เตรียมเช้ือตามขอ ก.  ของหัวขอ 3.3.5.3 

2) เตรียมกลองสําหรับ incubate โดยเติมน้ํากล่ัน (ปริมาตร ~ 10 มิลลิลิตร) 
ลงในหลุมทุกหลุมของถาดลางของกลอง incubate 

3) นําแถบ strip 2 แถบใหญคือ 0-19 และ 20-39 ออกจากท่ีบรรจุ หลังจาก
นั้นแบงแถบ strip ออกเปน 4 สวนเล็ก ๆ นั่นคือแถบ 0-9, 10-19, 20-29 และ 30-39 นํามาวางใน           
ถาดลางของกลอง incubate ซึ่งเติมน้ําไวแลว นํา strip อีกสวนที่เหลือ ไดแกแถบ 40-49 ออกมา
วางในถาด incubation จนเต็ม 

4) เปดขวดท่ีบรรจุ NaCl 0.85% (1 ไมโครลิตร) เข่ียเช้ือจากอาหารลงใน
หลอด NaCl 0.85% ใหมีความเขมขนสูงเปดขวดท่ีบรรจุ NaCl 0.85% Sterile (5 ไมโครลิตร) เติม 
Suspension จากขวดท่ีบรรจุ NaCl 0.85% (1 ไมโครลิตร) ขางตนลงไปใหมีความขุนเทากับ 2 
McFarland  บันทึกจํานวนหยดของ Suspension ท่ีเติมลงไป (n) 

5) เติม Suspension เปนจํานวน 2 เทาของจํานวนหยด (2 n) ในขอ 4) ลง
ใน ampoule ของ API 50 CHB medium ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน 

6) เติม API 50 CHB medium ลงในหลุม (ไมตองเต็ม) การเติม Mineral oil 
จะชวยใหแยกผลการทดสอบวาเปน Positive หรือ Negative ไดชัดเจนยิ่งข้ึน บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส  หรือ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 48 ช่ัวโมง ทําการอานผล 2 ครั้งอานหลังจากบมท่ี
อุณหภูมิ 24 และ 48 ช่ัวโมง 
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3.3.6 การศึกษาความสามารถในการใช Amino acid ความสามารถในการสรางกรดในหาง
นมเขมขนรอยละ 10 และความสามารถในการสรางสารประกอบพวก acetyl-methyl carbinol ใน
หางนมเขมขนรอยละ 10  

3.3.6.1 การศึกษาความสามารถในการใช Amino acid ในอาหาร MRS agar 
นําตัวอยางเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญบน slant ของ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 0.5 ซ่ึง

เก็บรักษามานานไมเกิน 3 เดือน มาถายเช้ือลงเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอด 
แลวนําไปบมในสภาวะไรอากาศที่อุณหภูมิ 44  องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24-72 ช่ัวโมง เม่ือ               
MRS broth มีการขุนและตกตะกอนใหนํามาถายเช้ือลงใน slant ของ MRS agar เช้ือละ 1 หลอด 
แลวนําไปบมในสภาวะไรอากาศท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24-72 ช่ัวโมง เม่ือมี
โคโลนีเจริญบน slant ของ MRS agar แลว ใหทําการถายเช้ือจากโคโลนีของเช้ือท่ีข้ึนบน slant ของ 
MRS agar ขางตนมาทําการ streak plate ลงในจานเล้ียงเช้ือจํานวน 4 จาน ตัวอยางเช้ือละ 1 จาน 
ประกอบดวย  

1) จานเล้ียงเช้ือท่ีมี MRS agar ซ่ึงมีกรดอะมิโน Histidine ผสมอยูดวยรอยละ 1  
2) จานเล้ียงเช้ือที่มี MRS agar ซ่ึงมีกรดอะมิโน Tryptophan ผสมอยูดวยรอยละ 1 
3) จานเล้ียงเช้ือท่ีมี MRS agar ซ่ึงมีกรดอะมิโน Lysine ผสมอยูดวยรอยละ 1  
4) จานเล้ียงเช้ือท่ีมี MRS agar ซ่ึงมีกรดอะมิโน Tyrosine  ผสมอยูดวยรอยละ 1  
จากนั้นนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดเขาบมในสภาวะไรอากาศท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลานาน 48 ช่ัวโมง โดยใหสังเกตการเกิด clear zone รอบ ๆ โคโลนีของเช้ือแตละตัวอยางท่ีข้ึน
ตามแนว streak plate 

3.3.6.2 ความสามารถในการสรางกรดในหางนมเขมขนรอยละ 10 
ใชหวงถายเช้ือทําการถายเช้ือจากโคโลนีของเช้ือแตละตัวอยางท่ีข้ึนบน slant ของ MRS  agar 

มาลงเลี้ยงใน MRS broth จํานวน 3 มิลลิลิตร เชื้อละ 1 หลอด แลวนําหลอด MRS broth ท่ีมีเช้ือทุก
ตัวอยางนี้ไปทําการบมในสภาวะไรอากาศท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 8 ช่ัวโมง แลวนํา 
MRS broth ดังกลาวท่ีมีการขุนมาเติมลงในหางนมเขมขนรอยละ 10 จํานวน 38 มิลลิลิตร เช้ือละ             
2 หลอดโดยเติมเช้ือหลอดละ 380 ไมโครลิตร ใหนําหางนมเขมขนรอยละ 10 ท่ีมีเช้ือทุกตัวอยางไป
ทําการบมในสภาวะไรอากาศท่ีอุณหภูมิ  44 องศาเซลเซียส โดยใหดูดหางนมเขมขนรอยละ 10 ท่ีมี
เช้ือแตละตัวอยางมา 5 มิลลิลิตร นํามาไทเตรตกับสารละลาย NaOH เขมขน 0.1 M จํานวน 2 ซํ้า 
และดูดหางนมเขมขนรอยละ 10 ท่ีมีเช้ือแตละตัวอยางมา 2 มิลลิลิตร มาวัดคา pH จํานวน 2 ซํ้า ท่ี
ระยะเวลาการบมนาน 0, 4, 6, 8 และ 24 ช่ัวโมงตามลําดับ 
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3.3.6.3 ความสามารถในการสรางสารประกอบพวก acetyl-methyl carbinol ใน
หางนมเขมขนรอยละ 10  

นําหลอดบรรจุหางนมเขมขนรอยละ 10 ท่ีมีเช้ือแตละตัวอยาง ซ่ึงเหลืออยูหลังจากการ
ทดสอบความสามารถในการสรางกรดในหางนมเขมขนรอยละ 10  ของหัวขอ 3.3.6.2 ท่ีเวลาการ
บมนาน 24 ช่ัวโมง ใหดูดสารละลาย L-Naphthol เขมขนรอยละ 6 และ KOH เขมขนรอยละ 16 มา
อยางละ 1.5 มิลลิลิตร เติมลงไปในหลอดบรรจุหางนมเขมขนรอยละ 10 ท่ีมีเช้ือแตละตัวอยางท้ัง
สองหลอดท่ีเหลืออยูดังกลาวขางตน ทําการผสมสารละลายรวมในแตละหลอดใหเขากัน สังเกต
และบันทึกการเกิดวงแหวนสีแดงที่ช้ันบนของสารละลายรวมภายในหลอด ภายในเวลา 20 นาที 
และ 2 ช่ัวโมงตามลําดับ 

3.3.7 การศึกษาการหมักในนมของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก 
 ประกอบดวย 2 แผนการทดลอง คือ  

3.3.7.1 การศึกษาการเจริญเติบโตและการสรางกรดของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลก-
ติกในสภาวะท่ีไมมีฟาจ และ 3.3.7.2 การศึกษาการเจริญเติบโตและการสรางกรดของเชื้อแบคทีเรีย
ผลิตกรดแลกติกในสภาวะท่ีมีฟาจ    
  3.3.7.1 การศึกษาการเจริญเติบโตและการสรางกรดของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก
ในสภาวะที่ไมมีฟาจ  
  สําหรับเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกท่ีจะใชในการศึกษาการเจริญเติบโตและการ
สรางกรด คือ เช้ือ IMJ (44) และ h สต (44) ซ่ึงเปนเช้ือท่ีแยกไดจากตัวอยางน้ํานมดิบของสหกรณ              
โคนมแมโจและสหกรณโคนมสันปาตอง-แมวาง ซ่ึงบมไวท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส ซ่ึงใชเปน
ตัวแทนของเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกท่ีมีความทนและไมทนตอแบคทีเรียโอฟาจ ณ อุณหภูมิ 
44 องศาเซลเซียส ตามลําดับ S. thermophilus TISTR 894 และ Lb. bulgaricus TISTR 895 ซึ่งใช
เปนตัวแทนของเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกมาตรฐาน ณ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยเช้ือท้ัง 4  
ตัวอยางนี้จะใชศึกษาการเจริญเติบโตและการสรางกรดในสารละลายนมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10  
   1)  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกใน MRS broth สําหรับใช
เปนเชื้อตั้งตน 
   ก. ทําการถายเช้ือ S. thermophilus  TISTR 894, Lb. bulgaricus  TISTR 895,                         
IMJ (44), และ h สต (44) ซ่ึงเก็บรักษาไวใน glass beads ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นํามาลงเล้ียง
ใน MRS broth 3 มิลลิลิตร ตัวอยางเช้ือละ 1 หลอดภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ แลวนําไปบมใน         
ตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สําหรับเช้ือ S. thermophilus TISTR 894 และ Lb. bulgaricus  
TISTR 895 สําหรับเช้ือ IMJ (44) และ h สต (44)  บมท่ีอุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 
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24-48 ช่ัวโมงในสภาวะไรอากาศ เม่ือพบวาเช้ือแบคทีเรียใน MRS broth มีการขุนใหนํามา streak  plate 
บน MRS agar ตัวอยางเช้ือละ 1 จาน แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ 44 องศาเซลเซียส 
เปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมงในสภาวะไรอากาศตามลําดับ 
   ข. ถายเช้ือจากโคโลนีเดี่ยวของ S. thermophilus TISTR 894,  Lb. bulgaricus 
TISTR 895 , IMJ (44), และ h สต (44) ในแตละจานมาลงเล้ียงในหลอดทดลองบรรจุ MRS agar ท่ีมี 
CaCO3 เขมขนรอยละ 2 ท่ีเอียงเปน slant ตัวอยางเช้ือละ 2 หลอด  แลวนําหลอดบรรจุ MRS agar 
ดังกลาวเขาบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส หรือ 44 องศาเซลเซียส ตามสภาวะการบมเช้ือ
แตละชนิดเปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมง เม่ือพบการเจริญของโคโลนีเกิดข้ึนบน MRS agar ท่ีมี 
CaCO3 แตละหลอดดังกลาว ใหเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   ค. ใชหวงถายเช้ือ S. thermophilus TISTR 894, Lb. bulgaricus  TISTR 895,   
IMJ (44), และ h สต (44) จากโคโลนีท่ีข้ึนบน slant ของ MRS agar ท่ีมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2          
ซ่ึงถูกเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในขอ ข.  มาลงเล้ียงในหลอดเซนตริฟวจท่ีมี MRS broth 
จํานวน 3 มิลลิลิตรตัวอยางเช้ือละ 1 หลอดเพ่ือใชเปนเช้ือต้ังตน สําหรับนําไปทํา subculture เพื่อ
ศึกษาการเจริญเติบโต และการสรางกรดภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ โดยหลอดบรรจุเช้ือ             
S. thermophilus TISTR 894, Lb. bulgaricus  TISTR 895, IMJ (44), และ h สต (44)  ใน MRS broth 
ใหบมในสภาวะไรอากาศภายในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ 44 องศาเซลเซียส เปน
เวลานาน 16 ช่ัวโมง  
  2) การศึกษาการเจริญเติบโตและการสรางกรดของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก
ในนมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10 
   ก. ดูดเช้ือ S. thermophilus TISTR 894, Lb. bulgaricus TISTR 895, I MJ (44), 
และ h สต (44) ใน MRS broth ในขอ ค. ของขอ 1) ในหัวขอ  3.3.7.1 มาเติมลงในหลอดเซนตริฟวจ                
ท่ีบรรจุนมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10 (นมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10 บรรจุอยูในหลอดเซนตริ-
ฟวจหลอดละ 40 มิลลิลิตร) เช้ือละ 9 หลอดเพ่ือจัดใหเปนซํ้าท่ี 1, 2, และ 3 ซํ้าละ 3 หลอด ภายใน         
ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ โดยเติมเช้ือดังกลาวจํานวน 400 ไมโครลิตรตอสารละลายนมขาดมันเนย  
1 หลอด  แลวบมเช้ือทุกตัวอยางในนมขาดมันเนยรอยละ 10 นี้ท่ีอุณหภูมิ 40 และ 44 องศาเซลเซียส 
ในสภาวะท่ีไมมีอากาศ 

ข. ทําการตรวจนับปริมาณเช้ือดวยวิธี drop plate ทุก 2 ชั่วโมง ต้ังแต          
0-14 ช่ัวโมง ดังรายละเอียดขางลางนี้ 

(1) ดูดเช้ือแตละตัวอยางในนมขาดมันเนยรอยละ 10 ของแตละซํ้าใน
ขอ ก.   มาจํานวน 300 ไมโครลิตร มาเติมลงในหลอดเซนตริฟวจบรรจุ Maximum Recovery diluents 



 46

ซ่ึงมีวุนเขมขนรอยละ 0.5 จํานวน 2.7 มิลลิลิตรซ่ึงผานการทําใหหลอมเหลวมาแลว  ทําการเจือจาง
ลงทีละ 10 เทา (ten-fold dilution) จนถึงท่ีระดับการเจือจาง 10-17 หลังจากนั้นดูดเช้ือแตละตัวอยาง
ในนมขาดมันเนยรอยละ 10 ของแตละซํ้าขางตนมาจํานวน 8 มิลลิลิตรเติมลงในหลอดเซนตริฟวจ
ขนาด 15 มิลลิลิตรท่ีผานการฆาเช้ือมาแลว นําหลอดเซนตริฟวจเหลานี้ไปเก็บรักษาในสภาพแชแข็งท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สําหรับใชในการตรวจวัดคา pH และปริมาณกรดตอไป 

(2) ทําการแบงพื้นท่ีในจานเล้ียงเช้ือท่ีมี MRS agar (ไมมีการเติมสาร                
ละลาย bromcresol green เขมขนรอยละ 2) ท่ีเตรียมไวแลว สําหรับใชหยดเช้ือแตละตัวอยางท่ีไดทํา
การเจือจางใน Maximum Recovery diluents ซ่ึงมีวุนเขมขนรอยละ 0.5 ณ ระดับตาง ๆ เช้ือละ 3 จาน
ตอ 1 ซํ้า โดยจานที่ 1 ใชสําหรับหยดเชื้อที่ระดับการเจือจาง 10-1-10-6 จานที่ 2 ใชสําหรับหยดเช้ือ
ท่ีระดับการเจือจาง 10-7-10-12 และจานท่ี 3 ใชสําหรับหยดเช้ือท่ีระดับการเจือจาง 10-13-10-17 

        (3) หยดเช้ือใน Maximum Recovery diluents ซ่ึงมีวุนเขมขนรอยละ 0.5
ในขอ (1) ระดับการเจือจางละ 50 ไมโครลิตรลงในจานเล้ียงเช้ือในขอ (2) โดยเร่ิมจากเช้ือท่ีมีระดับ
การเจือจาง 10-17กอนตามดวยระดับการเจือจางท่ีตํ่ากวาลงไปตามลําดับ 

       (4) รอใหเช้ือท่ีหยดลงไปในแตละตําแหนงในขอ (3) ในแตละจานเล้ียงเช้ือ
แหงดีแลว จึงนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดเขาบมท่ีอุณหภูมิ 40 และ 44 องศาเซลเซียส ในสภาวะไรอากาศ
เปนเวลา 18 ช่ัวโมง กอนนํามาตรวจนับปริมาณเช้ือในวันรุงข้ึนบันทึกปริมาณเช้ือท่ีตรวจนับไดในแต
ละระดับการเจือจางของแตละซํ้า แลวคํานวณเปนคา cfu/ml  
หมายเหตุ การบมในสภาวะไรอากาศทําโดยวิธีการบมใน anaerobic jar 
 ค. นําหลอดเซนตริฟวจท่ีบรรจุเช้ือแตละตัวอยางในนมขาดมันเนยรอยละ 10 ของ
แตละซํ้า ซ่ึงไดทําการแชแข็งไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ในขอ (1) มาทําใหละลายท่ีอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส โดยใชเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นดูดแบงเช้ือแตละตัวอยางในแตละซํ้าดังกลาวมา
จํานวน 3 มิลลิลิตร ไปทําการวัดคา pH ดวยเคร่ือง pH meter สําหรับเช้ือแตละตัวอยางของแตละซํ้า
ท่ีเหลือจํานวน 5 มิลลิลิตรใหนําไปเจือจางกับน้ํากล่ันจํานวน 75 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพูขนาด                 
250 มิลลิลิตร กอนหยดสารละลาย phenolphthalein เขมขนรอยละ 1 จํานวน 2 หยด แลวเขยาผสม
ใหเขากัน จึงทําการไทเตรตดวยสารละลาย NaOH เขมขน 0.1 โมลาร แลวทําการนับปริมาณเช้ือ 
บันทึกคา pH และปริมาตรสารละลาย NaOH ท่ีใชในการไทเตรตสารละลายเช้ือแตละตัวอยางใน 
แตละซํ้า แลวคํานวณเปนปริมาณกรดดังแสดงในภาคผนวก ก-2 
หมายเหตุ  ทําการหาความเขมขนจริงของสารละลาย NaOH ท่ีใช เร่ิมจากเตรียมสารละลาย Potassium 
Hydrogennophthalate (KHP) เขมขน 0.1 โมลาร โดยช่ัง KHP 1.02623 กรัมละลายในน้ํากลั่นและ
ปรับปริมาตรใหครบ 50 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น จากนั้นทําการปรับมาตรฐานสารละลาย NaOH 
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เขมขน 0.1 โมลารท่ีใชงานโดยใช volumetric pipette ขนาด 5 มิลลิลิตรดูดสารละลาย KHP เขมขน 
0.1 โมลารมา 5 มิลลิลิตร ทําการเจือจางกับน้ํากล่ันจํานวน 75 มิลลิลิตร แลวทําการไทเตรตกับ
สารละลาย NaOH เขมขน 0.1โมลารจํานวน 3 ซํ้า หาคาเฉล่ียของปริมาตรสารละลาย NaOH เขมขน 
0.1 โมลารท่ีใชไทเตรตจากแตละซํ้า  แลวนํามาหาความเขมขนจริงของสารละลาย NaOH ท่ีใช ดัง
แสดงในภาคผนวก ก-3  
  3.3.7.2 การศึกษาการเจริญและการสรางกรดของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก
ในสภาวะที่มีฟาจ    
    สําหรับฟาจท่ีจะใชคือฟาจจากเช้ือ F7010 (40) ซ่ึงมาจากตัวอยางน้ํานมดิบของ
ผูผลิตรายยอย (เชียงใหม) รหัส 7010 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก
ท่ีจะใชในการศึกษาการเจริญและการสรางกรด คือ เช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก และเช้ือมาตรฐาน
ตามการศึกษาการเจริญและการสรางกรดของเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกในสภาวะท่ีไมมีฟาจ    
   1) การเตรียมเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกใน MRS broth สําหรับใชเปน
เชื้อตั้งตน ทําตามวิธีการเดียวกับขอ 1) ของหัวขอ 3.3.7.1 

2) การเตรียมฟาจ 
   ก. ทําการถายเช้ือ F7010 (40) จากโคโลนีท่ีข้ึนบน slant ของ MRS agar 
ซ่ึงมี CaCO3 เขมขนรอยละ 2 ท่ีเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มานานไมเกิน 3 เดือนลงใน 
MRS broth 3 มิลลิลิตร บมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในสภาวะไรอากาศเปน
เวลานาน 24  ช่ัวโมง 
   ข.  ดูดเช้ือ F7010 (40) มา 30 ไมโครลิตร มาเติมลงใน MRS broth ซ่ึงมี 
CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลารและ β-Disodium glycerophosphate เขมขนรอยละ 0.95 จํานวน            
3 มิลลิลิตร แลวบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 2 ช่ัวโมง เม่ือเช้ือขุนให
เติมฟาจ F7010 (40) 3.2 จํานวน 60 ไมโครลิตร แลวบมไวท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปน
เวลานาน 1 คืน    

ค. นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลานาน 10 นาที แลวนํามากรองดวย syringe filter ท่ีมีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอนภายในตูลามินาร-
โฟลปลอดเช้ือ เก็บสารละลายใสที่ผานการกรองแลวในหลอดเอปเพนดอรฟ 

ง. ทําใหฟาจมีความบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 2 โดยดูดเช้ือ F7010 (40) ในขอ ก.  มา
จํานวน 60 ไมโครลิตร มาลงเล้ียงใน MRS broth ซ่ึงมี CaCl2 เขมขน10 มิลลิโมลาร และ                       
β-Disodium glycerophosphate เขมขนรอยละ 0.95 จํานวน 6 มิลลิลิตร แลวบมในตูบมเช้ือท่ี
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อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง  พอเช้ือขุนใหเติมฟาจ F7010 (40) 3.2 จากขอ ค.  ลงไป 
120 ไมโครลิตร แลวบมในตูบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง  

จ. นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลานาน 10 นาที แลวนํามากรองดวย syringe filter ท่ีมีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอนภายใน                      
ตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ เก็บสารละลายใสที่ผานการกรองแลวในหลอดเอปเพนดอรฟ 

ฉ. ทําการทดสอบหาปริมาณฟาจต้ังแต 10-2 ถึงท่ี 10-10 pfu/ml ดังนี้ (ตารางท่ี 2) 
(1)  นําเชื้อแบคทีเรีย F7010 (40) ในขอ ก. มาเติมลงในหลอดทดลอง

บรรจุ MRS agar ซ่ึงมี agar เขมขนรอยละ 0.6 และ CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร จํานวน 9.9 มิลลิลิตร
ซ่ึงไดผานการหลอมเหลวและมีการเติมเช้ือแบคทีเรีย  S. thermophilus TISTR 894 หรือ Lb. bulgaricus 
TISTR 895, IMJ(44) หรือ h สต (44) จํานวน 200 ไมโครลิตร จํานวน 5 หลอด หลอดละ 200 
ไมโครลิตร แลวจึงเติมสารละลายใสที่มีฟาจ F7010 (40) 3.2 จํานวน 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดท่ี 
1 แลวทําการปนผสมใหเขากัน แลวดูดเช้ือแบคทีเรียท่ีผสมกับฟาจแลวจากหลอดท่ี 1 นี้มา 100 
ไมโครลิตร เติมในหลอดท่ี 2 ซ่ึงไดเติมแบคทีเรียแตละชนิดหลอดละ 200ไมโครลิตรไวกอนแลว 
ทําการเจือจางทีละ 100 เทา ในลักษณะเดียวกัน จนถึงหลอดท่ี 5(หลอดท่ี2- 5ไดเติมแบคทีเรียแตละ
ชนิดหลอดละ 200ไมโครลิตรไวกอนแลว) หลังจากนั้นเทสวนผสมท่ีมีเช้ือกับฟาจนี้ ลงในจานเล้ียง
เช้ือซ่ึงมี MRS agar ท่ีมี CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร หลอดละ 1 จาน รอจนกระท่ังสวนผสมท่ีเทลง
ไปในจานเล้ียงเช้ือทุกจานแหงและแข็งตัว จึงนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดเขาบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง 

 
ตารางท่ี 2 แสดงผลการนับปริมาณฟาจ 
diultion 10-2 10-4 10-6 10-8 10-10 
จํานวนฟาจ TMTC >300 287 93 15 
TMTC = too many to be counted 
 
 จากการตรวจสอบดูปริมาณฟาจในจานเล้ียงเช้ือทําใหเห็นวาฟาจมีจํานวนท่ีนับได  
2.87x108 pfu/ml ซ่ึงปริมาณฟาจท่ีนํามาใชศึกษาการหมักในนมควรมีปริมาณอยางนอย  104 pfu/ml 
แลวจึงนํามาใชงานตอไป  
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    3)  การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกในนมขาดมันเนย
รอยละ 10 ในสภาวะที่มีฟาจ 
   ก. ทําการเติมฟาจท่ีบริสุทธ์ิแลวในขอ จ.  ของขอ 2) ของหัวขอ  3.3.7.2 
ลงในหลอดเซนตริฟวจท่ีบรรจุนมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10 (นมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10 
บรรจุอยูในหลอดเซนตริฟวจหลอดละ 40 มิลลิลิตร) จํานวน 200 ไมโครลิตร และทําการเติมเช้ือ  S. 
thermophilus TISTR 894 หรือ Lb. bulgaricus TISTR 895, IMJ(44) หรือ h สต (44)  ท่ีทําการ         
ถายเช้ือลงใน  MRS broth  แลว จํานวน 400 ไมโครลิตรตอสารละลายนมขาดมันเนย 1 หลอด โดย
ปริมาณฟาจและปริมาณเช้ือแตละตัวจะถูกเติมลงไปในนมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10 อยางละ           
9 หลอดเพ่ือจัดใหเปนซํ้าท่ี 1, 2, และ 3 ซํ้าละ 3 หลอด ภายในตูลามินารโฟลปลอดเช้ือ แลวบมเช้ือ
ในสภาวะท่ีมีฟาจทุกตัวอยางในนมขาดมันเนยรอยละ 10 นี้ท่ีอุณหภูมิ 40 และ 44 องศาเซลเซียส 
เปนเวลานาน 24-48 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ 
   ข. นําตัวอยางนมขาดมันเนยเขมขนรอยละ 10 ท่ีมีเช้ือแบคทีเรีย                 
ผลิตกรดแลกติกแตละตัวในสภาวะท่ีมีฟาจ ในขอ ก.  มาทดสอบหาปริมาณฟาจโดยวิธีเดียวกับใน
ขอ ฉ. ของขอ 2) ขางบนน้ีโดยเติมลงในหลอดทดลองบรรจุ MRS agar ซ่ึงมี agar เขมขนรอยละ 0.6  
และ CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร จํานวน 9.9 มิลลิลิตรซ่ึงไดผานการหลอมเหลว จํานวน 5 หลอด 
หลอดละ 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดท่ี 1 แลวทําการปนผสมใหเขากัน แลวดูดเช้ือแบคทีเรียท่ีผสม
กับฟาจแลวจากหลอดท่ี 1 นี้มา 100 ไมโครลิตร เติมในหลอดท่ี 2 (หลอดท่ี2- 5ไดเติมแบคทีเรีย           
แตละชนิดหลอดละ 200ไมโครลิตรไวกอนแลว)  แลวทําการเจือจางทีละ 100 เทา ในลักษณะ
เดียวกัน จนถึงหลอดท่ี 5 หลังจากนั้นเทสวนผสมท่ีมีเช้ือกับฟาจนี้ ลงในจานเล้ียงเช้ือซ่ึงมี MRS 
agar ท่ีมี CaCl2 เขมขน 10 มิลลิโมลาร หลอดละ 1 จาน รอจนกระท่ังสวนผสมท่ีเทลงไปในจานเล้ียงเช้ือ
ทุกจานแหงและแข็งตัว จึงนําจานเล้ียงเช้ือท้ังหมดเขาบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 และ 44 องศาเซลเซียส 
ในสภาวะไรอากาศ เปนเวลานาน 18 ช่ัวโมง แลวนําจานเล้ียงเช้ือมาตรวจนับปริมาณ plaque ของ
ฟาจแตละตัวอยางในแตละระดับการเจือจาง  

ค. ดูดเช้ือในสภาวะท่ีมีฟาจแตละตัวอยางในนมขาดมันเนยรอยละ 10 
ของแตละซํ้ามาทําการตรวจนับปริมาณเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกดวยวิธีการ drop plate  การวัด 
pH และหาปริมาณกรดตามวิธีการเดียวกับขอ ข.  และขอ ค.  ของขอ 2)  ของหัวขอ 3.3.7.1 
   ง. นับปริมาณเช้ือ บันทึกคา pH และปริมาตรสารละลาย NaOH ท่ีใชใน
การไทเตรตสารละลายเช้ือแตละตัวอยางในแตละซํ้า แลวคํานวณเปนปริมาณกรดและทําการนับ
ปริมาณ plaque ของฟาจ 


