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Abstract 
This study aimed to isolate bacteriophage (phage) - resistant lactic acid bacteria (LAB) to be used for 

yoghurt production. The experiments carried out by isolation of LAB from raw milk samples from 6 co-operative 
milk collection centers in Chiang Mai province, followed by induction of phages from isolated LAB obtained by 
added and non-added mitomycin C methods. The isolated phages were determined for bacterial-phage lysis 
reaction by performing spot test on the double layer-soft agar technique. It was found that isolates FSCMU 44-01, 
FSCMU 44-131 และ FSCMU 44-132 were the most phage resistant LAB whereas phage φFSCMU 40-061 and 
phageφFSCMU 40-062 were the most active phages able to lyse most isolated LAB. 
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บทคัดยอ 

การศึกษานี้ตองการแยกเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที่ทนตอแบคทีรีโอฟาจ (ฟาจ) สําหรับใชในการผลิตโยเกิรต 
โดยทําการแยกเชื้อจากตัวอยางนมดิบของโรงนมหวยแกวและสหกรณโคนมในเชียงใหม ทั้งหมด 6 แหง คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย
ผลิตกรดแลกติกที่มีคุณสมบัติการเจริญและสรางกรดไดดีในนม ที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส ไดจํานวน 20 สายพันธุ นํามาทํา
การทดสอบการปลดปลอยฟาจ ดวยการกระตุนดวยการเติมและไมเติม Mitomycin C แลวทําการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียผลิต
กรดแลกติกที่ทนตอแบคทีรีโอฟาจ โดยวิธี spot test บน double layer- soft agar plate technique จากฟาจจํานวน 56 
isolates พบวาเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที่ทนตอฟาจมากที่สุด เชน FSCMU 44-01, FSCMU 44-131 และ FSCMU 44-
132 สวนผลของฟาจที่มีความสามารถสลายเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกไดมากที่สุด เชน ฟาจ φFSCMU 40-061 และ ฟาจ 
φFSCMU 40-062  
คําสําคัญ: แบคทีเรียผลิตกรดแลกติก แบคทีรีโอฟาจ spot test 

 
คํานํา 

การถนอมรักษาอาหารโดยใชวิธีการหมักสามารถยืดอายุการเก็บอาหารได ซึ่งในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารขนาด
ใหญจะใชระบบการคัดเลือกกลาเชื้อบริสุทธิ์ เพื่อใหเกิดความมั่นใจในคุณภาพของผลิตภัณฑสุดทาย โดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรีย
ผลิตกรดแลคติก (Lactic acid bacteria, LAB) เชื้อจุลินทรียกลุมนี้สามารถผลิตกรดอินทรียหลายชนิด ไดอะซิติล กาซ
คารบอนไดออกไซด และสารปฏิชีวนะ ไดถูกนํามาใชแพรหลายในอุตสาหกรรมนม เชื้อ Streptococcus thermophilus และ 
Lactobacillus bulgaricus สายพันธุตาง ๆ มีความจําเปนตออุตสาหกรรมการผลิตโยเกิรต 

แบคทีรีโอฟาจ (Bacteriophage) ที่ติดเขาไปกับกลาเชื้อบริสุทธิ์กอใหเกิดปญหาในอุตสาหกรรมนมตั้งแต ค.ศ. 1930 
จากนั้นไดมีการศึกษาเพื่อแยกฟาจของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกหลายชนิด ปญหานี้ยังพบอยูในปจจุบันและพบอยูทั่วโลก 
ทําใหเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกซึ่งมีความสามารถในการผลิตกรดแลคติก ถูกใชเปนเกณฑในการคัดเลือกสายพันธุของ
เชื้อจุลินทรีย ความสามารถของเชื้อจุลินทรียเหลานี้จะเปลี่ยนแปลงเมื่อมีฟาจติดเขาไปในเซลลของเชื้อนั้น การปนเปอนโดย
ฟาจชนิดรุนแรงอาจทําใหกลาเชื้อนั้นถูกยอยทําลายไปและทําใหการหมักเกิดขึ้นชาหรือทําใหผลิตภัณฑเสียได(Moineau,1999) 
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อุปกรณและวิธีการ 
1.การเพาะเล้ียงแยกเชื้อแบคทีเรียจากน้าํนมดิบ 

นําตัวอยางน้ํานมดิบของโรงนมหวยแกว ซึ่งมาจากแหลงผลิตทั้งหมด 6 แหง คือ จากผูผลิตรายยอย(เชียงใหม) รหัส 
7010,     ผูผลิตรายยอย(เชียงใหม) รหัส 7021, ผูผลิตรายยอย(เชียงใหม) รหัส 7009, สหกรณโคนมแมลาว,  สหกรณโคนมแม
โจ และ สหกรณโคนมสันปาตอง - แมวาง นําตัวอยางน้ํานมดิบแตละแหงมาทําการ pour plate ดวย MRS broth ที่ระดับการ
เจือจาง 10-1 ถึง10-8 แลว ทําการตรวจนับจํานวนโคโลนี และบันทึกคุณลักษณะของโคโลนีที่พบ    
2. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกจากน้ํานมดบิ 

ทําการถายเชื้อแบคทีเรียลงเล้ียงในหลอดทดลองบรรจุ Litmus milk   คัดเลือกเอาเฉพาะหลอดที่ Litmus milk เกิด
การแข็งตัว (curd) มาทําการ streak plate ลงใน MRS agar 2 ครั้งเพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยวที่บริสุทธิ์ นําเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแล
คติกที่แยกไดจากน้ํานมดิบและเก็บรักษาไวใน MRS broth ที่มี 15 % glycerol หรือใน glass beads ที่อุณหภูมิ -20oC และ
ตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซม catalase นําเชื้อซ่ึงใหผลลบตอการทดสอบการสรางเอนไซม catalase มา
ทําการศึกษาคุณสมบัติความสามารถเจริญใน Litmus milk, ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิ 10, 37, 44, และ 55oC, 
ความสามารถทนเกลือ NaCl ที่ระดับความเขมขน 2, 4, และ 6.5%, การทดสอบ Voges-Proskauer  การทดสอบการใชน้ําตาล 
glucose lactose และ mannitol ในสภาวะที่มีและไมมีกาซออกซิเจน การทดสอบความสามารถในการทนตออุณหภูมิ 55oC 
นาน 15 นาที และการตรวจสอบรูปรางลักษณะของเชื้อแบคทีเรียจากการยอมแกรม 
3. การคัดแยกแบคทีรีโอฟาจจากเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก และการทําใหแบคทีรีโอฟาจมีความบริสุทธิ์   

การคัดแยกและนับจํานวนแบคทีรีโอฟาจของเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก โดยวิธี double layer - soft agar 
technique โดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกที่แยกไดจากนมดิบนี้ที่ไวใน MRS broth ที่ อุณหภูมิ 40oC และ 44oC 
เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนําไปเติม mitomycin C ใหความเขมขนสุดทายของ mitomycin C เทากับ 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
สวนตัวอยางควบคุมไมเติมสารนี้ บมเชื้อใน MRS broth ตอไปจนครบ 16 ชั่วโมงที่อุณหภูมิเดิม นํามาทําการปนเหวี่ยงดวย
เครื่องเซนตริฟวจที่อุณหภูมิ 4oC ความเร็วรอบ 5,000 rpm เปนระยะเวลา 10 นาที  จากนั้นดูดสวนสารละลายใส 
(supernatant) มาทําการกรองดวย syringe filter ที่มีขนาดรูกรอง 0.2 ไมครอน สวนที่กรองไดนี้เรียกวา phage lysate ซึ่งมี
แบคทีรีโอฟาจที่แยกไดจากแบคทีเรียที่เปนโฮสต(host)  นําไปเตรียม double layer -soft agar technique ตอไป โดยปเปต 
phage lysate นี้ จํานวน 10 หรือ 100 ไมโครลิตร  ผสมกับแบคทีเรียที่เปนโฮสตซึ่งเลี้ยงไวใน MRS broth 1 คืน จํานวน 100 
ไมโครลิตร เติมลงในหลอดบรรจุsoft  MRS agar(มีวุน 0.5 %) จํานวน 12 มิลลิลิตรที่ผานการหลอมเหลวแลว และเติม CaCl2 

เขมขน 10 มิลลิโมลาร ผสมใหเขากัน เพื่อใชเปน top agar โดยเทลงบนผิวหนาของ MRS-C agar ((bottom layer) เตรียมโดย
เท MRS agar ผสม CaCl2 เขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมลาร  ในจานเลี้ยงเชื้อ ประมาณจานละ 10 มิลลิลิตร แลวรอให MRS-C 
agar ในจานเลี้ยงเชื้อแข็งตัว) บมจานเลี้ยงเชื้อที่ อุณหภูมิ 40oC และ 44oC 18-24 ชั่วโมง    นับจํานวนplaque รายงานเปน 
pfu/ml และบันทึกลักษณะของplaque(บริเวณใสขนาด 0.5- 2  มิลลิเมตร) และ halo (บริเวณวงแหวนใสที่มีความขุนภายใน
และภายนอก)บนจานเลี้ยงเชื้อ ทําให ฟาจบริสุทธิ์ โดยตัด plaque ใสใน MRS broth 5 มิลลิลิตร บมไวที่ 4oC 1 คืน แลวเติม
แบคทีเรียที่เปนโฮสตซึ่งเลี้ยงไวใน MRS broth 1 คืน จํานวน 200 ไมโครลิตรลงไป บมที่ อุณหภูมิ 40oC และ 44oC 18-24 
ชั่วโมง จนเกิด lysis ในสารละลายเชื้อ นําไปเตรียม phage lysate และทําตามขั้นตอน double layer -soft agar technique 
ตอไปอีก 2 ครั้ง จนไดplaque ที่มีลักษณะเหมือนกันในจานเลี้ยงเชื้อ จะได แบคทีรีโอฟาจบริสุทธิ์  

การเก็บรักษาแบคทีรีโอฟาจบริสุทธิ์ ดูด chloroform เขมขน 95% ที่เก็บรักษาไวในหองเย็นที่อุณหภูมิ 4oC มาเติม
หลอดละ 600 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองที่มี phage lysate จํานวน 6 มิลลิลิตร แลวนํา เก็บรักษาไวในหองเย็นที่อุณหภูมิ 
4oC (Champagne and Gardner 1995) 
4. การทดสอบการทนของแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกตอแบคคทีริโอฟาจโดยวิธี spot test ใหปเปต phage lysate  ที่
เตรียมจากแบคทีรีโอฟาจบริสุทธิ์ที่แยกได จํานวน 100 ไมโครลิตร นําไปหยดลงบน top agar ในจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมตามวิธี 
double layer soft agar technique ขางบนนี้ แตใน top agar นี้ เติมเฉพาะแบคทีเรียที่ตองการนํามาทดสอบความตานทาน
ตอฟาจเทานั้นโดยไมไดผสม phage lysate บมที่ อุณหภูมิ 40oC และ 44oC 18-24 ชั่วโมง สังเกตุวาเกิด plague หรือ halo 
หรือ ไมมี ควรทดสอบซ้ําเชนนี้ 3 ครั้ง ถาปรากฎ plague หรือ halo แสดงวาแบคทีเรียไมมีความตานทานตอฟาจ แตถาไม
ปรากฎ plague หรือ halo แสดงวาแบคทีเรียนั้นมีความตานทานตอฟาจ 
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ผล 
1.การเพาะเล้ียงแยกเชื้อแบคทีเรียจากน้าํนมดิบ 

จํานวน colony ที่ตรวจนับไดของตัวอยางน้ํานมดิบจากโรงนมหวยแกวจากตัวอยาง นมดิบสหกรณโคนมแมลาว   
( มล.) มีจํานวนเชื้อแบคทีเรียมากที่สุดคือเทากับ 2.5x109 cfu/ml ตัวอยางน้ํานมดิบที่มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียนอยที่สุดคือ 
ตัวอยางน้ํานมดิบจากผูผลิตรายยอย(เชียงใหม)รหัส 7010 มีจํานวนเชื้อแบคทีเรียเทากับ 1.1x105 cfu/ml 
2.การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกจากน้ํานมดิบ 

ตัวอยางน้ํานมดิบของโรงนมหวยแกวแตละแหงได         จํานวนเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกจํานวน 20 สายพันธุ 
ดังนี้ ตัวอยางน้ํานมดิบจากผูผลิตรายยอย(เชียงใหม) รหัส 7021 จํานวน  4 สายพันธุ ตัวอยางน้ํานมดิบจากผูผลิตรายยอย
(เชียงใหม) รหัส 7009 จํานวน 1 สายพันธุ ตัวอยางน้ํานมดิบจากสหกรณโคนมแมโจ จํานวน 7 สายพันธุและตัวอยางน้ํานมดิบ
จากสหกรณโคนมสันปาตอง-แมวาง จํานวน 8 สายพันธุ 
3. การคัดแยกแบคทีรีโอฟาจจากเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก และการทําใหแบคทีรีโอฟาจมีความบริสุทธิ์   

เมื่อทําการคัดแยกแบคทีรีโอฟาจจากเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก และการทําใหแบคทีรีโอฟาจมีความบริสุทธิ์  จะ
ไดฟาจที่ไดจากตัวอยางเชื้อแลคติกที่แยกไดจากน้ํานมดิบจากผูผลิตรายยอย(เชียงใหม) รหัส 7021  จํานวน 8 ลักษณะ, ฟาจที่
ไดจากตัวอยางเชื้อแลคติกที่แยกไดจากน้ํานมดิบจากผูผลิตรายยอย(เชียงใหม) รหัส 7009 จํานวน 2 ลักษณะ, ฟาจที่ไดจาก
ตัวอยางเชื้อแลคติกที่แยกไดจากน้ํานมดิบจากสหกรณโคนมแมโจ จํานวน 1 ลักษณะ และฟาจที่ไดจากตัวอยางเชื้อแลคติกที่
แยกไดจากน้ํานมดิบจากสหกรณโคนมสันปาตอง-แมวาง จํานวน 6 ลักษณะ  มีจํานวนเชื้อแบคทีรีโอฟาจประมาณเทากับ 
1x104 - 1x106 pfu/ml ของ phage lysate 
4. การคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกที่ทนตอแบคทีรีโอฟาจ 

พบวาเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที่ทนตอฟาจมาก ประกอบดวย FSCMU 44-01, FSCMU 44-131, FSCMU 44-
05, FSCMU 44-13, FSCMU 44-07, FSCMU 44-051, FSCMU 44-012, FSCMU 44-141, FSCMU 44-132, FSCMU 44-
034 และFSCMU 44-19 สวนเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที่ทนตอฟาจนอยประกอบดวย  FSCMU 44-036, FSCMU 44-032, 
FSCMU 44-035, FSCMU 44-09, FSCMU 44-03และ FSCMU 44-14  สวนผลของฟาจที่มีความสามารถสลายเชื้อแบคทีเรีย
ผลิตกรดแลกติกไดมากประกอบดวย ฟาจ φFSCMU 40-061, ฟาจ φFSCMU 40-062 และ φFSCMU 44-091 เปนตน ดัง
แสดงในภาพที่ 1  และฟาจที่มีความสามารถสลายเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกไดนอย ประกอบดวย φFSCMU 44-052, 
φFSCMU 40-002, φFSCMU 44-132 เปนตน 
 

 

 
Figure 1 Bacteriophage (arrow)  on MRS double layer –soft agar plates with isolated lactic acid bacteria as a 

host strain.                               
 

วิจารณผล 
จากการทดลองจะเห็นไดวาเมื่อนําตัวอยางน้ํานมดิบจากโรงนมหวยแกว มาทําการตรวจนับเชื้อแบคทีเรียตัวอยาง

น้ํานมดิบสหกรณโคนมแมลาว ( มล.) มีจํานวนเชื้อแบคทีเรียมากที่สุดคือเทากับ 2.5x109 cfu/ml แตยังไมสามารถระบุไดวาเปน
เชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกทั้งหมด ซึ่งเมื่อนํามาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีเพื่อคัดแยกเชื้อที่ผลิตกรดแลคติกจะเห็นไดวา
ตัวอยางน้ํานมดิบจากสหกรณโคนมสันปาตอง-แมวาง ไดจํานวนแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติกมากที่สุดคือ จํานวน 8 สายพันธุ 
และเมื่อทําการคัดแยกแบคทีรีโอฟาจจากเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก และเมื่อทําใหแบคทีรีโอฟาจมีความบริสุทธิ์  จะไดฟา
จมากที่สุดจากตัวอยางเชื้อแลคติกที่แยกไดจากน้ํานมดิบจากผูผลิตรายยอย(เชียงใหม) รหัส 7021  ซึ่งจะมีจํานวน 8 ลักษณะ 
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เมื่อนําฟาจที่คัดแยกไดมาทําการคัดเลือกสายพันธุที่มีคุณสมบัติไลโซเจน พบวาเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที่ทนตอฟาจมาก 
จะพบวาในตําแหนงที่หยด phage lysate พบลักษณะตรงกลางขุนมีขอบใสลอมรอบ และไมพบการเปลี่ยนแปลงคือ มีความ
ขุนเนื่องจากเชื้อเจริญดี และ ฟาจที่มีความสามารถสลายเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกไดดี จะพบวา พบ plaque ขนาดเล็กอยู
ในตําแหนงที่หยด phage lysate และ อาจเกิด clear zone ขนาดใหญตรงตําแหนงที่หยด phage lysate 
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