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การยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียโดยอาศยัเฟจถือเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการป้องกันและควบคมุการเน่าเสียในผลิตภณัฑ์

นม โดยสาเหตุของการเน่าเสียในนมมกัเกิดจากเชือ้ในกลุ่ม Pseudomonas ซึ่งเป็นแบคทีเรียทนเย็นที่มกัพบการปนเปื้อนในนมดิบ
มากที่สดุ  โดยเชือ้สามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสทนรอ้นที่ท าใหเ้กิดการย่อยสลายโปรตีนเคซีนในนมที่ผ่านการความรอ้น ท าใหน้ม
เกิดการเน่าเสีย การศึกษานีไ้ดค้ดัแยกแบคทีเรีย Pseudomonas จากนมและน ามาศึกษาความสามารถในการสรา้งเอนไซมโ์ปรติ
เอส การตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องไดแ้ก่ ยีน aprX และกิจกรรมของเอนไซมท์ี่เชือ้สรา้งขึน้  จากการศึกษาพบว่า สามารถแยกเชือ้ 
Pseudomonas ที่สรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสและตรวจพบยีน aprX ได ้14 สายพนัธุ ์โดยทุกสายพันธุ์จะถูกใชเ้ป็นโฮสตใ์นการคดัแยก
เฟจ โดยสามารถคดัแยกเฟจได ้3 ตวั ไดแ้ก่ ΦC106, Φ21A และ Φ1887 เมื่อใชเ้ชือ้ P. mosselii  C24, P. mosselii  N1 และ P. 
fluorescens TISTR 1887 เป็นโฮสต ์ตามล าดบั การศึกษารูปร่างของเฟจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านแสดงให้

เห็นว่าเฟจ ΦC106 และ Φ21A จดัอยู่ในแฟมิลี Podoviridae และ เฟจ Φ 1887 จดัอยู่ในแฟมิลี Myoviridae โดยเฟจ ΦC106 

และ Φ21A  มีความสามารถในการติดเชือ้ Pseudomonas ไดม้ากที่สดุ อตัราส่วนของเฟจต่อโฮสตท์ี่เหมาะสมในการติดเชือ้ของ

เฟจ ΦC106 และ Φ21A เท่ากับ 10 จากกราฟการเจริญของเฟจแสดงให้เห็นว่าเฟจ ΦC106 และ Φ21A มีช่วง latent period 
เท่ากับ 20 นาที และ burst sizes เท่ากับ 1,862 และ 331 PFUs/infected cells ตามล าดบั โดยเฟจ ΦC106 and Φ21A มีความ
เสถียรต่อ pH และอุณหภูมิในช่วงกวา้ง จากผลการศึกษาการยับยัง้เชือ้ P. mosselii  C24 และกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส โดย
เฟจ ΦC106 และ Φ21A ในรูปแบบเดี่ยวและแบบผสม  พบว่าสามารถลดจ านวนเชื ้อแบคทีเรียได้มากที่สุดเท่ากับ  4-5 log 
CFU/ml และสามารถลดกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสไดม้ากที่สดุเท่ากับ 0.01 unit ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเฟจทัง้สองตวัมีประสิทธิภาพใน
การควบคมุ P. mosselii  ที่เป็นสาเหตใุนการเน่าเสียในผลิตภัณฑน์ม และจากการศึกษาล าดบัจีโนมทัง้หมดของ P. mosselii  C24 
พบว่าโครโมโซมมีความยาว 5,754,740 คู่เบส และพบยีนที่แสดงออกเป็นเอนไซม์โปรติเอสที่หลากหลาย  ส าหรับล าดับจีโนม
ทัง้หมดของเฟจ ΦC106 และ Φ21A พบว่าเป็นดีเอ็นเอเสน้ตรงสายคู่ มีความยาว 36,127 คู่เบส และ 39,716 คู่เบส ตามล าดับ 
โดยเฟจทัง้สองดงักล่าวไม่พบ ORF ที่แสดงออกเป็นโปรตีน toxin, virulence factor และยีนตา้นยาปฏิชีวนะ รวมถึงไม่พบกลุ่มยีนที่
จ าเป็นใน lysogenic cycle แสดงใหเ้ห็นว่า เฟจทัง้สองตวัจดัเป็น virulent phage และสามารถน าไปใชค้วบคมุเชือ้ P. mosselii  ที่
ท าใหเ้กิดการเน่าเสียในนมไดอ้ย่างปลอดภยั   
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Phage-based biocontrol is an alternative method for preventing and controlling spoilage in dairy 

products. Milk spoilage is often caused by Pseudomonas, which are predominant in raw milk. These bacteria are 
psychrotrophic and can produce heat-resistant protease that degrades casein proteins, leading to spoilage in heat-
treated milks. This study aims to isolate Pseudomonas strains from milk and examine their ability to produce heat-
stable protease. The genes aprX and enzyme activity of the isolated strains were also investigated. The study 
showed that 14 Pseudomonas strains were capable of producing protease and possessed the aprX gene. All strains 
were used as hosts for phage isolation, resulting in three phages, namely ΦC106, Φ21A, and Φ1887, which could 
infect P. mosselii  C24, P. mosselii  N1, and P. fluorescens TISTR 1887, respectively. Transmission electron 

microscopy revealed that ΦC106 and Φ21A belonged to the Podoviridae family, while Φ1887 belonged to the 

Myoviridae family. Phages ΦC106 and Φ21A had a broad host range against Pseudomonas strains.The optimal 

multiplicity of infection (MOI) of ΦC106 and Φ21A was 10. The one-step growth curve analysis of both phages 
showed that ΦC106 and Φ21A have a latent period of 20 minutes and burst sizes calculated to be 1,862 and 331 
PFUs/infected cells, respectively. These phages are stable over a wide range of pH and temperature. In vitro lytic 
activity and proteolytic activity of phages ΦC106 and Φ21A against P. mosselii C24 revealed both individual phages 
and phage cocktail were able to reduce the number of bacterial cells by 4-5 log CFU/ml and reduce the activity of 
protease by 0.01 unit. The complete genome of P. mosselii C24 comprises one circular chromosome with a length of 

5,754,740 and encodes a variety of protease genes. In addition, phage ΦC106 and Φ21A genomes consist of linear 
double-stranded with a length of 36,127 and 39,716 bp, respectively. Neither phage was found to have ORFs 
encoding toxin proteins, antibiotic-resistant genes (ARGs), virulence factors (VFs) of bacterial origin, or genes 
necessary for the lysogenic cycle, indicating that both phages are virulent phages and can control P. mosselii 
spoilage. This study indicated that the phages are efficient in controlling the prevalence of spoilage-causing P. 
mosselii strains in dairy and food-related environments. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
อุตสาหกรรมการผลิตนมโคถือเป็นอุตสาหกรรมท่ีมีความส าคัญทางเศรษฐกิจของ

ประเทศ โดยในช่วงปี 2558 - 2562 ความต้องการบริโภคนมในตลาดโลกมีแนวโน้มเพิ่มขึน้ (1) 
ส าหรบัในประเทศไทย ในช่วงปีดังกล่าว จ านวนโคนมทัง้หมดของไทยมีแนวโนม้เพิ่มขึน้รอ้ยละ 
6.61 ต่อปี ประกอบกับภาครัฐมีนโยบายพัฒนาคุณภาพนมโค เน้นการเพิ่มประสิทธิภาพ 
การผลิต ส่งผลใหน้มดิบมีปริมาณเพิ่มขึน้และมีคุณภาพดีขึน้ รวมทั้งราคานมดิบอยู่ในเกณฑดี์(2) 
จึงจูงใจใหเ้กษตรกรมีการพัฒนาการเลีย้งโคนมและควบคุมคุณภาพนมใหเ้ป็นไปตามประกาศ
กระทรวงสาธารณสุข (ฉบับท่ี 420) พ.ศ. 2563 ว่าดว้ยเร่ือง วิธีการผลิต เครื่องมือท่ีใชใ้นการผลิต 
และการเก็บรกัษาผลิตภัณฑน์มพรอ้มบริโภคท่ีผ่านกรรมวิธีฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้นดว้ยวิธีพาสเจอร์
ไรซ ์(Pasteurization) และวิธียูเอชที (Ultra - high temperature (UHT) processing)(3) อย่างไรก็
ตาม แม้ว่านมจะผ่านกระบวนการให้ความร้อนแล้ว แต่การเน่าเสียของผลิตภัณฑ์นมท่ีผ่าน
กระบวนการใหค้วามรอ้นแล้วยังสามารถเกิดขึน้ได ้เน่ืองจากการปนเปื้อนเชือ้ท่ีสรา้งสปอรท่ี์ทน
ความรอ้นสูงและจากเอนไซมท์นรอ้นท่ียังคงหลงเหลืออยู่ในผลิตภัณฑ ์โดยเชือ้แบคทีเรียท่ีสรา้ง
เอนไซมโ์ปรติเอสทนรอ้นไดแ้ก่ Pseudomonas(4) ท่ีสามารถย่อยสลายเคซีนในนมท าใหเ้กิดรสชาติ
ขมและรสบูด เกิดลักษณะเป็นเจล (gelation) มีกล่ินผิดปกติ และท าให้อายุการเก็บสั้นลง 
เน่ืองจากเชื ้อแบคทีเรียกลุ่มนีเ้ป็นเชือ้แบคทีเรียท่ีทนเย็น (psychrotrophic bacteria) สามารถ
เจริญในอุณหภูมิเย็นได้ โดยเอนไซม์โปรติเอสทนร้อนท่ีเชื ้อสร้างขึน้นั้นสามารถคงสภาพใน
อณุหภูมิในช่วงกวา้ง และการใหค้วามรอ้นในนมทัง้การพาสเจอรไ์รซ ์(63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที หรือ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที) และการใชอ้ณุหภมูิยูเอชที (ประมาณ 138 - 
145 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 - 10 วินาที) ถึงแมจ้ะท าลายเชือ้ Pseudomonas ไดแ้ต่ไม่เพียงพอ
ในการท าลายเอนไซมด์งักล่าว(5) 

ในช่วงศตวรรษท่ี 20 เป็นต้นมา การศึกษาเกี่ยวกับแบคเทอริโอเฟจหรือเฟจในการ
น าไปใชเ้ป็นตวัยบัยัง้ ควบคมุ หรือท าลายแบคทีเรียก่อโรคไดร้บัความสนใจเป็นอย่างมาก(6) การใช้
เฟจ (phage therapy) ซึ่งเป็นไวรสัท่ีท าใหเ้กิดการติดเชือ้ในแบคทีเรียจึงเป็นทางเลือกหน่ึงในการ
ควบคมุเชือ้ Pseudomonas ซึ่งพบว่าเฟจมีขอ้ไดเ้ปรียบ(7) คือ  
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1. เฟจมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรีย  
2. ไม่ส่งผลเสียหรือผลขา้งเคียงมายงัมนษุย ์
3. ไม่ส่งผลเสียต่อส่ิงแวดลอ้ม โดยจะติดเชือ้เฉพาะแบคทีเรียจ าเพาะเท่านัน้ 
4. เฟจสามารถทนอยู่ในสภาวะท่ีหลากหลาย  
5. ถึงแม้ว่าอาจเกิดเชือ้สายพันธุ์กลายท่ีดือ้ต่อการติดเชือ้ด้วยเฟจ แต่สายพันธุ์กลาย

เหล่านั้นส่วนใหญ่กลับไปเป็นสายพันธุ์ท่ีไวต่อเฟจหลังจากเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้  จึงท าให้
ไม่เกิดปัญหาการดือ้ของแบคทีเรียต่อเฟจ 

6. การใช ้phage therapy เป็นวิธีควบคมุท่ีรวดเร็วและไม่แพง  
 
การใชเ้ฟจในการก าจดัและป้องกันการติดเชือ้ของแบคทีเรียนัน้ ไดป้ระสบความส าเร็จทัง้

ในการรกัษาการติดเชือ้ทั้งในคนและสัตว์(8) อย่างไรก็ตาม การใช้เฟจในระดับอุตสาหกรรมยังมี
น้อยมาก โดยเฉพาะการใช้เฟจในการควบคุมการเน่าเสียของเชื ้อ Pseudomonas ในอาหาร  
ทั้ง  ๆ ท่ีพบการเน่าเสียท่ีเกิดจาก Pseudomonas ในอาหารจ านวนมาก ซึ่ งนอกจากเชื ้อ 
Pseudomonas จะท าให้ผลิตภัณฑ์อาหารและนมดิบเกิดการเน่าเสียแล้ว เชื ้อกลุ่มนี้ยังสรา้ง
เอนไซมท์นรอ้นโดยเฉพาะเอนไซมโ์ปรติเอส ซึ่งจะส่งผลเสียดังกล่าวขา้งตน้ ทัง้ยังก่อใหเ้กิดความ
เสียหายต่ออุตสาหกรรมนมและเศรษฐกิจตามมา ซึ่งการศึกษานีจ้ะคัดแยกเฟจท่ีสามารถท าลาย
เชือ้ Pseudomonas ท่ีสามารถสรา้งเอนไซม์โปรติเอสทนรอ้น ศึกษาลักษณะของเฟจท่ีแยกจาก 
Pseudomonas  ศึกษาล าดับจีโนมทัง้หมดของเชือ้ Pseudomonas ท่ีใชใ้นการแยกเฟจและเฟจท่ี
แยกได ้ทดสอบการลดจ านวนเชือ้และลดการสรา้งเอนไซมข์องเชือ้ในระดับหอ้งปฏิบัติการโดยใช้
เฟจแบบเด่ียว (single phage) และแบบผสม (phage cocktail) โดยขอ้มูลท่ีไดจ้ะสามารถน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นอตุสาหกรรมนมและโรงงานแปรรูปผลิตภณัฑน์มต่อไป 

ความมุ่งหมายของการวิจัย 
1. เพื่ อแยกเชื ้อ Pseudomonas spp. ท่ีสร้างเอนไซม์โปรติเอสทนร้อน ศึกษาการ

แสดงออกของยีนท่ีสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสทนรอ้น (aprX) วัดกิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซม์
โปรติเอสท่ีสรา้งจากเชือ้ รวมทัง้ศึกษาล าดบัจีโนมทัง้หมดเพื่อตรวจสอบยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัเอนไซม์
โปรติเอสของเชือ้  
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2. เพื่อแยก ศึกษารูปร่าง ความสามารถในการติดเชือ้ใน Pseudomonas สายพันธุ์อื่น 
อตัราส่วนของเฟจท่ีเหมาะสมในการติดเชือ้ กราฟการเจริญของเฟจ และความเสถียรต่อ pH และ
อณุหภมูิของเฟจที่แยกได ้ 

3. เพื่อศึกษาล าดบัจีโนมทัง้หมดของเฟจเพื่อศึกษาความปลอดภยัของเฟจก่อนน าไปใช ้
4. เพื่อทดสอบการยับยั้งเชื ้อ Pseudomonas spp. ในระดับห้องปฏิบัติการ โดยใช ้

เฟจแบบเด่ียวและแบบผสมเพื่อลดจ านวนเชือ้และลดการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสทนรอ้นท่ีเชือ้สรา้ง
ขึน้  

ความส าคัญของงานวิจัย  
การใช้เฟจในการควบคุมการติดเชือ้ในคนและสัตวไ์ด้รับความสนใจเป็นอย่างมาก (9)  

การยับยัง้เชือ้แบคทีเรียนั้นมีขอ้ไดเ้ปรียบหลายดา้น เช่น มาจากธรรมชาติ ราคาไม่แพง และไม่พบ
ปัญหาการดือ้ยาปฏิชีวนะหรือผลขา้งเคียงอื่น (10) การน าเฟจมาใช้ทางอุตสาหกรรมไดร้ับความ
สนใจเพิ่มมากขึน้ เน่ืองจากมีการพบแบคทีเรียก่อโรคหรือแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเน่าเสียท่ีทนต่อ
สารท่ีท าลายเชือ้รวมถึงพบแบคทีเรียท่ีดือ้ต่อยาปฏิชีวนะเพิ่มมากขึน้ ท าใหก้ารท าลายเชือ้เป็นไป
ไดย้ากขึน้(11) ถึงแมว้่าการศึกษาจ านวนมากเกี่ยวกับการน าเฟจมาใชใ้นการควบคมุเชือ้ก่อโรค แต่
การใชเ้ฟจในการควบคุมเชือ้ P. mosselii ท่ีแยกไดจ้ากนมและสามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสท
นรอ้นยังไม่มีรายงานก่อนหน้านี้ ซึ่งหากแยกเฟจท่ีมีความจ าเพาะต่อเชื ้อ ดังกล่าวจะช่วยให้
สามารถควบคุมการเน่าเสียของอาหารท่ีเกิดจากเชือ้และเอนไซม์ท่ีเชือ้สรา้งขึน้โดยไม่ตอ้งใชย้า
ปฏิชีวนะหรือสารเคมี และคาดว่าเฟจท่ีแยกได้จะสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมเชือ้
ดงักล่าวในอตุสาหกรรมนมและโรงงานแปรรูปผลิตภณัฑน์มต่อไป 

ขอบเขตของการวิจัย 
แยกเชือ้ Pseudomonas spp. ท่ีสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสทนรอ้น และศึกษาการแสดงออก

ของยีนท่ีสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสทนรอ้น (aprX) รวมทัง้ตรวจวดักิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซม์
โปรติเอสทนรอ้นท่ีสรา้งจากเชือ้ จากนัน้แยกเฟจท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ Pseudomonas spp. จากแหล่ง
น า้ คดัเลือกเฟจท่ีสามารถยบัยัง้เชือ้ไดก้วา้งไปศึกษารูปรา่งภายใต้กลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน ศึกษาอัตราส่วนของเฟจท่ีเหมาะสมในการติดเชือ้ กราฟการเจริญของเฟจ ความเสถียร
ของเฟจต่อ pH และอุณหภูมิ รวมทัง้ศึกษาล าดับจีโนมทัง้หมดของ Pseudomonas ท่ีใชแ้ยกเฟจ
และเฟจโดยวิธี next generation sequencing  และน าเฟจท่ีคัดเลือกไดไ้ปทดสอบการยับยั้งเชือ้ 
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Pseudomonas ในระดบัหอ้งปฏิบติัการ โดยใชเ้ฟจแบบเด่ียวและแบบผสมเพื่อลดจ านวนเชือ้และ
ลดการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสทนรอ้นท่ีเชือ้สรา้งขึน้ 

ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับ  
เฟจ ท่ีแยกได้จะสามารถน าไปเป็นข้อมูลหรือประยุกต์ใช้ในการลดจ านวนเชื ้อ 

Pseudomonas และลดการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสของเชือ้ในอุตสาหกรรมนมและโรงงานแปรรูป
ผลิตภณัฑน์มต่อไป  
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

1.นม (milk) และองคป์ระกอบของนม 
นมหรือนมเป็นของเหลวท่ีหลั่งออกมาจากต่อมนมของสัตวเ์ลีย้งลูกดว้ยนมเพศเมีย เพื่อ

เป็นแหล่งอาหารของทารกแรกเกิดของเผ่าพนัธุ ์นมประกอบดว้ยองคป์ระกอบต่าง ๆ ดงันี้(12) 
1. โปรตีน (milk protein) นมมีโปรตีนเป็นส่วนประกอบทัง้หมดรอ้ยละ 3.3 ประกอบดว้ย

โปรตีน 2 ประเภท ไดแ้ก่ โปรตีนเคซีนและโปรตีนเวยห์รือซีรมั โดยมีสัดส่วนของโปรตีนเคซีนรอ้ยละ 
82 แ ล ะ โป ร ตี น เว ย์  ร้ อ ย ล ะ  18 ใ น ส่ ว น ข อ ง โป ร ตี น เค ซี น ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย เค ซี น 
หลายชนิด ไดแ้ก่ แอลฟาเคซีน (α-s1- , α-s2-casein) เบตาเคซีน (β-casein) และแคปปาเคซีน 
(-casein) โดยแต่ละชนิดมีล าดับ กรดอะมิ โนและคุณสมบั ติในการท างาน ( functional 
properties) ท่ีแตกต่างกนั และโปรตีนเคซีนจะเสถียรต่อความรอ้น ในส่วนของโปรตีนเวยห์รือซีรมั 
ประกอบด้วย β-lactoglobulin และ α-lactalbumin เป็นหลักซึ่งมีสัดส่วนของ β-lactoglobulin 
รอ้ยละ 50 และ α-lactalbumin ร้อยละ 20 นอกจากนั้นจะมีส่วนประกอบของ blood serum 
albumin, immunoglobulins, lactoferrin, transferrin โปรตีนขนาดเล็กและเอนไซม์ โดยโปรตีน
เวยจ์ะไวต่อความรอ้นมากกว่าโปรตีนเคซีน 

2. ไขมัน (milk fat) นมประกอบดว้ยไขมันทัง้หมดประมาณรอ้ยละ 3.4  ไขมันนมจะอยู่
ในรูปของอนุภาคเม็ดไขมัน (fat globule) แขวนลอยในลักษณะอิมัลชัน (emulsion) โดยไขมนันม
มีองคป์ระกอบของกรดไขมันท่ีซับซอ้นท่ีสุดของไขมันท่ีบริโภคได ้กรดไขมันหลักในไขมันนมเป็น
กรดไขมันแบบโซ่ตรงชนิดอิ่มตัว (saturated fatty acid) ท่ีมีคารบ์อน 4 ถึง 18 ตัว (4:0, 6:0, 8:0, 
10:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0) นอกจากนี้ยังพบกรดไขมันชนิดไม่อิ่มตัวท่ีมีพันธะคู่  1 พันธะ
(monounsaturated fatty acid) ท่ีมีคาร์บอน 16 และ 18 (16:1, 18:1) และกรดไขมันชนิดไม่
อิ่มตัวท่ีมีพันธะคู่หลายพันธะ (polyunsaturated fatty acid) ท่ีมีคารบ์อน 18 (18:2, 18:3) กรด
ไขมนับางตัวพบไดใ้นปริมาณนอ้ย แต่มีส่วนท าใหไ้ขมนัและเนยนมมีรสชาติท่ีเป็นเอกลักษณแ์ละ
เป็นท่ีต้องการ เช่น C14:0 และ C16:0 β-hydroxy fatty acids ท าใหเ้กิดแลคโตนตามธรรมชาติ
เมื่อไดร้บัความรอ้นซึ่งช่วยเพิ่มรสชาติของเนย  

3. คารโ์บไฮเดรต นมประกอบดว้ยคารโ์บไฮเดรตประมาณรอ้ยละ 4.9 โดยมีน า้ตาลแลค
โตสมากท่ีสุด โดยน า้ตาลแลคโตสจะละลายอยู่ในชั้นของซีรมัของนม กระบวนการฆ่าเชือ้ในนม
ดว้ยวิธีพาสเจอรไ์รซจ์ะไม่มีผลต่อน า้ตาลแลคโตส แต่กระบวนการฆ่าเชือ้ในนมดว้ยวิธียูเอชที อาจ
ท าใหเ้กิดรสชาติและสีท่ีไม่พึงประสงค ์เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยาสีน า้ตาล (browning reaction) 
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หรือเรียกอีกชื่อหน่ึงว่าปฏิกิริยาเมลลารด์ (Maillard reaction) ระหว่างน า้ตาลแลคโตสกับโปรตีน
ในนม  

4. วิตามิน นมประกอบด้วยวิตามินต่าง ๆ ทั้งวิตามินท่ีละลายในน ้า ได้แก่ thiamin 
(vitamin B1), riboflavin (vitamin B2), niacin (vitamin B3), pantothenic acid (vitamin B5), 
pyridoxine (vitamin B6), cobalamin (vitamin B12), vitamin C, folate และวิตามินท่ีละลายใน
ไขมัน ได้แก่ vitamin A, vitamin D, vitamin E และ vitamin K ปริมาณของวิตามินท่ีละลายใน
ไขมันในผลิตภัณฑ์นมจะแปรผันตามปริมาณไขมันของผลิตภัณฑ์ โดยผลิตภัณฑ์ท่ีมีการลด
ปริมาณไขมัน เช่น นมไขมันต ่าหรือนมขาดมันเนย ต้องมีการเสริมวิตามินเอจึงจะมีคุณค่าทาง
โภชนาการเทียบเท่ากบันมไขมนัเต็ม 

5. แร่ธาตุต่าง ๆ นมประกอบด้วยแร่ธาตุ  เช่น แคลเซียม แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส 
โพแทสเซียม และสังกะสี โดยพบปริมาณแคลเซียมมากท่ีสุด รองลงมาเป็นฟอสฟอรัสและ
แมกนีเซียม นอกจากนีย้งัพบทองแดง เหล็ก แมงกานีส และโซเดียมในปริมาณต ่า กระบวนการฆ่า
เชือ้ในนมดว้ยวิธีพาสเจอรไ์รซจ์ะไม่ส่งผลต่อปริมาณของแรธ่าตใุนนม  

2. กระบวนการฆ่าเชือ้โดยใช้ความร้อนในนม 
ผลิตภัณฑ์นมพรอ้มด่ืมท่ีมีจ  าหน่ายในปัจจุบันแบ่งออกเป็น 3 ประเภทใหญ่ ไดแ้ก่ นม

พาสเจอรไ์รซ ์(pasteurized milk) นมสเตอริไรซ ์(sterilized milk) และนมยเูอชที (UHT milk) ซึ่งมี
ความแตกต่างกันตามกระบวนการผลิต นอกจากนีย้ังมีการแยกประเภทของนมพรอ้มด่ืมเป็น
ประเภทต่าง ๆ ไดแ้ก่ นมดิบ (raw milk) นมสดหรือนมเต็มมันเนย (whole milk) นมพร่องมันเนย 
(semi - skimmed milk) และนมขาดมนัเนย (skimmed milk) เป็นตน้(13) 
 

2.1 กระบวนการพาสเจอรไ์รซ ์(Pasteurization) 
กระบวนการพาสเจอรไ์รซเ์ป็นกระบวนการใหค้วามรอ้นแก่นมดิบโดยใชค้วามรอ้นไม่

เกิน 100 องศาเซลเซียส มีจุดประสงคเ์พื่อลดปริมาณจุลินทรีย์ก่อโรค จุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุการ
เน่าเสีย และเอนไซม์ท่ีไม่พึงประสงค์ เพื่อให้นมมีอายุการเก็บรกัษาท่ียาวนานขึน้ กระบวนการ 
พาสเจอรไ์รซ์ท าได้ 2 แบบ ได้แก่ แบบใช้อุณหภูมิต ่า ระยะเวลานาน (Low temperature long 
time; LTLT method) โดยมีการใหค้วามรอ้นนมไม่ต ่ากว่า 63 องศาเซลเซียส และคงอณุหภมูินีไ้ม่
นอ้ยกว่า 30 นาที จากนั้นท าใหน้มมีอุณหภูมิเย็นลงทันทีท่ีอุณหภูมิน้อยกว่าหรือเท่ากับ 5 องศา
เซลเซียส โดยกระบวนการใหค้วามรอ้นชนิดนีม้ีขอ้เสียคือ ไม่สามารถใชก้บัการฆ่าเชือ้ในการผลิตท่ี
มีตัวอย่างนมปริมาณมากได้ เน่ืองจากการลดอุณหภูมิทันทีเป็นการสิน้เปลืองค่าใชจ้่ายส าหรับ
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กระบวนการหล่อเย็น กระบวนการพาสเจอรไ์รซแ์บบท่ี 2 คือ แบบใช้อุณหภูมิสูง ระยะเวลาสั้น 
(High temperature short time; HTST method) โดยมีการให้ความรอ้นนมไม่ต ่ากว่า 72 องศา
เซลเซียส และคงอุณหภูมินีไ้ม่นอ้ยกว่า 15 วินาที หลงัจากผ่านกระบวนการใหค้วามรอ้นแลว้ จะ
ท าใหน้มเย็นลงทันที ท่ีอุณหภูมิต ่ากว่าหรือเท่ากับ 5 องศาเซลเซียส นมท่ีไดจ้ากกระบวนการพาส
เจอรไ์รซท์ัง้สองวิธีจะยงัคงรกัษาคณุค่าทางสารอาหารไดใ้กลเ้คียงกบันมดิบ กระบวนการพาสเจอร์
ไรซเ์ป็นกระบวนการใหค้วามรอ้นท่ีใชท้ั่วไปในนมประเภทต่าง ๆ ไดแ้ก่ นมเต็มมันเนย นมพร่องมัน
เนย นมขาดมนัเนย และนมท่ีตอ้งการรกัษาคณุค่าทางโภชนาการเป็นพิเศษ เช่น เครื่องด่ืมนมผสม
วิตามิน แร่ธาตุ และสารเพิ่มโภชนาการอื่น อย่างไรก็ตาม นมพาสเจอร์ไรซ์เป็นนมท่ีผ่าน
กระบวนการให้ความรอ้นไม่เกิน 100 องศาเซลเซียส ส่งผลใหย้ังคงมีสปอรแ์ละเอนไซมท์นความ
รอ้นท่ีเป็นสาเหตุการเน่าเสียในอาหารคงเหลืออยู่ เป็นเหตุใหผ้ลิตภัณฑห์ลังกระบวนการพาสเจอร์
ไรซต์อ้งมีการเก็บรกัษาท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 8 องศาเซลเซียส การเก็บรกัษานมพาสเจอรไ์รซจ์ึงตอ้ง
เก็บในตูเ้ย็นท่ีอณุหภมูิต ่ากว่าหรือเท่ากบั 8 องศาเซลเซียส และมีอายกุารเก็บรกัษาท่ี 7 - 28 วนั(14) 

 

2.2 กระบวนการสเตอริไลซ ์(Sterilization)  
กระบวนการสเตอริไลซ ์เป็นกระบวนการฆ่าเชือ้ผลิตภัณฑ์นมชนิดเหลวท่ีบรรจุใน

ภาชนะท่ีปิดสนิท ดว้ยอณุหภมูิท่ีไม่ต ่ากว่า 100 องศาเซลเซียส โดยใชเ้วลาท่ีเหมาะสม ทัง้นีจ้ะตอ้ง
ผ่านกรรมวิธีท่ีท าใหน้มเป็นเนือ้เดียวกันด้วย(15) โดยนมดิบจะมีการบรรจุใส่บรรจุภัณฑ์ จากนั้น
น าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ  105 - 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 - 45 นาที ซึ่ งเรียก
กระบวนการนีว้่า in bottle sterilization โดยหลังจากกระบวนการใหค้วามรอ้น สามารถเก็บรกัษา
นมไดท่ี้อณุหภมูิหอ้งได้(16) 
 

2.3 กระบวนการยูเอชที (Ultra - high temperature (UHT) processing) 
กระบวนการยูเอชทีเป็นกระบวนการให้ความรอ้นสูงแก่นมดิบ สามารถท าลาย

จลิุนทรียก์่อโรค และจลิุนทรียท่ี์เป็นสาเหตุการเน่าเสียไดท้ัง้หมด โดยมีการใหค้วามรอ้นท่ีอุณหภูมิ
ไม่ต ่ากว่า 133 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาไม่นอ้ยกว่า 1 วินาที(17) หรือการให้ความรอ้นท่ีช่วง
อณุหภูมิ 135 - 145 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 - 10 วินาที โดยผลิตภัณฑน์มยเูอชทีสามารถเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิห้องได้นานถึง 6 –12 เดือน อย่างไรก็ตาม การใช้ความร้อนสูงจะส่งผลต่อ
คณุสมบติัทางกายภาพ เคมี ตลอดจนรสสมัผสัของผลิตภณัฑน์ม และแมว้่าจะมีการใชอ้ณุหภมูิสูง
ในการท าลายจลิุนทรียใ์นนมดิบ แต่ยงัคงพบการเหลือรอดของเอนไซมท์นความรอ้น ซึ่งเป็นสาเหตุ
การเน่าเสียในนมยเูอชที 
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3. การเน่าเสียในนม 
การเน่าเสียในนมเกิดจากการเปล่ียนแปลงทางกายภาพและทางเคมีในนม โดยท าใหเ้นือ้

สมัผัส กล่ิน และรสชาติของนมเปล่ียนแปลงไป โดยลักษณะการเน่าเสียท่ีแตกต่างกันขึน้กับปัจจัย
ต่าง ๆ ไดแ้ก่ จุลินทรีย ์ชนิดของนม กระบวนการและเวลาในการใหค้วามรอ้น รวมทัง้อุณหภูมิใน
การเก็บรกัษาก่อนและหลงักระบวนการใหค้วามรอ้น ส าหรบัการเน่าเสียของนมจากเชือ้แบคทีเรีย
มีความแตกต่างกันขึน้กบัชนิดของแบคทีเรีย ความสามารถในการเจริญ และความสามารถในการ
สรา้งเอนไซม์มาย่อยองค์ประกอบในนม เช่น เอนไซม์เลซิทิเนส (lecithinase) เอนไซม์ไลเปส 
(lipase) หรือเอนไซมโ์ปรติเอส (protease) โดยเอนไซมบ์างชนิดอาจไม่ถกูท าลายในกระบวนการ
ใหค้วามรอ้น ท าใหเ้กิดการเน่าเสียของนมไดแ้มจ้ะผ่านกระบวนการใหค้วามรอ้นมาแลว้ โดยหากมี
กิจกรรมของเอนไซมท่ี์ย่อยโปรตีน จะท าให้นมเกิดรสขม (bitter off - flavors) และรสบูด (rotten 
off -  flavors) แตกต่างจากกิจกรรมของเอนไซมท่ี์ย่อยไขมนั (lipolytic activity) จะท าใหเ้กิดกล่ิน
ผลไม้เสีย (fruity off - flavors) กล่ินกรด (acid off - flavors) และกล่ินหืน (rancid off - flavors) 
นอกจากนีย้ังมีการสังเกตการเน่าเสียจากลักษณะท่ีปรากฏ ได้แก่ การเกิดล่ิมนมหวาน (sweet 
curdling) การเกิดเจล (gelation) หรือการเกิดครีมบนผิวหนา้ของนม (bitty cream) ซึ่งการเกิดล่ิม
นมหวานเป็นการเน่าเสียจากการตกตะกอนของนมมักเกิดท่ี pH ท่ีสงู ส่วนการเกิดเจลจะส่งผลให้
นมสูญเสียความเหลว และเกิดขึน้แบบไม่สามารถผนักลบัได ้ในขณะท่ีการเกิดครีมบนผิวหนา้ของ
นม เกิดจากการท่ีเลซิทิน (lecithin) ในนมถูกย่อยโดยเอนไซมเ์ลซิทิเนส (lecithinase) ส่งผลให้มี
การปลดปล่อยกรดไขมนัซึ่งเป็นสาเหตขุองรสขม(18) 

4. การปนเป้ือนของแบคทีเรียในนมดิบ  
การปนเปื้อนของเชือ้แบคทีเรียในนมเป็นสาเหตหุลกัท่ีท าใหเ้กิดการเน่าเสีย โดยพบว่านม

ดิบท่ีมีแบคทีเรียปนเปื้อนในปริมาณสงูจะมีการเน่าเสียท่ีเร็วกว่านมดิบท่ีมีปริมาณเชือ้แบคทีเรียต ่า 
นอกจากนีน้มยเูอชทีท่ีมีปริมาณแบคทีเรียทนเย็นสงูจะมีระยะเวลาท่ีเกิดเจล (gelation time) ท่ีสัน้
ลง(19) โดยการปนเปื้อนมักเกิดจากบุคคลท่ีขาดสุขอนามัยท่ีดี การจัดการท่ีไม่เหมาะสม และจาก
ส่ิงแวดล้อมภายในแหล่งผลิต ส่งผลให้นมดิบมีจ านวนแบคทีเรียเริ่มต้นสูง(20) การปนเปื้อนจาก
บุคคลเกิดจากสุขอนามัยท่ีไม่เหมาะสมของผูร้ีดนม เกิดไดใ้นฟารม์ขนาดเล็กท่ีมีการรีดนมดว้ยมือ 
ประกอบกบักระบวนการท่ีไม่ถูกสุขลักษณะ อย่างไรก็ตาม การใชเ้ครื่องรีดนมในฟารม์ขนาดใหญ่
สามารถพบปัญหาการปนเปื้อนไดเ้ช่นเดียวกัน โดยมีสาเหตุมาจากการท าความสะอาดเครื่องรีด
นมท่ีไม่เพียงพอ ท าใหแ้บคทีเรียสามารถหลบซ่อนภายในไบโอฟิลม์ (biofilm)ได้(21) นอกจากนีก้าร
ใช้เครื่องรีดนมแบบไม่ช านาญพอ อาจส่งผลให้แม่โคมีภาวะเต้านมอักเสบ (mastitis) ส่งผลให้
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คณุภาพของนมดิบลดลง ส าหรบัการปนเปื้อนจากการจดัการท่ีไม่เหมาะสม เกิดจากการให้ความ
รอ้นท่ีไม่เพียงพอในระหว่างกระบวนการ รวมถึงโรงงานผลิตนมหลายแห่งมีกระบวนการบรรจุนม
ในบรรจภุณัฑแ์บบไม่ปลอดเชือ้ ซึ่งมีโอกาสท่ีจลิุนทรียจ์ะปนเปื้อนเขา้ไปในนมท่ีบริเวณต่าง ๆ  

การเก็บรกัษานมดิบท่ีอณุหภมูิ 7 องศาเซลเซียสหรือต ่ากว่า เป็นวิธีการรกัษาคณุภาพนม
ดิบท่ีมีการใช้ทั่ วโลก เน่ืองจากสามารถลดการเจริญของแบคทีเรียท่ีเจริญในอุณหภูมิปกติ 
(mesophilic bacteria) และแบคทีเรียชอบร้อน (thermophilic bacteria) ในนมดิบได้ ช่วยให้
สามารถเก็บรกัษานมไวไ้ดถ้ึง 5 วัน ก่อนกระบวนการใหค้วามรอ้น(22) อย่างไรก็ตาม ท่ีอณุหภมูิเย็น
ดงักล่าวท าใหจ้ลิุนทรียท่ี์ทนเย็น (psychrotrophs) เจริญได ้แมว้่าอณุหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญ
ของกลุ่มแบคทีเรียดังกล่าวจะอยู่ในช่วง 20 – 30 องศาเซลเซียสก็ตาม(23) โดยแบคทีเรียทนเย็น
เหล่านีส้ามารถสังเคราะห์ฟอสโฟลิพิด (phospholipids) และไขมัน ซึ่งเป็นการเพิ่มสัดส่วนของ
กรดไขมันไม่อิ่มตัวภายในเซลลเ์พื่อช่วยปกป้องเซลลแ์บคทีเรียจากความเย็น(20) แบคทีเรียทนเย็น
ถือเป็นตัวบ่งชีท่ี้ส าคัญในการระบุคณุภาพทางจลุชีววิทยาของนมดิบ โดยเมื่อระดบัของแบคทีเรีย
ทนเย็นสูงถึง 6 log CFU/mL จะส่งผลกระทบต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์นมสุดท้าย (24) จาก
มาตรฐานของสหภาพยโุรป (The European Union (EU) standard) ระบุว่า นมดิบท่ีมีคณุภาพสูง
ควรมีจ านวนแบคทีเรียทนเย็นต ่ากว่า 4.22 log CFU/mL(25) โดยสัดส่วนของแบคทีเรียทนเย็นต่อ
แบคทีเรียทัง้หมดภายในนมดิบจะขึน้กบัการสุขาภิบาลการผลิต หากมีสุขาภิบาลในการผลิตท่ีดีจะ
มีสดัส่วนของแบคทีเรียทนเย็น รอ้ยละ 10 แต่หากนมมีสขุาภิบาลการผลิตท่ีไม่ดี สัดส่วนแบคทีเรีย
ทนเย็นอาจเพิ่มสูงขึน้ถึงร้อยละ 75 ของปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในนมดิบ (26) นอกจากนี้
กระบวนการเก็บรกัษานมดิบหลังจากการรีดนม ยังมีผลต่อการปนเปื้อนของแบคทีเรีย ทั้งนีก้าร
เก็บรกัษานมดิบท่ีอณุหภูมิต ่าใหเ้ร็วท่ีสดุจะท าใหคุ้ณภาพของนมดิบทางจลุชีววิทยาดีขึน้ โดยจาก
การศึกษาของ Griffiths และคณะ (1987)(27) ซึ่งเปรียบเทียบการเก็บนมดิบท่ีอุณหภูมิ 2 องศา
เซลเซียสและ 6 องศาเซลเซียส พบว่านมดิบท่ีเก็บท่ีอณุหภูมิ 2 องศาเซลเซียส มีคุณภาพของนม
ดิบทางจุลชีววิทยาดีกว่า และมีอายุการเก็บรกัษาท่ียาวนานกว่านมดิบท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิ 6 องศา
เซลเซียส การปนเปื้อนของเชือ้แบคทีเรียนอกจากการเก็บรกัษานมดิบท่ีอุณหภมูิไม่ต ่าพอแลว้ ยัง
พบว่าอาจเกิดจากการลดอณุหภมูิในนมภายหลงัการฆ่าเชือ้ท่ีนานเกินไป จะท าใหม้ีแบคทีเรียกรด
แลคติก (lactic acid bacteria) เจริญ ส่งผลให้ค่า pH ลดลง และท าให้เกิดกล่ินเหม็น (fouling) 
บริ เวณ อุปกรณ์ ให้ความร้อน  (heat exchanger) หรือ ท่ีอุปกรณ์พ่นไอน ้า  (direct steam 
injectors)(28)  
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แบคทีเรียทนเย็นท่ีปนเปื้อนในนมดิบมีทัง้แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ใน
ส่วนของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีพบไดใ้นนมดิบ ไดแ้ก่ Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, 
Microbacterium, Micrococcus, Arthrobacter, Staphylococcus และ Carnobacterium (20, 23, 

29) โดย Bacillus เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีพบมากในนมดิบท่ีเก็บทีอ่ณุหภมูิ 8 - 10 องศาเซลเซียส
(26) เชือ้ Bacillus รอ้ยละ 40 - 84 สามารถสรา้งเอนไซมท่ี์ท าใหเ้กิดการเน่าเสียในนมทัง้เอนไซมโ์ป
รติเอสและเลซิทิเนส(30) โดยเซลลป์กติ (vegetative cell) ของ Bacillus ท่ีมีจ  านวนมากกว่า 6 log 
CFU/mL จะส่งผลใหเ้กิดลักษณะครีมบนผิวหนา้ของนม(31) ซึ่งเกิดจากการสรา้งเอนไซมเ์ลซิทิเนส 
ท่ีท าลายเลซิทินซึ่งห่อหุม้ส่วนของอนภุาคเม็ดไขมันในนม ในขณะท่ีแบคทีเรียแกรมลบอื่นจะไม่ท า
ให้เกิดลักษณะครีมบนผิวหน้าของนม ส าหรับในส่วนของแบคทีเรียแกรมลบทนเย็นท่ีพบได ้
ใ น น ม ดิ บ  ไ ด้ แ ก่  Pseudomonas, Aeromonas, Serratia, Acinetobacter, Alcaligenes, 
Achromobacter, Enterobacter และ Flavobacterium โดยแบคทีเรียแกรมลบทนเย็นท่ีแยกได้
มากท่ีสดุในนมดิบ คือ Pseudomonas spp.(31)  
 

4.1 Pseudomonas species 
4.1.1 ลักษณะทั่วไปของเชือ้ Pseudomonas 

Pseudomonas เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างท่อน ไม่สรา้งสปอร ์มีเส้นผ่าน
ศนูยก์ลางประมาณ 0.5 - 1.0 ไมโครเมตร และความยาวประมาณ 1.5 - 5.0 ไมโครเมตร จัดอยู่ใน 
แฟมิลี Pseudomonadaceae สามารถพบไดท้ั่วไปในธรรมชาติ ไดแ้ก่ ดิน น า้ พืช เนือ้เยื่อของสตัว ์
และอาหาร เป็นต้น(32) Pseudomonas มักท าให้เกิดการเน่าเสียของอาหารท่ีไดจ้ากพืชหรือสัตว์ 
โดยเฉพาะในนมดิบ(33) บางสายพันธุ์ก่อโรคไดใ้นมนษุย ์สัตว ์หรือพืช สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ
ปกติ และอุณหภูมิเย็น โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญจะสูงกว่า 20 องศาเซลเซียส(33) ไม่
สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีเป็นกรด ใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน 
(chemoorganotroph) ใหผ้ลบวกในการทดสอบการสรา้งเอนไซม ์oxidase และ catalase  

4.1.2 การปนเป้ือนของ Pseudomonas ในนมดิบ  
Pseudomonas เป็นแบคทีเรียท่ีพบไดม้ากท่ีสุดในนมดิบ เน่ืองจากเป็นแบคทีเรีย

ท่ีสามารถเจริญไดท่ี้อุณหภมูิเย็น ส่งผลใหส้ามารถเจริญในนมดิบท่ีมีการแช่เย็นไดดี้กว่าแบคทีเรีย
อื่น โดยพบอย่างน้อยรอ้ยละ 50 ของแบคทีเรียในนมทั้งหมด(34) และพบไดร้อ้ยละ 65 - 70 ของ
แบคทีเรียทนเย็น ซึ่ง P. fluorescens เป็นสปีชียท่ี์พบไดม้ากท่ีสุดในนมดิบ (35) จากการศึกษาของ 
Chambers แล ะคณ ะ  (2003 ) ราย งานว่ า  P. fluorescens เป็ นส ปี ชี ย์ ท่ี เ ด่ น ท่ี สุ ด ข อ ง 
Pseudomonas spp.ท่ีพบได้ในนม เช่นเดียวกับการศึกษาของ Dogan และคณะ (2003) ท่ี
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สามารถแยก P. fluorescens ไดร้อ้ยละ 51 จาก Pseudomonas ทัง้หมดในผลิตภัณฑน์มโดยการ
ใชชุ้ดตรวจ API20 NE อย่างไรก็ตาม Pseudomonas ไม่พบว่าเป็นเชือ้ประจ าถิ่นบริเวณเตา้นม 
ดังนั้นการปนเปื้อนจึงเกิดหลังจากการรีดนมและสามารถเจริญได้ดีกว่าแบคทีเรียอื่นแม้มี
กระบวนการท าความเย็นเพื่อเก็บรกัษานมก็ตาม(24) Pseudomonas มีแนวโนม้ในการเจริญในนม
ดิบไดดี้กว่าแบคทีเรียอื่น เน่ืองจากใชส้ารอาหารง่าย และมีระยะเวลาการแบ่งเซลลท่ี์สัน้ (นอ้ยกว่า 
4 ชั่วโมง) ท่ีอณุหภมูิ 0 - 7 องศาเซลเซียส(36) จากรายงานของ Dogan และ Boor (2003)(37) พบว่า 
Pseudomonas สามารถแบ่งเซลลจ์าก 1 เซลลไ์ปเป็น 1.0×106 CFU/mL ภายใน 8 วนั ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส โดยสปีชีสข์องเชือ้ Pseudomonas ท่ีพบไดใ้นนม มีการรายงานแตกต่างกนัดงันี ้ 

Sillankorva และคณะ (2008)(38) ไดค้ดัแยก Pseudomonas จากโรงงานผลิตนม 
ประเทศโปรตเุกสและสหรฐัอเมริกา โดยพบว่าสามารถพบ Pseudomonas ไดจ้ากอปุกรณก์ารรีด
นม พืน้ นมดิบ รวมถึงนมท่ีผ่านการแปรรูปแลว้ โดยสปีชีสท่ี์พบเป็นหลักจากแหล่งต่าง ๆ ดังกล่าว 
คื อ  P.  fluorescens ส่ ว น ส ปี ชี ส์ อื่ น ท่ี ส า ม า ร ถ พ บ ได้ ใ น น ม ดิ บ  ไ ด้ แ ก่  P.  fulva,  
P. putida และ P. fragi 

Marchand และคณะ (2009)(24) ได้คัดแยกเชื ้อแบคทีเรียจากตัวอย่างนมดิบ  
ประเทศเบลเยี่ยม จากผลการทดลองพบว่า Pseudomonas เป็นจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดในตัวอย่างนม
ดิบ โดยพบร้อยละ 90.3 โดยสปีชีส์ท่ีพบมากท่ีสุด คือ P. fragi (ร้อยละ 33.9) รองลงมาคือ  
P. lundensis (รอ้ยละ 19.4)  

von Neubeck และคณะ (2015)(39) ไดค้ัดแยกเชือ้ Pseudomonas จากตัวอย่าง
นมดิบในประเทศเยอรมันและสโลวาเกีย โดยสปีชีสท่ี์พบมากท่ีสุด คือ P. proteolytica รองลงมา
คือ P. lundensis  

Caldera และคณะ (2016)(40) ได้คัดแยก Pseudomonas ได้ทั้งหมด 66 ไอโซ
เลท โดยสปีชีสท่ี์พบในนมดิบ ได้แก่ P. fragi, P. gassardii, P. proteolytica, P. brenneri และ  
P. rhodensiae ในขณะท่ี P. peli พบในตวัอย่างนมพาสเจอรไ์รซ ์

Meng และคณะ (2017)(35) พบว่า สามารถแยกเชือ้ Pseudomonas ได้ทัง้หมด 
143 ไอโซเลท ซึ่งประกอบด้วย Pseudomonas ทั้งหมด 14 สปีชีส ์โดยสปีชีสท่ี์พบมากท่ีสุด คือ 
P. fluorescens ล าดบัท่ีสอง คือ P. fragi และล าดบัท่ีสามคือ P. psychrophila  

Zhang และคณะ (2019)(41) ได้คัดแยก Pseudomonas จากตัวอย่างนมดิบ
ประเทศนิวซีแลนด ์โดยพบทัง้หมด 9 สปีชีส ์สปีชีสท่ี์พบมากท่ีสุด คือ P. psychrophila (รอ้ยละ 
39.02) รองลงมาคือ P. fluorescens (รอ้ยละ 37.53) 
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จะเห็นได้ว่า สปีชีสข์องเชือ้ Pseudomonas ท่ีท าใหเ้กิดการเน่าเสียจะแตกต่าง
กันขึน้อยู่กับอุณหภูมิและสภาวะแวดลอ้มของแต่ละพืน้ท่ี นอกจากนีล้ักษณะการเน่าเสียในนมท่ี
เกิดจาก Pseudomonas spp. จะแตกต่างกนัไปตามสปีชีสอ์ีกดว้ย(42) 

P. mosselii ไม่มีการรายงานว่าพบในนมดิบมาก่อน โดย P. mosselii คดัแยกได้
ครั้งแรกจากตัวอย่างทางการแพทย์ โดย  Dabboussi และคณะ (2002)(43) ซึ่ งจัดจ าแนก  
P. mosselii เป็นสปีชีสใ์หม่ โดยการสรา้งแผนภูมิเชิงวิวัฒนาการผ่านยีน 16S rDNA, oprF และ 
oprD ซึ่งเดิมจดัอยู่ในสปีชีส ์P. putida อย่างไรก็ตาม P. mosselii สามารถคดัแยกไดจ้ากตวัอย่าง
ดินเช่นเดียวกนั โดยมีรายงานดงันี ้ 

Giani และคณะ (2012)(44) สามารถคัดแยก P. mosselii ได้จากตัวอย่างดิน
บริเวณรอบรากพืช  

Zhou และคณะ (2022)(45) สามารถแยก P. mosselii ท่ีสามารถสร้างสาร 
เมแทบอไลตท์ติุยภมูิ (secondary metabolite) ในการยบัยัง้เชือ้ราไดจ้ากตวัอย่างดิน  

ทั้งนี ้การปนเปื้อนดินสู่นมดิบสามารถเกิดขึ ้นได้จากการขาดสุขอนามัยท่ี
เหมาะสมในฟารม์โคนมดังท่ีได้กล่าวไปข้างต้น ซึ่งอาจเป็นอีกเหตุผลหน่ึงท่ีท าให้สามารถพบ  
P. mosselii ไดจ้ากตวัอย่างนมดิบ  

 
 
 
 
………………………………….
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5. เอนไซมท์ี่ท าให้เกิดการเน่าเสียในนม 
นมดิบประกอบดว้ยเอนไซมท่ี์หลากหลาย ปัจจยัท่ีส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ดแ้ก่ ค่า 

pH และอุณหภูมิ โดยแบคทีเรียสามารถสรา้งไดท้ั้งเอนไซม์ท่ีส่งผลดี (desirable enzyme) ซึ่งท า
ใหเ้กิดรสชาติของชีส และเอนไซม์ท่ีส่งผลเสีย (undesirable enzyme) ซึ่งกระทบต่อคุณภาพของ
ผลิตภัณฑ์นม(46) โดยเอนไซม์เหล่านีส้ามารถพบไดใ้นนมดิบ และถูกจัดจ าแนกเป็น 2 กลุ่มหลัก 
ได้แก่ เอนไซม์ท่ีมีอยู่ เดิมในนม (indigenous enzyme) และเอนไซม์โปรติเอสจากแบคทีเรีย 
(bacterial enzyme)  

1. เอนไซมท่ี์มีอยู่เดิมในนม สามารถพบไดใ้นนมวัวมากกว่า 60 ชนิด(47) โดยเอนไซม์ท่ี
สามารถพบไดท้ั่วไป คือ พลาสมิน (plasmin) เปอรอ์อกซิเดส (peroxidase) คะตาเลส (catalase) 
และฟอสฟาเทส (phosphatase) โดยเอนไซมท่ี์มีอยู่เดิมในนมนี ้มกัเป็นเอนไซมท่ี์ไม่ทนความรอ้น 
(heat - labile enzyme) และไม่มีผลต่อคณุภาพของสารอาหารและรสสัมผสัของผลิตภณัฑน์ม ซึ่ง
เอนไซม์เหล่านี้สามารถถูกท าลายได้โดยกระบวนการท าความรอ้น ตัวอย่างเช่น เอนไซม์ลิโพ
โปรตีน ไลเปส (lipoprotein lipase) และเอนไซมฟ์อสฟาเทส สามารถถกูท าลายอย่างสมบูรณโ์ดย
กระบวนการพาสเจอรไ์รซ์(48) จากคุณสมบัติดังกล่าว จึงไดม้ีการใชก้ารตรวจพบเอนไซมฟ์อสฟาเทส 
มาบ่งชีคุ้ณภาพของนมท่ีผ่านกระบวนการพาสเจอรไ์รซใ์นโรงงานอุตสาหกรรมนม อย่างไรก็ตาม 
เอนไซม์บางชนิดท่ีมีอยู่เดิมในนมสามารถทนความรอ้นได้ เป็นสาเหตุให้เกิดการเน่าเสียหรือ
เส่ือมสภาพของผลิตภัณฑ์นมได้ ตัวอย่างเช่น การย่อยโปรตีนท่ีเกิดจากเอนไซม์พลาสมินท่ีทน 
ความรอ้น ซึ่งสภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซมอ์ยู่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และค่า 
pH 7.5 ปัจจัยส าคัญท่ีแยกความแตกต่างระหว่างพลาสมินและเอนไซม์โปรติเอสท่ีสรา้งจาก
แบคทีเรียคือ เอนไซมโ์ปรติเอสจากแบคทีเรียจะย่อยแคปปาเคซีนไดดี้กว่าเบตาเคซีนและแอลฟา 
เคซีน ในขณะท่ีพลาสมินสามารถย่อยเบตาเคซีนและแอลฟาเคซีนไดดี้กว่าแคปปาเคซีน(49) 

2. เอนไซมโ์ปรติเอสจากแบคทีเรีย แบคทีเรียสามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีทนความ
รอ้น (heat - stable enzyme) ท่ีสามารถย่อยพันธะเปปไทดข์องโปรตีนในนม เป็นผลท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงของคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี การท างาน และรสสัมผัสของนมและผลิตภัณฑน์ม 
การย่อยสลายโปรตีนในนมจะท าใหเ้กิดรสขม รสบูด เกิดลักษณะเป็นเจล และเกิดการเน่าเสียใน
นม (50) การปลดปล่อยเอนไซม์โปรติเอสในปริมาณสูง มักเกิดขึน้ในระยะ late log phase หรือ 
early stationary phase ของการเจริญของเชือ้(31) แบคทีเรียต่างชนิดกันสามารถสรา้งชนิดของ
เอนไซม์โปรติ เอสท่ีแตกต่างกัน และมี มวลโมเลกุลของเอนไซม์ท่ีแตกต่างกันด้วย เช่น 
Pseudomonas ส่วนใหญ่ สามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอสได้เพี ยงชนิดเดียว ซึ่ ง เป็น Zinc 
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metalloprotease ท่ีมีมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 47 - 50 กิโลดาลตัน มีช่วง pH ท่ีเหมาะสมเป็น 6.5 - 
8.0(51) ในขณะท่ีกลุ่ม  Bacillus สามารถสร้างชนิดของโปรติเอสท่ีแตกต่างมากกว่า เช่น 
Geobacillus stearothermophilus สามารถสร้าง metalloprotease 2 ขนาดท่ีมีมวลโมเลกุล
ประมาณ 67.6 และ 20 กิโลดาลตนั(52) เอนไซมโ์ปรติเอสส่วนใหญ่จากกลุ่มแบคทีเรียทนเย็น จะมี
ผลในการท าลายโปรตีนเคซีนมากกว่าโปรตีนเวย์(51) 

เอนไซมโ์ปรติเอสจากแบคทีเรียหลายชนิด สามารถทนความรอ้นและท างานไดห้ลังจาก
กระบวนการพาสเจอรไ์รซแ์ละยูเอชที เช่น เอนไซมโ์ปรติเอสท่ีไดจ้ากเชือ้ Pseudomonas ยังพบ
กิจกรรมของเอนไซม์รอ้ยละ 55 - 65 หลังจากกระบวนการพาสเจอรไ์รซ ์และยังคงกิจกรรมของ
เอนไซมร์อ้ยละ 20 - 40 หลงัจากกระบวนการใหค้วามรอ้นท่ี 140 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที
(53)จากการศึกษาของ Adams และคณะ (1975)(54) พบว่า เอนไซมโ์ปรติเอสจาก Pseudomonas 
10 สปีชีสท่ี์แตกต่างกัน ยังคงสามารถท างานไดห้ลังผ่านกระบวนการท าความรอ้นท่ี 149 องศา
เซ ล เซี ย ส  เ ป็ น เว ล า  10 วิ น า ที  แ ล ะ ยั ง พ บ ว่ า เอ น ไซ ม์ โป ร ติ เอ ส ท่ี ส ร้ า ง จ า ก  
G. stearothermophilus และ B. licheniformis ไม่มีการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม์ หลังจาก
ผ่านกระบวนการใหค้วามรอ้นท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ท่ีค่า pH เท่ากบั 7(52)  
 

5.1 เอนไซมโ์ปรติเอสที่สร้างจากเชือ้ Pseudomonas  
การศึกษาลักษณะเอนไซม์โปรติเอสท่ีสรา้งจาก Pseudomonas ครั้งแรก มีการ

รายงานโดย  Liao และ McCallus (1998)(55) ซึ่งค้นพบกลุ่มยีนท่ีแปลรหัสเป็น extracellular 
caseinolytic metalloprotease ใน P. fluorescens และเรียกเอนไซมนี์ว้่า AprX โดย operon ของ 
aprX ประกอบด้วย ยีน aprX แปลรหัสเป็นโปรตีน AprX หรือเอนไซมโ์ปรติเอส ยีน inh แปลรหัส
เป็นตัวยบัยั้งเอนไซมโ์ปรติเอส (protease inhibitor) กลุ่มยีน aprDEF แปลรหัสเป็นโปรตีน type I 
secretion (ABC transporter) ท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการปลดปล่อย AprX(56) กลุ่มยีน prtAB แปลรหสัเป็น 
two auto - secreted serine - protease และยีน lipA แปลรหัสเป็นเอนไซมไ์ลเปส (ภาพประกอบ 
1)(56, 57) โดยทั้ง AprX และ LipA สามารถทนความรอ้นได้แม้จะผ่านความรอ้นในกระบวนการ 
ยเูอชทีก็ตาม(58) 
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ภาพประกอบ 1 โครงสรา้งของ aprX operon (59) 

ยีนในส่วนของ operon นี ้อาจจะไม่พบในบางสายพนัธุ์ของเชือ้ Pseudomonas(60, 61)

ส่งผลใหสู้ญเสียความสามารถหรือมีความสามารถต ่าในการย่อยโปรตีนหรือไขมัน (55, 57) ในส่วน
ของนิวคลีโอไทดใ์นยีน aprX พบว่า มบีริเวณอนรุกัษ์สงูในสปีชีสข์อง Pseudomonas ท่ีแยกไดจ้าก
นมดิบ จึงท าให้สามารถใช้ยีน aprX ในการตรวจสอบการสรา้งเอนไซม์โปรติเอสในนมดิบได้
(62)นอกจากนีศ้ักยภาพในการย่อยโปรตีน อาจเกิดจากความแตกต่างของระดับการแสดงออกของ 
AprX (63) 

โครงสรา้งระดบัปฐมภมูิ (primary structure) ของโปรตีน AprX ประกอบดว้ย  
1. บริเวณ ท่ีช่วยในการเร่งปฏิกิ ริยา  (catalytic domain) หรือบริเวณจับ  Zn2+ 

(Zn2+binding domain) อยู่ ท่ีปลาย N - terminal โดยโดเมนนี้ประกอบด้วยล าดับกรดอะมิโน 
xxxQTLTHEIGHx×g  Lx×g LxHPx (ตัวอักษร x แสดง arbitrary amino acid) มีความส าคัญต่อ
การเร่งปฏิกิริยา โดย Zn2+ (สีเหลืองในภาพประกอบ 2) จะจับกับ histidine residues กรดกลูตา
มิก (glutamic acid) และ methionine residue (ภาพประกอบ 2)  

2. บริเวณจับ  Ca2+ (Ca2+binding domain) อยู่ ท่ีบริเวณปลาย C - terminal 
โดเมนนีป้ระกอบดว้ยล าดับกรดอะมิโนซ า้  ๆ คือ GG×g xD motif ในบริเวณล าดับซ า้  ๆ นี ้ส่วน
ของ Ca2+ จะประสานกบัหมู่ฟังกช์นัคารบ์อกซิเลตของแขนงขา้งกรดแอสพารติ์ก (aspartic acid 
side chains) และหมู่ฟังก์ชันคารบ์อนิลของกรดอะมิโนไกลซีนท่ีอยู่ในโครงสรา้งหลัก (glycine 
backbones)(64) motif นีเ้ป็นลกัษณะเฉพาะของการปลดปล่อยโปรตีนประเภท type I secretion(42) 

3. กรดอะมิโนท่ีไม่ชอบน า้ปริมาณมาก  
4. ไม่มีกรดอะมิโนซิสเตอีน แต่มีกรดอะมิโนไกลซีนปริมาณมาก(65)  
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ภาพประกอบ 2 AprX protein(59) 

จากการรายงานของ Kroll และ  Klostermeyer (1984)(66) แสดงค่า D - value 
(decimal reduction time) หรือระยะเวลาท่ีสามารถลดปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ลงได ้90 เปอรเ์ซ็นต ์
ณ อณุหภูมิและสภาวะหน่ึง ๆ ของ AprX ในนมเท่ากบั 124 วินาที ท่ีอณุหภมูิ 140 องศาเซลเซียส 
ส่งผลใหเ้อนไซมย์งัคงท างานไดแ้มผ่้านกระบวนการยูเอชทีมาแลว้ AprX สามารถ refold ไดอ้ย่าง
รวดเร็วและแม่นย า เมื่ออณุหภมูิลดต ่าลง เน่ืองจากการมีโครงสรา้งตติยภมูิ (tertiary structure) ท่ี
ยืดหยุ่น และเมื่อมีส่วนประกอบแคลเซียมในสารละลายรว่มดว้ยจะส่งผลใหเ้อนไซมม์ีความเสถียร
เพิ่มมากขึน้ ส่งผลให้ยากท่ีจะก าจัดเอนไซม์นีจ้ากนมด้วยความรอ้น(63, 67) โดยปกติโปรตีน AprX 
จะแสดงกิจกรรมของเอนไซมใ์นช่วงอณุหภมูิกวา้ง (0 - 55 องศาเซลเซียส) แต่จะมีช่วงท่ีเหมาะสม
ท่ีอณุหภมูิ 37 - 47 องศาเซลเซียส(68) 

 

glutamic acid 

methionine residue 

Zinc ion  

histidine residues 
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Zn2+binding domain 
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5.2 วิธีการควบคุมการเน่าเสียในนมจากเอนไซมโ์ปรติเอสจากแบคทีเรีย 

การลดผลกระทบท่ีไม่พึงประสงคจ์ากเอนไซมโ์ปรติเอสและเอนไซมท์นรอ้นอื่น ๆ ท่ี
สรา้งโดยจุลินทรียท์นเย็น สามารถท าไดใ้นทุกกระบวนการผลิตนม โดยมีการใช ้3 วิธีหลัก ไดแ้ก่ 
สุขอนามัย (hygiene) กระบวนการท าความเย็น (cooling) และการให้ความร้อนในนมดิบ 
(thermization) และเพื่อให้มีประสิทธิภาพในการป้องกันเอนไซมโ์ปรติเอส ควรมีการใชส้ามวิธีนี ้
รว่มกัน หากมีกระบวนการใดท่ีผิดพลาด กระบวนการอื่นอาจไม่เพียงพอท่ีจะลดปริมาณเอนไซม์ 
โปรติเอสใหต้ ่าไดเ้พียงพอในการป้องกนัการเส่ือมของคณุภาพในนม 

1. สุขอนามัย เมื่อปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นในนมสูงและมีการเก็บรักษานมใน
อณุหภมูิท่ีไม่เหมาะสม จะส่งผลใหม้ีการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสเป็นปริมาณมากในนม(4) ดังนัน้การ
รกัษานมให้มีปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ทนเย็นให้ต ่าท่ีสุด จึงมีความส าคัญในการควบคุมการสรา้ง
เอนไซม์โปรติเอส(19) โดยการควบคุมคุณภาพนม จ าเป็นตอ้งปฏิบัติตามหลักสุขอนามัยท่ีดีทั้งใน
ระดับฟาร์มและระดับอุตสาหกรรม เพื่อลดการปนเปื้อนทั้งก่อนและภายหลังการผลิต (73) 
นอกจากนีไ้บโอฟิลม์ท่ีสรา้งจากจุลินทรียซ์ึ่งเป็นพอลิเมอรท่ี์มีความเหนียวและยังเป็นบริเวณท่ีเป็น
แหล่งกกัเก็บแบคทีเรียเหล่านี ้สามารถปกป้องเชือ้จากสารฆ่าเชือ้ต่าง ๆ รวมถึงช่วยใหม้ีการสรา้ง
เอนไซมท์นรอ้นจากแบคทีเรียทนเย็นไดดี้ขึน้(21) ดว้ยเหตุนีน้มดิบท่ีไม่ปนเปื้อนจึงยังคงเกิดการเน่า
เสียไดห้ลงักระบวนการใหค้วามรอ้น ดงันัน้การท าความสะอาดและฆ่าเชือ้อุปกรณท์ัง้หมดท่ีสมัผัส
กบันมดิบจึงเป็นส่ิงท่ีจ าเป็นเพื่อป้องกนัการก่อตวัของไบโอฟิลม์ท่ีเกิดขึน้ 

2. กระบวนการท าความเย็น ถึงแม้ว่าจะมีกระบวนการใช้ความรอ้นในการฆ่าเชือ้
แบคทีเรียในนม แต่คุณภาพของผลิตภัณฑ์นมขั้นสุดท้ายอาจลดลงหากมีการสรา้งเอนไซม ์
โปรติเอสเกิดขึน้ในนมดิบท่ีไม่ไดเ้ก็บหรือท าใหเ้ย็นในสภาวะท่ีเหมาะสม การท าความเย็นเบือ้งตน้ 
(precooling) ใหเ้ร็วท่ีสดุจึงมีความส าคญัมากเน่ืองจากเมื่อนมออกจากเตา้จะมีอณุหภมูิประมาณ 
35 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ีเอือ้ต่อการเจริญของแบคทีเรียท่ีสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอส ส่งผล
ใหเ้กิดการสรา้งเอนไซมข์ึน้น าไปสู่การย่อยโปรตีนในนมดิบ นอกจากการท าความเย็นเบือ้งตน้แลว้ 
ควรมีการท าความเย็นอย่างรวดเร็วท่ีอุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียสหรือต ่ากว่าหลงัจากกระบวนการให้
ความรอ้น(27) อย่างไรก็ตาม แมว้่าจะมีการใช้กระบวนการท าความเย็นท่ีเหมาะสมแลว้แต่อาจมี
การสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสไดใ้นขณะท่ีมีปริมาณแบคทีเรียท่ีต ่าและในระยะแรกของการเจริญของ
แบคทีเรีย จากงานวิจัยของ Alves และคณะ (2018)(74) พบว่าอุณหภูมิตูเ้ย็นท่ีมกัใชใ้นการเก็บนม
ดิบไม่สามารถยับยั้งการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอส ถา้มีจ  านวนแบคทีเรียทนเย็นเริ่มตน้สูงกว่า 3 log 
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CFU/mL ดงันัน้หากมีปริมาณจุลินทรียเ์ร่ิมตน้สูง อาจจ าเป็นตอ้งมีช่วงการเก็บท่ีสัน้ลงเพื่อป้องกัน
การสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอส(22)  

3. การใหค้วามรอ้นในนมดิบ บริษัทนมขนาดใหญ่มกัตอ้งเก็บนมดิบในแทงกภ์ายใต้
สภาวะท่ีแช่เย็นเป็นเวลาหลายชั่วโมงหรือหลายวนัก่อนท่ีจะมีการฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น นมดิบจึง
จ าเป็นตอ้งผ่านกระบวนการใหค้วามรอ้นเบือ้งตน้ เน่ืองจากแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดใ้นท่ีเย็น
ส่วนใหญ่ไม่สามารถทนความรอ้นได้(74)  
 

5.3 การตรวจสอบการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส 
การสรา้งเอนไซม์โปรติเอสสามารถตรวจสอบได้จากกิจกรรมการย่อยโปรตีน ซึ่งมี

วิ ธี ก า รต รว จ ส อ บ ห ล าย แบ บ  ได้ แ ก่  agar - based methods, electrophoresis, high - 
performance liquid chromatography ( HPLC) , immunological methods, zymographic 
methods, spectrophotometric methods และ fluorometric methods(75) แต่วิธี ท่ีนิยมใช้มาก
ท่ีสดุมี 3 วิธีดงันี ้

1. agar - based methods โดยใช้อาหาร calcium caseinate agar ซึ่งคิดค้นเป็น
ครัง้แรกโดย Frazier และ Rupp (1928)(76) วิธีการท าไดโ้ดยน าเชือ้ทดสอบมาลงในอาหารดงักล่าว 
หากเชือ้มีการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสจะสามารถย่อย calcium caseinate ท่ีท าใหอ้าหารมีลักษณะ
ขาวขุ่น ไปเป็นสารท่ีสามารถละลายน า้ได ้(soluble components) ท าใหเ้กิดโซนใส (clear zone) 
รอบโคโลนีของเชือ้(76) วิธีการนีส้ามารถท าไดร้วดเร็ว มีต้นทุนต ่าและง่าย เหมาะส าหรบัคัดเลือก
แบคทีเรียท่ีสามารถย่อยโปรตีนได้ในเบือ้งต้น อย่างไรก็ตาม วิธีการนีไ้ม่สามารถใชส้ าหรบัการ
วิเคราะหแ์บบวดัปริมาณได ้(quantitative analysis)  

2. spectrophotometric methods วิธีนีอ้าศยัหลกัการคือ เมื่อซบัสเตรต (substrate) 
ท าปฏิกิริยากบัเอนไซมโ์ปรติเอสจะมีการสรา้งผลิตภณัฑท่ี์มีสี ซึ่งสามารถตรวจความเขม้สีโดยใช้
เครื่อง spectrophotometer ได ้ตวัอย่างของซบัสเตรตท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ azocasein ซึ่งเป็นอนพุนัธ์ท่ี
มี สี (chromogenic derivative) ของเคซีน ซึ่งมีการน ามาใช้เป็นครั้งแรกโดย Charney และ 
Tomarelli (1947)(77) โดยเอนไซมโ์ปรติเอสจะย่อยสลาย azocasein ส่งผลใหม้ีการปลดปล่อย azo 
dye ท่ีมีสีแดงสามารถละลายไดใ้น trichloroacetic acid วัดความเขม้ของสีแดงท่ีเกิดขึน้ท่ีค่าการ
ดดูกลืนแสงท่ี 400 นาโนเมตร วิธีการนีเ้ป็นวิธีท่ีนิยมน ามาใชใ้นการวดักิจกรรมการย่อยโปรตีนของ
เอนไซม ์เน่ืองจากสีแดงท่ีเกิดจากปฏิกิริยามีความเสถียร  และสามารถใชว้ดักิจกรรมของเอนไซม์
ในปริมาณท่ีต ่าได้(31)  
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3. zymography เป็นวิธีในการวิเคราะห์กิจกรรมการย่อยโปรตีน ซึ่งสามารถท าได้
ง่าย และสามารถวดัปริมาณได ้วิธีการท าไดโ้ดยผสมซบัสเตรต (เคซีน) ลงใน polyacrylamide gel 
จากนัน้หยอดเอนไซมโ์ปรติเอสลงบริเวณหลมุ (well) ดา้นบน น าไปแยกโปรตีนดว้ยวิธีอิเล็กโทรโฟรี
ซิส (electrophoresis)(78) ซับสเตรตภายในเจลจะถูกย่อยโดยเอนไซม์โปรติเอสท่ีมีมวลโมเลกุล
แตกต่างกัน กิจกรรมการย่อยโปรตีนจะสามารถมองเห็นเป็นแถบใส (clear bands) บนบริเวณ 
ต่าง ๆ ของเจล ซึ่งแถบใสดังกล่าวจะไม่ถูกยอ้มดว้ยสี Coomassie brilliant blue(79) ขอ้จ ากัดของ
วิธีการนีคื้อ การใชส้ารเคมีท่ีมีความอนัตรายและเป็นวิธีท่ีมีความไวต ่าในการตรวจสอบเปปไทดท่ี์มี
ขนาดโมเลกุลเล็ก(80)  

6. แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) 
แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) หรือโดยทั่วไปเรียกว่า เฟจ (phage) เป็นไวรสัท่ีบุกรุก

เฉพาะเซลลแ์บคทีเรีย เพิ่มจ านวนภายในเซลลเ์หล่านั้น และท าใหแ้บคทีเรียตายดว้ยการท าใหผ้นัง
เซลลข์องแบคทีเรียแตกออก ค าว่า แบคเทอริโอเฟจ ถูกบัญญัติขึน้เป็นครัง้แรก ในปี ค.ศ. 1917 
โดย Félix d'Hérelle นกัวิทยาศาสตรช์าวฝรั่งเศสเชือ้สายแคนาดา เพื่อใชเ้รียกไวรสัท่ีเขา้ติดเชือ้ใน
แบคทีเรีย โดยอนภุาคเฟจพบแพรห่ลายในทกุระบบนิเวศท่ีมีแบคทีเรียอยู่ (ประมาณ 1032 อนภุาค)  

6.1 โครงสร้างของเฟจ  
เฟจประกอบดว้ยโครงสรา้งหลกั 2 ส่วน คือ 
1. สารพันธุกรรม (genome) หรือกรดนิวคลิอิก (nucleic acid) อาจเป็นดีเอ็นเอหรือ 

อารเ์อ็นเออย่างใดอย่างหน่ึง ทั้งนีส้ารพันธุกรรมอาจมีรูปร่างเป็นเส้น ( linear) เป็นวง (circular) 
หรือแบ่งเป็นหลายชิน้ (segmented)  

2. แคพซิด (capsid) เป็นโปรตีนห่อหุ้มสารพันธุกรรมไว้มักมีรูปร่างเป็นรูปหลาย
เหล่ียม (polyhedral) ซึ่งประกอบขึน้จากโปรตีนหน่วยย่อย เรียกว่า แคพโซเมอร ์(capsomer) ท่ียึด
เกาะกนัดว้ยพนัธะโควาเลนต ์(ภาพประกอบ 3) 

นอกจากนีอ้าจพบองคป์ระกอบอื่นในเฟจบางชนิด ไดแ้ก่ เยื่อหุม้ (envelope) เป็นชั้น
ของลิโพโปรตีน (lipoprotein) ท่ีหุ้มแคพซิดไวซ้ึ่งส่วนประกอบนีไ้ด้มาจากเยื่อหุ้มเซลลข์องโฮสต ์
และโปรตีนประกอบ (protein apparatus) เป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีเป็นโครงสร้างประกอบของ
อนุภาคเฟจท่ีนอกเหนือจากแคพซิด ได้แก่ หาง (tail fibers), central spike, baseplate เป็นต้น 
(ภาพประกอบ 3) 
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ภาพประกอบ 3 โครงสรา้งของเฟจ(81) 

6.2 การจัดจ าแนกเฟจ 
การจัดจ าแนกเฟจในปัจจุบันมีการจัดจ าแนกให้เป็นระบบเดียวกัน โดยองค์กร

International Committee for Taxonomy of Viruses หรือ ICTV โดยก าหนดรูปแบบการตั้งชื่อ
ไวรสัซึ่งใหใ้ชภ้าษาละติน หรือภาษากรีกลงทา้ยชื่อดังนี ้Order ลงท้ายเป็น  - virales, Family ลง
ทา้ยเป็น  - viridae, Subfamily ลงทา้ยเป็น  - virinae และ Genus ลงทา้ยเป็น  - virus โดยแบ่ง
ไวรสัทัง้หมดออกเป็น 59 Order 189 Family ซึ่งเฟจถูกจดัแบ่งเป็น 15 Order ซึ่งรวม Order ท่ียัง
ไม่ได้ตั้งชื่อ 1 Order (unassigned) และ 49 Family (ภาพประกอบ 4 และตาราง 1) (ข้อมูล ณ 
วนัท่ี 18 พฤศจิกายน 2564)  
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ภาพประกอบ 4 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของเฟจในแฟมิลีต่าง ๆ(82) 
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จากการศึกษาเฟจโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนตั้งแต่ปี ค.ศ. 1959(83) พบว่า 
เฟจส่วนใหญ่จัดเป็นเฟจมีหาง โดยแฟมิลีท่ีมีการศึกษามากท่ีสุดมี 3 แฟมิลี คือ Myoviridae, 
Siphoviridae และ Podoviridae โดยแต่ละแฟมิลีมีลกัษณะดงันี ้(ภาพประกอบ 5) 

Myoviridae ส่วนหัวเป็นรูปร่างเหล่ียมแบบสมมาตร (icosahedral symmetry) มี
แคพซิดห่อหุม้จีโนม ไม่มีเยื่อหุม้ หางสามารถยืดหดได ้และมีชีท (sheath) หุม้รอบหาง เฟจกลุ่มนี้
พบรอ้ยละ 25.1 ของเฟจมีหางทัง้หมด  

Siphoviridae ส่วนหวัเป็นรูปรา่งเหล่ียมแบบสมมาตร มีแคพซิดห่อหุม้จีโนม ไม่มีเยื่อ
หุ้ม มีหางยาว แต่ไม่สามารถยืดหดได้ และไม่มีชีทหุ้มรอบหาง พบรอ้ยละ 60.8 ของเฟจมีหาง
ทัง้หมด  

Podoviridae ส่วนหัวเป็นรูปรา่งเหล่ียมแบบสมมาตร มีแคพซิดห่อหุม้จีโนม ไม่มีเยื่อ
หุม้ มีหางสั้น และไม่สามารถยืดหดได้ และไม่มีชีทหุ้มรอบหาง พบรอ้ยละ 14.1 ของเฟจมีหาง
ทัง้หมด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งของเฟจมีหาง  (tailed phage) ในแฟมิลี Myoviridae, Siphoviridae 
และ Podoviridae(84) 
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6.3 วงชีวิตของเฟจ 
วงชีวิตของเฟจ แบ่งออกเป็น 2 แบบ คือ วงชีวิตแบบไลติค (lytic cycle) และวงชีวิต

แบบไลโสเจนิค (lysogenic cycle)(85)  
6.3.1 วงชีวิตแบบไลติค (lytic cycle)  

เฟจมีวงชีวิตเช่นนีเ้รียกว่า ไลติคเฟจ (lytic phage) หรือไวรูเรนต์เฟจ (virulent 
phage) การเพิ่มจ านวนโดยใชว้งชีวิตนี ้ประกอบดว้ย 5 ขัน้ตอน (ภาพประกอบ 6) ดงันี ้

1. การเกาะติด (attachment หรือ adsorption) การเกาะติดของเฟจเร่ิมจากการ
ชนกันแบบสุ่มระหว่างเฟจและโฮสต์แบคทีเรียผ่านการเคล่ือนท่ีแบบบราวเนียน (Brownian 
motion)(86) จากนั้นจึงเกิดการยึดเกาะท่ีไม่สามารถยอ้นกลับได้ (irreversible binding) โดยอาศัย
โปรตีนเกาะติดของเฟจ (receptor binding proteins; RBPs) จับกับรีเซพเตอร ์(receptor site) 
ของแบคทีเรีย(87) ส่งผลท าใหเ้กิดการเกาะติดแบบจ าเพาะ(88) โดยจ านวนและต าแหน่งของ RBPs 
จะแตกต่างกันตามโครงสรา้งของเฟจ (ภาพประกอบ 5) ตัวอย่างของ RBPs ได้แก่ tail fibers, 
central spike, baseplate และโครงสรา้งแคพซิด(88, 89) ในส่วนของต าแหน่งรีเซพเตอรบ์นเซลล์
แบคทีเรียอาจเป็นลิโพพอลิแซคคาไรด ์(lipopolysaccharide) เปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) 
กรดไทโคอิก (teichoic acid) พอริน (porin) พิไล (pili) หรือแฟลกเจลลา เป็นตน้(90) ซึ่งแตกต่างกัน
ไปขึน้อยู่กับว่าเป็นแบคทีเรียแกรมบวกหรือแกรมลบ รวมถึงอาจแตกต่างกันในระดับสปีชีสแ์ละ
สายพั นธุ์ ของแบคที เรียด้วย (91) โดยการยึด เกาะของเฟจกับ โฮสต์จะเกิด ท่ีต าแห น่ ง 
รีเซพเตอรท่ี์จ าเพาะ ดังนั้นในขั้นตอนนีจ้ึงเป็นขั้นตอนท่ีมีความจ าเพาะสูง (92) ซึ่งเฟจส่วนใหญ่มี
ความสามารถในการติดเชือ้แบคทีเรียไดเ้พียงหน่ึงหรือสองสปีชีสเ์ท่านัน้ 

2. การส่งกรดนิวคลีอิกของเฟจเข้าสู่ เซลล์ของแบคทีเรีย (penetration) ใน
ขัน้ตอนนีเ้ฟจจะปลดปล่อยเพียงกรดนิวคลีอิกผ่านผนงัเซลลเ์ขา้สู่ไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของ
เซลลแ์บคทีเรีย โดยท่ีส่วนของแคพซิดและองคป์ระกอบอื่นจะยงัคงอยู่ภายนอกเซลลแ์บคทีเรีย 

3. การสังเคราะห์กรดนิวคลีอิกและโครงสรา้งของเฟจ (biosynthesis) เมื่อกรด
นิวคลีอิกของเฟจเขา้สู่เซลลข์องแบคทีเรีย การสังเคราะหอ์ารเ์อ็นเอและดีเอ็นเอของแบคทีเรียจะ
หยุดลง จากนั้นจึงมีการสังเคราะหก์รดนิวคลีอิกและโปรตีนของเฟจ โดยอาศัยองคป์ระกอบหรือเม
แทบอลิซึมของโฮสต ์เร่ิมจากการจ าลองดีเอ็นเอของเฟจ จากนัน้ดีเอ็นเอของเฟจจะถกูถอดรหสัเป็น 
mRNA ซึ่ง mRNA นีจ้ะถูกแปลรหัสเป็นโปรตีนของเฟจต่อไป โดยการแปลรหัสในช่วงแรก (early 
mRNA) จะถูกแปลรหัสเป็นเอนไซม์และโปรตีนท่ีจ าเป็นส าหรับการติดเชื ้อในแบคทีเรีย ส่วน 
mRNA ท่ีถกูสรา้งขึน้ในช่วงหลงั (late mRNA) จะถูกแปลรหัสเป็นโปรตีนโครงสรา้งของเฟจ ไดแ้ก่ 
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แคพซิด หาง รวมถึงเอนไซมท่ี์จ าเป็นในการแตกสลายเซลลแ์บคทีเรียเพื่อปลดปล่อยอนภุาคเฟจรุ่น
ใหม่ออกมา 

4. การประกอบตัวของเฟจ (maturation หรือ assembly) ในขั้นตอนนี้โปรตีน
โครงสรา้งของเฟจจะเกิดการประกอบตัวเข้าด้วยกัน โดยส่วนของกรดนิวคลีอิกของเฟจท่ีถูก
สงัเคราะหข์ึน้จะถูกบรรจุเขา้สู่แคพซิด จากนั้นส่วนประกอบของแคพซิด ชีทห่อหุม้ และหางจะถูก
น ามาเชื่อมต่อกนัและประกอบกนัเป็นอนภุาคเฟจท่ีสมบูรณ ์

5. การแตกสลายของแบคทีเรีย (lysis) ในขั้นตอนนี้อนุภาคเฟจรุ่นใหม่จะถูก
ปลดปล่อยออกมาหลงัจากเซลลแ์บคทีเรียแตกสลายแลว้ ซึ่งเกิดจากการถูกย่อยดว้ยเอนไซมจ์าก
เฟจ ไดแ้ก่ เอนโดไลซิน (endolysin) และโฮลิน (holin)  

 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 6 วงชีวิตแบบไลติค(93) 

6.3.2 วงชีวิตแบบไลโสเจนิค (lysogenic cycle) 
เฟจท่ีมีวงชีวิตแบบไลโสเจนิคนีจ้ะเรียกว่า ไลโสเจนิคเฟจ (lysogenic phage) 

ห รือ เทม เพ อ เรต เฟจ  (temperate phage) (ภ าพป ระกอบ  7) โดยวงชี วิ ตแบบ ไล โส เจ 
นิค ประกอบดว้ยขัน้ตอนต่าง ๆ ดงันี้(85) 

1. การเกาะติด จะมีลกัษณะเช่นเดียวกบัวงชีวิตแบบไลติค 
2. การส่งกรดนิวคลีอิ กของเฟจ เข้าสู่ เซลล์ของแบคที เรีย  โดย เริ่มจาก 

ดีเอ็นเอของเฟจจะถูกส่งเขา้ไปในไซโตพลาสซึมของแบคทีเรียในรูปสายตรงจากนัน้จะถกูเปลี่ยนให้
อยู่ในรูปวงแหวนปิด  

3. การแทรกดี เอ็น เอของเฟจในโครโมโซมของโฮสต์  ( integration) เมื่ อ 
ดีเอ็นเอของเฟจเขา้สู่เซลลข์องแบคทีเรีย เฟจจะเริ่มจ าลองดีเอ็นเอ ถอดรหัสและแปลรหัสไดเ้ป็น
โปรตีนยับยั้ง (repressor protein) ซึ่งท าหนา้ท่ีขัดขวางการท างานของ RNA polymerase ส่งผล
ใหไ้ม่สามารถเกิดการสงัเคราะหอ์ารเ์อ็นเอและโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบต่าง ๆ ของเฟจได ้จากนั้น
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เฟจจะแทรกดีเอ็นเอของเฟจเขา้สู่โครโมโซมของแบคทีเรีย โดยอาศยัการท างานของเอนไซมอ์ินทิเก
รส (integrase enzyme) ซึ่งเฟจในระยะนี้จะถูกเรียกว่า โปรเฟจ (prophage) โดยแบคทีเรียท่ีมีดี
เอ็นเอของเฟจแทรกอยู่หรือมีโปรเฟจ จะเรียกแบคทีเรียนัน้ว่า ไลโสเจน (lysogen) เมื่ออยู่ในระยะนี้
โปรเฟจจะถูกเพิ่มจ านวนไปพรอ้ม  ๆ กบัการจ าลองดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ส่งผลใหแ้บคทีเรียเซลล์
ใหม่ท่ีเกิดขึน้มีโปรเฟจแฝงอยู่ จากการแทรกของโปรเฟจนีอ้าจท าใหแ้บคทีเรียมีการเปล่ียนแปลง 
phenotype ท่ีแตกต่างไปจากเดิม เช่น เกิดการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ หรือเปล่ียนจากสายพนัธุ์ท่ีไม่ก่อ
โรค (non - pathogenic strain) ไปเป็นสายพันธุ์ท่ีก่อโรคได้ (virulent strain) ซึ่งปรากฏการณ์นี้
เรียกว่า lysogenic conversion  

4. การชักน าสู่วงชีวิตแบบไลติค (induction) การชักน าเขา้สู่วงชีวิตแบบไลติค
อาจเกิดจากหลายสาเหตุ เช่น ดีเอ็นเอของแบคทีเรียไดร้บัความเสียหาย โปรเฟจจึงหลุดออกจาก
โครโมโซมของแบคทีเรียเขา้สู่วงชีวิตแบบไลติค รวมถึงอาจเกิดจากส่ิงแวดลอ้มภายนอก เช่น แสง
อลัตราไวโอเลต (ultraviolet) หรือสารเคมี เช่น มิโตมัยซินซี (mitomycin C) ส่งผลใหโ้ปรตีนยับยั้ง
ถกูท าลาย และเหน่ียวน าใหเ้ฟจเขา้สู่วงชีวิตแบบไลติคได้(94)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพประกอบ 7 วงชีวิตของไลโสเจนิคเฟจ(93) 
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6.4 กราฟการเจริญของเฟจ (one - step growth curve) 

การศึกษากราฟการเจริญของเฟจเกิดขึ ้นครั้งแรกในปี  ค.ศ. 1939 โดย Max 
Delbrück และ Emory Ellis นักชีวเคมีชาวอเมริกัน(95) โดยกราฟการเจริญของเฟจ เป็นการศึกษา
การเจริญของเฟจอย่างต่อเน่ือง ท าใหท้ราบถึง latent period ซึ่งหมายถึง ระยะเวลาตัง้แต่เฟจเร่ิม
เกาะติดจนถึงเวลาท่ีเฟจท าให้เซลลแ์บคทีเรียเกิดการแตกครั้งแรก และ rise period หมายถึง 
ระยะเวลาท่ีเฟจท าใหเ้ซลลแ์บคทีเรียแตกครัง้แรกเป็นตน้ไป โดย burst size แสดงจ านวนอนุภาค
ของเฟจหลังจากเพิ่มจ านวนต่อโฮสต์ 1 เซลล์ ค านวณได้จากอัตราส่วนของจ านวนเฟจท่ีถูก
ปลดปล่อยออกมาจากเซลล์แบคทีเรียในช่วงสุดท้ายของ latent period ต่อจ านวนเฟจท่ีถูก
ปลดปล่อยออกมาจากเซลลแ์บคทีเรียครัง้แรก(96) (ภาพประกอบ 8) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 8 กราฟการเจริญของเฟจ(97)
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6.5 การศึกษาล าดับจีโนมทั้งหมดของเฟจ 
ในปัจจุบันการศึกษาล าดับจีโนมของเฟจ มีวัตถุประสงคเ์พื่อคัดแยกและจัดจ าแนก

คณุลกัษณะ โดยอาศัยการจัดเรียงตัวของบริเวณยีนอนุรกัษ์ (conserved genes) ล าดับนิวคลีโอ
ไทดแ์ละ ล าดบักรดอะมิโน (98, 99) การหาล าดบัคู่เบสท่ีสมบูรณข์องเฟจชดุแรกส าเร็จในปี ค.ศ.1977 
โดยพบว่าเฟจ ΦX174 มีสารพันธุกรรมแบบ single stranded DNA (ssDNA) และมีขนาดเท่ากับ 
5,386 คู่เบส(100) และการศึกษาล าดับคู่เบสของเฟจท่ีมีสารพันธุกรรมแบบ double - stranded 
DNA (dsDNA) ท่ีส าเร็จตัวแรกคือ เฟจ lambda โดยพบว่ามีขนาดจีโนมเท่ากับ 48,502 คู่เบส(101) 
ความกา้วหนา้ในการศึกษาจีโนมเฟจสามารถบอกไดว้่าจีโนมของเฟจมีปฏสิัมพนัธก์นัอย่างไร และ
จีโนมของเฟจมีปฏิสัมพันธ์ต่อจีโนมของโฮสต์ของเฟจนั้นอย่างไร นอกจากนี้เฟจมีกลไกการ
วิวฒันาการอย่างไร นอกจากนี ้จีโนมของเฟจถกูน ามาใชเ้ป็นเครื่องมือในเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม
ต่าง ๆ เช่น การน าจีโนมเฟจไปใชเ้ป็นดีเอ็นเอพาหะส าหรบัการเพิ่มจ านวนยีน (gene cloning) ท่ี
สนใจ(102, 103) โดยการศึกษาล าดับจีโนมทั้งหมดของเฟจ ท าให้ได้ข้อมูลความยาวของจีโนมเฟจ 
ลักษณะของจีโนมเฟจ (linear หรือ circular) ชนิดของสารพันธุกรรม (ssRNA, dsRNA, ssDNA 
หรือ dsDNA) สัดส่วนของคู่เบส guanine และ cytosine (GC content) โดยข้อมูลล าดับคู่เบส
ทัง้หมดของเฟจจะถกูน าไปวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรมต่าง ๆ และเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู ช่วยท าให้
ทราบขอ้มูล ได้แก่ ต าแหน่ง open reading frames (ORFs) ข้อมูลโปรตีนท่ีถอดรหัสได ้(protein 
encode) โดยการศึกษาล าดับจีโนมทั้งหมดของเฟจมีความส าคัญอย่างมากต่อการน าเฟจไป
ประยกุตใ์ช ้โดยมีก าหนดใหเ้ป็นหน่ึงในคณุสมบติัของเฟจที่ควรตรวจสอบก่อนการน าเฟจไปใชเ้ป็น
ตวัควบคุมทางชีวภาพ โดยผลการวิเคราะหล์ าดับจีโนมเฟจท่ีตอ้งการทราบ คือ เฟจมีวงชีวิตแบบ
ใด เน่ืองจากเฟจท่ีสามารถน าไปประยุกตใ์ชไ้ดต้อ้งเป็นไลติกเฟจ ซึ่งตอ้งไม่ปรากฏยีนท่ีเกี่ยวขอ้ง
กับวงชีวิตแบบไลโสเจนิค ได้แก่ integrase gene, repressor gene และ anti - repressor gene 
นอกจากนีจ้ีโนมเฟจตอ้งไม่ปรากฏยีนท่ีแปลรหสัใหส้ารพิษหรือไม่ปรากฏยีนดือ้ยา  
 

6.6 การประยุกตใ์ช้เฟจในการก าจัดเชือ้แบคทีเรียในนม 
เฟจมีบทบาททัง้ในดา้นท่ีดีและไม่ดีในการผลิตนม โดยมุมมองก่อนหนา้นีพ้บว่า เฟจ

เป็นสาเหตุหลักท่ีท าลายหัวเชื ้อในการหมักนมส่งผลให้นมหมักล้มเหลวและก่อให้เกิดความ
เสียหายทางเศรษฐกิจ(104) แต่ในปัจจุบนัเฟจถูกน ามาใชใ้นทางท่ีเป็นประโยชนม์ากขึน้ โดยใชเ้ป็น
ตัวควบคุมทางชีวภาพในการลดจ านวนเชื ้อก่อโรคหรือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุการเน่าเสียใน
ผลิตภณัฑน์ม(105) โดยงานวิจยัท่ีใชเ้ฟจในการควบคมุเชือ้แบคทีเรียในนม มีดงันี ้
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Tanaka และคณะ (2018)(106) ไดศึ้กษาความสามารถของเฟจ HU1 ในการควบคุม 
P. lactis YT4 ในอาหารเหลว 3 ประเภท ไดแ้ก่ CM - LB broth นมขาดมนัเนย และนมเต็มมนัเนย 
ท่ีอุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จากผลการทดลองพบว่า เฟจ HU1สามารถลด
ปริมาณ P. lactis YT4 ลงประมาณ 3 log CFU/mL ในอาหารเหลวทัง้ 3 ชนิด ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 32 
เมื่อเทียบกบัชดุควบคมุหรือชุดการทดลองท่ีไม่มีการเติมเฟจ ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าเฟจสามารถน ามา
ประยกุตใ์ชใ้นการลดจ านวนเชือ้ในนมและผลิตภัณฑน์มได ้ซึ่งช่วยในการรกัษาคณุภาพของนมดิบ
และผลิตภณัฑน์ม 

Tahir และคณะ (2017)(107) ศึกษาความสามารถของเฟจ SA, SA2 และ SANF ใน
การควบคุม Staphylococcus aureus RP โดยท าการทดสอบในนมพาสเจอรไ์รซท์างการค้า ท่ี
อณุหภมูิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส จากการทดลองพบว่า เฟจ SANF แสดงประสิทธิภาพสูงท่ีสุด
ในการลดปริมาณ S. aureus RP ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยสามารถลดปริมาณเชือ้ได้ 
รอ้ยละ 96 อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพจะลดลงเมื่อบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถ
ลดปริมาณเชือ้ไดเ้พียงรอ้ยละ 31 เช่นเดียวกบัเฟจ SA ท่ีประสิทธิภาพในการลดจ านวน S. aureus 
RP ลดลงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีเฟจ SA2 มีประสิทธิภาพในการลด S. aureus 
RP เพิ่มขึน้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากการศึกษานีช้ีใ้หเ้ห็นว่าเฟจสามารถใชเ้ป็นตวัควบคุม
ทางชีวภาพในนมได ้

O’Flaherty และคณะ (2005)(108) ศึกษาความสามารถของเฟจ K ในการควบคุม  
S. aureus DPC5645 ซึ่งดือ้ยาปฏิชีวนะอิริโทรมัยซิน โดยท าการทดสอบในอาหารเหลว 8 ชนิด 
ไ ด้ แ ก่  Brain - heart infusion (BHI)  broth, Heat treated (HT)  milk, raw milk, Dry cow 
secretion (DCS), HT whey, whey, unhomogenized milk และ homogenized milk ท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส จากผลการทดลองพบว่า เฟจ K สามารถลดปริมาณ S. aureus DPC5645 ใน
อาหารเหลว BHI, HT milk, HT whey และ whey ไดโ้ดยลดปริมาณ S. aureus DPC5645 จนไม่
สามารถตรวจสอบไดภ้ายใน 2 หรือ 4 ชั่วโมงหลงัจากการเติมเฟจ แต่เฟจ K ไม่สามารถลดปริมาณ 
S. aureus DPC5645 ได้ในอาหารเหลว raw milk, DCS, unhomogenized milk และลดจ านวน
ไดน้อ้ยในอาหาร homogenized milk จากการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าเฟจ K แสดงประสิทธิภาพใน
การควบคุมเชือ้แบคทีเรียไดดี้ในอาหารท่ีผ่านความรอ้น ดงันัน้ส่ิงท่ีขัดขวางการเขา้ติดเชือ้ของเฟจ
อาจเกิดจากอิมมโูนโกลบูลินท่ีไม่ทนความรอ้น (heat - labile immunoglobulins)  
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McLean และคณะ (2013)(109) ศึกษาความสามารถของเฟจรูปแบบผสม ไดแ้ก่ EC6, 
EC9, EC11 ท่ีความเข้มข้นเท่ากับ  9 log CFU/mL ในการควบคุม Escherichia coli ATCC 
25922, E. coli O127: H6 และ E. coli O5:H -  ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 5 log CFU/mL ในนมยเูอช
ทีและนมดิบท่ีอุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และท่ีอณุหภมูิตูเ้ย็นท่ีช่วงอณุหภูมิ
ประมาณ 5 - 9 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 168 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบว่า เฟจผสมสามารถ
ลดจ านวน E. coli ทั้ง 3 สายพันธุ์ ในนมยูเอชทีท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนถึงระดับท่ีไม่
สามารถตรวจสอบได ้ภายใน 3 ชั่วโมง และท่ีอณุหภมูิตูเ้ย็นภายใน 24 ชั่วโมง ซึ่งการทดลองในนม
ยเูอชทีพบว่า ไม่มีการกลบัมาเจริญซ า้ของ E. coli ทัง้ 3 สายพนัธุ ์และจากผลการทดลองในนมดิบ
พบว่า เฟจผสมสามารถลดจ านวน E. coli ทัง้ 3 สายพันธุ์ ภายใน 3 หรือ 6 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตาม พบว่า E. coli O5:H -  กลับมาเจริญอีกครัง้หลังจาก 9 ชั่วโมง จาก
การทดลองชีใ้หเ้ห็นว่า เฟจรูปแบบผสมมีประสิทธิภาพในการเป็นตวัควบคุมทางชีวภาพทั้งในนมยู
เอชทีและนมดิบ 
 

6.7 ปัจจัยที่มีผลต่อการติดเชือ้ของเฟจ 
การติดเชือ้ของเฟจขึน้อยู่กบั 3 ปัจจยั ดงันี ้(ภาพประกอบ 9)  
1. อัตราส่วนของเฟจต่อโฮสต ์(phage - host ratio) 

อตัราส่วนของจ านวนเฟจต่อจ านวนเซลลแ์บคทีเรียท่ีเหมาะสมจะแตกต่างกันไป
ตามชนิดของเฟจและสายพนัธุข์องแบคทีเรีย(110)  

2. เนือ้สัมผัสอาหาร (food matrix) 
เนือ้สัมผัสอาหารท่ีซับซอ้น มักจะรบกวนการเขา้เกาะติดของเฟจ(111) โครงสรา้ง

ทางเคมีกายภาพของเนือ้สมัผสัอาหารอาจส่งผลต่อประสิทธิภาพของเฟจ คืออาจท าใหเ้กิดการเขา้
เกาะท่ีไม่จ  าเพาะกับโมเลกุลของอาหาร เนือ้สัมผสัอาหารอาจขัดขวางการพบกนัระหว่างเฟจและ
แบคทีเรีย หรือการมีสารยบัยัง้เฟจอยู่ในอาหาร เช่น แอนติบอดีในนมดิบ เป็นตน้ นอกจากนีอ้าหาร
ท่ีเป็นของเหลว เจล หรือของแข็ง รวมถึงองค์ประกอบภายในอาหาร เช่น คารโ์บไฮเดรต โปรตีน 
และไขมัน ยังเป็นปัจจัยส าคัญท่ีส่งผลต่อการประยุกต์ใช้เฟจ(84) ส าหรับในนมซึ่งมีสถานะเป็น
ของเหลวจะเอือ้ต่อการกระจายของเฟจ ช่วยเพิ่มโอกาสท่ีเฟจจะสัมผัสกับแบคทีเรียเป้าหมายได้
มากกว่าอาหารท่ีเป็นของแข็ง เช่น ชีส เน่ืองจากอาหารท่ีเป็นของแข็งจะจ ากัดการแพรก่ระจายของ
เฟจไปยงัเนือ้สมัผสัอาหารทัง้หมด(112)   
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3. สภาพแวดล้อม (environment) 
สภาพแวดลอ้มในท่ีนีคื้อ ค่า pH และอุณหภูมิ โดยท่ีอณุหภูมิสูงและ pH ต ่า จะ

ส่งผลให้เฟจหยุดการท างาน(113) โดยปัจจัยดา้นสภาพแวดลอ้มนีส้ามารถเปล่ียนแปลงเนือ้สัมผัส
ของผลิตภณัฑน์ม ซึ่งอาจช่วยหรือขดัขวางกระบวนการเขา้เกาะติดระหว่างแบคทีเรียกบัเฟจ(84) 

ทัง้นีเ้ฟจแต่ละตวัจะมีความเสถียรต่อ pH และอณุหภมูิแตกต่างกนัดงัตาราง 3 
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ภาพประกอบ 9 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการติดเชือ้ของเฟจ(84) 

6.8 แนวทางความปลอดภัยในการประยุกตใ์ช้เฟจ 
จากรายงานของ Hagens และ Loessner (2010) (124) แสดงคุณ สมบั ติ ขอ ง 

เฟจท่ีควรตรวจสอบก่อนการน าไปใช้เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพส าหรับอาหารท่ีมี นมเป็น
ส่วนประกอบและอาหารอื่น  ๆ ไดแ้ก่  

1. ตอ้งเป็นไลติคเฟจ เพื่อใหม้ั่นใจว่าจะไม่เกิดการแทรกตัวของดีเอ็นเอของเฟจใน
โครโมโซมของโฮสต ์ 

2. ตอ้งมีความสามารถในการติดเชือ้ในช่วงกวา้ง (wide host range) 
3. ทราบล าดบัสารพนัธุกรรมทัง้หมดของเฟจที่จะน ามาประยกุตใ์ช ้ 
4. เฟจท่ีใชต้อ้งไม่เป็นตวัถ่ายทอดสารพนัธุกรรมของแบคทีเรีย  
5. การเพิ่มจ านวนเฟจตอ้งไม่ใชโ้ฮสตเ์ป็นแบคทีเรียก่อโรค 
6. เฟจตอ้งมีความเสถียรในระหว่างการเก็บและการประยกุตใ์ช ้ 
7. เฟจตอ้งไม่ส่งผลกระทบต่อผูไ้ดร้บัถา้มีการใหเ้ฟจผ่านทางการรบัประทาน  
8. เฟจตอ้งสามารถขยายระดบัการผลิตไดส้ าหรบัการผลิตทางการคา้ 

  

Phage - 
host  
ratio 

Biocontrol 
with phages 

Environment Food matrix 

= Phage + bacteria × [Physical structure of food + Food molecules] × Environmental conditions 
Biocontrol 

with phages 

Multiplicity of infection 
Receptor localization 

Liquid matrices 
Gel matrices 

Carbohydrates, proteins 
Lipids, Bioactive molecules 

pH 
Temperature 
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บทท่ี 3 
วัสดุ อุปกรณ ์และวิธีการทดลอง 

เคร่ืองมือและอุปกรณท์ี่ใช้ในการทดลอง 
กระบอกฉีดยา (Syringe) (Nipro, Thailand) 
กลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (Microscope) (Olympus Optical Co.Ltd, Japan) 
กลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron microscope) (Jeol, 

USA) 
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ (Shaker) (Chemoscience, Thailand) 
เครื่องเขย่าสาร (Vortex mixer) (Scientific Industries, Inc., USA) 
เครื่องควบคมุอณุหภมูิ (Dry bath incubator) 
เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel documentation ) (Bio - Rad, USA) 
เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบควบคมุอณุหภมูิ (Refrigerated centrifuge) (Merck, USA) 
เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบไม่ควบคุมอุณหภูมิ  (Microcentrifuge) (Witeg Labortechnik 

GmbH, Germany) 
เครื่องเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (PCR thermal cycler) (Scilogex, USA) 
เค รื่ อ งยู วี  - วิ สิ เบิ ล  ส เป ค โต รโฟ โต มิ เต อ ร์ (UV - visible spectrophotometer) 

(Shimadzu, Japan) 
เครื่องวดั pH (pH meter) (Denver Instrument, USA) 
เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) (Mupid, Japan) 
ตูแ้ช่แข็งอณุหภมูิ  - 20 องศาเซลเซียส (Freezer)  (Sanden intercool, Thailand) 
ตูบ้่มเชือ้ (Incubator) (Gallenkamp, UK) 
ตูป้ลอดเชือ้ (Laminar air flow) (Science Tech, Canada) 
ตูอ้บฆ่าเชือ้ (Hot - air sterile oven) (Thermo Fisher Scientific, USA) 
หมอ้น่ึงความดนัไอน า้ (Autoclave) (Tomy, Japan) 
อ่างน า้ควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) (Witeg Labortechnik GmbH, Germany) 
 

สารเคมี และ อาหารเลีย้งเชือ้  
Agar (Himedia, India) 
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Agarose (Invitrogen, New Zealand) 
Ammonium persulfate (Bio - Rad, USA) 
Azocasein (Sigma - Aldrich, USA) 
Beef extract (Himedia, India) 
Bromophenol blue (Bio - Rad, USA) 
Cetrimide agar (TM Media, India) 
Chloroform (RCI Labscan Limited, Thailand) 
D (+) - glucose (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Ethanol (Merck, USA) 
Ethidium bromide (Sigma Chemical, USA) 
GelRed Loading Buffer (Biosharp, China) 
Glycerol (Merck, USA) 
Isopropanol (Merck, USA) 
Peptone (Himedia, India) 
Phenol (Amresco, USA) 
Polyethylene glycol 8000 (Sigma Chemical, USA) 
Skim milk (TM Media, India) 
Sodium azide (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Sodium chloride (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Streptomyces griseus protease (Sigma - Aldrich, USA) 
TE buffer (Bio Basic Inc., Canada) 
Trichloroacetic acid (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Tris acetate EDTA (TAE) buffer 
Tris base (Serva, Germany) 
 

อุปกรณเ์พิ่มเติม  
Cellulose acetate filter, pore size 0.45 µm (Sartorius, Germany)  
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Molecular marker  
100 bp Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) 
ExcelBandTM All Blue Regular Range Protein Marker (SMOBIO, Taiwan) 
GenerularTM DNA ladder mix (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Lambda DNA marker/HindIII (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Loading dye (Thermo Fisher Scientific, USA)    

สายพันธุอ์้างอิง (Reference strains) 
P. acidovorans TISTR 356  
P. aeruginosa TISTR 2370 
P. fluorescens TISTR 1887 
P. fluorescens TISTR 2237 
P. fluorescens TISTR 358 
P. fluorescens TISTR 903 
P. fluorescens TISTR 904 
P. otitidis TISTR 2468 
P. putida TISTR 1521 

วิธีการทดลอง 
1. การคัดแยกเชือ้ Pseudomonas   

เจือจางนมดิบปริมาตร 25 มิลลิลิตรในอาหาร Nutrient broth (NB) ท่ีมีความเขม้ขน้
เป็น 2 เท่า (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนัน้บ่มท่ีอณุหภมูิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 วัน เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียท่ีทนอุณหภูมิต ่า น าตัวอย่างท่ีบ่มแล้วมา  spread บนอาหาร 
cetrimide agar (ภาคผนวก ก) และบ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลงัจาก
การบ่มจะคัดเลือกโคโลนีท่ีมีสีฟลูออเรสเซนต์ขนาดเล็ก กลม ขอบเรียบ โดยโคโลนีลักษณะ
ดังกล่าวจะถูกท าใหบ้ริสุทธิ์ และน าไปยอ้มสีแกรมเพ่ือดูลักษณะรูปร่าง คัดเลือกเชือ้ท่ีติดสีแกรม
ลบ รูปท่อน และไม่สรา้งสปอร ์มาใชใ้นการศึกษาต่อไป 
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2. การจัดจ าแนกเชือ้ Pseudomonas  
2.1 การจัดจ าแนกเชือ้โดย Biochemical test 

น าเชือ้บริสุทธิ์ของไอโซเลทท่ีแยกไดใ้นขอ้ 1 มาจดัจ าแนกโดยอาศยัลักษณะทาง
ชีวเคมี ได้แก่ การทดสอบปฏิกิริยา IMViC การทดสอบการผลิตเอนไซม์ gelatinase (Gelatin 
hydrolysis test) การทดสอบการผลิตเอนไซม์ catalase การทดสอบการผลิตเอนไซม์ oxidase 
การทดสอบการใชน้ า้ตาลกลูโคสในสภาวะท่ีมีหรือไม่มีออกซิเจน (Oxidative Fermentative (OF) 
test) และท าการจัดจ าแนกเชื ้อตามวิธีมาตรฐานในคู่มือ Bergey’s manual of determinative 
bacteriology(125) และวิธีตามงานวิจัยของ Al-Saffar และคณะ (2019)(126) โดยไอโซเลทท่ีจัดเป็น
เชือ้ Pseudomonas จะใหผ้ลแสดงดงัตาราง 4  

ตาราง 4 คณุสมบติัทางชีวเคมีของเชือ้ Pseudomonas 

คุณสมบัติทางชีวเคมี Pseudomonas 
การทดสอบปฏิกิริยา IMViC  

- การทดสอบการสรา้ง indole   -  
- การทดสอบ methyl red   -  
- การทดสอบ Voges - Proskauer   -  
- การทดสอบการใช ้citrate  + 

การทดสอบการผลิตเอนไซม ์gelatinase  + 
การทดสอบการผลิตเอนไซม ์catalase  + 
การทดสอบการผลิตเอนไซม ์oxidase  + 
การทดสอบการใชน้ า้ตาลกลโูคสในสภาวะท่ีมีหรือไม่มอีอกซิเจน  +/ -  

 
2.2 การสกัดดีเอ็นเอของเชือ้ Pseudomonas 

น าเชือ้บริสทุธิ์ของไอโซเลทท่ีคาดว่าเป็น Pseudomonas ท่ีไดจ้ากขอ้ 2.1 มาสกดั 
ดีเอ็นเอ โดยใชว้ิธีสกดัดว้ยสารละลายฟีนอล - คลอโรฟอรม์ (phenol - chloroform method) ตาม
วิธีของ Sambrook และคณะ (1989)(127) โดยน าเชือ้มาเลีย้งในอาหาร NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่ม
ขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนมีค่าความขุ่นท่ี OD600 ประมาณ 1.0 - 1.2 จากนั้นน าไป
ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000×g  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าตะกอนท่ีได้
จากการป่ันเหวี่ยงไปละลายในสารละลาย lysis buffer (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
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และน าไปต้มในอ่างน ้าเดือด เป็นเวลา 5 - 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย sodium dodecyl 
sulfate (SDS) 10 เปอรเ์ซ็นต ์(น า้หนักต่อปริมาตร) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไป
บ่มในอ่างน า้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลาย phenol - 
chloroform (อตัราส่วน 1: 1) ใหเ้ท่ากับสารละลายท่ีมีอยู่เดิม ผสมใหเ้ขา้กันโดยการกลับหลอดไป
กลบัมาเบา  ๆ ท าการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000×g ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ดูดส่วนใสชั้นบน (aqueous phase) ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจใ์หม่  และท าซ า้ตามขั้นตอน
ขา้งตน้จนกระทั่งไม่เห็นชัน้ของโปรตีน (interface) จึงเติมสารละลายคลอโรฟอรม์ปริมาตรเท่ากับ
ปริมาตรท่ีมีอยู่เดิม และท าการป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000×g  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย sodium acetate โดยให้มีความ
เขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากับ 0.3 M และเติมสารละลาย isopropanol ท่ีแช่เย็น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บ
ไวข้า้มคืนท่ีอุณหภูมิ  - 20 องศาเซลเซียส ท าการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000×g  ท่ีอุณหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นเติมสารละลาย  ethanol 70 
เปอรเ์ซ็นต ์ท่ีแช่เย็น ท าการป่ันเหวี่ยงอีกครัง้ดว้ยความเร็ว 10,000×g  ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นระเหยสารละลาย ethanol ออก ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดว้ยสารละลาย TE buffer (ภาคผนวก ข ) น าดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีสกดัไดม้าท า
การตรวจสอบดว้ยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  

การตรวจสอบดว้ยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ท าไดโ้ดยใชอ้ะกาโรส (agarose) 
1 เปอรเ์ซ็นต์ (น า้หนักต่อปริมาตร) ผสมกับสารละลาย TAE buffer (ภาคผนวก ข) หลอมใหเ้จล
ละลาย และเติมสียอ้มดีเอ็นเอ GelRedTM ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสาร 
CoralLoad Concentrate (10X) ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1X วิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วย
กระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศักย ์100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที ภายในสารละลายบัฟเฟอร ์TAE (1X) 
จากนัน้ตรวจสอบเจลภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตดว้ยเครื่องถ่ายภาพเจล (gel - documentation) 
 

2.3 การจ าแนกสปีชีสโ์ดยอาศัยล าดับคู่เบสบริเวณ 16S rRNA gene 
น าดีเอ็นเอท่ีผ่านการสกัดจากขอ้ 2.2 มาเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) 

ในการท า Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อเพิ่มจ านวนชิ ้นดีเอ็นเอบริเวณ 16S rRNA 
gene ของแบคทีเรียโดยใช ้universal primer ท่ีมีล าดบัคู่เบสดงันี ้ 

Forward primer (27F): 5’ - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’ 
Reverse primer (1429R): 5’ - TACGGYTACCTTGTTACGACTT - 3’  
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โดยขนาดชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้จะมีความยาวประมาณ 1,500 คู่เบส โดยมีปริมาตร
ส่วนผสมของ PCR reaction ทัง้หมดเท่ากบั 50 ไมโครลิตร ดงัตาราง 5 หลงัจากนั้นน าหลอดลงใน
เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและก าหนดสภาวะการท า PCR ดังตาราง 6 PCR product ท่ีได้
จะถูกตรวจสอบชิ ้นดีเอ็นเอด้วยวิธีการอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส เช่นเดียวกับข้อ  2.2 
เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับ 1 kb ladder ดีเอ็นเอของไอโซเลทท่ีมีการปรากฏแถบตามขนาดท่ี
ตอ้งการ จะถูกน าไปหาล าดับนิวคลีโอไทด ์และเทียบเคียงขอ้มูลพันธุกรรมท่ีไดก้ับล าดับนิวคลีโอไทด์
ในฐานขอ้มลู NCBI เพื่อการระบุสปีชีส ์ 

 
ตาราง 5 ส่วนประกอบปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rRNA gene 
ส่วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มขน้สดุท้าย 
2X TopTaq Master Mix Kit 
(QIAGEN) 

25 1X 

Forward primer 10 M 1 0.2 M 
Reverse primer 10 M 1 0.2 M 
น า้กลั่นส าหรบั PCR 8  -  
ดีเอ็นเอแม่แบบ 15 ≤ 250 นาโนกรมั 
รวม 50  

หมายเหต ุ2X TopTaq Master Mix Kit ประกอบดว้ย TopTaq DNA Polymerase, PCR buffer 
(MgCl2 3 M) และ dNTP 400 M 

ตาราง 6 ขัน้ตอนการท า PCR ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rRNA gene 

ขั้นตอน อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 94 2 นาที  
Denaturation 94 45 วินาที  
Annealing 50 45 วินาที 35 รอบ 
Extension 72 1 นาที  
Final extension 72 2 นาที  
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2.4 การวิเคราะหค์วามสัมพันธแ์ละการจัดกลุ่ม 
ล าดับนิวคลีโอไทดข์องชิน้ดีเอ็นเอบริเวณ 16S rRNA gene ท่ีไดจ้ากขอ้ 2.3 จะ

ถูกน ามาหาความสัมพันธ์และการจัดกลุ่ม โดยการสรา้งแผนภูมิ phylogenetic tree ด้วยวิธี 
Neighbor joining โดยโปรแกรม MEGA - X และทดสอบความเชื่อมั่นดว้ยค่า bootstrap จ านวน 
1,000 ซ า้ ทัง้นีก้ารวิเคราะหค์วามสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ Pseudomonas ท่ีแยกไดจ้ากนมดิบ
จะเปรียบเทียบกับ  Pseudomonas สายพันธุ์อื่นท่ีมีรายงานการตรวจพบในนมดิบ และใช ้ 
P. aeruginosa เป็น outgroup  

 
3. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสเบือ้งต้น 

ทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีนเคซีน  หรือความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์โปรติเอสเบือ้งต้น ท าโดยขีดไอโซเลทของเชือ้  Pseudomonas ลงบนอาหาร skim milk 
agar (ภาคผนวก ก) จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยการย่อย
โปรตีนเคซีนสงัเกตจากการเกิดโซนใสรอบบริเวณท่ีมีการขีดเชือ้แบคทีเรียไว้(128)  

 
4. การตรวจหายีน aprX  

การเตรียมดีเอ็นเอแม่แบบในการท า PCR ท าเช่นเดียวกับวิธีการในขอ้ 2.2 เพื่อเพิ่ม
จ านวนชิน้ดีเอ็นเอของยีน aprX โดยใช ้primer ท่ีมีล าดบัคู่เบสดงันี้(129) 

Forward primer (Pse_AprXF1): 5’ - CAG ACCCTGACCCACGARATCGG - 3’ 
Reverse primer (Pre_AprXR1): 5’ - TGAGGTTGATCTTCTGGTTCTGGG - 3’  
โดยขนาดชิน้ดีเอ็นเอท่ีไดค้วรมีความยาว 450 คู่เบส โดยส่วนประกอบปฏิกิริยา PCR 

แสดงดังตาราง 7 หลงัจากนัน้น าหลอดลงในเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมและก าหนดขัน้ตอน
การท า PCR ดงัตาราง 8 ชิน้ PCR product ท่ีไดจ้ะถกูตรวจสอบดว้ยวิธีการเดียวกับขอ้ 2.2 ไอโซ
เลทท่ีมีการปรากฏแถบแบนตามขนาดท่ีต้องการ จะถูกจัดว่ามียีนส าหรบัการสังเคราะห์เอนไซม์ 
โปรติเอส (aprX gene)  
 
 
 
 

ตาราง 7 ส่วนประกอบปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของยีน aprX 
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ส่วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มขน้สดุท้าย 
 2X TopTaq Master Mix Kit 
(QIAGEN) 

25 1X 

Forward primer 10 M 1 0.2 M 
Reverse primer 10 M 1 0.2 M 
น า้กลั่นส าหรบั PCR 18  -  
ดีเอ็นเอแม่แบบ 5 ≤ 250 นาโนกรมั 
รวม 50  

ตาราง 8 ขัน้ตอนการท า PCR ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณยีน aprX 

ขั้นตอน อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 94 5 นาที  
Denaturation 94 20 วินาที  
Annealing 60 30 วินาที 35 รอบ 
Extension 72 1 นาที  
Final extension 72 7 นาที  

 
5. การวัดกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส  

การวัดกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสท าตามวิธีของ Zhang และ คณะ (2020)(130) 
โดยใช้ azocasein เป็นซับสเตรต วิธีการท าได้โดยเตรียม azocasein 2 เปอรเ์ซ็นต์ (น า้หนักต่อ
ปริมาตร) ในสารละลาย phosphate buffer ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร ์pH 7.5 และ sodium 
azide 0.1 เปอรเ์ซ็นต ์(น า้หนกัต่อปริมาตร) การเตรียมตัวอย่างเพื่อน ามาวัดกิจกรรมของเอนไซม ์
ท าได้โดยน าตัวอย่างไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าส่วนใสท่ีได้ 0.1 
มิลลิลิตร มาผสมรวมกับสารละลาย azocasein ท่ีเตรียมข้างต้น ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดตัวอย่างท่ีมีการผสมกับ azocasein 
มา 0.4 มิลลิลิตร ผสมกบั trichloroacetic acid 20 เปอรเ์ซ็นต ์(น า้หนกัต่อปริมาตร) ปริมาตร 0.8 
มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 14,000×g เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสท่ีไดไ้ปวัด
ความเขม้สีดว้ยเครื่อง spectrophotometer ท่ีค่า OD400 โดยค่า OD400 ท่ีไดจ้ะน ามาเปรียบเทียบ
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กับกราฟมาตรฐานท่ีสร้างจากกิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซม์โปรติ เอสจากเชื ้อ 
Streptomyces griseus (3.5 unit/mg) ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ กับค่า OD400 (ภาคผนวก ง) โดย
กิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซม ์1 unit จะเท่ากบักิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซมโ์ปรติเอส
ท่ีสรา้งจาก S. griseus 1 มิลลิกรมั 
 

6. การทดสอบการเจริญของเชือ้และกิจกรรมการย่อยโปรตีนที่เกิดขึน้ในอาหาร 
skim milk 

การตรวจสอบจ านวนเชือ้แบคทีเรียและค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีท าใหเ้กิด
การตกตะกอนของโปรตีนในอาหารท่ีมี skim milk เป็นองค์ประกอบ 10 เปอรเ์ซ็นต ์(น า้หนักต่อ
ปริมาตร) (ภาคผนวก ก) ท าไดโ้ดยน าเชือ้ Pseudomonas สายพันธุท่ี์มีการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอส 
ท่ีปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้เร่ิมตน้ใหเ้ท่ากบั 102 CFU/mL มาเติมลงในอาหาร skim milk ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตัวอย่างท่ีเวลา 0, 16 และ 24 ชั่วโมง 
น ามาวดัปริมาณเชือ้แบคทีเรียบนอาหาร NA (ภาคผนวก ก) และวดักิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส 
ตามวิธีการในขอ้ 2.5 โดยท าการทดสอบ 3 ซ า้ ในทกุชดุการทดลอง 
 

7. การวิเคราะหม์วลโมเลกุลของเอนไซมโ์ปรติเอสด้วยวิธี zymography 
การวิเคราะห์มวลโมเลกุลของเอนไซม์โปรติเอสท่ีสรา้งจาก Pseudomonas ดว้ยวิธี 

zymography ท าตามวิ ธีของ Marchand และคณะ (2009) (24) โดยเริ่มจากการเพาะเลี้ยง 
Pseudomonas ในอาหารเหลว NB จากนั้นน ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000×g เป็นเวลา 15 นาที โดย
ส่วนใส 1 ส่วนถูกน ามาเจือจางใน zymography sample buffer 2 ส่วน (ภาคผนวก ค) ดูด
สารละลายดังกล่าว 25 ไมโครลิตร ใส่ลงในแท่นเจลท่ีเทส่วนของ stacking gel (ภาคผนวก ค) 
และ separating gel (ภาคผนวก ค) เรียบรอ้ยแลว้ โดยในส่วนของ separating gel จะเติม skim 
milk 10 เปอรเ์ซ็นต ์(น า้หนักต่อปริมาตร) ลงไปเพื่อเป็นซับสเตรตใหก้ับเอนไซม ์ตรวจสอบขนาด
ของเอนไซมด์ว้ยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ดว้ยกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์150 โวลต ์เป็นเวลา 
90 นาที หลงัจากการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสเสร็จเรียบรอ้ยแลว้ ใหแ้กะเจลออก น าไปลา้งใน Triton X - 
100 2.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) จากนั้นน าไปแช่ใน development buffer solution 
(ภาคผนวก ค) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าไปย้อมด้วยสารละลาย 
Coomassie Brilliant Blue (ภาคผนวก ค) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น ามาลา้งสีออกในสารละลายลา้งสี
ยอ้มส่วนเกิน (destaining solution) (ภาคผนวก ค) จนกว่าจะมีการปรากฏแถบของโปรตีน และ
ตรวจสอบมวลโมเลกุลของเอนไซมโ์ปรติเอสโดยเทียบกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน 
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8. การคัดแยกเฟจ 
ใส่เชื ้อ Pseudomonas ท่ีแยกได้จากนมดิบ จ านวน 1 - 2 ลูป  ลงในขวดรูปชมพู่

ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจอุาหาร NB ความเขม้ขน้ 2 เท่า 25 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปเขา้เครื่อง
เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 - 4 ชั่วโมง เติมตัวอย่างน า้หรือนมดิบปริมาตร 25 
มิลลิลิตรลงไป บ่มต่อในเครื่องเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าตัวอย่างท่ีไดไ้ปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g 
เป็นเวลา 15 นาที แยกส่วนใสมากรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าส่วนท่ีกรองไดม้า
วิเคราะห์ขั้นต่อไปว่ามีเฟจอยู่หรือไม่โดยเทคนิคการท าอาหารวุ้นสองชั้น (double agar layer 
method)  

วิธีการท าอาหารวุน้สองชั้นท าไดโ้ดยดดูส่วนท่ีผ่านการกรองท่ีคาดว่ามีเฟจ ปริมาตร 
20 ไมโครลิตร และเชือ้ Pseudomonas ท่ีใช้เป็นโฮสต์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหาร 
Nutrient soft agar (ภาคผนวก ก) ท่ีหลอมเหลวแลว้ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าใหเ้ขา้กัน จากนั้น
เทส่วนผสมท่ีได้ลงบนหน้าอาหาร NA และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมงและสงัเกตพลาคท่ีเกิดขึน้ (plaque formation)(85) 

 
9. การท าเฟจให้บริสุทธ์ิ  

ใชล้ปูขูดบริเวณพลาคเด่ียวมาใส่ลงในอาหาร NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และเติมเชือ้
แขวนลอย Pseudomonas ท่ีใชเ้ป็นโฮสต ์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าตัวอย่างท่ีไดไ้ปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g เป็นเวลา 15 นาที แยก
ส่วนใสมากรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าสารแขวนลอยเฟจไปตรวจสอบพลาคโดย
ใช้เทคนิคการท าอาหารวุ้นสองชั้น และขูดบริเวณพลาคเด่ียวท่ีเกิดขึ ้นมาท าซ า้เช่นเดิม ท าการ
ทดลองเช่นนีท้ัง้หมด 3 ซ  า้ เพ่ือใหไ้ดเ้ฟจท่ีสรา้งพลาคท่ีมีขนาดสม ่าเสมอและมีความบริสทุธิ์เพื่อใช้
ในการทดลองต่อไป(85) 

 
10. การเพิ่มจ านวนเฟจ  

การเพิ่มจ านวนเฟจท าไดโ้ดยเทคนิคการท าอาหารวุน้สองชั้น ตามวิธีการทดลองใน
ขอ้ 8 หลังจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จนเกิดพลาค ใหใ้ช้ชอ้นขูด
หน้าวุ้นท่ีมีพลาคมาใส่ในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอาหาร NB ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเขา้เครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น าอาหารเหลวท่ีประกอบดว้ยเฟจไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g เป็นเวลา 10 นาที 
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เพื่อแยกเศษเซลลแ์บคทีเรียและหนา้วุน้อาหารออก ดูดส่วนใสมากรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ส่วนของเหลวท่ีผ่านการกรองจะถูกน ามาหาปริมาณของเฟจโดยการท าเทคนิคการ
ท าอาหารวุน้สองชั้น และนับจ านวนพลาคท่ีเกิดขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้(85) รายงานปริมาณเฟจใน
หน่วย Plaque Forming Unit /mL (PFU/mL) ซึ่งค านวณไดจ้ากสตูรดงันี ้

 
 
 
จากนัน้เฟจท่ีไดจ้ะเก็บรกัษาในขวดสีชาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

11. การตรวจสอบความสามารถของเฟจในการติดเชือ้  
การตรวจสอบความสามารถของเฟจในการติดเชือ้แบคทีเรีย ท าไดโ้ดยวิธีการ spot 

test โดยผสมสารแขวนลอยของเชือ้ Pseudomonas สายพันธุต่์าง ๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใน
อาหาร Nutrient soft agar ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีหลอมเหลวแลว้ จากนัน้เททับลงบนหนา้อาหาร 
NA รอจนวุน้แข็งตัว จึงหยดสารแขวนลอยของเฟจ ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงไป น าไปบ่มท่ี 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยตรวจสอบความสามารถของเฟจในการติดเชือ้แบคทีเรีย
จากการเกิดโซนใสบริเวณท่ีหยดสารแขวนลอยของเฟจลงไป ซึ่งแสดงว่าเฟจสามารถติดเชื ้อ
แบคทีเรียท่ีทดสอบได ้(85) 

 
12. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเฟจด้วยกล้องจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอน

แบบส่องผ่าน 
การศึกษาลักษณะสณัฐานวิทยาของเฟจท าไดโ้ดยน า copper grid วางลงบนพลาค

ท่ีได้เตรียมได้จากเทคนิคการท าอาหารวุ้นสองชั้น จากนั้นน ามาย้อมสี uranyl acetate ความ
เขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซ็นต ์(น า้หนกัต่อปริมาตร) ซับใหแ้หง้แลว้น าไปส่องดว้ยกลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอน
แบบส่องผ่านท่ีก าลงัขยาย 100,000x (85) 

 
13. การหาอัตราส่วนของเฟจต่อโฮสตท์ี่เหมาะสมในการติดเชือ้  

การหาอัตราส่วนของเฟจต่อโฮสตท่ี์เหมาะสมต่อการติดเชือ้ ท าได้โดยการผสมสาร
แขวนลอยเฟจกับสารแขวนลอยของโฮสต์ให้ได้อัตราส่วนของปริมาณเฟจต่อปริมาณโฮสต ์
(Multiplicity of infection; MOI) เท่ากับ 100, 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001 PFU/CFU ดังตาราง 9 
จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง น ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g 

จ านวนพลาค 

ปริมาตรเฟจท่ีใช ้× ท่ีระดบัความเจอืจาง 

ค่าความสามารถในการเกิดพลาค (PFU/mL) = 
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เป็นเวลา 10 นาที กรองผ่านกระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตร สารแขวนลอยเฟจท่ีไดจ้ากการกรอง
จะถกูน าไปนบัจ านวนพลาคท่ีเกิดขึน้ดว้ยเทคนิคการท าอาหารวุน้สองชัน้ น ามาค านวณใหอ้ยู่ในรูป
ของ PFU/mL(85)  

ตาราง 9 อตัราส่วนของค่า Multiplicity of infection (MOI) ท่ีใชใ้นการศึกษา 

MOI (PFU/CFU) ปริมาณเฟจ  
(log PFU/mL) 

ปริมาณโฮสต ์ 
(log CFU/mL) 

100 10 8 
10 10 9 
1 10 10 

0.1 9 10 
0.01 8 10 

0.001 7 10 

 
14. การศึกษากราฟการเจริญของเฟจ  

การศึกษากราฟการเจริญของเฟจท าได้โดยเพาะเลีย้ง Pseudomonas ให้มีความ
เขม้ขน้ของเชือ้ประมาณ 8 log CFU/mL มาบ่มรว่มกับเฟจในปริมาตรท่ีเท่ากัน ท่ีความเขม้ขน้เฟจ
เท่ากับ 7 log CFU/mL เพื่อใหม้ีค่า MOI เท่ากับ 0.1 จากนั้นบ่มเป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เพื่อใหเ้กิดการเขา้เกาะของเฟจกบัโฮสต ์น าส่วนผสมดงักล่าวมากรองผ่านกระดาษ
กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลา้งแผ่นกรองดว้ยอาหาร NB 3 - 4 ครัง้ เพื่อก าจัดเฟจอิสระท่ีอาจ
เกาะอยู่บนกระดาษกรองออก ส่วนเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีการติดเชือ้ดว้ยเฟจจะติดอยู่บนแผ่นกรอง 
คีบแผ่นกรองดังกล่าวมาใส่ในอาหาร NB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าไปเขา้เครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 
150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างทุก  ๆ 5 นาทีเป็นเวลา 120 นาที น า
ตวัอย่างมาป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสท่ีไดม้าเจือจางเพื่อนบัปริมาณเฟจ
ดว้ยเทคนิคการท าอาหารวุน้สองชัน้(85) 
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15. การศึกษาความเสถียรของเฟจ 
น าเฟจท่ีแยกไดม้าศึกษาความเสถียรต่อ pH และอุณหภูมิ โดยความเสถียรต่อ pH 

ท าได ้โดยใชอ้าหาร NB ท่ีมีการปรบั pH ใหเ้ป็น 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 โดยใช ้1 M 
HCl หรือ 1 M NaOH จากนั้นเติมเฟจท่ีความเขม้ขน้ 9 - 10 log PFU/mL บ่มเป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง 
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ส่วนความเสถียรต่ออุณหภูมิท าไดโ้ดยบ่มเฟจความเขม้ข้น 9 - 10 
log PFU/mL ในอาหาร NB และ skim milk ท่ีอุณหภูมิ 4, 10, 30, 35, 37, 45, 65, 75 และ 100 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง และอุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ ์(63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาทีและ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที) ปริมาณเฟจท่ีคงเหลือจะน ามาตรวจสอบดว้ยวิธี 
plaque assay 

 
16. การทดสอบการยับย้ังเชือ้ Pseudomonas ในระดับห้องปฏิบัติการ 

ในการทดสอบการยบัยั้งเชือ้ Pseudomonas ในระดับหอ้งปฏิบัติการ จะทดสอบใน
อาหารเหลว NB และ skim milk โดยการทดลองจะจ าลองตามระดบัการปนเปื้อนของแบคทีเรียใน
นมดิบ ซึ่งแบ่งการทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มแรกจะเป็นการจ าลองสภาวะการปนเปื้อนของ
แบคทีเรียในปริมาณสูง โดยผสมสารแขวนลอย Pseudomonas ความเข้มข้น 8 log CFU/mL 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงในขวดรูปชมพู่ท่ีบรรจุอาหารเหลว NB หรือ skim milk ปริมาตร 40 
มิลลิลิตร กลุ่มท่ีสอง เป็นการจ าลองการปนเปื้อนแบคทีเรียในปริมาณต ่า โดยผสมสารแขวนลอย 
Pseudomonas ความเขม้ขน้ 4 log CFU/mL ปริมาตร 5 มิลลิลิตร หลงัจากการเติมสารแขวนลอย
ของเชื ้อแบคทีเรีย ทั้งสองกลุ่มการทดลองจะถูกเติมสารแขวนลอยเฟจความเข้มข้น 10 log 
PFU/mL ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ส าหรบัการทดลองโดยใช้เฟจแบบเด่ียว ส่วนการทดลองโดยใชเ้ฟ
จแบบผสมจะใช้เฟจ 2 ตัว โดยเติมสารแขวนลอยเฟจแต่ละตัวท่ีความเข้มข้น 10 log PFU/mL 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร โดยชดุควบคุมจะแบ่งเป็นชุดควบคมุแบคทีเรียและชุดควบคมุเฟจ โดยชุด
ควบคุมแบคทีเรียจะไม่มีการเติมเฟจ แต่จะเติมอาหารเหลว NB หรือ skim milk แทนสาร
แขวนลอยเฟจ ส่วนชุดการควบคุมเฟจจะไม่มีการเติมแบคทีเรีย แต่จะเติมอาหารเหลว NB หรือ 
skim milk แทนสารแขวนลอยแบคทีเรีย ชุดการทดลองและชุดควบคุมจะถูกบ่มท่ีอุณหภูมิ 4, 10 
และ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างท่ี 0, 8, 16, 24, 48 และ 72 ชั่วโมงของการบ่ม น ามานับ
จ านวนแบคทีเรียโดยการ spread เชือ้บนอาหาร NA นับจ านวนเฟจดว้ยเทคนิคการท าอาหารวุน้
สองชัน้ และวดักิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสตามวิธีการทดลองในขอ้ 5 
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17. การสกัดดีเอ็นเอของเฟจ  
การสกัดดีเอ็นเอของเฟจจะใช้วิธีของ Sambrook และคณะ (1989)(127) โดยเตรียม

เฟจใหไ้ดป้ริมาณสงูตามวิธีในขอ้ 10 น าสารแขวนลอยเฟจท่ีเตรียมไดท่ี้บรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่มา
เติม DNase I และ RNase I ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 10 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนั้น
เติม NaCl ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 M และเติม PEG 8000 10 เปอรเ์ซ็นต์ (น ้าหนักต่อ
ปริมาตร) ท าการกวนผสมจนกว่า NaCl และ PEG 8000 จะละลายจนหมด น าสารแขวนลอยใน
ขวดรูปชมพู่ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน เพื่อให้เกิดการตกตะกอนของ
อนุภาคเฟจ หลังจากนั้นน ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 14,000×g เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เพื่อเก็บตะกอนอนุภาคเฟจท่ีรวมตัวอยู่กับ PEG 8000 น าตะกอนท่ีไดม้าละลายใน TE 
buffer pH 8.0 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นเติม  NaCl ให้มีความเข้มข้น
สดุทา้ยเป็น 0.5 M และ sodium dodecyl sulfate (SDS) ความเขม้ขน้ 10 เปอรเ์ซ็นต(์น า้หนักต่อ
ปริมาตร) บ่มท่ี 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมคลอโรฟอรม์ลงไปในสารแขวนลอยเฟจ
ในปริมาตรท่ีเท่ากบัสารแขวนลอยเฟจ น าไปป่ันเหวี่ยง 10,000×g เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ดูดส่วน aqueous phase ไปใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจใ์หม่ จากนั้นเติมฟีนอล: 
คลอโรฟอรม์: ไอโซเอมิล แอลกอฮอล ์(isoamyl alcohol) ในอัตราส่วน 25: 24: 1 (ปริมาตรต่อ
ปริมาตรต่อปริมาตร) ในปริมาตรท่ีเท่ากบัปริมาตรของสารละลายท่ีมีอยู่เดิมในหลอดไมโครเซนตริ 
- ฟิวจ ์น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยส่วนของ 
aqueous phase ท่ีไดจ้ะถกูยา้ยไปใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจใ์หม่ ท าขั้นตอนท่ีมีการเติมฟีนอล: 
คลอโรฟอรม์: ไอโซเอมิล แอลกอฮอล ์ซ า้จนกว่าจะมองไม่เห็นส่วนของโปรตีนบริเวณ interface ท่ี
อยู่ระหว่าง organic phase กบั aqueous phase จากนัน้เติมคลอโรฟอรม์: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์
ในอัตราส่วน 24: 1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในปริมาตรท่ีเท่ากับปริมาตรของสารละลายท่ีมีอยู่เดิม
ในหลอด และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น
จะตกตะกอนดีเอ็นเอของเฟจโดยการเติม 3 M sodium acetate ในอัตราส่วน 0.1 มิลลิลิตร ต่อ
ปริมาตรสารละลายเฟจ 1 มิลลิลิตร และ ethanol รอ้ยละ 95 ท่ีแช่เย็น 1 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ  
 - 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าดีเอ็นเอของเฟจมาป่ันเหวี่ยงท่ี 14,000×g เป็นเวลา  
15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บตะกอนดีเอ็นเอของเฟจมาลา้งดว้ย ethanol รอ้ยละ 70 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) และท าการป่ันเหวี่ยงอีกครัง้ ดดูส่วนใสทิง้ และปล่อยให ้ethanol ระเหยจน
หมด และละลายตะกอนดีเอ็นเอของเฟจด้วย TE buffer pH 8.0 ตรวจสอบดีเอ็นเอของเฟจดว้ย
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วิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ตามวิธีในข้อ 2.2 และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (lambda/HindIII) 

 
18. การหาล าดับจีโนมทั้งหมด  

18.1 การหาล าดับจีโนมทั้งหมดของ Pseudomonas  
น าดีเอ็นเอของ Pseudomonas ท่ีไดจ้ากขอ้ 2.2 ไปวิเคราะหล์ าดับนิวคลีโอไทด์

โดยใชเ้ครื่อง BGISEQ 500 ท่ีสถาบัน Beijing Genomics Institute ประเทศจีน ขอ้มูลล าดับเบส
ทั้งหมดท่ีได้จะถูกน ามาตรวจสอบคุณภาพผ่านโปรแกรม FASTQC V 0.12.1(131) วิเคราะห์หา
ล าดับจีโนมทั้งหมดและประกอบนิวคลีโอไทด์เป็น contig โดยโปรแกรม SPAdes V 3.12(132) 
จากนั้นวิเคราะห์หา open reading frames (ORFs) ด้วยโปรแกรม Prokka V 1.15 (133) และระบุ
หนา้ท่ีของยีนโดยโปรแกรม BLASTp จากฐานขอ้มูล NCBI การสรา้งแผนภาพจีโนมท าโดย CG - 
view server(134) หลังจากวิเคราะหข์อ้มลู ล าดบัจีโนมทัง้หมดของ Pseudomonas ท่ีไดจ้ะถกูส่งไป
จัดเก็บในฐานข้อมูลของ NCBI นอกจากนี้ยังมีการวิเคราะห์หายีนต่าง ๆ ภายในจีโนมของ 
Pseudomonas ดงันี ้

การวิเคราะห์หาต าแหน่งยีนต้านยาปฏิชีวนะ จะใชโ้ปรแกรม comprehensive 
antibiotic resistance database (CARD)(135) 

การวิเคราะหย์ีนท่ีแสดงความรุนแรงของโรค (virulence factor) จะใชโ้ปรแกรม 
virulence factor database (VFDB)(136) 

การตรวจสอบการปรากฎของ prophage จะใชโ้ปรแกรม PHASTER(137) 
การตรวจสอบการปรากฎของพลาสมิด จะใชโ้ปรแกรม PlasmidFinder V 2.1(138)  

 
18.2 การหาล าดับจีโนมทั้งหมดของเฟจ 

น าดีเอ็นเอเฟจท่ีได้จากข้อ 17 ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้เครื่อง 
BGISEQ 500 ท่ีสถาบนั Beijing Genomics Institute ประเทศจีน การวิเคราะหข์อ้มูลล าดับจีโนม
ทั้งหมด การประกอบนิวคลีโอไทด์เป็น contig การวิเคราะห์บริเวณ open reading frames 
(ORFs) การระบุหน้าท่ีของยีน การสรา้งแผนภาพจีโนม การวิเคราะห์หาต าแหน่งยีนต้านยา
ปฏิชีวนะ และการวิเคราะห์ยีนท่ีแสดงความรุนแรงของโรค จะใชโ้ปรแกรมเช่นเดียวกับขอ้ 18.1 
และล าดับจีโนมทั้งหมดของเฟจจะถูกส่งไปจัดเก็บในฐานขอ้มูลของ NCBI นอกจากนีย้ังมีการ
วิเคราะหห์า tRNA gene โดยใชโ้ปรแกรม  tRNAscan - SE(139) และการตรวจสอบว่าเป็น virulent 
phage หรือไม่ โดยใชโ้ปรแกรม PhageAI(140)  
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19. การวิเคราะหค์วามสัมพันธแ์ละการจัดกลุ่มของเฟจ 

ล าดับนิวคลีโอไทดใ์นจีโนมของเฟจบริเวณ terminase large subunit  gene จะถูก
น ามาหาความสัมพันธ์และการจัดกลุ่ม  โดยการสร้างแผนภูมิ  phylogenetic tree ด้วยวิ ธี 
Neighbor joining โดยโปรแกรม MEGA - X และทดสอบความเชื่อมั่นด้วยค่า bootstrap จ านวน 
1,000 ซ า้ โดยการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเฟจท่ีแยกได้จะน ามาเปรียบเทียบ
กบัเฟจท่ีติดเชือ้ใน Pseudomonas สปีชีสอ์ื่นรวมทัง้เฟจท่ีติดเชือ้ในแบคทีเรียอื่นท่ีมีความสมัพันธ์
ใกลเ้คียงกบั Pseudomonas   

 
20. การทดสอบทางสถิติ  

 การวิเคราะหค์วามแปรปรวนในการทดลองตามวิธีขอ้ 13, 15 และ 16 จะวิเคราะห์
โดยใช้ One - Way ANOVA ซึ่ งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Tukey’s HSD 
(honestly significant different) test โดยพิจารณาความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p < 
0.05 โดยใชโ้ปรแกรม IBM SPSS Statistics 20 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง  

1.การคัดแยกเชือ้ Pseudomonas  
จากการคัดแยกเชือ้แบคทีเรีย Pseudomonas sp. จากตัวอย่างนมดิบและตัวอย่างน า้ 

โดยน าโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร cetrimide agar มาท าใหบ้ริสุทธิ์โดยการ cross streak พบว่า ได้
เชือ้ทั้งหมด 225 ไอโซเลท คัดเลือกเชื ้อโดยอาศัยการจัดจ าแนกทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี
เบือ้งตน้ ไดแ้ก่ รูปรา่งท่อน ติดสีแกรมลบ โคโลนีขนาดเล็ก กลม ขอบเรียบท่ีมีสีฟลอูอเรสเซนตห์รือ
สีใส (ภาพประกอบ 10) ใหผ้ลลบกับการทดสอบ indole ใหผ้ลบวกกับการทดสอบ oxidase และ 
catalase ใหผ้ลการทดสอบ O/F เป็น O+/F -  พบว่าสามารถแยกเชือ้ท่ีคาดว่าเป็น Pseudomonas 
sp. ไดท้ัง้หมด 113 ไอโซเลท จากนั้นน าทุกไอโซเลทมาตรวจสอบการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสจาก
การย่อย skim milk บนอาหารแข็ง skim milk  ซึ่งไอโซเลทท่ีสามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสจะเกิด
โซนใสรอบโคโลนีของเชื ้อ  (ภาพประกอบ 11) โดยพบว่า สามารถแยกเชื ้อ ท่ีคาดว่าเป็น 
Pseudomonas sp. ท่ีสามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสไดท้ัง้หมด  78 ไอโซเลท แบ่งเป็นกลุ่มท่ีสรา้ง
เอนไซมโ์ปรติเอสในระดบัมาก (+++) 14 ไอโซเลท กลุ่มท่ีสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสในระดบัปานกลาง 
(++) จ านวน 17 ไอโซเลท และกลุ่มท่ีสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสในระดับต ่า (+) จ านวน 47 ไอโซเลท 
จากนั้นเลือกกลุ่มท่ีให้ผลการสรา้งเอนไซม์โปรติเอสสูงสุด (+++) 14 ไอโซเลท มาใช้ศึกษาใน
ขัน้ตอนต่อไป (ตาราง 10)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 10 ตวัอย่างลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Pseudomonas sp. 

(บนอาหาร NA (A) และอาหาร cetrimide agar (B)) 

A B 
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ภาพประกอบ 11 ลกัษณะโซนใสจากการยอ่ย skim milk 

(ลักษณะโซนใส (ลูกศร) จากการย่อย skim milk ท่ีเกิดจากการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสบนอาหาร
แข็ง skim milk ของเชือ้ P. mosselii C24 (A), P. mosselii N1 (B) และ P. fluorescens TISTR 
1887 (C))…………………………………………………………………………………………….

A B

C
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นอกจากนีไ้ดท้ดสอบการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสในเชือ้ Pseudomonas สายพันธุ์อา้งอิง 
โดยผลแสดงดงัตาราง 11 ซึ่งพบว่า P. fluorescens TISTR 1887 สามารถสรา้งเอนไซมใ์นปริมาณ
สงู จึงใชเ้ชือ้นีใ้นขัน้ตอนการแยกเฟจต่อไป 
 

ตาราง 11 การสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสในเชือ้ Pseudomonas สายพนัธุอ์า้งอิง 

เชือ้ Pseudomonas การสร้างเอนไซมโ์ปรติเอส* 

P. acidovorans TISTR 356  -  
P. aeruginosa TISTR 2370 ++ 
P. fluorescens TISTR 1887 ++ 
P. fluorescens TISTR 2237 ++ 
P. fluorescens TISTR 358 + 
P. fluorescens TISTR 903  -  
P. fluorescens TISTR 904  -  
P. otitidis TISTR 2468 + 
P. putida TISTR 1521 ++ 

* สัญลักษณ์แสดงความสามารถในการสร้างเอนไซม์โปรติเอสของเชื ้อ โดย - คือ ไม่สร้าง,  
+ คือสรา้งในระดบัต ่า, ++ คือสรา้งในระดบัปานกลาง และ +++ คือสรา้งในระดบัมาก โดยดูจาก
ความกวา้งของบริเวณใสท่ีเกิดขึน้ 

2. การจัดจ าแนกสายพันธุข์อง Pseudomonas ที่สามารถสร้างเอนไซมโ์ปรติเอสได้สงูสดุ 
น าสายพันธุ์ของ Pseudomonas ท่ีสามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสไดสู้งสุด 14 ไอโซเลท 

มาจัดจ าแนกในระดับสปีชีสโ์ดยอาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA พบว่า สามารถจัด
จ าแนกได้เป็น P. mosselii 8 สายพันธุ์ , P. fluorescens 2 สายพันธุ์, P. fragi 1 สายพันธุ์ ,  
P. taiwanensis 1 สายพันธุ์ และ P. aeruginosa 1 สายพันธุ์ โดยมี 1 ไอโซเลทท่ีไม่สามารถระบุ 
สปีชีสไ์ด ้(ตาราง 12) 
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ตาราง 12 การจ าแนกเชือ้ Pseudomonas ท่ีสามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสไดส้งูสดุ โดยอาศยั

ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rRNA gene โดยเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู NCBI  

ไอโซเลท 
ผลการ 

จัดจ าแนก 
ผลการ BLAST 

Accession 
number 

Similarity 

(%) 
ความยาวทีใ่ช้ในการ

เปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอ 

F1D1 P. mosselii  P. mosselii strain IR7 - 11 MW686889.1 99.79 1,450/1,477 

F1D8 P. mosselii P. mosselii strain IR7 - 11 MW686889.1 99.86 1,465/1,477 

F4C2 P. mosselii P. mosselii strain R10 DQ073452.1 99.43 1,400/1,415 

F5A2 P. mosselii P. mosselii JQ007722.1 99.93 1,410/1,424 

C24 P. mosselii P. mosselii strain yy161 MN177227.1 99.43 1,450/1,471 

C19 P. fluorescens P. fluorescens strain EB276 MH127733.1 99.71 1,350/1,403 

C93 P. fragi  P. fragi strain JX - 1 MT631986.1 98.11 1,390/1,440 

PI01 P. mosselii P. mosselii strain JP2 - 207 MT089928.1 97.83 1,440/1,514 

PI02 Pseudomonas 
sp. 

Pseudomonas sp. sw6 EF027000.1 94.26 1,280/1,317 

N1 P. mosselii  P. mosselii strain JAOC4 OP164114.1 97.36 1,450/1,472 

N4 P. mosselii P. mosselii strain DSS002 OP580065.1 99.79 1,485/1,508 

PT P. taiwanensis P. taiwanensis strain BF - S2 EU857417.1 99.36 1,400/1,417 

PF P. fluorescens P. fluorescens strain xpq - 8 MK183008.1 99.00 1,410/1,462 

PA P. aeruginosa P. aeruginosa strain PJRS20 KJ999614.1 99.00 1,386/1,426 

3. การตรวจสอบยีน aprX  
น า Pseudomonas ทัง้ 14 สายพันธุ์มาตรวจหายีน aprX เพื่อยืนยันว่าสายพันธุท์ัง้หมด

สามารถสรา้งเอนไซม์โปรติเอสกลุ่ม metallopeptidase พบว่า Pseudomonas ทัง้ 14 สายพันธุ ์
ตรวจพบยีนดังกล่าว โดยมี PCR product ขนาดเท่ากับ 450 คู่เบส (ภาพประกอบ 12 และ 13) 
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ภาพประกอบ 12 การตรวจสอบยีน aprX  ท่ีสรา้งจาก Pseudomonas สายพนัธุต่์าง ๆ ท่ีสามารถ

สรา้งเอนไซมโ์ปรติเอส  
(โดย lane M = 100 bp marker, lane 1 = P. mosselii C4, lane 2 = P. fluorescens C19, lane 
3 = P. fragi C93, lane 4 = P. mosselii F1D1, lane 5 = P. mosselii F1D8, lane 6 = P. 
mosselii F4C2 และ lane 7 = P. mosselii F5A2)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 13 การตรวจสอบยีน aprX  ท่ีสรา้งจาก Pseudomonas สายพันธุ์ต่าง ๆ ท่ีสามารถ 
สรา้งเอนไซมโ์ปรติเอส (ต่อ)  
(โด ย  lane M = 100 bp marker, lane 1 = P. mosselii PI01, lane 2 = Pseudomonas sp. 
PI02, lane 3 = P. mosselii N1, lane 4 = P. mosselii N4, lane 5 = P. taiwanensis PT, lane 6 
= P. fluorescens PF และ lane 7 = P. aeruginosa PA)  

400 

3000 

bp  M       1        2       3       4       5         6      7 

500 

100 

450 

450 400 

bp  M       1        2       3       4        5        6      7 

100 

500 

3000 



 
 60 

4. การวิเคราะหค์วามสัมพนัธแ์ละการจัดกลุม่ของเชือ้ Pseudomonas ที่สามารถสร้าง
เอนไซมโ์ปรตเิอสสูงทีสุ่ด 

น าเชือ้ Pseudomonas ท่ีมีการสรา้งเอนไซม์โปรติเอสสูงท่ีสุดบนอาหาร skim milk  2 
สายพันธุ์  ได้แก่  Pseudomonas sp. สายพันธุ์  C24 และ Pseudomonas sp. สายพันธุ์  N1 
(ภาพประกอบ 11) มาวิเคราะหค์วามสมัพนัธ์และการจดักลุ่ม โดยอาศยัล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 
16S rDNA จากผลการวิเคราะห์พบว่า ทั้งสองสายพันธุ์มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ P. mosselii 
(ภาพประกอบ 14)  
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 14 แผนภมูิแสดงความสมัพนัธแ์ละการจดักลุ่มของเชือ้ Pseudomonas 
 

(แผนภมูิแสดงความสมัพันธแ์ละการจดักลุ่มของเชือ้ Pseudomonas โดยอาศยัล าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ 16S rRNA gene วิเคราะหโ์ดยวิธีการ Neighbor - joining และทดสอบความเชื่อมั่นดว้ย
ค่า bootstrap จ านวน 1,000 ซ า้ โดยมี P. aeruginosa เป็น outgroup) 

5. การตรวจสอบระดับปริมาณเชือ้ และค่ากิจกรรมของเอนไซม ์โปรติเอสที่ส่งผลให้เกิด
การตกตะกอนในนม 

จากการตรวจสอบระดับปริมาณเชือ้ท่ีท าใหเ้กิดการตกตะกอนในนม โดยการเติมเชือ้ ลง
ในอาหาร skim milk พบว่า หลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่า 
ปริมาณเชือ้  P. mosselii C24, P. mosselii N1 และ P. fluorescens TISTR 1887 จะเพิ่มขึน้เป็น 
9.48±0.013, 9.39±0.064 และ 8.73±0.057 log CFU/ mL และมีค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส
เท่ากับ 0.01110 ± 0.00016, 0.0041± 0.00006 และ 0.0084±0.00022 unit ตามล าดับ (ตาราง 
13) โดยท่ีปริมาณดงักล่าวสามารถท าใหเ้กิดการตกตะกอนในนมดงัแสดงในภาพประกอบ 15  
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ตาราง 13 การตรวจสอบหาปรมิาณเชือ้ท่ีท าใหเ้กิดการตกตะกอนในนม และค่ากิจกรรมของ

เอนไซมโ์ปรติเอสของเชือ้ Pseudomonas 3 สายพนัธุ ์ในอาหาร skim milk   

สายพันธุ ์
Pseudomonas 

เวลา (ช่ัวโมง) 
0 16 24 

จ านวน
แบคทีเรีย  (Log 

CFU/mL) 

กิจกรรม
เอนไซมโ์ปรติ
เอส (unit) 

จ านวน
แบคทีเรีย  (Log 

CFU/mL) 

กิจกรรม
เอนไซมโ์ปรติ
เอส (unit) 

จ านวน
แบคทีเรีย  

(Log CFU/mL) 

กิจกรรมเอนไซม์
โปรติเอส (unit) 

P. mosselii C24 1.77±0.268 
0.00025± 
0.00010 

    7.78±0.027 0.0038±0.00009 9.48±0.013 0.0111±0.00016 

P. mosselii N1 1.74±0.241 
0.00018± 
0.00011 

7.69±0.085 0.0039±0.00019 9.39±0.064 0.0041±0.00006 

P. fluorescens 
TISTR 1887 

1.97±0.070 
0.00026±8.0789

7E - 05 
5.83±0.031 

0.0005±4.63131
E - 05 

8.73±0.057 0.0084±0.00022 

ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD จากการทดลองสามซ า้  
 

 
 
 
 
 

 

ภาพประกอบ 15 การตกตะกอนโปรตีนในอาหาร skim milk 
 

(การตกตะกอนโปรตีนในอาหาร skim milk หลังจากการเติมเชื ้อ Pseudomonas หลอดทาง
ดา้นซา้ยของทุกภาพแสดงหลอดควบคุมท่ีไม่มีการเติมเชือ้แบคทีเรีย หลอดทางดา้นขวาของทุก
ภาพแสดงหลอดท่ีมีการเติมเชือ้ P. mosselii C24 (A), P. mosselii N1 (B) และ P. fluorescens 
TISTR 1887 (C) โดยลูกศรสีด าแสดงบริเวณ ท่ีเกิดการตกตะกอนโปรตีน )………………… 
 
 

A B C 
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6. การวิเคราะหม์วลโมเลกุลของเอนไซมโ์ปรติเอสด้วยวิธี zymography 
การวิเคราะห์มวลโมเลกุลของเอนไซม์โปรติเอสท่ีสร้างจากเชื ้อ P. mosselii C24,  

P. mosselii N1 และ P. fluorescens TISTR 1887 ด้วยวิธี zymography โดยใช้ skim milk เป็น 
substate พบว่า เอนไซม์โปรติเอสท่ีสรา้งจาก P. mosselii C24, P. mosselii N1 มีมวลโมเลกุล
เท่ากับ 47 กิโลดาลตัน ส่วนเอนไซม์โปรติเอสท่ีสรา้งจาก P. fluorescens TISTR 1887 มีมวล
โมเลกุลมากกว่า 180 กิโลดาลตนั (ภาพประกอบ 16)   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            
                           A                                                            B 

ภาพประกอบ 16 การวิเคราะหม์วลโมเลกุลของเอนไซมโ์ปรติเอสดว้ยวิธี zymography 
 

(การวิเคราะห์มวลโมเลกุลของเอนไซม์โปรติเอสด้วยวิธี zymography โดย lane 1 แสดงขนาด
โปรตีนมาตรฐาน, ภาพ A lane 2 และ lane 3 แสดงมวลโมเลกุลของเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสรา้งจาก 
P. mosselii C24 และ P. mosselii N1 ตามล าดับ, ภาพ B lane 2 แสดงมวลโมเลกุลของเอนไซม์
โป รติ เอส ท่ีส ร้า งจาก  P. fluorescens TISTR 1887 ลู กศรชี ้แสดงต าแห น่ งขอ งเอนไซม์ 
โปรติเอส)...............................................………………………………………………………..
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7. การคัดแยกเฟจ 
การคัดแยกเฟจท่ีมีความจ าเพาะต่อเชือ้แบคทีเรีย Pseudomonas sp. จากตัวอย่างน า้

คลองแสนแสบ โดยใช ้Pseudomonas ท่ีแยกไดจ้ากตาราง 10 เป็นโฮสต ์พบว่า สามารถแยกเฟจ
ท่ีมีลักษณะพลาคใส ซึ่งแสดงถึงความเป็นไลติกเฟจ ได้ทั้งหมด 23 ตัว จากโฮสต์ 9 สายพันธุ ์
(ตาราง 14) เฟจทุกตัวท่ีแยกได้จะถูกน าไปตรวจสอบความสามารถของเฟจในการติดเชือ้ใน
ขัน้ตอนต่อไป 

ตาราง 14 การคดัแยกแบคเทอริโอเฟจจากตวัอย่างน า้คลองแสนแสบ 
ล าดับ ลักษณะพลาค แบคเทอริโอเฟจ โฮสตท์ี่ใช้คัดแยก 

1 พลาคใส ΦPA P. aeruginosa PA 

2 พลาคใส ΦPAa P. aeruginosa PA 

3 พลาคใส ΦPAb P. aeruginosa PA 

4 พลาคใส ΦPF P. fluorescens PF 
5 พลาคใส ΦTa P. aeruginosa PA 

6 พลาคใส ΦTb P. aeruginosa PA 

7 พลาคใส ΦP2 P. fluorescens PF 

8 พลาคใส ΦaaA P. fluorescens PF 

9 พลาคใส ΦaaB P. fluorescens PF 

10 พลาคใส ΦPR P. fluorescens PF 

11 พลาคใส ΦF9 P. fluorescens PF 
12 พลาคใส ΦF18 P. fluorescens PF 
13 พลาคใส ΦTIS1 P. fluorescens TISTR 1887 
14 พลาคใส Φ17 P. mosselii N4 

15 พลาคใส Φ19 P. mosselii N4 

16 พลาคใส Φ21A P. mosselii N1 
17 พลาคใส Φ21B P. mosselii N1 

18 พลาคใส Φ21C P. mosselii N1 

19 พลาคใส Φ22 P. taiwanensis PT 

20 พลาคใส Φ24 P. mosselii PI01 

21 พลาคใส Φ25 Pseudomonas sp. PI02 
22 พลาคใส Φ27 Pseudomonas sp. PI02 

23 พลาคใส ΦC106 P. mosselii C24 
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8. การตรวจสอบความสามารถของเฟจในการติดเชือ้กับเชือ้สายพันธุต์่าง ๆ 
จากการทดสอบความสามารถของเฟจทัง้ 23 ตวั ในการติดเชือ้กบั Pseudomonas ท่ีคัด

แยกได ้14 สายพันธุ์ และสายพันธุ์อา้งอิง 9 สายพนัธุ ์(ตาราง 16) พบว่าเฟจ ΦC106 และ Φ21A 
มีความสามารถในการติดเชือ้ Pseudomonas สายพนัธุต่์าง ๆ ไดม้ากท่ีสดุ โดยสามารถเขา้ติดเชือ้
ได ้8 สายพนัธุ ์รองลงมาคือ เฟจ ΦTIS1 มีความสามารถในการติดเชือ้ Pseudomonas ได ้4 สาย
พนัธุ์ โดยเฟจอื่นอีก 20 ตวั มีสามารถในการติดเชือ้ Pseudomonas ไดอ้ย่างนอ้ย 1 สายพันธุ ์แต่
ไม่เกิน 3 สายพันธุ์ ดังนั้นเฟจทัง้สามตัว คือ ΦC106, Φ21A และ ΦTIS1 จึงถูกคดัเลือกไปศึกษา
ในขัน้ตอนต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 17 ตวัอย่างลกัษณะพลาค 
 

(โซนยับยั้ง Pseudomonas โดยเฟจ (ลูกศร) ท่ีเกิดจากการท าลายเซลล์ Pseudomonas ได้ไม่

สมบูรณ ์ท าใหเ้กิดพลาคขุ่น (A) และท่ีท าลายเซลล ์Pseudomonas ไดส้มบูรณ ์ท าใหเ้กิดพลาคใส 

(B)) 

 

A B 



 
 

 

 
 

65
 

ตา
รา
ง 1

5 
คว
าม
สา
มา
รถ
ขอ
งเฟ

จใ
นก
าร
ติด
เช
ือ้ 

Ps
eu

do
mo

na
s ส

าย
พนั

ธุต่์
าง
 ๆ

 

สายพันธุข์องเฟจ 

สา
ยพั

นธ
ุข์อ

งแ
บค

ทีเ
รีย

 

P. aeruginosa TIST 2370 

P. fluorescens TISTR 358 

P. fluorescens TISTR 2237 

P. fluorescens TISTR1887 

P. fluorescens TISTR 903 

P. fluorescens TISTR 904 

P. acidovorans TISTR 356 

P. otitidis TISTR 2468 

P. putida TISTR 1521 

P. mosselii F1D1 

P. mosselii F1D8 

P. mosselii F4C2 

P. mosselii F5A2 

P. mosselii C24 

P. fluorescens C19 

P. fragi C93 

P. mosselii PI01 

Pseudomonas sp. PI02 

P. mosselii N1 

P. mosselii N4 

P. taiwanensis PT 

P. fluorescens PF 

P. aeruginosa PA 

Φ
PA

 
0 

 - 
 

0 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
+ 

+ 

Φ
PA

a 
0 

 - 
 

+ 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
+ 

Φ
PA

b 
0 

 - 
 

+ 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
+ 

Φ
PF

 
 - 

 
+ 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

+ 
 - 

 

Φ
Ta

 
+ 

0 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
0 

 - 
 

Φ
Tb

 
+ 

0 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
0 

 - 
 

Φ
P2

 
 - 

 
 - 

 
+ 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

+ 

Φ
aa

A 
 - 

 
 - 

 
+ 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

Φ
aa

B 
 - 

 
 - 

 
+ 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

0 

Φ
PR

 
 - 

 
 - 

 
+ 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

+ 
 - 

 
 - 

 
+ 

 - 
 

Φ
TIS

1 
+ 

 - 
 

 - 
 

+ 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
 - 

 
+ 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

 - 
 

+ 
 - 

 

 - 
คือ

 ไม
่เก
ิดพ

ลา
ค,
 0 
คือ
 เก
ิดพ

ลา
คข
ุ่น 
แล
ะ +

 คื
อ 
เก
ิดพ

ลา
คใ
ส 

 

 65 



 
 

66
 

 

สายพันธุข์องเฟจเฟจ 

สา
ยพั

นธ
ุข์อ

งแ
บค

ทีเ
รีย

 

P. aeruginosa TIST 2370 
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P. fluorescens TISTR 903 
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P. otitidis TISTR 2468 
 

P. putida TISTR 1521 
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P. fluorescens C19 
 

P. fragi K93 
 

P. mosselii PI01 

Pseudomonas sp. PI02 

P. mosselii N1 

P. mosselii N4 
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9. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเฟจ 
น าเฟจ ΦC106, Φ21A และ ΦTIS1 ท่ีคัดเลือกได้มาตรวจสอบลักษณะ พลาค พบว่า 

เฟจทั้ง 3 ตัว มีขนาดและลักษณะพลาคท่ีแตกต่างกัน (ตาราง 15, ภาพประกอบ 18) เมื่อน ามา
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่า เฟจ  
ΦC106 และ Φ21A มีส่วนหัวเป็นรูปร่างเหล่ียมแบบสมมาตร (icosahedral symmetry) ขนาด 
51.67 ± 1.67 และ 48.57 ± 2.86 นาโนเมตร และมีหางสัน้ โดยมีความยาวเท่ากับ 12.78 ± 2.22 
และ 11.42 ± 0.57 นาโนเมตร ตามล าดับ จากรูปรา่งของเฟจดังกล่าว สามารถจัดจ าแนกเฟจอยู่
ในแฟมิลี Podoviridae  ในขณะท่ีเฟจ ΦTIS1 มีส่วนหัวเป็นรูปร่างเหล่ียมแบบสมมาตรขนาด 
69.24 ± 0.34 นาโนเมตร ส่วนหางยาว โดยมีความยาวเท่ากับ  122.20 ± 0.48 นาโนเมตร และมี
ชีทเป็นส่วนประกอบ จากรูปรา่งของเฟจดงักล่าว สามารถจดัจ าแนกเฟจอยู่ในแฟมิลี Myoviridae 
(ภาพประกอบ 19)  
 

ตาราง 16 ขนาดของพลาคและขนาดของเฟจภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

เฟจ 
ความยาว (นาโนเมตร) ขนาดพลาค 

(เซนติเมตร) เสน้ผ่านศนูยก์ลาง หาง 
ΦC106 51.67 ± 1.67 12.78 ± 2.22 0.25±0.053 
Φ21A 48.57 ± 2.86 11.42 ± 0.57 0.54±0.093 
ΦTIS1 69.24 ±0.34 122.20± 0.48 0.47±0.082 

 
 
 
 
 

 

 

ภาพประกอบ 18 ลกัษณะพลาคของเฟจ 

(ลกัษณะพลาคของเฟจ ΦC106 (A), Φ21A (B) และ ΦTS1 บนอาหาร NA) 

              A                                      B                                     C 
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ภาพประกอบ 19 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเฟจ 

 
(ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ เฟจ  ΦC106 (A), Φ21A (B) และ ΦTS1 (C) ภายใต้กล้อง
จลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน โดย bar มีขนาดเท่ากบั 100 นาโนเมตร) 

10. การหาอัตราส่วนของเฟจต่อโฮสตท์ี่เหมาะสมในการติดเชือ้ 
การหาอตัราส่วนของเฟจต่อโฮสตท่ี์เหมาะสมในการติดเชือ้ หรือค่า MOI จะศึกษาในเฟจ 

ΦC106, Φ21A แ ล ะ  ΦTIS1 โด ย ใช้ โฮ ส ต์ เ ป็ น  P. mosselii C24,  P. mosselii N1 แ ล ะ  
P. fluorescens TISTR 1887 ตามล าดับ ซึ่งค่า MOI ท่ีเหมาะสมสามารถดูไดจ้ากค่า MOI ท่ีเฟจ
สามารถเพิ่มจ านวนได้มากท่ีสุด ผลการทดลองพบว่า  เฟจ ΦC106 และ Φ21A มีค่า MOI ท่ี
เหมาะสมเท่ากบั 10 ในขณะท่ีเฟจ ΦTIS1 มีค่า MOI ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 100 (ตาราง 17) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

              A                                      B                                        C 
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ตาราง 17 แสดงอตัราส่วนของเฟจต่อโฮสตท่ี์เหมาะสมในการติดเชือ้ 

 ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD จากการทดลองสามซ า้ ตัวอักษรพิมพ์ใหญ่แสดงความ
แตกต่างของผลการทดลองท่ีค่า MOI ท่ีแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบเฟจในตัว
เดียวกนั (แนวคอลัมน)์ ส่วนตัวอักษรพิมพเ์ล็กแสดงความแตกต่างของผลการทดลองในเฟจแต่ละ
ตัวท่ีแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีค่า MOI เดียวกัน (แนวแถว) การทดสอบทางสถิติจะใช ้
Tukey’s test ท่ีค่า p ≤ 0.05  
 

11.การศึกษากราฟการเจริญของเฟจ 
การศึกษากราฟการเจริญของเฟจ ΦC106, Φ21A และ  ΦTIS1 โดยใช้โฮสต์เป็น  

P. mosselii C24, P. mosselii N1 และ P. fluorescens TISTR 1887 พบว่า เฟจ ΦC106 และ 
Φ21A มี latent period เท่ากบั 20 นาที มี rise period เท่ากบั 10 และ 15 นาที และมี burst size 
เท่ากับ 1,862 และ 331 PFU/infected cell ตามล าดับ ในขณะท่ีเฟจ ΦTSI1 มี latent period 
เท่ากับ 10 นาที มี rise period เท่ากับ 15 นาที และมี burst size เท่ากับ 7,000 PFU/infected 
cell (ภาพประกอบ 20)   
 
 
 
 
 
 

ปริมาณแบคทีเรีย 
(log CFU/mL) 

ปริมาณเฟจ 
(log PFU/mL) 

MOI 
ปริมาณเฟจหลังจากบ่มร่วมกับโฮสต ์                       
เป็นเวลา  2 ชั่วโมง (log PFU/mL) 

ΦC106 Φ21A ΦTSI1 

8 10 100 8.33±0.33abA 8.06 ± 0.36bB 8.68±0.23aA 
9 10 10 8.44±0.12bA 9.86 ± 0.37aA 8.60±0.06bA 
10 10 1 8.16±0.04aA 7.95 ± 0.02bB 7.30±0.28cB 
10 9 0.1 8.20±0.10aA 7.17 ± 0.21bC 6.17±0.10cC 
10 8 0.01 7.71±0.24aB 6.70 ± 0.12bD 6.65±0.66bBC 
10 7 0.001 7.22±0.08aC 5.70 ± 0.06bE 5.69±0.14bD 
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ภาพประกอบ 20 กราฟการเจริญของเฟจ  
 

(กราฟการเจริญของเฟจ ΦC106, Φ21A และ ΦTSI1 โดยแต่ละช่วงเวลาแสดงค่าเฉล่ีย  SD ท่ี
ไดม้าจากการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้)  

ΦC106 

 

Φ21A 
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12. การศึกษาความเสถียรของเฟจ 
12.1 การศึกษาความเสถียรต่อ pH ของเฟจ 

จากการศึกษาค่าความเสถียรของเฟจต่อ pH พบว่าเฟจ ΦC106 มีความเสถียรต่อ 
pH ในช่วง 5 - 10 และมีปริมาณเฟจลดลง 1 - 2 log PFU/mL ท่ี pH 11 และ 12 แต่จะถูกยับยั้ง
โดยสมบูรณ์ท่ีค่า pH ในช่วง 2 - 4 ในขณะท่ีเฟจ Φ21A มีความเสถียรต่อค่า pH ในช่วง 4 - 10 
และมีปริมาณลดลงเล็กนอ้ยท่ีค่า pH 11 และ 12 และมีปริมาณเฟจลดลง 3 log PFU/mL ท่ีค่า pH 
3 แต่จะถูกยับยั้งโดยสมบูรณ์ท่ีค่า pH 2 ส่วนเฟจ ΦTIS1 มีความเสถียรต่อค่า pH ในช่วง 4 - 12 
และมีปริมาณลดลงเล็กนอ้ยท่ีค่า pH 3 โดยยงัสามารถวดัปริมาณเฟจได ้6 log PFU/mL แต่จะถูก
ยบัยัง้โดยสมบูรณท่ี์ pH 2 (ภาพประกอบ 21)  

12.2 การศึกษาความเสถียรต่ออุณหภูมิของเฟจ 
การศึกษ าความ เสถี ย รต่ ออุณ หภู มิ ขอ ง เฟจ  ΦC106, Φ21A และ  ΦTIS1 

ท าการศึกษาในอาหาร NB และ skim milk พบว่า เฟจ ΦC106 จะมีความเสถียรท่ีอณุหภมูิ 4 - 45 
องศาเซลเซียส แต่จะลดลงจนไม่สามารถวัดปริมาณได้ท่ีอุณหภูมิ 65, 75 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ ์ในอาหาร NB ส่วนในอาหาร skim milk เป็นเช่นเดียวกันกับในอาหาร NB 
ยกเวน้ท่ีอุณหภูมิพาสเจอรไ์รซท่ี์ยังสามารถวัดปริมาณเฟจได้เล็กน้อยท่ี 1 -  2 log PFU/mL ใน
ส่วนของเฟจ Φ21A และ ΦTIS1 มีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 4 - 45 องศาเซลเซียส และมีปริมาณ
ลดลง 4 - 5 log PFU/mL ท่ีอณุหภูมิ 65, 75 องศาเซลเซียส และอณุหภมูิพาสเจอรไ์รซ ์ทัง้นีเ้ฟจทัง้ 
3 ตัว จะถูกยับยั้งโดยสมบูรณ์ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ทั้งในอาหาร NB และ skim milk 
(ภาพประกอบ 22 และ 23 ) 
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               ภาพประกอบ 21 ความเสถียรต่อค่า pH ของเฟจ  
 

(ความเสถียรต่อค่า pH ของเฟจ ΦC106, Φ21A และ ΦTIS1 ในอาหาร NB โดยแต่ละค่า pH 
แสดงในรูปค่าเฉล่ีย  SD ท่ีได้มาจากการทดลองทั้งหมด 3 ซ า้ ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันบนกราฟ
แท่งแสดงความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (p ≤ 0.05)) 

ΦC106 

 

Φ21A 

 

ΦTSI1 
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ภาพประกอบ 22 ความเสถียรต่ออณุหภมูิของเฟจในอาหาร NB 
 

(ความเสถียรต่ออุณหภูมิของเฟจ ΦC106, Φ21A และ ΦTIS1 ในอาหาร NB ท่ีมีการบ่มใน
อุณหภูมิ 4–100 องศาเซลเซียส นาน 1.5 ชั่วโมง และอุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ์ ได้แก่  63 องศา
เซลเซียส 30 นาที (LTLT) และ 72 องศาเซลเซียส 15 วินาที (HTST) โดยแต่ละอณุหภมูิแสดงในรูป
ค่าเฉล่ีย  SD ท่ีได้มาจากการทดลองทั้งหมด 3 ซ า้ ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันบนกราฟแท่งแสดง
ความแตก ต่ างกัน อย่ า งมี นั ยส าคัญ ทางสถิ ติ ท่ี ระดับ ความ เชื่ อ มั่ น ร้อ ยละ  95 (p ≤ 

0.05) )…………………………………………………………………………………………………
…………….…………….……………………………………………… 
…

Φ21A 

 

ΦC106 

ΦTSI1 
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ภาพประกอบ 23 ความเสถียรต่ออณุหภมูิของเฟจในอาหาร skim milk 
 

(ความเสถียรต่ออณุหภมูิของเฟจ ΦC106, Φ21A และ ΦTIS1 ในอาหาร skim milk ท่ีมีการบ่มใน
อุณหภูมิ 4–100 องศาเซลเซียส นาน 1.5 ชั่วโมง และอุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ์ ได้แก่ 63 องศา
เซลเซียส 30 นาที (LTLT) และ 72 องศาเซลเซียส 15 วินาที (HTST) โดยแต่ละอณุหภมูิแสดงในรูป
ค่าเฉล่ีย  SD ท่ีได้มาจากการทดลองทั้งหมด 3 ซ า้ ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันบนกราฟแท่งแสดง
ความแตก ต่า งกัน อย่ า งมี นั ยส าคัญ ทางสถิ ติ ท่ี ระดั บ ความ เชื่ อ มั่ น ร้อ ยละ  95 (p ≤ 

0.05))………………………………………………………………

ΦC106 Φ21A 

 

ΦTSI1 
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13. การทดสอบการยับย้ังเชือ้ Pseudomonas ในระดับห้องปฏิบตัิการ และการวัด
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส 

การยับยั้งเชื ้อ Pseudomonas ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอสโดยใช้เฟจในระดับ
หอ้งปฏิบติัการ จะทดสอบในเชือ้  P. mosselii C24 โดยใชเ้ฟจ ΦC106 และ Φ21A แบบเฟจเด่ียว
หรือเฟจผสม ดงันี ้

รูปแบบเฟจเดี่ยว  
ผลการยับยั้งเชือ้ P. mosselii C24 ด้วยเฟจ ΦC106 ท่ีระดับการปนเปื้อนเชื ้อใน

ปริมาณต ่า (ปริมาณเชือ้เร่ิมต้นเท่ากับ 4 log CFU/mL) พบว่า เฟจ ΦC106 สามารถลดปริมาณ
เชือ้ไดม้ากท่ีสดุเท่ากบั 2.59 ± 0.11 และ 2.41 ± 0.06 log CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุทดลอง
ท่ีไม่เติมเฟจ หลังจากการบ่มเป็นเวลา 8 และ 16 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหาร 
NB และ skim milk ตามล าดับ โดยการลดลงของกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส มีการลดลงสูงสุดท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เท่ากับ 0.00882 ± 0.00138 unit และ 0.01539 ± 0.00182 unit ใน
อาหาร NB และ skim milk ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับการลดลงของปริมาณเชื ้อแบคทีเรีย 

(ตาราง 18, ภาพประกอบ 24)  
ส าหรับการปนเปื้อนเชือ้ในปริมาณสูง (ปริมาณเชือ้เริ่มตน้ 8 log CFU/mL) พบว่า 

เฟจ  ΦC106 สามารถลดปริมาณ เชื ้อ ได้มากท่ีสุดเท่ากับ  4.55 ± 0.11 log CFU/mL เมื่ อ
เปรียบเทียบกับชุดทดลองท่ีไม่เติมเฟจ หลังจากการบ่มเป็นเวลา 16 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส ในอาหาร NB ในขณะท่ีในอาหาร skim milk ปริมาณเชือ้ลดลงมากท่ีสุดเท่ากับ 3.24 ± 
0.31 log CFU/mL หลังจากการบ่ม 16 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามการ
ลดลงของกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสสงูสุดยังคงพบท่ีอุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เท่ากับ 0.00841 
± 0.00031 unit และ 0.01298 ± 0.00005 unit ในอาหาร NB และ skim milk ตามล าดับ (ตาราง 
18, ภาพประกอบ 24) 

ผลการยับยั้งเชือ้ P. mosselii C24 ดว้ยเฟจ Φ21A ท่ีระดบัการปนเปื้อนเชือ้ปริมาณ
ต ่า สามารถลดปริมาณเชือ้ไดม้ากท่ีสุดเท่ากับ 2.70 ± 0.19 และ 2.78 ± 0.10 log CFU/mL เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดทดลองท่ีไม่เติมเฟจ หลังจากการบ่มเป็นเวลา 8 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในอาหาร NB และ skim milk ตามล าดับ โดยมีการลดลงของกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอ
สสูงสุดเท่ากับ 0.01247 ± 0.00020 และ 0.01008 ± 0.00060 unit หลังจากการบ่มเป็นเวลา 16 
และ 48 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหาร NB และ skim milk ตามล าดับ (ตาราง 
19, ภาพประกอบ 25)  
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ส าหรบัการปนเปื้อนเชือ้ในปริมาณสูง พบว่า เฟจ Φ21A  สามารถลดจ านวนเชือ้ได้
มากท่ีสุดเท่ากับ 4.05 ± 0.13 และ 4.92 ± 0.18 log CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลองท่ีไม่
เติมเฟจ หลังจากการบ่มเป็นเวลา  8 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีการลดลงของ
กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสสูงสุดเท่ากับ  0.01287 ± 0.00056  และ0.01060 ± 0.00049 unit 
หลังจากการบ่มเป็นเวลา 16 ชั่ วโมง ในอาหาร NB และ skim milk ตามล าดับ  (ตาราง 19, 
ภาพประกอบ 25)  

รูปแบบเฟจผสม 
ผลการยับยั้งเชือ้ P. mosselii C24 เมื่อมีการใช้เฟจในรูปแบบผสมระหว่าง  เฟจ 

ΦC106 และ Φ21A ในการทดลองท่ีมีการปนเปื้อนเชือ้ปริมาณต ่า พบว่าจ านวนเชือ้และกิจกรรม
ของเอนไซมโ์ปรติเอสลดลงมากท่ีสดุท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยสามารถลดปริมาณเชือ้ได้
มากท่ีสุดเท่ากับ 3.15 ± 0.20 log CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลองท่ีไม่เติมเฟจ หลังจาก
การบ่มเป็นเวลา 8 ชั่วโมง และ  2.97 ± 0.13 log CFU/mL หลังจากการบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
และมีการลดลงของกิ จกรรม เอนไซม์ โปรติ เอสสูงสุด เท่ากับ  0.00992 ± 0.00073 และ 
0.00814±0.00147 หลงัจากการบ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ในอาหาร NB และ skim milk ตามล าดับ 
(ตาราง 20, ภาพประกอบ 26)  

ส าหรบัการปนเปื้อนเชือ้ในปริมาณสูง พบว่าเมื่อใชเ้ฟจในรูปแบบผสม  สามารถลด
จ านวนเชือ้ได้มากท่ีสุดเท่ากับ 3.38 ± 0.13 และ 5.92 ± 0.16 log CFU/mL ในอาหาร NB และ
อาหาร skim milk ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลองท่ีไม่เติมเฟจ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส หลงัจากการบ่มเป็นเวลา 8 ชั่วโมง และมีการลดลงของกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสสูงท่ีสุด
เท่ากับ  0.01024 ± 0.00032 unit หลังจากการบ่มเป็นเวลา 16 ชั่วโมง และ 0.01255 ± 0.00145 
unit หลังจากการบ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ในอาหาร NB และ skim milk ตามล าดับ (ตาราง 20, 
ภาพประกอบ 26) …… 
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ภาพประกอบ 24 กราฟการลดลงของเชือ้ P. mosselii C24 และกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส 

เมื่อมีการใชเ้ฟจ ΦC106 เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ใชเ้ฟจ 

 

(การลดลงของเชือ้ P. mosselii C24 และกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส เมื่อมีการใชเ้ฟจ ΦC106 
เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ใช้เฟจในอาหาร NB (A, B) และอาหาร skim milk (C, D) ท่ีระดับการ
ปนเปื้อนต ่า (A, C) และระดบัการปนเปื้อนสงู (B, D)) 
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ภาพประกอบ 25 กราฟการลดลงของเชือ้ P. mosselii C24 และกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส 

เมื่อมีการใชเ้ฟจ Φ21A เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ใชเ้ฟจ 

 
(การลดลงของเชือ้ P. mosselii C24 และกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส เมื่อมีการใชเ้ฟจ Φ21A 
เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ใชเ้ฟจในอาหาร NB (A, B) และอาหาร skim milk (C, D) ท่ีระดบัการ
ปนเปื้อนต ่า (A, C) และระดบัการปนเปื้อนสงู (B, D))        
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ภาพประกอบ 26 การลดลงของเชือ้ P. mosselii C24 และกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส เมื่อมี

การใชเ้ฟจผสม เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ใชเ้ฟจผสม 
 

(การลดลงของเชือ้ P. mosselii C24 และกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส เมื่อมีการใชเ้ฟจผสม 

เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ใชเ้ฟจผสมในอาหาร NB (A, B) และอาหาร skim milk (C, D) ท่ีระดบั

การปนเปื้อนต ่า (A, C) และระดบัการปนเปื้อนสงู (B, D)) 
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14. การหาล าดับจีโนมทัง้หมด 
14.1 การหาล าดับจีโนมทั้งหมดอของเชือ้ Pseudomonas  

การวิเคราะหล์ าดับจีโนมทัง้หมดของเชือ้ P. mosselii C24 และการรวมนิวคลีโอไทด์
สายสัน้ (reads) เป็นนิวคลีโอไทดส์ายยาว (contig) โดยใชโ้ปรแกรม SPAdes v.3.12 พบว่า เชือ้ 
P. mosselii C24 ประกอบดว้ยล าดับนิวคลีโอไทดท์ัง้หมด 5,754,740 คู่เบส และมี G+C content 
เท่ากับ 64.4 เปอรเ์ซ็นต์ ผลการวิเคราะห์หาต าแหน่งยีนด้วยโปรแกรม Prokka v.1.12 และระบุ
หนา้ท่ีของยีนดว้ย BLASTp เปรียบเทียบกับฐานขอ้มูลใน NCBI พบว่า จีโนมประกอบดว้ย open 
reading frames (ORFs) 5,253 ORFs และพบยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัเอนไซมโ์ปรติเอสซึ่งวิเคราะหจ์าก
ฐานขอ้มูล UniProt  ทัง้หมด 11 ยีน (ตาราง 21) การตรวจสอบยีนตา้นยาปฏิชีวนะโดยโปรแกรม 
comprehensive antibiotic resistance database (CARD) พบว่า P. mosselii C24 มียีนท่ีท าให้
เกิดการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะคือ ยีน resistance - nodulation - cell division (RND) antibiotic 
efflux pumps ในการตรวจสอบ virulence factor ของเชื ้อ ผ่าน  virulence factor database 
(VFDB) พบว่า P. mosselii C24 ตรวจพบยีน mbtH - like และยีน hsiC1/vipB นอกจากนีย้ังมี
การตรวจพบ prophage โดยโปรแกรม PHASTER โดยพบว่ามี prophage บนจีโนมทั้งหมด 10 
ต าแหน่ง และเมื่อตรวจสอบพลาสมิดดว้ยโปรแกรม PlasmidFinder พบว่า ไม่พบพลาสมิด โดย
แผนภาพจีโนมทั้งหมดของ P. mosselii C24 จัดท าโดย CG - view server (ภาพประกอบ 27) 
ขอ้มลูจีโนมของ P. mosselii C24 ไดน้ าเขา้สู่ระบบฐานขอ้มลู NCBI ภายใตห้มายเลข accession 
number JAPHNF000000000 
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ภาพประกอบ 27 แผนภาพจีโนมทัง้หมดของ P. mosselii C24 

 
(แผนภาพจีโนมทัง้หมดของ P. mosselii C24 จากวงดา้นนอกสู่วงดา้นในแสดงตามล าดบัดงันี ้วง
ท่ี 1 คือ  forward strand, วงท่ี 2 คือ  reverse strand, วงท่ี 3 คือ  GC content, วงท่ี 4 คือ  GC 
skew และวงท่ี 5 คือ ต าแหน่งของล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยสีในแต่ละวงแสดงดังสัญลักษณ์ทาง
ดา้นขวาของภาพ) 
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ตาราง 21 ยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัเอนไซมโ์ปรติเอสในล าดบัจีโนมของเชือ้ P. mosselii C24  

F คือ Forward, R คือ Reverse 
 

ORF ต าแหน่ง สาย 

(strand) 

หน้าที่ของยีน ความยาว 
(คู่เบส) 

UniProtKB 

เร่ิม หยุด 

82 88,387 89,403 F Putative protease 
SohB 

1,017 P0AG14 

1763 137,601 138,488 F Protease HtpX 888 Q9PA93 

1788 161,857 163,314 R Metalloprotease 
AprA 

1,458 A0A0C5CJR8 

2015 203 1,363 R Serine endoprotease 
DegS 

1,161 P0AEE3 

2035 21,544 24,543 F Extracellular serine 
protease 

3,000 P09489 

2036 24,632 27,718 F Extracellular serine 
protease 

3,087 P09489 

2601 275,612 276,958 R Metalloprotease 
PmbA 

1,347 P0AFK0 

2603 277,667 279,106 R Metalloprotease TldD 1,440 P0AGG8 

2832 176,320 177,675 F Putative zinc 
protease 

1,356 P9WHT5 

3148 210,039 210,581 F Putative cysteine 
protease YraA 

543 O06006 

4223 76,121 76,936 R Metalloprotease LoiP 816 P25894 
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14.2 การหาล าดับจีโนมทั้งหมดของเฟจ 
การวิเคราะหล์ าดับจีโนมทัง้หมดของเฟจ ΦC106 และ Φ21A พบว่า จีโนมของเฟจ 

ΦC106 และ Φ21A เป็นดีเอ็นเอสายคู่ มีความยาว 36,127 คู่เบส และ 39,716 คู่เบส และมี G+C 
content เท่ากับ  56.83 และ 59.13 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  (ภาพประกอบ 28) ผลจากการ
เปรียบเทียบจีโนมของเฟจกับฐานขอ้มลู NCBI พบว่าล าดบัพันธุกรรมทกุ node ของเฟจ ΦC106 
มี คว าม เหมื อ นกั นม ากกว่ า  98 เป อ ร์เซ็ น ต์ กับ เฟ จ  UNO - SLW1( accession number 
NC_047873.1) ซึ่งเป็นเฟจท่ีติดเชือ้ใน Pseudomonas นอกจากนี้ยังพบว่า มี 2 node ท่ีแสดง
ความเหมือนกนัมากกว่า 78 เปอรเ์ซ็นต ์กบัเฟจ PPpW-4 ท่ีติดเชือ้ใน Pseudomonas เช่นเดียวกัน 
(accession number AB775549.1) ผลการวิเคราะห์หาต าแหน่งยีนและระบุหน้าท่ีของยีนโดย
เปรียบเทียบกับฐานขอ้มลูใน NCBI พบว่า  จีโนมของเฟจ ΦC106 ประกอบดว้ย ORF ทัง้หมด 45 
ORFs แต่มี เพี ยง  15 ORFs ท่ีสามารถระบุหน้า ท่ีของยีนได้  (ตาราง 22) ส่วนเฟจ Φ21A 
ประกอบด้วย ORF ทัง้หมด 52 ORFs โดยสามารถระบุหน้าท่ีของยีนได้เพียง 18 ORFs (ตาราง 
23) และเฟจทัง้สองตัวไม่พบ tRNA gene เมื่อวิเคราะหผ่์านโปรแกรม tRNAscan-SE นอกจากนี้
เฟจ ΦC106 และ Φ21A ไม่พบ ORF ท่ีแสดงออกเป็นโปรตีน toxin, virulence factor และยีนตา้น
ยาปฎิชีวนะ รวมถึงไม่พบกลุ่มยีนท่ีจ าเป็นใน lysogenic cycle ของเฟจ ไดแ้ก่ โปรตีน integrase, 
recombinase, repressor, anti- repressor protein และ excisionase และจากการวิเคราะหด์ว้ย
โปรแกรม PhageAI แสดงให้เห็นว่าเฟจ ΦC106 และ Φ21A ถูกจัดเป็น virulent phage ท่ีระดับ 
99.68 และ 99.58 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดบั ขอ้มลูจีโนมของเฟจ ΦC106 ไดน้ าเขา้สู่ระบบฐานขอ้มูล 
NCBI ภายใตห้มายเลข accession number OQ079412, OQ079413, OQ079414, OQ079415 
และ OQ079416 ส่วนเฟจ  Φ21A อยู่ภายใต้หมายเลข accession number OQ079410 และ 
OQ079411 
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ภาพประกอบ 28 แผนภาพจีโนมทัง้หมดของเฟจ ΦC106 และ Φ21A 
 
(แผนภาพจีโนมทัง้หมดของเฟจ ΦC106 และ Φ21A จากวงดา้นนอกสู่วงดา้นในแสดงตามล าดับ
ดังนี ้วงท่ี 1 คือ forward strand, วงท่ี 2 คือ reverse strand, วงท่ี 3 คือ GC content, วงท่ี 4 คือ 
GC skew และวงท่ี 5 คือ ต าแหน่งของล าดบันิวคลีโอไทด ์โดยสีในแต่ละวงแสดงดงัสญัลกัษณท์าง
ดา้นขวาของภาพ) 
 
 

 

 

 

 

 

A B 
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ตาราง 22 การวิเคราะหห์าต าแหน่งยีนและระบุหนา้ท่ีของยีนของเฟจ ΦC106 โดยเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลูใน
NCBI  

ORF ต าแหน่ง สาย 

(Strand) หน้าที่ของยีน E - value 
Identity 

(%) 
GenBank ID 

เร่ิม หยุด  

8 3,883 6,534 F DNA - directed RNA 
polymerase 

0 99.66 YP_009793697.1 

11 7,315 8,223 F DNA ligase 0 99.34 YP_009793700.1 

17 10,378 11,067 F Single - stranded DNA - 
binding protein gp2.5 

1e - 150 99.56 YP_009793706.1 

18 11,067 11,507 F Endonuclease  1e - 73 99.18 YP_009793707.1 

19 11,518 11,979 F Lysin 5e - 97 88.24 YP_009793708.1 

21 12,650 14,338 F Primase/helicase protein 0 99.82 YP_009793710.1 

26 433 1,329 R Terminase large subunit  4e - 177 80.87 QNJ57260.1 

29 2,662 2,919 R DNA packaging protein A  3e - 42 100 YP_009793732.1 

31 4,445 8,437 R Protein inside capsid D 0 99.77 YP_009793729.1 

33 203 571 F Capsid and scaffold 
protein 

3e - 80 100 YP_009793722.1 

34 903 1,490 F Tail fiber protein 3e - 142 100 YP_009793724.1 

35 1,501 3,909 F Tail fiber protein 0 99.88 YP_009793725.1 

39 80 991 F Exonuclease 0 100 YP_009793716.1 

43 3,122 4,078 F Capsid and scaffold 
protein 

0 99.69 YP_009793721.1 

45 376 1,821 R DNA polymerase 0 100 YP_009793713.1 

F คือ Forward, R คือ Reverse 
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ตาราง 23 การวิเคราะหห์าต าแหน่งยีนและระบุหนา้ท่ีของยีนของเฟจ Φ21A โดยเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลูใน 
NCBI  

ORF ต าแหน่ง สาย 

(Strand) 

หน้าที่ของยีน E - 
value 

Identity 

(%) 

GenBank ID 

เร่ิม หยุด 

10 4,661 7,327 F Putative RNA polymerase 0 77.90 YP_008873136.1 

13 7,921 8,964 F Putative DNA ligase 7e - 
170 

67.04 YP_008873139.1 

22 11,380 12,063 F Putative single - stand  
DNA - binding protein 

6e - 
118 

85.90 YP_008873147.1 

23 12,063 12,503 F Putative endonuclease 2e - 80 86.99 YP_008873148.1 

24 12,513 12,974 F Putative lysozyme/amidase 1e - 89 81.05 UKL14709.1 

26 13,608 15,338 F Putative DNA primase/helicase 0 87.94 YP_008873151.1 

28 15,607 17,736 F Putative DNA polymerase 0 90.41 YP_008873153.1 

30 18,069 18,278 F HNS binding protein 1e - 39 92.75 YP_009793715.1 

31 18,373 19,302 F Putative exonuclease 0 84.04 YP_008873156.1 

36 20,641 22,242 F Putative head - tail connector protein 0 92.84 YP_008873161.1 

37 22,317 23,240 F Putative capsid assembly protein 7e - 
117 

65.35 YP_008873162.1 

38 23,381 24,406 F Putative major capsid protein  0 92.08 YP_008873163.1 

40 24,742 25,329 F Putative tail tubular protein A 2e - 
120 

90.77 YP_008873165.1 

42 27,640 27,831 F Putative tail tubular protein B 6e - 30 92.06 YP_008873166.1 

45 28,879 31,077 F Putative internal virion protein C 0 82.60 YP_008873169.1 

46 31,092 35,090 F Peptidoglycan lytic 
exotransglycosylase 

0 76.13 UBU95736.1 

49 527 2,290 R Putative terminase, large subunit 0 92.60 YP_008873175.1 

51 2,720 2,977 R Putative terminase, small subunit 5e - 42 83.53 YP_008873173.1 

F คือ Forward, R คือ Reverse 
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15. การวิเคราะหค์วามสัมพนัธแ์ละการจดักลุ่มของเฟจ  
ผลการวิเคราะหแ์ละสรา้งแผนภมูิ phylogenetic tree ของเฟจ ΦC106 และ Φ21A โดย

ใช้ยีน terminase large subunit พบว่า  เฟจ ΦC106 และ  Φ21A มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ 
Pseudomonas phage  UNO-SLW1 มากท่ีสุด โดยมีค่า bootstrap เท่ากับ 99 เปอรเ์ซ็นต์ จาก
แผนภู มิ แสด งให้ เห็ น ว่ า ยี น  terminase large subunit สาม า รถ ใช้ จ  าแน ก เฟ จ ในกลุ่ ม
Pseudomonas ออกจากเฟจในกลุ่มแบคทีเรียอื่นอย่างเห็นไดช้ดั (ภาพประกอบ 29)  
  

 
ภาพประกอบ 29 แผนภมูิแสดงความสมัพนัธแ์ละการจดักลุ่มของเฟจ ΦC106 และ Φ21A 

 
(แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์และการจัดกลุ่มของเฟจ ΦC106 และ Φ21A โดยอาศัยล าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน terminase large subunit วิเคราะห์โดยวิธีการ Neighbor-joining โดยทดสอบ
ความเชื่อมั่นดว้ยค่า bootstrap จ านวน 1,000 ซ า้) 
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บทท่ี 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง  

งานวิจัยนี้สามารถคัดแยกเชือ้ Pseudomonas จากตัวอย่างนมดิบในประเทศไทย ได้
ทัง้หมด 225 ไอโซเลท เมื่อน ามาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสบน
อาหาร skim milk ผลการศึกษาพบว่าสามารถแยกเชือ้ท่ีสรา้งเอนไซม์โปรติเอสในปริมาณสูงได้
จ  านวน 14 ไอโซเลท เมื่อน าเชื ้อทั้ง 14 ไอโซเลทมาจัดจ าแนกในระดับสปีชีส์โดยอาศัยล าดับ 
นิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA พบว่า เป็น P. mosselii 8 สายพันธุ,์ P. fluorescens 2 สายพนัธุ์, 
P. fragi 1 สายพันธุ,์ P. taiwanensis 1 สายพนัธุ์ และ P. aeruginosa 1 สายพนัธุ ์โดยมี 1 ไอโซ - 
เลทท่ีไม่สามารถระบุสปีชีส์ได้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ท่ีสามารถแยกเชื ้อกลุ่ม 
Pseudomonas อาทิ P. fluorescens, P. fragi และ P. aeruginosa ไดจ้ากนมดิบ(35)  

Pseudomonas เป็นแบคทีเรียท่ีมักพบการปนเปื้อนในนมดิบ เน่ืองจากเป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิเย็น(34) โดยพบว่า Pseudomonas สามารถใชส้ารอาหารโดยทั่วไปได้
ง่าย และมีระยะเวลาการแบ่งเซลลท่ี์สั้น (นอ้ยกว่า 4 ชั่วโมง) ท่ีอุณหภูมิ 0 - 7 องศาเซลเซียส(36) 
จากรายงานของ Dogan และ Boor (2003)(37) พบว่า Pseudomonas สามารถแบ่งเซลลจ์าก 1 
เซลลไ์ปเป็น 1.0×106 CFU/mL ภายใน 8 วัน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ส่งผลใหส้ามารถเจริญ
ในนมดิบท่ีมีการแช่เย็นไดดี้กว่าแบคทีเรียอื่น 

P. mosselii และ P. taiwanensis ยังไม่มีการรายงานว่าพบในนมดิบมาก่อน อย่างไรก็
ตาม มีรายงานว่าสามารถพบเชือ้สองสายพนัธุด์ังกล่าวไดใ้นตัวอย่างดิน(45, 141) ซึ่งการปนเปื้อนเชือ้
แบคทีเรียจากดินสู่นมดิบสามารถเกิดขึน้ได ้ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากสุขอนามัยท่ีไม่เหมาะสมของ
ฟารม์โคนม 

เชือ้ Pseudomonas ทัง้ 14 สายพันธุ์จะถูกน ามาวิเคราะหห์ายีน aprX ซึ่งแปลรหัสเป็น
โปรตีน AprX หรือเอนไซมโ์ปรติเอส พบว่า Pseudomonas ทัง้ 14 สายพนัธุ ์สามารถตรวจพบ ยีน
ดังกล่าว โดยในส่วนของนิวคลีโอไทด์ในยีน  aprX พบว่า มีบริเวณอนุรักษ์สูงในสปีชีส์ของ 
Pseudomonas ท่ีแยกได้จากนมดิบ จึงท าให้สามารถใช้ยีน aprX ในการตรวจสอบการสรา้ง
เอนไซมโ์ปรติเอสในนมดิบได้(62)นอกจากนีศ้ักยภาพในการย่อยโปรตีน อาจเกิดจากความแตกต่าง
ของระดบัการแสดงออกของยีน aprX อีกดว้ย(63) 
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เอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสรา้งจาก P. mosselii C4 และ P. mosselii N1 และ P. fluorescens 
TISTR 1887 ท่ีมีการสรา้งเอนไซม์โปรติเอสมากท่ีสุดถูกน ามาวิเคราะห์มวลโมเลกุลโดยวิธีการ 
zymography ท่ีอาศัย skim milk เป็นซับสเตรต ของเอนไซม์ โดยตัวอย่างท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 
เตรียมจากน ้าเลี ้ยงเชื ้อของแบคทีเรียดังกล่าว ผลการทดลองพบว่า P. mosselii C4 และ P. 
mosselii N1 สามารถสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 47 กิโลดาลตัน ซึ่งสอดคลอ้ง
กบัการทดลองก่อนหนา้นีท่ี้รายงานว่าเอนไซมโ์ปรติเอสทนรอ้นท่ีมกัสรา้งจากเชือ้ Pseudomonas 
spp. และท าใหเ้กิดการเน่าเสียในนมดิบ คือเอนไซม ์ AprX  ซึ่งเป็นเอนไซมโ์ปรติ-เอสท่ีจัดอยู่ใน
กลุ่ม alkaline metalloprotease และอยู่แฟมิลี serralysin มีมวลโมเลกุลอยู่ในช่วงประมาณ 40–
50 กิโลดาลตัน (142) อย่างไรก็ตาม เอนไซม์โปรติเอสท่ีสรา้งจาก P. fluorescens TISTR 1887 มี
มวลโมเลกุลมากกว่า 180 กิโลดาลตนั ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นเอนไซมโ์ปรติเอสในกลุ่มอื่น ทัง้นีย้งัไม่มี
รายงานถึงเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีมีมวลโมเลกุลสงูดงักล่าวท่ีสรา้งจากเชือ้ Pseudomonas spp. จึงไม่
สามารถสรุปว่าเป็นเอนไซมโ์ปรติเอสในกลุ่มใด ดงันัน้ผลการศึกษานีจ้ึงเป็นการศึกษาครัง้แรกท่ีพบ
เอนไซมโ์ปรติเอสลกัษณะดงักล่าว  

การทดสอบการเจริญของเชือ้และกิจกรรมการย่อยโปรตีนท่ีเกิดขึน้ในอาหาร skim milk 
ท าการทดสอบใน Pseudomonas สายพันธุ์ ท่ีมีกิจกรรม เอนไซม์โปรติ เอสสูง ท่ีสุด  ได้แก่   
P. mosselii C24, P. mosselii N1 และสายพนัธุอ์า้งอิง คือ P. fluorescens TISTR 1887 เพื่อระบุ
ค่ากิจกรรมการรมเอนไซมท่ี์สามารถท าให ้skim milk เกิดการตกตะกอน และปริมาณเชือ้ท่ีท าให้
เกิดกิจกรรมเอนไซม์ดังกล่าว ผลการศึกษาพบว่า P. mosselii C24, P. mosselii N1 และ P. 
fluorescens TISTR 1887 ท าให้ skim milk เกิดการตกตะกอนท่ีค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส 
เท่ากับ 0.0111 ± 0.00016, 0.0041 ± 0.00006 และ 0.0084 ± 0.00022 unit ท่ีปริมาณเท่ากับ 
9.48 ± 0.013, 9.39 ± 0.064 และ 8.73 ± 0.057 log CFU/ mL ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหนา้
ของ Kumaresan และคณะ ในปี 2007(143) ท่ีรายงานว่า การย่อยสลายของโปรตีนในนมดิบจะ
เกิดขึน้เมื่อจ านวนเชือ้แบคทีเรียทนเย็นมีความเขม้ขน้สูงกว่า 6 log CFU/mL และถึงแมว้่าจ านวน
ของเชื ้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์จะมีปริมาณใกล้เคียงกันหลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แต่
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสจากเชือ้ P. mosselii C24 สูงกว่าเชือ้อีก 2 สายพันธุ์ สอดคลอ้งกับ
การทดลองก่อนหนา้นีท่ี้กล่าวว่า ความสามารถในการท าให้นมเน่าเสียของ Pseudomonas spp. 
นัน้แตกต่างกนัขึน้อยู่กบัสายพนัธุแ์ละสภาวะท่ีใชใ้นการเจริญ(42, 144)  

เชื ้อ Pseudomonas ทั้ง 14 สายพันธุ์ รวมทั้งสายพันธุ์อ้างอิงได้แก่ P. fluorescens 
TISTR 1887 ท่ีมีการสรา้งเอนไซมโ์ปรติเอสจะถกูน ามาใชเ้ป็นโฮสตส์ าหรบัแยกเฟจจากตวัอย่างน า้ 
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โดยสามารถแยกเฟจท่ีใหพ้ลาคใสหรือไลติกเฟจ ได้ทัง้หมด 23 ตัว จากนั้นเฟจทัง้ 23 ตัว จะถูก
น ามาตรวจสอบความสามารถของเฟจในการติดเชือ้ (host range) กับ Pseudomonas ทั้ง 14 
สายพันธุ์และสายพันธุ์อา้งอิง ผลการทดสอบพบว่าเฟจ ΦC106 และ Φ21A มีความสามารถใน
การติดเชือ้ Pseudomonas สายพันธุ์อื่นมากท่ีสุด ซึ่งทั้งสองเฟจสามารถติดเชือ้ได้ 8 สายพันธุ ์
รองลงมาคือ ΦTSI1 สามารถเขา้ติดเชือ้ได ้4 สายพันธุ์ ดังนั้นเฟจทัง้สามตัวจึงถูกน าไปศึกษาใน
การทดลองต่อไป ทัง้นีเ้ฟจสามารถพบไดใ้นส่ิงแวดลอ้มท่ีหลากหลายตามท่ีโฮสตแ์บคทีเรียอยู่ โดย
เฟจสามารถพบได้ในน า้มากกว่าดิน เน่ืองจากเฟจสามารถเข้าถึงแบคทีเรียท่ีแขวนลอยอยู่ใน
ตวักลางท่ีเป็นของเหลวไดง้่ายกว่า ในขณะท่ีดินมีความซบัซอ้นทางกายภาพและทางเคมีมากกว่า 
ซึ่งเป็นการขัดขวางการเคล่ือนท่ีของเฟจ(145) อย่างไรก็ตามเฟจค่อนขา้งมีความจ าเพาะต่อโฮสต์
แบคทีเรียสงู(146) ดงันัน้ ตวัอย่างน า้จึงถกูน ามาใชใ้นการแยกเฟจกลุ่มต่าง ๆ ในการทดลองนี ้ 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเฟจ พบว่าเฟจ  ΦC106, Φ21A และ 
ΦTSI1 ให้พลาคท่ีมีขนาดแตกต่างกัน คือ 0.25 ± 0.053, 0.54 ± 0.093 และ 0.47 ± 0.082 
มิลลิเมตร ตามล าดับ และจากการศึกษารูปร่างเฟจภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
ผ่าน พบว่า ΦC106 และ Φ21A จัดอยู่ในแฟมิลี Podoviridae โดยส่วนหัวเป็นรูปร่างเหล่ียมแบบ
สมมาตร (icosahedral symmetry) ขนาด 51.67 ± 1.67 และ 48.57 ± 2.86 นาโนเมตร และมี
หางสั้น โดยมีความยาวเท่ากับ 12.78 ± 2.22 และ 11.42 ± 0.57 นาโนเมตร ตามล าดับ  จาก
รูปรา่งของเฟจดงักล่าว สามารถจดัจ าแนกเฟจอยู่ในแฟมิลี Podoviridae  ในขณะท่ีเฟจ ΦTIS1 มี
ส่วนหัวเป็นรูปรา่งเหล่ียมแบบสมมาตรขนาด 69.24 ± 0.34 นาโนเมตร ส่วนหางยาว โดยมีความ
ยาวเท่ากับ 122.20 ± 0.48 นาโนเมตร และมีชีทเป็นส่วนประกอบ จากรูปร่างของเฟจดังกล่าว 
สามารถจดัจ าแนกเฟจอยู่ในแฟมิลี Myoviridae จากการศึกษาก่อนหนา้ พบว่ารอ้ยละ 97 ของเฟจ
ใน Pseudomonas จดัอยู่ในคลาส Caudovirales (เฟจมีหาง)(147) ซึ่งส่วนใหญ่เป็นเฟจท่ีมีหางยาว
และไม่มีชีท  จัดอยู่ ในแฟมิ ลี  Siphoviridae อย่างไรก็ตาม  มี รายงานว่า เฟจ ท่ี ติดเชื ้อ ใน 
Pseudomonas spp.  ซึ่งเป็นสาเหตุให้นมเน่าเสีย พบว่าจัดอยู่ในแฟมิ ลี Podoviridae และ 
Myoviridae เช่ น เดี ย วกั น  ได้ แก่  เฟ จ  HU1 (เฟ จ ขอ ง  P. lactis), เฟ จUFJF_PfSW6 แล ะ 
UFJF_PfDIW6 (เฟจของ P. fluorescens) ซึ่งเฟจทัง้สามถูกจัดอยู่ในแฟมิลี Podoviridae รวมทั้ง
เฟจท่ีแยกไดจ้าก P. plecoglossicida, P. putida และ P. fluorescens พบว่าถูกจัดอยู่ในแฟมิลี 
Myoviridae (148)  
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การศึกษาอัตราส่วนของเฟจต่อโฮสต ์(MOI) ท่ีเหมาะสมในการติดเชือ้ของเฟจ  ΦC106, 
Φ21A และ ΦTSI1 โดยใช้โฮสต์เป็น P. mosselii C24, P. mosselii N1 และ P. fluorescens 
TISTR 1887 ตามล าดับ พบว่าเฟจแต่ละตวัมี MOI ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจ านวนใหไ้ดป้ริมาณสูง
ท่ีสดุแตกต่างกนั โดยเฟจ ΦC106 และ Φ21A มี MOI ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 10 ในขณะท่ีเฟจ ΦTSI1 
มีค่า MOI ท่ีเหมาะสมเท่ากับ 100 ผลการทดลองสอดคล้องกับการรายงานก่อนหนา้ ท่ีกล่าวว่า 
อตัราส่วนของจ านวนเฟจต่อจ านวนเซลลแ์บคทีเรียท่ีเหมาะสมจะแตกต่างกันไปตามชนิดของเฟจ
และสายพนัธุข์องแบคทีเรีย(110) นอกจากนี ้MOI ยังมีความส าคญัต่อกระบวนการยับยั้งการติดเชือ้
แบคทีเรียดว้ยเฟจ  

จากการศึกษากราฟการเจริญของเฟจ พบว่าเฟจ ΦC106 และ Φ21A มี latent period 
ท่ีเท่ากนั คือ 20 นาที มี rise period เท่ากบั 10 และ 15 นาที และมี burst size เท่ากบั 1,862 และ 
331 PFU/infected cell ตามล าดับ ในขณะท่ีเฟจ ΦTSI1 มี latent period เท่ากบั 10 นาที มี rise 
period เท่ากบั 15 นาที และมี burst size เท่ากับ 7,000 PFU/infected cell ทัง้นีก้ารน าเฟจไปใช้
ในรูปแบบ phage therapy ควรคัดเลือกเฟจท่ีมี latent period ท่ีสั้น และมี burst size ท่ีมาก 
เน่ืองจากแสดงใหเ้ห็นถึงความสามารถในการเพิ่มจ านวนของเฟจไดอ้ย่างรวดเร็ว และมีการผลิตเฟ
จออกมาจ านวนมากต่อการติดเชือ้แต่ละครัง้  ซึ่งเพิ่มโอกาสในการลดจ านวนแบคทีเรียเป้าหมาย
ไดดี้ยิ่งขึน้ (149, 150)  

การศึกษาความเสถียรต่อค่า pH และอุณหภูมิถือเป็นอีกปัจจัยท่ีมีผลต่อการอยู่รอดของ
เฟจ โดยเฟจ Φ21A และ ΦTSI1 มีความเสถียรท่ีค่า pH ตัง้แต่ 4 - 10 และมีปริมาณเฟจลดลงท่ี
ค่า pH 3, 11 และ 12 ในขณะท่ีเฟจ ΦC106 มีความเสถียรท่ีค่า pH ตัง้แต่ 5 - 10 และมีปริมาณ
ลดลงท่ีค่า pH 11 - 12 แต่สามารถถกูยับยั้งไดอ้ย่างสมบูรณท่ี์ค่า pH 2 - 4 สอดคลอ้งกบังานวิจัย
ก่อนหน้านีท่ี้กล่าวว่า ความเป็นกรดส่งผลต่อโครงสรา้งโปรตีนของเฟจ  ได้แก่ หัวและหางของ 
เฟจรวมทัง้อาจท าใหโ้ครงสรา้งของดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไปอีกดว้ย(123)  

ความเสถียรต่ออณุหภูมิของเฟจ ท าการศึกษาในอาหาร NB และ skim milk โดยศึกษาท่ี
อณุหภมูิแตกต่างกนั เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง ผลการศึกษาพบว่าเฟจ  ΦC106, Φ21A และ ΦTSI1 มี
ความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 4 - 45 องศาเซลเซียส ทัง้ในอาหาร NB และ skim milk เมื่ออุณหภูมิเพิ่ม
สูงขึน้ ท่ี 65, 75 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ์ พบว่าเฟจ Φ21A และ ΦTSI1 มี
ปริมาณลดลง ตั้งแต่ 2 - 6 log PFU/mL ทัง้ในอาหาร NB และ skim milk ในขณะท่ีเฟจ ΦC106 
ถกูยับยั้งไดอ้ย่างสมบูรณ์ในอาหาร NB ท่ีอุณหภูมิดังกล่าว แตกต่างกับผลการทดสอบในอาหาร 
skim milk ท่ีพบว่าเฟจ ΦC106 ยงัคงอยู่รอดไดท่ี้อุณหภมูิพาสเจอรไ์รซ ์อย่างไรก็ตาม เฟจทัง้สาม
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ตัวสามารถถูกยับยั้งได้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ในกรณีท่ีเฟจ ΦC106 สามารถทนต่อ
อณุหภมูิพาสเจอรไ์รซไ์ดน้ัน้ สอดคลอ้งกบัการรายงานก่อนหนา้นีท่ี้พบว่า เฟจ UFJF_PfDIW6 และ 
UFJF_PfSW ท่ีติดเชือ้ใน P. fluorescens สามารถทนต่ออุณหภูมิพาสเจอรไ์รซไ์ด้(150) นอกจากนี้
เฟจจะสามารถอยู่รอดไดใ้นอาหาร skim milk มากกว่าอาหาร NB เน่ืองจากในอาหาร skim milk 
มีองคป์ระกอบของโปรตีนเคซีน ซึ่งจะช่วยปกป้องเฟจจากความรอ้นได ้สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อน
หนา้ท่ีกล่าวว่านม มีองคป์ระกอบของโปรตีน จึงสามารถปกป้องเฟจจากความรอ้นได ้แตกต่างจาก
อาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือหรือไขมนัสงูท่ีไม่สามารถช่วยใหเ้ฟจทนกบัอณุหภมูิสงูได้(151)  จาก
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเฟจ ΦC106, Φ21A และ ΦTSI1 มีความเสถียรในช่วงกว้างทั้ง
อุณหภูมิและ pH ซึ่งเป็นประโยชนใ์นการน าไปใช ้ในรูปแบบ phage therapy ท่ีสภาวะแวดลอ้ม
ต่าง ๆ (152) 

ผลการศึกษาการยับยั้งเชือ้ P. mosselii C24 โดยเฟจ ΦC106 และ Φ21A ในรูปแบบ
เด่ียวและแบบผสม และกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส ในอาหาร NB และ skim milk ท่ีอุณหภูมิ
ต่าง ๆ เมื่อบ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง สรุปได้ดังตาราง 24 จากผลการทดลองพบว่าท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส จะพบการเจริญของเชือ้แบคทีเรียและกิจกรรมการสรา้งเอนไซมโ์ปรติ-เอสท่ีสงูท่ีสุด 
รวมทั้งพบว่าเฟจสามารถยับยั้งเชื ้อแบคทีเรียและลดกิจกรรมองเอนไซม์โปรติเอสได้ดีท่ี สุดท่ี
อุณหภูมิดังกล่าวเช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตาม กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสมีแนวโนม้เพิ่มสูงขึน้
ตามจ านวนแบคทีเรียท่ีเพิ่มขึน้ ดังนัน้การลดจ านวนแบคทีเรียจึงส่งผลใหก้ิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติ
เอสลดลงดว้ย โดยกิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสจะลดลงอย่างมีนัยส าคญั เมื่อใชเ้ฟจทัง้ในรูปแบบ
เด่ียวหรือรูปแบบผสม นอกจากนีใ้นชดุทดลองควบคมุท่ีไม่มีการเติมเฟจ และบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 และ 
10 องศาเซลเซียส พบว่าถึงแมเ้ชือ้แบคทีเรียจะมีการเพิ่มจ านวน แต่กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอ
สกลบัไม่เพิ่มสงูขึน้ตามจ านวนเชือ้แบคทีเรีย จึงส่งผลใหเ้มื่อใชเ้ฟจในการยบัยั้งเชือ้มีการลดลงของ
กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสต ่ากว่าเมื่อเทียบกับการทดลองท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดังนั้น
อุณหภูมิต ่ายังคงเป็นวิธีการท่ีแนะน าในการเก็บรกัษานมดิบเพื่อลดจ านวนแบคทีเรียและลดการ
สรา้งเอนไซม์โปรติเอสทนรอ้น สอดคลอ้งกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีกล่าวว่าท่ีอุณหภูมิต ่าส่งผลให้
อัตราการเจริญของเชือ้แบคทีเรียและการสรา้งเอนไซม์ AprX ลดต ่าลงและถึงแม้จะว่าจะมีการ
สรา้งเอนไซม์ดังกล่าวขึน้มาแต่กิจกรรมของเอนไซม์ยังคงมีค่าต ่า (153) ดังนั้น การท าความเย็น
เบือ้งตน้ใหเ้ร็วท่ีสดุจึงมีความส าคญัอย่างมากในการเก็บรกัษานมดิบ  

อย่างไรก็ตาม หลังจากบ่มเชือ้ร่วมกับเฟจในระยะเวลาท่ีนานขึน้จะเกิดการเพิ่มจ านวน
ของแบคทีเรียท่ีดือ้ต่อเฟจ ซึ่งควรส่งผลใหก้ิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสกลบัมาเพิ่มสงูขึน้ แต่จาก
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การศึกษากลับพบว่า กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสเมื่อบ่มเชือ้ร่วมกับเฟจยังคงน้อยกว่าชุดการ
ทดลองท่ีไม่มีการเติมเฟจลงไป (โดยเทียบจ านวนเชือ้ในปริมาณท่ีเท่ากัน) จากผลการทดลองนี้
แสดงให้เห็นว่า เฟจมีแนวโน้มในการน ามาใชใ้นการควบคุมการสรา้งเอนไซม์โปรติเอสจากเชือ้ 
Pseudomonas ในนมดิบ ทัง้นีส้มมติฐานดงักล่าวยงัคงตอ้งไดร้บัการยืนยนัในการศึกษาอื่นต่อไป  

 

ตาราง 24 สรุปผลการลดลงของชือ้ P. mosselii และกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสโดยเฟจ ΦC106 

และ Φ21A ในรูปแบบเด่ียวและแบบผสม  

เฟจ 
ระดับการ
ปนเป้ือน 

อาหาร อุณหภูม ิ
เวลา  
(ชม.) 

จ านวนแบคทีเรีย 
ที่ลดลง  

(log CFU/mL) 
อุณหภูม ิ

เวลา  
(ชม.) 

กิจกรรมเอนไซม ์
โปรติเอสที่ลดลง 

(unit) 
ΦC106 ต ่า NB 30°C 16 2.41 ± 0.06 30°C 72 0.00882 ± 0.00138 
  Skim milk 30°C 8 2.59 ± 0.11 30°C 48 0.01539 ± 0.00182 
 สงู NB 10°C 16 4.55 ± 0.11 30°C 8 0.00841 ± 0.00031 
  Skim milk 4°C 16 3.24 ± 0.31 30°C 16 0.01298 ± 0.00005 
Φ21A ต ่า NB 30°C 8 2.70 ± 0.19 30°C 16 0.01247 ± 0.00020 
  Skim milk 30°C 8 2.78 ± 0.10 30°C 48 0.01008 ± 0.00060 
 สงู NB 30°C 8 4.05 ± 0.13 30°C 16 0.01287 ± 0.00056 
  Skim milk 30°C 8 4.92 ± 0.18 30°C 72 0.01060 ± 0.00049 
เฟจผสม ต ่า NB 30°C 8 3.15 ± 0.20 30°C 72 0.00992 ± 0.00073 
  Skim milk 30°C 48 2.97 ± 0.13 30°C 72 0.00814 ± 0.00147 
 สงู NB 30°C 8 3.38 ± 0.13 30°C 16 0.01024 ± 0.00032 
  Skim milk 30°C 8 5.92 ± 0.16 30°C 72 0.00145 ± 0.00145 

 
 
ในปัจจุบันยังคงมีการศึกษาไม่มากนัก ท่ี รายงานเกี่ ยวกับการลดจ านวนของ 

Pseudomonas โดยใชเ้ฟจในนมดิบ โดยจากการศึกษาของ Tanaka และคณะ (2018) (106) พบว่า
เฟจ HU1 สามารถลดจ านวนของ P. lactis ไดท้ัง้ในอาหาร skim milk และ whole milk และจาก
การศึกษาของ Hu และคณะ (2016) (154) รายงานว่าการใช้เฟจในรูปแบบผสม ส่งผลในยับยั้ง 
Pseudomonas ได้ 2 log CFU/mL ในนมยูเอชทีท่ี เติมเชื ้อ  Pseudomonas ลงไป  รวมทั้งจาก
การศึกษาของ do Nascimento และคณะ(2022) (150) ท่ีรายงานว่าไลติกเฟจ 2 ตัว ได้แก่เฟจ 
UFJF_PfDIW6 และ UFJF_PfSW6 สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ P. fluorescens และกิจกรรม

ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD 



 97 
 
การย่อยโปรตีนท่ีเป็นสาเหตุของการเน่าเสียในนมดิบได้ จากการศึกษาของผู้วิจัยนี้จึงช่วย
สนบัสนนุในการใชเ้ฟจไปประยกุตใ์ชใ้นการควบคมุเชือ้ Pseudomonas ในนมดิบ ซึ่งไม่เพียงแต่จะ
สามารถลดจ านวนแบคทีเรียไดเ้ท่านั้น แต่ยังสามารถยับยั้งกิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซม์ 
โปรติเอสในนมดิบไดอ้ีกดว้ย 

จากการศึกษาล าดับจีโนมทั้งหมดของเชื ้อ P. mosselii C24 ซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม ์
โปรติเอสสูงท่ีสุด และถูกเลือกน ามาใชเ้ป็นโฮสตใ์นการทดสอบการยับยั้งเชือ้ Pseudomonas ใน
ระดับห้องปฏิบัติการ เน่ืองจากเฟจ ΦC106 และ Φ21A สามารถติดเชื ้อในโฮสต์ดังกล่าวจึง
สามารถน าไปพัฒนาการยับยั้งเชือ้โดยใชเ้ฟจในรูปแบบผสมได ้จากผลการวิเคราะหล์ าดับจีโนม
ทั้งหมดพบว่าเชือ้ P. mosselii C24 มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่ ท่ีมีล าดับนิวคลีโอไทด์
ทัง้หมด 5,754,740 คู่เบส และมี G+C content เท่ากับ 64.4 เปอรเ์ซ็นต ์จากการหาต าแหน่งและ
ระบุหนา้ท่ีของยีนพบว่าประกอบดว้ย ORF จ านวน 5,253 ORFs และพบยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัเอนไซม์
โปรติเอสทั้งหมด 11 ยีน โดยเชื ้อ P. mosselii C24 มีการตรวจพบยีนต้านยาปฏิชีวนะคือ 
resistance - nodulation division (RND) antibiotic efflux pump ส่งผลให้เชือ้ดังกล่าวสามารถ
ต้านยาปฏิชีวนะได้หลากหลายชนิด ได้แก่  fluoroquinolone, tetracycline, cephalosporin, 
glycylcycline, penam, oxazolidinone, glycopeptide, rifamycin และ phenicol นอกจากนี้ยัง
มีการตรวจพบ virulence factor ได้แก่ ยีน mbtH - like ซึ่งเป็นยีนท่ีจ าเป็นในการสังเคราะห์
องคป์ระกอบผนงัเซลลข์องเชือ้ Mycobacterium (155) และยีน hsiC1/vipB ซึ่งเป็นยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบั
การแสดงออกของระบบ Type VI Secretion และมีบทบาทส าคัญในการปลดปล่อย toxin(156) 
นอกจากนี้ยังมีการตรวจพบ prophage บนจีโนมทั้งหมด 10 ต าแหน่ง อย่างไรก็ตามไม่พบ 
พลาสมิดในจีโนมของเชือ้ ซึ่งจากการศึกษานีถ้ือเป็นการศึกษาครัง้แรกในการรายงานจีโนมทัง้หมด
ของเชื ้อ P. mosselii โดย P. mosselii ถูกจัดจ าแนกเป็นสปีชีส์ใหม่ในปี 2022 โดยการสรา้ง
แผนภูมิ  phylogenetic tree ผ่านยีน 16S rDNA, oprF และ  oprD ซึ่ งเดิมจัดอยู่ ในสปีชีส์ P. 
putida(43) 

จากการศึกษาล าดับจีโนมทั้งหมดของเฟจ ΦC106 และ Φ21A ท่ีถูกใชใ้นการทดสอบ
ยับยั้ง Pseudomonas ในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่าเฟจ ΦC106 และ Φ21A มีสารพันธุกรรม
เป็นดีเอ็นเอสายคู่ มีความยาว 36,127 และ 39,716 คู่เบส และมี G+C content เท่ากับ 56.83 
และ 59.13 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดับ (ภาพประกอบ 28) ผลจากการเปรียบเทียบจีโนมของเฟจกับ
ฐานขอ้มลู NCBI พบว่าล าดับพนัธุกรรมทกุ node ของเฟจ ΦC106 มีความเหมือนกนัมากกว่า 98 
เปอรเ์ซ็นต ์กับเฟจ UNO-SLW1 นอกจากนีย้ังพบว่า มี 2 node ท่ีแสดงความเหมือนกันมากกว่า 
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78 เปอรเ์ซ็นต ์กบัเฟจ PPpW-4  โดยเฟจ UNO-SLW1 และ PPpW-4 มีรายงานว่าเป็นเฟจท่ีพบใน 
Pseudomonas และจัดอยู่ในแฟมิลี Podoviridae เช่นเดียวกัน (157, 158)จากการศึกษานี้ถือเป็น
การศึกษาแรกในการคัดแยกเฟจจาก P. mosselii โดยไม่พบการรายงานเกี่ยวกับเฟจของ P. 
mosselii ม า ก่ อ น  อ ย่ า ง ไ ร ก็ ต า ม พ บ ว่ า  P. mosselii เ ป็ น ส ปี ชี ย์ ท่ี แ ย ก ม า จ า ก  
P. putida ดังท่ีไดก้ล่าวไป ซึ่งเฟจของ P. putida มีการศึกษาและรายงานมาก่อนแลว้ และพบว่า
จดัอยู่ในแฟมิลี Podoviridae และ Myoviridae เช่นเดียวกบั ΦC106 และ Φ21A โดยงานวิจยัของ 
Shaburova และคณะ (2009)(159) สามารถคัดแยกเฟจของ P. putida ไดท้ัง้หมด 5 ตัว ไดแ้ก่เฟจ 
af, pf16, Φ2f, Φ15 และ Φ27 โดย Φ15, Φ27 และ Φ2f จัดอยู่ในแฟมิลี Podoviridae และเฟจ
pf16 จดัอยู่ในแฟมิลี Myoviridae และงานวิจยัของ Lee และคณะ (1966)(160) สามารถคดัแยกเฟจ 
gh-1 จากเชือ้ P. putida ซึ่งจัดอยู่ในแฟมิลี Podoviridae จากการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
เฟจ ΦC106 และ Φ21A สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Tanaka และคณะ (2018) (106) ท่ีรายงานว่า
เฟจท่ีแยกได้จากเชือ้ในกลุ่ม P. fluorescens และจัดอยู่ในแฟมิลี Podoviridae มีล าดับนิวคลีโอ
ไทดอ์ยู่ในช่วง 39 - 50 กิโลเบส จากการหาต าแหน่งและหนา้ท่ีของยีน เฟจ ΦC106 และ Φ21A 
พบว่ามี 45 และ 52 ORFs โดยพบส่วนท่ีสามารถระบุหน้าท่ีของโปรตีนได้เท่ากับ 15 และ 18 
ORFs ตามล าดับ นอกจากนี้เฟจทั้งสองยังไม่มี ORFs ท่ีเกี่ยวข้องกับโปรตีน toxin, antibiotic 
resistant gene (ARGs) และ virulence factors (VFs) อีกทัง้เฟจทัง้สองยังไม่พบโปรตีนท่ีจ าเป็น
ต่อ lysogenic cycle ไดแ้ก่ ยีนท่ีแสดงออกให ้โปรตีน integrase, recombinase, repressor, anti 
- repressor protein และexcissionase และจากผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม phageAI ยัง
ยืนยันไดว้่าเฟจ  ΦC106 และ Φ21A จัดเป็น virulent phage ซึ่งจากการวิเคราะหจ์ีโนมของเฟจ
ทัง้สองตัว จะเห็นได้ว่า เฟจทั้งสองตัวสามารถน าไปใช้เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ เพื่อยับยั้งเชือ้ 
Pseudomonas ท่ีท าใหเ้กิดการเน่าเสียในนมไดอ้ย่างปลอดภยั 

จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์และการจัดกลุ่มของเฟจ ΦC106 และ Φ21A โดย
อาศยัยีน terminase large subunit ซึ่งแสดงออกเป็นโปรตีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบักระบวนการบรรจดีุเอ็น
เอเขา้สู่ส่วนหวัของเฟจ ยีนดงักล่าวเป็นยีนท่ีพบในเฟจท่ีมีสารพนัธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายคู่(161)  
โดยยี น ท่ี มี ราย งาน ในก ารจั ดกลุ่ ม เฟ จ  ได้ แก่  major capsid, terminase large subunit, 
replicative helicase, transposase protein, tail fiber protein โดยจากงานวิจัยของ Magill และ
คณะ (2017)(162) จัดจ าแนกเฟจของ P. putida ผ่านการสรา้งแผนภูมิ phylogenetic tree โดยใช้
ยีน major capsid, terminase large subunit และ replicative helicase เช่นเดียวกับการศึกษา
ของ Cui และคณะ (2020)(163) ท่ีมีการจัดกลุ่มเฟจผ่านการสรา้งแผนภูมิ phylogenetic tree โดย



 99 
 
ใช้ยีน transposase protein, terminase large subunit, capsid protein และ tail fiber protein 
พบว่าสามารถจัดกลุ่มเฟจของ Pseudomonas ออกจากเฟจของโฮสต์แบคทีเรียอื่น ได้แก่ 
Rhodobacter, Rhizobium, Escherichia และ Vibrio รวมทั้งการศึกษาของ Necel และคณะ 
(2022)(164) ท่ีสามารถจัดจ าแนกเฟจในกลุ่มของ Pseudomonas ออกจากเฟจของ Xanthomonas 
และ Escherichia ได้ โดยใช้ล าดับอะมิโนของ terminase large subunit ในการสรา้งแผนภูมิ 
phylogenetic tree ดว้ยวิธี Neighbor-joining จากรายงานวิจัยต่าง ๆ จะเห็นไดว้่ายีน terminase 
large subunit เป็นยีนท่ีนิยมใช้ในการจัดกลุ่มเฟจ ดังนั้นการศึกษานี้จึงเลือกใช้ยีน terminase 
large subunit ในการวิเคราะหค์วามสัมพันธ์และจัดกลุ่มเฟจ จากการวิเคราะหค์วามสมัพนัธ์และ
การจดักลุ่มโดยใชว้ิธี Neighbor - joining พบว่าเฟจ ΦC106 และ Φ21A มีความสัมพันธใ์กลช้ิด
กับ Pseudomonas phage  UNO-SLW1 มากท่ีสุด โดยมีค่าความเชื่อมั่น bootstrap เท่ากับ 99 
เปอรเ์ซ็นต ์ในขณะท่ี Pseudomonas phage PPpW - 4 มีความสมัพนัธห่์างจากเฟจ Φ21A ไปอยู่
บนกิ่งอื่น จากภาพแผนภูมิ  phylogenetic tree แสดงให้เห็นว่ายีน terminase large subunit 
สามารถใชจ้  าแนกเฟจในกลุ่มของ Pseudomonas ออกจากเฟจของแบคทีเรียอื่นท่ีมีความสมัพนัธ์
ใกล้เคียงกับ Pseudomonas ได้ ดังนั้นในการศึกษานี้จึงช่วยยืนยันได้ว่ายีน terminase large 
subunit สามารถใชใ้นวิเคราะหค์วามสมัพนัธแ์ละจดักลุ่มเฟจท่ีมีโฮสตแ์ตกต่างกนัได ้ 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเชือ้ 

1. Nutrient broth (NB) 
Beef extract 3  กรมั 
Peptone 5  กรมั 

 
น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน ้ากลั่นและปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็น
เวลา 15 นาที  
 
2. Nutrient agar (NA) 

Beef extract 3  กรมั 
Peptone 5  กรมั 
Agar  15  กรมั 
น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน ้ากลั่นและปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็น
เวลา 15 นาที  
 
3. Nutrient soft agar  

Beef extract 3  กรมั 
Peptone 5  กรมั 
Agar  7.5 กรมั 
น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน ้ากลั่นและปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็น
เวลา 15 นาที  
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4. Cetrimide agar (อาหารส าเร็จ) 

Pancreatic digest of gelatin 20 กรมั 
Potassium sulphate 10 กรมั 
Magnesium chloride 1.4 กรมั 
Cetrimide 0.3 กรมั 
Agar 15 กรมั 
น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน ้ากลั่นและปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 

มิลลิลิตร เติมกลีเซอรอล 10 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที  
 
5. Skim milk agar  

Skim milk powder 100  กรมั 
ละลาย Skim milk powder ในน ้ากลั่นและปรับปริมาตรให้เป็น 500 มิลลิลิตร 

น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 
นาที จากนั้นน ามาผสมรวมกับอาหาร Nutrient agar ความเขม้ขน้ 2 เท่า ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
ท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 
15 นาทีมาแลว้ 
  



  119 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ภาคผนวก ข 



 
 120 

ภาคผนวก ข  
บัฟเฟอรแ์ละสารเคมี 

1. 50X TAE buffer 
Tris - base 24.2  กรมั 
Glacial acetic acid 5.7 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 10 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 
นาที  
 
2. Lysis buffer 

1 M Tris - HCl (pH 8) 5 มิลลิลิตร 
50 mM EDTA (pH 8) 5 มิลลิลิตร 
20เปอรเ์ซ็นต ์SDS 7.5 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายและปรบัปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตรดว้ยน า้ปราศจากไอออน น าไป

น่ึงฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที  
 

3. TE buffer 
Tris 1.211 กรมั 
0.5 M EDTA 1 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่น ปรบัค่า pH ให้เท่ากับ 8 แลว้ปรบั

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน ้ากลั่น น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ด้วยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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4. 10X Phosphate buffer saline (PBS) solution 
Sodium chloride 80 กรมั 
Potassium chloride 2 กรมั 
Disodium hydrogen phosphate 14.4 กรมั 
Potassium dihydrogen phosphate 2.4 กรมั 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่น ปรบัค่า pH ใหเ้ท่ากบั 7.5 แลว้ปรบั

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน ้ากลั่น น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ด้วยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเจือจางใหม้ีความเข้มข้นเท่ากับ 1X 
ดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ก่อนท่ีจะน าไปใชล้ะลาย azocasein 
 
5. Azocasein solution  

Azocasein 2 กรมั 
Sodium azide 1 กรมั 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายใน PBS solution 100 มิลลิลิตร  

 
6. Trichloroacetic acid (TCA) 20เปอรเ์ซ็นต ์

Trichloroacetic acid 20 กรมั 
น ามาละลายในน า้กลั่น และปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จากนัน้เก็บรกัษาใน

ภาชนะแกว้ 
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ภาคผนวก ค 
บัฟเฟอรแ์ละสารเคมีส าหรับการท า zymography 

1. 1.5 M Tris - HCl pH 8.8 
Tris - base 18.15 กรมั 
น ามาละลายในน า้ปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรบัค่า pH ให้เท่ากับ 8.8 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน า้ปราศจากไอออน น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ด้วยความรอ้น 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 
2. 1.5 M Tris - HCl pH 6.8 

Tris - base 18.15 กรมั 
น ามาละลายในน า้ปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรบัค่า pH ให้เท่ากับ 6.8 

แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน า้ปราศจากไอออน น าไปน่ึงฆ่าเชือ้ด้วยความรอ้น 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 
3. Sodium dodecyl sulfate (SDS) 10เปอรเ์ซ็นต ์

Sodium dodecyl sulfate 10 กรมั 
น ามาละลายในน า้ปราศจากไอออนและปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน า้

ปราศจากไอออน และเก็บรกัษาท่ีอณุหภมูิหอ้ง 
 

4. Ammonium persulfate (APS) 10เปอรเ์ซ็นต ์
Ammonium persulfate 1 กรมั 
น ามาละลายในน ้ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร ด้วยน ้ากลั่น และเก็บ

รกัษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 

 



 
 124 

5. Zymography sample buffer  
Tris - HCl (pH 6.5) 62.5 มิลลิโมลาร ์
SDS 4 กรมั 
Glycerol 25 มิลลิลิตร 
Bromophenol blue 0.01 กรมั 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายและปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน า้

ปราศจากไอออน และเก็บรกัษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

6. 10X Glycine running buffer 
Tris - base 30.3 กรมั 
Glycine 143.75 กรมั 
SDS 10 กรมั 
น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน า้ปราศจากไอออนและปรบัปริมาตรเป็น

1,000 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางให้มีความเข้มขน้เท่ากับ 1X ด้วยน า้ปราศจากไอออนก่อนท่ีจะ
น าไปใชส้ าหรบัการวิเคราะหด์ว้ยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส  

 
7. Development buffer solution 

Tris - HCl (pH 7.5) 50 มิลลิโมลาร ์
Sodium chloride 200 มิลลิโมลาร ์
Calcium chloride 5 มิลลิโมลาร ์
Brij - 35 0.02 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
 

8. Coomassie Brilliant Blue solution 
Coomassie Brilliant Blue 0.1 กรมั 
Absolute methanol 40 มิลลิลิตร 
Acetic acid 10 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
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9. Destaining solution 
Absolute methanol 40 มิลลิลิตร 
Sodium azide 10 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

 
10. Separating gels 

Acrylamide - bisacrylamide 30 กรมั 
Ammonium persulfate 10 กรมั 
glycerol 50 มิลลิลิตร 
TEMED 10 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris - HCl pH 8.8 1.5 มิลลิลิตร 
Skim milk  0.2 กรมั 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

 
11. Stacking gels 

Acrylamide - bisacrylamide 30 กรมั 
Ammonium persulfate 10 กรมั 
SDS 10 กรมั 
TEMED 1 ไมโครลิตร 
1.5 M Tris - HCl pH 6.8 1.5 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
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y = 12.022x + 0.0021
R² = 0.9996
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ภาคผนวก ง  
กราฟมาตรฐาน 

 กิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซม ์1 unit จะเท่ากับกิจกรรมการย่อยโปรตีนของ
เอนไซมโ์ปรติเอสท่ีสรา้งจาก S. griseus 1 มิลลิกรมั 
 
 

 
  
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 30 กราฟมาตรฐานจากอาหาร NB 

(กราฟมาตรฐานท่ีสรา้งจากกิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซมโ์ปรติเอสจากเชือ้ S. griseus (3.5 
unit/mg) ในอาหาร NB ท่ีค่า OD400 ต่าง ๆ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 31 กราฟมาตรฐานจากอาหาร skim milk 

(กราฟมาตรฐานท่ีสรา้งจากกิจกรรมการย่อยโปรตีนของเอนไซมโ์ปรติเอสจากเชือ้ S. griseus (3.5 
unit/mg) ในอาหาร skim milk ท่ีค่า OD400 ต่าง ๆ) 

y = 9.9x + 0.0004
R² = 0.9995
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