
21          วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัอุบลราชธานี ปีที ่18 ฉบบัที ่1 มกราคม – เมษายน 2559 
 

 

การแยกแลคติกแอสิดแบคทีเรียจากอาหารหมกัเพ่ือน ามาพฒันาเป็นตวัน าดีเอน็เอ 
Isolation of Lactic Acid Bacteria from Fermented Foods to be developed as DNA 

Delivery Vehicles 
 

ศรีสรรค ์ปพูบญุ, นริศรา ปัดภยั, สกุฤตา ปณุยอปุพทัธ์, ปาริชาติ พุ่มขจร และ พงศศ์กัด์ิ รตันชยักลุโสภณ* 
ภาควชิาวทิยาศาสตรช์วีภาพ คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี  

*E-mail: rattanachaikunsopon@yahoo.com 
 

บทคดัย่อ 
การศกึษานี้มวีตัถุประสงคเ์พือ่หาแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีเ่หมาะสมไปพฒันาเป็นตวัน าดเีอน็เอเขา้สู่ร่างกาย

มนุษย์ จากการแยกแลคติกแอสดิแบคทีเรยี (LAB) จากปลาส้มและผกัดอง ได้ LAB จ านวน 42 ไอโซเลต ซึ่งมี
เพียง 10 ไอโซเลตเท่านัน้ (SF-02, SF-03, SF-09, SF-10, SF-12, SF-15, SF-17, SF-18, SF-20 และ SF-22)               
ที่สามารถยับยัง้ได้ทัง้ Escherichia coli และ Listeria monocytogenes เมื่อน า LAB ทัง้ 10 ไอโซเลตดังกล่าว              
ไปศกึษาการทนกรด และเกลอืน ้าดี พบว่า เฉพาะ LAB รหสั SF-09 เท่านัน้ทีท่นกรดที ่pH เท่ากบั 2 และทนเกลอื
น ้าดทีีค่วามเขม้ขน้เท่ากบั 0.30% ได ้การตรวจสอบสายพนัธุ์ของ LAB รหสั SF-09 โดยวธิ ี16S rDNA sequence 
analysis พบว่าล าดับ เบสของ 16S rDNA ของ LAB ดังกล่ าวคล้ายกับล าดับ เบสของ 16S rDNA ของ 
Enterococcus faecium strain LMG 11423 ดว้ยเปอร์เซ็นต์ความคลา้ยเท่ากบั 99% ดงันัน้จงึเรยีก LAB ดงักล่าว
ว่า E. faecium SF-09 การทดลองสกดัพลาสมิดจาก E. faecium SF-09 ท าให้ทราบว่าแบคทีเรียดังกล่าวไม่ม ี
พลาสมดิ เมื่อทดลองน า vector DNA pFLP1 เขา้สู่เซลล์ของ E. faecium SF-09 โดยวธิี electroporation พบว่า
แบคทีเรยีดงักล่าวสามารถรบัเอา pFLP1 เขา้สู่เซลล์ได้ และพลาสมดิดงักล่าวยงัสามารถคงอยู่ภายในเซลล์ของ           
E. faecium SF-09 ได้ การศกึษานี้แสดงให้เห็นว่า E. faecium SF-09 มศีกัยภาพที่จะน าไปปรบัปรุงสายพนัธุ์ให้
เป็นตวัน า DNA เขา้สู่ร่างกายของมนุษยต่์อไป 
 

ค าส าคญั: แลคตกิแอสดิแบคทเีรยี  ตวัน าดเีอน็เอ  อาหารหมกั 
 

Abstract 
This study aimed to find a suitable lactic acid bacterium for further development as a vehicle to 

deliver DNA into the human body. A total of 42 lactic acid bacteria (LAB) isolates were obtained from                 
Pla Som (fermented fish) and fermented vegetables, 22 from the former and 20 from the latter. Of the 
isolated LAB, only 10 isolates (SF-02, SF-03, SF-09, SF-10, SF-12, SF-15, SF-17, SF-18, SF-20 และ SF-
22) had antimicrobial ability against both Escherichia coli and Listeria monocytogenes. When these 10 
LAB isolates with antimicrobial activity were tested for their tolerance to acid and bile salt, it was found 
that only LAB SF-09 was tolerant to acid at pH 2 and to bile salt at the concentration of 0.3%. The 
identification of LAB SF-09 by 16S rDNA sequence analysis revealed that its 16S rDNA sequence 
showed 99% homology to that of Enterococcus faecium strain LMG 11423. Therefore, LAB SF-09 was 
designated E. faecium SF-09. Plasmid isolation showed that E. faecium SF-09 contained no plasmid. The 
introduction of vector DNA pFLP1 into E. faecium SF-09 cells was successful by electroporation and the 
vector was found to be stable in the cells. This study showed that E. faecium SF-09 had potential for 
further genetic modification as a vehicle to deliver DNA into the human body 



วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัอุบลราชธานี ปีที ่18 ฉบบัที ่1 มกราคม – เมษายน 2559      22 

 

 

Keywords: Lactic acid bacteria; DNA delivery vehicle; Fermented foods 
 

บทน า  
 ในปจัจุบันมีการป้องกัน และรกัษาโรคโดย
การน า DNA เขา้สู่ร่างกายมนุษย ์ตวัอย่างเช่น การน า 
DNA ที่ท าหน้าที่เป็นวคัซีน (vaccine) เข้าสู่ร่างกาย
มนุษย์ เพือ่ใหร้่างกายสามารถสรา้งภมูติา้นทานโรคได ้
หรือการน า DNA เข้าสู่ร่างกายมนุษย์ เพื่อทดแทน 
DNA ที่ผิดปกติ เป็นต้น ถึงแม้ว่าการน า DNA เข้าสู่
ร่างกายมนุษย์สามารถท าได้หลายวิธี แต่วิธีที่จดัว่า
ง่าย สะดวก และเสยีค่าใช้จ่ายน้อย คอื การน า DNA 
เขา้สู่ร่างกายมนุษยโ์ดยการกนิ ดว้ยเหตุนี้ในปจัจุบนัจงึ
มคีวามสนใจที่จะน าแบคทีเรยีที่ปลอดภยั และไม่ก่อ
โรคมาใชเ้ป็นตวัน า DNA (DNA delivery vehicle) เขา้
สู่ร่างกายมนุษย ์แบคทเีรยีทีไ่ดร้บัความสนใจเป็นอย่าง
มากทีจ่ะน ามาใช้เป็นตวัน า DNA เขา้สู่ร่างกายมนุษย ์
คอื แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีที่พบในอาหาร หรอื food-
grade lactic acid bacteria เนื่ อ ง จ า ก แ บ ค ที เรี ย
ประเภทนี้ถูกจดัให้เป็นแบคทีเรยีที่มคีวามปลอดภัย 
และมกีารรบัเขา้สู่ร่างกายมนุษย์อยู่เป็นประจ าอยู่แล้ว 
ขอ้ดขีองการน าแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีพ่บในอาหาร
มาใช้เป็นตวัน า DNA เขา้สู่ร่างกายมนุษย์ นอกจากมี
ความปลอดภยัแล้ว แลคติกแอสดิแบคทเีรยีส่วนใหญ่
ยงัมคีวามสามารถในการทนต่อสภาวะที่เป็นกรดใน
กระเพาะอาหาร และทนต่อสารต่าง ๆ ในทางเดิน
อาหาร เช่น เอนไซม์ต่าง ๆ และน ้าด ี เป็นต้น ที่ผ่าน
มา มีงานวิจัยจ านวนมาก ที่ศึกษาเกี่ยวกับการน า          
แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีพ่บในอาหารมาใชเ้ป็นตวัน า 
DNA เข้าสู่ ร่ างกายของมนุษย์  เช่น  Lactococcus 
lactis [1], [2], Lactobacillus casei [3], Lactobacillus 
acidophilus [4] และ Streptococcus gordonii [5] 
 ในการพัฒนาแลคติกแอสิดแบคทีเรียให้มี
ความสามารถในการน า DNA เขา้สู่ร่างกายมนุษย์ มี
ความจ าเป็นอย่างยิง่ทีต่้องม ีvector DNA ที่ได้รบัการ
ยอมรบัว่าปลอดภยั และสามารถน าเขา้สู่ร่างกายของ
มนุษย์ได้ โดย vector DNA เหล่านี้ต้องประกอบด้วย 
DNA ทีไ่ดม้าจากแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากอาหารเท่านัน้ 
ดงันัน้จึงมกัเรยีก vector DNA เหล่านี้ว่า food-grade 

vector DNA นอกจากนี้ล ักษณะที่ส าคัญของ food-
grade vector DNA คือต้องไม่มียีนที่ท าให้แบคทีเรีย
ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ (antibiotic resistance gene) เป็น
ส่วนประกอบ ในปจัจุบันมี food-grade vector DNA 
หลายชนิดที่ถูกสร้างขึ้นเพื่อใช้กับแบคทีเรียต่าง ๆ 
เช่ น  pLEB590 ซึ่ ง ถู ก ส ร้ า ง ขึ้ น เพื่ อ ใช้ ส า ห รับ 
Lactococcus lactis [6] pND919 ซึง่ถูกสรา้งขึน้เพื่อใช้
ส าห รับ  Streptococcus thermophilus [7] pFMN30 
ซึ่งถูกสร้างขึ้นเพื่อใช้ส าหรบั Lactococcus lactis [8] 
pLEB690 ซึ่งถูกสร้างขึ้นเพื่อใช้ส าหรบั Lactococcus 
lactis [9] และ pFLP1 ซึ่งถูกสร้างขึ้นเพื่อใช้ส าหรับ 
Lactbacillus plantarum [10] 
 ในการศึกษานี้มีว ัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือก        
แลคติกแอสิดแบคทีเรียจากอาหารที่มีคุณสมบัติ          
ที่เหมาะสมต่อการน าไปพฒันาเป็นตวัน า DNA เขา้สู่
ร่างกายมนุษย์ต่อไป ซึ่งคุณสมบตัดิงักล่าวไดแ้ก่ การ
ทนต่อสภาวะความเป็นกรด การทนต่อน ้าด ีและการม ี
vector DNA ภายในเซลล์ เพื่อใชใ้นการรบัเอายนีของ
สิง่มชีวีติชนิดอื่นเขา้สู่เซลล์ได้ แลคตกิแอสดิแบคทเีรยี
ทีไ่ดจ้ากการศกึษานี้มปีระโยชน์ต่อการน าไปศกึษาและ
พฒันาต่อเพื่อให้เหมาะสมต่อการน าไปใช้เป็นตัวน า 
DNA เขา้ร่างกายมนุษยต่์อไป 
 

วสัดอุปุกรณ์และวิธีด าเนินการวิจยั 
 1. อาหาร และเช้ือจลิุนทรียท์ดสอบท่ีใช้ใน
งานวิจยั 
 อาหารหมกัที่ใช้ในการแยกและคัดเลือกแล
คตกิแอสดิแบคทเีรยี ไดแ้ก่ ผกัเสี้ยนดอง และปลาส้ม 
จากตลาดวารนิเจรญิศร ีอ าเภอวารนิช าราบ จงัหวดั
อุบลราชธานี 
 เชื้อจุลินทรีย์ทดสอบที่ ใช้ในการศึกษานี้              
ไ ด้ แ ก่ Escherichia coli O157:H7 แ ล ะ Listeria 
monocytogenes ATCC 19115 
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2. การแยกและคดัเลือกเช้ือแลคติกแอสิด
แบคทีเรียจากอาหารหมกั 
 การแยกและคดัเลอืกแลคติกแอสดิแบคทเีรยี
จากตวัอย่างอาหารหมกั ท าโดยชัง่ตวัอย่างอาหารหมกั 
25 กรัม ใส่ ใน  0.85% (w/v)  NaCl ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง Stomacher ท า 
serial dilution ให้ได้ระดบัความเจือจางที่ 10-2, 10-3, 
10-4, 10-5 และ 10-6 จากนัน้ปิเปตเฉพาะส่วนที่เป็น
ของเหลวของตวัอย่างอาหารทีค่วามเจอืจาง 10-4, 10-5 
และ 10-6 เติมลงบนผวิหน้าของอาหาร MRS agar ที่
เติม 1% (w/v) CaCO3 โดยใช้เทคนิค spread plate 
น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง และน าโคโลนีที่สร้างโซนใสรอบโคโลนีไป 
streak plate จนไดโ้คโลนีเดีย่วๆ เพือ่ใหไ้ดเ้ชือ้บรสิุทธิ ์
ท าการศกึษาลกัษณะรูปร่างของเซลล์ โดยการย้อมสี
แกรม จากนัน้เก็บรกัษาแลคติกแอสิดแบคทีเรียใน
อ าห าร  MRS broth ที่ เติ ม  30% (v/v) glycerol ที่
อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส เพื่อไว้ใช้ในการทดลอง
ต่อไป 
 3. การทดสอบความสามารถของแลคติก
แอสิดแบคที เรียในการยับยัง้การเจ ริญของ
เช้ือจลิุนทรียท์ดสอบ 
 การทดสอบความสามารถของแลคติกแอสิด
แบคทีเรียในการยับยัง้การเจริญของเชื้อจุลินทรีย์
ทดสอบ ประกอบด้วยขัน้ตอนการเตรียมส่วนใส
ปราศจากเซลล์ (cell free supernatant) ของแลคติก
แอสดิแบคทเีรยี และขัน้ตอนการทดสอบกจิกรรมการ
ยบัยัง้ 
 ขัน้ตอนการเตรยีมส่วนใส ปราศจากเซลลข์อง
แลคติกแอสิดแบคทีเรียท าโดยเลี้ยงแลคติกแอสิด
แบคทีเรียในอาหาร MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าเชื้อที่เจรญิไป
ป ัน่เหวีย่ง (centrifuge) ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อ
นาท ีที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
เพื่อแยกเซลล์ออก จากนั ้นเก็บส่วนใสไว้ทดสอบ
ประสทิธภิาพการยบัยัง้จุลนิทรยีท์ดสอบต่อไป 
 ขัน้ตอนการทดสอบกจิกรรมการยบัยัง้ ใช้วธิ ี
swab-paper disc ซึ่งท าโดยน าเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 

E. coli O157:H7 แ ล ะ  L. monocytogenes ATCC 
19115 ที่เลี้ยงไว้ในอาหาร nutrient broth (NB) และ
บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
มาป้าย (swab) บนจานอาหาร nutrient agar (NA)  
น าแ ผ่ น  paper disc ป ล อ ด เชื้ อ ข น าด เส้ น ผ่ าน
ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร วางลงบนผิวหน้าอาหาร 
จากนัน้หยด cell free supernatant ของแลคตกิแอสดิ
แบคทีเรยีปรมิาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผ่น paper 
disc จากนัน้น าจานเลีย้งเชือ้ไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สงัเกต inhibition zone 
ที่เกิดขึ้นรอบๆ แผ่น paper disc ในการทดลองนี้ใช้
อาหาร MRS broth ที่ปลอดเชื้อเป็น negative control 
แ ล ะ ใช้ ย า ป ฏิ ชี ว น ะ ม า ต ร ฐ า น  Penicillin (10 
ไมโครกรมั) และ Tetracycline (30 ไมโครกรมั) disc 
เป็น positive control 
 4. การทดสอบความสามารถของแลคติก
แอสิดแบคทีเรียในการทนกรด 

การทดสอบความสามารถของแลคติกแอสิด
แบคทีเรียในการทนกรดและเบส ท าโดยถ่ายเชื้อแล
คติกแอสิดแบคทีเรียที่เลี้ยงไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน
อาหาร MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ปรบั pH 
ใหม้คี่าต่างๆ คอื 2, 3, 4 และ 7 โดยใช ้5 M HCl หรอื 
5 M NaOH วิเคราะห์ปริมาณเชื้อเริ่มต้นที่ 0 ชัว่โมง 
และหลังจากบ่มเป็น เวลา 3 ชัว่ โมง ที่  37 องศา
เซล เซีย ส  โดยวิธี  plate count แสด งผลเป็น ค่ า
เปอรเ์ซน็ต์การอยู่รอดซึง่สามารถค านวณโดย 
 เปอร์เซ็นต์การอยู่รอด = {[ปริมาณเชื้อรอด
ชวีติที่ 3 ชัว่โมง (Log CFU/ml)] / [ปรมิาณเชื้อเริม่ต้น
ที ่0 ชัว่โมง (Log CFU/ml)]} x 100 
 5. การทดสอบความสามารถของแลคติก
แอสิดแบคทีเรียในการทนเกลือน ้าดี 
 การทดสอบความสามารถของแลคติกแอสิด
แบคทเีรยีในการทนเกลอืน ้าด ีท าโดยถ่ายเชื้อแลคติก
แอสดิ แบคทีเรยีที่เลี้ยงไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ลงในอาหาร 
MRS broth ป ริม าต ร 5 มิล ลิลิต ร  ที่ เติ ม  Ox-bile 
power ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.15% และ 
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0.3% (w/v) วิเคราะห์ปริมาณเชื้อเริ่มต้นที่ 0 ชัว่โมง 
และหลังจากบ่มเป็นเวลา 3 ชัว่โมง บ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส โดยวิธีการ plate count แสดงผลเป็นค่า
เปอรเ์ซน็ต์การอยู่รอด (ดงัทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้) 
 6. การตรวจวินิจฉัยชนิดของแลคติก
แอ สิดแบค ที เรีย โดย วิ ธี  16S rDNA sequence 
analysis 
 การตรวจวินิจฉัยชนิดของแลคติกแอสิด
แบคทีเรยีโดยวิธ ี16S rDNA sequence analysis ท า
โดยสกดั genomic DNA ของแลคติกแอสดิแบคทเีรยี
โดยใช้ชุดสกดัส าเร็จรูป (Real Biotech Corporation, 
Taiwan) น า genomic DNA ที่ได้มาใช้เป็นแม่แบบ 
(template) เ พื่ อ ท า  PCR (polymerase chain 
reaction) โดยใช้  primer 2 ชนิ ด  ได้แก่  FD1 ซึ่ งมี
ล าดบัเบสเป็น 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 
แ ล ะ  RP2 ซึ่ ง มี ล า ดั บ เ บ ส เ ป็ น                             
5’-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’ สภาวะทีใ่ชใ้น
การท า PCR คอื 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี
1 รอบ, 94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท,ี 55 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาท ี30 รอบ และ 72 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 7 นาที 1 รอบ น า PCR product ที่ได้ไปตรวจ
วิเคราะห์ ล าดับ เบสด้วย เครื่อ ง  automated DNA 
sequencer แล้วน าล าดบัเบสที่ได้ไปเปรียบเทียบกบั
ล าดบัเบสของ 16S rDNA ในฐานข้อมูล GENBANK
โดยใช้โปรแกรม BLASTN (Basic Local Alignment 
Search Tools) เพื่อหาค่าเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง
หรอืความเหมอืน (% identity) ระหว่างล าดบัเบสของ 
16S rDNA ของแลคติกแอสดิแบคทีเรยีกบัล าดบัเบส
ของ 16S rDNA ของแลคติกแอสิดแบคที เรีย ใน
ฐานขอ้มลู GENBANK 
 7. การสกัดพลาสมิดจากแลคติกแอสิด
แบคทีเรีย 
 การสกดัพลาสมดิจากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี
ท าโดยน าแลคติดแอสิดแบคทีเรียมาเลี้ยงใน MRS 
broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ท าการสกัด 
พ ล าส มิด ด้ ว ย ชุ ด ส กัด ส า เร็ จ รูป  (NucleoSpin® 

Plasmid QuickPure, MACHEREY-NAGEL GmbH 
& Co. KG, Germany) จากนั ้นน าดีเอ็น เอที่ ได้ไป
วเิคราะหโ์ดยวธิ ีagarose gel electrophoresis 
 8. การน า vector DNA เข้าสู่เซลล์ของแล
คติกแอสิดแบคทีเรีย 
 การน า vector DNA เข้าสู่เซลล์ของแลคติก
แอสดิแบคทเีรยีโดยวธิ ีelectroporation ประกอบดว้ย
ขั ้น ต อ น ก าร เต รีย ม  electrocompetent cell แ ล ะ
ขัน้ตอนการน า vector DNA เข้าสู่ electrocompetent 
cell 
 ขัน้ตอนการเตรียม  electrocompetent cell 
ท าโดยเลีย้งแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี ในอาหารเลีย้งเชื้อ 
MRS broth ที่ เติ ม  0.5 M sorbitol ป ริ ม า ต ร  50 
มลิลลิติร บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18 ชัว่โมง จากนัน้ท าการถ่ายเชือ้ โดยน าเชื้อทีเ่ลี้ยงไว้
ปรมิาตร 20 มลิลลิติร ไปใส่ในอาหารเลีย้งเชื้อ growth 
medium (MRS broth, 0.5 M sorbitol, 3% glycerol, 
40 mM DL-threonine) ปรมิาตร 800 มลิลิลติร น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนเชื้อเข้าสู่ระยะ 
mid log phase แล้วเก็บเซลล์โดยการป ัน่ เหวี่ยงที่
ความ เร็ว  5,000 รอบ ต่อน าที  เป็ น เวลา 5 น าท ี                 
ล้างเซลล์ดังกล่าวสองครัง้ด้วยสารละลาย washing 
solution (0.5 M sorbitol, 10% glycerol) ปรมิาตร 25 
มลิลลิติร และแขวนลอย (suspen) เซลล์แบคทเีรยีใน
สารละลาย electroporation buffer (0.5 M sorbitol, 1 
mM K2HPO4, 1 mM MgCl, pH 7.0) ป ริ ม า ต ร  1 
มลิลิลิตร แบ่งใส่หลอด microcentrifuge tube หลอด
ละ 80 ไมโครลิตร และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซยีส จนกว่าจะน าไปใช ้
 ขั ้ น ต อ น ก า ร น า  vector DNA เ ข้ า สู่ 
electrocompetent cell ท า ไ ด้ โ ด ย น า 
electrocompetent cell ที่ เต รี ย ม ไ ว้ ป ริ ม า ต ร  80 
ไมโครลิตร และ vector DNA ซึ่งในการศึกษานี้ ใช ้
pFLP1 [10] ประมาณ 1 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด 
electroporation cuvette ทีม่ขีนาดของ electrode gap 
เท่ ากับ  1 มิล ลิ เมต ร ค ว ามกว้ าง 2 มิล ลิ เมต ร 
electricalfield 12.5 kv/ cm จ า ก นั ้ น น า ห ล อ ด 
electroporation cuvette ดั งก ล่ า ว ไป ใส่ ใน เค รื่ อ ง 
Hybaid celljet Pro (Hybaid Ltd., UK) ซึ่ ง ตั ้ ง ค่ า



25          วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัอุบลราชธานี ปีที ่18 ฉบบัที ่1 มกราคม – เมษายน 2559 
 

 

ส าหรบัการท า electroporation ดงันี้ ค่าความต้านทาน
เท่ ากับ  200  ค่ าค ว าม จุ ไฟ ฟ้ า  (capacitance) 
เท่ากบั 25 F ค่า Voltage เท่ากบั 2,500 V และเวลา
เท่ากับ 5 ms หลังจากนัน้น าหลอด electroporation 
cuvette ออกจากเครื่อง Hybaid celljet Pro และเติม
อาหารเลี้ยงเชื้อ recovery medium (MRS broth, 0.5 
M sorbital, 20 mM MgCl, 2 mM CaCl2) ปริมาตร 1 
มิ ล ลิ ลิ ต ร  ล ง ใน ห ล อ ด  electroporation cuvette 
ดงักล่าว แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั ้นน าเซลล์ปริมาตร 100 
ไมโครลติร มาเลี้ยงบนอาหาร MRS agar ที่ม ีCdCl2 
ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.3 mM บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง สงัเกตโคโลนีทีป่รากฏ
บนผิวหน้าอาหาร ซึ่งโคโลนีดังกล่าวจะเป็นเซลล์ที่
ไดร้บั vector DNA เรยีกแบคทเีรยีทีไ่ดใ้นขัน้ตอนนี้ว่า 
“transformant” 
 การตรวจสอบว่าโคโลนีของแบคทีเรียที่
สามารถเจรญิบนอาหาร selective medium ดงักล่าวม ี
pFLP1 ห รื อ ไ ม่ ท า โด ย ก า ร เลื อ ก โค โล นี ข อ ง                         
E. Faecium SF-09 transformant แบบสุ่มจ านวน 3 
โคโลนีมาสกดัพลาสมดิ ตามวธิกีารที่กล่าวมาขา้งต้น 
และน าพลาสมิดที่ได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
(restriction enzyme) 2 ชนิด คือ KpnI และ BamHI 
ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สามารถตดั pFLP1 ให้ได้เป็น DNA 
2 ชิน้ ทีม่ขีนาด 5.2 kb และ 2.9 kb 
 

ผลการวิจยัและอภิปรายผล 
 1. การแยกแลคติกแอสิดแบคทีเรียจาก
อาหารหมกั และการทดสอบความสามารถในการ
ยบัยัง้การเจริญของเช้ือจลิุนทรียท์ดสอบ 
 การทดลองนี้สามารถคดัเลือกแลคติกแอสิด
แบคทเีรยีไดท้ัง้หมด 42 ไอโซเลต โดยแบ่งเป็นแลคตกิ
แอสิดแบคทีเรียที่แยกได้จากปลาส้มจ านวน 22             
ไอโซเลต และแลคติกแอสิดแบคทีเรียที่แยกได้จาก
ผกัเสีย้นดองจ านวน 20 ไอโซเลต จากนัน้น าแบคทเีรยี
ทีไ่ดท้ัง้หมดไปทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การ
เจรญิของเชือ้จุลนิทรยีท์ดสอบ 2 ชนิด ซึง่ไดแ้ก่ E. coli 
O157:H7 แ ล ะ  L. monocytogenes ATCC 19115 
โดยวธิกีาร swab-paper disc ซึง่พบว่ามแีลคตกิแอสดิ

แบ คที เรีย ที่ ส าม ารถ ยับ ยั ้งก าร เจ ริญ ขอ งเชื้ อ
เชื้อจุลนิทรยี์ทดสอบทัง้ 2 ชนิด จ านวน 10 ไอโซเลต 
(SF02, SF03, SF09, SF10, SF12, SF15, SF17, 
SF18, SF20 และ SF22) 
 2. การทดสอบความสามารถของแลคติก
แอสิดแบคทีเรียในการทนกรด 
 เมื่ อ น า แ ล ค ติ ก แ อ สิ ด แ บ ค ที เรี ย ที่ มี
ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของเชื้อจุลนิทรยี์
ทดสอบทัง้ 2 ชนิดมาทดสอบความสามารถในการทน
กรดที่ระดับ pH 2, 3, 4 และ 7 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
พบว่ามีเฉพาะแลคติกแอสิดแบคทีเรียรหัส SF-09 
เท่านัน้ที่สามารถทนกรดไดท้ัง้ที่ pH 2, 3 และ 4 และ
หากสงัเกตอตัราการรอดชวีติ (% survival rate) ของ
แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีรหสั SF-09 ที ่pH 2, 3 และ 4 
จะพบว่ามีค่ ามากกว่า 100% ซึ่ งหมายความว่ า          
แลค ติกแอสิดแบคทีเรียรหสั SF-09 ไม่เพียงแต่ทน
กรดได้ที่ pH 2, 3 และ 4 เท่านัน้ แต่ยงัสามารถเจรญิ
ไดท้ี ่pH ดงักล่าวดว้ย (ตารางที ่1) 
 3. การทดสอบความสามารถของแลคติก
แอสิดแบคทีเรียในการทนเกลือน ้าดี 
 เมื่ อ น า แ ล ค ติ ก แ อ สิ ด แ บ ค ที เรี ย ที่ มี
ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของเชื้อจุลนิทรยี์
ทดสอบทัง้ 2 ชนิดมาทดสอบความสามารถในการทน
เกลอืน ้าดทีี่ระดบัความเข้มขน้ของเกลือน ้าดี เท่ากบั 
0.15% และ 0.3% เป็นเวลา 3 ชัว่โมงพบว่า มแีลคติก
แอสิดแบคทีเรียจ านวน 10 ไอโซเลตที่สามารถทน 
และเจรญิไดใ้นสภาวะทีม่เีกลอืน ้าดทีัง้สองความเขม้ขน้ 
(สงัเกตจากการทีม่อีตัราการรอดชวีติมากกว่า 100%) 
ซึ่งไดแ้ก่ แลคติกแอสดิแบคทเีรยีรหสั SF-02, SF-03, 
SF-09, SF-10, SF-12, SF-18, SF-20 แ ล ะ  SF-22 
(ตารางที ่2) 
 จากผลการทดลองที่ผ่านมาเห็นได้ว่ามเีพยีง
แลคติกแอสิดแบคที เรีย รหัส  SF-09 เท่ านั ้นที่ มี
ความสามารถในการยับยัง้ได้ทัง้ E. coli O157:H7 
และ L. monocytogenes มีความสามารถในการทน
กรดที่ pH 2, 3 และ 4 และมคีวามสามารถในการทน
เกลือน ้ าดีที่ความระดับความ เข้มข้นของเกลือน ้ าดี
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เท่ากบั 0.15% และ 0.3% ดงันัน้ในการทดลองต่อไป
จงึเลอืกใชเ้ฉพาะแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีรหสั SF-09 
 4. การตรวจวินิจฉัยชนิดของแลคติก
แอ สิดแบค ที เรีย โดย วิ ธี  16S rDNA sequence 
analysis 

 เมือ่น าแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีรหสั SF-09 
มาสกดัเอา genomic DNA เพื่อใชเ้ป็น template DNA 
ในการท า PCR โดยใช้ universal primer 2 ชนิด คือ 
fd1 และ 1492r ซึ่ ง เป็น  primer ที่จ าเพาะต่อ  16S 
rDNA พบว่า PCR product ที่ ได้มีขนาดประมาณ 
1,500 bp เมือ่น า PCR product ไปตรวจหาล าดบัเบส 
พบว่ามลี าดบัเบสจ านวน 1,512 bp และเมื่อน าล าดบั
เบสดังกล่าวไปเปรียบเทียบกับล าดับเบสของ 16S 
rDNA ที่อยู่ในฐานขอ้มูล GENBANK พบว่าล าดบัเบส
ของ PCR product ทีไ่ดม้คีวามคลา้ยคลงึกบัล าดบัเบส
ของ 16S rDNA ของ Enterococcus faecium strain 
LMG 11423 (accession NR NR_042054.1) ด้ ว ย
เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง (% homology) เท่ากับ 
99% ผลจากการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่าแลคตกิแอสดิ
แบคทีเรีย รหัส SF-09 มีความเป็นไปได้ที่จะเป็น
แบคทีเรีย  Enterococcus faecium ดังนั ้น จึงให้ชื่ อ
แบคทเีรยีดงักล่าวว่า Enterococcus faecium SF-09 
 

ตารางท่ี  1 อัตราการรอดชีวิตของแลคติกแอสิด
แบคทเีรยีทีร่ะดบั pH ต่างๆ 

 

LAB  
isolate 

(% survival rate) 
pH 2.0 pH 3.0 pH 4.0 pH 7.0 

SF-02 0 100.00 100.17 100.65 
SF-03 0 100.25 100.95 103.45 
SF-09 108.80 108.85 109.47 110.82 
SF-10 0 102.23 103.41 105.02 
SF-12 0 95.99 101.41 101.50 
SF-15 0 95.44 97.62 98.80 
SF-17 0 97.44 105.00 105.31 
SF-18 0 74.65 95.35 101.68 
SF-20 0 88.51 91.28 100.00 
SF-22 0 92.88 100.00 104.07 

 
 

ตารางท่ี  2 อัตราการรอดชีวิตของแลคติกแอสิด
แบคทีเรยีที่ระดบัความเขม้ขน้ของเกลือ
น ้าดเีท่ากบั 0.15% และ 0.3% 

 

LAB 
isolate 

(% survival rate) 
0.15% bile salt 0.3% bile salt 

SF-02 105.50 105.95 
SF-03 103.06 102.09 
SF-09 105.73 105.47 
SF-10 103.56 104.26 
SF-12 104.96 101.24 
SF-15 83.79 73.75 
SF-17 96.87 96.43 
SF-18 103.00 102.11 
SF-20 99.03 97.56 
SF-22 107.39 103.53 

  

 5. การตรวจสอบการมีพลาสมิดของแลคติก
แอสิดแบคทีเรียรหสั SF-09 
 เมื่อน าแลคติกแอสิดแบคทีเรยีรหัส SF-09 มา
ท าการสกดัพลาสมดิ แลว้น าไปศกึษาดว้ยวธิ ีagarose 
gel lectrophoresis พบว่าแลคติกแอสิดแบคทีเรีย
ดงักล่าวไมม่พีลาสมดิ 
 การจะน า vector DNA เข้าสู่เซลล์แบคทีเรียมี
ความจ าเป็นอย่างยิง่ทีจ่ะต้องตรวจสอบดูว่าแบคทเีรยี
ที่จะน ามาเป็นตัวรับ  vector DNA มีพลาสมิดอยู่
ภายในเซลลห์รอืไม ่หากเซลลแ์บคทเีรยีมพีลาสมดิอยู่ 
จะท า ให้มีข้อ จ ากัด ในก ารเลือก ใช้  vector DNA 
กล่าวคือ vector DNA ที่จะน ามาใช้ได้ต้องเข้ากนัได้
กบัพลาสมดิที่เซลล์แบคทีเรียมีอยู่ หรือกล่าวอีกนัย
หนึ่งก็คอื vector DNA ทีใ่ส่เขา้ไปกบั พลาสมดิที่มอียู่
เดมิจะตอ้งสามารถอยู่ดว้ยกนัไดภ้ายในเซลลแ์บคทเีรยี 
แต่หากเซลล์แบคทีเรียไม่มีพลาสมิดอยู่  จะท าให้
ขอ้จ ากดัในการเลอืกใช ้vector DNA น้อยลง เนื่องจาก
ไม่ต้องกงัวลถึงการเขา้กนัได้ระหว่าง vector DNA ที่
ใส่เขา้ไปกบัพลาสมดิทีม่อียู่เดมิ ตวัอย่างการทดลองที่
แสดงให้เหน็ว่าพลาสมดิที่แบคทเีรยีมอียู่เดมิสามารถ
ขดัขวางการรบัDNA ชนิดอื่นเข้าสู่เซลล์แบคทีเรยีได ้
ได้แก่ การทดลองของ Tomita และคณะ [11] โดย 
Tomita แ ล ะ ค ณ ะ ไ ด้ น า  Enterococcus faecium 
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BM4105RF สองสายพนัธุ์ คือ สายพนัธุ์ที่มพีลาสมดิ 
pMG1 และสายพันธุ์ที่ไม่มีพลาสมิด pMG1 มาเป็น
ตัวรับพลาสมิด pHTα pHTβ และ pHTγ พบว่า E. 
faecium BM4105RF สายพนัธุ์ทีไ่ม่มพีลาสมดิ pMG1 
สามารถรบัพลาสมดิทัง้สามชนิดได้ดกีว่า E. faecium 
BM4105RF ส าย พั น ธุ์ ที่ มี  พ ล าส มิ ด  pMG1 ใน
การศึกษานี้  พบว่า E. faecium SF-09 ไม่มพีลาสมดิ 
ซึ่งท าให้การเลือกใช้ vector DNA ส าหรับน าเข้าสู่
แบคทเีรยีดงักล่าวมขีอ้จ ากดัน้อยลง 
 6. การน า pFLP1 เข้าสู่ เซลล์ของแลคติก
แอสิดแบคทีเรีย 
 หลงัจากที่ท าการทดลองน า pFLP1 เขา้สู่เซลล์
ของ E. faecium SF-09 โดยวิธี electroporation แล้ว
น าเซลล์ที่ได้ไปเลี้ยงบนอาหาร selective medium 
(MRS-Cd agar) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่ โมง พบว่ามีโคโลนีของแบคทีเรียที่

สามารถเจรญิบนอาหาร selective medium ดงักล่าว
ได้ ด้วยเหตุที่แบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS-Cd agar เป็น E. faecium SF-09 ที่ได้มาจาก
ก า ร ท า  electrotransformation ดั ง นั ้ น จึ ง เ รี ย ก                   
E. faecium SF-09 transformant 
 จากการสกดัพลาสมดิพบว่า E. faecium SF-09 
transformant ทั ้ง  3 โค โลนี มีพ ลาสมิดที่ มีขน าด
ประมาณ 8.1 kb (ซึ่งเป็นขนาดของ pFLP1) (รูปที่ 1) 
และเมื่อท าการตรวจสอบว่าพลาสมิดที่สกัดได้เป็น 
pFLP1 หรือไม่ โดยการตัดพลาสมิดที่สกัดได้ด้วย 
KpnI และ BamHI พบว่า พลาสมดิ ดงักล่าวสามารถ
ถูกตดัไดเ้ป็น 2 ชิน้ มขีนาดเท่ากบั 5.2 kb และ 2.9 kb 
ซึง่เป็นผลการทดลองทีย่นืยนัว่าพลาสมดิทีส่กดัไดเ้ป็น 
pFLP1 
 

 

 
 

รูปท่ี 1 การศึกษาพลาสมดิที่สกดัได้จาก E. faecium SF-09 transformant โดยวธิ ีagarose gel electrophoresis 
(แสดงผลของ E. faecium SF-09 transformant เพียง 1ตัว); Lane 1 = DNA marker (lambda DNA cut 
with HindIII); Lane 2 = พลาสมิดที่สกัดได้จาก E. faecium SF-09 transformant; Lane 3 = DNA ที่ได้
จากการตดั พลาสมดิทีส่กดัไดจ้าก E. faecium SF-09 transformant ดว้ย KpnI และ BamHI  

 

 ถึงแม้ว่า pFLP1 เป็น food grade vector DNA 
ทีส่รา้งจากพลาสมดิของ Lactobacillus แต่ในการศกึษา
นี้  ทางผู้วิจ ัยได้ทดลองใช้ vector DNA ดังกล่าวกับ           
E. faecium SF-09 ดว้ยเหตุผล ดงันี้ 
 1. มรีายงานความส าเร็จในการน า vector DNA 
ทีส่รา้งจากพลาสมดิของ Lactobacillus เขา้สู่เซลล์ของ 
Enterococcus ซึ่ ง ไ ด้ แ ก่  ก า ร น า  vector DNA 
pLAB1301 ซึ่งสร้างจากพลาสมิดของ Lactobacillus 
hilgardii เข้าสู่ เซลล์ของ Enterococcus faecalis [12], 
[13] ก า ร น า  vector DNA pGT633 ซึ่ ง ส ร้ า ง จ า ก              

พลาสมิดของ Lactobacillus reuteri เข้าสู่ เซลล์ของ                     
E. faecalis [13], [14] และการน า vector DNA pLFM2 
ซึง่สรา้งจากพลาสมดิของ Lactobacillus fermentus เขา้
สู่เซลลข์อง E. faecalis และ E. faecium [15] 
 2. มีการทดลองที่แสดงให้เห็นว่ายีน repA ใน 
pRV566 (ซึ่งก็คือยีน repA ใน pFLP1) สามารถท าให ้
พลาสมิดเพิ่มจ านวนได้ไม่เฉพาะใน Lactobacillus 
เท่านัน้ แต่ยงัสามารถท าให้พลาสมดิเพิ่มจ านวนได้ใน 
Enterococcus ดว้ย [16] 
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 3. pFLP014 เป็น food-grade vector DNA ที่
สรา้งขึน้โดยทมีวจิยัทีท่ าการศกึษานี้ [10] ดงันัน้จงึไม่มี
ปญัหาเรื่องการขออนุญาตใช้ เรื่องลิขสิทธิ ์และเรื่อง
เงือ่นไขต่าง ๆ ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการขอใช ้
 7. ก า ร เป รี ย บ เที ย บ คุณ สม บั ติ ข อ ง                    
E. faecium SF-09 กั บ  E. faecium SF-09 
transformant 
 จากการน า E. faecium SF-09 transformant 
มาศกึษาการเจรญิเตบิโต ความสามารถในการยบัยัง้ E. 
coli O157:H7 และ L. monocytogenes  ความสามารถ
ในการทนกรดที่ pH 2, 3 และ 4 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
และความสามารถในการทนเกลือน ้ าดีที่ความระดับ
ความ เขม้ขน้ของเกลอืน ้าด ีเท่ากบั 0.15% และ 0.3% 
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง พบว่าผลทีไ่ดไ้ม่มคีวามแตกต่างกบั
ผลที่ได้ของ E. faecium SF-09 ดงันัน้จึงสามารถสรุป 
ไดว้่าการน า pFLP1 เขา้สู่เซลล์ของ E. faecium SF-09   
ไมม่ผีลต่อคุณสมบตัดิงักล่าวของแบคทเีรยี 
 

สรปุและเสนอแนะ 
 จากการศกึษานี้ท าใหส้รุปไดว้่า pFLP1 สามารถ
น ามาใช้เป็น vector DNA ในการปรับปรุงพันธุกรรม
ของ E. faecium SF-09 เพื่อให้สามารถท าหน้าที่เป็น
ตัวน า DNA เข้าสู่ร่างกายมนุษย์ได้ แต่อย่างไรก็ตาม
การจะน า E. faecium SF-09 ที่ม ีpFLP1 ไปใชง้านจรงิ
ยงัอาจต้องมกีารศึกษาเพิ่มเติมอีกมาก เพื่อให้การใช้
งานมปีระสทิธภิาพสงูสุด 
 อย่างไรกต็ามในอนาคตขา้งหน้า หากมกีารสรา้ง 
vector DNA จากพลาสมิดของ Enterococcus ขึ้นมา
เพื่ อ ใช้กับ  E. faecium SF-09 ก็ น่ าจะท าให้การน า 
vector DNA เข้าสู่ เซลล์ของ E. faecium SF-09 และ
การเพิ่มจ านวนของ vector DNA ภายในเซลล์ของ             
E. faecium SF-09 มีประสิทธิภาพมากขึ้น จากการ
สบืคน้ขอ้มลู ถงึแมไ้ม่พบว่าเคยมกีารสร้าง food grade 
vector DNA ส าหรับ Enterococcus มาก่อน  แต่ก็มี
รายงานการสร้าง vector DNA จากพลาสมิดของ 
Enterococcus [17] ซึ่ งรายงานดังกล่าวชี้ ให้ เห็นถึง
ความเป็นไปได้ของการพบพลาสมดิใน Enterococcus 
และการน าพลาสมดิดงักล่าวมาใช้ในการสร้าง vector 
DNA ส าหรบัใชก้บั Enterococcus ต่อไป  

เอกสารอ้างอิง 
[1] Mannam, P., Jones, K. F. and Geller, B. L. 

2004. “Mucosal vaccine made from live, 
recombinant Lactococcus lactis protects 
mice against pharyngeal infection with 
Streptococcus pyogenes”. Infection and 
Immunity. 72 (6): 3444-3450. 

[2] Gu, Q., Song, D. and Zhu, M. 2009. “Oral 
vaccination of mice against Helicobacter 
pylori with recombinant Lactococcus lactis 
expressing urease subunit B”. FEMS 
Immunology and Medical Microbiology. 
56 (3): 197-203. 

[3] Wei, C. H., Liu, J. K., Hou, X. L., Yu, L. Y., Lee, 
J. S. and Kim, C. J. 2010. “Immunogenicity 
and protective efficacy of orally or 
intranasally administered recombinant 
Lactobacillus casei expressing ETEC K99”. 
Vaccine. 28 (24): 4113-4118. 

[4] Mohamadzadeh, M., Duong, T., Sandwick, S. 
J., Hoover, T. and Klaenhammer, T. R. 
2009. “Dendritic cell targeting of Bacillus 
anthracis protective antigen expressed by 
Lactobacillus acidophilus protects mice 
from lethal challenge.” Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the 
United States of America. 106 (11): 4331-
4336. 

[5] Lee, S. F., March, R. J., Halperin, S. A., 
Faulkner, G. and Gao, L. 1999. “Surface 
Expression of a Protective Recombinant 
Pertussis Toxin S1 Subunit Fragment in 
Streptococcus gordonii”. Infection and 
Immunity. 67(3): 1511-1516. 

 
 
 



29          วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัอุบลราชธานี ปีที ่18 ฉบบัที ่1 มกราคม – เมษายน 2559 
 

 

[6] Takala, T. M. and Saris, P. E. J. 2002. “A food-
grade cloning vector for lactic acid bacteria 
based on the nisin immunity gene nisI.” 
Applied Microbiology and 
Biotechnology. 59 (4-5): 467-471. 

[7] Wong, W. Y., Su, P., Allison, G. E., Liu, C. Q. 
and Dunn, N. W. 2003. “A potential food-
grade cloning vector for Streptococcus 
thermophilus that uses cadmium resistance 
as the selectable marker.” Applied and 
Environmental Microbiology. 69 (10): 
5767-5771. 

[8] Jeong, D. W., Lee, J. H., Kim, K. H. and Lee, 
H. J. 2006. “A food-grade 
expression/secretion vector for Lactococcus 
lactis that uses an α-galactosidase gene 
as a selection marker.” Food 
Microbiology. 23 (5): 468-475. 

[9] Li, R., Takala, T. M., Qiao, M., Xu, H. and 
Saris, P. E. 2011. “Nisin-selectable food-
grade secretion vector for Lactococcus 
lactis.” Biotechnology Letters. 33 (4):797-
803. 

[10] Rattanachaikunsopon, P. and Phumkhachorn, 
P. 2012. “Construction of food-grade 
cloning vector for Lactobacillus plantarum 
and its utilization in food model.” Journal 
of General and Applied Microbiology. 58 
(4): 317-324. 

[11] Tomita, H., Tanimoto, K., Hayakawa, S., 
Morinaga, K., Ezaki, K., Oshima, H., and 
Ike, Y. 2003. “Highly Conjugative pMG1-
Like Plasmids Carrying Tn1546-Like 
Transposons That Encode Vancomycin 
Resistance in Enterococcus faecium.” 
Journal of Bacteriology. 185 (23): 7024-
7028. 

[12] Josson, K., Soetaert, P., Michiels, F., Joos, H. 
and Mahillon, J. 1990. “Lactobacillus 
hilgardii plasmid pLAB1000 consists of two 
functional cassettes commonly found in 
other gram-positive organisms.” Journal of 
Bacteriology. 172 (6): 3089-3099. 

[13] Shareck, J., Choi, Y., Lee, B. and Miguez, C. 
B. 2004. “Cloning vectors based on cryptic 
plasmids isolated from lactic acid bacteria: 
their characteristics and potential 
applications in biotechnology.” Critical 
Reviews in Biotechnology. 24 (4): 155-
208. 

[14] Tannock, G. W., Luchansky, J. B., Miller, L., 
Connel, H., Thode-Andersen, S., Mercer, 
A. A. and Klaenhammer, T. R. 1994. 
“Molecular characterization of a plasmid-
borne (pGT633) erythromycin resistance 
determinant (ermGT) from Lactobacillus 
reuteri 100–63.” Plasmid. 31 (1): 60-71. 

[15] Aleshin, V. V., Semenova, E. V., Doroshenko, 
V. G., Jomantas, Y. V., Tarakanov, B. V., 
and Livshits, V. A. 1999. “The broad host 
range plasmid pLF1311 from Lactobacillus 
fermentum VKM1311.” FEMS 
Microbiology Lettres. 178 (1): 47-53. 

[16] Crutz-Le Coq, A. M. and Zagorec, M. 2008. 
“Vectors for Lactobacilli and other Gram-
positive bacteria based on the minimal 
replicon of pRV500 from Lactobacillus 
sakei.” Plasmid. 60 (3):212-220. 

[17] Wyckoff, H. A., Barnes, M., Gillies, K. O. and 
Sandine, W. E. 1996. “Characterization and 
sequence analysis of a stable cryptic 
plasmid from Enterococcus faecium 226 
and development of a stable cloning 
vector.” Applied and Environmental 
Microbiology. 62 (4): 1481-1486. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20WY%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Su%20P%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allison%20GE%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20CQ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunn%20NW%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21184135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takala%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21184135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qiao%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21184135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21184135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saris%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21184135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21184135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomita%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hayakawa%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morinaga%20K%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ezaki%20K%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oshima%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ike%20Y%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Josson%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2188951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soetaert%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2188951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Michiels%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2188951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Joos%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2188951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mahillon%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2188951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2188951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2188951
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shareck%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15707158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15707158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15707158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miguez%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15707158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miguez%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15707158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15707158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15707158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crutz-Le%20Coq%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18789962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zagorec%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18789962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18789962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8919818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8919818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8919818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8919818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8919818

