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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1. จุลินทรีย  
 
 1.1  แบคทีเรียกรดแลคติก 
 

        แบคทีเรียกรดแลคติกที่ใชทดสอบการผลิตสารยับยั้งจํานวน 7 ไอโซเลท  ไดแก        
ไอโซเลท MS-1, MG-2, PR-2, IG-3 ,IG-5, IG-8 และ IFS-1 ไดรับจากพรทิพย เสริมพงษพันธ  
ภาควิชาจุลชีววิทยา  สําหรับแบคทีเรียกรดแลคติก ไอโซเลท MS-1, PR-2 และ MG-2  แยกไดจาก
แหนม  ไอโซเลท IG-3, IG-5 และ IG-8 แยกไดจากไสไก และไอโซเลท IFS-1 แยกไดจากไสปลา
แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 7 ไอโซเลทไดผานการทดสอบแลววา  สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค เชน 
Escherichia coli และ Salmonella spp. ซ่ึงเปนแบคทีเรียกอโรคได 
 

1.2  แบคทีเรียกอโรคที่ใชเปนเชื้อทดสอบ 
 

        แบคทีเรียกอโรคที่ใชเปนเชื้อทดสอบจํานวน  8  สายพันธุ  ไดแก    Salmonella  
Typhimurium DMST 16809, Salmonella Welteureden PTS1085/04, Salmonella sp. 2, 
Escherichia coli ATCC 8739 และ Escherichia coli O157:H7 DMST 12743, Enterococcus  
faecalis TISTR379  สําหรับแบคทีเรียกอโรค Salmonella Enteritidis SOO3 และ Staphylococcus        
aureus 32D ไดรับความอนุเคราะหจาก รองศาสตราจารย ดร.สุนีย  นิธิสินประเสริฐ  ภาควิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ  คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
1.3  แบคทีเรียโปรไบโอติกที่ใชในการศึกษาผลตอการเจริญของไกกระทง 

 
        แบคทีเรียกรดแลคติก 4 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท PR-2, MG-2, IFS-1 และ IG-3  

สําหรับเชื้อ Clostridium sp. ไดรับความอนุเคราะหจาก  ดร.ปราโมทย  ศิริโรจน  เชื้อ Baciilus sp. 
และยีสต  ไดรับความอนุเคราะหจาก ดร.วรรณา  มาลาพันธุ 
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2. อาหารเลี้ยงเชื้อ  (ภาคผนวก ก) 
 
3. สารเคมีท่ัวไป 
 
 3.1    Dipotassiumhydrogenphosphate (Merck) 

3.2    Potassiumdihydrogenphosphate (Merck) 
3.3    Tween 80 (บริษัท lab centre 1992 จํากัด) 
3.4    Magnesiumphosphate (AJAX Chemicals) 
3.5    Manganesephosphate (SPS Finechem) 
3.6    Ammonium citrate (May&Baker LTD) 
3.7    Sodium acetate (Merck) 
3.8    Yeast extract (Difco) 
3.9    Peptone (Merck) 
3.10   Beef extract (Merck) 
 

4. เคร่ืองมือ 
 

 4.1      เครื่องชั่ง (balance) 
4.2      ตูปลอดเชื้อ (laminar flow) 
4.3      เครื่องผสมสาร (vortex mixer) 
4.4      หมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) 
4.5      ตูบมเชื้อ (incubator) 
4.6      เครื่องเซนตริฟวส (centrifuge) 
4.7      เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
4.8      เครื่องวัดคาความดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  
4.9      อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
4.10    กลองจุลทรรศน (microscope) 
4.11    เตาไมโครเวฟ (microwave) 
4.12   ไมโครปเปต (micro pipette) 
4.13    ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) 
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4.14    เครื่องแกวที่จําเปนในการวิเคราะห 
   

วิธีการ 
 
1.  การตรวจสอบการสรางสารยับยั้งจุลินทรีย 

 
1.1  การตรวจสอบการยับยั้งจุลินทรียกอโรคดวยวิธี Agar spot test  
 
        การทดสอบดัดแปลงจากวิธีของ ชลัทและคณะ (2542)  เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ที่คัดแยกไดมา

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง จากนั้นแทงเชื้อลงบน
จานอาหารวุน MRS  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  ทําการเททับดวยอาหาร
กึ่งแข็ง TSA (agar 0.7 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่กําลังหลอมอยูที่อุณหภูมิ 47-50 องศา
เซลเซียส  และผสมดวยเชื้อทดสอบที่มีความเขมขนประมาณ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส หรืออุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ตรวจผลการ
ยับยั้งจากบริเวณใสรอบๆโคโลนี  นําเชื้อที่ใหผลการยับยั้งไปทําการทดสอบดวยวิธีอ่ืนตอไป 

 
1.2  การตรวจสอบการยับยั้งจุลินทรียกอโรคโดยวิธี Agar well diffusion 
 
        ทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่ใหผลบวกจากการทดสอบขั้นตน  ในอาหาร

เหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นแยก
เซลลออกโดยนําไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที  เพื่อแยกเอาเซลลออก 
นําสารละลายใสปราศจากเซลลที่ไดมาทําการปรับพีเอชเปน 6.5  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซดความเขมขน 5.0 โมลาร  เตรียมเช้ือสําหรับทดสอบ  โดยเพาะเลี้ยงเช้ือทดสอบสายพันธุตางๆ
ในอาหารเหลว TSB ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ใชไมโครปเปตดูดเชื้อ
ทดสอบ 10 ไมโครลิตร  เติมลงในอาหารกึ่งแข็ง TSA ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  ที่หลอมเหลวอยูที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  ผสมใหเขากันแลวเททับบนอาหารแข็ง NA หรือ TSA ที่ประกอบดวย
วุน 1.5 เปอรเซ็นต  ทิ้งไวใหแข็งตัว  ใช cork borrer ที่ปลอดเชื้อเจาะวุนใหเปนหลุมขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 0.6 มิลลิลิตร  นําสารละลายที่ไดจากการเตรียมในขั้นตนมาหยอดลงในหลุมที่เจาะไว
หลุมละ 50 ไมโครลิตร  ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ  โดยสังเกต
บริเวณใสที่เกิดขึ้นรอบๆหลุมแลววัดขนาดและบันทึกผล 
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2.   การจัดจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

ทําการจัดจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียโดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่ตองการจัด
จําแนกในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ทําการตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐาน  สรีระวิทยา  การจัดเรียงตัวของเซลล  และตรวจสอบความสามารถการเจริญ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําการปรับอุณหภูมิ  และความเขมขนของเกลือระดับตางๆ  การทนตอสภาวะ
ความเปนกรด-ดาง(pH)  การผลิตเอนไซมคะตะเลส(catalase)  และการผลิตคารบอนไดออกไซด 
(CO2) จากน้ําตาลกลูโคส  วิธีการทดสอบดังภาคผนวก ข  การจัดจําแนกโดยการวิเคราะหหาลําดับ 
นิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 16S rRNA ไดสงใหกับหนวยบริการจัดจําแนกแบคทีเรีย  หนวย
ปฏิบัติการ KU-Vector  ศูนยพัฒนาและถายทอดเทคโนโลยีรัฐรวมเอกชน(ศรอ.)  มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร  บางเขน  กรุงเทพฯ  เปนผูทําการจัดจําแนก 
 
3.  การศึกษาสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดเลือกไดเพื่อนํามาใชเปนโปรไบโอติก 
  

3.1  การทดสอบความทนทานตอสภาพความเปนกรดและดางของจุลินทรีย 
 

        การทดสอบความทนทานตอสภาพความเปนกรดและดาง ของจุลินทรีย  เนื่องจาก
ภายในระบบทางเดินอาหารของไกมีความเปนกรดและดาง ในสวนตางๆของระบบทางเดินอาหาร  
แตกตางกัน โดยในกระเพาะอาหารของไกมีสภาวะความเปนกรดสูง ขณะที่ในลําไสมีทั้งสภาวะที่
เปนกรดและดาง  ดังนั้นการจะนําจุลินทรียไปใชในไก  จึงควรมีการทดสอบความทนทานตอสภาพ
ความเปนกรดและดางของจุลินทรียกอนนําไปใชจริง  ทําการทดลองโดยถายเช้ือที่ตองการทดสอบ
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่ปรับพีเอชเปน 2, 3, 7, 8 และ 9 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอ
ริค (HCl) ความเขมขน 8 นอรมอล และโซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH) ความเขมขน 5 นอรมอล โดย
ใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1 เปอรเซ็นต  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
ตรวจผลการเจริญโดยวิธี pour plate ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีการเติมแคลเซียมคารบอเนต  บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  บันทึกผลการทดลองเปน log CFU/ml 
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3.2  การทดสอบความทนทานตอน้ําดี(bile) 
 

        การทดสอบความทนทานตอน้ําดี(bile) เนื่องจากในลําไสของไกมีการหลั่งน้ําดีออกมา
จากตับ(liver) เพื่อมายอยอาหารประเภทไขมันใหมีโมเลกุลเล็กลง  ดังนั้นน้ําดีจึงเปนสารมีอันตราย
ตอผนังเซลลของจุลินทรียซ่ึงมีไขมันเปนสวนประกอบ  จึงตองมีการทดสอบความทนทานตอน้ําดี
ของจุลินทรียกอนนําไปใชจริง  ทําการทดลองโดยถายเชื้อที่ตองการทดสอบลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว MRS ที่มีการเติมน้ําดีที่แยกไดจากไก  ความเขมขน 1-5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  
โดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1 เปอรเซ็นต  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 
ช่ัวโมง  ตรวจผลการเจริญดวยวิธี pour plate  โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีการเติมแคลเซียม
คารบอเนต  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  บันทึกผลการทดลองเปน log 
CFU/ml 

 
3.3  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ และผลิตกรดของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 
        แบคทีเรียกรดแลคติกที่ผานการทดสอบสมบัติการเปนโปรไบโอติก และสมบัติการ

ยับยั้งจุลินทรียกอโรค  กอนที่จะนําไปทดสอบการอยูรอดในลําไสไก  ตองทําการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมตอการเจริญ และผลิตกรด  เพื่อเปนขอมูลสําหรับนําไปใชเพิ่มปริมาณการผลิตในลําดับ
ตอไป  ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อที่ตองการทดสอบในอาหารเหลว MRS โดยใชเชื้อเร่ิมตน 1 เปอรเซ็นต  
นําไปบมที่อุณหภูมิ 30, 37, 42 และ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48  ช่ัวโมง  ตรวจดูการเจริญ
ของเชื้อ  วัดการเปลี่ยนแปลงคาพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อ  และหาเปอรเซ็นตกรดที่แบคทีเรียสรางขึ้น
ทุก 4 ช่ัวโมง  นําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟแสดงการเจริญเพื่อหาอุณหภูมิที่มีการเจริญ  และผลิตกรด
สูงสุด 
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 4.  การศึกษาผลการเสริมโปรไบโอติกในรูปเชื้อสดตอการแปล่ียนแปลงของจุลินทรียในลําไสของไก
กระทง 
 

การศึกษาผลการเสริมแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 4 สายพันธุเปนโปรไบโอติกในรูปเชื้อสด
ตอการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรียในลําไสของไกกระทง  โดยนําแบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้ไปให
ภาควิชาสัตวบาล  คณะเกษตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  บางเขน  กรุงเทพฯ  ทําการทดสอบ
คุณลักษณะทางการเจริญเติบโต  เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  กลุมที่ไดรับการเสริมสารปฏิชีวนะ 
(Avilamycin)  โปรไบโอติกทางการคา  และโปรไบโอติกในรูปเชื้อผสม ซ่ึงประกอบดวยเชื้อยีสต, 
Bacillus sp., Clostridium sp. และแบคทีเรียกรดแลคติก(Enterococcus faecium PR-2 และ 
Lactobacillus plantarum IFS-1) ในอัตราสวน 1: 1: 1: 1 สําหรับการทดลองนี้ไกทดลองแตละกลุม
จะไดรับโปรไบโอติกในน้ําดื่มความเขมขน 106 CFU/ml  ตั้งแตอายุ 1 วัน จนกระทั่งอายุครบ 42 วัน  
ในระหวางการทดลองไดทําการตรวจนับปริมาณจุลินทรียกอนผสม  และหลังผสมน้ําดื่มใหไกทุก
วัน  เพื่อเปนการยืนยันวาโปรไบโอติกที่ใชมีความเขมขนตามที่ตองการ  ในวันที่ 7, 21, 28, 35 และ 
42 ของการทดลอง  สุมไกจากแตละกลุมการทดลองมาวิเคราะหปริมาณจุลินทรียในลําไสสวน      
ไอเลียม(ileum) และซีกัม(cecum)  
 

4.1  การเตรียมตัวอยาง  สุมไกจาก 8 กลุมการทดลอง จํานวน 4 ซํ้า ๆ ละ 1ตัว รวมเปน
จํานวน 32 ตัวอยางตอสัปดาห  แยกไสไกสวนไอเลียมและซีกัม  จากแตละตัวอยางมาทําการทดลอง 
โดยมัดแยกผูกสวนปลายไสดวยดายไนลอน  เพื่อไมใหสารที่อยูภายในไหลออกมาขางนอก  และ
ปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียที่อยูภายนอก  ทําการลางไสสวนนอก 2 คร้ังดวยแอลกอฮอล 70 
เปอรเซ็นต  ใชกรรไกรที่ผานการฆาเชื้อตัดไสจนไดน้ําหนักที่ตองการ  แลวใชกรรไกรตัดผากลาง
ไส  เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต  ลงไปทําการเจือจางใหมีความเจือจาง 1:10 
นําไปเขาเครื่องตีปนอาหาร(stomacher) นาน 1 นาที 
 

4.2  การตรวจนับจํานวนจุลินทรียในไสไก  นําตัวอยางไสสวนไอเลียม และซีกัม จากขอ 
4.1 มาทําการเจือจางตอไปดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 เปอรเซ็นต  จนมีระดับความเจือ
จางที่ตองการคือ 1:102 – 1:108 ทําการตรวจนับเชื้อ E. coli โดยวิธีการ spread plate ลงบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ EMB แลวตรวจนับโคโลนีที่มีลักษณะเปน green metallic sheen  สําหรับแบคทีเรียกรด    
แลคติก  ทําการตรวจนับจํานวนโดยใชวิธีการ pour plate  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีการเติม
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แคลเซียมคารบอเนต  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  บันทึกผลการ
ทดลองเปน log CFU/ml 
 
5.  การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 

วิเคราะหความแปรปรวน(Analysis of variance) ในแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(Completely Randomized Design) (Gill, 1978)  และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยระหวาง
กลุม โดยวิธี Duncan’s new multiple range test (Duncan, 1955)  โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร
สําเร็จรูป SAS (SAS, 1996) ในการทดลองที่ 4 

 
6.  สถานที่ทําการวิจัย 

 
ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  บางเขน  กรุงเทพฯ 

 
7.  ระยะเวลาการทําวิจัย 

 
เร่ิมวิจัยตั้งแตเดือนมกราคม 2547  จนถึงเดือนกันยายน 2549        
  

 
 


