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บทคัดย่อ

ไก่ สหภาพยุโรป
และสหรัฐอเมริกา การใชแ้บคเทอริโอซินจึง แกปั้ญหาดงักล่าว การทดลอง

Enterococcus faecium CE5-1 ผลิตแบคเทอริโอซิน จาก
ของประเทศไทย E.

faecium CE5-1 3.0 เป็นเวลา 2
7 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 6 2-3 log CFU/ml ภายหลงัการบ่ม

2.5 เป็นเวลา 2 E. faecium CE5-1 มีความไวต่อยาปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ เตตราไซ
คลีน อิริโทรมยัซิน เพนนิซิลลินจี และแวนโคมยัซิน ยงัพบวา่สารละลายส่วนใส

E. faecium CE5-1 ไดแ้ก่ Listeria monocytogenes
DMST17303, Pediococcus pentosaceus 3CE27, Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM1157 และ

Enterococci E. faecium
CE5-1 กบั กลุ่ม Enterococci (E. faecalis VanB หรือ E. gallinarum VanC)

E. faecalis VanB (จาก 6.68 เหลือ 4.29 log CFU/ml) และ E. gallinarum VanC
(จาก 6.76 เหลือ 4.31 log CFU/ml) จะลดลงอย่างรวดเร็วภายใน 12 จากขอ้มูล
ขา้งตน้แสดงให้เห็นวา่ E. faecium CE5-1 สามารถนาํไป
การเจริญของ Enterococci

การศึกษาคุณลกัษณะของ Enterocin CE5-1 พบว่า Enterocin CE5-1

กลุ่ม Enterococcus, P. pentosaceus 4Ce27, Bacillus cereus DMST5040, Staphylococcus aureus
DMST8840 และ L. sakei subsp. sakei JCM1157 Enterocin CE5-1 มีความคงตวัต่อพี

2.2-10.6 30-100 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตาม
การเติมเอนไซมย์่อยโปรตีน และเอนไซม์ -amylase Enterocin CE5-1
อยา่งสมบูรณ์

การศึกษาการโคลน และแสดงออกของ enterocin A สามารถตรวจ
พบเพียง enterocin A (entA gene) ใน E. faecium
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CE5-1 entA แลว้ ยีน entA
จาํนวนดว้ยเทคนิค PCR กบัพลาสมิด pGEM®-T Vector แลว้จึง
หรือพลาสมิด pGEM/entA เขา้สู่ E. coli JM109 ตรวจวิเคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน
entA พบว่ายีน entA E. faecium CE5-1 มีความคลา้ยคลึงกบัยีน entA ของพลาสมิด
p5753cA E. faecium (NC_013317.1) NCBI
entA (153 bp) ตดัพลาสมิด pGEM/entA ดว้ยเอนไซม์ EcoRI และ BamHI กบั พลาส
มิด pBS-ldh pBS-ldh/entA
Lactococcus lactis subsp. cremoris JCM16167 L. lactis subsp. cremoris
JCM16167 เจริญบนอาหาร อาจเป็นเพราะโปรตีน L. lactis
subsp. cremoris JCM16167

enterocin A E. faecium CE5-1
พบว่าจากนิวคลีโอไทด์ ขนาดประมาณ 8,037 bp สามารถทาํนายได้ open reading
frame (ORF) อยา่งนอ้ยประมาณ 12 ORF แต่มีเพียง 7 ORF enterocin
A ประกอบดว้ย enterocin A structural gene (entA), enterocin A immunity gene (imentA),
induction factor of enterocin A (entF), histidine protein kinase gene (entK), response regulator
gene (entR), ABC transporter gene (entT) และ accessory factor gene (entD).
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ABSTRACT

The use of antibiotic as growth promoter in feed for chicken causes the evolution of
antibiotic resistance in both pathogen and commensal bacteria in chicken. In addition, the
subtherapeutic antibiotic usage for chicken production has been banned in Europe and the United
State. Using bacteriocin might be the way to solve these problems. Bacteriocin-producing
Enterococcus faecium CE5-1 was isolated from the gastrointestinal tract of Thai indigenous
chickens. It was used to investigate its probiotic potential. The competition between the
bacteriocin-like substance (BLS) producing probiotic strain and antibiotic-resistant enterococci
was also studied. E. faecium CE5-1 exhibited a good tolerance to pH 3.0 after 2 h and in 7% fresh
chicken bile after 6 h, but the viability of E. faecium CE5-1 decreased about 2-3 log CFU/ml after
2 h incubation in pH 2.5. It was susceptible to the antibiotics tested consisting of tetracycline,
erytromycin, penicillin G and vancomycin. The culture supernatant of E. faecium CE5-1 showed
activity against Listeria monocytogenes DMST17303, Pediococcus pentosaceus 3CE27,
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM1157 and antibiotic resistant enterococci. E. faecium CE5-1
showed the highest inhibitory activity against two antibiotic resistant E. faecalis VanB (from 6.68
to 4.29 log CFU/ml) and E. gallinarum VanC (from 6.76 to 4.31 log CFU/ml) after 12 h of co-
cultivation. The results show the future possible use of E. faecium CE5-1 as probiotic strain for
livestock to control antibiotic-resistant enterococci.

The partially purified enterocin CE5-1 exhibited a narrow spectrum of activity against
Enterococcus strains, P. pentosaceus 4Ce27, Bacillus cereus DMST5040, Staphylococcus aureus
DMST8840 and L. sakei subsp. sakei JCM1157. Moreover, the bacteriocin activity of enterocin
CE5-1 was active in the wide pH range (2.2-10.6) after 1 h of incubation at 37 °C and stable to
heating at 30-100 °C for 15 min and 2 h of incubation. However, bacteriocin activity of enterocin
CE5-1 could be inactivated when treated with proteolytic and-amylase enzyme.

Only enterocin A gene (entA) was detected in the genomic DNA of E. faecium CE5-1.
After that the specific primers were designed based on alignment of the structural entA gene. PCR
products of structural entA gene were cloned into pGEM-T easy vector (pGEM/entA) and
transformed into E. coli JM109. The nucleotide sequence of structural entA gene was similar to a
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nucleotide sequence also found in enterocin A gene of E. faecium plasmid p5753cA
(NC_013317.1), derived from NCBI database. The 153 bp fragment was cut with EcoRI and
BamHI from pGEM/entA vector and ligated with the EcoRI-BamHI digested expression vector
pBS-ldhGFP (pBS-ldh/entA). After transformation of pBS-ldh/entA vector into Lactococcus
lactis subsp. cremoris JCM16167, no colony was detected on the plate because the expression
protein has a toxic effect to the host L. lactis subsp. cremoris JCM16167.

The sequence of a 8-kb DNA fragment of entA gene cluster was determined and
sequenced. The entA gene cluster containing 12 open reading frame (ORF), 7 of which are
predicted and obviously related to play a role in enterocin A biosynthesis consisting of enterocin
A structural gene (entA), enterocin A immunity gene (imentA), induction factor of enterocin A
(entF), histidine protein kinase gene (entK), response regulator gene (entR), ABC transporter
gene (entT) and accessory factor gene (entD).
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1

บทนํา

90% ส่งออกไปยงัสหภาพ
(Thai Broiler Processing Exporters Association, 2009) มีการใชย้าปฏิชีวนะใน

ารหา้มใชย้าปฏิชีวนะ

ผูว้ิจยัไดค้ดัแยกแบคทีเรียแลกติกคือ Enterococcus faecium CE5-1 จากทางเดินอาหารไก่
อยา่งไรก็ตามมีรายงานการวิจยัพบวา่แบคทีเรีย

แลกติกกลุ่ม Enterococcus spp. ด้
(Abriouel et al., 2005) Enterococcus spp. มกัก่อให้เกิด

(infective endocarditis)
ศึกษาความ E.

faecium CE5-1

ในการรักษาโรคต่อไปในอนาคตได้
อ E. faecium

CE5-1 และการ E. faecium CE5-1 สู่
(host)

ซิน
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย
1. E. faecium CE5-1
2. E. faecium CE5-1
3. E.

faecium CE5-1
4. enterocin A E. faecium CE5-1



3

การตรวจเอกสาร

1. แบคทเีรียแลกติก

แบคทีเรียแลกติก (Lactic Acid Bacteria; LAB) เป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้าง
สปอร์ ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส (catalase) ไม่มีไซโตโครม (cytochromes) ทนต่อกรด การเจริญ
ส่วนใหญ่ตอ้งการอากาศเพียงเล็กน้อย (microaerophile) บางชนิดเป็นพวกไม่ตอ้งการอากาศ
(strictly anaerobe)
ใชอ้อกซิเจนจึงมีความตอ้งการสารอาหารค่อนขา้งซบัซ้อนและสมบูรณ์ (fastidious microorganism)
เช่น ใชก้รดอะมิโนเป็นแหล่งไนโตรเจน growth factor และวิตามิน
หลายชนิด เช่น ไบโอติน (biotin) ไรโบฟลาวิน (riboflavin) และส่วนใหญ่ตอ้งการสารอนินทรียใ์น
ปริมาณค่อนขา้งสูง เช่น แมงกานีส แมกนีเซียม เป็นตน้ ประกอบดว้ยกลุ่มของแบคทีเรียในจีนสั
(genus) ไดแ้ก่ Aerococcus, Alloiococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Dolosigranulum,
Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, และ Weissella
(Salminen and von Wright, 1998) แบคทีเรียแลกติกสามารถแบ่งเป็นกลุ่มใหญ่ๆ ได้ 2 กลุ่ม
(Axelsson, 1993) ไดแ้ก่

1. กลุ่มโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ (homofermentative LAB) สามารถ
6

90-95 นกรดอะซิติก และคาร์บอนไดออกไซด์อีกเล็กนอ้ย ไม่ตอ้งการไทอะ
มีน (thiamine) ในการเจริญ ผลิตเอนไซมอ์ลัโดเลส (aldolase) และเอนไซมเ์ฮกโซสไอโซเมอเรส
(hexose isomerare) แต่ไม่ผลิตเอนไซมฟ์อสโฟคีโตเลส (phosphoketolase) กลไกการเกิดกรดแลก
ติก คือ โดยเอนไซม์ dehydrogenase โดยใช้ Embden-Mayerhof-
Parnas (EMP) pathway ไพรูวิกเป็นกรดแลกติก ทาํให้ไดก้รดแลกติก 2 โมเลกุล
ต่อกลูโคส 1 โมเลกุล ตวัอย่างแบคทีเรีย Lactobacillus acidilactici,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Pediococcus cerevisiae และ Streptococcus lactis
เป็นตน้ (ปาริชาติ พุม่ขจร และคณะ, 2543)

2. กลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ (heterofermentative lactic acid bacteria) คือ แบคทีเรีย
6 ตวั ไดก้รดแลก

ติกประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ ทานอล 20-25 เปอร์เซ็นต์ และ
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คาร์บอนไดออกไซด์ 20-25 เปอร์เซ็นต ์ใช้ไทอะมีนในการเจริญและสร้างเอนไซมเ์ฮกโซสไอโซ
เมอเรส ใช้ hexose monophosphate หรือ pentose pathway ไดแ้ก่ Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus brevis และ Lactobacillus fermentum เป็นตน้ (ปาริชาติ พุม่ขจร และคณะ, 2543)

การศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียแลกติกโดยอาศยัลกัษณะทางกายภาพ สมบติัทาง
ชีวเคมี ลกัษณะสัณฐาน องค์ประกอบของผนงัเซลล์ กรดไขมนัภายในเซลล์ ไอโซพรีนอยด์
(isoprenoid) ควโินน (quinone) เช่น mol เปอร์เซ็นต์ G+C ของดีเอ็น
เอ การเขา้คู่กนัของดีเอ็นเอ ลาํดบัเบสบน rRNA
สกุล ปัจจุบนัสามารถจาํแนกแบคทีเรียแลกติกออกไดเ้ป็น 12 สกุล (Axelsson, 1993)ไดแ้ก่

1 Streptococcus
เป็นแบคทีเรียรูปร่างกลม หรือไข่ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.8-1.2 ไมครอน จดัเรียงตวั

20-30 องศาเซลเซียส ประกอบดว้ย
39
(Hardie and Whiley, 1995)

2. Lactococcus
เดิมอยูใ่นสกุล Streptococcus กลุ่ม N มีรูปร่างเป็นรูปไข่ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5-1

ไมครอน คู่ หรือต่อกนัเป็นสายโซ่ 10
องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส มี mol เปอร์เซ็นต์ G+C 34-43
ประกอบดว้ย 5 สปีชีส์ คือ Lactococcus plantarum, L. garvieae, L. raffinolactis, L. piscium, L.
lactis (Teuber, 1995)

3. Vagococcus
Streptococcus กลุ่ม N

ประกอบดว้ย 2 สปีชีส์ คือ Vagococcus fluvialis และ V. salmoninarum แซลมอน
(Stiles and Holzapfel, 1997)

4. Enterococcus
Streptococcus กลุ่ม D เดิม มีรูปร่างกลม

10 ถึง 45 องศาเซลเซียส มีลาํดบัเบสบน 16S rRNA
ใกลเ้คียงกบั Carnobacterium และ Vagobacterium มากกวา่ Streptococcus และ Lactococcus มี mol
เปอร์เซ็นต์ G+C 37-40
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5. Pediococcus
มีรูปร่างกลม ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.36-1.43 ไมครอน มีการแบ่งตวัในลกัษณะ 2

มี mol เปอร์เซ็นต์ G+C 34-
44 (Simpson and Taguchi, 1995) ประกอบดว้ย 6 สปีชีส์ คือ Pediococcus pentosaceus, P.
dextrinicus, P. acidilactici, P. parvulus, P. damonosus, P. inopinatus (Stiles and Holzapfel, 1997)

6. Tetragenococcus
Pediococcus halophilus เดิมมีรูปร่างกลม การแบ่งตวัเหมือนกับ

Pediococcus และมีลาํดบัเบสบน 16S rRNA แตกต่างจาก Pediococcus ตอ้งการโซเดียมคลอไรด์ใน
การเจริญถึง 18 เปอร์เซ็นต์ (Simpson and Taguchi, 1995)

7. Aerococcus
มีรูปร่างกลม การแบ่งตวัเหมือนกบั Pediococcus มีปริมาณ mol เปอร์เซ็นต์ G+C

ประกอบดว้ย 2 สปีชีส์คือ Aerococcus viridans และ A. urinae Pediococcus
homari และ Pediococcus urinae ตามลาํดบั (Stiles and Holzapfel, 1997)

8. Leuconostoc
มีรูปร่างกลม heterofermentative ได้

ผลิตภณัฑ์คือ กรดแลกติก ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และสารระเหย เช่น กรดอะซิติก เมธานอล
ประกอบดว้ย 8 สปีชีส์ Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis, L. gelidum, L. carnosum,
L. pseudomesenteroides, L. citreum, L. argentinum และ L. fallax (Stiles and Holzapfel, 1997)

9. Oenococcus
มีรูปร่างกลม Leuconostoc oenos เดิม

แตกต่างจาก Leuconostoc และทนต่อแอลกฮอล์และกรดไดดี้กวา่
ดีเอน็เอ: และลาํดบัเบสของ 16s rRNA ต่างจากสปีชีส์ Leuconostoc
อยา่งเห็นไดช้ดั (Dellaglio et al., 1995)

10. Lactobacillus
ชีวเคมี

และสรีระวิทยา mol เปอร์เซ็นต์ G+C ภายในสกุลสูงระหวา่ง 32-53
เปอร์เซ็นต์ เซลล์มีรูปร่างท่อนหรือทรงรี (coccobacilli) ทนต่อกรดและตอ้งการสารอาหารหลาย
ชนิด ประกอบดว้ย 55 สปีชีส์ บางสายพนัธ์ุสามารถผลิตคะตะเลสเทียม (pseudo-catalase) พบ
บริเวณลาํไส้เล็กของสัตวมี์กระดูกสันหลงั พืช มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกสําหรับมนุษยแ์ละสัตว์
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10.1 Obligately homofermentative lactobacilli
85 เปอร์เซ็นต์ โดยวิถี

Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ผลิตเอนไซม์ 1,6-biphosphate-aldolase จึงไม่สามารถหมกั

10.2 Facultative heterofermentative lactobacilli
EMP

aldolase และ phosphoketolase โตสได้
10.3 Obligately heterofermentative lactobacilli

phosphogluconate ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็น
แลกเตทและคาร์บอนไดออกไซด์

11. Carnobacterium
Lactobacilli

ตต 8.5-9.0 มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
0.5-0.7 ไมครอน และยาว 1.0-3.0 ไมครอน (Schillinger and Holzapfel, 1995)

12. Weissella
7

สปีชีส์ Leuconostoc และ Lactobacillus คือ Weissella confusa (Lactobacillus
confusa), W. paramesenteroides (Leuconostoc paramesenteroides), W. halotolerans
(Lactobacillus halotolerans), W. kandleri (Lactobacillus kandleri) W. minor (Lactobacillus
minor) W. viridescens (Lactobacillus viridescens) และ W. hellenica (Stiles and Holzapfel, 1997)

ส่วนใหญ่แบคทีเรียแลกติ
(Flórez et al., 2005) (sewage) และวสัดุต่างๆ ในโรงงาน
(Adebayo-tayo and Onilude, 2008) ป่าชายเลน (Annamalai et al., 2009) ดิน ส่วนของลาํตน้ ใบ
และดอกของพืช (Magnusson et al., 2003) ในระบบทางเดินหายใจ และระบบทางเดินอาหารของ
คน และสัตว์ (Stromfová and Lauková, 2007; Nitisinprasert et al., 2000) เป็นตน้ แบคทีเรียแลกติก

ประกอบด้วยกลุ่มของแบคทีเรียในจีนัส ได้แก่ Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus และ Streptococcus

Strompfova และ Laukova (2007 กลุ่มของแบคทีเรีย Enterococci จากทางเดิน
อาหารไก่กระทง สามารถคดัแยกแบคทีเรียแลกติกในกลุ่มของแบคทีเรีย Enterococci ได้ 17 ไอโซเลต
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5 ไอโซเลต คือสายพนัธ์ุ E.
faecium

Torshizi และคณะ (2008) คดัแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก่ได้ 650 สาย
พนัธ์ุ Escherichia coli และ
Salmonella sp. TMU121, 094 และ 457

P. pentosaceous TMU457, L.
rhamnosus TMU094 และ L. fermentum TMU121 ตามลาํดบั

Musikasang และคณะ (2009) 322 ไอโซเลต จาก
ไก่กระทง 10 ตวั และได้ 226 8

5 E. faecalis (1 ไอโซเลต),
E. durans (1 ไอโซเลต), E. faecium (2 ไอโซเลต) และ P. pentosaceus (1 ไอโซเลต)

Heravi และคณะ (2011) แยกกลุ่มของแบคทีเรีย Lactobacilli จากทางเดินอาหารของไก่
Lactobacilli ไดแ้ก่ L. reuteri, L. crispatus, L. salivarius, L.

agilis, L. johnsonii และ L. oris

Musikasang และคณะ (2012) คดัเลือกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก่กระทง
307 ไอโซเลต จากไก่กระทง 6

14 ไอโซเลต มีคุณสมบติัสร้างแบคเทอริโอซิน ประกอบดว้ย L.
salivarius 14 ไอโซเลต และ L. agilis 1 ไอโซเลต

แบคทีเรียแลกติกมีคุณสมบติัในการสร้าง
โดยกิจกรรมการยบั และกรดอินทรีย์ (organic acid)

(Caplice and Fitzgerald, 1999)
(acetaldehyde) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

(hydrogen peroxide) ไดอะซิทิล (diacetyl) ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (carbon dioxide) โพลีแซคคาร์
ไรด์ (polysaccharides) และแบคเทอริโอซิน (bacteriocins) (Caplice and Fitzgerald, 1999; De
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Vuyst and Degeest, 1999; Rodrígues et al., 2003) ปัจจุบนัมีการนาํสาร แลกติกผลิต
ไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ เช่น ใช้เป็นสารกนัเสียจากชีวภาพในผลิตภณัฑ์ดา้นอาหาร เป็นตน้
(Chen and Hoover, 2003)

2. โปรไบโอติก

-ลาติน for life) ในปี
ค.ศ. 1955
ของโปรไบโอติกไวอ้ยา่งชดัเจน ต่อมา Lilly และ Stillwell (1965) ไดใ้ห้คาํจาํกดัความของโปร
ไบโอติกไวเ้ป็นคนแรกวา่ โปรไบโอติก
กระตุ้
ของ Fuller (1989) โปรไบโอติก คือ

โดยอาหารเสริมช่
จุลินทรียภ์ายในทางเดินอาหารของสัตว์

(Fuller, 1989; Havenaar et al., 1992;
Salminen et al., 1998)

ไดแ้ก่ แบคทีเรียแลกติก Bifidobacteria และยีสต์ (Fuller, 1992) โดยแบคทีเรีย
แบคทีเรียแลกติกเป็นแบคทีเ

อยูใ่นระบบทางเดินอาหารและส่งผลให้เกิดประโยชน์ในระบบนิเวศน์วิทยาของสัตว์
(Holzapfel and Schillinger,

2002)

villi
จากทางเดินอาหาร (Karpinska et al., 2001)

Mead,
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2000) โดยสร้างสารเมทาบอไล
และกระตุน้การทาํงานของเอนไซมใ์นปฏิกิริยาการกาํจดัสารพิษ (ชรินทร์ เขียวจรัส, 2539)

การคดัเลือกจุลินทรีย์โปรไบโอติกในการนาํมาใช้ไม่มีข้อกาํหนดตายตวั แต่มกัจะเอา
วตัถุประสงค์ในการนาํไปใชเ้ป็นขอ้กาํหนดหรือคดัเลือก ถา้

1. อดภยั
(GRAS; Generally Recognized As Safe)

(Salminen et al., 2000)
-

(genus)
-
-

2. กรดภายในระบบทางเดินอาหารของสัตว์เจ้าบ้าน

ส่งผลกระทบต่อการรอดชีวิตของโปรไบโอติกคือสภาวะแวดล้
กรดสูง (Lankaputhra and Shah, 1995)

ด้ (Reuter, 2001)
3. สามารถยึดติดกบัผนงัลาํไส้ของสัตวเ์จา้บา้นและแข่งขนัการยึดติดกบัจุลินทรียก่์อโรค

Mattila-
Sandholm et al., 1999)
จาํนวนไดภ้ายในระบบทางเดินอาหารและกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของสัตวเ์จา้บา้น (Ouwehand et
al., 1999) ช่วยในการซ่อมแซมผนงัทางเดินอาหารและต่อตา้นจุลินทรียก่์อโรค (Reid and  Burton,
2002)

4.
5.
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6.
- เช่น L. johnsonii Lj1 และ B. lactis

Bb12 E. coli ดว้ยกระบวนการ phagocyte ของเซลล์เม็ดเลือด
ขาว (Schiffrin et al., 1994)
การกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั โดยกระตุน้เซลล์เม็ดเลื

(epithelial cells) และถดัมาจน
(Mardara, 1997)

โดยตวัโปรไบโอติกห
เอนติเจน (antigen)

เป็น M-cells เรียกว่า follicle associated epithelium (FAE)
Payer’s patches (Laissue et al., 1993) M-cells สามารถรับเอนติเจนได้

-
สัตวไ์ดโ้ดยตรง เช่น กระตุน้การดูดซึมเอนติเจนของสัตว์
และผลิตสารช่วยเสริมภูมิคุม้กนั เช่น อินเตอเฟอรอน (interferon) เป็นตน้ (Ouwehand et al., 1999)
โดยการทดลองใน in vitro
แอนติบอดี (antibody)ในร่างกาย (macrophage) natural
killer cells (NK-cells) (Perdigon et al., 2000) Payer’s patche Villi FAE

7. มีความคงตวัสูง
(Holzapfel et al., 1998)

8. ผลิตเอนไซมส์ําหรับยอ่ยสารอาหารบางชนิดได้ เช่น β-galactosidase
เอนไซม์ เช่น ส่งเสริมการทาํงานของเอนไซม์ β-galactosidase ในคน โดยแบคทีเรียแลกติกจะ
ส่งเสริมการทาํงานของเอนไซม์ β-galactosidase ค
(Marteau et al., 1997) ลดการทาํงานของเอนไซมบ์างชนิด เช่น β-glucuronidase และ azoreductase

(Rowland et  al., 1992)
Jin และคณะ (2000) ใช้ L. acidophilus L.

acidophilus Lactobacillus
Lactobacillus แล้วจะมีปริมาณของเอนไซม์

amylase proteolytic และ lypolytic
Lactobacillus β-galactosidase และ β-

glucuronidase ในมูลลดลง
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9. ทนต่ออุณหภูมิสูง การผลิตโปรไบโอติกในระดับอุตสาหกรรมโดยส่วนใหญ่จะใช้
วิธีการ spray-drying ผสมกบัอาหารและส่วนประกอบต่างๆ
ขนส่ง (Ross et al., 2005)
และตายทาํให้ประสิทธิภาพของโปรไบโอติกลดลง (Teixeira et al., 1995)

แบคทีเรียโปรไบโอติก (กิจการ ศุภมาตย,์ 2544)
2.1
3.

ประโยชน์ต่อสุขภาพของเจา้บา้นโดยจะช่วยในการปรับสมดุลของจุลินทรียใ์นลาํไส้ (Adhikari et
al., 2000

11111
4. 2.1.1 ทดสอบการทนต่อกรด

pepsin
สภาวะกรดพีเอชอยู่ในช่วง 2-3 กา
ก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวกทาํให้แบคทีเรียไม่สามารถรอดชีวิตได้
(Johnson et al., 2006) การทดสอบการทนต่อกรดของโปรไบโอติกในห้องปฏิบติัการจึงนิยม

- และมีเอนไซม์ pepsin

2 30 นาที (รุจา มาลยัพวง, 2544)
Mojgani และคณะ (2007) คดัแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก่

สามารถคดัแยกแบคทีเรียแลกติก 75 ไอโซเลต
1, 2, 3, 4 และ 5 พบวา่แบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่ทนกรด

ไดใ้นช่วงของพีเอช 4-5 มีเพียง 3 สายพนัธ์ุ คือ L. acidophilus RNL 26, L. fermentum RNL 44 และ
L. salivarius RNL 49 3 เป็นเวลา 2
ลดลง 1-2 log CFU/ml 9 log CFU/ml และสายพนัธ์ุ L. fermentum
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RNL 44 2 เป็นเวลา 2 มีจาํนวนเซลล์ลดลง 3 log
CFU/ml

Shin และคณะ (2008)
ผลิตแบคเทอริโอซิน 3 สายพนัธ์ุ คือ E. faecium SH 528, E. faecium SH 632 และ P. pentosaceus
SH 740 2.0, 2.3, 2.5 และ 3.0 37°C เป็นเวลา 2 E. faecium SH
528 สามารถทนต่อสภาวะกรดไดดี้กว่าอีก 2 3.0 มีจาํนวนเซลล์
ลดลง 1-2 log CFU/ml และจาํนวนเซลล์จะลดลง 4-5 log CFU/ml สภาวะกรดพีเอช
2.0 8 log CFU/ml

Musikasang และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถในการทนกรดและเอนไซม์
pepsin 226 ไอโซเลต โดยทาํการทดสอบในสภาวะกรดพี
เอช 2.5 และมีเอนไซม์ pepsin ปริมาตร 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 41°C เป็นเวลา 2
20 ไอโซเลต ทนต่อกรดและเอนไซม์ pepsin ไดดี้ โดยจาํนวนเซลล์ลดลง 1-2 log CFU/ml โดยทุกสาย

9 log CFU/ml
Guo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถในทนต่อสภาวะกรดของแบคทีเรีย

แลกติก 15 3.0
และ 2.0 37°C เป็นเวลา 3

3.0 2.0 จาํนวนเซลล์
จะลดลง 4-5 log CFU/ml 8 log CFU/ml

ประกอบดว้ย peptidoglycan, teichoic acid และ churonic acid %
ผนังเซลล์คือ เปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) disaccharide
pentapeptide N-acetylglucosamine (NAG) และ N-acetylmuramic
acid (NAM) tetrapeptide NAG และ NAM เขา้ด้วยกนัด้วย
พนัธะเปปไทด์ทาํให้ เปปติโดไกลแคนมีโครงสร้างแบบร่างแหและมีผลึกโปรตีน (protein crytal)
หรือ S-layer -
เมตร (Firtel et al., 2004; Johnon et al., 2006)

pepsin เปปติโดไกลแคน
ตรงตาํแหน่งพนัธะเปปไทดท์าํใหโ้ครงสร้างแบบร่างแห NAG และ NAM
เซลล์เสียหายแบคทีเรียจึงไม่สามารถรอดชีวิตอยู่ได้
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อาหาร ลาจึงทาํใหแ้บคทีเรียแลกติกมีความทนต่อกรด
ได ้(Franz et al., 1999)
heat shock protein (expresssion) heat shock factor

methionine sulfoxine
reductase, F1F0-ATPase เป็นตน้ heat shock protein แบ่งไดเ้ป็น 3 Family คือ Hsp60, Hsp70 และ
Hsp90 family จะประกอบดว้ยโปรตีนอีกหลายชนิด เช่น F1F0-ATPase จดัอยูใ่นกลุ่ม
Hsp60 adenosine triphosphate (ATP) กลายเป็น adenosine
diphosphate (ADP) โดยเอนไซม์ ATPase phosphate ออกจาก ATP เป็น ADP โดย
สามารถพบ heat shock protein ATPase heat
shock factor F-ATPase, V-ATPase, A-ATPase, P-ATPase
และ E-ATPase ATPase F-ATPase

transmembrane protein
กระบวนการสังเคราะห์ ATP โดยชกันาํโปรตอน (proton) เช่น โซเดียมไอออน (Na+) และโปแต
สเซียมไอออน (K+)

Schlesinger, 1990) สําหรับแบคทีเรียแลกติกมีหลายสาย
L. acidophilus (Kullen and Klaenhammer, 1999) และ L. lactis

(Koebmann et al., 2000)
2.1.2

pericentral hepatocytes ของตบั มี
7.5-8.0

bile acids) โคเลสเตอรอล (cholesterol) ฟอสโฟลิปิด (phospholipids) และสาร
สี biliverdin Immunoglobulin A และ mucus เ
การเจริญและเกาะติดของแบคทีเรียในลาํไส้ gall bladder)

80% duodenum และ jejunum
secretin และ

cholecystokinin
และลาํไส้ (Hofmann, 1999)
ผลต่อการรอดชีวิตของแบคทีเ bile salt
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เซลลถู์กทาํลาย
(Coleman et al.,

1980) แลว้ภายในทางเดินอาหารส่วนทา้ยยงัมีเอนไซม์ pancreatin
3 กลุ่มดว้ยกนัคือ amylase, lipase และ protease

ในการยอ่ยสารอาหารแตกต่างกนัออกไป และยงัมีผลต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียภายในทางเดิน
อาหารอีกดว้ย ยมทดสอบโปร

ด่างอ่อนพีเอช 8 และมีเอนไซม์ pancreatin ร่วมกนั (Begley et al., 2005)
Lin และคณะ (2007 L. fermentum 20

3% พบวา่มี L.
fermentum 6 สายพนัธ์ุ คือ PG1, PGM1, PL1, PLM1, SG2 และ SS1
80% 10 log CFU/ml 37°C เป็นเวลา 4

Musikasang และคณะ (2009

เอนไซม์ pancreatin 8.0 41°C เป็นเวลา 6 พบแบคทีเรียแลกติกจาํนวน 20
ไอโซเลต จาก 103 ไอโซเลต สามารถรอดชีวิตไดม้ากกว่า 7 log CFU/ml จาก
ประมาณ 8 log CFU/ml

Raghavendra และ Halami (2009)
ของแบคทีเรียแลกติก 2 P. pentosaceus CFR R38 และ P.
pentosaceus CFRR35 phytase โดยทดสอบแบคทีเรียแลก

2 0.3% 2
จาํนวนเซลลร์อดชีวติไดม้ากกวา่ 80% 37°C เป็นเวลา 6

Taheri และคณะ (2009)
62 ไอโซเลต โดยศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแลก

0.075, 0.15, 0.3 และ 1.0% 37°C เป็นเวลา 48
พบว่า แบคทีเรียแ 0.3% แต่

0.15%

เอนไซม์ bile salt hydrolases (BSH) ย BSH สามารถยอ่ยกรด
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conjugated Moser and Savage,
2001)

Hosseini และคณะ (2009) E. faecium
4 สายพนัธ์ุ (E. faecium LHICA28-4, E. faecium LHICA 34-5, E. faecium LHICA 40-4, E.
faecium LHICA 46) 4 สายพนัธ์ุ สามารถทนต่อ

4 สายพนัธ์ุ มาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile salt
hydrolase ง 4 สายพนัธ์ุสามารถสร้างเอนไซม์
bile salt hydrolase E. faecium 4 สายพนัธ์ุ สามารถทนต่อสภาวะ

Guo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile salt
hydrolase ของแบคทีเรียแลกติก 15 นอาหารสุกร พบวา่ ทุกไอโซ
เลตสามารถผลิต เอนไซม์ bile salt hydrolase

2.1.3

2
(bacteriostatic (bactericidal) (González et al., 2007) กิจกรรม

การย ั

หรือไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์เป็นตน้
Shin และคณะ (2008) คดัแยกแบคทีเรียแลกติก 291 สายพนัธ์ุ จากทางเดินอาหาร

ไก่ พบวา่มี 3 สายพนัธ์ุ คือ E. faecium SH 528, E. faecium SH 632 และ P. pentosaceus SH740
Clostridium perfringens และ L.

monocytogenes
Musikasang และคณะ (2009

20 ไอโซเลต พบแบคทีเรียแลกติก
E. coli, Salmonella sp. และ S. aureus ไดดี้ อยา่งไรก็ตามการ

Hosseini และคณะ (2009 B. cereus ATCC 11040,
Carnobacterium maltaromaticum, L. monocytogenes และ S. aureus E.
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faecium 4 สายพนัธ์ุ โดยพบวา่ E. faecium 4

Taheri และคณะ (2009 จากทางเดินอาหาร
ไก่ พบวา่มี 62 Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium และ E.
coli O78:K80 ไดดี้

Guo และคณะ (2010) E. coli
O55, S. Typhimurium ST302 และ S. aureus ATCC 25923 ของแบคทีเรียแลกติก 15
จากทางเดินอาหารสุกร พบว่า มี 5 ไอโซเลต คือ A11-1, A2-3, B4-5, E4, G1-1, G3-4 และ G7-2

จากอิทธิพลของแบคเทอริโอซิน
2.2

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ รูเทอรีน (reuterin) กรดไขมนั เอทานอล และ
แบคเทอริโอซิน (Corsetti and Settanni, 2007)

2.2.1 กรดอินทรีย์ (organic acid)

กรดแลกติกเป็นหลกัจากกระบวนการ Embden-Meyerhof-Parnas pathway (EMP)
แบคทีเรียแลกติกในกลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ

งอาจได้เป็นกรดอะซิติกจากกระบวนการ 6-
phosphogluconate pathway (De Moss et al., 1951)

1

(Salminen and von Wright, 1998)

(undissociated form) (Podolak et al., 1996)
ภายในเซลลแ์ลว้จะแตกตวัปล่อยโปรตอนเขา้ไปภายในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ทาํให้เกิดภาวะ

(Kashket, 1987) และรบกวนระบบขนส่ง
พลงังานและอาหารเขา้สู่เซลล์ ระบวนการสําคญัในการเมตาบอลิซึม
ชีพของจุลินทรียท์าํใหเ้ซลลต์ายได้ (Snijders et al., 1985; Goncalves et al., 1997)
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1 เปรียบเทียบการบวนการเมตา กลูโคสระหวา่งแบคทีเรียแลกติกในกลุ่ม
โฮโมเฟอร์เมนเททีฟกบัแบคทีเรียแลกติกในกลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ

: Reddy และคณะ (2008)

2.2.2 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide)
ผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

ออกมาผา่นกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน (electron transpot) โดยการทาํงานของเอนไซมฟ์ลา
วิน (flavin)

(sulfhydryl groups) ของเอนไซม์ ทาํให้
เอนไซม์เสียสภาพ และเกิดจากการออก
กระบวนการขนส่งสารเสียไป (Kong and Davision, 1980) เช่น ไปมีผลต่อเอนไซมแ์ลกโตเปอร์
ออกซิเดส (lactoperoxidase)

(thiocyanate; SCN¯) กบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ให้
กลายเป็นไฮโปไธยาไนด ์(hypothiyanite; OSCN¯) (Salminen
and von Wright, 1998)

(precursor) ของสาร
อนุมูลอิสระ (free radicals) (superoxide, O2

-)
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และไฮดรอกซิลแรดิคอล (hydroxyl radicals, OH·) (Byczkowski and Gessner, 1988)

2.2.3 ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (carbon dioxide; CO2)
6 อะตอนหรือ

(hexose) จากแบคทีเรียแลกติกในกลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ ก๊าซ

decarboxylation (lipid bilayer) ทาํใหมี้ผลต่อการซึมผา่นสารเขา้ออกของเซลล์ ใน

หากพบมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซ ารเจริญของจุลินทรียบ์างกลุ่มได้
เช่นกนั (Salminen and von Wright, 1998)

2.3.4 ไดอะซิทิล (diacetyl)
ไดอะซิทิล หรือ 2,3-butanedione

กลุ่ม Lactobacillus, Leuconostoc และ Streptococcus ในระหวา่งการยอ่ยสลายของกรดซิตริก

กรดอะมิโนอาร์จีนีน (arginine) (Jay, 1982)

2.2.5 แบคเทอริโอซิน (bacteriocin)
เป็นสารประกอบเปปไทดเ์ชิ

(ribosomally synthesiszed antimicrobial pepetides) ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโน
ประมาณ 30-60 (bactericidal) หรือฆ่า (bacteriostatic)
กลุ่มเดียวกนั หรือต่างกลุ่มกนั (Garneau et al., 2002)

3. แบคเทอริโอซิน
1925 โดย Gratai คน้พบว่าสารโคลิซิน

(colicin) E. coli V E. coli 
คลา้ยสารโคลิซินก็ถูกพบในแบคทีเรียแกรมบวก (Crupper et al., 1997) นิยามของแบคเทอริโอซิน

มี
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1

1 ความแตกต่างระหวา่งแบคเทอริโอซินกบัสารปฏิชีวนะ

คุณลกัษณะ แบคเทอริโอซิน สารปฏิชีวนะ
1. การประยกุตใ์ช้

(Application)
2. การสังเคราะห์ (Synthesis)
3. กิจกรรม (Activity)
4.

(Host cell immunity)
5. กลไกลต่อเซลลเ์ป้าหมาย

(Mechanism of target cell)
6.

(Resistance or tolerance)
7. ปฏิสัมพนัธ์ (Interaction

requirements)

8. (Mode of
action)

9. ความเป็นพิษ
(Toxicity/side effects)

อาหาร

ไรโบโซม

มี

ส่วนใหญ่จะมีผลต่อเซลล์

(Membrane composition)

(Something docking
molecules)
โดยมากทาํใหเ้กิดรูบนผวิ
เซลล ์และมีผลต่อการ
สังเคราะห์หนงัเซลล์
ยงัไม่รู้

ยา

สารประกอบทุติยภูมิ

ไม่มี

ส่วนใหญ่มีผลต่อการส่ง
สารเขา้ออกเซลล์

ของสาร
จาํเพาะกบัเป้าหมาย
(Specific target)

องคป์ระกอบภายในเซลล์

มี

: Cleveland และคณะ (2001)

ถึงแมว้า่แบคเทอริโอซินจะผลิตไดจ้ากแบคทีเรียหลากหลายชนิด ไม่จะเป็นแบคทีเรียแกรม
บวก และแบคทีเรียแกรมลบ
โดยเฉพาะ จากแบคทีเรียแลกติก 2

ไดรั้บการยอมรับว่าปลอดภยั (Generally Recognized As Safe;
GRAS)
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โอต (eukaryotic cell) ถูกทาํลายไดง่้ายจากเอนไซมโ์ปรตีเอสในระบบทางเดินอาหาร และทนต่อพี
เอช และอุณหภูมิในช่วงกวา้ง (Gálvez et al., 2007) แบคทีเรียแลกติ
ก cationic) และมีขนาดเล็ก ประกอบด้วยกรดอะมิโน
ประมาณ 30-60 กรดอะมิโน (high isoelectric point) (Lima and Filho,
2005)

2
แบคทีเรียแลกติก แบคเทอริโอซิน
Lactococcus lactis subsp. lactis Nisin

Lacticin 3147
I
I

Lactococcus lactis subsp.
cremoris

Acidocin CH5
Lactacin F
Lactacin B

II
II
II

Lactobacillus amylovorus Lactobin A II
Lactobacillus casei Lactocin 705 II
Leuconostoc gelidum Leucocin A II
Leuconostoc mesenteroides Mesentericin Y105 II
Pediococcus acidilactici Pediocin F

Pediocin PA-1
Pediocin AcH

II
II
II

Pediococcus pentosaceous Pediocin A II
Enterococcus faecium Enterocin A II
Lactobacillus sake Lactocin S

Sakacin P
I
II

Lactobacillus curvatus Curvacin A II
Lactobacillus helveticus Helveticin J III

: Parada และคณะ (2007)
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3.1 ของแบคเทอริซิน
สปีชีส์ แลว้เติมคาํว่า

“cin” ตามหลงั นสั ไดแ้ก่ plantaricin, sakacin
และ caseicin นัสหรือสปีชีส์ ได้แก่
lactococcin, lactocin และ pediocin

Lactococcus ว่า lactostrepcin,
nisin และ diplococcin เป็นตน้ ในบาง

lactacin F Lactobacillus sp. ถูก
6 (Lima and Filho, 2005)

3.2 การจัดกลุ่มของแบคเทอริโอซิน
Klaenhammer (1993) แบ่งแบคเทอริโอซินตามลกัษณะโครงสร้าง มวลโมเลกุลและความ

กลุ่ม I. Lantibiotic
ประมาณ 19-37 ดอะมิโนชนิด , -unsaturated ประกอบดว้ย dehydroalanine
และ dehydrobutyrine และกรดอะมิโนชนิด thioether lanthionine และ-
methyllanthionine โดยไม่มีกรดอะมิโนชนิดวงแหวนเป็นองคป์ระกอบ มีพนัธะ thioether 5 พนัธะ

แบ่งไดเ้ป็น 2 ชนิดยอ่ยๆ คือ
- lantibiotic ชนิด A screw-shaped มีมวลโมเลกุล

ประมาณ 2,164-3,488 ดาลตนั เช่น nisin L. lactis ssp. lactis และ lactacin F L.
sake L45

- lantibiotic ชนิด B globular-shaped มีมวลโมเลกุล
ประมาณ 1,959-2,014 ดาลตนั เช่น ancovonin Streptomyces sp.

5 กิโลดาลตนั
ไดเ้ป็น lantionine และ methyl lantionine
ทางพนัธุกรรมจากไรโบโซม จึงมีโค lantionine เป็น

lantionine สามารถสังเคราะห์ไดจ้ากการสร้างพนัธะกนัเองระหวา่งกรด
อะมิโนบางชนิดเช่น serine และ threonine กบั cysteiene (dehydration) (
2) ทาํให้เกิดกรดอะมิโนชนิด , -unsaturated คือ didehydroalanine (Dha ไดจ้าก Ser) และ
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didehydrobutyrine (Dhb ไดจ้าก Thr) โดย Dha จะเกิดพนัธะ thioether กบั cysteine ทาํให้เกิดวง
แหวนของ lationine และ Dhb สร้างพนัธะ thioether กบั cysteine ทาํให้เกิดวงแหวนของ methyl
lantionine

กลุ่ม II. Non-lantibiotic 15,000
100 องศาเซลเซียส มากกวา่ 30 นาที เช่น lactacin B

L. acidophilus N2 และ L. lactis ssp. cremoris 346 121 องศาเซลเซียส 15
นาที เช่น lactacin F L. acidophilus 11088 สามารถแบ่งไดอ้อกเป็น 3

- กลุ่ม IIa. 10 กิโลดาลตนั ประกอบดว้ย

Listeria ไดคื้อ YGNGVXC เช่น pediocin AcH/PA1, merentericin Y 105,
sakasin A, sakasin P และ carnobactreiocin B2 ะมีกิจกรรมการรบกวน
การทาํงานของ cytoplasmic membrane
ของสารฟอสเฟตส่งผลใหเ้ซลลต์าย (Abee et al., 1995)

- กลุ่ม IIb.
ปไทด์ 2 ชนิด โดยเปปไทด์แต่ละชนิดสามารถมีกิจกรรมการ

enterocins L50A และ L50B (Cintas
et al., 1998)
lactococcins Gα/Gβ, lactococcins M/N และ plantaricins EF และ JK (Nissen-Meyer et al., 1992;
Van Belkum et al., 1991; Diep et al., 1996)

- กลุ่ม IIc.
อยูใ่นกลุ่มสอง แต่ไม่เป็นชนิด IIa หรือ IIb

cysteine ถา้มี cysteine 1 ตวั เรียกว่า thiolbiotics หรือ
cysteine 2 ตวั เรียกวา่ cystibiotics
cysteine เป็นองคป์ระกอบ เช่น lactococcin A และ acidocin B
การส่งผ่านสารออกมาภายนอกผ่านกระบวนการ sec (sec-dependent pathway)
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2 การสังเคราะห์ Lantibiotic
(a) กรดอะมิโนแลนไธโอนีน (lanthionine) dehydrated serine โดยอาศยั

เอนไซม์ (Dehydroalanine; Dha) และรวมกบัหมู่ซัลฟิไฮดริล (sulfhydryl group) ของ
กรดอะมิโนซีสเตอีน (cysteine; Cys)

(b) กรดอะมโนของ nisin
(c) กรดอะมิโนของ lacticin 3174
: Cotter และคณะ (2005)

กลุ่ม III. non-lantibiotic 30,000
60-100 องศาเซลเซียส 10-15 นาที เช่น caseicin 80 L.

casie B80 ผลิตโดยแบคทีเรียแลกติกในกลุ่ม Lactobacillus (Klaenhammer, 1993)
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กลุ่ม IV. complex bacteriocin
คาร์โบไฮเดรตเกาะอยู ่เช่น lactacin 27 L. helveticus LP27
โคโปรตีน สามารถสรุปไดด้งั 3

3 คทีเรียแกรมบวก

กลุ่ม คุณลกัษณะ และกลุ่มยอ่ย
I. Lantibiotics post-translational

modification
เปปไทด์ขนาดเล็ก (< 5 kDa) มีกรดอะมิโน lanthionine และ -methyl
lanthionine
Ia. โมเลกุลมีความยดืหยุน่ (Flexible molecules) กวา่กลุ่ม Ib
Ib. เปปไทดรู์ปร่างกลม (Globular peptides) ไม่มีประจุ

II. Non-lantibiotic, small
molecular weight

(< 10 kDa) และทนความร้อน

กรดอะมิโน
สังเคราะห์จากไรโบโซมในรูป inactive prepeptides แต่จะอยู่ในรูป
active peptides ภายหลงักระบวนการ by post-translational cleavage
IIa. Listeria และมี

ลาํดับกรดอะมิโนตรงตาํแหน่งปลาย N (N terminal) คือ
YGNGVXC

IIb. เปปไทดส์องสายต่อกนั
IIc. sec-pathway

III. Non-lantibiotic,
large molecular
weight

(< 10 kDa) แต่ไม่ทนต่อความร้อน
.

IV. Complex
bacteriocin คาร์โบไฮเดรต

: Garneau และคณะ (2002)



25

3.3 การทาํงานของแบคเทอริโอซิน

transcription, กระบวนการ translation, กระบวนการ replication,

Bacillus spp. และ
Clostridium spp. (Gross and Morell, 1971) lactococcin A

lactococci (Stoddard et al., 1992)

(hydrophobic patches)
ประจุลบ (Chen et al., 1997a,b)
โปรตอนเขา้ออกเซลล์ (proton motive force) และทาํลายค่าความสมดุลของพีเอช ทาํให้เกิดการ

โดยแบคเทอริโอซินในกลุ่ม lantibiotics
lacticin 3147, pep5, subtilin และ epidermin (Lucy et al., 2006)

2
กลุ่ม คือ peptidoglycan มลบ
ประมาณ 3 เท่า โดยแบคทีเรียแกรมลบจะมีส่วนของ lipopolysaccharide
peptidoglycan ของแบคทีเรียจะมีโครงสร้างหลกัเป็น polysaccharide
N-acetylglucosamine (GlcNAC) และ N-acetylmuramate (MurNAC) แต่มี side chain แตกต่างกนั
ไปบา้ง (วิลาวณัย์ เจริญจิระตระกูล, 2533) peptidoglycan
ไดโ้ดยแบคเทอริโอซินจะไปเกาะกบั lipid II peptidoglycan ส่งผล

(Breukink et al., 1999)
ความสําคญัมากต่อการป้องกนั กกัเก็บและขนส่งสารเขา้ออกเซลล์ หากถูกทาํลายหรือสร้างไม่
สมบูรณ์จึงส่งผลให้แบคทีเรียตายได้

(bacteriocidal)

(osmotic barrier) -ออกของสาร
อริโอซินยงัมีผลต่อกระบวนการ Proton motive force
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เซลล์ ทาํใหค้วามสมดุลของ K+ โดยหากมีการส่งผา่น K+

ส่งผลให้เซลล์แตกและตาย
( 3) Hoover และคณะ (1993) พบวา่ การทาํลายแบคทีเรียอินดิเคเตอร์โดยใชไ้นซิน

(adsorption) ไนซินไปยงัเซลล์ตามด้วยการทาํลายกิจกรรม
(inactivation) ของ sulfhydryl groups

3 Lacticin 2134
รูส่งผลทาํให้ความสมดุลของ K+ และเกิดการใช้ ATP

ATP
งผลใหเ้ซลลสู์ญเสียพลงังานและตาย

: McAuliffe และคณะ (1998)

นิวคลีอิก กรดนิวคลีอิกมี 2 ชนิด คือ deoxyribonucleic acid (DNA) และ ribonucleic acid (RNA)
DNA RNA มีความ

จาํเป็นสําหรับเซลล์เพราะเป็นแม่พิมพใ์นการสังเคราะห์โปรตีนและเอนไซม์ (ลญัจกร จนัทร์อุดม,
2549) กระบวนการสังเคราะห์โปรตีนได้จากการแปรรหัสบน mRNA หรือเรียกว่า
translation ribosome สําหรับ ribosome ของแบคทีเรียจะเป็นชนิด 70S
(ประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย คือ 30S และ 50S)

aminoglycoside คือมี amino sugar ในโมเลกุลทาํให้เกิดพนัธะ glycosidic
งมีความสามารถจบักบั 30S ribosomal subunit
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ความสามารถในการขนส่งรหสัทางพนัธุกรรม mRNA
ผิดพลาด เพราะบางตาํแหน่งถูกบดบงั
ผิดพลาด ไม่มีเอนไซมก์ารทาํงานของเซลล์จะผิดปกติไป ในกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน

ดว้ย

(bacteriostatic)
การรบกวนกระบวนการเมตาบอลิซึม กระบวนการเมตาบอลิซึมสามารถกลบัเขา้สู่

แบบฆ่า (bactericidal)

3.4

(agar plate diffusion) agar spot test, disc assay, agar
well diffusion และ triple agar test โดยจะทดสอบกบัแบคทีเรียอินดิเคเตอร์และวดัความกว้างของ

( 4)
ของวุน้ และ

(Hoover and Steenson, 1993)

4 แพร่เขา้ไปในอาหารแขง็
: Hoover และ Steenson (1993)

การทดสอบการสร้างแบคเทอริโอซินโดยวิธี agar spot test
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spread spot
(Dykes et al., 2003)

วิธี spot agar test
แบคเทอริโอซินปริมาตร 5 แลก
ติกเจริญ บ่มเป็นเวลา 24 (soft agar) มี

106 log CFU/ml บ่มเป็นเวลา 24
(Chimanee, 2008) การทดสอบโดยวิธี agar spot test และ spot agar

test

ได้
วิธี paper disc assay

กลางและทาํการกรอง (paper disc) ใส
spread ดว้ยแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ บ่ม

Sawan and Manivannan, 2000)
การทดสอบโดยวิธี paper disc assay

วิธี agar well diffusion assay
2-3 เท่าของ

(Lorian,
1980)

แต่ขอ้จาํกดัของวิธี paper disc assay

(Lorian, 1980)
วิธี agar well diffusion

กลางและทาํการกรอง ในขณะเดียวกนัทาํการ pour plate เตอร์
ทาํการเจาะรูดว้ย cork borer

(Tichaczek et al., 1992) การทดสอบโดยวิธี agar well diffusion เป็น
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จ
(Lorian, 1980) agar plate diffusion มีขอ้กาํหนดใน

เขม้ขน้ อาจจะ

วธีิ triple agar test สามารถทาํไดโ้ดย spread plate แบ
MRS agar delvocid 50 มิลลิกรัม/

และรา (De Kwaadsteniet et al., 2005)
50 โคโลนี เททบัด้วย semi-solid agar

106 log CFU/ml ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มและวดัความกวา้งวงใสของ
(Todorov and Dicks, 2005)

L. sakei JCM
1157, L. sakei ATCC 15521, L. sakei DSM 20017, L. casei LHS, Leuconostoc sp. หรืออาจจะใช้

S. aureus และ Listeria sp. เป็นตน้ (Jumriangrit,
2004)

Ohmomo และคณะ (1998) paper discขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 8 30

106 log CFU/ml E. feaciumและ
E. faecalis ได้

Noonpakdee และคณะ (2002) แยกแบคทีเรียแลกติกจากแหนมได้ 14,020 ไอโซเลต
pour plate ในอาหาร MRS บ่มในสภาวะไร้อากาศ

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 48 (L.
curvatus ATCC 25601, L. plantarum TISTR 850, P. pentosaceus TISTR 374 และ
Propionibacterium freudenreichii TISTR 446 ) และบ่มต่ออีก 18-24

6.5 และนาํไป
1 สายพนัธ์ุคือ L. lactis WNC 20

ซิน
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Jumriangrit (2004) 59,509 โคโลนีจาก
ผลิตภณัฑ์อาหารหมกัจากปลา คือ ปลาส้ม ปลาส้มฟัก ปลาจ่อม และปลาเจ่า จาํนวน 10

ดว้ยวิธี direct plating พบว่ามีแบคทีเรียแลกติกเพียง 0.27
L. plantarum PMU33

พนัธ์ุใกลเ้คียง E. faecalis, S. aureus และ Listeria หลายสายพนัธ์ุ
proteinase K, α-chymotrypsin, trypsin, pepsin และ

papain ทนความร้อนและมีความคงตวัต่อพีเอช 2-10
Todorov และ Dicks (2005)

triple agar layer L. casei LHS เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ในการ
คดัเลือกพบวา่ L. plantarum สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน 2 ชนิด คือ ST28MS และ ST26MS

L. plantarum ST26MS
เตอร์ได้ 5 ใน 14 สายพนัธ์ุ คือ L. casei, L. sakei, E. faecalis, Pesudomonas aeruginosa และ E. coli

L. plantarum ST28MS 6 สายพนัธ์ุ คือ L. casei, S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli, Acinetobacter baumanii และ E. faecalis

Mirhosaini และคณะ (2006)
ผลิตภณัฑ์นมโดยใชว้ิธี agar spot test L. delbrueckii ATCC 1333 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์
โดย spot 20 ไมโครลิตร พบว่าจาก

53 ไอโซเลต มีเพียง 1
L. lactis

Todorov และคณะ (2007b)
ของประเทศซิมบฟัเว โดยใชว้ิธี agar spot test และ agar well diffusion method
อินดิเคเตอร์แกรมบวกคือ E. faecalis, E. mundtii, L. lactis subsp. lactis, L. casei, L. curvatus, L.
sakei, E. faecium, L. innocua, L. monocytogenes และ L. ivanovii subsp. ivanovii
แบคทีเรียแกรมลบ คือ E. coli และ Klebsiella pneumoniae

Srionnual และคณะ (2007) คดัเลือกแบคทีเรี ปลา
ส้ม ดว้ยวิธี agar well diffusion พบวา่แบคเทอริโอซิน Weissellicin 110 W. cibaria
110 L. sakei JCM 1157

Chimanee (2008)
โดยใชว้ธีิ spot agar test 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ในสภาวะไร้อากาศและสภาวะมีอากาศ
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อาหาร BHI (soft agar) 0.7 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 4
สายพนัธ์ุ คือ S. aureus RMB203, S. aureus RMB1601, S. dysgalactiae DMST10953 และ S.
agalactiae DMST 11366 Leuconostoc sp. RMM701, S. bovis RMM703 และ S. bovis
RMM902 S.
dysgalactiae DMST 10953

Todorov และ Dicks (2009)
(marula) วิธี agar spot test L. ivanovii subsp.
ivanovii ATCC 19119 โดยมีการปรับพีเอชของตวัอย่างเป็น 6.0

80 องศาเซลเซียส 10 P. pentosaceus มี

P. pentosaceus จากผล marula มีขนาด 6.5 กิโลดาลตนั และจดัอยูใ่นแบคเทอริ
โอซินกลุ่ม 2

Hata และคณะ (2010) ศึกษาคุณสมบติัของแบคเทอริโอซินชนิดใหม่ คือ plantaricin
ASM1 L. plantarum A-1

พบว่า แบคเทอริโอซิน plantaricin ASM1 L.
plantarum, L. pentosus, L. curvatus, L. lindneri, L. mesenteroides subsp. mesenteroides, E.
faecalis ดว้ยวธีิ agar well diffusion assay

Rivas และคณะ (2012) E.
faecium agar well- diffusion
assay L. monocytogenes, L. innocua และ S. aureus โดยแบคเทอริ

100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30
2.5-9.5

3.5 การผลติแบคเทอริโอซิน
แบคทีเรียแลกติกหลายสายพนัธ์ุมีการผลิตแบคเทอริโอซินโดยใช้อาหาร MRS broth

stationary phase ทาํงานของ
เอนไซม์ย่อยโปรตีน, การถูกดูดซับกบัตวัเซลล์, การเกิด protein aggregation และ complex
formation เป็นตน้ (Paynter et al., 1997; O’keeffe and Hill, 1999) แต่พบวา่แบคทีเรียแลกติกบาง

log phase
สู่ระยะ stationary phase และสามารถคงกิจกรรมในระดบัสูงช่วงระ (Todorov et al.,
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2007b)

โดยตรงต่อการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติก (O’Keeffe and Hill, 1999)
L. plantarum 423 ผลิตแบคเทอริโอซิน plantaricin 423 ในระยะ exponential และมี

stationary
กิจกรรม 6,000 AU/ml 3
2,600 AU/ml 31

5.8 เป็น 4.0 ในช่วง 15
plantaricin 423 4.9
plantaricin 423 6,000 AU/ml เป็น 9,600 12,800 และ 19,200 MRS
มีการเติม meat extract 1.9 เปอร์เซ็นต์ casamino acid 3.4 เปอร์เซ็นต์ หรือ tryptone 1.9 เปอร์เซ็นต์
และ peptone 1.7 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (Verellen et al., 1998)

L. plantarum NCIM 2084 (B.
cereus F4810, S. aureus FRI 722, B. licheniformis CFR 1621, B. subtilis CFR 1604, b.
amylovorus DSM 20531) และแบคทีเรียแกรมลบ (E. coli D21, P. aeuginosa CFR 1704)

40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36
(glucose medium) โดยการผลิตแบคเทอริโอซินจะอยูใ่นการเจริญช่วง late log และ stationary และ

culture supernatant rotary evaporator แลว้
สกดัดว้ยเมท Sephadex G-25 พบว่าแบคเทอริ

1-5
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และทนต่อเอนไซมค์ะตะเลส แต่ถูกยอ่ยดว้ยเอนไซม์ trypsin
และ chymotrypsin (Suma et al., 1998)

L. plantarum 423 และ L. curvatus DF126 ผลิตแบคเทอริโอซิน plantaricin 423 และ
curvacin DF126 Ostrich meat salami แบ

2 Micrococcus sp. MC50 และ L. monocytogenes
ใน salami ได ้แต่หลงัจากผา่นการหมกั 15 L. monocytogenes LM1

salami Dicks et
al., 2004)

L. plantarum 2 ชนิด คือ ST28MS และ
ST26MS L. plantarum จะผลิตแบคเทอริโอซิน ST28MS (12,800 AU/ml) ไดม้ากกว่า
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แบคเทอริโอซิน ST26MS (6400 AU/ml
4.0 แบคเทอริโอซิน ST28MS มีกิจกรรมลดลง 50 เปอร์เซ็นตแ์ต่มีความคง

ST28MS ม
tryptone และ KH2PO4 และ K2HPO4 5 และ 10 g/l ascorbic acid, vitamins B1
และ B12 มีความจาํเป็นต่อการผลิต ST28MS (Todorov and Dicks, 2004a)

แบคเทอริโอซิน ST712BZ L. pentosus ST712BZ
Boza L. casei, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, K. pneumoniae และ
L. curvatus โดยแบคเทอริโอซินมีกิจกรรมสูงสุดคือ 12,800 AU/ml MRS 24

Todorov and Dicks, 2007)

3.6

แบคเทอริโอซินจะมีประจุบวก (cationic) (hydrophobic) แบคเทอริโอซิน
เป็น (pH 3.0-9.0) และมีความคงตวัใน

1.0 และพีเอช 11.0 เช่น acidocin B และ bavaricin A
(Oscariz and Pisabarro, 2001) (isoelectric point)

ทาํใหเ้ซลลต์ายได ้จากคุณสมบติัขา้งตน้จึงมีการใชป้ระโยชน์จากคุณสมบติั
(hydrophobic interaction)

(cationic exchange)
3.6.1 คุณสมบัติการทนร้อนของแบคเทอริโอซิน

โอซินในกลุ่ม 1 และ กลุ่ม 2 cysteine
สามารถเกิดพนัธะไดซลัไฟล์ (di-sulfide bond) cysteine (Sælensminde et
al., 2009)

(hydrophobic)
(hydrophobic amino acid) โดยมีรายงาน

รตีนและทาํให้โปรตีน
(Sælensminde et al., 2009)
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Messi และคณะ (2001)
แบคทีเรียแลกติก 134 6 เปอร์เซ็นต์สามารถ

คือ L. plantarum 35d โดยมี
320 AU/ml S. aureus, L.

monocytogenes และ Aeromonas hydrophila bacteriocidal และ แบคเทอ
ริโอซินสามารถทนต่ออุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 120 4 องศา
เซลเซียส ได้ 6 4.5 กิโลดาลตนั

L. plantarum 2 ชนิด คือ
ST28MS และ ST26MS L. casei, L. sakei, S. aureus, E. faecalis, P.
aeruginosa, E. coli และ Acinetobacter baumanii bacteriostatic

2 ชนิดสามารถทนอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 20 นาที (Todorov and Dicks,
2005)

Rivas และคณะ (2012) E.
faecium TW15, E. faecium TW20 และ E. faecium TW22

100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5, 15 และ 30 นาทีพบวา่ไม่มีผลทาํให้กิจกรรม
121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 และ 30
Jie และคณะ (2012) ทดสอบคุณสมบติัการทนต่อความร้อนของแบคเทอริ
L. sakei LSJ618 60, 80, 100 และ 121 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 30 นาทีพบว่าแบคเทอริโอซินสามารถทนต่ออุณหภูมิสูงถึง 121 องศาเซลเซียส
80 เปอร์เซ็นต์

P. acidilactici
ในช่วงกวา้งและสามารถทนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสไดน้าน 30 นาที แต่ไม่สามารถทนอุณหภูมิ
121 องศาเซลเซียสนาน 15 3.0-10.0 โดยกิจกรรม

trypsin (Stonsaovapak et al., 1994)
3.6.2 คุณสมบัติมีความคงตัวในช่วงพเีอชกว้าง

นอกจากคุณสมบัติด้านการทนต่ออุณหภูมิสูงแล้วแบคเทอริโอซินย ังมี

Oscariz และ Pisabarro (2001) รายงานวา่แบคเทอริโอซินสามารถทนต่อพี
คือ 1.0 และสูงถึง 11.0 Pringsulaka และคณะ (2012)
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W. confusa N31 2.0 ถึง 8.0 เป็นเวลา 2

L. lactis WNC 20
121 องศาเซลเซียส ไดน้าน 15 2-10

L. monocytogenes, C. perfringens, B. cereus และ S. aureus โดยกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินถูกทาํลายโดยเอนไซม์ proteinase K และ α-chymotyrpsin
papain, pepsin, trypsin, α-amylase และ lipase ไม่สามารถทาํลายกิจกรรมของแบคเทอริโอซินชนิด

และจากการเทียบเคียงชนิดของแบคเทอริโอซินพบวา่คลา้ยคลึงกบัไนซิน (Noonpakdee et al.,
2002)

L. plantarum ST8KF kefir) ผลิตแบคเทอริโอซิน
bacST8KF มีมวลโมเลกุล 3.5 กิโลดาลตนั L. casei, L. salivarius, L. curvatus และ
L. innocua
2.0-10.0 และสามารถทนอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 20 นาที (Powell et al., 2007)

การคดัแยกแบคทีเรียจาํนวน 302 43 ตวัอยา่งใน
เขตจงัหวดัเชียงใหม่ พบวา่มีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต คือ Leuconostoc sp. RMM701, S. bovis
RMM703 และ S. bovis RMM902 S. dysgalactiae
DMST 10953 โดยแบคเทอริโอซินมีกิจกรรมเท่ากบั
40, 40 และ 20 AU/ml ตามลาํดบั 3 สายพนัธ์ุ มีความ

80 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที
Leuconostoc sp. RMM701 และ S. bovis RMM902 สามารถทนต่อพีเอชไดใ้นช่วง 2.0-7.0 ส่วน S.
bovis RMM703 สามารถทนต่อพีเอชไดใ้นช่วง 2.0-6.0

เช่น proteinase K และ protease (Chimanee,
2008)

ผลิตจึงสามารถมี
(Ross et al., 2002; Deegan

et al., 2006)
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3.7 การโคลน และการแสดงออกของยีน
แมว้า่แบคทีเรียแลกติกจะถูกใชอ้ยา่งกวา้งขวางในอุตสาหกรรมอาหาร แต่ก็มีแบคทีเรีย

Enterococus จดัเป็น
E. faecium และ E.

faecalis (Riuz-Barba et al., 2007) และมีความ
(Abriouel et al., 2005) แบคทีเรียแลกติ

กกลุ่ม enterococci สัตว์
(Strompfová and Lauková, 2007)

แบคทีเรียแลกติกกลุ่ม enterococci
วามสามารถใน

(broad spectrum)
enterococci L. monocytogenes, S. aureus, B.
subtilis, C. perfringens และ C. botulinum (Strompfová and Lauková, 2007)

enterococci
(Generally Recognized as Safe, GRAS)

Wilaipun และคณะ (2004) E.
faecium NKR-5-3

ได้ 2 ชนิด คือ enterocin NKR-5-3A และ enterocin NKR-5-3B โดย enterocin NKR-5-3A มีขนาด
5,241 ดาลตนั มีลาํดบักรดอะมิโนในส่วน N-terminal คือ Tyr-Ser-Ser-Lys-Asp-Cys-Leu-Lys-Asp-
Ile-Gly-Lys-Gly-Ile-Gly-Ala-Gly-Thr-Val-Ala-Gly-Ala-Ala-Gly ส่วน enterocin NKR-5-3B มี
ขนาด 6,320 ดาลตนั ไม่สามารถหาลาํดบักรดอะมิโนในส่วน N-terminal งจากส่วน N-
terminal ถูกป้องกันอยู่ (blocked N-terminal)
อตัราส่วน 1 ต่อ 1 64 เท่า

Martín และคณะ (2007) สกดัยีน enterocin A (EntA) จาก genomic DNA E.
faecium PLBC21 pMG36c HindIII

L. lactis L. lactis สามารถผลิตแบคเทอริโอ
ซิน enterocin A ไดม้ากกวา่ E. faecium และ L. lactis EntA Listeria spp.
ได้
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Sánches และคณะ (2007, 2008) สกดัยีน HirJM E. hirae DCH5
เขา้กบัเวคเตอร์ pMG36c L. lactis ssp. lactis IL1403

L. lactis ssp.
lactis IL1403 สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน HirJM79

L. lactis, L. sakei, E. faecium, E. faecalis และ Pichia
pastoris โดย HirJM79 structural gene HirJM79 immunity gene
(hiriJM79) pMG36c constitutive promoter P32 พลาสมิด pNZ8048
มี inducible PNISA promoter Pichia pastoris จะใชพ้ลาสมิด pPICZαA
ทุกสายพนัธ์ุสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน HirJM79 ไดม้ากกวา่ E. hirae DCH5

Kumer และคณะ (2009) ศึกษาแบคเทอริโอซิน enterocin LR/6 E.
faecium LR/6 พบวา่มีความคงทนต่ออุณหภูมิสูง 60-100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลานาน 30 นาที

121 องศาเซลเซียส 15 นาที) คงทนต่อพีเอชไดใ้นช่วง 2.0-8.0
1

enterocin LR/6 มีขนาดประมาณ 6.1 กิโลดาลตนั มีลาํดบั
กรดอะมิโนในส่วน N-terminal คือ GSLXEKQXDI
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2

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิการ

วัสดุ และอุปกรณ์

1.
1.1 E. faecium CE5-1

(Saelim et al., 2012)
1.2 E. durans 3L20, E. faecalis 2L24, E. faecium 4S13, E. faecium 8S16, E. faecium

L7-45 และ P. pentosaceus 3CE27
ไดจ้ากทางเดินอาหารไก่ (Musikasang et al., 2009)

1.3 L. plantarum D6SM3
ติกแยกไดจ้ากกุง้ส้ม (Hwanhlem et al., 2010)

1.4 E. faecalis VanB, E. faecium 139, E. faecium 174, E. faecium 348 และ E.
gallinarum VanC ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก
ความร่วมมือขององคก์ารอนามยัโลกของคณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั

1.5 B. cereus DMST5040, E. coli DMST4212, L. monocytogenes DMST17303, P.
pentosaceus DMST18752, S. Typhimurium DMST16809, S. Enteritidis DMST15676, S. aureus
DMST8840 และ V. parahaemolyticus DMST5665 ศูนยเ์ก็บรักษา
สายพนัธ์ุจุลินทรียท์างการแพทยแ์ห่งชาติ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข

1.6 L. sakei subsp. sakei JCM1157 ศูนยเ์ก็บรักษาสาย
พนัธ์ุจุลินทรีย ์(Japan Collection of Microorganisms)

1.7 L. lactis subsp. cremoris JCM16167 ความปลอดภยั นิยมใช้
เป็นตวัรับดีเอ็นเอเป้าหมายในการศึกษาการ

ควบคุมการสร้างแบคเทอริโอซิน ศูนยเ์ก็บรักษาสายพนัธ์ุจุลินทรีย์
(Japan Collection of Microorganisms)
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2.
2.1 MRS medium (de Man Rogosa and Sharpe) บริษทั HiMedia Laboratories Pvt.

Ltd., India
2.2 BHI medium (Brain Heart Infusion) บริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.,

India
2.3 LB medium (Luria Bertani or Lysogeny Broth) บริษทั Hardy Diagnostics, USA
2.4 SOC medium (Super Optimal broth with Catabolite repression) บริษทั Bio

Basic, Canada
2.5 M17 medium บริษทั Merck, Germany

3. สารเคมี
3.1 โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride; NaCl) บริษทั Ajax FinChem. Pty Ltd.,

Australia
3.2 โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Sodium dihydrogen phosphate; NaH2PO4)

บริษทั Carlo Erba, Italy
3.3 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (disodium hydrogen phosphate; Na2HPO4) บริษทั

Carlo Erba, Italy
3.4 กรดไฮโดรคลอริก (Hydrogen chloride; HCl) บริษทั Labscan Asia Co., Ltd.,

Thailand
3.5 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide; NaOH) บริษทั Ajax FinChem. Pty

Ltd., Australia
3.6 แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate; (NH4)2SO4) บริษทั Labscan Asia Co.,

Ltd., Thailand
3.7 ไกลซีน (glycine; C2H5NO2) บริษทั Applichem Inc., Germany
3.8 กรดซิตริก (citric acid; C6H8O7) บริษทั BDH Analar, England
3.9 โซเดียมซิเตรต (sodium citrate; NaH2C6H5O7) บริษทั Carlo Erba, Italy
3.10 ทริสไฮโดรคลอไรด์ (tris-hydrochloride; C4H12ClNO3) บริษทั Bio Basic Inc.,

Canada
3.11 กลูตารอลดีไฮด์ (glutaraldehyde; C5H8O2) บริษทั TCI, Belgium
3.12 เอทานอล (ethanol; C2H6O) บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Thailand
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3.13 ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟส (deoxyribonucleotide triphosphate;
dNTP) บริษทั RBC Bioscience, Taiwan

3.14 อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษทั ISC Bioexpress, USA
3.15 แมกนีเซียมคลอไรด์ (magnesium chloride; MgCl2) บริษทั Bio Basic Inc., Canada
3.16 แคลเซียมคลอไรด์ (calcium chloride; CaCl2) บริษทั Bio Basic Inc., Canada
3.17 ไอพีทีจี (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside; IPTG) บริษทั Bio Basic Inc.,

Canada
3.18 เอกซ์แกล (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside; x-gal) บริษทั Bio

Basic Inc., Canada
3.19 (glucose; C6H12O6) บริษทั Ajax FinChem. Pty Ltd., Australia
3.20 (sucrose; C12H22O11) บริษทั Bio Basic Inc., Canada
3.21 กลีเซอรอล (glycerol; C3H8O3) บริษทั Ajax FinChem. Pty Ltd., Australia

4. เอนไซม์
4.1 เอนไซม์เปปซิน (pepsin) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
4.2 เอนไซม์แพนครีเอติน (pencreatin) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
4.3 เอนไซม์โปรตีเนส เค (proteinase K) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
4.4 เอนไซม์ทริปซิน (trypsin) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
4.5 เอนไซม์แอลฟา-ไคโมทริปซิน (α-chymotrypsin) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd.,

USA
4.6 เอนไซม์โปรเนส อี (pronase E) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
4.7 เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส (-amylase) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
4.8 เอนไซม์ไลเปส (lipase) Amano บริษทั Amano Enzyme Inc., Japan
4.9 เอนไซม์แทคดีเอ็นเอโพลีเมอร์เรส (Tag DNA polymerase) บริษทั RBC

Bioscience, Taiwan
4.10 เอนไซม์ทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA ligase) บริษทั Fermentas, Canada
4.11 เอนไซม์ BamHI บริษทั Fermentas, Canada
4.12 เอนไซม์ EcoRI บริษทั Fermentas, Canada

5. ยาปฏิชีวนะ
5.1 คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
5.2 อิริโทรมยัซิน (Erytromycin) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
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5.3 เพนนิซิลลิน จี (Penicillin G) บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA
5.4 สเตรปโตมยัซิน (Streptomycin) บริษทั Bio Basic Inc., Canada
5.5 เตตราไซคลีน (Tetracycline) Fluka บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd.
5.6 แวนโคมยัซิน (Vancomycin) บริษทั Bio Basic Inc., Canada
5.7 แอมพิซิลิน (Ampicillin) บริษทั Bio Basic Inc., Canada

6.
6.1 (incubator) 37 องศาเซลเซียส บริษทั TOKYO RIKAKIKAI

Co., Ltd., Japan
6.2 (autoclave) บริษทั TOMMY Seiko Co., Ltd.,

Japan
6.3 ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) บริษทั Memmert, Germany
6.4 (water bath) บริษทั Memmert, Germany
6.5 -ด่าง (pH meter) บริษทั Orion Research Inc., USA
6.6 2 ตาํแหน่ง บริษทั A&D, Japan
6.7 4 ตาํแหน่ง บริษทั Sartorius, Germany
6.8 (refrigerated centrifuge บริษทั Eppendrof,

Germany
6.9 (spectrophotometer) บริษทั Thermo Electron Co.,

USA
6.10 (microplate reader) บริษทั BioTek, USA
6.11 ถุงไดอะไลซิส (dialysis) บริษทั Spectrum Medical. Industries Inc., USA
6.12 freeze dryer) บริษทั FTS Systems Inc., USA
6.13 PCR machine) บริษทั Techne, United Kingdom
6.14 องถ่ายภาพเจล (Gel documentation; gel doc) บริษทั Uvitec Ltd., United

Kingdom
6.15 (electroporation) บริษทั Bio-Rad, USA
6.16
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วิธีการทดลอง

1. Enterococcus faecium CE5-1
1.1

E. faecium CE5-1 ในอาหาร MRS broth 37 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 24 10,000 4 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที
0.85 เปอร์เซ็นต์ (0.85% NaCl) เป็นจาํนวน 2
ไดม้าแขวนลอยดว้ยสารละลาย 0.85% NaCl 2.5 หรือ 3.0 และมีปริมาณของ
เอนไซม์เปปซิน 3 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2

drop plate (ดดัแปลงจาก Madureira et al., 2005)
0.85% NaCl จาํนวน

2 ง มาแขวนลอยดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (phosphate buffer) พีเอช 8.0
แพนครีเอติน (pencreatin) ความเขม้ขน้ 1
แช่เยือกแข็ง (freeze dry) ความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 1, 3, 5 และ 7
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 6 drop plate
(ดดัแปลงจาก Madureira et al., 2005)

ลา้งดว้ยสารละลาย 0.85% NaCl จาํนวน 2 แขวนลอยดว้ยสารละลาย 0.85% NaCl
เอชเป็น 3.0 และมีปริมาณของเอนไซม์เปปซิน 3 37
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 10,000 รอบ

4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที 0.85%
NaCl เป็นจาํนวน 2 แขวนลอยดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช
8.0 1
แบบแช่เยือกแข็งความเขม้ขน้ 7 37 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 6 drop plate (ดดัแปลงจาก Madureira et al.,
2005)

1.2 การทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ
E. faecium CE5-1 Enterococci 8) ใน

อาหาร MRS broth เป็นระยะเวลา 24
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เท่ากบั 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (CFU/ml)
Chloramphenicol, Erytromycin, Penicillin G, Streptomycin, Tetracycline และ Vancomycin ใน
อาหาร MRS broth 0.625 ถึง 1,282 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ดว้ยวิธีเจือจางแบบ two-fold serial dilutions ให้มีปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 100
ไมโครลิตร ใน 96-well microtiter plate 105 CFU/ml
ปริมาตร 100
เท่ากบั 104 CFU/ml 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24

660 นาโนเมตร (OD660) microplate
reader

= ค่า ในชุดควบคุม ค่า ของแต่ละตวัอยา่ง
ค่า ในชุดควบคุม

× 100
หมายเหตุ: MRS broth

ปริมาตร 100 100 ไมโครลิตร

(Minimal inhibitory concentration; MIC)
90 เปอร์เซ็นต์

Minimal
Bactericidal concentration; MBC) จะนาํสารละลายใน 96-well microtiter plate

90 เปอร์เซ็นต์ มาหยดลงบนอาหาร MRS agar
37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24-48

MBC หมายถึง
ทดสอบ (ไม่พบการเจริญภายหลงัการหยดลงบนอาหาร MRS agar เป็นระยะเวลา 24-48

ระดบัของการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ระดบั (D’Aimmo et al.,
2007) ไดแ้ก่

1. ไวต่อยาปฏิชีวนะ (susceptible) มีค่า MIC น้อยกว่า 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
2. ตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะในระดบักลาง (moderate resistant) มีค่า MIC มากกว่าหรือ

เท่ากบั 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ไม่เกิน 32 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
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3. ตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ (clinically resistant) มีค่า MIC มากกว่า 32 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร

1.3
นาํ E. faecium CE5-1 MRS broth ปริมาตร 5

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 10,000
รอบต่อนาที 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10
ในช่วง 6.5-7.0 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล (0.1 N NaOH)

95
ออกไซด์ (Hydrogen peroxide; H2O2) กิจกรรม

โดยวิธี Agar well diffusion assay โดยใชแ้บคทีเรียอินดิเคเตอร์ ดงั
9โดย L. sakei subsp. sakei JCM1157

หรือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ (indicator) ปริมาตร 20
106 CFU/ml 5
มิลลิเมตร เติมสารละลายตวัอย่างลงในแต่ละหลุม หลุมละ 50
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24
(Schillinger and Lücke, 1989, Ammor et al., 2006)

1.4 E. faecium CE5-1
Enterococci

E. faecium CE5-1 Enterococci E. faecalis
VanB หรือ E. gallinarum VanC) ในอาหาร MRS broth เป็นระยะเวลา 24
ไดล้งในอาหาร MRS broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ให้มีปริมาณเซลล์สุดทา้ยเท่ากบั 106 CFU/ml

37 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างทุกๆ 6
Enterococci E. faecalis VanB หรือ E. gallinarum VanC) โดยวิธีการ drop
plate บนอาหาร MRS agar มียาปฏิชีวนะ tetracycline ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อ

37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24-48
MRS agar

2. E. faecium CE5-1
นาํ E. faecium CE5-1 MRS broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปบ่ม

37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 10,000
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4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10
60

อุณหภูมิ 4 10,000 รอบต่อ
4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10

บฟัเฟอร์ พีเอช 5.0 แลว้นาํไปกาํจดัเกลือออกโดยการไดอะไลซิส (dialysis) และนาํไปทาํแห้งแบบ
แช่เยอืกแขง็ (lyophilization)

2.1 วธีิการวเิคราะห์กจิกรรมของแบคเทอริโอซิน โดยวธีิการ Agar well diffusion assay
L. sakei subsp. sakei JCM1157ปริมาตร 20

106 CFU/ml
หลุมวุน้ให้มีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 5 มิลลิเมตร เติมสารละลายส่วนใสของตวัอย่าง (culture
supernatant) ลงในแต่ละหลุม หลุมละ 50 37 องศาเซลเซียส
เป็นระยะเวลา 24 (Ammor et al.,
2006) คาํนวณกิจกรรมของแบคเทอริโอซินในหน่วย Arbitrary unit (AU/ml) โดย

กิจกรรมของแบคเทอริโอซิน (AU/ml) = × 1000
D

2.2 ผลของเอนไซม์ต่อ
กบัสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช

7.5 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมเอนไซม ์ไดแ้ก่ proteinase K,  trypsin, -
chymotrypsin, pronase E, -amylase และ lipase ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อ

37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์
โดยนาํ 5 นาที นาํไปทดสอบ
โดยวธีิ Agar well diffusion assay

2.3 ผลของพเีอชต่อ
นาํ

ต่างๆ ไดแ้ก่ สารละลาย glycine-HCl buffer 2.2 - 3.6 สารละลาย citric acid-sodium citrate
buffer 3.0 - 6.2 สารละลาย phosphate buffer 5.7 - 8.0 สารละลาย tris-HCl buffer พี
เอช 7.0 - 9.0 และสารละลาย glycine-NaOH buffer 8.6 - 10.6 1 มิลลิกรัมต่อ

37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1
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37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 นาํไป
ทดสอบ ทอริโอซินโดยวธีิ Agar well diffusion assay

2.4 ผลของอุณหภูมิต่อ และความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
กบัสารละลาย glycine-HCl buffer พี

เอช 3.0 หรือกบัสารละลาย phosphate buffer พีเอช 6.5 หรือกบัสารละลาย glycine-NaOH buffer พี
เอช 8.6 1 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ
100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 110 เป็นระยะเวลา 20 นาที
121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที นาํไปทดสอบ โดย
วธีิ Agar well diffusion assay

2.5 ผลของอุณหภูมิในการเกบ็รักษาต่อความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
กบัสารละลาย glycine-HCl buffer พี

เอช 3.0 หรือกบัสารละลาย phosphate buffer พีเอช 6.5 หรือกบัสารละลาย glycine-NaOH buffer พี
เอช 8.6 1 , 4 และ -20 องศาเซลเซียส
เป็นระยะเวลา 3 เดือน นาํไปทดสอบ โดยวิธี Agar well
diffusion assay

2.6
กบัสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช

6.5 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นาํไปทดสอบ โดย
วธีิ Agar well diffusion assay 12

2.7 E. faecalis VanB
E. faecalis VanB ในอาหาร MRS broth เป็นระยะเวลา 24

ลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ให้มีปริมาณเซลล์สุดทา้ยเท่ากบั 106 CFU/ml
37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 6

ลงไปให้มีความเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินสุดทา้ย 2,560 AU/ml นาํไปบ่มต่อ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส E. faecalis
VanB โดยวิธีการ drop plate บนอาหาร MRS agar

2.8
E. faecalis VanB ในอาหาร MRS broth เป็นระยะเวลา 24

ลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ให้มีปริมาณเซลล์สุดทา้ยเท่ากบั 106 CFU/ml
37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 6
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ลงไปให้มีความเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินสุดทา้ย 2,560 AU/ml นาํไปบ่มต่อ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 6 นาํไป 10,000

4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที ลา้งเซลล์เป็นจาํนวน 2
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 7.0 ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 7.0 ความเขม้ขน้ 0.2 (smear) ลงบน

fix ดว้ยสารละลายกลูตารอลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ความ
เขม้ขน้ 2.5 (dehydrate) ดว้ยเอทานอ 10, 30,
50, 70, 90 และ 100
(critical-point drying; CPD) และไปถ่ายรูปดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด
(scanning electron microscope; SEM) หาวิทยาลยัสงขลา
นครินทร์

3.

5 (Stompfová et al., 2008) ด้วยเทคนิค PCR โดยเตรียม
ส่วนประกอบ 2.5 ไมโครลิตรของดีเอ็นเอตน้แบบ (DNA template) เอนไซม์ Tag DNA polymerase
1.25 ยนิูต สารละลาย dNTP ความเขม้ขน้ 0.1 0.2 ไม
โครโมล และสารละลายบฟัเฟอร์ 10X PCR 2.5 ไมโครลิตร
ได้ 25 PCR machine ปฏิกิริยา PCR เป็นจาํนวน 30 รอบ โดยมี

4

4 PCR

ชนิดของไพรเมอร์

EntA EntB, EntP และ EntL50B EntIIa
1. Pre-denaturation
2. denaturation
3. Annealing
4. Extention
5. Post-extention

95 °C   5 นาที
95 °C   30 วนิาที
58 °C   30 วนิาที
72 °C   30 วนิาที
72 °C   5 นาที

95 °C   5 นาที
95 °C   30 วนิาที
56 °C   30 วนิาที
72 °C   30 วนิาที
72 °C   5 นาที

94 °C   5 นาที
95 °C   1 นาที
51 °C   40 วนิาที
72 °C   3 นาที
72 °C   10 นาที
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PCR (PCR product) ด้วยวิธีการ agarose gel
electrophoresis

5

ไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลีโอไทด์
EntA F 5'–GGTACCACTCATAGTGGAAA-3'

R 5'–CCCTGGAATTGCTCCACCTAA-3'
EntB F 5'–GCTACGCGTTCATATGGTAAT-3'

R 5'–TCCTGCAATATTCTCTTTAGC-3'
EntP F 5'–CAAAATGTAAAAGAATTAAGATCG-3'

R 5'–AGAGTATACATTTGCTAACCC-3'
EntL50B F 5'–ATGGGAGCAATCGCAAAATTA-3'

R 5'–TAGCCATTTTTCAATTTGATC-3'
EntIIa F 5'–TAYGGIAAYGGIGTITAYTG-3'

R 5'–CYTCDATNGCRTTRTC-3'

4.
4.1 การสกดัจีโนมิกดีเอน็เอ (genomic DNA) จากแบคทเีรีย

E. faecium CE5-1 ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24
10,000 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10
สกดัดีเอ็นเอออกมาโดยใช้ชุดสกดัของบริษทั Geneaid

agarose gel electrophoresis
4.2 ent A ด้วยเทคนิค PCR

entA
Ent-F1 ´- CTGGAATTCATGACCACTCATAG- ´
Ent-R1 5´- TATGGATCCTTAGCACTTCCCT-3´
หมายเหตุ : เส้นใตต้วัอกัษรแสดงลาํดบัเบสของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ GAATTC แสดง

ลาํดบัเบสของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI GGATCC แสดงลาํดบัเบสของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ
BamHI start codon
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entA
ออกแบบไดด้ว้ยเทคนิค PCR โดยเตรียมส่วนประกอบ 2.5 ไมโครลิตรของดีเอ็นเอตน้แบบ (DNA
template) เอนไซม์ Tag DNA polymerase 1.25 ยูนิต สารละลาย dNTP ความเขม้ขน้ 0.1 ไมโครโม
ลาร์ ไพรเมอ 0.2 ไมโครโมล และสารละลายบฟัเฟอร์ 10X PCR 2.5
ไมโครลิตร 25 PCR
system โดยมีสภาวะคือ Pre PCR 94 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที, ปฏิกิริยา
PCR เป็นจาํนวน 30 รอบ (Denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วินาที,
Annealing 46 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วินาที, Extention 72 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 วินาที), Post PCR 72 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 วินาที
และ Cooling 4 องศาเซลเซียส PCR (PCR
product) agarose gel electrophoresis

agarose gel โดยใชชุ้ดสกดัของบริษทั RBC จากประเทศไตห้วนั
4.3 กับ vector

นาํ PCR product 4.2 pGEM®-T ของบริษทั
Promega 5) 1 ไมโครลิตร (50 นาโนกรัม) พลาสมิด
pGEM®-T ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บฟัเฟอร์ 2X ligation 5 ไมโครลิตร และเอนไซม์ T4 DNA ligase
1 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน

5 พลาสมิด pGEM®-T
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4.4 E. coli JM109
E. coli JM109 ในอาหาร LB broth 37

การดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.3-0.5 30
1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้นาํไป

4,000 รอบต่ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา
10 ice-cold MgCl2-CaCl2 ปริมาตร 900 ไมโครลิตร

30 นาที 4,000 รอบ
4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที

สารละลาย 0.1 M ice-cold CaCl2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร
4.5 E. coli JM109 โดยการกระตุ้นด้วยความร้อน

(heat shock)
4.3 ผสมเขา้กบัคอ E. coli

JM109 4.4 42 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 45-50 วินาที และยา้ย
2 นาที เติมอาหาร SOC medium ลงไป ปริมาตร 950

37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1.5 (spread)
บนอาหาร LB agar 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร IPTG ความเขม้ขน้ 0.5
มิลลิโมล และ X-gal ความเขม้ขน้ 80 37 องศาเซลเซียส
เป็นระยะเวลา 16-20
ขาว (blue/white colony screening) และเทคนิคการทาํ colony PCR

4.6 การศึกษาการหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ของยนี entA
4.5 มาสกดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิด

โดยใชชุ้ดสกดัของบริษทั Geneaid จากประเทศไตห้วนั นาํรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดไปวิเคราะห์หา
GenBank

5.
5.1 การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ

4.6 หรือพลาสมิด pBS-ldhGFP (expression vector)
( 6) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ BamHI ร่วมกบั EcoRI โดยเตรียมส่วนประกอบ 10
ไมโครลิตรของรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด เอนไซมต์ดัจาํเพาะอยา่งละ 10 ยูนิต และบฟัเฟอร์ Tango 4
ไมโครลิตร 20 ไมโครลิตร 37 องศา
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เซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที
ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะโดย agarose gel electrophoresis

6 พลาสมิด pBS-ldhGFP
หมายเหตุ: - ลูกศรแสดงตาํแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI และ EcoRI

- มีขนาด 3,932 bp amplicillin (amp) ยีนของโปรตีน
เรืองแสง (GFP) อยูภ่ายใตก้ารควบคุมของโปรโมเตอร์ Lactococcus lactis ldhL

- http://www.addgene.org/

5.2 ent กับพลาสมิด pBS-ldhGFP
นาํดีเอ็นเอของยีน ent 5.1 pBS-ldhGFP โดยใส่

ent ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (50 นาโนกรัม) พลาสมิด pBS-ldhGFP 1 ไมโครลิตร
บฟัเฟอร์ 2X ligation 5 ไมโครลิตร และเอนไซม์ T4 DNA ligase 1
4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน

5.3 E. coli DH5α
E. coli DH5α ในอาหาร LB broth 37

การดูดกลืนแสงเท่ากบั 0.3-0.5 30
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1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้นาํไป
4,000 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา

10 ice-cold MgCl2-CaCl2 ปริมาตร 900 ไมโครลิตร
30 นาที 4,000 รอบ

ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที
สารละลาย 0.1 M ice-cold CaCl2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

5.4 E. coli DH5α โดยการกระตุ้นด้วยความร้อน
(heat shock)

2.2 E. coli
DH5α 2.3 42 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 45-50 วินาที และยา้ย

2 นาที เติมอาหาร SOC medium ลงไป ปริมาตร 950
37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1.5

LB agar 100 37 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 16-20
เทคนิคการทาํ colony PCR มาสกดัรีคอมบิแน
นทพ์ลาสมิดโดยใชชุ้ดสกดัของบริษทั Geneaid จากประเทศไตห้วนั นาํรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดไป

GenBank
5.5 การเตรียมคอมพเิทนท์เซลล์ของเ Lactococcus lactis subsp. cremoris JCM16167

L. lactis subsp. cremoris JCM16167 ในอาหาร SGM17 broth (อาหาร M17 broth
0.5 0.5 โมลาร์ และไกลซีน 1 เปอร์เซ็นต)์

ปริมาตร 100 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24
4,000 4 องศาเซลเซียส

เป็นระยะเวลา 10 (washing solution)
0.5 โมลาร์ และกลีเซอรอล 10

ละลายในสารละลาย washing solution ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
5.6 L. lactis subsp. cremoris JCM16167 โดยวิธี

electroporation
5.4 L. lactis

subsp. cremoris JCM16167 5.5 นําไปถ่ายโอนยีนโดยใช้กระแสไฟฟ้า



53

(electroporation) ตามวิธีของ Holo และ Nes (1989) L. lactis
subsp. cremoris JCM16167 electroporation cuvettes (ขนาด
ช่องห่าง 2 30 BIO-
RAD Gene Pulser II Electroporation ใชค้่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 2.0 กิโลโวลต ์ค่าความจุไฟฟ้า 25
ไมโครฟารัด และค่าความตา้นทาน 200 SGM17MC broth (อาหาร
SGM17 broth MgCl2 20 มิลลิโมลาร์ และ CaCl2 2
เป็นระยะเวลา 5 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 3 M17 agar 100 ไมโครกรัมต่อ

30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 48-72
ไดรั้บรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดโดยใชเ้ทคนิคการทาํ colony PCR
นทพ์ลาสมิด มาสกดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดโดยใชชุ้ดสกดัของบริษทั Geneaid จากประเทศไตห้วนั

6. E. faecium CE5-1 (wide-type
strain)

6.1 การสกดัจีโนมิกดีเอน็เอจากแบคทเีรีย
E. faecium CE5-1 ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24
10,000 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10
สกดัดีเอ็นเอออกมาโดยใช้ชุดสกดัของบริษทั Geneaid

agarose gel electrophoresis
6.2

6 7 ดว้ยเทคนิค PCR โดยเตรียมส่วนประกอบ 2.5
ไมโครลิตรของดีเอ็นเอตน้แบบ เอนไซม์ Tag DNA polymerase 1.25 ยูนิต สารละลาย dNTP ความ
เขม้ขน้ 0.1 0.2 ไมโครโมล และสารละลายบฟัเฟอร์
10X PCR 2.5 ไมโครลิตร 25 ไมโครลิตร นาํไปใส่ใน

PCR system โดยมีสภาวะคือ Pre PCR 94 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที,
ปฏิกิริยา PCR เป็นจาํนวน 30 รอบ (Denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1
นาที, Annealing 58 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 นาที, Extention 72 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 นาที), Post PCR 72 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที
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และ Cooling 4 องศาเซลเซียส PCR
agarose gel electrophoresis

agarose gel โดยใชชุ้ดสกดัของบริษทั RBC จากประเทศไตห้วนั นาํ PCR product
ไปวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์ และทาํการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไ
ฐานขอ้มูล GenBank

6

ไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลีโอไทด์ อา้งอิง
P1 F 5'-GAAATTGGAAGAACTGCTGGA-3'
P5 F 5'-TGCCCCAGAAAAAGTAGTGC-3'
P11 F 5'-GTTGTTTTGAGGGAAGGAGGA-3'
P13 F 5'-TCTCGTTTTCTTGATGCCAGT-3'
P16 F 5'-CGATGTGTTGGTTAGATTGGA-3'
P17 F 5'-TCAGGAGGGGATCTCTTGATT-3'
P4 R 5'-CTTGCTTTGGTCGGAATTGT-3'
P10 R 5'-CCCCTGATTTTCTCGTAGCA-3'
P14 R 5'-CTGTCATCCGTTGAAAACAAA-3'
P9 R 5'-CTTCTAAGCTTTCTTCTGTGATTTC-3' O’Keeffe et al. (1999)
P18 R 5'-TCCTCCTTCCCTCAAAACAA-3'

7
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3

ผลการทดลอง

1. Enterococcus faecium CE5-1
1.1

ระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) ของไก่ประกอบดว้ยส่วนต่างๆ ไดแ้ก่ ท่อ

(พีเอชประมาณ 2.79-3.54) (král et al.,
2012) (Lin et al., 2006)

2.5, 3.0 และ 7.0 และมีปริมาณของเอนไซม์
เปปซิน 3 E. faecium CE5-1 E. faecium CE5-1 สามารถทน

3.0 9.38 log
CFU/ml 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 2.5

E. faecium CE5-1 สามารถทนต่อกรดไดใ้นระดบัปานกลาง โดยให้ปริมาณการรอดชีวิต
7.46 log CFU/ml 2 log CFU/ml คิดเป็นอตัราการ

รอดชีวิตประมาณ 82 7 E. faecium CE5-1 จะสามารถทนต่อ
2.5 ไดใ้นระดบัปานกลาง ในสภาวะเป็นจริงของกระเพาะอาหารอตัราการรอดชี วิต

H+-ATPase
องค์ประกอบของไซโทพลาสมิกเมมเบรน (cytoplasmic membrane)

(Hood and Zoitola, 1988; Charteris et al.,
1998; Wang et al., 1999; Zárate et al., 2000; Huang and Adams, 2004)

สภาวะเป็นกรดอ่อนจนถึงด่างอ่อน มีพีเอชประมาณ 5.7-8.4 (รุจา มาลยัพวง, 2544)
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ดว้ย (Park et al., 1998; Hosseini et al., 2009)

(Lin et al., 2007)

E. faecium CE5-1 E. faecium CE5-1 มีความสามารถรอดชีวิตใน
1,

3, 5 และ 7 9.16, 9.39, 9.27 และ 9.14 log
CFU/ml 7

bile salt hydrolase (BSH)
(Moser and Savage, 2001; Taranto et al., 2006)

E. faecium CE5-
1 E. faecium CE5-1 มีความสามารถในการรอดชีวิตในสภาวะจาํลองของระบบ

8.78 log CFU/ml ภายหลงั
การผ่านสภาวะจาํลองของกร
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7 Enterococcus faecium CE5-1 ภายหลงัจากบ่มในสภาวะจาํลองทางเดินอาหารของไก่

ระบบ
(log CFU/ml)

ระบบจาํลองกระเพาะอาหาร ระบบะจาํลองลาํไส้เล็ก
0 ชม. 2 ชม. 0 ชม. 3 ชม. 6 h

พีเอช pH 7.0 9.14±0.10 9.38±0.04 -* - -
pH 3.0 9.18±0.08 9.38±0.04 - - -
pH 2.5 9.14±0.09 7.46±0.08 - - -

(เปอร์เซ็นต)์
0 - - 8.93±0.05 9.04±0.03 9.06±0.02
1 - - 8.73±0.11 9.20±0.13 9.16±0.02
3 - - 9.32±0.03 9.45±0.03 9.39±0.03
5 - - 9.47±0.03 9.39±0.04 9.27±0.02
7 - - 9.41±0.04 9.28±0.02 9.14±0.03

ชุดควบคุม** 9.25±0.02 9.36±0.05 9.36±0.05 9.44±0.02 9.42±0.01
7% FCB 9.28±0.03 9.21±0.01 9.21±0.01 8.84±0.07 8.78±0.06

*ไม่ไดว้เิคราะห์
** 3.0 และมีเอนไซมเ์ปปซิน 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อดว้ยสภาวะ 1

(FCB) ความเขม้ขน้ 7 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 8.0

57
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1.2 การทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ

Enterococci
(endocarditis) โรค

(bacteraemia) (urinary tract)
(neonatal) (central

nervous system) เป็นตน้ (Franz et al., 1999) Enterococci
เพนนิซิลลิน อะมิโนไกลโคไซด์ (aminoglycoside) ไกล

โคเปปไทด์ (glycopeptide) เอ็มเอลเอส (MLS antibiotics
(macrolide) ลินโคซาไมด์ (lincosamide) และสเตรปโตกรามินชนิดบี (streptogramin of the B
type)) คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol) เตตราไซคลีน (Tetracycline) ควิโนโลน (quinolone)
ออกซาโซลิดิโนน (oxazolidinone) และเอฟเวอร์นิโนไมซิน (everninomicin) (Klare et al.,
2003) Enterococci บางสายพนั

(Klare et al., 2003; Abriouel et al., 2005)
Enterococci คลอ

แรมเฟนิคอล สเตรปโตมยัซิน และเตตราไซคลีน แต่มีความไวต่อยาปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ อิริโทรมยัซิน
เพนนิซิลลิน จี และแวนโคมยัซิน E. faecalis VanB และ E.
gallinarum VanC

E. faecalis VanB ยาแวนโคมยัซิน
vancomycin-resistant enterococci (VRE) แวนโคมยัซิน และ

VRE

VRE
กลุ่ม VRE แพร่หลายอย่างมาก จากการทดลองของ Robredo และคณะ (2000) VRE

E. duran (11 ไอโซเลต) E. faecalis (10 ไอโซเลต)
E. faecium (10 ไอโซเลต) และ E. hirae (2
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ใช้ในการรักษา และช่วยเร่งการเจริญเติบโตของไก่ (Apata, 2009) ทาํให้เกิดการตกคา้งของยา
E. faecium CE5-1

ไดจ้ากทางเดินอาห
E. faecium CE5-1

Enterococci E. faecium
CE5-1 มีความป



60

8 Enterococci

จุลินทรีย์ ยาปฏิชีวนะ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)
คลอแรมเฟนิคอล อิริโทรมยัซิน เพนนิซิลลิน จี สเตรปโตมยัซิน เตตราไซคลีน แวนโคมยัซิน
MICa MBCb MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

E. faecium 139 10 320 1.25 40 1.25 5 80 160 <0.625 40 1.25 40
E. faecium 174 80 1,282 5 40 20 20 >1,282 >1,282 160 >1,282 2.5 80
E. faecium 348 80 >1,282 2.5 80 10 40 >1,282 >1,282 >1,282 >1,282 1.25 40
E. faecelis VanB 80 80 320 >1,282 10 80 1,282 >1,282 40 >1,282 160 >1,282
E. gallinarum VanC 160 >1,282 160 >1,282 10 40 >1,282 >1,282 80 >1,282 10 80
E. faecium CE5-1 10 320 2.5 40 1.25 2.5 320 640 <0.625 40 1.25 40

a MIC (minimum inhibitory concentration)
b MBC (minimum bactericidal concentration)
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1.3
E. faecium CE5-1

เอชให้อยู่ในช่วง 6.5-7.0 (culture supernatant; CS)
แคบ (narrow spectrum) กล่าวคือสารละลาย CS E. faecium CE5-1

Enterococci บางชนิด, P. pentosaceus 3CE27, L. sakei subsp. sakei JCM1157 และ L.
monocytogenes DMST17303 อย่างไรก็ตาม สารละลาย CS E. faecium CE5-1 ไม่มี

B. cereus DMST5040, L. plantarum D6SM3, P. pentosaceus
DMST18752, S. aureus DMST8840

พบเจอในหลายการทดลอง
Rehaiem และคณะ (2010) CS E. faecium
MMRA พบว่าสารละลาย CS E. faecium MMRA

Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus และ Listeria
แบคทีเรียแกรมลบ (Hafnia, Serratia และ E. coli

(outer
membrane) (Jack et al., 1995) าสารละลาย CS E. faecium
CE5-1 L. sakei subsp. sakei JCM1157

L. sakei subsp. sakei JCM1157
ของแบคเทอริโอซินต่อไป

CS E. faecium CE5-1
Enterococci E. faecium 174, E. faecium 348, E.

gallinarum VanC และ E. faecalis VanB E. faecium 139 อย่างไรก็ตามพบว่า
สารละลาย CS E. faecium CE5-1 E. faecium CE5-1 การไม่

immunity gene of bacteriocin จากการทดลอง
enterocin A (จากขอ้ 5) E.

faecium CE5-1 enterocin A และยีน
enterocin A immunity gene ในจีโนมิกดีเอน็เอ E. faecium CE5-1
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CS E. faecium CE5-1 สามารถ
Enterococci

ได้

1.4 E. faecium CE5-1
Enterococci

E. faecium CE5-1
ผลิต enterocin A Enterococci (E. faecalis VanB หรือ E.
gallinarum VanC) ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 37 องศาเซลเซียส
เป็นระยะเวลา 24 8 E. faecalis
VanB และ E. gallinarum VanC จะลดลงอย่างรวดเร็วภายใน 12
เจริญจะลดลงจาก 6.68 และ 6.76 เหลือ 4.29 และ 4.31 log CFU/ml ตามลาํดบั แต่หลงัจากบ่ม
เป็นระยะเวลา 12

E. faecium CE5-1 ไปควบคุมการเจริญของ
Enterococci

(pathogens) (food spoilage) Rehaiem และคณะ (2010) ศึกษาการ
E. faecium MMRA ไปควบคุ L. ivanovii

BUG496 Todorov และ Dicks (2009) E. mundtii ST4SA ไปควบคุม
L. innocua LMG 13568 L. innocua LMG 13568 จะลดลงจาก

4.8103 CFU/ml เหลือ 2.0102 CFU/ml 32
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9 E. faecium CE5-1
6.5-7.0 โดยวธีิการ agar well diffusion assay

**
(มิลลิเมตร)

Bacillus cereus DMST5040 DMST 0
Enterococcus durans 3L20 Our strain collection 1.5
Enterococcus faecalis 2L24 Our strain collection 1.0
Enterococcus faecalis VanB* CU 2.0
Enterococcus faecium 139* CU 0
Enterococcus faecium 174* CU 1.5
Enterococcus faecium 348* CU 1.5
Enterococcus faecium 4S13 Our strain collection 1.5
Enterococcus faecium 8S16 Our strain collection 2.0
Enterococcus faecium CE5-1 Our strain collection 0
Enterococcus faecium L7-45 Our strain collection 2.2
Enterococcus gallinarum VanC* CU 2.0
Escherichia coli DMST4212 DMST 0
Lactobacillus plantarum D6SM3 Our strain collection 0
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM1157 JCM 6.0
Listeria monocytogenes DMST17303 DMST 5.0
Pediococcus pentosaceus 3CE27 Our strain collection 3.0
Pediococcus pentosaceus DMST18752 DMST 0
Salmonella Typhimurium DMST16809 DMST 0
Salmonella Enteritidis DMST15676 DMST 0
Staphylococcus aureus DMST8840 DMST 0
Vibrio parahaemolyticus DMST5665 DMST 0

* Enterococci
ขององคก์ารอนามยัโลกของคณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั
** DMST: Department of Medical Sciences; CU: The WHO Global Salm-Surv Regional Centre of Excellence: South-East Asia
and Western Pacific, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn University, Thailand; JCM: Japan Collection of
Microorganisms.
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8 E. faecium CE5-1 Enterococci
ยาปฏิชีวนะในอาหาร MRS broth
(a) E. faecium CE5-1 E. faecalis VanB
(b) E. faecium CE5-1 E. gallinarum VanC
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2. E. faecium CE5-1
2.1 ผลของเอนไซม์ต่อ

การศึกษาผลของเอนไซม ์ไดแ้ก่ proteinase K, trypsin, -chymotrypsin, pronase E,
pepsin, -amylase และ lipase enterocin CE5-1

trypsin, -chymotrypsin, Proteinase K, Pronase E และ -
amylase มีผลต่อ enterocin CE5-1 lipase ไม่มีผลต่อกิจกรรม

enterocin CE5-1 ( 10)
กิจกรรมของ enterocin CE5-1 อยา่งสมบูรณ์

งเป็นคุณลกัษณะของแบคเทอริโอซิน Gupta และคณะ (2010) ศึกษา
enterocin FH99 enterocin

FH99 proteinase K, pepsin,
papain, trypsin, pronase E, ficin, protease XIII, chymotrypsin และ protease I
เอนไซม์ lipase, catalase และ rennin enterocin FH99

lipase
ของ enterocin CE5-1 แต่การเติมเอนไซม์ -amylase enterocin
CE5-1

IV คือ
complex bacterioncin (Garneau et al., 2002) Lee และ Kim
(2010) พบวา่ enterocin DB1 E. faecium DB1 ไม่มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินหลงัการ
เติมเอนไซม์ย่อยโปรตีน และ -amylase Ohmomo และคณะ (2000) พบว่า การเติม
เอนไซมย์อ่ยโปรตีน และ -amylase enterocin ON-157 E. faecium
ON-157
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10 ผลของเอนไซมต่์อ enterocin CE5-1
เอนไซม์ พีเอช กิจกรรมของแบคเทอริโอซิน

(AU/ml)
ชุดควบคุม* 7.5 80
Trypsin 7.5 0
-chymotrypsin 7.5 0
Proteinase K 7.5 0
Pronase E 7.5 0
-amylase 7.5 0
Lipase 7.5 80
* ไม่มีการเติมเอนไซม์

2.2 ผลของพเีอชต่อ และความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
การศึกษาผลของพีเอช enterocin CE5-1

พบวา่ enterocin CE5-1 2.2-10.6 ภายหลงั
37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 ( 11)

ทดลองของ Franz และคณะ (1996) พบวา่ enterocin 900 E. faecium BFE900 ยงัคงมี
2-10 enterocin A E. faecium MMRA ยงัคงมีกิจกรรมการ
2-12 (Rehaiem et al., 2010)

enterocin CE5-1 enterocin CE5-1 glycine-
HCl buffer 3.0-3.6 สารละลาย phosphate buffer พีเอช 5.7-6.5 และสารละลาย glycine-
NaOH buffer 8.6-9.6 ( 11) แสดงให้เห็นวา่ enterocin CE5-1 E.
faecium CE5-1 สามารถนาํไปประยกุตใ์ชก้บังานไดห้ลายชนิด

ผลของพีเอชต่อความคงตวัของ enterocin CE5-1
37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ใน

enterocin CE5-1
enterocin CE5-1 ในสารละลาย phosphate buffer 6.5 - 8.0 สารละลาย tris-

HCl buffer พีเอช 7.0 และสารละลาย glycine-NaOH buffer 10.6
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24
ความคงตวัของ enterocin CE5-1
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11 ผลของพีเอช enterocin CE5-1

ชนิดของบฟัเฟอร์ พีเอช กิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
(AU/ml)

1 h 24 h
Glycine-HCl buffer 2.2 160 160

3.0 320 160
3.6 320 40

Citric buffer 3.0 160 160
4.2 160 80
6.2 160 40

Phosphate buffer 5.7 320 80
6.5 320 0
8.0 80 0

tris-HCl buffer 7.0 160 0
8.0 80 20
9.0 80 80

Glycine-NaOH buffer 8.6 320 80
9.6 320 80
10.6 160 0

2.3 ผลของอุณหภูมิต่อ
enterocin CE5-1

( 9) ไดแ้ก่ สารละลาย glycine-HCl buffer พีเอช
3.0 สารละลาย phosphate buffer พีเอช 6.5 และสารละลาย glycine-NaOH buffer พีเอช 8.6 พบวา่
กิ enterocin CE5-1 มีความคงทนต่ออุณหภูมิ 30-100 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 2 enterocin CE5-1 glycine-NaOH buffer พีเอช 8.6
อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2

enterocin CE5-1
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(sterilization condition) 110 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 121
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที enterocin CE5-1
สารละลาย glycine-HCl buffer พีเอช 3.0 จะลดลงประมาณ 50
ของ enterocin CE5-1 phosphate buffer พีเอช 6.5 คงเหลือประมาณ 3

มิ 110 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที อยา่งไรก็ตาม
enterocin CE5-1 phosphate buffer พีเอช 6.5 และละลายใน glycine-NaOH
buffer พีเอช 8.6 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15
อยา่งสมบูรณ์ ( 9)

Franz และคณะ (1996) enterocin 900
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 Bacteriocin ST15

121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที (De Kwaadsteniet
et al., 2005)



69

9 ผลของอุณหภูมิต่อ enterocin CE5-1
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2.4 ผลของอุณหภูมิในการเกบ็รักษาต่อ
การศึกษาผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาแบคเทอริโอซิน

enterocin CE5-1
glycine-HCl buffer พีเอช 3.0 สารละลาย phosphate buffer พีเอช 6.5 และสารละลาย glycine-
NaOH buffer พีเอช 8.6 พบว่าการเก็บ enterocin CE5-1

ของ enterocin CE5-1 10)
เดียวกนัพบวา่การเก็บรักษา enterocin CE5-1 -20 องศาเซลเซียส แบคเทอริโอซินมีความ

4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง
(29±2 องศาเซลเซียส) ตามลาํดบั จากการทดลองของ Solichová และคณะ (2012) ไดศึ้กษาการเก็บ
รักษา enterocin (enterocin- like substance) E. mundtii 1282
อุณหภูมิ 6 และ -20 enterocin มีความคง

6 และ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์
enterocin CE5-1 ใน

( 10) -20 สามารถเก็บ enterocin CE5-1 ได้
2 enterocin CE5-1 ในสารละลาย glycine-HCl buffer พีเอช 3.0 ส่วน

enterocin CE5-1 glycine-NaOH buffer พีเอช 8.6 และสารละลาย phosphate
buffer พีเอช 6.5 enterocin CE5-1
glycine-NaOH buffer พีเอช 8.6 1 เดือน ส่วน enterocin CE5-1
ในสารละลาย phosphate buffer พีเอช 6.5 2 สัปดาห์
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10 ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษา enterocin CE5-1
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2.5
การทดสอบความสามารถของ enterocin CE5-1

enterocin CE5-1
แลกติก และแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิด ได้แก่ Enterococcus strains, P. pentosaceus 4Ce27, B.
cereus DMST5040, S. aureus DMST8840 และ L. sakei subsp. sakei JCM1157 แต่ไม่สามารถ

E. coli DMST4212, S. Typhimurium DMST16809, S. Enteritidis
DMST15676 และ V. parahaemolyticus DMST5665 enterocin CE5-1 ไม่สามารถ

E. faecium CE5-1) ( 12)

การทดลองของ Rehaiem และคณะ (2010) พบวา่ส่วนใส (supernatant) E. faecium
MMRA Lactobacillus, Leuconostoc,
Enterococcus และ Listeria
แบคเทอริโอซินไม่ outer membranes ของแบคทีเรียแกรมลบได้ (Jack et al.,
1995)

enterocin CE5-1 (narrow
spectrum)
enterocin CE5-1 Enterococcus E.
faecium 174, E. faecium 348, E. faecalis VanB และ E. gallinarum VanC

enterocin CE5-1 ไปประยุกตใ์ช้ในการควบคุมการเจริญของแบคทีเรีย Enterococcus
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12 enterocin CE5-1 โดยวธีิการ agar well diffusion
assay

Indicator stains (มิลลิเมตร)
CSa 1 mg/mlb

Bacillus cereus DMST5040 0 5.7
Enterococcus durans 3L20 1.5 4.6
Enterococcus faecelis 2L24 1.0 2.2
Enterococcus faecelis VanB 2.0 4.9
Enterococcus faecium 139 0 0
Enterococcus faecium 174 1.5 3.8
Enterococcus faecium 348 1.5 3.7
Enterococcus faecium 4S13 1.5 3.8
Enterococcus faecium 8S16 2.0 4.7
Enterococcus faecium CE5-1 0 0
Enterococcus faecium L7-45 2.2 4.6
Enterococcus gallinarum VanC 2.0 4.0
Escherichia coli DMST4212 0 0
Lactobacillus plantarum D6SM3 0 6.0
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM1157 6.0 6.0
Listeria monocytogenes DMST17303 5.0 5.0
Pediococcus pentosaceus 3CE27 3.0 2.7
Pediococcus pentosaceus DMST18752 0 1.0
Salmonella Typhimurium DMST16809 0 0
Salmonella Enteritidis DMST15676 0 0
Staphylococcus aureus DMST8840 0 5.6
Vibrio parahaemolyticus DMST5665 0 0

a E. faecium CE5-1 6.5-7.0
b enterocin CE5-1
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3.
E. faecium CE5-1

ควบคุมการสร้างแบคเทอริโอซิน พบวา่มีเพียงไพรเมอร์ EntA
PCR (PCR product) 138 bp ( 11)
สร้างแบคเทอริโอซินชนิด enterocin A (entA gene) E. faecium CE5-1

enterocin A

11 ผลจากการทาํ PRC
1 คือ E. faecium CE5-1
2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp Leader DNA)
3-7 คือ ผลจากการทาํ PRC โดยใชไ้พรเมอร์ต่างๆ กนั ไดแ้ก่ EntA, EntB, EntP,

EntL50B และ EntIIa ตามลาํดบั
8 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb Leader DNA)
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E. faecium CE5-1 มียีน enterocin A (entA)
entA โดยมีการเติมเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI และ start

codon (ATG) ลงไปในส่วนตน้ยีน entA และเติมเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI หลงั stop codon แลว้
entA PCR

การทาํ PCR มีขนาดประมาณ 171 bp ( 12)

12 ขนาดของยนี enterocin A E. faecium CE5-1
(ก) ผลจากการทาํ PCR ของยนี enterocin A E. faecium CE5-1
(ข) PCR product enterocin A

entA PCR กบัพลาสมิด pGEM®-T
Vector pGEM/entA E. coli JM109

blue/white colony
screening) บนอาหาร LB agar 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร IPTG ความ
เขม้ขน้ 0.5 มิลลิโมล และ X-gal ความเขม้ขน้ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเทคนิคการทาํ colony
PCR LB agar ( 13) และตรวจพบ PCR product ภายหลงั
การทาํ colony PCR ( 14) ไปสกดัพลาสมิด pGEM/entA นาํพลาสมิด pGEM/entA
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GenBank 15 พบวา่ยีน entA E. faecium CE5-1 มีความคลา้ยคลึงกบัยีน
entA GenBank โดยมีความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์

13 blue/white colony screening

14 ผลของการทาํ colony PCR ของพลาสมิด pGEM/entA
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb Leader DNA)
1-7 คือ PCR product 1-7
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15 ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี entA จากพลาสมิด pGEM/entA กบัลาํดบั
นิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล Genbank ดว้ยโปรแกรม Nucleotide BLAST

4.
pGEM/entA หรือพลาสมิด pBS-ldhGFP มาตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ

BamHI ร่วมกบั EcoRI พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3,209 และ 723 bp ภายหลงัจากตดัพลาสมิด
pBS-ldhGFP pBS-ldh และยีน gfp (Green fluorescent protein gene) และ
พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 153 bp ภายหลงัจากตดัพลาสมิด pGEM/entA
ยนี entA ( 16)
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16 ผลจากการตดัดีเอ็นเอกบัเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI ร่วมกบั EcoRI
1 คือ ผลการตดัพลาสมิด pBS-ldhGFP
M1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb Leader DNA)
M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp Leader DNA)
2 คือ ผลการตดัพลาสมิด pGEM/entA

entA ตดัพลาสมิด pGEM/entA กบัพลาสมิด pBS-ldh
ส่วนของยีน gpf ออกไป pBS-ldh/entA เขา้สู่

E. coli DH5α pBS-ldh/entA บนอาหาร LB agar
ลินความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเทคนิคการทาํ colony PCR ( 17) ภายหลงัการ
ทาํ colony PCR pBS-ldh/entA ออกจากเซลล์ แลว้จึงนาํ
พลาสมิด pBS-ldh/entA

GenBank 18 พบว่ายีน entA E.
faecium CE5-1 มีความคลา้ยคลึงกบัยนี entA GenBank โดยมีความเหมือน 100

pGEM/entA จากการทาํ
ควบคุมการสร้างแบคเทอริโอซินขา้งตน้
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17 ผลของการทาํ colony PCR ของพลาสมิด pBS-ldh/entA
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb Leader DNA)
1-7 คือ PCR product 1-7

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน entA พลาสมิด pBS-ldh/entA ไปแปลรหัสเป็น
18 พบว่าแบคเทอริโอซิน enterocin A มีลาํดบักรดอะมิโน

ประมาณ 48 กรดอะมิโน ไดแ้ก่ MTTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMSI
GGFLGGAIPGKC

GenBank ดว้ยโปรแกรม Protein BLAST ( 19) พบวา่ลาํดบักรดอะมิ
โนของ enterocin A มีความเหมือนกบักรดอะมิโนของ enterocin A GenBank
โดยมีความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์ เพียง 47
start codon หรือ ATG
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5'-AAAaggagaCTTGAATTC ATG ACC ACT CAT AGT GGA AAA TAT TAT GGA AAT
M T       T      H       S       G       K      Y      Y      G      N

GGA GTG TAT TGC ACT AAA AAT AAA TGT ACG GTC GAT TGG GCC AAG GCA ACT
G       V      Y C       T       K      N      K       C       T      V       D     W      A       K       A      T

ACT TGT ATT GCA GGA ATG TCT ATA GGT GGT TTT TTA GGT GGA GCA ATT CCA
T      C       I       A      G       M      S       I       G       G     F      L       G       G       A       I      P

GGG AAG TGC TAA
G       K       C Stop

GGATCC-3'

18 ลาํดบักรดอะมิโนของ enterocin A จากพลาสมิด pBS-ldh/entA
หมายเหตุ: aggaga คือ Lactococcus lactis ldhL promoter, GAATTC คือ ตาํแหน่งตดัของเอนไซม์
EcoRI, GGATCC คือ ตาํแหน่งตดัของเอนไซม์ BamHI, ATG คือ start codon และ TAA คือ stop
codon
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19 ผลการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของ enterocin A จากพลาสมิด pBS-ldh/entA กบั
ลาํดบักรดอะมิโนในฐานขอ้มูล Genbank ดว้ยโปรแกรม Protein BLAST

ภายหลงัจากการตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด์ และลาํดบักรดอะมิโนของพลาสมิด pBS-
ldh/entA E. coli DH5α pBS-ldh/entA ออกจาก E. coli
DH5α แล้วจึงนาํพลาสมิด pBS-ldh/entA L. lactis subsp. cremoris
JCM16167 โดยใช้กระแสไฟฟ้า (electroporation) L. lactis subsp. cremoris
JCM16167 เจริญบนอาหาร M17 agar 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

enterocin A pBS-ldh/entA มีคุณสมบติัเป็นเปป
(active peptide) และมีความเป็นพิษต่อเซลล์ของ L. lactis subsp. cremoris

JCM16167 ส่งผลให้ L. lactis subsp. cremoris JCM16167 enterocin A
ออกมา
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5. E. faecium CE5-1 (wide-type
strain)

enterocin A enterocin A ใน
E. faecium CE5-1

การสร้าง enterocin A Genbank ไดแ้ก่ Accession number AF099088.1,
AB292463.1, AM746970.1 และ AB038464.1 6 20
ภายหลงัการทาํ PCR พบ PCR product ขนาดประมาณ 1,824, 3,100, 1,784 และ 1,320 bp ดงัแสดง

21 enterocin A ได้แก่
Induction factor (F), Histidine protein kinase (K), Response regulator (R), ABC transporter (T)
และ Accessory factor (D) PCR product

GenBank 22 พบวา่
8,037 bp ( 23)

Genbank ด้วย
โปรแกรม Nucleotide BLAST 13 14) พบวา่มีลาํดบันิวคลีโอไทด์ใกลเ้คียงกบั

enterocin A E. faecium DPC1146 (Accession number
AF099088.1) โดยมีความเหมือน 99 22

20 แสดงตาํแน่งของ PCR product
enterocin A
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21 ผลจากการทาํ PCR enterocin A E. faecium
CE5-1

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 kb Leader DNA)
1 คือ ผลจากการทาํ PCR โดยใชไ้พรเมอร์ P1 และ P4
2 คือ ผลจากการทาํ PCR โดยใชไ้พรเมอร์ P11 และ P10
3 คือ ผลจากการทาํ PCR โดยใชไ้พรเมอร์ P13 และ P14
4 คือ ผลจากการทาํ PCR โดยใชไ้พรเมอร์ P16 และ P9

13 ผลจากการเปรียบเทียบลาํดบั enterocin A ได้
กบัลาํดบันิวลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล Genbank ดว้ยโปรแกรม Nucleotide BLAST
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22 ผลการเปรียบเทียบลาํดบั enterocin A ไดก้บั
ลาํดบันิวลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล Genbank ดว้ยโปรแกรม Nucleotide BLAST
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91



92
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23 enterocin A 8,037 bp

enterocin A ไปแปลรหัสเป็น
กรดอะมิโน และทาํนาย open reading frame (ORF)
ประมาณ 8,037 bp สามารถทาํนายได้ ORF 12 ORF แต่มีเพียง 7 ORF
บทบาทต่อการสังเคราะห์ enterocin A 7 ORF ไป
เ GenBank ดว้ยโปรแกรม Protein BLAST ผล

14 24 7 ORF ประกอบดว้ย
1. enterocin A structural gene (entA) มีลาํดบักรดอะมิโนประมาณ 65 กรดอะมิโน มีความ

เหมือนกบักรดอะมิโนของ enterocin A ยู่ในฐานขอ้มูล GenBank โดยมีความ
เหมือน 100 เปอร์เซ็นต์

2. Enterocin A immunity gene (imentA) มีลาํดบักรดอะมิโนประมาณ 103 กรดอะมิโน มี
ความเหมือนกบักรดอะมิโนของ probable immunity protein
GenBank โดยมีความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์
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3. Induction factor of enterocin A (entF) มีลาํดบักรดอะมิโนประมาณ 48 กรดอะมิโน มี
ความเหมือนกบักรดอะมิโนของ EntF GenBank โดยมีความเหมือน
100 เปอร์เซ็นต์

4. Histidine protein kinase gene (entK) มีลาํดบักรดอะมิโนประมาณ 415 กรดอะมิโน มี
ความเหมือนกบักรดอะมิโนของ histidine protein kinase GenBank
โดยมีความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต์

5. Response regulator gene (entR) มีลาํดบักรดอะมิโนประมาณ 250 กรดอะมิโน มีความ
เหมือนกบักรดอะมิโนของ EntR GenBank โดยมีความเหมือน 99
เปอร์เซ็นต์

6. ABC transporter gene (entT) มีลาํดบักรดอะมิโนประมาณ 695 กรดอะมิโน มีความ
เหมือนกบักรดอะมิโนของ ABC transporter GenBank โดยมีความ
เหมือน 99 เปอร์เซ็นต์

7. Accessory factor gene (entD) มีลาํดบักรดอะมิโนประมาณ 477 กรดอะมิโน มีความ
เหมือนกบักรดอะมิโนของ EntD GenBank โดยมีความเหมือน 99
เปอร์เซ็นต์

24 ผลจากการทาํนาย open reading frame (ORF) จาก
การสังเคราะห์ enterocin A
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14 ผลการ
GenBank

ชนิดของยนี
(จาํนวนของกรดอะมิโน)

ความเหมือน
เปอร์เซ็นต์ อา้งอิง

entA (65) 100 enterocin A (ZP_05660016.1)
imentA (103) 100 probable immunity protein (ZP_00603732.1)
entF (48) 100 EntF (AAD29134.1)
entK (415) 99 histidine protein kinase (ZP_05661870.1)
entR (250) 99 EntR (ZP_06679718.1)
entT (695) 99 ABC transporter CbaT (ZP_06679721.1)
entD (477) 99 EntD (ZP_06702002.1)

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน entA 240 bp ไปแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน พบว่า
แบคเทอริโอซิน enterocin A 65 กรดอะมิโน ดงัแสดงใน

25(ก) enterocin A 65 กรดอะมิโน มาวิเคราะห์จะ
พบวา่ลาํดบักรดอะมิโนของ enterocin A สามารถแบ่งได้ 2 ส่วน คือ เปปไทด์ส่วนตน้หรือ Leader
peptide มีลาํดบักรดอะมิโนประมาณ 18 กรดอะมิโน ประกอบดว้ย MKHLKILSIKETQLIYGG
และส่วนเปปไทด์ของ enterocin A active peptide มีลาํดบักรดอะมิโน
ประมาณ 47 กรดอะมิโน ประกอบดว้ย TTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMS
IGGFLGGAIPGKC 25 (ข)

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน imentA พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน
imentA ในบริเวณส่วนตน้ ประกอบดว้ย ATGAAAAAAAATGCTAAGCAAATTGTTCATGAA
TTATATAA
การแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนของ enterocin A immunity protein จะใชค้นละ frame กนักบัการแปล
รหสัของกรดอะมิโนของ enterocin A 25 (ค)
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25 ลาํดบันิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโนของ enterocin A ในบริเวณส่วนของยีน entA ถึง
ยนี imentA

(ก) ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน entA ถึงยีน imentA
entA imentA

(ข) ลาํดบักรดอะมิโนของ enterocin A Leader peptide ของ
enterocin A และตวัอกัษรปกติแสดงส่วน Active peptide ของ enterocin A

(ค) ลาํดบักรดอะมิโนของ enterocin A immunity protein
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4

สรุปผลการทดลอง

E. faecium CE5-1
ของไทย มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติก
ตน้ ของกระเพาะอาหารอาหารและระบบลาํไส้เล็ก สร้าง

กลุ่ม
enterococci แสดงให้เห็นว่า

E. faecium CE5-1
พบว่า Enterocin CE5-1 E. faecium CE5-1 ทนต่อสภาวะพีเอช และอุณหภูมิใน
ช่วงกวา้ง

enterococci
เอนไซมย์อ่ยโปรตีน และ -amylase

และแสดงออกของยีน entA พบวา่ L. lactis
subsp. cremoris JCM16167 ภายหลงัการถ่ายโอนพลาสมิด pBS-ldh/entA

ในการ
L. lactis subsp. cremoris JCM16167

การสร้าง enterocin A E. faecium CE5-1
8,037 bp สามารถทาํนายได้ ORF 12 ORF แต่มีเพียง 7 ORF
สังเคราะห์ enterocin A entA, imentA, entF, entK, entR, entT และ
entD
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ข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะสําหรับการวจัิยต่อไป

1. คุณสมบติัการ

ไมเลส ไลเปส โปรตีเอส และเซลลูเลส เป็นตน้
2.
ไม่ประสบผลสําเร็จในการแสดงออกของแบคเทอริโอซิน
ควบคุมการผลิตแบคเทอริโอซินใหผ้ลิตออกมาภายนอกเซลล์
3. สังเคราะห์ enterocin A ทาํให้เราทราบวา่
มี 7 ORF enterocin A อย่างไรก็ตาม
แสดงออก และควบคุมการสังเคราะห์ enterocin A การแสดงออกของยีน และ

enterocin A
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ABSTRACT: A bacteriocin-like substance (BLS) producing Enterococcus faecium CE5-1 was isolated from the 
gastrointestinal tract (GIT) of Thai indigenous chickens. Investigations of its probiotic potential were carried 
out. The competition between the BLS probiotic strain and antibiotic-resistant enterococci was also studied. 
Ent. faecium CE5-1 exhibited a good tolerance to pH 3.0 after 2 h and in 7% fresh chicken bile after 6 h, but 
the viability of Ent. faecium CE5-1 decreased by about 2–3 log CFU/ml after 2 h incubation in pH 2.5. It was 
susceptible to the antibiotics tested (tetracycline, erythromycin, penicillin G, and vancomycin). The maximum 
BLS production from Ent. faecium CE5-1 was observed at 15 h of cultivation. It showed activity against Listeria 
monocytogenes DMST17303, Pediococcus pentosaceus 3CE27, Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM1157, and 
antibiotic-resistant enterococci. The detection by polymerase chain reaction (PCR) in the enterocin structural 
gene determined the presence of enterocin A gene in Ent. faecium CE5-1 only. Ent. faecium CE5-1 showed the 
highest inhibitory activity against two antibiotic-resistant Ent. faecalis VanB (from 6.68 to 4.29 log CFU/ml) and 
Ent. gallinarum VanC (from 6.76 to 4.31 log CFU/ml) after 12 h of co-cultivation. The results show the future 
possible use of Ent. faecium CE5-1 as a probiotic strain for livestock to control antibiotic-resistant enterococci.

Keywords: chicken; gastrointestinal tract; bile salt; acid tolerance; Enterococcus

Several years ago, antibiotics were used in feed 
for chickens to promote growth and this caused the 
evolution of antibiotic resistance in both pathogen 
and commensal bacteria in chickens. In addition, 
the subtherapeutic antibiotics usage for chicken 
production is banned in Europe and the United 
States except for the use of ionophoric antibiotics in 
EU until 2013. In recent years, due to the increased 
use of antibiotics in animals and humans, ente-
rococci have become a major concern worldwide.

Enterococci are widespread in nature and found 
in the gastrointestinal tract (GIT) of humans and 

animals (Franz et al., 2007). Although they belong 
to a group of microorganisms known as lactic acid 
bacteria (LAB) and are useful in cheeses or other 
fermented foods production, several of them are 
not considered as “Generally Recognized As Safe” 
(GRAS) (Ogier and Serror, 2008). Some enterococ-
ci were isolated from patients possessing virulent 
genes. They are the second to third most frequent 
bacterial genus in hospital infections. They cause 
endocarditis, bacteraemia, urinary tract, neona-
tal, central nervous system and other infections 
(Franz et al., 1999). Moreover, they are known to 
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be resistant to most antibiotics including penicillin, 
aminoglycosides, glycopeptides, MLSB antibiotics 
(macrolides, lincosamides, and streptogramins of 
the B type), chloramphenicol, tetracyclines, qui-
nolones, oxazolidinones, and everninomicins (Klare 
et al., 2003). In addition, the genus Enterococcus can 
transfer the antibiotic-resistant encoding gene to 
pathogens and may be involved in the spreading of 
antibiotic resistance into the environment and food 
chains (Klare et al., 2003; Abriouel et al., 2005).

Probiotics is a live microbial feed supplement 
which affects the host animal beneficially by im-
proving its intestinal microbial balance (Fuller, 
1989). Probiotic strains are widely used in the food 
and feed industry to enhance the health of humans 
and animals because they produce various antibac-
terial compounds, such as organic acids, hydro-
gen peroxide, diacetyl, and bacteriocin (De Vuyst 
and Degeest, 1999). The most common probiotic 
strains from the GIT of chickens belong to the gen-
era Enterococcus (Strompfová and Lauková, 2007; 
Musikasang et al., 2009), Pediococcus (Shin et al., 
2008; Musikasang et al., 2009), and Lactobacillus 
(Souza et al., 2007). Ent. faecalis KT2L24, Ent. du-
rans KT3L20, Ent. faecium KT4S13, Ent. faecium 
KT8S16, and P. pentosaceus KT3CE27 (Musikasang 
et al., 2009) are considered to be the best probiotic 
strains from GIT of broiler and Thai indigenous 
chickens. Tolerance to acid and bile salts in the 
GIT is usually considered one of the main criteria 
required for LAB strains to be used as probiotics.

Enterococi belong to the group of LAB and are 
well-known producers of antimicrobial peptides 
called bacteriocins, with the ability to inhibit (bac-
teriostatic) or kill (bactericidal) the growth of simi-
lar or closely related bacterial strains (Cleveland 
et al., 2001). Several strains of Ent. faecium are re-
ported to produce more than one enterocin. The 
examples include enterocin A from Ent. faecium 
CTC492 (Aymerich et al., 1996), enterocin B from 
Ent. faecium T136 (Casaus et al., 1997), enterocin P 
from Ent. faecium P13 (Cintas et al., 1997), and 
enterocins L50A and L50B from Ent. faecium L50 
(Cintas et al., 1998). Several researchers dealing 
with the application of bacteriocins have focused 
on the use of bacteriocins or probiotics to con-
trol the spoilage microorganisms and foodborne 
pathogens, displaying a potential application in 
food preservation and in prevention or treatment 
of other diseases in hosts. The aim of the present 
study was to evaluate the primary probiotic prop-
erties of bacteriocin-like substance (BLS) producer 

Ent. faecium CE5-1 isolated from GIT of Thai in-
digenous chickens and its usage in the control of 
antibiotic-resistant enterococci.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions

Ent. faecium CE5-1 was isolated from the GIT of 
Thai indigenous chickens (not fed with commer-
cial feed). The procedure is described further in 
the following text. Parts of organs containing crop 
(small intestine, caecum, and large intestine) were 
homogenized with sterile normal saline (0.85% 
NaCl) and spread onto MRS agar (MRS broth, 
Hi Media Laboratory Pvt. Ltd., Mumbai, India) 
(pH 6.5). After 24 h of incubation at 37°C, the plates 
were overlaid with 10 ml of soft MRS agar contain-
ing Lb. sakei subsp. sakei JCM1157 as an indicator 
strain and incubated at 37°C for 24 h under anaero-
bic conditions. Colonies exhibiting the inhibition 
zone were isolated and purified by 2–3 times re-
streaking on MRS agar. To verify bacteriocin-like 
substance (BLS) production, the supernatants of 
each strain were adjusted to pH 6.5–7.0, treated 
with catalase and proteolytic enzyme and used for 
antibacterial determination by agar well diffusion 
assay. Only the strain CE5-1 produced BLS and it 
was identified as Ent. faecium based on 16S rDNA 
sequence analysis. The 16S rDNA sequence was 
deposited in the DNA Data Bank of Japan (DDBJ) 
with accession No. DDBJ ID: AB512765.

The bacterial strains used as indicator for the 
inhibition study are listed in Table 1. All the LAB 
strains were grown in MRS broth (pH 6.5 ± 0.2) at 
37°C for 24 h. Other indicator strains were grown 
in Brain heart infusion broth (BHI broth; Hi Media 
Laboratory Pvt. Ltd., Mumbai, India) at 37°C for 
24 h. All the strains were maintained at –20°C in a 
medium containing 25% glycerol. Working cultures 
were grown at 37°C in appropriate media at least 
twice before use.

Characterization of primary probiotic 
properties of Ent. faecium CE5-1

The effects of simulated gastric juice and bile 
on the growth of Ent. faecium CE5-1 were test-
ed. Briefly, 1 mm of overnight culture of Ent. 
faecium CE5-1 was centrifuged in an Eppendrof 
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Centrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
at 12 000 g for 10 min. Pellets were washed twice with 
sterile saline before being re-suspended in either 
simulated gastric juice containing 3 mg/ml pepsin 
(Fluka, Steinheim, Germany) at pH 2.5 and 3.0 for 
2 h or in simulated intestinal fluid. Simulated intes-
tinal fluid containing 1 mg/ml pancreatin (Sigma-
Aldrich GmbH, Hamburg, Germany) and various 
concentrations of fresh chicken bile (1, 3, 5, and 7%) 
were used at pH 8.0 for 6 h. The viable counts were 
determined by the drop plate method on MRS agar 
(modified from Madureira et al., 2005).

Survival of Ent. faecium CE5-1 in simulated in-
testinal juice after incubation in simulated gastric 
juice was tested. 1 mm of the selected strains was 
centrifuged in an Eppendrof centrifuge at 12 000 g 
for 10 min. This was then washed twice with ster-
ile saline before being re-suspended in simulated 

gastric juice with a pH value of 3.0. The tubes were 
incubated at 37°C for 2 h. After incubation, viable 
bacterial counts were determined by the drop plate 
method on MRS agar. After gastric digestion, cells 
were harvested and suspended in simulated intes-
tinal fluid which contained 7% of fresh chicken bile 
at pH 8.0. The suspension was incubated at 37°C 
for 6 h and the viable counts were determined by 
the drop plate method on MRS agar (modified from 
Madureira et al., 1993).

Antibiotic resistance of Ent. faecium CE5-1

The antibiotic resistance of Ent. faecium CE5-1 
and Enterococcus strains is listed in Table 4. This 
was detected by broth microdilution assay follow-
ing the method described by Parente et al. (1995). 

Table 1. Antagonistic activity of cell-free supernatants of Enterococcus faecium CE5-1 determined by agar well 
diffusion assay

Species Strain code Source Radius of inhibition zone (mm)
Bacillus cereus DMST5040 DMST 0
Enterococcus durans 3L20 our strain collection 1.5
Enterococcus faecalis 2L24 our strain collection 1.0
Enterococcus faecalis VanB* CU 2.0
Enterococcus faecium 139* CU 0
Enterococcus faecium 174* CU 1.5
Enterococcus faecium 348* CU 1.5
Enterococcus faecium 4S13 our strain collection 1.5
Enterococcus faecium 8S16 our strain collection 2.0
Enterococcus faecium CE5-1 our strain collection 0
Enterococcus faecium L7-45 our strain collection 2.2
Enterococcus gallinarum VanC* CU 2.0
Escherichia coli DMST4212 DMST 0
Lactobacillus plantarum D6SM3 our strain collection 0
Lactobacillus sakei subsp sakei JCM1157 JCM 6.0
Listeria monocytogenes DMST17303 DMST 5.0
Pediococcus pentosaceus 3CE27 our strain collection 3.0
Pediococcus pentosaceus DMST18752 DMST 0
Salmonella Typhimurium DMST16809 DMST 0
Salmonella Enteritidis DMST15676 DMST 0
Staphylococcus aureus DMST8840 DMST 0
Vibrio parahaemolyticus DMST5665 DMST 0

DMST = Department of Medical Sciences, CU = The WHO Global Salm-Surv Regional Centre of Excellence: South-East 
Asia and Western Pacific, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn University, Thailand, JCM = Japan Collection of 
Microorganisms
*antibiotic resistant Enterococcus strains
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A two-fold dilution of each antibiotics listed in 
Table 4 was prepared in a 96-well microtiter plate 
by using MRS broth as the diluents (final volume 
was 100 ml). Then, 100 ml of culture broths of each 
enterococci were added into each well (final con-
centration was 104 CFU/ml). The microtiter plate 
cultures were incubated at 37°C and after 24 h the 
growth inhibition of the indicator strain was meas-
ured by optical density at 660 nm (OD660) in a mi-
croplate reader Powerwave X (BioTek Instruments, 
Winooski, USA). A positive control was obtained by 
the use of 100 ml of MRS broth and 100 ml of each 
culture broth. A negative control contained 200 ml of 
MRS broth without the LAB strain. The percentage of 
inhibition was expressed by the following equation:

Inhibition (%) = [(OD660 in the positive control 
group – OD660 in the group)/OD660 in the positive 
control group] × 100

Minimal inhibitory concentration (MIC) is defined 
as the lowest concentration of the sample tested that 
could restrict bacterial growth at an inhibition rate 
higher than 90%. To determine minimal bactericidal 
concentration (MBC), aliquots (10 ml) of each well 
at MIC and higher than the MIC were subcultured 
on MRS agar. MBC is defined as the lowest concen-
tration that allowed no visible growth on the MRS 
agar (Almeida et al., 2008).

It was observed that bacteria develop antibiotic 
resistance. The following may be considered in 
terms of resistance to the antibiotics: when MICs 
are < 8 mg/ml, the bacteria may be classified as “sus-
ceptible”; when the MICs are ≥ 8 mg/ml, they may 
be classified as “moderately resistant”; and when the 
MICs are above 32 mg/ml, they may be classified as 
“clinically resistant” (D’Aimmo et al., 2007).

Growth curve and BLS production  
of Ent. faecium CE5-1

1 l of MRS broth was inoculated with 2.5% of 
an overnight culture of Ent. faecium CE5-1 and 
incubated at 37°C with agitation at 100 rpm. At 3 h 
intervals, pH and growth by absorbance at 660 nm 
were measured. The antimicrobial activity was cal-
culated as arbitrary units (AU/ml) defined as the 
inverse of the highest twofold dilution showing a 
growth inhibition divided by the sample volume.

Effect of antibacterial activity  
of BLS against bacterial indicators

Ent. faecium CE5-1 was grown in MRS broth at 
37°C for 15 h. Cells were removed by centrifuga-
tion at 12 000 g at 4°C for 10 min and supernatant 
was collected. The cell-free supernatants (CS) of 
Ent. faecium CE5-1 were adjusted to pH 6.5–7.0 
with 0.1N NaOH and used for the determination 
of the antibacterial activity of the BLS using the 
method of agar well diffusion assay as described 
by Schillinger and Lücke (1989).

PCR detection of enterocin structural gene

The genomic DNA of Ent. faecium CE5-1 was ex-
tracted and purified using the Genomic DNA Mini 
Kit (Geneaid, Tao-Yuan, Taiwan). The sequences of 
primers used for PCR-amplification of the structur-
al genes of enterocin A (entA), enterocin B (entB), 
enterocin P (entP), enterocin L50B (entL50B), and 

Table 2. Primers used in the study

Primers Sequence Reference

EntA F 5'-GGTACCACTCATAGTGGAAA-3' Aymerich et al. (1996)R 5'-CCCTGGAATTGCTCCACCTAA-3'

EntB F 5'-GCTACGCGTTCATATGGTAAT-3' Casaus et al. (1997)R 5'-TCCTGCAATATTCTCTTTAGC-3'

EntP F 5'-CAAAATGTAAAAGAATTAAGATCG-3' Cintas et al. (1997)R 5'-AGAGTATACATTTGCTAACCC-3'

EntL50B F 5'-ATGGGAGCAATCGCAAAATTA-3' Cintas et al. (1998)R 5'-TAGCCATTTTTCAATTTGATC-3'

EntIIa F 5'-TAYGGIAAYGGIGTITAYTG-3' Yi et al. (2010)R 5’-CYTCDATNGCRTTRTC-3'

F = forward primer, R = reverse primer
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enterocin IIa (entIIa) are shown in Table 2. The 
PCR reaction of entA detection was composed of 
the following steps: initial denaturation at 95°C for 
5 min and then performed in 30 cycles of denatura-
tion at 95°C for 30 s; annealing at 58°C for 30 s and 
extension at 72°C for 30 s; and a final extension at 
72°C for another 5 min, then immediate cooling 
at 4°C. The same profile was used for entB, entP, 
and entL50B detection, but the annealing tempera-
ture was 56°C (Lauková et al., 2008). For entIIa, 
the amplification program was as follows: 94°C for 
5 min; 30 cycles at 94°C for 1 min; and 51°C for 
40 s, 72°C for 3 min with a final extension at 72°C 
for 10 min (Yi et al., 2010). After PCR amplifica-
tion, PCR products were separated by 2% agarose 
gel electrophoresis and visualized under UV light 
after staining with SYBR® Gold nucleic acid gel 
stain (Invitrogen, Eugene, USA). The PCR product 
was then gel-purified before sequencing. Finally, 
the nucleotide sequences were compared to the 
sequence database of GenBank through a BLAST 
search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Effect of co-culturing of Ent. faecium CE5-1 
with antibiotic-resistant Enterococcus 
in MRS broth

The overnight cultures of BLS producer (Ent. 
faecium CE5-1) and each antibiotic-resistant 
Enterococcus (Ent. faecalis VanB or Ent. gallina-

rum VanC) were added to 200 ml of MRS broth. 
The initial cell density of each strain was approxi-
mately 106 CFU/ml. Then the mixture of cultures 
was incubated at 37°C. Samples were taken at 6 h 
intervals. The viability of the antibiotic-resistant 
enterococci was assessed by using the drop plate 
method in triplicate onto MRS agar containing 
100 mg/ml of tetracycline and incubated at 37°C 
for 24–48 h. The total LAB of the mixture cultures 
were determined in MRS agar. Similarly, the control 
consisted of the separate strain in 200 ml of MRS 
broth and incubated under the same conditions.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of primary probiotic 
properties of Ent. faecium CE5-1

The GIT is the major location affecting the viabil-
ity of LAB cells. Most bacteria do not survive well 
at low pH values (Lin et al., 2006). Consequently, 
the application of LAB as feed additives should be 
tested for the probiotics profiles such as tolerance 
to acid and bile salt conditions, adhesion to the 
intestine epithelium of the hosts, and antimicrobial 
activity against pathogenic bacteria. In this sense, 
the low pH of the stomach and the antimicrobial 
action of pepsin are known to provide an effective 

Table 3. Survival of Enterococcus faecium CE5-1 in the simulated gastric and intestinal juice

Treatment

Viable count (log CFU/ml)

simulated gastric juice simulated intestinal juice

0 h 2 h 0 h 3 h 6 h

pH

pH 7.0 9.14  ±  0.10 9.38 ± 0.04 nd nd nd

pH 3.0 9.18  ± 0 .08 9.38 ± 0.04 nd nd nd

pH 2.5 9.14  ±  0.09 7.46 ± 0.08 nd nd nd

Fresh chicken bile concentration  
(%)

0 nd nd 8.93 ± 0.05 9.04 ± 0.03 9.06 ± 0.02

1 nd nd 8.73 ± 0.11 9.20 ± 0.13 9.16 ± 0.02

3 nd nd 9.32 ± 0.03 9.45 ± 0.03 9.39 ± 0.03

5 nd nd 9.47 ± 0.03 9.39 ± 0.04 9.27 ± 0.02

7 nd nd 9.41 ± 0.04 9.28 ± 0.02 9.14 ± 0.03

Sequential incubation in the simu-
lated gastric and intestinal juice

control* 9.25  ± 0.02 9.36 ± 0.05 9.36 ± 0.05 9.44 ± 0.02 9.42 ± 0.01

7% FCB 9.28 ± 0.03 9.21 ± 0.01 9.21 ± 0.01 8.84 ± 0.07 8.78 ± 0.06

*sequential incubation in the simulated gastric juice at pH 3.0 and in the intestinal juice without fresh chicken bile (FCB)
nd = not detected
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barrier against the entry and survival of bacteria 
in the intestinal tract (Huang and Adams, 2004).

In the present study, the viability of the Ent. fae- 
cium CE5-1 was determined after a 2 h incubation 
in simulated gastric juice (pH 2.5 and 3.0) con-
taining pepsin. Ent. faecium CE5-1 exhibited good 
survival (9.38 log CFU/ml) at pH 3.0 and retained 
a moderate rate of survival (7.46 log CFU/ml) at 
pH 2.5 after 2 h of incubation (Table 3). The acid 
tolerance of LAB depends on the pH profile of  
H+-ATPase and on the composition of the cyto-
plasmic membrane. This is largely influenced by 
the type of bacterium, the growth medium, and the 
incubation conditions (Hood and Zoitola, 1988).

Bacterial resistance to acid in the pH range of 
2.5–3.0 is desirable for probiotic cultures. What 
should also be born in mind is that the combination 
of probiotic bacteria with other food ingredients 
present in food products may improve the viability 
of microorganisms during gastric transit. This is 
because of the protection exerted by certain food 
components leading to an enhanced gastric survival 
(Charteris et al., 1998; Wang et al., 1999; Zárate et 
al., 2000; Huang and Adams, 2004).

Bile salt tolerance is considered to be one of the 
essential properties required for LAB to survive in 
the small intestine (Park et al., 1998; Hosseini et 
al., 2009). The concentration of bile salt is the key 
factor which affects the viability of LAB. The con-
centration of bile intestinal contents of animals is 
dependent on the age and the foods or feeds taken 
in (Lin et al., 2007). Most Lb. fermentum isolated 
from swine and poultry were acid tolerant in the 
pH 2.6–3.2 gastric juice but less strains were bile 
intolerant (Lin et al., 2007). Ent. faecium SH328, 
Ent. faecium SH632, and P. pentosaceous SH740 
isolated from GIT of broiler chickens were resist-
ant to 0.5% bile salts and remained viable after 2 h 
at pH 3.0 (Shin et al., 2008).

In the present study, Ent. faecium CE5-1 showed 
good survival in the presence of 1, 3, 5, and 7% fresh 
chicken bile (Table 3). The probable reason for this 
was that the bacteria isolated from animal intestines 
have had more chance to be exposed to bile salts 
(Tanaka et al., 1999). Bile salts at high concentrations 
can rapidly dissolve membrane lipids and cause 
dissociation of integral membrane proteins resulting 
in the leakage of cell contents and cell death (Begley 
et al., 2005). It has been suggested that the major 
effect of bile acids would be the disaggregation of 
the lipid bilayer structure of the cell membrane. 
The tolerance to bile salts was initially associated 

with the presence of bile salt hydrolase activity 
(Moser and Savage, 2001; Taranto et al., 2006).

The two stresses resulting from stomach tran-
sit and small intestinal transit might interact and 
thereby affect the viability of the strains in a syner-
gistic fashion. Therefore, it is important to evaluate 
all components (enzymes, low pH, bile salts, and 
food vehicle) in one system, rather than to evaluate 
the effect of each component in separate experi-
ments. In this investigation the effect of exposure 
to gastric juice was combined with the following 
effects of exposure to bile salts on the viability of the 
probiotic strain. Ent. faecium CE5-1 could survive in 
the sequential study by showing a survival of 8.78 log 
CFU/ml (Table 3). These results indicate that Ent. 
faecium CE5-1 may resist the effects of pepsin during 
gastric transit and may also be intrinsically resistant 
to the action of pancreatin during the small intestinal 
transit. Overall, Ent. faecium CE5-1 showed high 
capacity of upper gastrointestinal transit tolerance 
and could provide an alternative source to entero-
cocci for future probiotic development.

Antibiotic resistance of Ent. faecium CE5-1

Our enterococci were observed to be clinically re-
sistant to chloramphenicol, streptomycin, and tet-
racycline (Table 4). On the other hand, they were 
susceptible to erythromycin, penicillin G, and van-
comycin. Ent. faecalis VanB and Ent. gallinarum 
VanC were strongly resistant to almost all antibiot-
ics tested in this study. In addition, Ent. faecium 139 
was strongly susceptible to almost all tested antibiot-
ics. However, Ent. faecium CE5-1 isolated from the 
GIT of Thai indigenous chicken was less resistant to 
tested antibiotics when compared with other strains. 
Robredo et al. (2000) established that vancomycin-
resistant enterocci (VRE) were found in chicken prod-
ucts and were identified as Ent. duran (n = 11), Ent. 
faecalis (n = 10), Ent. faecium (n = 10), and Ent. hirae 
(n = 2). The increased use of antibiotics in poultry pro-
duction to treat infection and as a growth promoter 
in feed has led to the problem of the development of 
antibiotic resistance in recent years (Apata, 2009).

Growth curve and BLS production  
from Ent. faecium CE5-1

The highest antimicrobial activity of Ent. faecium 
CE5-1 (320 AU/ml) was reached at 15 h during 
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Figure 1. Growth curve and bacteriocin-
like substance production of Enterococ-
cus faecium CE5-1 in 1 l of MRS broth 
with agitation (100 rpm) at 37°C

the early stationary phase (Figure 1). However, it 
sharply decreased after 15 h of cultivation. This 
may be because of the digestion of the antagonistic 
compound by proteolytic enzyme released from 
the cells (He et al., 2006) or the binding of bacteri-
ocin to producer cells (Todorov and Dicks, 2009). 
A decrease in the bacteriocin activity has also been 
observed for bacteriocins produced by Ent. faecium 
MMRA (Rehaiem et al., 2009), Leuconostoc mesen-
teroides E131 (Xiraphi et al., 2008), and Lb. acido-
philus (Karthikeyan and Santhosh, 2009). On the 
other hand, bacteriocin production of Ent. faecium 
MMT21 was detected from the early logarithmic 
phase of growth; this reached a maximum at the 
end of exponential phase and remained constant 
until 34 h of incubation (Ghrairi et al., 2008).

In the same way, the pH strongly decreased from 
the initial pH 6.7 to around 4.8 in 9 h during the loga-
rithmic growth and slightly decreased towards the 
end of incubation (pH 4.3 at 28 h). The decreasing of 
pH during the growth rate was usually found in the 
fermentation of LAB, the most common being lactic 
acid, acetic acid, propionic acid, and carbon dioxide 
(Salminen and Wright, 1998). Similar results have 
been reported for bacteriocin ST311LD production 
by Ent. faecium ST311LD, where the pH decreased 
from 6.2 to 4.4 (Todorov and Dicks, 2005).

Effect of antibacterial activity of BLS 
against bacterial indicators

The CS of Ent. faecium CE5-1 adjusted to pH 
6.5–7.0 were observed to show a narrow spectrum 
of activity towards the strains tested (Table  1). 
It could inhibit almost all LAB strains and some 
Gram-positive bacteria such as Enterococcus 
strains, P. pentosaceus 3CE27, Lb. sakei subsp sakei 
JCM1157, and L. monocytogenes DMST17303. 
However, no activity was observed against B. cere-
us DMST5040, Lb. plantarum D6SM3, P. pentosa- 
ceus DMST18752, Stap. aureus DMST8840, and all 
tested Gram-negative bacteria. That no activity was 
shown against Gram-negative bacteria may be due 
to the relative impermeability of their outer mem-
branes (Jack et al., 1995). Rehaiem et al. (2009) re-
ported that CS of Ent. faecium MMRA could inhibit 
Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus, and Listeria 
species, but there was no inhibition of Gram-negative 
bacteria, Hafnia, Serratia, and E. coli. Moreover, the 
largest inhibition zones were observed against Lb. 
subsp sakei JCM1157. Thus, Lb. sakei subsp sakei 
JCM1157 was used as an indicator for the determi-
nation of antimicrobial activity for our study.

Furthermore, CS of Ent. faecium CE5-1 showed 
inhibition against antibiotic-resistant enterococci 
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strains including Ent. faecium 174, Ent. faecium 348, 
Ent. gallinarum VanC, and Ent. faecalis VanB ex-
cept for Ent. faecium 139 and Ent. faecium CE5-1  
itself. However, it was normally observed that bac-
teriocin from the producer’s organism had no in-
hibitory effect on the organism producing it. This 
was due to the presence of structural enterocin A 
gene (entA gene) and the immunity enterocin A 
gene (imentA gene) located on the genomic DNA of 
Ent. faecium CE5-1 (data not shown). These results 
suggest that a BLS from Ent. faecium CE5-1 could 
possibly be used to control antibiotic-resistant en-
terococci infections.

PCR detection of enterocin structural gene

The results indicate that only the enterocin A gene 
was successfully detected in Ent. faecium CE5-1  
(Figure 2). The PCR product was approximately 
138 bp. After sequencing of the 138 bp PCR prod-
uct, it exhibited 100% homology with the enterocin 
A gene of Ent. faecium E9 in the GenBank sequence 
database. Similar results showing the presence of 
structural entA gene in Enterococcus strains iso-
lated from animal, food, and feed were observed 
by Strompfová et al. (2008). Enterocin A was first 
characteried by Aymerich et al. (1996). It was 
grouped in the class IIa subgroup of class II bac-
teriocin, otherwise known as pediocin-like bacte-
riocin, and had high anti-listerial activity (O’Keeffe 
et al., 1999). However, the presence of structural 
entA gene in genomic DNA of Ent. faecium CE5-1 
does not necessarily mean the production of the 
corresponding enterocin A. In order to confirm 
the production of enterocin A from Ent. faecium 
CE5-1 it would be necessary to purify antimicrobial 
peptide in the future.

Effect of co-culturing of Ent. faecium CE5-1 
with antibiotic-resistant enterococci 
in MRS broth

Competition between Ent. faecium CE5-1 and the 
antibiotic-resistant Ent. faecalis VanB and Ent. gal-
linarum VanC was brought during their co-culture 
in 200 ml of MRS broth at 37°C. The results showed 
that the viability of both Ent. faecalis VanB and Ent. 
gallinarum VanC strongly declined from an initial 
6.68 to 4.29 log CFU/ml (Figure 3a) and 6.76 to 4.31 
log CFU/ml (Figure 3b), respectively. This was after 
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Figure 2

Saelim et al. 

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of polymerase 
chain reaction products of the bacteriocin encoding gene 
from Enterococcus faecium CE5-1 obtained using 
enterocins specific primer

1 = chromosomal DNA of Enterococcus faecium CE5-1, 
2 = 100 bp DNA ladder, 3 = enterocin A, 4 = enterocin B, 
5 = enterocin P, 6 = enterocin L50B, 7 = enterocin IIa, 8 = 
1 kb DNA ladder
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Figure 3. Growth of the inoculated indicators in Entero-
coccus faecium CE5-1 culture

(a) growth of the Ent. faecalis VanB in MRS broth with 
Ent. faecium CE5-1, (b) growth of the Ent. gallinarum VanC 
in MRS broth with Ent. faecium CE5-1

12 h of cultivation and the count decreased slightly 
after 12 h of cultivation in a co-culture.

This is the first report on using Ent. faecium as a 
probiotic strain to control antibiotic-resistant ente-
rococci. Almost all researchers have been interested 
in using Ent. faecium or enterocin to control food-
borne pathogens such as L. monocytogenes. Ent. 
faecium MMRA supernatant reduced L. ivanovii 
BUG 496 at 60 AU/ml (Rehaiem et al., 2009). In 
the same way, the number of cells of L. innocua 
LMG 13568 decreased from 4.8 × 103 CFU/ml  
to 2.0 × 102 CFU/ml for 32 h in a co-culture of 
Ent. mundtii ST4SA and L. innocua LMG 13568 
(Todorov and Dicks, 2009).

CONCLUSION

This study suggests that BLS-producing Ent. fae-
cium CE5-1 showed better tolerance to simulate 

gastric juice in pH 2.5 and to simulate intestinal 
juice which contained 7% of fresh chicken bile at 
pH 8.0. It was sensitive to tetracycline, erythromy-
cin, penicillin G, and vancomycin. The culture su-
pernatant showed activity against L. monocytogenes 
DMST17303, P. pentosaceus 3CE27, Lb. sakei subsp. 
sakei JCM1157, and antibiotic-resistant entero-
cocci strains. It may be concluded that Ent. fae-
cium CE5-1 can be used as a probiotic strain for 
antibiotic-resistant enterococci control in chickens 
in the future. However, biochemical and genetic 
characteristics of the BLS produced from Ent. fae-
cium CE5-1 should be studied, too.
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