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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ประเทศไทยเปนประเทศผูผลิตและสงออกสินคาประเภทเนื้อไกและผลิตภัณฑเปนอันดับ 5 
ของโลก รองจากประเทศสหรัฐอเมริกา  บราซิล  จีน  และฝรั่งเศส  นอกจากนี้ยังเปนสินคาสงออกที่
สามารถนําเงินตราเขาประเทศไดมากอยางหนึ่ง  จากสถิติการสงออกสินคา     ปศุสัตวในป   2548 
พบวามีมูลคาการสงออกเน้ือไกและผลิตภัณฑยังตางประเทศสูงถึง2,174,546,121  บาท (ศูนย
ปฏิบัติการสารสนเทศกรมปศุสัตว, 2548) นอกจากนี้การสงออกเนื้อไกไปยังตางประเทศมีแนวโนม
สูงขึ้นอยางตอเนื่อง อยางไรก็ดีในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเนื้อมักพบปญหาการติดเชื้อและไกตาย
กันมาก ในกรณีของไกเปนโรคจะมีการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ นอกจากนั้นแลวยังมีการนําเอายา
ปฏิชีวนะหรือสารเคมีสังเคราะห มาผสมลงในอาหารสัตว  เพ่ือใชเปนสารเรงการเจริญเติบโต 
(growth promoter) และเพ่ือควบคุมเชื้อโรค  ซึ่งการใชยาปฏิชีวนะในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเชนนี้
มีมานานแลว ซึ่งกอใหเกิดปญหาเรื่องของยาปฏิชีวนะตกคาง พบแบคทีเรียดื้อตอยาปฏิชีวนะมาก
ขึ้นเร่ือยๆ พบการปนเปอนแบคทีเรียกอโรคในผลิตภัณฑ ทําใหแบคทีเรียในฟารมเกิดการดื้อตอยา 
โดยเฉพาะแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคระบบทางเดินอาหาร  ไดแก Escherichia coli และ 
Salmonella เปนตน  สงผลใหการรักษาโรคนั้นยากยิ่งขึ้น และหากไมมีการหยุดยากอนสงออก
จําหนายจะทําใหมีสารปฏิชีวนะตกคางในเนื้อสัตว  และถายทอดไปตามหวงโซอาหาร (food chain) 
สูผูบริโภคได จากปญหาดังกลาวองคกรที่เกี่ยวของกับการคุมครองผูบริโภค  จึงใหความหวงใยและ
กังวลตอสุขภาพและความปลอดภัยของผูบริโภคเปนอยางมาก  รวมไปถึงนานาประเทศใหความ
ตระหนักถึงพิษภัยและอันตราย จากสารตกคางและการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคในเนื้อสัตวและ
ผลิตภัณฑมากขึ้นดังจะเห็นไดจากมาตรการตางๆ  ที่ประเทศนั้นๆ  กําหนดขึ้นมาเพ่ือคุมครอง
ประชากรในประเทศของตน เชน กลุมการคาทวิภาคีสหภาพยุโรป (EU) กําหนดมาตรฐานเพื่อความ
ปลอดภัยทางดานอาหาร เปนตน  

ดังนั้นในปจจุบันจึงเกิดทฤษฎีการเลี้ยงไกแบบใหมขึ้น เปนการเลี้ยงไกแบบชีวภาพ โดยมี
การนําเอาผลิตภัณฑโปรไบโอติกเขามาใชในระบบการเลี้ยง เพ่ือเปนการลดและทดแทนการใชยา
ปฏิชีวนะ  เนื่องจากโปรไบโอติกมีสวนชวยสงเสริมความสมดุลของแบคทีเรียในลําไส สงผลใหสัตวมี
ความตานทานโรค เสริมการเจริญเติบโต ทําใหสัตวมีสุขภาพดี แข็งแรง และยังกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันของรางกายไดอีกดวย (Fuller, 1989) 

โปรไบโอติกเปนจุลินทรียมีชีวติท่ีนํามาผสมลงในอาหารหรือน้ําใหสัตวกินโดยตรง ซึ่งจะกอ 
ใหเกิดประโยชนตอรางกายของสิ่งมีชวีิตน้ันๆ โดยการชวยปรบัสมดุลของจุลินทรียในรางกาย  

 



   

(Fuller, 1989) จุลินทรียที่นาํมาใชเปนโปรไบโอติก เปนจุลินทรียที่มีประโยชน อยูในกลุมท่ีสรางกรด
แลคติกได (lactic acid bacteria) ไดแก Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus และ 
Bifidobacterium เปนตน  

ปจจุบันการนําเอาจุลินทรียท่ีมีคุณประโยชนมาใชเปนโปรไบโอติกน้ัน  ไดมีการยอมรับกัน
อยางแพรหลาย มีการนําไปผลิตเปนผลิตภัณฑอาหารเสริมทั้งในมนุษยและสัตว  เนื่องจากจุลินทรีย
โปรไบโอติกมีสวนชวยกระตุนการเจริญเติบโต  ชวยลดจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหาร  นอกจากนี้
ยังสามารถสรางเอนไซมที่รางกายสรางไมได  เชน  เซลลูเลส (cellulase)     เพคติเนส  (pectinase) 
เปนตน  ทําใหคนหรือสัตวท่ีบริโภคไดรับสารอาหารตางๆ  ไดมากขึ้น  แบคทีเรียที่นิยมนํามาใชเปน
โปรไบโอติกมีหลายชนิด ชนิดที่มีการศึกษากันมายาวนานคือLactobacillus  และ Bifidobacterium 
มีการนํามาใชเปนสวนผสม และใชในการผลิตเปนผลิต ภัณฑนม  เชน  นมเปรี้ยว โยเกริต  อยางไรก็
ตามยังมีแบคที เรียอีกชนิดหนึ่ง ท่ีไดรับความนิยมและมีการศึกษากันมากในปจจุบันคือ 
Enterococcus เนื่องจากเปนแบคทีเรียท่ีมีการทดสอบแลววามีลักษณะเดนในดานของการ
บําบัดรักษาโรคทองรวง และเปนแบคทีเรียที่ทนทานตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารไดด ี
(Bellomo  et al.,1980) สปชีสของ  Enterococcus ที่สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาของ
สหรัฐอเมริกา  (USFDA) รับรองวามีความปลอดภัย (Generally Recognize As Safe, GRAS)  และ
กระทรวงเกษตรและสหกรณ (ประเทศไทย) ไดประกาศใหมีใชเปนสารเสริมชีวนะ  คือ  E. faecium 
สายพันธุที่มีศึกษากันในชวงแรกๆ  คือสายพันธุ SF68 เปนสายพันธุดั้งเดิมที่แยกไดในประเทศ
สวีเดน และสวิสเซอรแลนด (Lewenstein et al., 1979) สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย
กอโรคในลําไสในหองปฏิบัติการไดหลายชนิด  เชน  E. coli, Salmonella spp. และ  Campylobacter 
spp. (Bellomo et al., 1980) 

อยางไรก็ตามผลิตภัณฑโปรไบโอติกท่ีมีใชในประเทศไทย สวนใหญมักจะเปนผลิตภัณฑ
จากตางประเทศ  มีราคาสูง  นอกจากนั้นผลลัพธจากการใชโปรไบโอติกคอนขางจะแปรผัน  ซ่ึงอาจ
เกิดจากปจจัยตางๆ เชน อัตราการรอดของแบคทีเรียที่ถูกผสมในผลิตภัณฑ สายพันธุของแบคทีเรีย
ท่ีใชเปนสายพันธุตางประเทศอาจไมเหมาะสมกับการนํามาใชในบานเรา  

ดังน้ันการศึกษาครั้งนี้มีจุดมุงหมายเพ่ือคัดเลือก  E.  faecium  จากตัวอยางไกพื้นเมืองมาทํา
การตรวจสอบคุณสมบัติของเชื้อในดานตางๆ ท่ีเหมาะสมเปนโปรไบโอติกในอนาคต 
  
 
 
 
 
 



   

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
เพื่อคัดเลือก Enterococcus faecium จากตัวอยางไกพ้ืนเมืองที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการ

นํามาใชเปนโปรไบโอติก โดยการทดสอบคุณสมบัติของเชื้อในหองปฏิบัติการ 
 

1.3 คําสําคัญ 
 (ไทย)  โปรไบโอติก เอนเตอโรค็อคคัส ฟเซียม ไกพ้ืนเมือง 
 (อังกฤษ) probiotic, Enterococcus faecium, native chicken 

 
1.4 คําถามสําหรับงานวิจัย 

สายพันธุของ  E. faecium  ที่คัดเลือกมานั้นมีคุณสมบัติเหมาะสมสําหรับการนํามาใชเปน     
โปรไบโอติกหรือไม โดยพิจารณาจากคุณสมบัติการเปนโปรไบอติกในหองปฏิบัติการ 

 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 

ได E. faecium สายพันธุที่มีศักยภาพสําหรับการนํามาใชเปนโปรไบโอติกในอนาคต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกีย่วของ 

 
2.1 คําจํากัดความของโปรไบโอติก (Definition of Probiotic) 
 

โปรไบโอติก (Probiotic) ถูกกลาวถึงเปนคร้ังแรกในรายงานการวิจัยของ Lilly และ Stillwell 
(1965)   กลาวไววาเปนสารชนิดหน่ึงที่ถูกขับออกมาจากจุลินทรีย (microorganism) ที่มีผลตอการ
เจริญของจุลินทรียอีกชนิดหน่ึง และคําจํากัดความที่นิยมอางอิงกันมากที่สุดคือ     โปรไบโอติกเปน
จุลินทรียที่มีชีวิตนํามาเติมในอาหาร ชวยปรับสมดุลของจุลินทรียในลําไสของเจาบาน (host) 
(Fuller, 1989) 
 ปจจุบันจะพบวามีผลิตภัณฑโปรไบโอติกออกมาใหใชกันมากมาย พบไดทั้งชนิดเม็ด ชนิด
นํ้า และชนิดผงสําหรับผสมลงในอาหารสัตว ซึ่งในปจจุบันวงการปศุสัตว เชน ฟารมโค สุกร              
และไก มีการนํามาใชกันมาก (Alder and Damassa, 1980; Pollman et al., 1980) เน่ืองจากพบวา
มีสวนชวยสงเสริมการเจริญเติบโตและเสริมสรางภูมิตานทานโรคแกสัตว (Benyacoub et al., 2003) 
และสามารถใชทดแทนยาตานจุลชีพได 

ผลิตภัณฑโปรไบโอติก เปนผลิตภัณฑท่ีมีสวนประกอบของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน ซ่ึงเปน
แบคทีเรียในกลุมที่สรางกรดแลคติก (lactic acid bacteria: LAB) จากกระบวนการหมัก
(fermentation) สามารถพบผลิตภัณฑตางๆ น้ี ไดทั้งในประเทศและตางประเทศ (Sanders and 
Veld, 1999) (ตารางที่ 1) 

Lactic acid bacteria เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร มีท้ังรูปรางกลมและเปนแทง 
สรางกรดแลคติกเปนผลิตภัณฑหลักจากการกระบวนการหมัก (Axelsson, 1998) เปนแบคทีเรีย
ประจําถ่ินอาศัยอยูตามลําไสของมนุษยและสัตว  เปนแบคทีเรียที่มีประโยชน  ชวยปรับสมดุลของ
แบคทีเรียในลําไส  ชวยยอยอาหารโดยการสรางเอนไซมตางๆ เชน แลคเตส  (lactase)  ไลเปส 
(lipase) เปนตน ทําใหรางกายสามารถดูดซึมสารอาหารไดงายและรวดเร็วยิ่งขึ้น  มีสวนชวยสงเสริม
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมในรางกาย นอกจากนั้นแลวแบคทีเรียเหลาน้ียังสรางสารที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียกอโรคในลําไส (enteropathogen)  

แบคทีเรียท่ีนํามาใชเปนโปรไบโอติกนั้นนอกจากจะเปน lactic acid bacteria แลว ยัง
จะตองไดรับการยอมรับจากองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา  (The United States 
Food and Drug Administration (FDA) (USFDA))  รับรองวาเปนแบคทีเรียที่มีการตรวจสอบ
โดยทั่วไปแลววามีความปลอดภัย (General Recognize As Safe: GRAS) (The  
 
 



   

national independent regulator of pesticides and veterinary medicines, Australian 
Government, 2001) นอกจากนี้แลวในประเทศไทย โดยพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว
วาดวยเรื่องประเภทสารเสริมชีวนะ ประกาศของกระทรวงเกษตรและสหกรณ พ.ศ. 2539 ไดกําหนด
ชนิดของจุลินทรียที่อนุญาตใหนํามาใชเปนวัตถุสิ่งเติมในอาหารสัตว (ตารางที่ 2) โดยกําหนดใหเติม
ไดในสัดสวนไมนอยกวา 1x105 CFU (Colony Forming Unit) ตออาหารสัตว 1 กิโลกรัม (สมาคม
สงเสริมผูใชวัตถุดิบอาหารสัตว, 2542)  
 
ตารางที่ 1 Lactic acid bacteria ที่ใชเปนผลิตภัณฑโปรไบโอติกในมนุษย 
 

ผลิตภัณฑ สายพันธุ 
Valio Dairy, Helsinki, Finland  Lactobacillus rhamnosus GG 

Nestle, Lausanne, Switzerland  Lactobacillus johnsonii La1 (Lj1) 
Yakult, Tokyo, Japan  Lactobacillus casei strain Shirota 

Bifidobacterium breve strain Yakult 
Morinaga Milk Industry Co. Ltd.,  
Zama City,Japan 

Bifidobacterium longum BB536 

Rhodia, Madison, Wisconsin, USA  Lactobacillus acidophilus NCFMr 
Chr. Hansens, Milwaukee, Wisconsin, 
USA  

Lactobacillus casei CRL 431 Gilliland (La-
Mo) 

BioGaia, Raleigh, North Carolina, USA  Lactobacillus reuteri SD2112 
Probi, Lund, Sweden  Lactobacillus plantarum 299V 

Lactobacillus rhamnosus 271 
Urex Biotech Inc., London, Ontario, 
Canada  

Lactobacillus fermentum 
Lactobacillus rhamnosus 

Danone, Le Plessis-Robinson, France  Lactobacillus casei DN014 001 (Immunitas) 
Biocodex, Inc., Seattle, Washington, USA  Saccharomyces boulardii 
Meiji Milk Products, Tokyo, Japan  
 

Lactobacillus delbrueckii 
 subsp. bulgaricus 2038 
Streptococcus thermophilus 1131 

Snow Brand Milk Products, Tokyo, Japan  
 

Lactobacillus acidophilus SBT-2062 
Bifidobacterium longum SBT-2928 

ที่มา: Sanders และ Veld (1999) 
 



   

ตารางที่ 2 จุลินทรียท่ีไดรับการยอมรับวาเปน General Recognize as Safe (GRAS)  

ท่ีมา: The national independent regulator of pesticides and veterinary medicines, Australian 
Government (2001) 
 ในอดีตแบคทีเรียที่มีการศึกษาและใชกันมายาวนานคือแบคทีเรียในกลุม  lactobacilli  และ 
bifidobacteria พบวานํามาผลิตเปนสวนผสมในผลิตภัณฑนม  เชน  นมเปรี้ยว โยเกิรต  ที่มีขายใน
ทองตลาด อยางไรก็ตามยังมีแบคทีเรียอีกชนิดหน่ึงท่ีไดรับความนิยม และมีการศึกษากันมากใน
ปจจุบัน คือแบคทีเรียกลุม  enterococci ซึ่งจัดเปน lactic acid bacteria และไดรับการรับรองวาเปน 
GRAS เชนกัน 

จุลินทรียท่ีไดรับการยอมรับวาเปน General Recognize as Safe (GRAS) 
Aspergillus niger Lactobacillus curvatus 
A. oryzae L. delbruekii 
Bacillus coagulans L. fermentum 
B. lentus L. lactis 
B. lincheniformis L. plantarum 
B. pumilus L. reuterii 
B. subtilis (non-antibiotic producing strains only) Leuconostoc mesenteroides 
Bacteroides amulophilus Pediococcus acidilacticii 
B. capillosus P. cerevisiae  
B. ruminocola P. damnosus 
B. suis P. pentosaceus 
Bifidobacterium adolescentis  Propionibacterium freudenreichii 
B. animalis  P. shermanii 
B. bifidum Saccharomyces cerevisiae 
B. infantis Streptococcus cremoris 
B. longum S. diacetylactis 
B. thermophilum S. faecium 
Lactobacillus acidophilus S. faecium cenelle 68 
L. brevis S. intermedius 
L. bulgaricus S. lactis 
L. casei S. thermophilus 
L. cellpbiosus   



   

 อยางไรก็ตาม enterococci บางสปชีสก็ถือไดวาเปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic 
pathogen) เชน E. faecalis ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญของโรคหลายชนิด ไดแก โรคติดเชื้อทางเดิน
ปสสาวะ (urinary tract infections) ติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือด (bacteraemia) และโรคเยื่อหุม
หัวใจอักเสบ (infective endocarditis) อยางไรก็ตามพบวาการเกิดโรคนั้นมีความสัมพันธุกับ         
E. faecalis ท่ีดื้อตอยาปฏิชีวนะ (Paulsen, 2004) 

 
2.2 การคัดเลือกแบคทเีรียเปนโปรไบโอติก 

ในการคนหาหรือการคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุใหมๆ มาใชเปนโปรไบโอติกน้ันสิ่งท่ีตอง
ทําการทดสอบประการแรกคือ การศึกษาการทนตอกรดในกระเพาะอาหาร การทนตอน้ําดีในลําไส 
เน่ืองจากเปนการแสดงใหเห็นถึงความสามารถของแบคทีเรียที่จะอยูรอดไดและสามารถผาน
กระเพาะอาหารของสัตวได การศึกษาตอมาคือการศึกษาการยึดติดกับเยื่อเมือก ซึ่งเปนคุณสมบัติที่
สําคัญมากอีกประการหนึ่ง เนื่องจากจะแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสามารถที่จะ colonize ในลําไส ไม
ถูกขับออกจากรางกาย สามารถที่จะสรางประโยชนใหกับรางกายได การ ศึกษารองลงมาคือ
การศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน ชนิดของสารยับยั้งที่แบค ทีเรียสรางขึ้น ศึกษา
รูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพ สายพันธุท่ีนํามาศึกษาตองเปนสายพันธุดั้งเดิมจากสิ่งมีชีวิตน้ันๆ 
(Klaenhammer, 1993; FAO/W. H. O., 2001) นอกจากนั้นสายพันธุของแบคทีเรียจะตองมีการระบุ
ไวแลวในประกาศของกระทรวงเกษตรและสหกรณประกาศใหใชเปนสารเสริมชีวนะ (ตารางที่ 2) 
และมีการรับรองไวแลววามีความปลอดภัย (GRAS)  
 

2.2.1 การศึกษาการทนกรด และทนนํ้าดี (acid and bile tolerance) 
ในกระเพาะอาหารของสัตวปกนั้นพบวามีความเปนกรดสูงมากซ่ึงเคยมีรายงานวา

ในกระเพาะอาหารของไกและเปดมีคา pH เทากับ 0.5 – 2.0 (Ehrmann et al., 2002) ใน ขณะที่ 
Sturkie (1976) รายงานวาระบบบางเดินอาหารของไก มีคาความเปนกรดที่แตกตางกันในแตละ
สวน ซ่ึงพบไดตั้งแตคาความเปนกรดมาก (pH 2.5) จนถึงคาความเปนดางมาก (pH 8.4) (ตารางที่ 
3) ดังน้ันการศึกษาคุณสมบัติของการทนตอกรดของแบคทีเรีย จะแสดงถึงความ สามารถของ
แบคทีเรียในการอยูรอดไดในระบบทางเดินอาหาร นอกจากปจจัยในเรื่องการทนตอกรดแลวยังมี
ปจจัยที่สําคัญอีกประการหนึ่ง ท่ีมีเก่ียวของมากคือระยะเวลาที่อาหารผานเขาสูทาง เดินอาหาร 
สําหรับไกพบวาระยะเวลาที่อาหารผานตลอดทางเดินอาหาร ใชเวลาประมาณ 3 – 4 ชั่วโมง (Jin et 
al., 1998)  

 
 
 



   

ตารางที่ 3 คาความเปนกรดดาง (pH) ในระบบทางเดินอาหารของไก 
 
ระบบทางเดินอาหาร pH 
Crop 4.00 – 6.30 
Proventiculus 3.17 – 4.80 
Gizzard 2.50 – 4.74 
Duodenum 5.70 – 6.00 
Jejunum 5.80 – 5.90 
Ileum 6.30 – 6.40 
Rectum or colon 6.30 – 6.40 
Ceca 5.70 – 8.40 
Cloaca 5.40 – 8.40 
ท่ีมา: Sturkie (1976) 

 
การศึกษาคุณสมบัติการทนตอน้ําดี แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสามารถที่จะทนอยูได

ในลําไส เนื่องจากน้ําดีมีคุณสมบัติในการทําลายแบคทเีรียได นอกจากนั้นน้ําดียังมีฤทธิใ์นการยับยั้ง
แบคทีเรีย โดยการยอยสลายไขมันและกรดไขมันตางๆ ที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลเกดิเปน
ชองวางทําใหความสามารถในการควบคมุการผานเขาออกของสาร (permeability) สูญเสียไป (Jin 
et al., 1998)   

สําหรับการศกึษาการทนตอกรดและการทนตอนํ้าดีนั้น ไดทําการศึกษาแยกกนั 
โดยการศึกษาการทนตอกรดของแบคทีเรียที่ pH 0.5, 1, 2, 3 และ 4 และระยะเวลานาน 1 – 2 
ช่ัวโมง (Jin et al., 1998) แตการศึกษาในชวงหลังนี้พบวามักจะเปนการศึกษาทีทํ่าพรอมกันทีเดียว 
เชน ในการศกึษาการคัดเลอืกแบคทีเรียโปรไบโอติกสําหรับมนุษย จะใหแบคทีเรียไดสัมผัสกับกรด 
pH 3 นาน 1 – 2 ชั่วโมง จากน้ันใหแบคทีเรียสัมผัสกับนํ้าดี นาน 1 – 2 ชั่วโมง (Agus, ) 2003  
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงไดดัดแปลงตามวิธีการดังกลาวเนื่องจากจะไดทราบปริมาณคงเหลือของ
แบคทีเรียท่ีแทจริง  

Sturkie (1976) ไดรายงานไววาในระบบทางเดินอาหารของไกนั้น มีคาความเปน
กรดสูงสุด pH 2.5 ที่บริเวณ gizzard แตอยางไรก็ตามสําหรับการศึกษาครั้งนี้ เลือกการทดสอบกับ
กรดที่ pH 2 เน่ืองจากเคยมีรายงานวาเมื่อรางกายตองการอาหารคาความเปนกรดจะลดลง 
(McDonald et al., 1990) สําหรับระยะเวลาทีใ่ชนาน 1 ชั่วโมง และใหแบคทีเรียสัมผัสกับน้ําดีนาน
ถึง 4 ชั่วโมง (Jin et al., 1998) 

 



   

2.2.2 ศึกษาการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส 
ในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณลําไส มีสภาพเปน dynamic 

environment มีการยอย ทําลาย และขับของเสีย รวมถึงแบคทีเรียดวย การศกึษาการยึดตดิของ
แบคทีเรียกบัเยื่อเมือกผนังลําไสนั้น เปนการบงบอกถงึประสิทธิภาพการยึดติดและ colonization ใน
ลําไสได  

กลไกของการยึดติดของแบคทีเรียตอ Intestinal mucosa น้ันแบงออกไดเปน 2 
แบบ คือการยึดติดแบบไมจําเพาะ (non-specific) ไดแก แบบใชแรงวาลเดอวาลส (Van-der-Waal’s 
force) แบบใชประจุ (charge) ปฏิกิริยาการชอบน้ํา (hydrophobic interaction) และการยึดตดิดวย
ปฏิกิริยาไอออน (cation interaction) สําหรับการยดึติดแบบจําเพาะ (specific) เปนการยึดติดที่มี
ความจําเพาะกันของ receptor กับ ligand ซ่ึงมักจะพบในแบคทีเรียทีก่อโรค เชนเชื้อ S. 
Typhimurium 798 จะใช type 1 fimbriae (pilli) ในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของหมู 
(Althouse et al., 2003) สําหรับการยึดตดิของแบคทีเรยีในกลุม enterococci กับเยื่อเมือกผนังลําไส
น้ัน พบวาเปนแบบไมจําเพาะ สามารถพบไดทั้งแบบ Van-der-Waal’s force และแบบ 
hydrophobic interaction (Agus, 2003) 

สําหรับวิธีการในการทดสอบการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส ของแบคทีเรียที่จะ
นําไปใชเปนโปรไบโอติกนั้นจะมีอยูดวยกัน 2 แบบใหญๆ คือ การทดสอบกับเยื่อเมือกผนังลําไส
โดยตรง และการทดสอบกับ cell line ชนิด epithelial cell สําหรับการทดสอบแบคทีเรียที่จะนํามาใช
เปนโปรไบโอติกสําหรับมนุษยสวนใหญแลวจะทําการทดสอบกับ cell line ชนิด epithelial cell 
(Human Hep-2 cell line, HT-29 MTX cell line และ Caco2 cell line) (Agus, 2003) เน่ืองจากใน
มนุษยไมสามารถขูดเอาเยื่อเมือกผนังลําไสได แตอยางไรก็ตามมีความพยายามที่จะแยก epithelial 
cell จากอุจจาระมาใชเชนกัน แตไมคอยไดรับความนิยมเน่ืองจากมีการปนเปอนของแบคทีเรียสูง 
สําหรับการทดสอบแบคทีเรียที่จะนํามาใชเปนโปรไบโอติกสําหรับสัตวน้ันมักจะทําการทดสอบกับ 
intestinal mucus โดยตรง เนื่องจากในสัตวเองไมมี cell line ที่จะใชเปนตัวแทนที่ดีในการทดสอบ
การยึดติดได นอกจากนั้นการแยก intestinal mucus จากลําไสสัตวสามารถทําไดงาย ดังนั้นในการ
ทดสอบครั้งนี้จึงทําการทดสอบกับ intestinal mucus โดยตรง ซึ่งวิธีการไดดัดแปลงจาก Ehrmann 
และคณะ (2002) 

 
2.2.3 การศึกษาความไวรับตอยาตานจุลชีพ 

ในสวนของการศึกษาความไวรับตอยาตานจุลชีพน้ัน ไดถูกระบุไววาใหมีการ
ตรวจสอบเพื่อเปนการศึกษารูปแบบการด้ือตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรีย ใชเปนขอมูลในการ
ตัดสินใจที่จะเลือกแบคทีเรียมาใชเปนโปรไบโอติก อยางไรก็ตามยังมีขอถกเถียงกันอยูมากวาในการ
เลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกนั้น ควรเลือกแบคทีเรียที่ดื้อตอยาตานจุลชีพ  



   

หรือเลือกแบคทีเรียท่ีมีความไวตอยาตานจุลชีพดี ขึ้นอยูกับจุดประสงคของการนําเอาโปรไบโอติก
น้ันไปใชประโยชน 

สําหรับการดื้อตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรียในกลุม lactobacilli พบวาเชือ้ไม
สามารถถายทอดยีนดื้อยาใหกับแบคทีเรียกลุมอ่ืนได (Saarela et al., 2000) ดังน้ันการคัดเลือก
แบคทีเรียในกลุม lactobacilli มาใชเปนโปรไบโอติก จึงมักจะเลือกสายพันธุทีด่ื้อตอยา สําหรับ
แบคทีเรียในกลุม enterococci นั้นเปนแบคทีเรียท่ีสามารถถายทอดยีนดื้อยาใหกับแบคทเีรียในกลุม
เดียวกันและแบคทีเรียใกลเคียงได เชน แบคทีเรียกลุม enterococci ที่ดื้อตอยาแวนโคไมซิน 
(Vancomycin Resistance Enterococci: VRE) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงคัดเลือกเอา  สายพันธุ
ของ enterococci ท่ีมีความไวตอยาตานจุลชีพหลายชนิด เพ่ือลดการถายทอดยีนด้ือยาของ
แบคทีเรียในลาํไส และยังเปนการลดโอกาสการถายทอดยีนด้ือยาออกสูสิ่งแวดลอม 

 
2.3 กลไกการทํางานของโปรไบโอติก  

เช้ือแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารนั้นจะประกอบไปดวยแบคทีเรีย 2 กลุมใหญๆ คือ 
lactic acid bacteria ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่เปนมิตร และแบคทีเรียกอโรค โดยแบคทีเรียท้ังสองกลุมนี้ 
จะอยูกันแบบพ่ึงพาอาศัยซึ่งกันและกัน (symbiosis) เกิดเปนภาวะสมดุลของแบคทีเรียในลําไส 
เรียกวา eubiosis แบคทีเรียที่เปนมิตรสวนใหญนั้นพบวาเปนกลุมของแบคทีเรยีแกรมบวก เชน 
lactobacilli และ bifidobacteria ซ่ึงมีปริมาณมากถึง 85% ของแบคทีเรียทั้งหมด เปนเกราะปองกัน
ช้ันแรกตอการรุกราน (invasion) ของแบคทีเรียกอโรค แตอยางไรก็ตามยังมีปจจัยอ่ืนๆ ที่ทําให
ความสมดุลของแบคทีเรียในลําไสสูญเสยีไป เชน อาหาร ภูมิอากาศ อายุ การใชยาปฏิชวีนะ ปวย 
ความเครียด และพฤติกรรมการดํารงชีวิต เปนตน ดังนั้นจุดประสงคในการเติมโปรไบโอตกิลงใน
อาหารสําหรับสัตว จึงเปนการเพิ่มหรือเสริมแบคทีเรียท่ีเปนมิตรเหลานี้กลับ คืนสูรางกาย เพื่อเปน
การรักษาความสมดุลของแบคทีเรียในลําไส และปองกันการรุกรานของแบคทีเรียกอโรค 

Fuller (1989) ไดกลาวไววา แบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
กอโรคไดดวยกลไกสําคัญ 2 ประการ คือ การแยงพ้ืนท่ีในการยึดติด (competitive adhesion site) 
กับ intestinal mucosa และการแยงสารอาหารตางๆ (competitive nutrient) เนื่องจากการเพิ่ม
จํานวนอยางรวดเร็วของเชื้อ ทําใหแบคทีเรียโปรไบโอติกเจริญครอบคลุมผิวเยื่อบุผนังลําไส 
นอกจากนั้นแลวแบคทีเรียโปรไบโอติกยังสามารถสรางสารประกอบที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย 
(anti-bacteria compounds) ไดแก กรดอินทรีย (organic acid) แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) และ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Franz et al., 1999) เปนตน 

 
 
 



   

2.3.1 การแยงพ้ืนที่ในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสและการแยงสารอาหาร  
การแยงพ้ืนที่ในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส และการแยงสารอาหารเปน

กระบวนการที่เกิดขึ้นพรอมกัน ดังท่ีกลาวมาขางตนวาแบคทีเรียในสกุล enterococci นั้นจะยึดติด
กับเยื่อเมือกผนังลําไส แบบไมจําเพาะซ่ึงจะเกิดไดงายกวาการยึดติดแบบจําเพาะ ซึ่งจะมีความ
แตกตางกันไปในแบคทีเรียแตละเสตรน ดังนั้นเม่ือแบคทีเรียในสกุล enterococci ที่มีความ สามารถ
ทนตอกรดและนํ้าดีได ผานเขาไปสูลําไสแบคทีเรียจะยึดติดกับเย่ือเมือกผนังลําไส โดยอาศัย Van-
der-Waal’s force และแบบ hydrophobic interaction (Agus, 2003) แบคทีเรียสามารถที่จะ 
colonize บริเวณลําไสได จากนั้นแบคทีเรียจะสราง biofilm แผขยายปกคลุมผิวเยื่อบุ (รูปภาพที่ 1) 
ซ่ึงรูปแบบของ biofilm นี้ถือวาเปนเกราะปองกันดานแรกของการยึดติดของแบคทีเรียกอโรคตอผิว
เยื่อบุเปนผลใหแบคทีเรียกอโรคที่ไมสามารถยึดติดกับ intestinal mucus น้ันถูกกําจัดออกจาก
รางกายไดงาย นอกจากนั้นยังปองกันสารเคมีตางๆ ท่ีสามารถทําอันตรายตอเซลลเยื่อบุและปองกัน
ตัวแบคทีเรียจาก phagocytic uptake และ non-immune antibacterial serum factor ยาตานจุลชีพ 
และ antibody ตางๆ เปนตน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปภาพที่ 1 การสราง biofilm ของแบคทีเรีย  

ท่ีมา: Misty (2006) (http://www.uweb.engr.washington.edu/research/tutorials/biofilm.) 
 
นอกจากนั้นการเพิ่มปริมาณมากขึ้นของแบคทีเรยีจะสงผลใหเกิดการแกงแยง

สารอาหารตางๆ อีกดวย นอกจากปจจัยดังกลาวแลวยังมีปจจัยอ่ืนท่ีเก่ียวของอีก กลาวคือ ใน
ระหวางที่แบคทีเรียเจริญจะมีการสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอ่ืน ไดแก กรดอินทรีย 
(organic acid) แบคเทอรโิอซิน (bacteriocin) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เปนตน (Franz et 
al., 1999) เปนสารที่มีฤทธิย์ับยั้งการเจรญิของแบคทีเรีย  

 



   

2.3.2 สรางสารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืน  
แบคทีเรียโปรไบโอติกยังสามารถสรางสารประกอบที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย

อ่ืน ไดแก กรดอินทรีย (organic acid) แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) และ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(H2O2)  

2.3.2.1 กรดอินทรีย 
กรดอินทรียท่ีแบคทีเรียโปรไบโอติกสรางออกมานั้นประกอบอยูดวย กรดแล

คติก และ กรดไขมัน (volatile fatty acids: VFA) ไดแก กรดอะซิติก (acetic) กรดโพรพิโอนิก
(propionic) และ กรดบูไทริก (butyric) กรดทั้งสองประเภทนี้มีปริมาณท่ีแตกตางกันไปในแตละสวน
ของระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) (Lindsey, 1990) ในระบบทางเดินอาหารของไก
น้ันจะพบปริมาณของกรดแลคติกสูงมากที่บริเวณ crop รองลงมาเปน ileum และ cecaในขณะที่
กรดไขมัน (VFA) จะมีปริมาณสูงท่ี ceca รองลงมาเปน ileum และ crop ตามลําดับอยางไรก็ตาม
ปริมาณของกรดที่แบคทีเรียโปรไบโอติกสรางออกมานั้น สงผลใหระบบทางเดินอาหารมีความเปน
กรดสูง (pH 2 – 3) (Carina et al., 2000) ซึ่งมีผลตอการยับย้ังเจริญของแบคทีเรียกอโรค เชน  E. 
coli, Salmonella Pullorum และ Campylobacter spp. เปนตน 

  
2.3.2.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  เปนอนุมูลอิสระที่ไดจากกระบวนการหายใจของ
สิ่งมีชีวิต  โดยการใชออกซิเจน  (O2) เปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายไดเปนซุปเปอรออกไซด  (O2

-) 
เม่ือทําปฏิกิริยากับไฮโดรเจน  (H) จะไดเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด  สารนี้เปนพิษตอโครงสราง 
และการทํางานของเซลล  กลาวคือ  ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะดึงอิเล็กตรอนจากอะตอมไฮโดรเจน
ของโมเลกุลอ่ืนๆ  ท่ีอยูใกลเคียง  เชน  ไขมัน โปรตีน  เปนตน ทําใหโครงสรางของโมเลกุลเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไป ไมสามารถทํางานได  

แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียบางชนิดสามารถปองกันตัวเองจากสารพิษดัง 
กลาวได  โดยการสรางเอนไซม catalase เพ่ือทําการสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด  lactic acid 
bacteria จะสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดในสภาวะที่ใชออกซิเจน  สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียอ่ืนได  เชน  ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่สรางมาจาก  Lactobacillus paracasei subsp. 
Paracasei  สามารถยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus ได (Ocaña et al., 1999) 

Naaber และคณะ (2004) ทําการศึกษาการยับยั้ง Clostridium difficile โดย 
Lactobacillus paracasei และ L. plantarum ท่ีแยกไดจากลําไส พบวาผลของการยับยั้งดังกลาวมี
ความสัมพันธกับ H2O2 และกรดแลคติกที่เชื้อสรางขึ้น 

Strus และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียสกุล 
Lactobacillus (L. fermentum, L. rhamnosus, L. plantarum และ L. acidophilus) ที่มีคุณสมบัติ



   

เปนโปรไบโอติกตอการยับยั้งการเจริญของเช้ือ Candida albecans และ C. pseudotropicalis ใน
หองปฏิบัติการ พบวาผลของการยับยั้งนั้นเกิดจาก H2O2  

 
2.3.2.3 แบคเทอริโอซิน  

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เปนสารประกอบโปรตีน (proteinaceous 
compound) ที่สรางจากแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียจะสรางในชวง log phase แบคเทอริโอซินจัดเปน
สารตอตานจุลชีพ (antimicrobial substance) หรือมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทเีรียอ่ืน 
แบคทีเรียท่ีสรางแบคเทอรโิอซินพบไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ สําหรับ lactic 
acid bacteria ที่สรางแบคเทอริโอซินไดนั้นมีหลายสปชีส (Parada et al., 2007) (ตารางที่ 4 – 6) 
โดย เฉพาะอยางยิ่ง Lactobacillus, Pediococcus และ Enterococcus  

 
ตารางที่ 4 ชนิดของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจาก lactic acid bacteria 
 
Producing species Bacteriocin Spectrum of action 
Lactococcus lactis subsp. Lactis Nisin Gram positive bacteria 
 Lacticin 3147 

 
Clostridium sp. 
Listeria monocytogenes 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus dysgalactiae 
Enterococcus faecalis 
Propionibacterium acne 
Streptococcus mutans 

Lactococcus lactis subsp. Cremoris Lactococcin B Lactobacillus 
Lactobacillus acidophilus 
 

Acidocin CH5 Gram-positive bacteria 
Lactobacillus 

 Lactacin F Lactobacillus fermentum 
Enterococcus faecalis 
Lactobacillus delbrueckii 
Lactobacillus helveticus 

Lactobacillus amylovorus 
 

Lactobin A 
 

Lactobacillus acidophilus 
Lactobacillus delbrueckii 

ท่ีมา Parada และคณะ (2007) 



   

ตารางที่ 5 ชนิดของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจาก lactic acid bacteria (ตอ) 
 
Producing species Bacteriocin Spectrum of action 
Lactobacillus casei 
 

Lactocin 705 
 

Listeria monocytogenes 
Lactobacillus plantarum 

Leuconostoc gelidum 
 

Leucocin A 
 

Lactobacillus 
Enterococcus faecalis 
Listeria monocytogenes 

Leuconostoc mesenteroides 
 

Mesentericin Y105 
 

Enterococcus faecalis 
Listeria monocytogenes 

Pediococcus acidilactici Pediocin F Gram-positive bacteria 
 Pediocin PA-1 Listeria monocytogenes 
 Pediocin AcH 

 
Gram-positive and Gram-
negative 
bacteria under 
stressing situations 

Pediococus pentosaceous Pediocin A Lactobacillus 
Lactococcus 
Leuconostoc 
Pediococcus 
Staphylococcus 
Enterococcus 
Listeria 
Clostridium 

Lactobacillus casei 
 

Lactocin 705 
 

Listeria monocytogenes 
Lactobacillus plantarum 

Leuconostoc gelidum 
 

Leucocin A 
 

Lactobacillus 
Enterococcus faecalis 
Listeria monocytogenes 

Lactobacillus sake 
 

Lactocin S Lactobacillus 
Leuconostoc 
Pediococcus 

ท่ีมา Parada และคณะ (2007) 
 



   

ตารางที่ 6 ชนิดของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก lactic acid bacteria (ตอ) 
 

ท่ีมา Parada และคณะ (2007) 
 

แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียในสกุล Enterococcus น้ันมีชื่อเรียกวา 
enterocin มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนไดหลายชนิดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย
แกรมลบ รายงานการศึกษาพบวา  E. faecium RJ16 สราง  enterocin  AS-48 ที่สามารถยับย้ังการ
เจริญของ Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (Samir et al., 2005)  และ  S. 
Pullorum ได (Carina et al., 2000) แบคทีเรียในสกุล Enterococcus ที่สราง  แบคเทอริโอซินไดมี
หลายสปชีส (Nes et al., 2007) (ตารางที่ 7) เชน E. mundtii, E. faecalis และ E. faecium เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Producing species Bacteriocin Spectrum of action 
Enterococcus faecium 
 

Enterocin A 
 

Listeria monocytogenes 
Pediococcus 

Lactobacillus sake 
 

Lactocin S 
 

Lactobacillus 
Leuconostoc 
Pediococcus 

 Sakacin P Listeria monocytogenes 
Lactobacillus curvatus 
 

Curvacin A Listeria monocytogenes 
Enterococcus faecalis 

Lactobacillus helveticus 
 

Helveticin J 
 

Lactobacillus bulgaricus 
Lactococcus lactis 



   

ตารางที่ 7 ชนิดและคุณสมบัติของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทเีรียในสกุล Enterococcus 
 
Organism 

 
Bacteriocin 

 
Type 

 
Mass (Da) (amino acids) 

E. faecalis 
 

Cytolysin Cyl_L, 
Cyl_S 
 

Class I two peptide 
lantibiotics 

3,458 (38), 2,032 (21) 

E. faecium Enterocin A Class Iia pediocin-like  4,829 (47) 
E. faecium Enterocin P Class Iia pediocin-like  4,493 (44) 
E. faecium Bac 32 Class Iia pediocin-like  7,998 (70) 
E. faecium Bacteriocin GM-1 Class Iia pediocin-like  4,630 (44) 
E. faecalis Bac 31 Class Iia pediocin-like  (43) 
E. mundtii Mundticin ATO6, 

mundticin KS, 
enterocin CRL35, 
mundticin QU2 

Class Iia pediocin-like  4,287 (43) 

E. faecalis Enterocin SE-K4 Class Iia pediocin-like  5,356.2 (43) 
E. faecium Bacteriocin T8 Class Iia pediocin-like  5,090 (44) 
E. faecium Enterocin B Class II (no subclass)  5,479 (53) 
E. faecalis Enterocin 1071A, 

enterocin 1071B 
Class Iib two-peptide 
bacteriocin  

4,285 (39), 3,897 (35) 

E. faecalis MR10A MR10B Class Iic, leaderless  5,202 (44), 5,208 (43) 
E. faecium Enterocin L50; 

L50A, L50B 
Class Iic, leaderless  
 

5,190 (44), 5,178 (43) 

E. faecium Enterocin Q Class Iic, leaderless  3,980 (34) 
E. faecalis Enterocin EJ97 Class Iic, leaderless  5,328 (44) 
E. faecium Enterocin RJ-11 Class Iic, leaderless  5,049 (44) 
E. faecalis AS-48 Class Iid circular 

bacteriocin  
7,166 (70) 

ท่ีมา Nes และคณะ (2007) 
 
 



   

แบคเทอริโอซิน แบงไดเปน 4 คลาส ตามคุณสมบตัิทางชวีเคมี ฤทธิใ์นการ
ยับยั้ง และลักษณะทางพันธกุรรม (Klaenhammer, 1993) 

1. Class I มีขนาดนอยกวา 5 Kda ประกอบดวยกรดอะมิโน 
lanthionine และ β-nethyl lanthionine เปนองคประกอบหลัก แบคเทอริโอซินในคลาสนี้ไดแก 
nisin, lacticin 481, carnocin U149 และ lactocin S เปนตน  

2. Class II มีขนาดนอยกวา 10 Kda เปนโปรตีนที่ทนตอความรอนได 
(heat-stable) ถึง 100 – 121 องศาเซลเซียส  ประกอบดวยกรดอะมิโน nonlanthionine แบคเทอริ
โอซินในคลาสนี้จะประกอบดวยสวนท่ีชอบนํ้า นอยกวาสวนที่ไมชอบน้ํา โครงสรางเปน β-sheet 
ประกอบดวย 3 กลุมยอยดังนี้ 

- IIa ไดแก pediocin PA-1, sakacin P, leucocin A และ curvacin 
A เปนตน 

- IIb ไดแก lactococcin C, lactococcin M และ lactacin F 
- IIc ไดแก lactococcin B 

3. Class III มีขนาดมากกวา 30 Kda เปนโปรตีนที่ไมทนตอความรอน 
(heat-labile proteins) ไดแก helveticin J, helveticin V-1829, acidophilucin A และ lactacins 
A ,B 

4. Class IV เปนแบคเทอริโอซินที่ประกอบกับสารอื่น (bacteriocin 
complex) เชน คารโบไฮเดรต หรือไขมัน จึงจะออกฤทธิ์ได แบคเทอริโอซินในคลาสนี้ไดแก 
plantaricin S, leuconocin S, lactocin 27 และ pediocin SJ-1 

กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินเปนการทํางานที่มีผลตอผนังเซลลโดย 
ตรง กลาวคือ แบคเทอริโอซินจะเขาไปแทรกตามผนังเซลลทําใหผนังเซลลเกิดเปนชองวาง (รูปภาพ
ท่ี 2) ทําใหเกิดการไหลออกของสารภายในเซลล ทําใหสูญเสีย proton motive force (PMF) เกิด
การยอยเซลล และโมเลกุลตางๆ เสียสภาพ เชน DNA, RNA, ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหโปรตีน 
DNA, RNA และ peptidoglycan เปนตน (Driessen et al., 1995)  
 

 
 
 
 
 
 
 



   

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

รูปภาพที่ 2   Pore information ที่เกิดจากแบคเทอริโอซิน 
ท่ีมา Driessen และคณะ (1995) 

 
2.4 ประโยชนของการใชโปรไบโอติกในอาหารสัตว 

ประโยชนและผลลัพธของการใชโปรไบโอติกในอาหารสตัว สามารถสรุปไดดังน้ี (เยาวมาลย
และสาโรจน, 2535) 

1. ใชเปนสารเรงการเจริญเติบโตของสัตวเลีย้งในฟารม 
2. ควบคุมจุลินทรีย ที่ทําใหเกิดโรคโดยเฉพาะในระบบทางเดินอาหารและในขณะเดียว 

กันยังชวยกระตุนใหสตัวสรางภูมิคุมกันโรคได 
3. ชวยทําใหการใชน้ําตาลแลคโตสในนมเกิดไดดีขึ้น โดยไปเพิ่มนํ้ายอยพวกเบตากา แลค

โตซิเดส (β-galactosidase) ใหมีความเขมขนสูงขึ้น ทําใหสัตวที่เลี้ยงลูกดวยนมโดยเฉพาะสัตวออน
สามารถนําน้ําตาลจากนมไปใชประโยนชไดดีและเพิ่มขึน้ 

4. ลดการเกิดการทองผูก 
5. มีปฏิกิริยาในการลด หรือยับยั้งเนื้องอก (antitumor activities) โดยไปยับยั้งการสราง

เซลลเนื้องอกหรือไปควบคมุการสรางเอนไซมท่ีใชในการหลั่งสารกอมะเร็ง (carcinogens) หรือไป
ทําลายสารกอมะเร็ง เชน สารไนโตรซามีน (nitrosamines) หรือไปลดการสรางเอนไซมที่ใชในการ
สรางสารไนโตรซามีน  

จากรายงานการศึกษาของ McConnell และ Tannock (1991) พบวาระดับของ
azoreductase ลดลงถึง 31% ในหนูที่บริโภค L. delbrueckii และ L. fermemtum นอกจากนี้
Marteau และคณะ (1990) ทําการทดลองใหอาสาสมัครที่บริโภคอาหารหมัก ที่มีสวนผสมของ L. 
acidophilus และ B. bifidum พบวาระดับของ β-glucuronidase และ azoreductase ไมมีการ
เปลี่ยนแปลงในขณะที่ nitroreductase นั้นลดลง 

bacterioci



   

จากรายงานการศึกษาของ Burns และ Rowland (2000) พบวา LAB สามารถที่จะจับ
เกาะ (bind) และดูดซึม (absorption) สารกอมะเร็งได นอกจากนั้นแลวยังสามารถลดเอนไซม β-
glucuronidase, β-galactosidase, mitroreductase รวมไปถึง azoreductase ซึ่งเปนเอนไซมท่ีชวย
สงเสริมการกอมะเร็งในกระเพาะอาหาร  

6. มีผลในการยับยั้งการสรางคอเลสเทอรอล (cholesterol) ในรางกายได โดยทําใหคอเล
สเทอรอล ในกระแสเลือดลดลง แบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถลดระดับของคอเลสเทอ   รอลในกระ
แสเลือดได โดยแบคทีเรียโปรไบโอติกสราง bile salt hydrolase เปนเอนไซมท่ียอยสลายคอเลสเทอ
รอลออกจากโมเลกุลอ่ืนๆ เกิดเปนคอเลสเทอรอลอิสระที่สามารถดูดซึมเขาสูเซลลได จากรายงาน
ผลการศึกษาพบวา L. acidophilus สามารถที่จะเคลื่อนยาย (remove) สารคอ เลสเทอรอลออกจาก
อาหารเพาะเลี้ยงได (Gilliland et al., 1985) และจากการศึกษาโดยใหหนูที่เปน hyperlipidaemic 
บริโภค L. reuteri ติดตอกัน 7 วัน พบวาสามารถลดคอเลสเทอรอลและไตรกลีเซอไรด 
(Triglyceride) ไดถึง 38% และ 40% ตามลําดับ นอกจากนั้นยังพบวาระดับ low density 
lipoprotein (LDL) ยังลดลงถึง 20% (Taranto et al., 1998) ในขณะเดียวกันการใหหนูที่เปน 
hypocholesterolemic บริโภคโปรไบโอติกที่มีสวนผสมของ E. faecium CX และ       L. acidophilus 
N5 พบวาสามารถที่จะลดระดับคอเลสเทอรอลในเลือดของหนูทดลองเพศเมียได 16.9% และในหนู
ทดลองเพศผูได 7.8% (Zacconi et al., 1992) 
 
2.5 เอนเตอโรค็อคคัส (Enterococcus) 

Enterococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวก จัดเปน lactic acid bactria มีรูปรางกลม (cocci) 
ไมสรางสปอร อยูเปนคู (pair) หรือเปนสาย (chain) เปนแบคทีเรียท่ีเจริญไดท้ังในบรรยากาศที่มี
ออกซิเจนหรือไมมีออกซิเจนก็ได (facultative anaerobe bacteria) แตดั้งเดิม Enterococcus ถูกจัด
วาเปน enteric gram positive cocci ที่อยูในสกุล Streptococcus หลังจากนั้นในชวงป 1930s ไดมี
การจําแนกใหมโดยการอาศัย Lancefield serological typing system จึงถูกจัดใหเปน Group D 
Streptococci ตอมาไดทําการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมโดยการ ศึกษา DNA–DNA 
hybridization และจากขอมูลการจัดลําดับ (sequencing) ของยีน 16S rRNA แสดงใหเห็นวา 
Streptococcus faecium และ S. faecalis ไดถูกแยกออกจากแบคทีเรียในสกุล Streptococcus และ
ไดจัดใหเปนสกุลใหม คือ Enterococcus (Schleifer and Kilpper-Ba¨ lz, 1984) คําวา 
Enterococcus มาจากคําภาษาฝรั่งเศสวา enterocoque ซึ่งบงบอกชัดเจนวาแบคทีเรียน้ีอาศัยอยูใน
ลําไส Enterococcus เปนเชื้อประจําถ่ิน (normal flora) ในระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal 
tract) ของคนและสัตว แบคทีเรียในสกุล Enterococcus โดยเฉพาะ   E. faecium มีการนํามาใชเติม
ลงในอาหารสําหรับมนุษย เชน การทําเนยแข็ง การทําไสกรอก และผลิตเปนผลิตภัณฑโปรไบโอติก 
เปนตน นอกจากนี้ยังมีการผลิตเปนผลิตภัณฑโปรไบโอติกสําหรับสัตวอีกดวย (Franz et al., 2003)  



   

คุณสมบัติสําคัญท่ีใชในการจําแนกสปชีสของแบคทีเรยีในสกุล Enterococcus แสดงดัง
ตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 8 คณุสมบัติสําคญัท่ีใชในการจําแนกสปชีสของแบคทีเรียในสกุล Enterococcusa (Peter 

et al., 1986) 
 
Characteristics E. avium E. durans E. faecalis E. faecium E. gallinarum 
Growth at 45oC + + + + + 
Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + 

Arginine hydrolysis - + + + + 
Acid from      

Arabinose + - - + - 
Lactose + + + + + 
Mannitol + (-) + + + 
Raffinose - - - - + 
Sorbitol + - (+) + - 
sucrose + - - + + 

a Symbols: +, 90% or more strains are positive; (+), 80-89% of strains are positive;  
-, 90% or more of strains are negative; (-), 11 -20% of strains are positive 

 
ในปจจุบันแบคทีเรียในสกุล Enterococcus จําแนกไดเปน 34 สปชีส ตามลักษณะของ 16S 

rRNA sequencing  (รูปภาพที่ 3) ดังนี้ Enterococcus aquimarinus,   E. casseliflavus, E. 
pseudoavium, E. devriesei, E. raffinosus, E. gilvus, E. malodoratus, E. avium, E. 
hermanniensis, E. dispar, E. canintestini, E. asini, E. thailandicus, E. canis, E. hirae, E. 
villorum, E. ratti, E. faecium, E. mandtii, E. durans, E. phoeniculicola,  E. faecalis,     E. 
termites, E. silesiacus, E. caccae, E. haemoperoxidus, E. moraviensis,    E. cecorum, E. 
columbae, E. saccharolyticus, E. sulfurous, E. camelliae, E. italicus และ E. aquimatinus 
(Euazeby, 2006; Švec et al., 2006; Sukontasing et al., 2007; Tanasupawat et al., 2008)  

 
 
 



   

 
 
รูปภาพที่ 3 Phylogenetic tree จากการเปรียบเทียบลําดับเบสในชวง 16S rRNA ของ 

แบคทีเรียในสกุล Enterococcus (Tanasupawat et al., 2008) 
 
 

Tetragenococcus solitarius LMG 12890T  (Y18338)

Enterococcus aquimarinus LMG 16607T (AJ877015) 
Enterococcus italicus ATCC BAA-780T (AY321375)

Enterococcus camelliae FP 15-1T (EF154454)
Enterococcus sulfureus ATCC 49903T (DQ411815) 

Enterococcus saccharolyticus ATCC 43076T (DQ411816) 

Enterococcus columbae NCIMB 13013T (Y18275) 

Enterococcus cecorum LMG 12902T (AJ301827) 
Enterococcus moraviensis LMG 19486T (AF286831) 

Enterococcus haemoperoxidus LMG 19487T (AF286832) 

Enterococcus caccae gc2215-02T (AY943820) 
Enterococcus silesiacus LMG 23085T (AM039966) 

Enterococcus termitis LMG 8895T (AM039968) 
Enterococcus faecalis ATCC 19433T (DQ411814) 

Enterococcus phoeniculicola JLB-1T (AY028437)
 

Enterococcus durans DSM 20633T (AJ276354) 

Enterococcus mundtii LMG 10748T (AJ301836) 

Enterococcus faecium ATCC 19434T (DQ411813) 
Enterococcus ratti ATCC 700914T (AF539705) 

Enterococcus villorum LMG 12287T (AJ271329) 
Enterococcus hirae DSM 20160T (AJ276356) 
 

Enterococcus canis LMG12316T (X76177) 

Enterococcus thailandicus FP48-3T (EF197994) 
Enterococcus asini AS2T (Y11621) 

Enterococcus canintestini LMG 13590T (AJ888906) 

Enterococcus dispar LMG 13521T (AJ301829) 

Enterococcus hermanniensis LMG 12317T (AY396047) 
Enterococcus avium ATCC 14025T (DQ411811) 

Enterococcus malodoratus LMG 10747T (AJ301835) 
Enterococcus gilvus ATCC BAA-350T (DQ411810) 

Enterococcus raffinosus NCIMB 12901T (Y18296) 
Enterococcus devriesei LMG 14595T (AJ891167) 
 

Enterococcus pseudoavium ATCC 49372T (DQ411809) 
Enterococcus casseliflavus NCIMB 11449T (Y18161)

Enterococcus gallinarum LMG 13129T (AJ301833) 
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2.6 การด้ือตอยาตานจุลชีพของ Enterococcus 
การดื้อตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรียในสกุล Enterococcus พบไดใน 2 ลักษณะ คือ การ

ด้ือตอยาตานจุลชีพโดยธรรมชาติของแบคทีเรียเอง (intrinsic resistance) และการดื้อตอยาตานจุล
ชีพภายหลัง (acquired resistance) (Klare et al., 2003) 
 

2.6.2 Intrinisic resistance  
  Intrinisic resistant คือรูปแบบการด้ือตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรียโดยธรรม ชาติ
ของตัวแบคทเีรียเอง ไดแก ยาในกลุม cephalosporins, monobactam เชน aztreonam กลุม anti-
staphylococcal penicillins เชน cloxacillin เปนตน    
 

2.6.3 Acquired resistance  
  Acquired resistance คือรูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรียที่เกิดขึ้น
ภายหลังจากที่แบคทเีรียสมัผัสกับยาตานจุลชีพ อาจจะโดยตรงหรือทางออม เชน การดื้อตอยา 
penici l l in กลไกหลักของ Enterococcus ท่ีดื้อตอยา penici l l in พบวาเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ 
penicillin binding protein (PBP) กลไกรองคือแบคทีเรียบางสายพันธุสามารถสรางเอนไซม beta-
lac tamase มาทําลายยา การดื้อตอยาในกลุม aminog lycos ides เกิดจากการสรางเอนไซม 
aminoglycoside modifying การดื้อตอยา vancomycin เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของยีนท่ีใช
กําหนดการสรางผนังเซลลของแบคทีเรียตรงตําแหนงท่ี vancomycin ไปจับจาก D-a lany l -D-
alanine เปลีย่นไปเปน D-alanyl-D-lactate ทําใหยา vancomycin นั้นไมสามารถไปยับยั้งการสราง 
pep t i dog l y can  ซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลล pheno t ypes  ที่สําคัญ ไดแก Van  A ,  
Van B, Van C แตในภายหลังพบวามี Van D, Van E, Van G เพ่ิมขึ้น 

 
2.7 Enterococcus  ที่เปนโปรไบโอติก 

ไดมีการนําเอาแบคทีเรีย Enterococcus มาใชเปนโปรไบโอติกทั้งในคนและสตัวมานาน สป
ชีสหนึ่งท่ีมีการศึกษากันมากและไดนํามาใชเปนโปรไบโอติกในคนคอื E. faecium SF 68 มีการ
นําไปใชผลติเปนผลิตภัณฑโปรไบโอติกในประเทศ Switzerland (Cylactin® LBC SF68 ME10, F. 
Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland) พบวามีบทบาทสําคัญตอการปอง กันและรักษา
โรคทองรวงในคน (Wunderlich et al., 1989; Bellomo et al., 1980) นอก จากนั้นยังเคยมีการ
ทดสอบวา E. faecium สายพันธุ SF 68 สามารถรักษาโรคทองรวงแบบเฉียบพลัน (acute 
diarrhea) โดยให E. faecium SF 68 ในชวง 1 – 3 วันแรกชวยใหผูปวยฟนตัวไดเร็วขึ้นถึง >95% 
ภายใน 6 วัน (Buydens and Debeuckelaere, 1996)  



   

E. faecium สายพันธุ SF 68 นี้มีการศกึษาพบวามีการนํามาใชเปน feed probiotic โดยมี
การนํามาใชผสมในอาหารสุนัข พบวาสามารถกระตุน cell-mediated และ humoral immune 
functions ในสุนัขไดอยางมีนัยสําคัญ (Benyacoub et al., 2003) 

หลังจากนั้นไดเริ่มมีการศึกษาเพื่อคนหา E. faecium สายพันธุตางๆ ศึกษาคุณสมบัติการ
เปนโปรไบติก ท้ังในหองปฏิบัติการและสัตวทดลอง นอกจากน้ันยังมีการศึกษาบทบาทรวมกันของ 
E. faecium กับ lactic acid bacteria สปชีสอ่ืนๆ เชน Rossi และคณะ (1999) ไดมีการนําเอา E. 
faecium CRL 183 ที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก เติมลงในน้ํานมถั่วเหลืองหมัก รวมกับ L.  jugurti  
พบวาสามารถลดคอเลสเทอรอลในหองปฏิบัติการไดถึง 43%.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

2.8 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
Garriga และคณะ (1998) ไดทําการคัดเลือก lactic acid bacteria จากกระเพาะและลําไส

ของไกเพื่อใชเปนโปรไบโอติกสําหรับไก จากการศึกษาพบวาได lactic acid bacteria ทั้งสิ้น 296 
สายพันธุ พบ 77 สายพันธุ ที่สามารถยับยั้ง S. Enteritidis และ E. coli ได จากนั้นทําการเลือกมา
เพียง 8 สายพันธุ ที่เปน L. salivarius มาทําการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกใน in vitro 
พบวา L. salivarius ทั้ง 8 สายพันธุ สามารถยึดติดกับ intestinal mucus และมีความไวรับตอยา
ตานจุลชีพ monensin สามารถทน bile salts และกรด pH 3.0 ได จากน้ันทําการเลือกมา 2 สาย
พันธุ ที่สามารถ colonized ในระบบทางเดินอาหารของไกไดดีท่ีสุด คอื L. salivarius สายพันธุ 
CTC2183 และสายพันธุ CTC2197 มาทําการเปรียบเทียบความสามารถ colonized ซึ่งได
ทําการศึกษาใน in vivo โดยเสริม L. salivarius ทั้งสองสายพันธุลงในอาหารสําหรับไก พบวา L. 
salivarius สายพันธุ CTC2197 สามารถ colonized ใน crop และ caecum ของไกไดดีกวา L. 
salivarius สายพันธุ CTC2183  

Tuomola  และคณะ (1999) ไดทําการศึกษาบทบาทของโปรไบโอติกแบคทีเรียตอการยึด
ติดของแบคทีเรียกอโรค (E.coli และ S. Typhimurium) ใน intestinal mucus ของคน ผลการ
ทดสอบพบวา Lactobacillus GG, L. rhamnosus LC-705 และ L. rhamnosus สามารถลดการยึด
ติดของ E. coli กับ intestinal mucus ของคนได และ L. johnsonii LJ1 และ L. casei Shirota 
สามารถยับยั้งการยึดติดของ S. Typhimurium ได  

Audisio และคณะ (2000) ไดทําการศึกษา E. faecium J96 ท่ีแยกไดจากไกสุขภาพดี มี
คุณสมบัติเปนโปรไบโอติก ตอการปองกันการรุกรานของ S. Pullorum ในไกทั้ง in vitro และ   in 
vivo จากการศึกษา in vitro พบวา E. faecium J96 สามารถยับย้ัง S. Pullorum ซึ่งผลการยับย้ัง
เกิดจากกรดแลคติก และแบคเทอริโอซิน ท่ีสรางจาก E. faecium J96 จากการศึกษา      in vivo 
พบวาการให E. faecium J96 สามารถที่จะปองกันการรุกรานของ S. Pullorum ได แตไมสามารถ
นําไปใชในเชิงของการรักษาได 

Strompfová และคณะ (2004) ไดทําการคัดเลือก enteroocci มาใชเปนโปรไบโอติกในหมู 
โดยทําการทดสอบคุณสมบัติทางหองปฏิบัติการดังนี้ ความไวรับตอยาปฏิชีวนะ การสรางแบคเทอริ
โอซิน การทนตอกรด และนํ้าดี การยึดติดตอ canine mucus จากการศึกษาพบวา   E. faecium ทุก
สายพันธุนั้นมีความไวรับตอยา vancomycin, ampicillin, penicillin และ chloramphenicol สามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคไดถึง 7 สายพันธุ โดยสามารถสรางแบคเทอริโอซิน ทนตอกรด 
pH 3 และทนตอนํ้าดี สามารถยึดติดกับ canine mucus ไดดีกวา human mucus สายพันธุ ที่มี
คุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่ดีที่สุดคือ E. faecalis EE4 และ E. faecium EF01  

 
 



   

Marciñáková และคณะ  (2004) ได ทําการศึกษาหาแบคที เรียจากหญาหมักเ พ่ือ
ทําการศึกษาคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติก ประกอบดวย การทนตอกรดและน้ําดี การยึดติดกับ 
intestinal mucus การตรวจหาแบคเทอริโอซิน และการยับย้ังแบคทีเรียกอโรค และศึกษารูปแบบ
ความไวรับตอยาตานจุลชีพ คณะผูวิจัยคาดหวังวาจะนําแบคทีเรียไปผสมในหญาหมักเพื่อยับยั้ง
แบคทีเรียกอโรคที่ปน เปอนในหญาหมัก ผลการศึกษานี้พบ Enterococcus  faecium (EF9296) ซึ่ง
เปนแบคทีเรียที่มีปริมาณมากที่สุดที่ทําการแยกได คุณสมบัติของการเปนโปรไบโอติกของ E. 
faecium EF9296 พบวา สามารถทนตอกรดและน้ําดีได  มีประสิทธิภาพการยึดติดกับ intestinal 
mucus ของทั้งคนและสุนัข สรางกรดแลคติกได สรางแบคเทอริโอซินได (enterocin A) สามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดในการศึกษานี้คือ Listeria  monocytogenes มีความไวรับตอยา 
ampicillin, erythromycin, tetracycline, rifampicin, vancomycin ในขณะที่ดื้อตอยา kanamycin  

Boonkumklao และคณะ (2006) ไดทําการศึกษาคุณสมบตักิารทนกรดและนํ้าดีของ
แบคทีเรียกรดแลคติกสปชสีใหม (Lactobacillus thermotolerans) ที่แยกไดจากมูลไก โดย
ทําการศึกษาใน in vitro ซึ่งในการศึกษานี้สามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากมูลไกจํานวน 5 
สายพันธุ เปน Lactobacillus thermotolerans ทั้งสิ้น จากน้ันนํามาศึกษาเกี่ยวกับการทนตอกรด
และน้ําดีโดยทําการเลี้ยง L. thermotolerans ท้ัง 5 สายพันธุ ในสภาวะแตกตางกันดังนี้คือ เพาะ 
เลี้ยงในอาหารเหลว MRS ปกติใชเปนหลอดควบคุม, อาหารเหลว MRS ปรับ pH 3.0, อาหาร MRS 
ท่ีเติม 0.3% (w/v) oxgall และอาหาร MRS ที่เติม 7 mM sodium taurocholate แลวนําไปบมเพาะ
ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ในสภาวะทีไ่รอากาศ ผลการทดสอบพบวาเชื้อ L. thermotolerans ทั้ง 
5  สายพันธุสามารถทนกรดไดในอาหารเหลว MRS ปรับ pH 3.0 ไดนาน 4 ชั่วโมง ในขณะที่ทุก
เสตรนมีการเจริญลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p<0.05) เม่ือเทียบกับหลอดควบคุม โดยพบวา 
L. thermotolerans JCM11427 มีการเจริญไดดีท่ีสุดแตพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทยีบกนัในแตละสายพันธุ นอกจากน้ันยังพบ วา sodium taurocholate ความ
เขมขน 7 mM ไมมีผลตอการเจริญของ L. thermotolerans 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 ตัวอยาง 

ตัวอยางที่ใชในการแยกหา E. faecium เปนตัวอยางกระเพาะพัก (crop) ลําไสเลก็สวนตน 
(duodenum) และลําไสเลก็สวนปลาย (ileum) ของไกพ้ืนเมืองสุขภาพดี คละเพศ คละอายุ จํานวน
ท้ังสิ้น  30 ตัว จากพื้นที่ตางๆ ของจังหวัดนาน ซ่ึงตัวอยางทั้งหมดเปนตัวอยางที่ไดจากโครงการการ
พัฒนาจุลินทรียสิ่งเติมในอาหารสําหรับปศุสัตว ป 2548 ภายใตโครงการความรวม มือระหวางคณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราช มงคลลานนา วทิยา
เขตนาน  

นอกจากนี้ มีตัวอยางผลติภัณฑโปรไบโอติกของตางประเทศจํานวน 1 ตัวอยาง สําหรับ
แยก E. faecium เพ่ือการศึกษาเปรียบเทยีบ 

 
3.2 การแยก Enterococcus  

การแยก Enterococcus จากตัวอยางไกพ้ืนเมืองโดยใช selective medium ซ่ึงวิธีการ
ทดสอบไดดัดแปลงจาก Jin และคณะ (2000) โดยชั่งตัวอยางกระเพาะพัก ลําไสเล็กสวนตนและ
ลําไสเล็กสวนปลายใหได 25 กรัม แลวแยกสวนใสลงในถุงพลาสติกเฉพาะสําหรับ stomacher 
(เครื่อง stomacher รุน MASTICATOR ผลิตโดยบริษัท IUL instrument ประเทศสเปน) แลวเติม 
PDS (Peptone Diluting Saline) ใหไดสัดสวนการเจือจางคร้ังแรก (Initial dilution) 1:10 (ISO 
6887-1, 1999) แลวทําการตีบด แลวนาํสารละลายตวัอยางมาทําการเจือจางตอ (Serial dilution) 
โดยดูดสารละลายของตวัอยางจํานวน  1 มิลลิลิตร ผสมกับ PDS ใหไดอัตราสวน 1:10 จะไดความ
เจือจางที่ 10-1 จากนั้นทําการเจือจางตอจนถึงระดับความเจือจางที่ 10-8 ดูดสารละ ลายตวัอยางของ
เชื้อที่ระดับการเจือจาง 10-6 – 10-8 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Kenner faecal 
(KF) agar ใชแทงแกวสามเหลี่ยม (drigalsky spectular) เกลี่ยใหท่ัว ทิ้งไวท่ีอณุหภูมิหองประมาณ 
10 นาที จากน้ันทําการบมเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

นําโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะบน KF agar มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain-Heart 
Infusion (BHI) agar บมเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวทําการเก็บ 
stock ของเชื้อ โดยการนําโคโลนีของเชือ้ท่ีไดมาละลายในอาหาร Triptic soya broth ที่มีสวนผสม
ของ glycerol 20% แลวนาํไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส จนกวาจะนาํออก มาใชศึกษา
ทดลองตอไป 
 
 



   

3.3 การตรวจสอบลักษณะเบื้องตนของ E. faecium 
การตรวจสอบลักษณะเบื้องตนของ E. faecium ดัดแปลงจาก Peter และคณะ (1986) โดย

การทดสอบคณุสมบัติที่สําคัญ ประกอบดวย การยอมสีแกรมส ทดสอบการสรางเอนไซม catalase 
ความสามารถในการเจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และความสามารถในการเจริญไดใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ BHI broth ท่ีมีสวนผสมของเกลือ (NaCl) ระดับความเขมขน 6.5% ทดสอบ 
arginine hydrolysis การทดสอบการสรางกรดจาก sucrose, mannitol, arabinose, raffinose, 
sorbitol และ lactose  
 
3.4 การทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการ  
 

3.4.1 ทดสอบความสามารถในการทนสภาวะในระบบทางเดินอาหาร  
กระบวนการยอยและดูดซึมสารอาหารที่สมบูรณท้ังในมนุษยและสัตว จะเกิดขึ้นใน

บริเวณกระเพาะอาหารและลําไส ซึ่งในกระเพาะอาหารนั้นจะมีสภาวะความเปนกรดสูง (pH 2)โดย
สวนใหญแลว ในกระบวนการยอยอาหารที่บริเวณกระเพาะอาหารจะใชเวลาประมาณ 1 - 2ชั่วโมง 
จากนั้นอาหารจะเคลื่อนเขาสูลําไส ซ่ึงจะเกิดกระบวนการยอยและดูดซึมอาหารเชนกันดังนั้นการ
ทดลองในสวนนี้จึงทําการจําลองสภาวะแวดลอมจริง ซึ่งดัดแปลงจาก Agus (2003) โดยนําเอา E. 
faecium ที่คัดเลือกไดมาใชในการทดลอง โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบกับ 
E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติก  

ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อใน BHI broth ท่ีปรับระดับ pH ดวย 1  N HCl ใหได pH 2 บม
เพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นนํามาเติมสารละลายของ Bile salt 
เขมขน 10% ปริมาตร 1.2 มิลลิลติร และ Bicarbonate buffer ปริมาตร 5.1 มิลลิลติร นําไปบมเพาะ
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  1 - 4 ชั่วโมง 

ทําการตรวจสอบแบคทีเรียที่สามารถอยูรอดได โดยการนับจํานวนแบคทีเรียในทุก
ช่ัวโมง โดยทําการเจือจางความเขมขนของแบคทีเรีย แลวดูดตัวอยางแบคทีเรียในแตละความ
เขมขน 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ KF agar ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยใหทัว่จานเพาะ
เชื้อ จากนั้นนําไปบมเพาะทีอุ่ณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนขีอง
แบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ KF agar และนาํขอมูลท่ีไดมาคํานวณหาอัตราการอยูรอดของ
แบคทีเรีย (Agus, 2003) 

 
ปริมาณแบคทีเรยีท่ีเหลืออยู (CFU/mL) x 100 

อัตราการอยูรอดของแบคทีเรีย (%) = 
ปริมาณแบคทีเรียเริ่มตน (CFU/mL) 

 



   

รูปแบบการศึกษาความสามารถในการอยูรอดไดในสภาวะที่เปนกรดนั้น ไดทําการแบง
ความสามารถในการทนกรดออกเปน 4 ระดับ คือ ระดับที่ไมทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหาร 
(อัตราการอยูรอดได <50%) ทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารนอย (อัตราการอยูรอดได 50-
75%) ทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารระดับปานกลาง (อัตราการอยูรอดได 75-90%) และทน
ตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารมาก (อัตราการอยูรอดได >90%) แตสําหรับการศึกษา
ความสามารถในการอยูรอดไดในนํ้าดีน้ัน ใชระยะเวลาในการสัมผัสกับน้ําดีเปนเกณฑ เนื่องจาก
ปริมาณตั้งตนของแบคทีเรียแตละสายพันธุที่ทําการทดสอบนั้นแตกตางกัน เพราะเปนผลสืบเนื่อง
จากการทดสอบการทนตอกรด 

 
3.4.2 ความสามารถในการยึดติดกับเยื่อเมือกลําไส 

การศึกษาความสามารถในการยึดติด (adhesion) ของแบคทีเรียตอเยื่อเมือกลํา ไส 
(intestinal mucus) เปนการแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยดึติดไดในลําไส การศึกษาคร้ังนี้
ไดดัดแปลงจาก Ehrmann และคณะ (2002) โดยเปรียบเทยีบกบัเชื้อ E. faecium ที่แยกไดจาก
ผลิตภัณฑโปรไบโอติก  

การเตรียม Intestinal mucus โดยใช spatular ขูดเอา mucus จากลําไสของไกอายุ 
45 วัน ละลายในสารละลาย phosphate buffer solution (PBS) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส นําไป
ปนแยกดวยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) ที่ความเร็ว 6,000 รอบตอ
นาที นาน 10 นาที เพ่ือทําการแยกเอาสวนของแบคทเีรียปนเปอน จากนั้นปนแยกซ้ําอีกครั้งเพ่ือทํา
การตกตะกอน mucus ที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที นําเอาตะกอนที่ไดมาเติม 
PBS แลวนําไป lyophilized แลวเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

การเตรียม mucus solution และเคลือบ mucus solution ใน Eppendroff tube (E-
tube) โดยชั่ง mucus ใหได 0.01 กรัม ละลายใน 50 mM Na2CO3 buffer (pH 9.7) ปริมาตร 1 
มิลลิลติร เติมลงใน E-tube ปริมาตร 0.15 มิลลิลติร แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชั่วโมง เตมิสารละลายของแบคทีเรีย (1.5x108 CFU/mL) ปริมาตร 0.15 มิลลลิิตร แลวนําไปบม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นทําการลางแบคทเีรียที่ไมยึดติดออกดวย
สารละลาย PBS ที่เติม Tween 20 (0.05%) 3 ครั้ง แลวทําการลางแบคทีเรียท่ียึดติดมาทําการเจือ
จาง (dilution) และนับจํานวน (count) แบคทีเรียทีย่ึดตดิ และนํามาแทนคาในสตูร (Ehrmann et al., 
2002) 

  
ปริมาณแบคทีเรียที่ยึดติดได (CFU/mL) x 100 

ประสิทธิภาพในการยึดติดไดของแบคทีเรีย (%) = 
ปริมาณแบคทีเรียเริ่มตน (CFU/mL) 

 



   

3.4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของ E. faecium ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  
การทดสอบประสิทธิภาพของ E. faecium ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค แสดงใหเห็น

วาแบคทีเรียมคีวามสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในหองปฏิบตัิการได ซึ่งมีแนวโนววาถา
นําไปใชเปนโปรไบโอติกจริงในอนาคต แบคทีเรียคัดเลือกนาจะสามารถยับยัง้แบคทีเรียกอโรคใน
ลําไสไดเชนกนั สําหรับแบคทีเรียกอโรคที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ E. coli, Salmonella Enteritidis 
และ S. Typhimurium เนื่องจากมีรายงานพบวาเปนแบคทเีรียกอโรคกระเพาะอาหารและลําไส
อักเสบที่สําคญัในไก ซึ่งในการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในครั้งน้ีไดดัดแปลง
จาก Schillinger และ Lücke (1989) โดยเปรียบเทียบกับ E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปร
ไบโอติก  

ทําการเพาะเลี้ยง E. faecium ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth แลวนําไปบมเพาะที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นใชไปเปตดูดสารละลายของแบคทีเรีย 
(suspension) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยอดลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar แลวนําไปบมเพาะที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันเททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS soft agar 
ท่ีมีสวนผสมของแบคทีเรียกอโรค ปริมาณ 1.5 x 107 CFU/mL นําไปบมเพาะไวที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

ตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของเชื้อทดสอบ โดยสังเกตโซนใส (Inhibition 
zone) รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียคัดเลือก 

 
3.5 การทดสอบหาชนิดของสารยับย้ังแบคทีเรียกอโรคของ E. faecium 

หลังจากที่ทําการทดสอบวา E. faecium สามารถยับยั้งแบคทเีรยีกอโรคไดจริง จากนั้นจะ
ทําการตรวจสอบหาชนิดของสารยับยั้งท่ี E. faecium สรางออกมา ซึ่งสามารถคาดเดาไดวาการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคน้ันเปนผลมาจากกรด แบคเทอริโอซิน หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
แบคทีเรียกอโรคที่ใชทดสอบในครั้งนี้ทําการเลือก S. Typhimurium เปนตัวแทนของแบคทีเรียกอ
โรค สําหรับวธิีการทดสอบไดดัดแปลงจาก Ketkaew และคณะ (2005) โดยเปรียบเทียบกับเชือ้ E. 
faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติก  
 

3.5.1 การทดสอบหากรด 
การเตรียมสวนใส (suspension) โดยเพาะเลี้ยง E. faecium ในอาหารเลี้ยงเช้ือ BHI 

broth บมเพาะไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  18 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสวนใส มากรองดวย
กระดาษกรอง (filter membrane) ท่ีมีเสนผานศูนยกลางของรู (pore-size) เทากับ 2 ไมโครเมตร 
การปรับสภาพของสวนใส โดยนําสวนใสมาเติม proteinaseK ใหไดความเขมขนเทากับ 1 มก./มล. 



   

เพ่ือทําลายแบคเทอริโอซิน และ catalase ใหไดความเขมขนเปน 1  มก./มล. เพ่ือสลายไฮโดรเจน
เปอรออกไซด จากนั้นแบงสวนใสออกเปน 2 สวน โดยสวนแรกนํามาปรับ pH ใหเปนกลางดวย 1  N 
NaOH และสวนที่ 2 ไมตองปรับ pH จากนั้นนําสวนใสทั้งสองไปทดสอบกรดดวยเทคนคิ well 
diffusion assay  

เทคนิค well diffusion assay ทําโดยเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS soft agar ที่มี
สวนผสมของ S. Typhimurium (1.5 x106 CFU/ml) ทําการเจาะรูใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 
ไมโครเมตร หยดสวนใสทีเ่ตรียมไวปริมาตร 30 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปบมเพาะไวท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา  24 ชั่วโมง  

แปลผลโดยวัดความกวางของโซนใสรอบๆ สารละลายของแบคทีเรียในแตละหลุม 
แลวเปรียบเทียบโซนใสในสวนใสที่ปรับ pH และไมไดปรับ pH ถาสวนใสที่ปรับ pH มีความกวาง
ของโซนใส นอยกวาสารละลายของเชื้อท่ีไมไดปรับ pH แสดงวาการยับยั้งแบคทีเรียเปนผลของกรด 

 
3.5.2 การทดสอบหาแบคเทอริโอซิน 

เตรียมสวนใสเชนเดียวกับขอ 3.5.1  
การปรับสภาพสวนใส โดยนําสวนใสมาเติม catalase ใหไดความเขมขนเทากบั 1  

มก./มล. เพ่ือสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด และปรับ pH ใหเปนกลางดวย 1  N NaOH แลวแบง
สวนใสออกเปน 2 สวน โดยสวนแรกนํามาเติม proteinaseK ใหไดความเขมขนเทากับ 1 มก./มล. 
สวนท่ี 2  ไมตองเติม proteinaseK จากนั้นนําสวนใสทั้งสองไปทดสอบหาแบคเทอริโอซินดวย
เทคนิค well diffusion assay  

การแปลผลโดยวัดความกวางของโซนใสรอบๆ สวนใสในแตละหลุม แลวเปรียบ 
เทียบสวนใสท่ีเติม proteinaseK และไมไดเติม proteinaseK ถาสวนใสที่การเติม proteinaseK ให
ความกวางของโซนใสนอยกวา สวนใสที่ไมไดเติม proteinaseK แสดงวาการยับยั้งแบคทีเรียเปนผล
ของแบคเทอรโิอซิน 
 

3.5.3 การสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
เตรียมสวนใสเชนเดียวกับขอ 3.5.1 
การปรับสภาพสวนใส โดยนําสวนในมาเติม proteinaseK ใหไดความเขมขนเทากับ 

1 มก./มล. และปรับ pH ใหเปนกลางดวย 1  N NaOH แลวแบงสวนใสออกเปน 2 สวน โดยสวนแรก
นํามาเติม catalase ใหไดความเขมขนเทากับ 1  มก./มล. เพ่ือเปนการสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
และสวนท่ี 2  ไมตองเติม catalase จากนั้นนําสวนใสทั้งสองไปทดสอบหาไฮเดรเจนเปอรออกไซด 
ดวยเทคนิค well diffusion assay  



   

การแปลผลโดยวัดความกวางของโซนใสรอบๆ สวนใสในแตละหลุม แลวเปรียบ 
เทียบสารละลายของเชื้อท่ีเติม catalase และไมไดเติม catalase ถาสวนใสที่การเติม catalase ให
ความกวางของโซนใสนอยกวา สวนใสที่ไมไดเติม catalase แสดงวาการยับยั้งแบคทีเรียเปนผลของ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

 
3.6 การทดสอบความไวรับของแบคทีเรียตอยาตานจุลชีพ 

การทดสอบความไวรับของแบคทีเรียตอยาตานจุลชีพ โดยใชวิธ ีDisk Diffusion Technique 
(Clinical and Laboratory Standards Institute: CLSI, 2007) การทดสอบความไวรับของแบคทีเรีย
ตอยาตานจุลชีพ เปนการศึกษารูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรีย เนื่องจากการดื้อตอยา
ปฏิชีวนะชนิดใด นั่นอาจหมายถึงแบคทีเรียมียีนด้ือตอยาหรือมีกลไกตานจุลชีพชนิดนั้นๆ ซ่ึงแบค 
ทีเรียอาจจะถายทอดยีนดื้อยาใหกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน ทําใหแบคทีเรียที่ไดรับยีนดื้อยาเกิดการดื้อยา
ตามไปดวย สําหรับยาตานจุลชีพที่ใชในการทดสอบครั้งนี้ประกอบ ดวย amoxicillin+clavulanic 
acid (20+10 ug), ampicillin (10ug), cefotaxime (30 ug), ciprofloxacin (5 ug), chloramphenicol 
(30 ug), gentamycin (10 ug), erythromycin (15 ug), trimethoprim+sulphamethoxazole 
(1.25+23.75 ug), tetracyclin (30 ug), vancomycin (30 ug) และ trimethoprim (5 ug) 

ทดสอบโดยทําการปรับความขุนแบคทีเรีย ในสารละลายเกลือ 0.85 % ใหมีความขุนเทากบั 
0.5 McFarland (1.5 x 108 CFU/mL) ใชไมพันกานสําลีจุมสารละลายของแบคทีเรียนํามาปายใหท่ัว
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเช้ือ MHA agar จากน้ันวางทับดวยแผนยาตานจุลชีพใหหางกันพอสมควรนําไป
บมเพาะที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  24 ชัว่โมง  

อานผลการทดสอบความไวรับของแบคทีเรีย โดยวัดขนาดของโซนใสรอบๆ แผนยาตานจุล
ชีพ นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับคามาตรฐานของ CLSI โดยมีเชื้อ E. faecalis ATCC 29212, S. 
aureus ATCC 29213 และ E. coli ATCC  25922 เปนแบคทีเรียมาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

3.7 การพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ทําการตรวจสอบยืนยันสปชีสของ E. faecium ท่ีได โดยใชเทคนิค PCR ซึ่งดัดแปลงจาก 

Kariyama และคณะ  )  2000 ( โดยไดใช primer ท่ีมีความจําเพาะตอยีน 16S rRNA และยีน  E. 
faecium ดังตารางที่ 9  
 
ตารางที่ 9 Oligodeoxynucleotide Primer 
 

Primer specificity Size of PCR product (bp) Primer pair sequences (5’ to 3’) 
E. faecium 638 + TGAGGCAGACCAGATTGACG 
  - TATGACAGCGACTCCGATTCC 
rrs (16S rRNA) 320 + GGATTAGATACCCTGGTAGTCC 
  - TCGTTGCGGGACTTAACCCAAC 

ท่ีมา Kariyama และคณะ (2000) 
 

การเตรียม DNA โดยทําการเพาะเลี้ยง E. faecium ในอาหารเลี้ยงเชือ้ BHI agar บมเพาะที่
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําโคโลนีของ E. faecium จํานวน 1 – 
2 โคโลนี ใสลงในสารละลาย 0.05 M Tris hydrochloride (pH 8.0) และ 0.01 M EDTA ปริมาตร 
100 ไมโครลติร ใหความรอนท่ี 100 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที  

 
การเตรียม PCR master mix โดยมีปริมาตรสุทธเิทากับ 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

- E. faecium forward primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- E. faecium reward primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- rrs (16S rRNA) forward primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- rrs (16S rRNA) reward primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- 10X buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร  
- แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl) 25 mM ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร  
- dNTPs 10 mM ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร  
- Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.125 ไมโครลิตร  
- ตัวอยาง DNA ที่ตองการตรวจหา ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร  
- นํ้า (เกรด HPLC ) ปริมาตร 13.875 ไมโครลิตร 
 



   

การตั้งโปรแกรมของเครื่อง Thermal cycling profile (เคร่ือง Thermal cycler รุน LCX ผลิต
โดยบริษัท Perkin – Elmer ประเทศสหรัฐอเมริกา) ดังนี้  

- ขั้นตอน initial denature กําหนดอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จํานวน 1  
รอบ  

- ขั้นตอน denature กําหนดอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จํานวน 30รอบ  
- ขั้นตอน anneal กําหนดอุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จํานวน 30 รอบ  
- ขั้นตอน extend กาํหนดอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน  1 นาที จํานวน 30 รอบ  
- ขั้นตอน final extension กําหนดอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  

 
ตรวจหา PCR product โดยวิธี electrophoresis (เครื่อง Horizontal electrophoresis รุน 

200 ผลิตโดยบริษัท BRL ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยเตรียม 1.5% agarose gel ใน 0.5X Tris 
borate EDTA (TBE) buffer เติม ethidium bromide (0.5 µg/ml) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตมให
เดือดแลวตั้งทิง้ไวใหอุน แลวเทลงบนแทนท่ีเตรียมไว จากน้ันนํา PCR product ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ผสมกับ gel loading ปริมาตร 3 ไมโครลิตร นําตัวอยางไป run ดวย electrophoresis 
ประมาณ 30 นาที (ขึ้นกับขนาดของ PCR product) นําแผนเจลที่ไดไปสองดูใตแสง UV 

แปลผลชนิดของยีน E. faecium และ 16S rRNA จากขนาดของ PCR product (ตารางที่ 9) 
 
3.8 การพิสูจนเอกลักษณของ E faecium ดวยเทคนิค DNA-DNA Hybridization (Ezaki et 

al., 1989) 
 

3.8.1 ขั้นตอนการสกัด DNA  
3.8.1.1 เพาะเล้ียง E. faecium ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth จํานวน 5 

มิลลิลติร บมเพาะที่อุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
3.8.1.2 ถายเชื้อทั้งหมดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth (แบบครึ่งสูตร) 

จํานวน 95 มิลลิลติร บมเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
3.8.1.3 เก็บเซลลโดยการปนดวยเคร่ืองปนแยกสารแบบควบคมุอุณหภูมิ 

(refrigerated centrifuge) ท่ีความเร็ว 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที 
3.8.1.4 เทสารละลายชั้นบน (supernatant) ทิ้ง จากนั้นทําการลางเซลลโดยการ

เติมสารละลาย Saline-EDTA buffer (pH 8) จํานวน 5 มิลลิลิตร นาํไปผสมใหเขากันดวยเครื่อง
เขยาแบบวอรเทกซ (vortex mixer) แลวนําไปปนที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที 

3.8.1.5 เทสารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติมสารละลาย Saline-EDTA buffer (pH 8) 
จํานวน 2 - 5 มิลลิลติร เขยาใหเขากัน 



   

3.8.1.6 ทําการยอยเซลลโดยการเตมิ lysosyme จํานวน 8 – 10 มิลลิกรัม เขยา
เบาๆ นําไปตั้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 – 45 นาที หรือจนกวาสารละลายจะหนืด 
จากนั้นเติม 10% Sodium Dodecyl Sulphate  (SDS) จํานวน 20 ไมโครลิตร และ 0.1 M Tris 
NaCl (pH 9) จํานวน 2 มิลลิลติร เขยาเบาๆ แลวนําไปวางที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที 

3.8.1.7 ทําการตกตะกอนโปรตีนโดยเติมสารละลายของ Phenol:chloroform 
(1:1) ประมาณ 1.5 เทาของสารละลาย เขยาเบาๆ จากนั้นนําไปปนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที 

3.8.1.8 ดูดสารละลายชั้นบนมาทําการตกตะกอน DNA โดยเติม 95% 
แอลกอฮอล จํานวน 1.5 เทา รอสักครู แลวใชแทงแกวพันสาย DNA จากนั้นลางดวย 70% 
แอลกอฮอล และ 95% แอลกอฮอล ตามลําดับ รอใหแหงแลวเกบ็ไวในสารละลาย 0.1% Saline 
Sodium Citrate (SSC) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาทําใหบริสทุธิ์ตอไป 
 

3.8.2 การทํา DNA ใหบริสุทธิ์ (Tomaoka, 1994) 
3.8.2.1 ละลาย DNA ที่ติดแทงแกวออกใหหมด 
3.8.2.2 ทําการยอย RNA โดยการเติมสารละลาย RNase A และ RNase T1 

จํานวน 20 ไมโครลิตร เขยาเบาๆ แลวตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้น
เติมสารละลาย 10X SSC จํานวน 20 ไมโครลิตร เขยาเบาๆ 

3.8.2.3 เติมสารละลาย Phenol:chloroform (1:1) ประมาณ 1.5 เทา เขยาเบาๆ 
3.8.2.4 นําไปปนที่ความเร็วรอบที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
3.8.2.5 ดูดสารละลายชั้นบนมาทําการตกตะกอน DNA โดยเติม 95% 

แอลกอฮอล จํานวน 1.5 เทา รอสักครู แลวใชแทงแกวพันสาย DNA จากนั้นลางดวย 70% 
แอลกอฮอล และ 95% แอลกอฮอล ตามลําดับ รอใหแหงแลวเกบ็ไวในสารละลาย 0.1% SSC ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

3.8.2.6 วัดปริมาณของ DNA โดยนําสารละลาย DNA ไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร  

3.8.3 การติดฉลาก DNA (Ezaki et al., 1989) 
3.8.3.1 การติดฉลาก DNA ดวยสาร photobiotin  
3.8.3.2 นําสารละลาย DNA จํานวน 10 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย 

photobiotin จํานวน 15 ไมโครลิตร ลงใน Eppendroff tube แชในถาดน้ําแข็ง แลวนําไปให 
sunlamp เปนเวลา 25 นาที 



   

3.8.3.3 ทําการลางสารละลาย photobiotin ท่ีเหลือออกโดยเติมสารละลาย 0.1M 
Tris-HCl buffer (pH 9) จํานวน 100 ไมโครลิตร และสาร n-butanol จํานวน 100 ไมโครลิตร 
จากนั้นดูดสารละลายชั้นบนทิ้งไป  

3.8.3.4 นําสารละลาย DNA ที่ติดฉลากแลวไปตมในน้ําเดือด นาน 15 นาที 
จากนั้นนําไปแชในถาดน้ําแข็งนาน 5 นาที จากนั้นนําสารละลายไป sonicate นาน 3 นาที แลวเติม
สารละลาย hybridization ใหทวมเพ่ือใชเปน DNA labeling probe ตอไป 
 

3.8.4 DNA-DNA hybridization (Ezaki et al., 1989) 
3.8.4.1 ดูดสารละลาย DNA จํานวน 100 ไมโครลิตร ลงใน eppendrof tube 

นําไปตมในนํ้าเดือด นาน 10 นาที แลวนาํมาวางพักไวในถังน้ําแข็งสกัครู  
3.8.4.2 เติม 2X Phosphate buffer saline (PBS) จํานวน 1.0 มิลลิลติร น้ํากลั่น 

0.6 มิลลิลติร และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด จํานวน 0.6 มิลลิลติร เขยาเบาๆ 
3.8.4.3 ถายสารละลายลงใน microplate well จํานวน 100 ไมโครลิตร นํา ไปตั้ง

ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง  
3.8.4.4 ดูดสารละลายทิ้งไปแลวมาเติมสารละลาย prehybridization จํานวน 

200 ไมโครลติร นําไปตั้งทีอุ่ณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส นาน 15 – 16 ชั่วโมง 
3.8.4.5 ดูดสารละลายทิ้งไปแลวลางดวยสารละลาย 0.2X SSC buffer จํานวน 

200 ไมโครลติร 3 คร้ัง  
3.8.4.6 เติมสารละลาย solution I จํานวน 200 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปตั้งที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
3.8.4.7 ดูดสารละลาย solution I ท้ิงไป แลวเติมสารละลาย solution II จํานวน 

100 ไมโครลติร นําไปตั้งทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  
3.8.4.8 ดูดสารละลายทิ้งไป จากนั้นลางดวยสารละลาย PBS จํานวน 200 

ไมโครลิตร 3 ครั้ง  
3.8.4.9 เติมสารละลาย solution III จํานวน 100 ไมโครลิตร นําไปต้ังที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที สังเกตการณเกิดสีของปฏิกิริยา 
3.8.4.10 หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย 2M H2SO4 จํานวน 100 ไมโครลิตร 
3.8.4.11 นําไปวัดคาดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

Microplate Reader (Microplate ManagerR 4.0 Bio-Rad Laboratories, Inc) แลวทาํการ
คํานวณหาเปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของ DNA (DNA homology) ถาเปอรเซ็นตความคลาย 
คลึงกันของ DNA มีคามากกวาหรือเทากับ 70% ถือวาเปนเชื้อ E. faecium (Wayne et al., 1987) 

3.8.4.12  ทําการคํานวณความคลายคลึงกันของ DNA (Ezaki et al., 1989) 



   

 
คาดดูกลืนแสงของ unknown – คาดดูกลืนแสงของ Calf thymus x 100 

ความคลายคลึงกันของ DNA (%) = 
คาดดูกลืนแสงของ Type strain – คาดูดกลืนแสงของ Calf thymus 

 
3.9 ขอบเขตในการคัดเลือก E. faecium เพ่ือนําไปใชเปนโปรไบโอติก  

หลังจากที่ทําการศึกษาคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัตกิารแลว นําขอมูลท่ีได มา
ทําการวิเคราะหและคัดเลือก E. faecium ที่คัดเลือกทีมี่คุณสมบัติเหมาะสมที่สุดในการเพื่อนํา ไปใช
เปนโปรไบโอติกตอไป หลกัเกณฑในการวิเคราะหแสดงตามขั้นตอนดังนี้ 

- E. faecium ที่สามารถทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารไดดี  
- E. faecium ที่สามารถยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสไดดี 
- E. faecium ที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในหอง 

 ปฏิบัติการไดดี ในท่ีนี้คือ E. coli, S. Enteritidis และ S. Typhimurium 
- E. faecium ที่มีความไวรับตอยาปฏิชีวนะหลายชนิด 

  
3.10 เปรียบเทียบคุณสมบัติของ E. faecium ท่ีคัดเลือกไดกับ  E. faecium ท่ีแยกไดจาก

ผลิตภัณฑโปรไบโอติก  
เปรียบเทียบความสามารถในการทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหาร ความสามารถยึดติด

กับเยื่อเมือกผนังลําไส และความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคจากการทดลอง
ในหองปฏิบัตกิาร (in vitro) ของ E. faecium ที่คัดเลือกไดกับ E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภณัฑ
โปรไบโอติก หลังจากทําการทดลองซ้ํา 4 ครั้ง (Marcinakova et al., 2004) จากนั้นทําการ
เปรียบเทียบโดยใช One Way ANOVA (p<0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
4.1 ผลการนับจาํนวนและจําแนกสปชีสของ Enterococcus จากตัวอยางไกพื้นเมือง 
 

ผลการนับจํานวน Enterococcus จากตัวอยางกระเพาะพัก (crop) ลําไสเลก็สวนตน 
(duodenum) และลําไสเล็กสวนปลาย (ileum) โดยใช selective medium ซึ่งดัดแปลงจาก Jin และ
คณะ (2000) พบปริมาณเฉลี่ย Enterococcus ในกระเพาะพักเทากบั 7.51 log10 CFU/gm ปริมาณ
เฉลี่ยของ Enterococcus ในลําไสเล็กสวนตนเทากบั 7.48 log10 CFU/gm และปริมาณเฉลีย่ของ 
Enterococcus ในลําไสเล็กสวนปลายเทากับ 7.55 log10 CFU/gm (ตารางที่ 10)  

 
ตารางที่ 10 Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus  จากตัวอยางไกพื้นเมือง 
 

ตัวอยาง 
(n = 30) Total Viable Count ของ  Enterococcus (log10CFU/gm) (Mean+SD) 

ไกพื้นเมือง กระเพาะพัก ลําไสเล็กสวนตน ลําไสเล็กสวนปลาย 
 7.51+0.45 7.48+0.40 7.55+0.34 

 
คัดเลือก Enterococcus จากตัวอยางไกสุขภาพดีจํานวน  30 ตัว โดยทําการแยกพิสูจน สป

ชีสของเชื้อ Enterococcus จากอวัยวะทั้ง 3 สวนดังกลาว โดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือแบบคัดเลือก 
(selective medium) (Jin et al., 2000) พบ Enterococcus ท้ังสิ้น 172 สายพันธุ เปน   E. faecium 
จํานวน 60 สายพันธุ (34.9%) แบงเปนจากกระเพาะพัก 24 สายพันธุ ลําไสเลก็สวนตน 17 สาย
พันธุ และลําไสเล็กสวนปลาย 19 สายพันธุ E. faecalis จํานวน 48 สายพันธุ (29.9%) แบงเปนจาก
กระเพาะพัก 20 สายพันธุ ลําไสเล็กสวนตน 13 สายพันธุ และลําไสเล็กสวนปลาย 15 สายพันธุ E. 
gallinarum จํานวน 36 สายพันธุ (20.9%) แบงเปนจากกระเพาะพกัจํานวน 23 สายพันธุ ลําไสเล็ก
สวนตน 13 สายพันธุ และลําไสเล็กสวนปลาย 10 สายพันธุ      E. durans จํานวน 24 สายพันธุ 
(13.9%) แบงเปนจากกระเพาะพัก 5 สายพันธุ ลําไสเล็กสวนตน 10 สายพันธุ และลําไสเล็กสวน
ปลาย 8 สายพันธุ และ E. avium จํานวน 4 สายพันธุ (2.3%) แบงเปนจากกระเพาะพัก 2 สายพันธุ 
ลําไสเล็กสวนปลาย 2 สายพันธุ ในขณะท่ีลําไสเล็กสวนตนตรวจไมพบ E. avium (ตารางที่ 11)  

 
 
 



   

ตารางที่ 11 ผลการจําแนกสปชีสของ Enterococcus จากตัวอยางไกพ้ืนเมือง  
จํานวน (isolates) Species 

กระเพาะพัก ลําไสเล็กสวนตน ลําไสเล็กสวนปลาย รวม 
E. faecium 24 17 19 60 
E. faecalis 20 13 15 48 
E. gallinarum 23 13 10 36 
E. durans 5 11 8 24 
E. avium 2 - 2 4 
   รวม 172 

 
จากนั้นนํา E. faecium จํานวนทั้งสิ้น 60 สายพันธุ ดังกลาวมาใหรหัส เพื่อใหงายตอการ

วิเคราะหผลตอไป โดย E. faecium ท่ีแยกไดจากกระเพาะพักจํานวน 24 สายพันธุ ใหรหัสเปน 
EFMC 1 – EFMC 24 สําหรับ E. faecium ท่ีแยกไดจากลําไสสวนตนจํานวน 17 สายพันธุ ใหรหัส
เปน EFMD 25 – EFMD 41 และ E. faecium ท่ีแยกไดจากลําไสสวนปลายจํานวน 19 สายพันธุ ให
รหัสเปน EFMI 42 – EFMI 60 สวน E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติกใหเปน EFC  
 
4.2 ผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการ  

 
4.2.1 ผลการทดสอบความสามารถในการอยูรอดในระบบทางเดินอาหาร 

การทดสอบความสามารถในการอยูรอดไดในระบบทางเดินอาหารในครั้งนี้ มีการแบง
ออกเปน 2 สวน คือความสามารถในการทนตอกรด (pH 2) และความสามารถในการทนตอน้ําดี 
โดยนํา E. faecium ที่แยกไดจากไกพื้นเมือง จํานวน 60 สายพันธุ แบงเปนจากกระเพาะพัก 24 
สายพันธุ ลําไสเล็กสวนตน 17 สายพันธุ และลําไสเล็กสวนปลาย 19 สายพันธุ มาทําการทดสอบ 
ซ่ึงวิธีการทดสอบไดดัดแปลงจาก Agus (2003) โดยมี E. faecium ท่ีแยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอ
ติกเปนเชื้อควบคุม 

ผลการทดสอบความสามารถในการอยูรอดในระบบทางเดินอาหารของเชื้อ พบวามี 
E. faecium ท่ีสามารถอยูรอดในระบบทางเดินอาหารได จํานวน 15 สายพันธุ (25%) จากตัว อยาง
ของ E. faecium ท้ังหมด (60 สายพันธุ) โดยแบงไดเปนจากกระเพาะพัก 5 สายพันธุ (33.3%) 
ลําไสเล็กสวนตน 4 สายพันธุ (26.7%) และลําไสเล็กสวนปลาย 6 สายพันธุ (40.0%) (ตารางที่ 12) 

 
 
 



   

ตารางที่ 12 สายพันธุของ E. faecium ท่ีสามารถอยูรอดในระบบทางเดินอาหาร 
 
ตัวอยาง สายพันธุ  
กระเพาะพัก EFMC 2, EFMC 17,  EFMC 21, EFMC 22, EFMC 24  
ลําไสเล็กสวนตน EFMD 25, EFMD 29, EFMD 30, EFMD 32 
ลําไสเล็กสวนปลาย EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46, EFMI 47, EFMI 49, EFMI 54 
ผลิตภัณฑโปรไบโอติก EFC  

 
การทดสอบความสามารถในการทนตอกรด (pH 2) ในคร้ังนี้ ไดแบงออกเปน 4 ระดับ 

คือ ระดับไมทนตอกรด (อัตราการอยูรอดได <50%) ระดับทนตอกรดไดนอย (อัตราการอยูรอดได 
50-75%) ระดับทนตอกรดไดปานกลาง (อัตราการอยูรอดได 75-90%) และระดับทนตอกรดไดมาก 
(อัตราการอยูรอดได >90%) (Agus, 2003) ผลการทดสอบพบวา E. faecium ทั้ง 15 สายพันธุ 
สามารถทนตอกรดไดในสองระดับคือ ระดับทนตอกรดไดนอยและระดับทนตอกรดไดปานกลาง 
(ตารางที่ 13) สําหรับ E. faecium ที่มีระดับการทนตอกรดไดนอย มีจํานวน 9 สายพันธุ คือ EFMC 
2, EFMC 22, EFMD 29, EFMD 30, EFMD 32, EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46 และ EFMI 54 
โดยพบอัตราการอยูรอดเปน 66.6, 68.7, 67.2, 73.9, 69.3, 65.1, 70.7, 63.6 และ 72.2% 
ตามลําดับ สําหรับ E. faecium สายพันธุท่ีมีระดับการทนตอกรดไดปานกลาง มีจํานวน 6 สายพันธุ 
คือ EFMC 17, EFMC 21, EFMC 24, EFMD 25, EFMI 47 และ EFMI 49 โดยพบอัตราการอยู
รอดเปน 78.7, 82.6, 81.8, 80.7, 76.5 และ 79.6% ตามลําดับ แตอยางไรก็ตามเมื่อทําการทดลอง
ซํ้าอีก (4 คร้ัง) ใน E. faecium สายพันธุที่มีระดับการทนตอกรดไดปานกลาง พบวาไมมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิตใินทุกสายพันธุ (p>0.05) ในขณะที่ E. faecium ที่แยกไดจาก
ผลิตภัณฑโปรไบโอติก (EFC) นั้นสามารถทนตอกรดไดนอย อัตราการอยูรอดเปน 64.3% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



   

ตารางที่ 13 อัตราการอยูรอดของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพื้นเมือง ในการทนตอ
กรด (pH 2.0)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* ระดับการทนตอกรดมี 4 ระดับ คือ 1) ไมทนตอกรด มีอัตราการอยูรอด <50%,  
  2) ทนตอกรดนอย มีอัตราการอยูรอด 50-75%, 3) ทนตอกรดปานกลาง มีอัตราการอยู
รอด 75-90%, 4) ทนตอกรดมาก มีอัตราการอยูรอด >90% 
  
ผลการทดสอบความสามารถในการทนตอนํ้าดีในเบื้องตนของ E. faecium ทั้ง 15 

สายพันธุ พบ  E. faecium ที่ทนตอน้ําดไีดนาน 1 ชั่วโมง จํานวน 9 สายพันธุ (ตารางที่ 14) คือ 
EFMC 2, EFMC 22, EFMC 25, EFMD 29, EFMD 32, EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46 และ 
EFMI 54 อัตราการอยูรอดคือ 27.0, 23.9, 64.8, 19.5, 21.8, 22.0, 22.9, 21.3 และ 19.8% 
ตามลําดับ สายพันธุของ E. faecium ที่ทนตอน้ําดีไดนาน 2 ชั่วโมง มีจํานวน 2 สายพันธุ คือ 
EFMC 17 และ EFMC 24 อัตราการอยูรอดคือ 36.1 และ 18.7% สายพันธุของ E. faecium ท่ีทน
ตอนํ้าดีไดนาน 3 และ 4 ชั่วโมง จํานวน 4 สายพันธุ คือ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ 

สายพันธุ ปริมาณเชื้อเหลืออยู 
(log10 CFU/mL) (%) 

ระดับการทนตอกรด* 
(pH 2) 

EFMC 2 5.44 (66.5) นอย 
EFMC 17 6.43 (78.6) ปานกลาง 
EFMC 21 6.75 (82.5) ปานกลาง 
EFMC 22 5.61 (68.6) นอย 
EFMC 24 6.68 (81.7) ปานกลาง 
EFMD 25 6.59 (80.6) ปานกลาง 
EFMD 29 5.49 (67.1) นอย 
EFMD 30 6.04 (73.8) นอย 
EFMD 32 5.66 (69.2) นอย 
EFMI 42 5.32 (65.0) นอย 
EFMI 44 5.78 (70.7) นอย 
EFMI 46 5.2 (63.6) นอย 
EFMI 47 6.25 (76.4) ปานกลาง 
EFMI 49 6.5 (79.5) ปานกลาง 
EFMI 54 5.9 (72.1) นอย 
EFC 5.25 (64.2) นอย 



   

EFMI 49 อัตราการอยูรอดคือ 63.0, 71.2, 22.9 และ 39.4% ตามลําดับ สายพันธุของ E. faecium 
ท่ีทนตอน้ําดีไดนาน 4 ชั่วโมง จํานวน 4 สายพันธุ คือ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 
49 อัตราการอยูรอด คือ 36.0, 46.9, 21.8 และ 20.3%  ตามลําดับ สําหรับ E. faecium ที่แยกได
จากผลิตภัณฑโปรไบโอตกิ (EFC) นั้นทนตอน้ําดีไดนาน 1 ชั่วโมง มีอัตราการอยูรอดคือ 19%  

ผลการทดสอบความสามารถในการทนตอนํ้าดีในขั้นยืนยัน โดยทําการทดสอบซ้ําอีก 
(4 ครั้ง) ใน E. faecium สายพันธุ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49 พบอัตราการอยู
รอดของ E. faecium ท่ีทนตอนํ้าดีไดนาน 3 ชั่วโมง มีคาเทากับ 65.7, 71.2, 21.3 และ 38.5% 
ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการทนตอน้ําดี พบวา E. faecium สายพันธุ EFMC 21 
และ EFMD 30 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตในขณะที่ E. faecium 
สายพันธุ EFMI 47 และ EFMI 49 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p<0.05) สําหรบั
อัตราการอยูรอดของ E. faecium ที่ทนตอน้ําดีไดนาน 4 ชั่วโมง มีคาเทากับ 35.7, 43.7, 21.9 และ 
21.6% ตามลําดับ และเม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการทนตอนํ้าดี พบวา E. faecium สาย
พันธุ EFMI 47 และ EFMI 49 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p>0.05) ในขณะที่ 
E. faecium สายพันธุ EFMC 21 และ EFMD 30 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางท่ี 14 ความสามารถในการทนตอน้ําดีของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไก
พ้ืนเมือง ในเวลา 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 

 
ปริมาณของ E. faecium ท่ีเหลืออยู Log10 CFU/mL (%) สายพันธุ 

1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 3 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 
EFMC 2 1.47 (27.0) - - - 
EFMC17 4.11 (63.9) 2.32 (36.1) - - 
EFMC 21 5.36 (79.4) 4.30 (63.7) 4.32 (62.7)a* 2.35 (35.7)b* 
EFMC 22 1.34 (23.9) - - - 
EFMC 24 5.14 (77.0) 1.25 (18.7) - - 
EFMD 25 4.27 (64.8) - - - 
EFMD 29 1.07 (19.5) - - - 
EFMD 30 5.43 (89.9) 4.32 (71.5) 4.36 (71.2)a* 2.64 (43.7)a* 
EFMD 32 1.23 (21.7) - - - 
EFMI 42 1.17 (22.0) - - - 
EFMI 44 1.32 (22.8) - - - 
EFMI 46 1.11 (21.4) - - - 
EFMI 47 4.11 (65.8) 1.47 (23.5) 1.35 (21.3)c* 1.40 (21.9)c* 
EFMI 49 5.34 (82.2) 3.30 (50.8) 2.46 (38.5)b* 1.38 (20.6)c* 
EFMI 54 1.17 (19.8) - - - 
EFC 1.00 (19.0) - - - 
* a, b, c แทนสัญลักษณของคาเฉลี่ยที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

 
4.2.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการยึดติดกับเย่ือเมือกลําไส 

การทดสอบประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกลําไส สามารถทําไดโดยการนํา
เชื้อ E. faecium ที่แยกไดจากไกพ้ืนเมืองทั้ง 15 สายพันธุ มาทําการทดสอบโดยเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกลาํไสกับเชื้อ E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑ (EFC) โดย
มี S. Enteritidis เปนแบคทีเรียควบคุมบวก (positive control) และ Bacillus subtillis เปนแบคทีเรีย
ควบคุมลบ (negative control) โดยวิธกีารทดสอบไดดัดแปลงจาก Ehrmann และคณะ (2002) 
สําหรับเกณฑในการคัดเลือก E. faecium ในขั้นตอนน้ีไดทําการคัดเลือกสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพ
การยึดติดมากกวาหรือเทากับ E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑ  



   

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการยึดตดิกับเยื่อเมือกลําไสพบวา E. faecium ท้ัง 15 
สายพันธุ สามารถจับยึดตดิกับเยื่อเมือกผนังลําไสได (รูปภาพที่ 4, แผนภูมิท่ี 1, ตารางที่ 15) โดย
พบวา E. faecium สายพันธุท่ีแยกไดจากกระเพาะพัก (EFMC) น้ันมีประสิทธิภาพในการยึดตดิกับ
เยื่อเมือกผนังลําไสอยูในชวง 39.0 – 49.9%, E. faecium สายพันธุที่แยกไดจากลํา ไสเล็กสวนตน 
(EFMD) นั้นมีประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสอยูในชวง 41.9 – 50.4%, E. 
faecium สายพันธุที่แยกไดจากลําไสเล็กสวนปลาย (EFMI) นั้นมีประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อ
เมือกผนังลําไสอยูในชวง 42.9 – 59.6% สําหรับสายพันธุของ E. faecium ท่ีมีประสิทธิภาพการยึด
ติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสมากกวา E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภณัฑโปรไบโอติก (EFC) คือสาย
พันธุ EFMI 47 และ EFMI 49 มีประสิทธิภาพการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสเทากับ 59.6% และ 
55.4%ตามลําดับ เม่ือทําการเปรียบเทยีบประสทิธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของทั้ง
สองสายพันธุ พบวาไมมีความแตกตางกนัอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(p>0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพที่ 4 การยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของ E. faecium ที่แยกไดจากไกพื้นเมือง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 15 ประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยก
ไดจากไกพ้ืนเมือง 
 
สายพันธุ ประสิทธิภาพการยึดติด (%) +SD 
EFMC 2 39.0 + 0.08 
EFMC 17 40.0 + 0.53 
EFMC 21 49.9 + 0.70 
EFMC 22 41.3 + 0.50 
EFMC 24 42.2 + 0.33 
EFMD 25 43.4 + 0.64 
EFMD 29 48.4 + 0.04 
EFMD 30 41.9 + 0.32 
EFMD 32 50.4 + 0.32 
EFMI 42 42.7 + 0.57 
EFMI 44 42.9 + 0.31 
EFMI 46 51.6 + 0.53 
EFMI 47 59.6 + 0.38 
EFMI 49 55.4 + 0.11 
EFMI 54 54.6 + 0.29 
EFC 55.3 + 0.20 
Salmonella Enteritidis* 41.5 + 0.07 
Bacillus subtillis** - 

* positive control ** negative control 
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แผนภูมิท่ี 1 ประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของ E. faecium แตละ 

สายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง 
 
4.2.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  

การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค ไดนํา E. faecium ที่แยกไดจาก
ไกพื้นเมืองทั้ง 15 สายพันธุ มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค ในการทดสอบ
ครั้งน้ีคือ E.coli, S. Enteritidis, และ S. Typhimurium โดยใชวิธ ี agar spot (Schillinger and 
Lücke, 1989) อานผลโดยการวัดโซนใส (inhibition zone) รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียคัดเลือก 
(รูปภาพที่ 5) สําหรับเกณฑในการคัดเลือก E. faecium ในขั้นตอนนี้ คดัเลือกสายพันธุที่มี
ประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคมากกวาหรือเทากับ E. faecium ที่แยกไดจากผลิต ภัณฑ
โปรไบโอติก (EFC)  

 
 
 
 
 
 
 
 



   

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปภาพที่ 5 Inhibition zone ของ E. faecium ท่ีแยกไดจากไกพ้ืนเมืองทดสอบโดยวิธี agar spot  

 
ผลการทดสอบพบวา E. faecium ที่แยกไดจากไกพ้ืนเมืองทั้งสิ้น 15 สายพันธุนั้น 

สามารถยับยัง้แบคทีเรียกอโรค (E.coli, S. Enteritidis และ S. Typhimurium) ไดท้ังหมด (ตารางที่ 
16, แผนภูมิที่ 2) โดยพบวาสายพันธุ ของ E. faecium ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง E.coli ได
มากกวา E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑ คือ E. faecium สายพันธุ EFMC 17 และ EFMC 21 
สําหรับสายพันธุของ E. faecium ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง S. Enteritidis ไดมากกวา E. 
faecium ท่ีแยกไดจากผลิตภัณฑ คือ E. faecium สายพันธุ EFMC 24 และ EFMI 46 สําหรับสาย
พันธุของ E. faecium ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง S. Typhimurium ไดมากกวา E. faecium ที่
แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติก คือ E. faecium สายพันธุ EFMC 24, EFMD 29, EFMD 30 และ 
EFMI 49  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Inhibition zone 



   

 
ตารางที่ 16 ประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกไดจาก

ไกพื้นเมือง 
 

คาเฉลี่ยของขอบเขตในการยับยั้ง (inhibition zone)* (%การเปลี่ยนแปลง) สายพันธุ E. coli Salmonella Enteritidis Salmonella Typhimurium 
EFMC 2 15.8 (71.6) 18.3 (89.9) 19.3 (98.7) 
EFMC 17 25.5 (115.9) 16.8 (82.5) 16.8 (85.9) 
EFMC 21 24.5 (111.4) 14.0 (69.0) 15.8 (80.8) 
EFMC 22 17.0 (77.3) 17.5 (86.2) 19.0 (97.4) 
EFMC 24 19.5 (88.6) 21.5 (105.9) 20.0 (102.6) 
EFMD 25 10.3 (46.6) 18.0 (88.7) 16.8 (85.6) 
EFMD 29 19.8 (89.8) 19.5 (96.1) 20.3 (103.8) 
EFMD 30 16.0 (72.7) 19.8 (97.3) 19.8 (101.3) 
EFMD 32 18.3 (83.0) 19.8 (97.3) 18.8 (96.2) 
EFMI 42 18.0 (81.8) 12.0 (59.1) 18.5 (94.9) 
EFMI 44 12.8 (58.0) 18.3 (89.9) 18.8 (96.2) 
EFMI 46 19.5 (88.6) 22.0 (108.4) 19.0 (97.4) 
EFMI 47 18.8 (85.2) 19.3 (94.8) 19.0 (97.4) 
EFMI 49 15.8 (71.6) 13.8 (67.7) 20.8 (106.4) 
EFMI 54 19.3 (87.5) 14.3 (70.2) 17.0 (87.2) 
EFC 22.0 (100) 20.3 (100) 19.5 (100) 

* หนวยเปน มิลลิเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 

15.8

25.5 24.5

17
19.5

10.3

19.8

16
18.3 18

12.8

19.5 18.8
15.8

19.3
22

0

5

10

15

20

25

30

in
hi

bi
tio

n 
(m

m
)

E
FM

C
 2

E
FM

C
 1

7

E
FM

C
 2

1

E
FM

C
 2

2

E
FM

C
 2

4

E
FM

D
 2

5

E
FM

D
 2

9

E
FM

D
 3

0

E
FM

D
 3

2

E
FM

I 4
2

E
FM

I 4
4

E
FM

I 4
6

E
FM

I 4
7

E
FM

I 4
9

E
FM

I 5
4

E
FC

 E. coli

 
 

แผนภูมิที่ 2 ประสิทธิภาพการยับยั้ง E.coli ของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกไดจาก 
ไกพื้นเมือง 
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แผนภูมิที่ 3 ประสิทธิภาพการยับยั้ง S. Enteritidis ของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไก

พ้ืนเมือง 
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แผนภูมิที่ 4 ประสิทธิภาพการยับยั้ง S. Typhimurium ของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกได

จากไกพื้นเมือง 
 

4.2.4 ผลการทดสอบหาชนิดของสารยับยั้งแบคทีเรียอื่น  
การทดสอบหาชนิดของสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน โดยนํา E. faecium ท่ีแยกไดจากไก

พ้ืนเมืองทั้ง 15 สายพันธุ มาทําการตรวจสอบหาชนิดของสารยับยั้งท่ีสรางขึ้น เพ่ือเปนการทดสอบ
เบื้องตนวาสารที่สรางออกมานั้นนาจะเปนสารชนิดใดสําหรับการทดสอบครั้งนี้ไดทําการตรวจสอบ
หาสารสําคัญ ไดแก กรด แบคเทอริโอซิน และ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซึ่งวิธีการทดสอบได
ดัดแปลงจาก Ketkaew และคณะ (2005)  

ผลการทดสอบหาชนิดของสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน ใน E. faecium ทั้ง 15 สายพันธุ 
พบวาทุกสายพันธุสามารถสรางกรดได มี 4 สายพันธุที่สรางแบคเทอริโอซินได คือ EFMC 21, 
EFMD 25, EFMI 47 และ EFMI 49 ในขณะท่ีทุกสายพันธุไมสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ได สําหรับ EFC สามารถสรางกรดและแบคเทอริโอซินไดแตไมสามารถสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดได (ตารางที่ 17) 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 17 ชนิดสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนท่ีสรางจาก E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไก
พ้ืนเมือง 

 
ชนิดของสารยับยั้ง สายพันธุ กรด แบคเทอริโอซิน ไฮโตรเจนเปอรออกไซด 

EFMC 2 + - - 
EFMC 17 + - - 
EFMC 21 + + - 
EFMC 22 + - - 
EFMC 24 + - - 
EFMD 25 + + - 
EFMD 29 + - - 
EFMD 30 + - - 
EFMD 32 + - - 
EFMI 42 + - - 
EFMI 44 + - - 
EFMI 46 + - - 
EFMI 47 + + - 
EFMI 49 + + - 
EFMI 54 + - - 
EFC + + - 

+, สราง; -, ไมสราง 
 

4.2.5 ผลการทดสอบความไวรับตอยาตานจุลชีพ  
การทดสอบความไวรับตอยาตานจุลชีพน้ัน แสดงใหทราบถึงรูปแบบความไวรบัตอยา

ตนจุลชีพของแบคทีเรียที่จะนํามาใชเปนโปรไบโอติก เพ่ือเปนขอมูลสําหรับการคัดเลือกแบคทีเรีย
เหลานั้นเปนโปรไบโอติกตอไปได เนื่องจากแบคทีเรยีในสกุล Enterococcus เปนแบคทีเรียที่มี
ความทนทานตอสภาพแวดลอมไดดี ทําใหแบคทีเรียสามารถที่จะอยูรอดและนําพาเอายีนด้ือยา
ถายทอดใหกับแบคทเีรียสปชีสอ่ืนได ซึ่งเปนโอกาสในการเพิ่มแบคทีเรียดื้อยาในสิ่ง แวดลอมมาก
ขึ้น นอกจากนั้นแลวแบคทเีรียที่นํามาใชเปนโปรไบโอติกมักจะไมนําเอาแบคทีเรยี 

 
 



   

 
ท่ีดื้อตอยาตานจุลชีพมาใช เน่ืองจากวาจะเปนการเพิ่มปญหาในเรื่องของแบคทีเรียดื้อตอยาตานจุล
ชีพเพิ่มมากขึ้นซึ่งปญหาที่ตามมาก็คือจะทําใหเรารักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียนั้นยากยิ่งขึ้น  

ผลการทดสอบความไวรับตอยาตานจุลชีพของ E. faecium ทั้ง 15 สายพันธุ มา
ทดสอบความไวรับตอยาตานจุลชีพ 11 ชนิด โดยใชวิธี Disk Diffusion Technique (CLSI. 2007) 
พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความไว (susceptible) ตอยา trimethoprim และ vancomycin การดื้อตอ
ยา ampicillin พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความไวรับตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 2 และ EFMI 49 
ท่ีดื้อ (resistance) ตอยา การดื้อตอยา amoxicillin+clavulanic acid พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความ
ไวรับตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMI 42 ที่ดื้อตอยา การดื้อตอยา cefotaxime พบวาเกือบทุกสาย
พันธุดื้อตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 2 มีความไวรับตอยาในระดับกลาง (intermediate) การดื้อตอ
ยา ciprofloxacin พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความไวตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 22, EFMD 30 
และ EFMI 42 ท่ีมีความไวตอยาในระดับกลาง การดื้อตอยา chloramphenicol พบวาเกือบทุกสาย
พันธุมีความไวตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 2, EFMC 17, EFMI 49 ท่ีดื้อตอยา และสายพันธุ 
EFMI 54 ท่ีมีความไวตอยาในระดับกลาง การดื้อตอยา gentamycin พบวาเกือบทุกสายพันธุมี
ความไวตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMD 29 ที่มีความไวตอยาในระดับกลาง การดื้อตอยา 
erythromycin พบวาเกือบทุกสายพันธุด้ือตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 21, EFMD 29, EFMI 42 
และ EFC มีความไวรับตอยา สําหรับสายพันธุ EFMC 24, EFMD 32 และ EFMI 44 มีความไวรับ
ตอยาในระดับกลาง สําหรับ E. faecium สายพันธุที่มีการด้ือตอยา 
 trimethoprim+sulphamethoxazole พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความไวรับตอยา ยกเวนสายพันธุ 
EFC ที่ดื้อตอยา การดื้อตอยา tetracyclin พบวาเกือบทุกสายพันธุดื้อตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 
22, EFMC 24, EFMD 29, EFMI 42 และ EFC มีความไวรับตอยา (ตารางที่ 18)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 18 ความไวรับตอยาตานจุลชีพของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกไดจาก 
 ไกพื้นเมือง 
 

ความไวรบัของเชื้อตอยาตานจุลชีพ* 
สายพันธุ 

AMC AMP CTX CIP CHPC CN ERY SXT TET VAN W 

EFMC 2 S R I S R S R S R S S 
EFMC 17 S S R S R S R S R S S 
EFMC 21 S S R S S S S S R S S 
EFMC 22 S S R I S S R S S S S 
EFMC 24 S S R S S S I S S S S 
EFMD 25 S S R S S S R S R S S 
EFMD 29 S S R S S I S S S S S 
EFMD 30 S S R I S S R S R S S 
EFMD 32 S S R S S S I S R S S 

EFMI 42 R S R I S S S S S S S 
EFMI 44 S S R S S S I S R S S 
EFMI 46 S S R S S S R S R S S 
EFMI 47 S S R S S S R S R S S 
EFMI 49 S R R S R S R S R S S 
EFMI 54 S S R S I S R S R S S 
EFC S S R S S S S R S S S 

* R, resistance; I, intermediate; S, susceptible 
AMC, Amoxicillin+Clavulanic acid (20+10 ug); AMP, Ampicillin (10ug) 
CTX, Cefotaxime (30 ug); CIP, Ciprofloxacin (5 ug) 
CHPC, Chloramphenicol (30 ug); CN, Gentamycin (10 ug)  
ERY, Erythromycin (15 ug); SXT, Trimethoprim+Sulphamethoxazole (1.25+23.75 ug) 
TET, Tetracyclin (30 ug); VAN, Vancomycin (30 ug); W, Trimethoprim (5 ug) 

 
 
 



   

4.2.6 ผลการพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ดวยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 
การพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

(PCR) ซ่ึงดัดแปลงจาก Kariyama และคณะ (2000) โดยใช primer ที่มีความจําเพาะตอยีน 16S 
rRNA และยีน E. faecium มีขนาด PCR product ที่ 320 และ 638 bp ตามลําดับ โดยนําเชื้อ   E. 
faecium จํานวน 4 สายพันธุ คือ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49 ที่มีคุณสมบติัการ
เปนโปรไบโอติกที่โดดเดน คือ สามารถทนตอกรด (pH 2) ทนตอน้ําดีไดนานถึง 4 ชั่วโมง และ
สามารถสรางแบคทอริโอซินได 

ผลจากการตรวจสอบพบวาทุกสายพันธุเปน E. faecium (EFMC 21, EFMD 30, 
EFMI 47 และ EFMI 49) โดยให PCR product ท่ี 320 bp (E. faecium gene) และ 638 bp (16S 
rRNA gene) (รูปภาพที่ 6) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพที่ 6 PCR product ของ E. faecium (EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49) 

ท่ีแยกไดจากไกพื้นเมือง  M, Marker; 320 bp (E. faecium gene) 638 bp (16S rRNA 
gene); lane 1, E. Faecium (positive control); lane 2, E. faecalis (negative 
control); lane 3, EFMC 21; lane 4, EFMD 30; Lane 5, EFMI 47; lane 6, EFMI 
49 

1 2 3 4 5 6 M 

638 bp 

320 bp 



   

4.2.7 ผลการพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ดวยเทคนิค DNA-DNA hybridization 
การพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง จํานวน 4 สายพนัธุ 

คือสายพันธุ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49 ดวยเทคนิค DNA-DNA hybridization 
ตามวิธีการของ Ezaki และคณะ (1989) โดยมีเชื้อ E. faecium NRIC1145 เปน type strain  

ผลจากการตรวจสอบพบวา E. faecium ท่ีแยกไดจากไกพื้นเมือง ท้ัง 4 สายพันธุ คือ 
EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49 มีเปอรเซ็นตความคลายคลึงของ DNA ตอ E. 
faecium NRIC1145T เปน 81.0, 78.1, 82.4 และ 78.6 ตามลําดับ (ตารางที่ 19) ซึ่งพบวาทั้ง 4 
สายพันธุน้ัน มีเปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของ DNA มีคามากกวา 70% จึงจัดวาเปน E. faecium 
(Wayne et al., 1987) 

 
ตารางที่ 19 ความคลายคลึงของ DNA-DNA homology ของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกได

จากไกพื้นเมือง 
 
สายพันธุ ความคลายคลึงของ DNA ตอ E. faecium NRIC1145T (%) 
EFMC 21 81.0 
EFMD 30 78.1 
EFMI 47 82.4 
EFMI 49 78.6 
E. faecium NRIC1145T 100.0 
E. hirae TISTR943T 22.3 
E. faecalis TISTR379T 9.8 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



   

บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
ในปจจุบันการนําเอาโปรไบโอติกมาใชในการเลี้ยงปศุสัตวนั้นไดรับความนิยมกันอยาง

แพรหลาย โดยเฉพาะอยางยิ่งวงการการเลี้ยงไก เนื่องจากโปรไบโอติกมีสวนชวยปรับความสม ดุล
ของแบคทีเรียในลําไส เสริมสรางการเจริญเติบโต และทําใหสัตวแข็งแรง แตอยางไรก็ตาม
ผลิตภัณฑโปรไบโอติกที่ใชกันอยูในปจจุบันนั้นสวนใหญเปนผลิตภัณฑที่นําเขาจากตางประเทศ มี
ราคาคอนขางสูง ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมีจุดประสงคเพื่อทําการคัดเลือกเชื้อ E. faecium จาก
ไกพื้นเมืองมาใชเปนโปรไบโอติก  

โดยคัดเลือก Enterococcus จากตัวอยางไกสุขภาพดีจํานวน   30  ตัว  โดยทําการแยกเชื้อ 
Enterococcus จากอวัยวะทั้ง 3 คือ กระเพาะพัก ลําไสเล็กสวนตน ลําไสเล็กสวนปลาย โดยใช
อาหารเลี้ยงเชื้อแบบคัดเลือก (selective medium) (Jin et al., 2000) พบ Enterococcus ท้ังสิ้น 
172 สายพันธุ ผลจากการพิสูจนเอกลักษณไดเปน E. faecium จํานวน 60 สายพันธุ  E. faecalis 
จํานวน 48 สายพันธุ E. gallinarum จํานวน 36 สายพันธุ E. durans จํานวน 24 สายพันธุ และ E. 
avium จํานวน 4 สายพันธุ จากนั้นนํา E. faecium จํานวน 60 สายพันธุ ท่ีแยกไดมาทดสอบ
คุณสมบัติของโปรไบโอติก โดยมี E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติก  (EFC) เปนเช้ือ
เปรียบเทียบ  การทดสอบคุณสมบัติของโปรไบโอติกในเบื้องตนประกอบดวย การอยูรอดในระบบ
ทางเดินอาหารซึ่งไดแบงออกเปนการทดสอบการทนตอกรด  (pH 2) และการทดสอบเกลือน้ําดีที่
ระดับความเขมขน  10% ผลการทดสอบพบเชื้อ  E. faecium  จํานวน   15  สายพนัธุ ที่สามารถทนตอ
กรดได  คือสายพันธุ  EFMC 2, EFMC 17, EFMC 21, EFMC 22, EFMC 24, EFMD 25, EFMD 
29, EFMD 30, EFMD 32, EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46, EFMI 47, EFMI 49, และ  EFMI 54 
ท้ังน้ีความสามารถในการทนตอกรด ของ E. faecium แตละสายพันธุนั้น อาจเน่ืองมาจากเชื้อมี
ถ่ินอาศัย  (habitat)  อยูในลําไสของมนุษยและสัตว  ซ่ึงมีการสัมผัสและทําปฏิกิริยากับกรดอยู
ตลอดเวลา  จึงทําใหแบคทีเรียมีการทนตอกรดได โดยเฉพาะอยางยิ่ง lactic acid bacteria เชน 
lactobacilli, bifidobacteria รวมไปถึง enterococci ดวย (Franz et al., 1999) นอกจากนั้นการทน
ตอกรดของแบคทีเรียยังพบวามีความเกี่ยวของกับโปร ตีนกลุมหนึ่ง คือ heat shock protein เปน
โปรตีนที่จะแสดงออก (expression) เม่ือเซลลสัมผัสกับ heat shock factor เชน ความรอน กรด 
สารเคมี เปนตน โปรตีนที่อยูในกลุมน้ี เชน methionine sulfoxide reductase และ F1F0-ATPase 
เปนตน heat shock protein แบงออกไดเปน 3 family ไดแก Hsp60, Hsp70 และ Hsp90 ซึ่งในแต
ละ family จะประกอบดวยโปรตีนอีกหลายชนิด โดยหนาที่ของโปรตีนเหลาน้ีมีความแตกตางกัน 
เชน F1F0-ATPase จัดอยูใน Hsp60 เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการเปลี่ยน adenosine 



   

triphosphate (ATP) กลายเปน adenosine diphosphate (ADP) โดยเอนไซม ATPase จะทําหนาที่
ดึงหมู phosphate ออกจาก  
ATP ไดเปน ADP ซึ่งสามารถพบ heat shock protein ไดในสิ่งมีชีวิต เอนไซมในกลุม ATPase จะ
ถูกสรางขึ้นโดยมีกรด เปน heat shock factor แบงออกตามโครงสรางได 5 ชนิด คือ F-ATPase, V-
ATPase, A-ATPase, P-ATPase และ E-ATPase ซึ่งเอนไซม ATPase ที่มีความเกี่ยวของกับ
กลไกการทนกรดของแบคทีเรียคือ F-ATPase เอนไซมนี้เปน transmembrane protein ท่ีพบไดใน
ผนังเซลลของแบคทีเรีย ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะห ATP โดยชักนําโปรตอน (proton) 
เชน โซเดียมไอออน (Na+) และโพแทสเซียมไอออน (K+) มาอยูท่ีผิวเซลลของแบคทีเรีย ทําให
สภาวะที่ผิวเซลลของแบคทีเรียเปนดาง ดังนั้นเมื่อแบคทีเรียอยูในสภาวะที่เปนกรด เชน ใน
กระเพาะอาหาร เปนตน แบคทีเรียจึงสามารถอยูรอดไดเน่ืองจากเกิดสภาวะเปนกลางที่ผิวเซลลของ
แบคทีเรีย (Schlesinger, 1990) สําหรับ lactic acid bacteria นั้นมีหลายสปชีสที่สามารถสราง
เอนไซมนี้ไดเม่ืออยูในสภาวะกรด เชน Lactobacillus acidophilus (Kullen and Klaenhammer, 
1999), L. lactis (Koebmann et al., 2000) Enterococcus hirae (ช่ือเดิมคือ Streptococcus 
faecalis) (Kobayashi et al., 1984) แตสําหรับ E. faecium ยังไมมีรายงาน 

 สําหรับความสามารถทนตอน้ําดีน้ันพบวามี E. faecium จํานวน 15 สายพันธุ ท่ีทนตอน้ําดี
ไดนาน   1  ชั่วโมง คือสายพันธุ  EFMC 2, EFMC 17, EFMC 21, EFMC 22, EFMC 24, EFMD 25, 
EFMD 29, EFMD 30, EFMD 32, EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46, EFMI 47, EFMI 49, และ 
EFMI  54 พบ E. faecium จํานวน   6  สายพันธุท่ีสามารถทนตอน้ําดีไดนาน   2  ชั่วโมง  คือสายพันธุ 
EFMC 17, EFMC 21, EFMD 24, EFMD 30, EFMI 47 และ  EFMI   49  และพบ E. faecium 
จํานวน   4  สายพันธุ  ที่สามารถทนตอน้ําดีไดนาน   3  และ   4  ชั่วโมง  คือสายพันธุ  EFMC 21, EFMD 
30, EFMI 47 และ  EFMI 49 สําหรับความสามารถในการทนตอน้ําดีนั้นมีรายงานวามีความ
เกี่ยวของกับเอนไซม  bile salt hydrolyses (BSH) ซึ่งเปนเอนไซมท่ีทําหนาที่ในการยอยกรดน้ําดี 
และทําลายความเปนพิษ  (detoxification) ของนํ้าดี  โดยการเขาไปรวมตัว  (conjugated) กับน้ําดี 
(Moser and Savage, 2001) ดังน้ันอาจกลาวไดวาแบคทีเรียที่สามารถสรางเอนไซมชนิดนี้ไดก็
นาจะมีแนวโนมในการทนตอนํ้าดีได จากรายงานการศึกษาในป 1995 พบวาแบคทีเรียในสกุล 
Lactobacillus สามารถสรางเอนไซมชนิดนี้ได  (De et al., 1995) สําหรับแบคทีเรียในสกุล 
Enterococcus พบวามีหลายสปชีสที่สามารถสรางเอนไซม  BSH นี้ได เชน E. faecium, E. faecalis 
และ E. durans (Agus, 2003) ดังนั้นเอนไซม BSH อาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีใหแบคทีเรียสามารถทนตอ
นํ้าดีในลําไสได  

คุณสมบัติของโปรไบโอติกท่ีทําการทดสอบตอมาคือ การยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส ซึ่ง
เปนการทดสอบที่แสดงใหเห็นวา เม่ือแบคทีเรียเขาสูรางกายผานกระเพาะอาหารไปไดแลวสามารถ
ท่ี colonize ในลําไสได โดยนํา E. faecium ท้ัง 15 สายพันธุ มาทําการทดสอบความ สามารถใน



   

การยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส พบวา E. faecium ท้ัง 15 สายพันธุ สามารถยึดติดกับเยื่อเมือก
ผนังลําไสได และพบวามี E. faecium จํานวน 2 สายพันธุ ที่มีประสิทธิภาพการยึดติดกับเยื่อเมือก
ผนังลําไสไดดีท่ีสุด เม่ือเทียบกับ EFC คือสายพันธุ EFMI 47 และ EFMI 49 สํา หรับกลไกในการ
จับเกาะตอผนังลําไสนั้น สามารถเกิดไดท้ังเปนแบบจําเพาะ (receptor-specific binding) แบบใช
แรงวาลเดอวาลส (Van-der-Waal’s force) แบบใชประจุ (charge) และปฏิกิริยาการชอบน้ํา 
(hydrophobic interaction) โดยสวนใหญแลวกลไกการจับเกาะของ lactic acid bacteria นั้นพบวา
แบคทีเรียจะมีการสราง cell surface hydrophobicity (CSH) มีผลทําใหผิวเซลลของแบคทีเรียมี
คุณสมบัติชอบนํ้า สามารถที่จะทดสอบไดโดย Salt Aggregation Test (SAT) (Strus et al., 2001) 
นอกจากน้ันแบคทีเรียยังสามารถสรางโปรตีนบางชนิดขึ้นมาแสดง ออกบนผิวเซลล ซึ่งเปนโปรตีน
กลุม extracellular matrix molecules (EMC) เชน collagens, fibronectin, thrombospondin และ 
vitronectin โดยโปรตีนเหลานี้จะจับเกาะไดกับชั้นเยื่อเมือก (Howard et al., 2000; Lorca et al., 
2002) การยึดติดของแบคทีเรียในสกลุ Enterococcus กับเยื่อเมือกผนังลําไส พบวาเปนลักษณะ
แบบไมจําเพาะ สามารถพบไดทั้งแบบ Van-der-Waal’s force และแบบ hydrophobic interaction 
(Agus, 2003) นอกจากนั้นยังมีรายงานการตรวจพบโปรตีนในกลุม EMC เชน collagen I binding 
และ bovine lactoferrin binding ในแบคทีเรียสกุล Enterococcus อีกดวย (Styriak et al., 2002)  
  การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของ E. faecium ท่ีแยกไดจากไก
พ้ืนเมืองทั้ง 15 สายพันธุ พบวามี E. faecium จํานวน 7 สายพันธุ ที่มีประสิทธิภาพการยับยั้ง
แบคทีเรียกอโรคไดดีท่ีสุด เม่ือเทียบกับ EFC คือ EFMC 17, EFMC 21, EFMC 24, EFMD 29, 
EFMD 30, EFMI 46 และ EFMI 49 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคดังกลาว
น้ัน ไดทดลองในสภาวะที่ไมไดจํากัดการสรางกรด แบคเทอริโอซิน หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด แต
อยางไรก็ตามผลการทดสอบเบื้องตนของการตรวจหาชนิดของสารยับยั้งแบคทีเรียอื่นที่ E. faecium 
แตละสายพันธุสรางขึ้นนั้น พบวาสามารถสรางกรดไดในทุกสายพันธุ และพบวามี 4 สายพันธุ ที่
สามารถสรางแบคเทอริโอซินได คือ EFMC 21, EFMD 25, EFMI 47 และ EFMI 49 ใน
ขณะเดียวกันทุกสายพันธุไมสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดได ดังนั้นอาจเปนไปไดวาการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคที่เกิดขึ้นนี้ อาจเปนผลมาจากเปนฤทธิ์ของกรด และแบคเทอริโอซิน (Franz 
et al., 1999) มีรายงานการศึกษาพบวา E. faecium สายพันธุ EK 13 สามารถสรางแบคเทอริโอซิน
ชนิด A (enterocin A) ซ่ึงมีผลตอการยับย้ังการเจริญของเช้ือ Salmonella spp. ได (Laukava et 
al., 2003) รายงานการศึกษาพบวา E. faecium สายพันธุ RJ16 สามารถสราง enterocin  AS-48 ที่
มีฤิทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (Samir et al., 
2005) และ S. Pullorum ได (Carina et al., 2000) 
 จากผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกของ E. faecium ท่ีแยกไดจากไกพื้น 
เมืองท้ัง 15 สายพันธุ ประกอบดวยความสามารถในการทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหาร



   

แบงเปนการทนกรด ทนน้ําดี ความสามารถในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส ประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรค และสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน ที่ E. faecium แตละสายพันธุสรางขึ้น สามารถ
สรุปไดวา E. faecium ทั้ง 15 สายพันธุนั้น พบ E. faecium จํานวน 2 สายพันธุท่ีมีคุณสมบัติเปน
โปรไบโอติกที่ดีที่สุดคือ EFMI 47 และ EFMI 49 เนื่องจากเปนสายพันธุที่สามารถทนตอกรด (pH 
2) ไดในระดับปานกลาง ทนตอน้ําดีไดนานถึง 4 ชั่วโมง สามารถยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสไดดี
ท่ีสุด สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคได และสามารถสรางกรดและแบคเทอริโอซินได การศึกษา
รูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพโดยใชเทคนิค Disk diffusion test ผลจากการทดสอบพบวา E. 
faecium ทั้งสองสายพันธุ (EFMI 47 และ EFMI 49) มีความไวรับตอยาตานจุลชีพทั้ง 11 ชนิด คือ 
amoxicillin+clavulanic, ciprofloxacin, gentamycin, trimethoprim+ sulphamethoxazole, 
vancomycin และ trimethoprim ในขณะเดียวกันด้ือตอยาตานจุลชีพ cefotaxime, erythromycin 
และ tetracyclin นอกจากนั้นยังไดทําการยืนยันสปชีสอีกคร้ังดวยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) และ DNA-DNA hybridization ผลจากการตรวจสอบยืนยันสปชีสโดยใชเทคนิค 
PCR พบวาทั้งสองสายพันธุเปน E. faecium และผลจากการตรวจสอบยืนยันสปชีสโดยใชเทคนิค 
DNA-DNA hybridization พบวาทั้งสองสายพันธุมีความคลายคลึงของ DNA (DNA-DNA 
homology) ตอเชื้อ E. faecium NRIC1145 สูงถงึ 82.4 และ 78.6% ตามลําดับ  
 
ขอเสนอแนะ 

การศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงคเพ่ือทําการคดัเลือก E. faecium จากไกพ้ืนเมืองมาใชเปนโปร
ไบโอติก โดยทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการ ประกอบดวยความ สามารถ
ในการทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารแบงเปนการทนกรด ทนน้ําดี ความสามารถในการยึดติด
กับเยื่อเมือกผนังลําไส ประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค และสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนที ่
จากผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกของ E. faecium ท่ีแยกไดจากไกพื้นเมืองทั้ง 15 
สายพันธุ พบ E. faecium จํานวน 2 สายพันธุ ที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกไดดีที่สุดคือ EFMI 47 
และ EFMI 49  

การศึกษาในครั้งเปนเพียงการศึกษาในหองปฏิบัติการเพ่ือใหไดมาซ่ึงสายพันธุของเชื้อที่มี
ศักยภาพสามารถนําไปใชเปนโปรไบโอติกไดในอนาคต แตอยางไรก็ตามควรมีการศึกษาตอ
เพ่ิมเติมในสัตวทดลอง (in vivo) เพ่ือทําการศึกษาประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโต การ
ลดแบคทีเรียกอโรค เปนตน ควรมีการศึกษาการทนตอกระบวนการผลิตเปนผลิตภัณฑรวม ถึง
ความคงทนของแบคทีเรียในผลิตภัณฑ เพ่ืออนาคตจะไดมีผลิตภัณฑโปรไบโอติกที่เปนของประเทศ
ไทยมีความเหมาะสมตอสัตวเศรษฐกิจในบานเราอยางแทจริง 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ สารเคมีและยาตานจลุชีพ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.1 Bile Esculin Azide agar 
Meat extract    3 กรัม 
Peptone     5  กรัม 
Bile     40  กรัม   
Ferric citrate    0.5  กรัม 
Esculin     1  กรัม 
Agar     15  กรัม 
Sodium azide     0.4  กรัม 
DDW     1 ลิตร 
ปรับ pH 7.2 + 1  
 

1.2 Brain heart infusion agar/broth 
Brain extract    7.8  กรัม 
Heart extract    9.7  กรัม 
Peptone     10  กรัม 
Sodium chloride    5 กรัม 
Sodium hydrogen phosphate  2.5 กรัม 
Dextrose     2 กรัม 
Agar     15  กรัม 
DDW     1 ลิตร 
ปรับ pH 7.2 + 1  
 
 
 
 
 



   

1.3 Kenner Fecal (KF) agar/broth 
Proteose peptone   10 กรัม 
Yeast extract   10 กรัม 
Sodium chloride   5 กรัม 
Sodium glycerol phosphate 10 กรัม 
Glucose    10 กรัม 
Lactose    1 กรัม 
Sodium azide    0.4  กรัม 
Bromocresal purple  0.06 กรัม 
Agar    15  กรัม 
DDW    1 ลิตร 
ปรับ pH 7.2 + 1  
 

1.4 Mueller Hinton (MH) agar 
Peptone    17.5  กรัม 
Beef infusion solids  4 กรัม 
Starch    1.5 กรัม 
Agar    15  กรัม 
DDW    1 ลิตร 
ปรับ pH 7.2 + 1  

 
1.5 MRS agar/broth/soft  

Proteose peptone   10 กรัม 
Meat extract   8 กรัม 
Yeast extract   4 กรัม 
Glucose    20 กรัม 
Sodium acetate   5 กรัม 
Triammonium citrate  2 กรัม 
Magnesium sulfate  0.2 กรัม 
Manganese sulfate  0.05 กรัม 
Dipotassium phosphate  2 กรัม 
Polysorbate 80   1 กรัม 



   

Agar    14  กรัม 
 
DDW    1 ลิตร 
ปรับ pH 6.2 + 1  
 

2. สารเคม ี 
1. สารละสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2 solution) 
2. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 
3. โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
4. กรดอะมิโนอารจินีน (Arginine) 
5. น้ําตาลซูโครส (Sucrose) 
6. น้ําตาลแมนนทิอล (Manitol) 
7. น้ําตาลอะราบโินส (Arabinose) 
8. น้ําตาลราฟฟโนส (Raffinose) 
9. น้ําตาลซอบิทอล (Sorbitol) 
10. น้ําตาลแลตโตส (Lactose) 
11. สารละลายแฮงบาลานส (Hank balance solution) 
12. โปรตีเนส เค (Proteinse K) 
13. ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs;A, C, G, T) 
14. กรดอีโทนีไดอะไมน เตตราอะซิติก (Ethoenediamine tetraacetic acid (EDTA))   
15. เอดทิเดียม โบรไมด (Ethidium bromide) 
16. กลีเซอรอลสําหรับ พีซอีาร (Glycerol for PCR) 
17. มารคเกอร (Low ladder marker) 
18. อะกาโรส (agarose) 
19. พรามเมอร (Oligonuecleotide primer) 
20. เอนไซม แทก ดีเอนเอ โพลีเมอเรส (Tag DNA polymerase) 
21. ทริส เบส (Tris-base) 
22. ไตรฟนิลเทตราโซเลียมคลอไรด (2,3,5 - Triphenyltetrazolium chloride) 

 
 
 
 



   

3. สวนประกอบของสารเคมีสําหรับการสกัด DNA และสําหรับ PCR 
 

3.1 1.5% Agarose gel  
Agarose     0.3 กรัม 
0.5 x TBE buffer             20 มิลลิลติร 

 
3.2 dNTP mixture, 300 µl (10 mM) 

dATP, 100 mM  30 ไมโครลิตร 
dCTP, 100 mM  30 ไมโครลิตร 
dGTP, 100mM  30 ไมโครลิตร 
dTTP, 100mM  30 ไมโครลิตร 
DDW   180 ไมโครลิตร    

 
3.2 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

Disodium ethylene diamine tetraacetate.2H2O  186.12 กรัม 
DDW       800 มิลลิลติร 
 

3.3 DNA Ladder marker 
DNA ladder marker 20 ไมโครลิตร 
DDW   40 ไมโครลิตร 

 
3.4 Ethidium bromide (10 mg/ml) 

Ethidium bromide  1 กรัม 
DDW   100 มิลลิลติร 

 
3.5 Loading dye 

Bromphenol blue  0.25 กรัม 
Xylene cyanol  0.25 กรัม 
Ficoll 400   15 กรัม 
Sterilized water  100 มิลลิลติร 

 



   

3.6 10 x Tris-borate-EDTA (TBE) buffer, 500 ml 
Tris base   30.25 กรัม 
Boric acid   15.425 กรัม 
Na2 EDTA.2H2O  1.86 กรัม 
Sterilized water  500 มิลลิลติร 
0.5 x TE buffer  500  มิลลิลติร 
10 x TE buffer  25 มิลลิลติร 
Sterilized water  475 มิลลิลติร 

 
3.7 10 x Tris/HCl-EDTA (TE) buffer 

Tris base   12.11 กรัม 
0.5 M EDTA  20 มิลลิลติร 
1 x TE buffer  500  มิลลิลติร 
10 x TE buffer  50 มิลลิลติร 
Sterilized water  450 มิลลิลติร 
 

4. สวนประกอบของสารเคมีสําหรับ DNA – DNA Hybridization  
 
4.1 2M H2SO4 

Conc. H2SO4 2 มิลลิลติร 
Distilled water 34 มิลลิลติร 

 
4.2 Phenol:chloroform (1:1) 

 ทําการละลายผลึก phenol ในอางควบคุมอุณหภูมิท่ี 65 องศาเซลเซียส จากนั้นนํามาผสม
กับ chloroform ในอัตราสวน 1:1 เก็บสารละลายที่ไดในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 

4.3 Saline-EDTA buffer (pH 8) 
NaCl 0.1 โมล 
ESTA.2Na (pH 8) 50 มิลลิโมล 

 
 
 



   

4.4 10% Sodium dodecyl sulphate (SDS) 
Conc. H2SO4 2 มิลลิลติร 
Distilled water 34 มิลลิลติร 
   

4.5 0.1M Tris NaCl (pH 9) 
Tris 1.21 มิลลิกรัม 
Distilled water 100 มิลลิลิตร 
นําสวนประกอบมาผสมกันแลวปรับ pH ใหเปน 9 ดวย HCl 
 

4.6 10X SSC (saline sodium citrate) 
NaCl 1.5 โมล 
Tris-sodiumcitrate 0.1 โมล 

 
4.7 RNase T1 solution 

RNase T1 80 ไมโครลิตร 
0.1M Tris-HCl  10 มิลลิลติร 
ละลาย RNase T1 จํานวน 20 mg ลงใน 0.15M NaCl จํานวน 10 mL แลวนําไปตม 95 

องศาเซลเซียส นาน 5 – 10 นาที เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

4.8 2X Phosphate buffer saline (PBS) 
NaHPO4 8 มิลลิโมล 
K2HPO4 1.5 มิลลิโมล 
NaCl 137 มิลลิโมล 
KCl 2.7 มิลลิโมล 

 
4.9 Prehybridization solution 

100XDenhardt solution 5 มิลลิลิตร 
10 mg/mL dalmon sperm DNA 1 มิลลิลติร 
20XSSC 10 มิลลิลติร 
Formamide 50 มิลลิลติร 
Distilled water 34 มิลลิลติร 

 



   

4.10 Hybridization solution 
Prehybridization solution 100 มิลลิลิตร 
Dextran sulfate 5 มิลลิลิตร 

 
4.11 solution I 

Bovine serum albumin 
(Fraction V) 

0.25 กรัม 

Triton X-100 50 ไมโครลิตร 
PBS 50 ไมโครลิตร 

 
4.12 solution II 

Streptavidin-POD 1 ไมโครลิตร 
Solution I 4 ไมโครลิตร 

 
4.13 solution III 

3,3,5,5- Tetramethylbenzidine (TMB)  100 ไมโครลิตร 
0.3% H2O2 100 ไมโครลิตร 
0.4 M Citric acid + 0.2 M Na2HPO4 buffer 
pH 6.2 in 10% DMSO 

  

 
5. ยาตานจุลชีพ  

5.1 Amoxycillin+Clavulanic acid 20+10 µg   (Oxoid,U.S.A.) 
5.2 Ampicillin 10 µg      (Oxoid,U.S.A.) 
5.3 Cefotaxime 30 µg     (Oxoid,U.S.A.) 
5.4 Ciprofloxacin 5 µg     (Oxoid,U.S.A.) 
5.5 Chloramphenical 30 µg     (Oxoid,U.S.A.) 
5.6 Gentamycin 10 µg     (Oxoid,U.S.A.) 
5.7 Erythromycin 15 µg     (Oxoid,U.S.A.) 
5.8 Trimethoprim+Sulphamethoxazole 1.25+23.75 µg  (Oxoid,U.S.A.) 
5.9 Tetracyclin 30 µg     (Oxoid,U.S.A.) 
5.10 Vancomycin 30 µg      (Oxoid,U.S.A.) 
5.11 Trimethoprim 5 µg      (Oxoid,U.S.A.) 



   

6 การทดสอบทางชีวเคม ี
 

6.1 การทดสอบการติดสีแกรมส 
เขี่ยเชื้อบรสิุทธิ์ลงบนแผนสไลด นําไปผานเปลวไผ 2 – 3 ครั้ง ยอมสีดวยสารละลาย crystal 

violet เปนเวลา 1 นาที ลางสีออกดวยน้ํากลั่น หยดสารละลายไอโอดีนทิ้งไว 1 นาที ลางออกดวยน้ํา
กลั่น ลางสีออกดวยแอลกอฮอล 95% นาน 10 วินาที ยอมทับดวยสารละลาย safranin O นาน 30 
นาที ลางออกดวยน้ํากลั่น ซับแผนสไลดใหแหง นําไปตรวจดู รูปรางของเซลล การเรียงตัว และการ
ติดสีแกรมส ดวยกลองจุลทรรศกําลังขยาย 100 เทา 

 
6.2 ทดสอบการสรางเอ็นไซมคะตะเลส 

นําเชื้อบริสุทธิท์ี่เลี้ยงไว 24 ชั่วโมง เขีย่ลงบนแผนสไลด หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด (H2O2) 3% จํานวน 2 – 3 หยด เชื้อท่ีใหผลบวกตอการทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส 
จะเห็นเปนฟองอากาศฟูออกมาจากโคโลนีของเช้ือ โดยใช Bacillus subtillis เปนเชื้อควบคุมซึ่งจะ
ใหผลเปนบวก 
 

6.3 ความสามารถในการเจริญเตบิโตที่  45 องศาเซลเซียส  
ทําการเพาะเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือ BHI broth แลวนําไปบมเพาะที่อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง เชื้อที่ใหผลบวกตอการทดสอบจะพบวาอาหารเลีย้งเชื้อขุน 
 

6.4 ความสามารถในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีความเขมขนของเกลือ 6.5%  
ทดสอบการใชทําการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth ท่ีมีสวนผสมของโซเดียม

คลอไรด 6.5% แลวนําไปบมเพาะที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เชื้อที่ให
ผลบวกตอการทดสอบจะพบวาอาหารเลีย้งเช้ือขุน 

 
6.5 การทดสอบ arginine hydrolysis และการสรางกรดจาก sucrose, mannitol, 

arabinose, raffinose, sorbitol และ lactose  
ทําการเพาะเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว ที่มีสวนผสมของ arginine และนํ้าตาล 

sucrose, mannitol, arabinose, raffinose, sorbitol และ lactose ความเขมขนสดุทายเปน 1% แลว
นําไปบมเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 – 48  ชั่วโมง กรณีของเชื้อที่ใหผลบวกตอ
การทดสอบ arginine hydrolysis จะพบวาอาหารเลีย้งเชื้อไมเปลีย่นส ี สวนเชือ้ที่ใหผลบวกตอการ
ทดสอบการใชน้ําตาลตางๆ จะพบวาอาหารเลี้ยงเช้ือมีการเปลี่ยนสจีากสีเขียวเปนสีเหลือง 
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ตารางที่ 20 Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus จากตัวอยางกระเพาะพัก

ของไกพื้นเมือง 
กระเพาะพักของไกพ้ืนเมือง 

(n=30) 
Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus 

1 7.44 
2 7.43 
3 7.75 
4 7.61 
5 8.68 
6 7.59 
7 7.49 
8 7.04 
9 8.66 
10 8.32 
11 7.78 
12 7.20 
13 7.25 
14 7.50 
15 7.90 
16 8.25 
17 7.47 
18 7.11 
19 7.36 
20 7.34 
21 7.14 
22 7.27 
23 7.07 
24 7.43 
25 7.23 
26 7.17 
27 7.32 
28 7.11 
29 7.11 
30 7.34 



   

 
ตารางที่ 21 Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus จากตัวอยางลําไสเล็กสวน

ตนของไกพ้ืนเมือง 
ลําไสเล็กสวนตนของไกพ้ืนเมือง 

(n=30) 
Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus 

1 7.14 
2 7.27 
3 7.07 
4 7.43 
5 7.23 
6 7.07 
7 7.43 
8 8.23 
9 8.43 
10 7.44 
11 7.43 
12 8.75 
13 7.61 
14 7.68 
15 7.59 
16 7.49 
17 7.04 
18 7.66 
19 7.78 
20 7.20 
21 7.25 
22 7.50 
23 7.90 
24 7.25 
25 7.47 
26 7.11 
27 7.36 
28 7.34 
29 7.14 
30 7.25 

 



   

ตารางที่ 22 Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus จากตัวอยางลําไสเล็กสวน
ปลายของไกพ้ืนเมือง 

ลําไสเล็กสวนปลายของไกพ้ืนเมือง 
(n=30) 

Total Viable Count (log10 CFU/gm)ของ Enterococcus 

1 7.68 
2 7.59 
3 8.49 
4 7.04 
5 7.66 
6 7.78 
7 7.20 
8 8.25 
9 7.50 
10 8.23 
11 7.07 
12 7.43 
13 7.23 
14 7.43 
15 7.44 
16 7.43 
17 7.75 
18 7.61 
19 7.68 
20 7.59 
21 7.49 
22 7.68 
23 7.59 
24 7.49 
25 7.04 
26 7.66 
27 7.32 
28 7.78 
29 7.20 
30 7.25 

 
 



   

ตารางที่ 23 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง  
 

isolates 
Characteristics 

EFMC1 EFMC2 EFMC3 EFMC4 EFMC5 EFMC6 EFMC7 EFMC8 EFMC9 EFMC10 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

Growth at 45oC + + + + + + + + + + 

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

Sucrose + + + + + + + + + + 
* +, positive; - negative 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 24 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
 

isolates 
Characteristics 

EFMC11 EFMC12 EFMC13 EFMC14 EFMC15 EFMC16 EFMC17 EFMC18 EFMC19 EFMC20 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

Growth at 45oC + + + + + + + + + + 

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

Sucrose + + + + + + + + + + 
* +, positive; - negative 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 25 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
  

isolates 
Characteristics 

EFMC21 EFMC22 EFMC23 EFMC24 EFMD25 EFMD26 EFMD27 EFMD28 EFMD29 EFMD30 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

Growth at 45oC + + + + + + + + + + 

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

Sucrose + + + + + + + + + + 
* +, positive; - negative 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 26 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
 

isolates 
Characteristics 

EFMD31 EFMD32 EFMD33 EFMD34 EFMD35 EFMD36 EFMD37 EFMD38 EFMD39 EFMD40 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

Growth at 45oC + + + + + + + + + + 

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

Sucrose + + + + + + + + + + 
* +, positive; - negative 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 27 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
 

isolates 
Characteristics 

EFMD41 EFMI42 EFMI43 EFMI44 EFMI45 EFMI46 EFMI47 EFMI48 EFMI49 EFMI50 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

Growth at 45oC + + + + + + + + + + 

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

Sucrose + + + + + + + + + + 
* +, positive; - negative 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 28 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
 

isolates 
Characteristics 

EFMI51 EFMI52 EFMI53 EFMI54 EFMI55 EFMI56 EFMI57 EFMI58 EFMI59 EFMI60 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

Growth at 45oC + + + + + + + + + + 

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

Sucrose + + + + + + + + + + 
* +, positive; - negative 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 29  อัตราการอยูรอดของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมืองในการทนตอ
กรด (pH 2.0) ปริมาณของ E. faecium เริ่มตนคือ 1.5x108 CFU/mL  

 
 

 
 

 
 
 
 
 

ปริมาณของเซลลทีเ่หลืออยู  สายพันธุ 
(CFU/mL) Log10 (CFU/mL) (%) 

EFMC 2 2.8x105 5.44 66.5 
EFMC17 2.7x106 6.43 78.6 
EFMC 21 5.7x106 6.75 82.5 
EFMC 22 4.1x105 5.61 68.6 
EFMC 24 4.8x106 6.68 81.7 
EFMD 25 3.9x106 6.59 80.6 
EFMD 29 3.1x105 5.49 67.1 
EFMD 30 1.1x106 6.04 73.8 
EFMD 32 4.6x105 5.66 69.2 
EFMI 42 2.1x106 5.32 65 
EFMI 44 6.1x105 5.78 70.7 
EFMI 46 1.6x105 5.20 63.6 
EFMI 47 1.8x106 6.25 76.4 
EFMI 49 3.2x106 6.50 79.5 
EFMI 54 8.0x105 5.90 72.1 
EFC 1.8x105 5.25 64.2 



   

ตารางที่ 30  ความสามารถในการทนตอน้ําดี (bile) ที ่1 ชั่วโมง ของ  E. faecium แตละสายพันธุที่
แยกไดจากไกพ้ืนเมือง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สายพันธุ ปริมาณเชื้อเริ่มตน  
(Log10CFU/mL) 

ปริมาณเชื้อลดลง  
(Log10 CFU/mL) 

การอยูรอดของเชื้อ  
(%) 

EFMC 2 5.44 1.47 27.0 
EFMC17 6.43 4.11 63.9 
EFMC 21 6.75 5.36 79.4 
EFMC 22 5.61 1.34 23.9 
EFMC 24 6.68 5.14 77.0 
EFMD 25 6.59 4.27 64.8 
EFMD 29 5.49 1.07 19.5 
EFMD 30 6.04 5.43 89.9 
EFMD 32 5.66 1.23 21.7 
EFMI 42 5.32 1.17 22.0 
EFMI 44 5.78 1.32 22.8 
EFMI 46 5.20 1.11 21.4 
EFMI 47 6.25 4.11 65.8 
EFMI 49 6.50 5.34 82.2 
EFMI 54 5.90 1.17 19.8 
EFC 5.25 1.00 19.0 



   

ตารางที่ 31  ความสามารถในการทนตอน้ําดี (bile) ที่ 2 ชั่วโมง ของ  E. faecium แตละสายพันธุที่
แยกไดจากไกพ้ืนเมือง 

สายพันธุ ปริมาณเชื้อเริ่มตน  
(Log10CFU/mL) 

ปริมาณเชื้อลดลง  
(Log10CFU/mL) 

การอยูรอดของเชื้อ  
(%) 

EFMC17 6.43 2.32 36.1 
EFMC 21 6.75 4.30 63.7 
EFMC 24 6.68 1.25 18.7 
EFMD 30 6.04 4.32 71.5 
EFMI 47 6.25 1.47 23.5 
EFMI 49 6.50 3.30 50.8 
 
ตารางที่ 32  ความสามารถในการทนตอน้ําดี (bile) ที่ 3 ชั่วโมง ของ  E. faecium แตละสายพันธุที่

แยกไดจากไกพ้ืนเมือง 

สายพันธุ 
ปริมาณเชื้อเริ่มตน 
 (Log10CFU/mL) 

ปริมาณเชื้อลดลง 
 (Log10CFU/mL) 

การอยูรอดของเชื้อ 
 (%) 

EFMC 21 6.75 4.32 62.7 
EFMD 30 6.04 4.36 71.2 
EFMI 47 6.25 1.35 21.3 
EFMI 49 6.50 2.46 38.5 
  
 
ตารางที่ 33 ความสามารถในการทนตอน้ําดี (bile) ท่ี 4 ชั่วโมง ของ E. faecium แตละสายพันธุที่

แยกไดจากไกพ้ืนเมือง 
 
 
 
 
 
 

 
 

สายพันธุ 
ปริมาณเชื้อเริ่มตน  
(Log10CFU/mL) 

ปริมาณเชื้อลดลง  
(Log10CFU/mL) 

การอยูรอดของเชื้อ  
(%) 

EFMC 21 6.75 2.35 35.7 
EFMD 30 6.04 2.64 43.7 
EFMI 47 6.25 1.40 21.9 
EFMI 49 6.50 1.38 20.6 



   

ตารางที ่ 34 ประสิทธิภาพการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส ของ E. faecium แตละสายพันธุที ่
 แยกไดจากไกพ้ืนเมือง ปริมาณเซลลเริ่มตน 1.5x108 CFU/mL 

 
ปริมาณเชื้อจับเกาะ(log10CFU/mL) 

สายพันธุ 
ซํ้า 1 ซ้ํา 2 ซ้ํา 3 ซ้ํา 4 

คาเฉลี่ย ปริมาณเชื้อจับเกาะ  
(%) 

EFMC 2 3.25 3.23 3.34 3.14 3.24 39.04 
EFMC 17 3.89 3.11 3.62 2.69 3.33 40.09 
EFMC 21 4.23 3.97 5.04 3.34 4.15 49.94 
EFMC 22 4.16 3.04 3.23 3.27 3.43 41.27 
EFMC 24 3.98 3.46 3.23 3.34 3.50 42.20 
EFMD 25 3.36 3.25 4.56 3.25 3.61 43.43 
EFMD 29 4.04 4.04 3.95 4.04 4.02 48.40 
EFMD 30 3.62 3.65 3.00 3.64 3.48 41.90 
EFMD 32 3.90 4.20 4.00 4.63 4.18 50.39 
EFMI 42 4.30 3.34 3.60 2.95 3.55 42.74 
EFMI 44 3.86 3.14 3.56 3.68 3.56 42.89 
EFMI 46 3.96 5.07 4.04 4.07 4.29 51.63 
EFMI 47 4.97 5.46 4.75 4.60 4.95 59.58 
EFMI 49 4.65 4.61 4.69 4.44 4.60 55.39 
EFMI 54 4.90 4.61 4.25 4.38 4.54 54.64 
EFC 4.62 4.85 4.38 4.51 4.59 55.30 
Salmonella Enteritidis* 3.41 3.44 3.38 3.55 3.45 41.51 
Bacillus subtillis**  -  - - - - - 
หมายเหตุ   *positive control ** negative control 
 
 
 
 



   

ตารางที่  35 ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกได
จากไกพื้นเมือง 

 ขอบเขตในการยับยั้ง (inhibition zone, mm)  
สายพันธุ 

E.coli S. Enteritidis S. Typhimurium 
จํานวนซ้ํา 1 2 3 4 

คาเฉลี่ย 
1 2 3 4 

คาเฉลี่ย 
1 2 3 4 

คาเฉลี่ย 

EFMC 2 0 20 21 22 15.8  12 20 21 20 18.3 12 20 23 22 19.3 
EFMC17 11 30 31 30 25.5 18 16 16 17 16.8 16 15 14 22 16.8 
EFMC 21 10 30 29 29 24.5  12 15 14 15 14.0 10 16 15 22 15.8 
EFMC 22 17 16 17 18 17.0  18 17 18 17 17.5 19 19 18 20 19.0 
EFMC 24 17 20 21 20 19.5  15 24 24 23 21.5 12 24 22 22 20.0 
EFMD 25 6 13 10 12 10.3  17 18 18 19 18.0 13 19 18 17 16.8 
EFMD 29 16 20 22 21 19.8  19 20 19 20 19.5 10 27 22 22 20.3 
EFMD 30 9 18 19 18 16.0  15 23 20 21 19.8 13 22 23 21 19.8 
EFMD 32 8 22 21 22 18.3  16 22 20 21 19.8 11 21 20 23 18.8 
EFMI 42 16 19 18 19 18.0  10 13 12 13 12.0 16 20 18 20 18.5 
EFMI 44 15 12 11 13 12.8  14 20 20 19 18.3 12 22 20 21 18.8 
EFMI 46 19 20 20 19 19.5  19 24 22 23 22.0 12 21 22 21 19.0 
EFMI 47 16 20 20 19 18.8  12 20 21 24 19.3 16 21 20 19 19.0 
EFMI 49 18 15 16 14 15.8  12 14 15 14 13.8 13 23 23 24 20.8 
EFMI 54 18 20 19 20 19.3  12 14 15 16 14.3 13 20 15 20 17.0 
EFC 17 24 23 24 22.0  15 23 20 23 20.3 10 22 22 24 19.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ประวตัิผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางนภาพร เลิศวรปรีชา เกิดเมื่อวันท่ี 15 มีนาคม 2522 จังหวัดนครพนม จบการศึกษา
วิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยาประยุกต) คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยราชภัฏจันทรเกษม ป
การศึกษา 2541 ปจจุบันทํางานที่ศูนยติดตามการดื้อยาของเชื้อโรคอาหารเปนพิษ (ภายใตความ
รวมมือขององคการอนามัยโลก) คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตําแหนง 
นักวิทยาศาสตร  
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