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บทที่ 1
บทนํา

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา

เชื้อด้ือยาจัดเปนโรคอุบัติใหม  ท่ีเปนปญหาสําคัญท้ังทางดานสาธารณสุขและเศรษฐกิจ 

สาเหตุของการเกิดเชื้อด้ือยามีหลายประการ เชน การใชยาปฏิชีวนะอยางไมเหมาะสมในการรักษา

โรคติดเชื้อในมนุษยและสัตว การใชยาปฏิชีวนะเกินความจําเปนเพื่อการปองกันโรคในสัตว เปน

ตน โดยสาเหตุสําคัญประการหน่ึงของการแพรกระจายของเชื้อด้ือยาเกิดจากการใชยาปฏิชีวนะ

เปนสารเรงการเจริญเติบโตในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภค ซึ่งการไดรับยาปฏิชีวนะในระดับตํ่า

ติดตอกันเปนระยะเวลานาน เปนการเพิ่มโอกาสใหเชื้อพัฒนาความด้ือยา (Boerlin et al., 2001)

จากการศึกษาของ Lin และคณะ (2006) พบวาการผสมยา tylosin ในปริมาณ 0.5 กรัมตออาหาร

สัตว 1 กิโลกรัม เพื่อเรงการเจริญเติบโตในไกอยางตอเน่ือง สงผลใหพบเชื้อ Campylobacter ท่ีด้ือ

ตอยา erythromycin เพิ่มมากข้ึน นอกจากน้ียังมีรายงานการตรวจพบยีน emtA ท่ีควบคุมการด้ือ

ตอยา avilamycin ในเชื้อ Enterococcus faecalis ท่ีแยกไดจากสุกรท่ีไดรับยา avilamycin เปน

สารเรงการเจริญเติบโตอีกดวย (Delsol et al., 2005) โดยเชื้อท่ีสัมผัสกับยาปฏิชีวนะท่ีความ

เขมขนตํ่าเปนเวลานานอยางตอเน่ืองจะพัฒนาการด้ือยาไดจากการเหน่ียวนําใหเกิดการกลาย

พันธุบนโครโมโซมหรือมีการแพรกระจายตัวระบุการด้ือยา เชน integrons, transposons,

plasmid ท่ีมียีนด้ือยา เปนตน ซึ่งการถายทอดยีนด้ือยาอาจเกิดข้ึนระหวางแบคทีเรีย species

เดียวกันหรือตาง species นอกจากน้ีแบคทีเรียท่ีด้ือตอยาปฏิชีวนะชนิดหน่ึงยังสามารถพัฒนาการ

ด้ือยาขาม (cross-resistance) ไปยังยาชนิดอ่ืนๆ ได (Woodford et al., 1995) รวมถึงคัดเลือกยีน

ด้ือยาอ่ืนๆท่ีอยูบนตัวระบุการด้ือยาเดียวกัน สงผลใหเชื้อด้ือยาหลายชนิดพรอมกันท้ังท่ีไมมีการใช

ยาปฏิชีวนะบางชนิดแลวก็ตาม ตัวอยางเชน ปจจุบันไดมีการหามใชยา chloramphenicol ในการ

เลี้ยงสัตวเพื่อบริโภค แตยังสามารถแยกพบเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella enterica ท่ี

ด้ือตอยาชนิดน้ีไดจากสัตว เน่ืองจากยีน cmlA และ aad ท่ีควบคุมการด้ือตอยา chloramphenicol

และ streptomycin มักปรากฏอยูบน class1 integrons เดียวกัน ดังน้ันการใชยา streptomycin

จะคัดเลือก class1 integrons ท่ีมียีน aad พรอมกับยีน cmlA ทําใหเชื้อยังคงด้ือตอยา 

chloramphenicol ท้ังท่ีไมมีการใชยาน้ีแลว (Chiu et al., 2006) ซึ่งเชื้อด้ือยาเหลาน้ีอาจปนเปอน

มากับเน้ือสัตว สิ่งแวดลอม และเขาสูหวงโซอาหาร โดยเฉพาะแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษ เชน 

S. enterica, E. coli และ C. jejuni เปนตน เมื่อมนุษยติดเชื้อเหลาน้ีจะสงผลใหไมสามารถใชยา

ปฏิชีวนะเพื่อรักษาการติดเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ (Donabedian et al., 2003)
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เน่ืองจากการใชยาปฏิชีวนะเปนสารเรงการเจริญเติบโตในสัตวเปนปจจัยสําคัญท่ีทําให

เกิดการแพรกระจายของเชื้อด้ือยา สงผลใหองคกรตางๆ ไดวางมาตรการปองกันและแกไขปญหา 

เชน เมื่อป 2540 องคการอนามัยโลก (World Health Organization, WHO) ไดแนะนําวา ควร

ยกเลิกการใชยาตานจุลชีพเพื่อเรงการเจริญเติบโตในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภค ในกรณีท่ีมีการใช

ยาน้ันเพื่อการรักษาโรค หรือการใชยาดังกลาวอาจกอใหเกิดการด้ือยาขามกับยาท่ีใชในมนุษยได

ตอมาในป พ.ศ. 2549 สหภาพยุโรปไดเพิกถอนการใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารเรงการเจริญเติบโต

ในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคท้ังหมด สงผลใหประเทศผูสงออกหลายประเทศต่ืนตัวและ

เตรียมพรอมกับสถานการณท่ีเปลี่ยนแปลงไป เชน เนเธอรแลนด ไดออกกฎหมายหามนํายา

ปฏิชีวนะท่ีใชรักษาโรคในมนุษยมาใชเพื่อเรงการเจริญเติบโตในสัตว (ศศิ, 2003) Codex ไดออก 

code of practice to minimize and contain antimicrobial resistance เพื่อลดปญหาการเกิด

เชื้อด้ือยาท่ีมีสาเหตุจากการใชยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงสัตว โดยสนับสนุนใหมีการวางแผนการ

ควบคุมปองกันเชื้อด้ือยาอยางมีหลักฐานทางวิทยาศาสตรรองรับพรอมท้ังสงเสริมใหมีการศึกษา

กลไกและระบาดวิทยาในระดับโมเลกุลของเชื้อด้ือยา ซึ่งเปนไปไดวาอาจมีการยกปญหาเชื้อด้ือยา

และการควบคุมเชื้อด้ือยาภายในประเทศมาใชในการกําหนดเงื่อนไขทางการคาระหวางประเทศใน

อนาคต สําหรับประเทศไทยในฐานะผูสงออกจําเปนตองปฏิบัติตามและเตรียมพรอมเพื่อรับมือกับ

การเปลี่ยนแปลงท่ีจะเกิดข้ึนเชนกัน โดยสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาไดประกาศยกเลิก

การใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารเรงการเจริญเติบโตในการเลี้ยงสัตวเพื่อการบริโภคท้ังหมด พรอมท้ัง

รางแนวทางการประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยาสําหรับยาปฏิชีวนะท่ีจะนํามาใชในสัตวเหลาน้ี โดย

ผูผลิตยาปฏิชีวนะเพื่อวัตถุประสงคดังกลาวจะตองนําขอมูลการประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยามา

ประกอบการขอข้ึนทะเบียนยาใหม 

ในปจจุบัน การใชสารเรงการเจริญเติบโตอ่ืนๆท่ีไมใชยาปฏิชีวนะเปนทางเลือกหน่ึงท่ีมีการ 

ศึกษากันมาก ซึ่งไดมีการพัฒนาและผลิตสารเหลาน้ีออกสูทองตลาด เชน กรดอินทรีย สมุนไพร 

วิตามิน แรธาตุ อยางไรก็ตามยังไมมีสิ่งทดแทนยาปฏิชีวนะชนิดใดออกมามีบทบาทและ

ประสิทธิภาพอยางชัดเจนประกอบกับการสนับสนุนการเลี้ยงสัตวแบบอินทรีย ทําใหสารเสริมชีวนะ

มีความสําคัญเพิ่มมากข้ึน (Trafalska and Grzybowska, 2004) โดยท่ัวไปสารเสริมชีวนะสําหรับ

สัตว ประกอบดวย จุลินทรียมีชีวิตหลายชนิด ไดแก แบคทีเรีย เชื้อรา และยีสต โดยจุลินทรียเหลาน้ี

ตองเปนชนิดและสายพันธุท่ีไดรับการยอมรับวามีความปลอดภัยตาม Generally Regarded As

Safe (GRAS) และมีจํานวนจุลินทรียท่ีเหมาะสมตามท่ีกําหนด ซึ่งในสหภาพยุโรป การผลิตและ

การใชสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวอยูภายใตการควบคุมอยางเขมงวดของ the Scientific

Committee on Animal Nutrition (SCAN) ตามแนวทางท่ีระบุใน Regulation 1831/2003 EU
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(Becquet, 2003; von Wright, 2005) โดยใหความสําคัญท่ีความสัมพันธระหวางการใชสารเสริม

ชีวนะกับการด้ือตอยาปฏิชีวนะและเนนการทดสอบความปลอดภัยตอสัตว คนและสิ่งแวดลอม

สาเหตุสําคัญท่ี SCAN ควบคุมสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวอยางเขมงวด คือ จุลินทรียท่ีนํามาผลิต

เปนสารเสริมชีวนะอาจเปนเชื้อด้ือยาแบบท่ีสามารถถายทอดได โดยจุลินทรียในสารเสริมชีวนะท่ี

อาจกอปญหาการแพรกระจายเชื้อด้ือยามากท่ีสุด คือ แบคทีเรีย (Kastner et al., 2006) ซึ่ง

โดยท่ัวไปแบคทีเรียท่ีนิยมนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะ ไดแก แบคทีเรียในกลุม Lactobacillus,

Bacillus และ Enterococcus จากการศึกษาท่ีผานมา พบวาแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะด้ือ

ตอ tetracycline, erythromycin, penicillin, vancomycin และ tylosin (Wagner and Cerniglia,

2005) กอนหนาน้ีมีรายงานวา Lactobacillus spp. น้ันด้ือตอ tetracycline, vancomycin,

fluoroquinolones, fusidic acid และ clindamycin โดยท่ีเชื้อสามารถถายทอดยีนควบคุมการด้ือ

ตอ tetracycline ไปยัง Lactobacillus ตาง species ได (Danielsen and Wind, 2003)

นอกจากน้ี  Enterococcus เชน E. faecium และ E. faecalis บางสายพันธุ เปนแบคทีเรียฉวย

โอกาส (opportunistic pathogens) ท่ีทําใหเกิดการติดเชื้อในผูท่ีมีภูมิคุมกันบกพรองและเปนเชื้อ

ด้ือยาโดยเฉพาะอยางย่ิงการด้ือตอยา vancomycin (Wegener et al., 1999) ดังน้ันการนํา

Enterococcus มาผลิตเปนสารเสริมชีวนะจึงตองใหความสําคัญตอการระบุ species ท่ีถูกตอง 

(Murray, 1990)

นอกจากประเด็นเชื้อด้ือยาแลวยังพบวาปญหาท่ีพบบอยอีกประการหน่ึงคือ ปญหาดาน

คุณภาพของผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะ โดยมีการศึกษาพบวาผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสวนใหญท่ี

ระบุบนฉลากวาเปน B. subtilis น้ัน เมื่อทดสอบทางหองปฏิบัติการแลวพบวาเปนเชื้อ Bacillus ใน 

speciesอ่ืนๆ เชน B. clausii, B. pumilus และ B. cereus (Green et al., 1999) เชนเดียวกับ

การศึกษาคุณภาพของสารเสริมชีวนะท่ีมี Lactobacillus เปนสวนประกอบ พบวา species ท่ี

ตรวจพบน้ันไมตรงกับขอมูลท่ีแสดงบนฉลากผลิตภัณฑ (Hamilton-Miller et al., 1999) นอกจากน้ี

ยังมีการศึกษาพบวาผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะบางชนิดน้ันมีจํานวนแบคทีเรียมีชีวิตนอยกวาท่ีระบุ

บนฉลาก (Hong et al., 2005) ซึ่งประสิทธิภาพของสารเสริมชีวนะข้ึนกับสายพันธุและจํานวนเชื้อ

ท่ีรางกายไดรับ ดังน้ันการใชสารเสริมชีวนะท่ีมีปญหาเหลาน้ีอาจไมกอใหเกิดประโยชนจริงตอ

รางกายสัตวตามท่ีกลาวอาง

ดังน้ันการใชสารเสริมชีวนะท่ีไมไดผานการตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัย

โดยเฉพาะอยางย่ิงความปลอดภัยในดานการถายทอดยีนด้ือยา อาจกอใหเกิดปญหาการ

แพรกระจายของเชื้อด้ือยาตอไปได ซึ่งการตรวจสอบความปลอดภัยของสารเสริมชีวนะโดยการ
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ทดสอบความไวตอยาดวยการหาคาความเขมขนตํ่าสุดท่ียับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อ (Minimum

Inhibition Concentration, MIC) น้ันไมเพียงพอตอการยืนยันความปลอดภัยของจุลินทรียท่ีใชเปน

สารเสริมชีวนะ (Coeuret et al., 2004) จําเปนตองมีการระบุ species ของแบคทีเรียท่ีใชอยาง

ถูกตองกอนการผลิตดวยรวมกับการศึกษาพันธุกรรมการด้ือยาและทดสอบการถายทอดยีนด้ือยา 

(SCAN, 2003) รวมถึงการตรวจหาการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคชนิด Salmonella และ 

E. coli ท่ีไมเพียงแตเปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษท่ีสําคัญแตยังพบการด้ือยาและเปนสาเหตุ

การแพรกระจายยีนด้ือยาได (Rao et al., 2008) โดยโอกาสการตรวจพบการปนเปอนของ

แบคทีเรียกอโรคท้ัง 2 ชนิดน้ัน มีไมมาก เพราะสภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต แต

อาจพบการปนเปอนไดกรณีท่ีสารเสริมชีวนะน้ันผานกระบวนการผลิตท่ีไมไดมาตรฐาน ซึ่งเชื้อ

เหลาน้ีอาจกอโรคโดยตรงหรือเปนแหลงของการแพรกระจายตัวระบุการด้ือยา โดยเฉพาะอยางย่ิง 

class 1 integrons ท่ีพบไดท้ังในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ

สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีจําหนายในประเทศไทย สวนหน่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีนําเขา

จากตางประเทศ ซึ่งผลิตภัณฑเหลาน้ีบางตัวไมไดรับการรับรองความปลอดภัยจาก SCAN

ในขณะท่ีอีกสวนหน่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีผลิตข้ึนเองภายในประเทศ ซึ่งยังไมมีการตรวจสอบคุณภาพ

และความปลอดภัยอยางจริงจังและเปนระบบ มีเพียงการตรวจสอบการปนเปอนของแบคทีเรียกอ

โรคหรือเทาน้ัน แตยังไมมีการตรวจคุณภาพของเชื้อท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะในแงของการเปน

สาเหตุการแพรกระจายเชื้อด้ือยา รวมถึงพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525

ไดกําหนดเพียงชนิดและจํานวนจุลินทรียท่ีอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะเทาน้ันและไมมีการ

กําหนดวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบ นอกจากน้ีการศึกษาเร่ืองสารเสริมชีวนะในประเทศไทยสวน

ใหญเปนการศึกษาดานประสิทธิภาพของสารเสริมชีวนะ ปจจุบันยังไมมีรายงานการศึกษาถึง

ความปลอดภัยของสารเสริมชีวนะในแงของความเปนไปไดท่ีจะเปนสาเหตุของการแพรกระจาย

ของเชื้อด้ือยา 

ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบคุณภาพดานความปลอดภัยของสาร

เสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคท่ีมีจําหนายในประเทศไทยในกรณีของการเปนสาเหตุ

ของการแพรกระจายเชื้อด้ือยา ซึ่งเน้ือหาการวิจัยครอบคลุมถึง 

- การตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะ ไดแก Lactobacillus, Bacillus และ 

Enterococcus เพื่อทราบวาเปนชนิดท่ีเคยมีรายงานการเปนเชื้อด้ือยาและสามารถถายทอดยีนด้ือ

ยาหรือไม รวมท้ังเปนการยืนยันความถูกตองของการระบุฉลากผลิตภัณฑดวย
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- การศึกษารูปแบบการด้ือยาและพันธุกรรมการด้ือยาของแบคทีเรียท่ีแยกไดจากสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตวตามแนวทางปฏิบัติของ SCAN โดยทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะท่ีใชในการ

รักษา ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีทราบแลวและทดสอบความสามารถในการถายทอดยีน

ด้ือยา 

- การตรวจหาการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคชนิด Salmonella และ E. coli ท่ีนอกจาก

จะเปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษท่ีสําคัญแลว ยังพบการด้ือยาในเชื้อดังกลาวบอยคร้ังและ

อาจเปนตัวการสําคัญของการแพรกระจายยีนด้ือยาได

ผลการศึกษาวิจัยคร้ังน้ีจะแสดงถึงคุณภาพและความปลอดภัยดานเชื้อด้ือยาของสาร

เสริมชีวนะบางชนิดท่ีมีจําหนายในประเทศไทย ซึ่งสามารถนําขอมูลเร่ืองชนิดและจํานวนแบคทีเรีย

ท่ีตรวจพบไปประกอบการกําหนดแนวทางการตรวจคุณภาพแบคทีเรียกอนนํามาผลิตเปนสาร

เสริมชีวนะ และประกอบแนวทางการควบคุมข้ันตอนการผลิตใหไดมาตรฐาน รวมถึงขอมูลดาน

การด้ือยาและพันธุกรรมการด้ือยาสามารถนําใชประกอบการวางแนวทางการปองกันปญหาการ

แพรกระจายเชื้อด้ือยาท่ีอาจมีสาเหตุมาจากสารเสริมชีวนะและเปนขอมูลพื้นฐานของการ

คนควาวิจัยตอไปในอนาคต

วัตถุประสงคของการวิจัย

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคดังน้ี

1. เพื่อตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตววาตรง

ตามท่ีระบุบนฉลากและเปนชนิดท่ีเคยมีรายงานวาเปนเชื้อด้ือยาและสามารถ

ถายทอดยีนด้ือยาหรือไม

2. เพื่อศึกษารูปแบบการด้ือยาและพันธุกรรมการด้ือยาของแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตว  

3. เพื่อศึกษาการถายทอดยีนด้ือยาของแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว  

4. เพื่อศึกษาการปนเปอนและความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของแบคทีเรียกอ

โรค Salmonella และ E. coli ในสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว
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ขอบเขตของการวิจัย

การศึกษาคร้ังน้ีเปนการศึกษาในเชิงพรรณนา (descriptive study) และมีวัตถุประสงค

เพื่อศึกษาการด้ือยาและการถายทอดยีนด้ือยาของแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีใชเปน

อาหารท่ีมีจําหนายในประเทศไทย เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาคร้ังน้ีไดดําเนินการ

เปน 4 ระยะคือ

1. แยกแบคทีเรียและตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรค

2. ตรวจพิสูจนชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางชีวเคมีและอณูชีววิทยา

3. ศึกษารูปแบบและพันธุกรรมการด้ือยา

4. ศึกษาการถายทอดยีนด้ือยา

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัย

1. ดานองคความรูใหม

ผลการศึกษาคร้ังน้ีจะไดขอมูลพันธุกรรมการด้ือยาและความสามารถในการถายทอดยีน

ด้ือยาของแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว ซึ่งสามารถนําไปประกอบการคัดเลือกชนิด

แบคทีเรียท่ีเหมาะสมในการนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะ รวมท้ังได plasmid ท่ีมียีนด้ือยา สามารถ

นําไปใชในการวิจัยแนวลึกเก่ียวกับกลไกการด้ือยาตอไป

2. ดานการนําไปใช

2.1 ทราบวาชนิดของแบคทีเรียท่ีพบในสารเสริมชีวนะ สอดคลองกับท่ีระบุบนฉลากและมี

การปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคและ/หรือด้ือยาหรือไม สามารถนํามาใชเปนขอมูลประกอบการ

กําหนดแนวทางการตรวจคุณภาพแบคทีเรียกอนนํามาผลิตเปนสารเสริมชีวนะ และการควบคุม

ข้ันตอนการผลิต 

2.2 ทราบพันธุกรรมการด้ือยาและความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาทําใหทราบถึง

ความเปนไปไดของการเกิดปญหาการแพรกระจายของเชื้อด้ือยาท่ีอาจเกิดจากการใชสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตว ซึ่งชี้ใหเห็นถึงความสําคัญของการใชสารเสริมชีวนะท่ีไดรับการควบคุมและผาน

การตรวจสอบอยางถูกตอง และใชประกอบการวางแนวทางการปองกันปญหาการแพรกระจายเชื้อ

ด้ือยาท่ีอาจมีสาเหตุมาจากสารเสริมชีวนะตอไป
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บทที่ 2
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

1. สารเสริมชีวนะ

องคการอาหารและการเกษตรแหงสหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization

of the United Nations, FAO) ไดใหนิยามของสารเสริมชีวนะไววา สารเสริมชีวนะ คือ จุลินทรียมี

ชีวิตท่ีใหเขาสูรางกายดวยวิธีการกินในปริมาณท่ีเหมาะสมแลวกอใหเกิดประโยชนตอสุขภาพ

รางกาย (Guarner and Schaafsma, 1998; Reid, 2005) โดยจํานวนเชื้อท่ีกอประโยชนตอ

สุขภาพตองมีอยางนอย 107 CFU ml/g (Jayamanne and Adams, 2006; Ross et al., 2005)

จุลินทรียดังกลาวอาจเปน รา ยีสต หรือแบคทีเรีย โดยจุลินทรียเหลาน้ีมีคุณสมบัติท่ีชวยใหสัตวมี

สุขภาพดี สามารถยอยอาหารและนําอาหารไปใชไดดีข้ึน เมื่อรางกายไดรับจุลินทรียเสริมชีวนะเขา

ไปจุลินทรียเหลาน้ีจะแยงอาหารและพื้นท่ีผิวของลําไสกับจุลินทรียท่ีกอโรค เปนผลใหจํานวน

จุลินทรียกอโรคลดลง สวนจุลินทรียในสารเสริมชีวนะบางชนิดท่ีสามารถสรางกรด เชน แบคทีเรียท่ี

สามารถผลิตกรดแลคติก (lactic acid bacteria) จะทําใหความเปนกรดดางของลําไสลดลง สงผล

ใหสภาพแวดลอมภายในลําไสไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเชื้อกอโรคและทําใหเชื้อกอโรค

ตายไดในท่ีสุด นอกจากน้ีจุลินทรียหลายชนิดยังสามารถสรางวิตามินและเอนไซมท่ีเปนประโยชน

ตอรางกายสัตวได (Parvez et al., 2006)

แบคทีเรียท่ีนิยมนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะสวนใหญเปนแบคทีเรียประจําถ่ิน (normal

flora) ในระบบทางเดินอาหารของมนุษยและสัตว ไดแก แบคทีเรียจําพวก Lactobacillus spp.

เชน L. plantarum, L. acidophilus และ L. rhamnosus แบคทีเรียจําพวก Enterococcus spp.

เชน E. faecium และแบคทีเรียจําพวก Bacillus spp. เชน B. cereus var toyoi,

B. licheniformis และ B. subtilis (Tannock, 1999) ซึ่งสามารถเตรียมไดจากแบคทีเรียบริสุทธิ์

เพียงชนิดเดียวหรือมากกวาหน่ึงชนิด (Rolfe, 2000) การเลือกชนิดแบคทีเรียท่ีจะนํามาผลิตเปน

สารเสริมชีวนะน้ันข้ึนกับประโยชนของเชื้อตอสุขภาพของโฮสตเปนหลัก (Saarela et al., 2000;

Teusink et al., 2006) โดยตองมีคุณลักษณะ ดังน้ี 1) มีความปลอดภัยตามมาตรฐาน Generally

Regarded As Safe (GRAS) 2) มีชีวิตอยูตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 3) มีผลตอรางกายตรง

ขามกับแบคทีเรียกอโรค 4) ทนตอสภาวะภายในรางกายได เชน การถูกยอยดวยนํ้ายอยหรือกรด

ในกระเพาะอาหาร 5) สามารถยึดเกาะกับเย่ือบุลําไสของโฮสตได (Begley et al., 2005; Lin et

al., 2006; Macfarlane and Cummings, 2002; Vesterlund et al., 2005)
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2. แบคทีเรียท่ีนิยมใชเปนสารเสริมชีวนะ

2.1 Lactobacillus

Lactobacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอน (รูปท่ี 1) สามารถเจริญเติบโตใน

สภาวะท่ีไมมีออกซิเจนและมีออกซิเจนเพียงเล็กนอย จึงจัดเปนท้ังแบคทีเรียชนิด facultative

anaerobe และ microaeroplilic โดยเปนแบคทีเรียในกลุม Lactic acld bacteria (LAB) มีท้ังหมด 

135 species และ 27 subspecies ซึ่ง Lactobacillus เปนแบคทีเรียท่ีนิยมนํามาใชเปนสารเสริม

ชีวนะมากท่ีสุด (Yeung et al., 2002) โดยชนิดท่ีสหภาพยุโรปอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะ

สําหรับสัตวไดน้ัน ไดแก L. acidophilus, L. casei, L. farciminis, L. plantarum และ

L. rhamnosus (Coeuret et al., 2004) สําหรับประเทศไทย Lactobacillus ท่ีอนุญาตใหใชเปน

สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวไดตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525 มี

ท้ังหมด 12 ชนิด คือ L. plantarum, L. casei, L. fermentum, L. brevis, L. bulgaricus,

L. acidoplilus, L. cellobiosus, L. curvatus, L. delbruekii, L. lactis, L. reuterii และ 

L. helveticus สําหรับการจัดกลุมเพื่อแบง species หรือ subspecies น้ันยังไมแนนอน เน่ืองจาก 

Lactobacilllus แตละ species น้ันมีลักษณะใกลเคียงกันมาก ขอมูลเหลาน้ีจึงมีการเปลี่ยนแปลง

ตลอดเวลา มีการศึกษาพบวา การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี (phenotypic test) รวมกับวิธีทาง

ชีวโมเลกุล (genotypic test) น้ันสามารถระบุชนิดของ Lactobacillus ไดถูกตองแมนยํามากข้ึน 

(Bernardeau et al., 2007) โดยวิธี multiplex PCR เปนวิธีท่ีสามารถระบุ species ของ 

Lactobacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะไดงาย รวดเร็วและถูกตองแมนยํา (Sul et al., 2007)

รูปท่ี 1 ภาพถายทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของ L.delbrueckii

(ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Prescott et al., 1993)
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2.2 Bacillus

Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอน (รูปท่ี 2) สามารถเจริญเติบโตใน

สภาวะท่ีมีหรือไมมีออกซิเจน จึงจัดเปนแบคทีเรียชนิด obligate หรือ facultative aerobe พบไดใน

สิ่งแวดลอม เชน ดิน นํ้า สามารถสรางสปอรไดเมื่ออยูภายใตสิ่งแวดลอมท่ีเหมาะสม ในปจจุบันมี

ประมาณ 60 species บาง species เปนแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวได เชน B. cereus

และ B. anthracis (Sorokulova et al., 2006) สวนบางspecies เชน B. subtilis,

B. amyloliquefaciens และ B. licheniformis สามารถนํามาใชในการผลิตเอนไซม ผลิตยา

ปฏิชีวนะ รวมถึงสารเสริมชีวนะได (Kritas et al., 2006) ในสหภาพยุโรป อนุญาตใหใช B. cereus

var toyoi และ B. subtilis ในการผลิตสารเสริมชีวนะได โดยใหเหตุผลวาเชื้อท้ัง 2 ชนิดน้ีปลอดภัย

ตอสัตวเพราะไมสรางสารพิษและยังไมมีรายงานการถายทอดยีนด้ือยาได (SCAN, 2000; SCAN,

2001) สําหรับประเทศไทย Baillus ท่ีอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวไดตาม

พระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525 มีท้ังหมด 4 ชนิด คือ B. lentus,

B. licheniformis, B. pumilus และ B. subtilis โดยท่ัวไปสามารถระบุ species ไดจากลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยา (morphological characteristic) ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีความจําเพาะ 

(selective media) รวมกับคุณสมบัติทางชีวเคมี แตวิธีเหลาน้ีตองใชเวลานานและระบุ species

ไดไมแมนยํา ดังน้ันจึงมีการนําเทคนิคทางอณุชีววิทยาเขามาใช เชน Amplified Ribosomal DNA

Restriction Analysis (ARDRA) ท่ีสามารถระบุspeciesของ Bacillus ไดสะดวกและมีความ

แมนยําสูง (Wu et al., 2006)

รูปท่ี 2 ภาพถายกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของ Bacillus

(ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Prescott et al., 1993)
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2.3 Enterococcus

Enterococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม (รูปท่ี 3) สามารถเจริญเติบโตใน

สภาวะท่ีมีหรือไมมีออกซิเจน จึงจัดเปนแบคทีเรียชนิด facultative anaerobe เปนแบคทีเรียใน

กลุม LAB ท่ีเดิมจัดอยูในกลุม Streptococcus กลุม D จนในป พ.ศ. 2527 ไดมีการศึกษาลักษณะ

พันธุกรรมของเชื้อกลุมน้ีพบวามีความแตกตางกับเชื้อ Streptococcus จึงจัดเปน genus ใหมคือ 

Enterococcus เชื้อกลุมน้ีพบไดในดิน แหลงนํ้า รวมถึงในระบบทางเดินอาหารของมนุษยและสัตว 

ซึ่งท่ีพบไดในระบบทางเดินอาหารของมนุษยมี 2 species คือ E. faecalis พบได 90-95% และ 

E. faecium พบได 5-10% (Franz et al., 1999) การระบุ species ของ Enterococcus ดวยการ

แยกเชื้อดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาน้ันไมสามารถแยก genus น้ีออกจากแบคทีเรียแกรมบวก 

รูปรางกลมชนิดอ่ืนได (Ke et al., 1999) รวมถึงการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีน้ันตองใช

ระยะเวลานาน 24 – 48 ชั่วโมง (Kellogg et al., 1994) และแยก species ไดไมแมนยํา เน่ืองจาก

บาง species ไมมีลักษณะท่ีชัดเจนทางชีวเคมี (Singer et al., 1996) แบคทีเรียกลุมน้ีเปน

แบคทีเรียฉวยโอกาสท่ีทําใหเกิดการติดเชื้อของระบบทางเดินหายใจในผูท่ีมีภูมิคุมกันบกพรองได 

(Murray, 1990) ดังน้ันการนํา Enterococcus มาใชเปนสารเสริมชีวนะจึงตองใหความสําคัญใน

การระบุ species ท่ีถูกตองเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค (Eaton and Gasson, 2001; Franz

et al., 1999; Klein et al., 1998) รวมท้ังการระบุ species ของ Enterococcus มีความสําคัญมาก

ในการศึกษาเร่ืองระบาดวิทยา การศึกษาหาความสัมพันธทางพันธุกรรม รวมถึงการนํามาใชทาง

อุตสาหกรรมการผลิตสารเสริมชีวนะ (Kuhn et al., 1995) ในปจจุบันวิธีท่ีไดรับการพัฒนาสําหรับ

การระบุ genus และ species ของแบคทีเรียกลุมน้ี คือ multiplex PCR เน่ืองจากรวดเร็วและมี

ความถูกตองแมนยําสูง (Jackson et al., 2004)

รูปท่ี 3 ภาพถายกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของ Enterococcus

(ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Precotts et al., 1993)
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3. ขอกําหนดและการควบคุมการผลิตสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวในตางประเทศ

ในยุโรป มีการควบคุมการผลิตและการใชสารเสริมชีวนะอยางเขมงวดโดย SCAN

จุลินทรียท่ีจะนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะในสัตวน้ันตองผานการทดสอบตามแนวทางท่ีระบุใน 

Regulation (EC) No. 1831/2003 ท่ีกําหนดวาการใชสารเสริมชีวนะในสัตวน้ันตองมีความ

ปลอดภัยตอสัตวและไมสงผลเสียตอมนุษย โดยมีประเด็นหลักอยูท่ีการตรวจหาการปรากฏของยีน

ด้ือยาท่ีสามารถถายทอดได โดยเชื้อท่ีจะใชเปนสารเสริมชีวนะตองไมมียีนด้ือยาบน plasmid ท่ี

สามารถถายทอดได (Saarela et al., 2000) ซึ่งการยอมรับสารเสริมชีวนะของ SCAN จะข้ึนกับ

ขอมูลทางวิทยาศาสตรจากผูผลิตและการท่ีไมเคยมีรายงานถึงอันตรายท่ีเกิดจากเชื้อน้ัน (von

Wright, 2005) การตรวจสอบความปลอดภัยสารเสริมชีวนะโดย SCAN ประกอบดวย การ

ตรวจหารูปแบบการด้ือยา การตรวจหายีนด้ือยา และการถายทอดยีนด้ือยา นอกจากน้ีขอกําหนด

ดังกลาวยังครอบคลุมถึงการควบคุมฉลากผลิตภัณฑ ท่ีตองระบุขอมูลวันหมดอายุ วิธีการใช ชนิด

และจํานวนแบคทีเรียท่ีเปนสวนประกอบ (CFU/gram) โดยจุลินทรียท่ีใชในการผลิตสารเสริมชีวนะ

สําหรับสัตวน้ันจะตองมีคุณสมบัติตามมาตรฐาน GRAS ตามขอกําหนดของ Food and Drug

Administration (FDA) ของสหรัฐอเมริกา (U.S. FDA, 2002) ซึ่งแบคทีเรียเหลาน้ีจะมีความ

ปลอดภัยตอการนํามาใชเปนอาหารของมนุษยและสัตว

ในป 2005 European Food Safety Authority (EFSA) ไดออกขอกําหนด The qualified

presumption of safety (QPS) เพื่อควบคุมคุณภาพของจุลินทรียท่ีเปนสวนประกอบหรือใชเปน

อาหาร โดยมีวัตถุประสงคและแนวทางการควบคุมเชนเดียวกับ GRAS (EFSA, 2005) ระบุใหมี

การประเมินความปลอดภัยของผลิตภัณฑอาหารสัตวท่ีมีแบคทีเรียเปนสวนประกอบโดยให

ความสําคัญเก่ียวกับพันธุกรรมการด้ือยาของเชื้อน้ันๆ และเนนการศึกษาการถายทอดยีนด้ือยา

ของแบคทีเรียเสตรนตางๆ การประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยา รวมถึงการควบคุมคุณภาพ บรรจุ

ภัณฑ และขอมูลบนฉลากของผลิตภัณฑเสริมชีวนะ ซึ่งขอมูลบนฉลากจะตองแสดงชนิดของเชื้อ 

จํานวนเชื้อ วิธีการใช ระยะการเก็บ และวันหมดอายุ (EFSA, 2005) ท้ังน้ีขอกําหนดของ SCAN

และ EFSA มีจุดประสงคเดียวกัน คือ เพื่อควบคุมความปลอดภัยและการใชสารเสริมชีวนะในสัตว

และมนุษย
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4. ขอกําหนดและการควบคุมการผลิตสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวในประเทศไทย

ในประเทศไทย สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวไดรับความสนใจมากข้ึน เปนผลมาจากการ

ท่ีสหภาพยุโรปไดประกาศเพิกถอนการใชยาปฏิชีวนะท้ังหมดท่ีใชเปนสารเรงการเจริญเติบโตใน

สัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภค ซึ่งขณะน้ีสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาไดประกาศยกเลิกการ

ใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารเรงการเจริญเติบโตในการเลี้ยงสัตวเพื่อการบริโภคท้ังหมด พรอมท้ังราง

แนวทางการประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยาสําหรับยาปฏิชีวนะท่ีจะนํามาใชในสัตวเหลาน้ี โดยผูผลิต

ยาปฏิชีวนะเพื่อวัตถุประสงคดังกลาวจะตองนําขอมูลการประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยามา

ประกอบการขอข้ึนทะเบียนยาใหม 

ในปจจุบันขอมูลสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีจําหนายในประเทศไทยยังไมสมบูรณและ

ยังไมมีการจัดเก็บขอมูลอยางเปนระบบจึงไมสามารถระบุจํานวนท่ีแนนอนของผลิตภัณฑท่ีมี

จําหนายในประเทศไทยได ตามท่ีระบุใน Veterinary and Animal Health Products Directory

(APHA, 2004) มีสารเสริมชีวนะท่ีจําหนายในประเทศไทยจํานวน 8 ชนิด (ในท่ีน้ี ชนิด หมายถึงชื่อ

การคา) อยางไรก็ตามบางชนิดไดเลิกการผลิตไปแลว ในขณะท่ีมีหลายชนิดท่ีนําเขาหรือผลิตข้ึนมา

ใหมและอาจเปนไปไดวาสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคมีจําหนายในประเทศ

ไทยมีประมาณ 30 ชนิด

สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีจําหนายในประเทศไทยอยูภายใตการควบคุมของกรม        

ปศุสัตว โดยสารเสริมชีวนะจัดเปนหน่ึงในวัตถุท่ีเติมในอาหารสัตวท่ีอนุญาตใหใชไดตามพระราช-

บัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525 ซึ่งผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะท่ีอนุญาตใหใชไดน้ัน

ตองข้ึนทะเบียนกับกองอาหารสัตว กรมปศุสัตว ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ 

กําหนดใหสารเสริมชีวนะเปนวัตถุท่ีเติมในอาหารสัตว โดยแบคทีเรียท่ีไดรับอนุญาตใหผลิตเปน

สารเสริมชีวนะมีท้ังหมด 42 ชนิด ประกอบดวยแบคทีเรียในกลุม Lactobacillus, Streptococcus,

Bacillus, Bateroides, Bifidobacyerium, Pediococcus และ Propionibacterium (รายละเอียด

แสดงในภาคผนวก) ซึ่งอาจใชแบคทีเรียเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิดก็ได โดยใชเปนสวนผสมใน

การผลิตอาหารสัตวสําเร็จรูปเพื่อจําหนายในอัตราสวนไมนอยกวา 1x105 CFU ตออาหาร 1

กิโลกรัม จุลินทรียท่ีสามารถใชเปนสารเสริมชีวนะไดน้ันตองเปนจุลินทรียท่ีมีความปลอดภัยตอ

มนุษยและสัตว ในกรณีท่ีตองการหาเชื้อสายพันธุใหมมาใชเปนสารเสริมชีวนะ ตองมีการพิสูจนให

เห็นถึงความปลอดภัยอยางชัดเจนเสียกอน อยางไรก็ตามยังไมมีการกําหนดแนวทางการทดสอบท่ี

ชัดเจน
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5. รายงานการดื้อยาในแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะและปญหาท่ีเกี่ยวของ

จากการศึกษาการด้ือตอยาปฏิชีวนะของ LAB ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะท่ีมีจําหนายใน

ประเทศแถบยุโรปจํานวน 55 ผลิตภัณฑ โดยคณะผูวิจัยสามารถแยกเชื้อได 187 สายพันธุ พบเชื้อ

ท่ีด้ือตอยา kanamycin, vancomycin, tetracycline, penicillin G และ chloramphenicol คิดเปน 

79, 65, 26, 23 และ 11% ตามลําดับ โดยท่ี 68.4% ด้ือตอยาปฏิชีวนะหลายชนิดพรอมกัน 

(Temmerman et al., 2003) เชนเดียวกับการศึกษาของ Danielsen และ Wind (2003) พบวา 

Lactobacillus ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะน้ันด้ือตอ vancomycin ในระดับสูง นอกจากน้ี 

Lactobacillus บาง species ยังด้ือตอ bacitracin, cefoxitin, ciprofloxacin, fusidic acid,

kanamycin, gentamycin, metronidazole, nitrofurantoin, norfloxacin, streptomycin,

sulphadiazine, teicoplanin, trimethoprim/sulphamethoxazole และ vancomycin โดย

พันธุกรรมอยูแลว โดยกอนหนาน้ี Teuber และคณะ (1999) ศึกษาการด้ือตอยาปฏิชีวนะของ

แบคทีเรียกลุม LAB พบการปรากฏของยีนด้ือยาและ plasmid ท่ีสามารถถายทอดไปยังแบคทีเรีย

กลุม LAB ชนิดอ่ืนได 

นอกจากน้ียังมีการศึกษาพบวา Lactobacillus อยางนอย 25 species มี plasmid โดย

ธรรมชาติและพบวา เชื้อสเตรนหน่ึงสามารถมี plasmid ไดหลายชนิด ถา plasmid เหลาน้ีมียีนด้ือ

ยาก็จะเปนสาเหตุสําคัญของการแพรกระจายเชื้อด้ือยาได ท่ีผานมามีรายงานการตรวจพบ

R-plasmids ท่ีมียีนด้ือยา tetracycline, erythromycin, chloramphenicol, macrolide-

lincomycin และ streptomycin ใน L. reuteri (Axelsson et al., 1988; Lin et al., 1996;

Tannock, 1999; Vescovo et al., 1982) L. fermentum (Fons et al., 1997; Iwata et al.,

1986) L. acidophilus (Vescovo et al., 1982) และ L. plantarum (Ahn et al., 1992;

Danielsen and Wind, 2003) ท่ีแยกไดจากอาหารสัตว เน้ือดิบและอุจจาระดวย (Wang and Lee,

1997)

จากการศึกษาการด้ือยาของ Bacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะจํานวน 5 ผลิตภัณฑท่ี

จําหนายในประเทศแถบยุโรป พบวา B. cereus สามารถผลิตเอนไซม ß-lactamase ได ทําใหด้ือ

ตอ penicillin, ampicillin และ cephalosporins นอกจากน้ีเชื้อดังกลาวยังด้ือตอ 

chloramphenicol และ tetracycline อีกดวย และ B. cereus บางสายพันธุท่ีใชเปนสารเสริม

ชีวนะน้ันสามารถถายทอดยีน tetB ซึ่งควบคุมการด้ือตอ tetracycline ได (Hong et al., 2005)

ในทํานองเดียวกัน การศึกษากอนหนาน้ีพบวา B. cereus สามารถถายทอดยีนท่ีควบคุมการด้ือ

ตอ tetracycline ไปยัง B. subtilis และยีนสามารถคงอยูไดในแบคทีเรียตัวใหมน้ี (Bernhard et
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al., 1978) นอกจากน้ี SCAN (2000) ยังเสนอวาการใช B. licheniformis เปนสารเสริมชีวนะน้ันไม

ปลอดภัย เน่ืองจากเสี่ยงตอการถายทอดการด้ือตอ erythromycin (Hoa et al., 2000)

สําหรับ Enterococcus มีคุณสมบัติด้ือยาโดยพันธุกรรมอยูแลว โดยด้ือตอ 

cephalosporins, ß-lactams, sulphonamides ในระดับสูงและด้ือตอ clindamycin,

aminoglycosides ในระดับตํ่า (Moellering, 1991; Murray and Mederski-Samaroj, 1983)

นอกจากน้ีเชื้อยังพัฒนาการด้ือยาโดยการรับ plasmid หรือ transposons จากเชื้ออ่ืน ทําใหด้ือตอ 

clindamycin, aminoglycosides ไดในระดับสูง และด้ือตอ chloramphenicol, erythromycin,

tetracycline, ß-lactams, fluoroquinolones และ glycopeptides ได (Landman and Quale,

1997) ตอมาไดมีการศึกษาการถายทอดยีนด้ือยาของ Enterococcus ดวยวิธี conjugation โดยใช

E. faecium สเตรนท่ีมียีน vanA เปนตัวให (donor) และใช E. faecium สเตรนท่ีแยกไดจากสาร

เสริมชีวนะเปนตัวรับ (recipient) พบวา E. faecium ตัวรับสามารถรับยีน vanA ได และยังพบอีก

วาเชื้อน้ันถูกโนมนําใหด้ือขามตอ streptomycin และ rifampicin ไดอีกดวย (Lund and Edlund,

2001)
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บทที่ 3
วิธีการดําเนนิงานวิจยั

  การศึกษาคร้ังน้ีไดดําเนินการเปน 4 ระยะ คือ 

ระยะท่ี 1 แยกแบคทีเรียและตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรค

ระยะท่ี 2 ตรวจพิสูจนชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางชีวเคมีและอณูชีววิทยา

ระยะท่ี 3 ศึกษารูปแบบและพันธุกรรมการด้ือยา

ระยะท่ี 4 ศึกษาการถายทอดยีนด้ือยา

แผนภูมิวิธีการดําเนินการวิจัยแสดงไวในรูปท่ี 4

รูปท่ี 4 แผนภูมิแสดงวิธีการดําเนินการวิจัย

เก็บ Lactobacillus, Bacillus และ
Enterococcus ท่ีแยกได
ลักษณะละ 1-5 โคโลนี

ตรวจหาการปรากฏของ plasmid
และทดสอบการถายทอดยีนด้ือยาดวยวธิี conjugation

แยกแบคทีเรียชนิด Lactobacillus,
Bacillus และ Enterococcus

เก็บตัวอยางสารเสรมิชวีนะสําหรบัสัตว
จาํนวน 10 ชนิด

ระยะที่ 1

ระยะที่ 2

ระยะที่ 3

ระยะที่ 4

ตรวจการปนเปอนของ
Salmonella และ E.coli

ทดสอบคุณคุณสมบัติเบื้องตนทางชวีเคมีและ
ยืนยันชนิดแบคทีเรียดวยเทคนิค multiplex PCR

หรือ ARDRA

ทดสอบความไวตอยาปฏชิวีนะ
และตรวจหาการปรากฏของยีนดื้อยาดวยเทคนิค PCR
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ระยะท่ี 1 แยกแบคทีเรียและตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรค

1.1 การเก็บตัวอยางสารเสริมชีวนะ

เก็บตัวอยางสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคท่ีมีแบคทีเรียเปน

สวนประกอบ จํานวน 10 ชนิด (ชนิดในท่ีน้ีหมายถึง ชื่อทางการคา) ชนิดละ 2 ตัวอยาง โดยการ

จัดซื้อหรือขอความอนุเคราะหจากบริษัทผูผลิต เปนผลิตภัณฑชนิดเหลวจํานวน 2 ชนิด ไดแก 

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 1 และ 2 เปนผลิตภัณฑชนิดแหงจํานวน 8 ชนิด ไดแก ผลิตภัณฑชนิดท่ี 3, 4, 5,

6, 7, 8, 9 และ 10 ซึ่งผลิตภัณฑเหลาน้ีผลิตจากแบคทีเรียหลายชนิด ไดแก แบคทีเรียในกลุม 

Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus รวมถึงยีสตชนิด Saccharomyces cerevisiae

นอกจากน้ีบางผลิตภัณฑ ไดแก ผลิตภัณฑชนิดท่ี 2, 3 และ 7 มีแรธาตุและเอนไซมเปน

สวนประกอบดวย โดยผลิตภัณฑชนิดท่ี 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 เปนผลิตภัณฑท่ีผลิต

ข้ึนภายในประเทศ สวนผลิตภัณฑชนิดท่ี 2, 3 และ 13 เปนผลิตภัณฑนําเขาจากตางประเทศ 

ผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะชนิดท่ี 1, 2, 3, 6, 7 และ 9 เปนผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสุกร 

สวนผลิตภัณฑชนิดท่ี 4, 8 และ 10 เปนสารเสริมชีวนะสําหรับสุกรและไก ในขณะท่ีผลิตภัณฑชนิด

ท่ี 5 ไมมีการระบุวาเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวชนิดใด ซึ่งในการเก็บตัวอยางน้ันจะเก็บจาก

ผลิตภัณฑท่ียังไมมีการเปดภาชนะบรรจุ กรณีท่ีมีความจําเปนตองมีการแบงเก็บจะใชเทคนิค

ปลอดเชื้อ เมื่อตัวอยางมาถึงหองปฏิบัติการแลวเก็บตัวอยางท้ังหมดท่ีอุณหภูมิหอง จากน้ันทําการ

ตรวจแยกแบคทีเรียและตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคภายใน 7 วัน รายละเอียดของ

แบคทีเรียในผลิตภัณฑตัวอยางตามท่ีระบุบนฉลากแสดงในตารางท่ี 1



17

ตารางท่ี 1 รายละเอียดของแบคทีเรียในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะตามท่ีระบุบนฉลาก

ผลิตภัณฑเสริมชีวนะ ขอมูลท่ีแสดงบนฉลาก

          ชนิดแบคทีเรีย จํานวน (CFU/g หรือ CFU/ml)

1 B. subtilis 1x106

2 B. subtilis 1x106

3 B. subtilis 5x107- 3x109

4 B. licheniformis 1x107

B. subtilis 1x107

S. faecium 1x105

5 L. acidoplilus 1x1010

L. plantarum 1x1010

S. faecium 1x1010

B. subtilis 1x1010

B. licheniformis 1x1010

6 Bacillus spp. 1x106

L. plantarum 1x106

S. faecium 1x105

7 L. acidoplilus 1.67x108

E. faecium 1.67x108

8 B. subtilis 1x109

L. acidoplilus 1x104

9 B. subtilis 1x109

B. licheniformis 1x109

E. faecium 1x107

10 L. casei 1x109

L. plantarum 1x109

L. brevis 1x109

S. faecium 1x109
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1.2 การแยกแบคทีเรียชนิด Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus จากสารเสริมชีวนะ

เน่ืองดวยผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวสวนใหญผลิตจากแบคทีเรียในกลุม 

Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus ดังน้ันในการวิจัยคร้ังน้ีจึงทําการศึกษาและแยก

แบคทีเรียท้ัง 3 กลุมเทาน้ัน โดยใชวิธีมาตรฐาน ดังน้ี

1.2.1 การเตรียมตัวอยางสารเสริมชีวนะ

กอนทําการแยกแบคทีเรียเปาหมาย ตองเตรียมตัวอยางใหเหมาะสมตอการนําไปแยกเชื้อ

โดยเตรียมตัวอยางสารเสริมชีวนะท่ีความเขมขน 10-1 สําหรับสารเสริมชีวนะแบบแหงจะเตรียมโดย

ชั่งสารเสริมชีวนะ 20 กรัม ละลายในสารละลาย Peptone Saline Diluting fluid (PSD) ปริมาตร 

180 มิลลิลิตร และอบท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 30 นาที สําหรับสารเสริมชีวนะแบบเหลว เตรียมจาก

สารเสริมชีวนะปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในสารละลาย PSD ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จากน้ันเจือจางตอใน 

PSD แบบ 10-fold จนไดตัวอยางท่ีความเขมขนตามท่ีตองการ โดยจะพิจารณาจากขอมูลท่ีแสดง

บนฉลากผลิตภัณฑ เชน ขอมูลบนฉลากแสดงวามีจํานวนเชื้อท่ี 106 ก็จะทําการเจือจางตัวอยางจน

ไดเทากับ 10 -6 โดยตัวอยางท่ีผานการเตรียมแลวจะนําไปแยกเชื้อท้ัง 3 ชนิดทันที

1.2.2 การแยกเชื้อ Lactobacillus

แยกเชื้อ Lactobacillus โดยใชวิธี pour plate method ตามวิธีมาตรฐาน Microbiology

of food and amimal feeding stuffs-Horizontal method for the Enumeration of mesophilic

Lactic acid bacteria (ISO 15214, 1998) โดยไปเปตตัวอยางท่ีเจือจางไวท่ีความเขมขนตํ่าสุด 3

ความเขมขน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงบนจานเลี้ยงเชื้อจํานวน 2 จาน (duplicates) แลวเทอาหาร

เลี้ยงเชื้อท่ีมีความจําเพาะชนิด de Mans Rogosa and Sharpe agar (MRS) ปริมาตร 20

มิลลิลิตร ลงบนจานเลี้ยงเชื้อท่ีมีตัวอยางสารเสริมชีวนะ ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากัน 

ต้ังท้ิงไวจนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แลวนําไปอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 24-48 ชั่วโมง 

1.2.3 การแยกเชื้อ Bacillus

แยกเชื้อ Bacillus โดยใชวิธี spread plating method ตามวิธีมาตรฐาน Microbiology

general guidance for enumeration of Bacillus cereus (ISO 7932, 1993) โดยไปเปตตัวอยาง

ท่ีเจือจางไวท่ีความเขมขนตํ่าสุด 3 ความเขมขน ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

ท่ีมีความจําเพาะชนิด Manitol Egg Yolk Polymyxin-B agar (MYP) จํานวน 2 จาน แลวใชแทง

แกวเกลี่ยใหท่ัวผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวนําไปอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชั่วโมง 
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1.2.4 การแยกเชื้อ Enterococcus

แยกเชื้อ Enterococcus โดยใชวิธี pour plate method ตามวิธีมาตรฐาน European

Community Project SMT4 CT98-2235 (European commission, 2003) โดยไปเปตตัวอยางท่ี

เจือจางไวท่ีความเขมขนตํ่าสุด 3 ความเขมขน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงบนจานเลี้ยงเชื้อจํานวน 2

จาน แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีความจําเพาะชนิด SF-Streptococcus agar ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ลงบนจานเลี้ยงเชื้อท่ีมีตัวอยางสารเสริมชีวนะ ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากัน ต้ังท้ิงไว

จนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แลวนําไปอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 24-48 ชั่วโมง

1.3 การตรวจนับจํานวนและเลือกเก็บแบคทีเรียชนิด Lactobacillus, Bacillus และ 

Enterococcus

ตรวจนับจํานวนโคโลนีท่ีมีลักษณะเฉพาะสําหรับแบคทีเรียแตละชนิด โดยเลือกจานเพาะ

เชื้อท่ีมีเชื้อข้ึนระหวาง 30-300 โคโลนี นับจํานวนเชื้อท้ัง 2 จาน แลวหาจํานวนเชื้อเฉลี่ย สําหรับ 

Bacillus นําจํานวนเชื้อเฉลี่ยคูณดวยสวนกลับของการเจือจางและคูณดวย 10 สวน

Lactobacillus และ Enterococcus นําจํานวนเชื้อเฉลี่ยคูณดวยสวนกลับของการเจือจาง รายงาน

เปนคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนี หนวยเปน colony forming units/gram (CFU/g) หรือ colony

forming units/mililitters (CFU/ml)

ลักษณะเฉพาะทางโคโลนีของ Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ีมีดังน้ี

1.3.1 ลักษณะของ Lactobacillus ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MRS จะมีขนาดเล็ก 

เสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5 – 1 มิลลิเมตร สวนท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีเสนผาน

ศูนยกลางประมาณ 2 – 3 มิลลิเมตร ลักษณะโคโลนีมีสีขาวขุน รูปรางกลมหรือรี

1.3.2 ลักษณะ Enterococcus ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด SF มีขนาดเล็กเทาหัวเข็ม

หมุด เมื่ออบเลี้ยงเชื้อนาน 48 ชั่วโมง จะมีสีโคโลนีแตงตางกัน โดย E. faecium มีสีชมพูออน และ 

E. faecalis มีสีแดงเขม

1.3.3 ลักษณะของ Bacillus แตละ species ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MYP มี

ลักษณะแตกตางกันดังตารางท่ี 2
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ตารางท่ี 2 ลักษณะโคโลนีของ Bacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP

สายพันธุ          ลักษณะโคโลนี ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(มิลลิเมตร)

B. subtilis สีเหลือง นูน เปนเมือกเล็กนอย 2 - 4

B. cereus สีแดง แบนราบ ขอบไมเรียบ 3 – 6

B. licheniformis สีเหลืองหรือขาวใส เปนเมือกหนา 3 – 5

B. mycoides สีเหลืองหรือชมพูออน แบนราบ ขอบไมเรียบ 3 – 6

B. laterosporus สีเหลืองหรือขาว นูน ขอบเรียบ 1 -3

สําหรับการเลือกเก็บโคโลนีน้ัน เน่ืองจากเชื้อแตละโคโลนีอาจมีลักษณะแตกตางไปบาง

ตามสายพันธุ จึงเลือกเก็บโคโลนีท่ีมีลักษณะคลายกัน ลักษณะละ 1-5 โคโลนี โดย Bacillus และ 

Enterococcus จะเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด TSB ชนิดเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นาน 24

ชั่วโมง สวน Lactobacillus จะเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MRS ชนิดเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันเก็บเชื้อปริมาตร 1,480 ไมโครลิตร ใน glycerol ปริมาตร 360 ไมโครลิตร ท่ี 

-80 °C เพื่อตรวจพิสูจนเชื้อเบ้ืองตนดวยคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีท่ีอธิบายในระยะท่ี 2 และ 3

ตอไป

1.4 การตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคชนิด Salmonella และ E.coli

ทําการตรวจหาการปนเปอนของ Salmonella ดวยวิธีมาตรฐานของ Modified

Microbiology general guidance on methods for the detection of Salmonella (ISO 6579,

1993) โดยเตรียมตัวอยางสารเสริมชีวนะ 10 กรัม หรือ 10 มิลลิลิตร ในสารละลาย Buffered

Peptone Water (BPW) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร จากน้ันอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 18+2

ชั่วโมงเพื่อเพิ่มจํานวนเชื้อ Salmonella จากน้ันจึงแยกเชื้อดวยวิธี direct plating method บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Xylose Lysine Desoxycholate agar (XLD) อบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 

24 ชั่วโมง (ISO 6579, 1993) โดยลักษณะโคโลนีของ Salmonella บนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD จะมี

ลักษณะกลม ขนาดปานกลาง โคโลนีใสและมีสีดําตรงกลาง (รูปท่ี 5)
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สวนการตรวจหาการปนเปอนของ E. coli น้ัน  ใชวิธีมาตรฐานของ Microbiology

general guidance for enumeration of presumptive Escherichia coli most probable

number technique (ISO 7251, 1993) โดยเตรียมตัวอยางสารเสริมชีวนะ 10 กรัม หรือ 10

มิลลิลิตร ในสารละลาย PSD ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เข่ียลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Eosine Methylene

Blue agar (EMB) อบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชั่วโมง (ISO 7251, 1993) โดย E. coli

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB จะมีลักษณะโคโลนีสีเขมตรงกลางคอนขางดํา ลักษณะมันวาวคลาย

โลหะ (metallic sheen) (รูปท่ี 5)

รูปท่ี 5 โคโลนีของ Salmonella และ E.coli (ซาย) Salmonella ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD

และ (ขวา) E.coli ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB

ถาพบการปนเปอนของ Salmonella หรือ E.coli จะทําการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ เก็บตัวอยาง

เชื้อ Salmonella และ E.coli  ใน 20% glycerol ท่ีอุณหภูมิ -80°C เพื่อทดสอบความไวตอยา

ปฏิชีวนะ ตรวจหาการปรากฏของplasmidและความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาตามวิธีท่ี

อธิบายในระยะท่ี 3 และ 4 ตอไป

ระยะท่ี 2 ตรวจพิสูจนชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางชีวเคมีและอณูชีววิทยา

2.1 การตรวจคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา

ตรวจดูลักษณะของ Bacillus, Lactobacillus และ Enterococcus ดวยการยอมสีเซลล

แบคทีเรียดวยวิธี Gram stain ซึ่งเมื่อสองภายใตกลองจุลทรรศนจะพบ Bacillus และ 

Lactobacillus ยอมติดสีมวง รูปรางเปนทอน สวน Enterococcus น้ัน ยอมติดสีมวง รูปรางกลม 

2.2 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองตน

ทดสอบเบ้ืองตนดวยคุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองตนของ Lactobacillus, Bacillus และ 

Enterococcus ตามวิธีท่ีอธิบายใน Cowan and Steel’s manual for the identification of



22

medical bacteria (Barrow and Feltham, 1993) โดยรายละเอียดของสารท่ีใชในการทดสอบใน

ข้ันตอนน้ี แสดงไวในภาคผนวก ซึ่งการศึกษาคร้ังน้ีทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแต

ละกลุม ดังน้ี

2.2.1 Lactobacillus

นําเชื้อ Lactobacillus จากอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS จํานวน 120 โคโลนี ท่ีเลือกเก็บไวมา

ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพื่อระบุวาเปน genus ของ Lactobacillus โดยทําการทดสอบ 

catalase test, Voges Proskauer (VP) test และ nitrate reduction test  โดยเชื้อ Lactobacillus

จะใหผลลบตอการทดสอบท้ัง 3 วิธี ดังน้ี

- Catalase test ทดสอบโดยเข่ียโคโลนีของ Lactobacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MRS ลงบนแผนสไสด หยดสารละลาย 3%hydrogenperoxide (H2O2) ลงบนเชื้อ Lactobacillus

ถามีฟองกาซเกิดข้ึนแสดงวามีผลบวก แตหากไมฟองกาซเกิดข้ึนแสดงวาใหผลลบตอการทดสอบ

- VP test ทดสอบโดยเข่ียโคโลนีของ Lactobacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS

ลงในสารละลาย VP อบเลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันอานผลการทดสอบโดยหยด

สารละลาย 40% Potassium hydroxide (KOH) และสารละลาย alpha-anaptol จํานวน 4-5

หยด ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 5-10 นาที สังเกตการเปลี่ยนสีของสารละลาย VP โดยถาเปลี่ยนจาก

สารละลายใสเปนสีแดง แสดงวาใหผลบวก แตหากสารละลายไมเปลี่ยนสีแสดงวาใหผลลบตอการ

ทดสอบ

- Nitrate reduction test ทดสอบโดยเข่ียโคโลนีของ Lactobacillus ท่ีเจริญบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ MRS ลงในสารละลาย nitrate อบเลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันอานผลการ

ทดสอบ โดยหยดสารละลาย A และ B จํานวน 4-5 หยด สังเกตการเปลี่ยนสีของสารละลาย 

nitrate โดยถาเปลี่ยนจากสารละลายใสเปนสีแดง แสดงวาใหผลบวก แตหากสารละลายไมเปลี่ยน

สีใหเติมผง zinc ถาสารละลายเปลี่ยนเปนสีแดงแสดงวาใหผลบวกเชนกัน แตหากสารละลายยังคง

ไมเปลี่ยนสีแสดงวาใหผลลบตอการทดสอบ

นําเชื้อท่ีใหผลลบตอการทดสอบท้ัง 3 ซึ่งเปนแบคทีเรีย Genus Lactobacillus  มา

ทดสอบตอเพื่อระบุ species ของ Lactobacillus โดยทดสอบการยอยนํ้าตาล จํานวน 6 ชนิด คือ 

arabinose, galactose, lactose, maltose, mannitol, raffinose และ sorbital ทําการทดสอบโดย

เข่ียโคโลนีของ Lactobacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ลงใน ammonium salt sugar

(ASS) ท่ีมีสวนผสมของนํ้าตาลท่ีความเขมขน 1% อบเลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C นาน 24 ชั่วโมง อานผล
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การทดสอบโดยสังเกตการเปลี่ยนสีของ ASS โดยถาเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง แสดงวาให

ผลบวก แตหายังมีสีมวงเชนเดิม แสดงวาใหผลลบตอการทดสอบ ซึ่งเชื้อ Lactobacillus แตละ 

species ใหผลการทดสอบ ดังน้ี

+    หมายถึง 85-100% ของสายพันธุใหผลบวก

-     หมายถึง 0-15% ของสายพันธุใหผลบวก

d หมายถึง 16-84% ของสายพันธุใหผลบวก

2.2.2 Bacillus

นําเชื้อ Bacillus ท่ีไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP จํานวน 145 isolates ท่ีเลือกเก็บไวมาทํา

การทดสอบ catalase test, oxidase test, VP test, nitrate reduction test, urease test และการ

ยอยนํ้าตาลจํานวน 4 ชนิด คือ galactose, mannose, raffinose และ xylose โดยมีวิธีการทดสอบ 

catalase test, VP test และ nitrate reduction test เชนเดียวกับ Lactobacillus สวนการทดสอบ 

oxidase test, urease test และการทดสอบการยอยนํ้าตาลน้ันมีวิธีการทดสอบ ดังน้ี

- Oxidase test ทําการทดสอบโดยหยดสารละลาย oxidase reagent ลงบน filter paper

เข่ียโคโลนีของ Bacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP ลงบน filter paper สังเกตการเปลี่ยนสี
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ของเชื้อ โดยถาเปลี่ยนเปนสีมวง แสดงวาใหผลบวก แตหากเชื้อไมเปลี่ยนสี แสดงวาใหผลลบตอ

การทดสอบ

- Urease test ทดสอบโดยเข่ียโคโลนีของ Bacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP

ลงในสารทดสอบ อบเลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง อานผลการทดสอบโดยสังเกตการ

เปลี่ยนสีของสารทดสอบ โดยถาเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีชมพู แสดงวาใหผลบวก แตหากสาร

ทดสอบยังคงมีสีเหลือง แสดงวาใหผลลบตอการทดสอบ

- ทดสอบการยอยนํ้าตาล จํานวน 4 ชนิด ดังกลาว โดยเข่ียโคโลนีของ Bacillus ท่ีเจริญ

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP ลงใน broth sugar (BS) ท่ีมีสวนผสมของนํ้าตาลท่ีความเขมขน 1% อบ

เลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง อานผลการทดสอบโดยสังเกตการเปลี่ยนสีของ BS โดยถา

เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลือง แสดงวาใหผลบวก แตหายังมีสีเขียวเชนเดิม แสดงวาใหผลลบตอ

การทดสอบ ซึ่งเชื้อ Bacillus แตละ species ใหผลการทดสอบ ดังน้ี

คุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองตนของ Lactobacillus, Bacillus โดยละเอียดแสดงไวใน

ภาคผนวกท่ี 1 และ 2
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2.2.3 Enterococcus

นําเชื้อ Enterococcus จากอาหารเลี้ยงเชื้อ SF จํานวน 7 isolates ท่ีเลือกเก็บไวทําการ

ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพียง 2 อยาง คือ Oxidase test และ Catalase test ซึ่งเชื้อ 

Enterococcus จะใหผลบวกตอการทดสอบท้ัง 2 อยาง

จากการท่ีแตละ species ของ Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus มีคุณสมบัติ

ทางชีวเคมีใกลเคียงกันมาก ทําใหวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองตนน้ันไมสามารถระบุ

ชนิดแบคทีเรียดังกลาวดวยไดอยางแมนยํา จําเปนตองยืนยันชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางอณู

ชีววิทยาตอไป

2.3 การตรวจพิสูจนยืนยัน Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus ดวยวิธีทางอณูชีววิทยา

วิธีทางอณูชีววิทยาท่ีใชในการตรวจพิสูจนยืนยันเชื้อท้ัง 3 ชนิดเปนวิธีท่ีมีพื้นฐานมาจาก 

Polymerase Chain Reaction โดยในการทํา PCR ท้ังหมดใช DNA ท่ีเตรียมดวยวิธี whole cell

boiled lysate (Kwon et al., 2004) และใช 2.5 x Eppendorf MasterMix (Eppendrof®,

Hamburg, Germany) ตามคําแนะนําของทางบริษัท โดยทําปฏิกิริยา เพิ่มจํานวน DNA บนเคร่ือง

Thermocycler (Thermoelectron corporation®, USA) ซึ่งรายละเอียดของ primers ท้ังหมดท่ีใช

ในข้ันตอนน้ีแสดงในตารางท่ี 3
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ตารางท่ี 3 primers ท่ีใชในการพิสูจนยืนยัน Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus

Primers ลําดับเบส (5’-3’) ชนิด PCR ขนาดของ ที่มา

PCR Product (bp)

Bacillus

B-K1/F TCACCAAGGCRACATGCG All Bacillus ~1,114 Wu et al., 2006

B-K1/R CGTATTCACCGCGGCATG Wu et al., 2006

Lactobacillus

R16-1 CTTGTACACACCGCCCGTTCA Genus-specificity Variable Nakagawa et al., 1994

LbLMA1-rev CTCAAAACTAAACAAAGTTTC Dubernet et al., 2002

IDL03R CCACCTTCCTCCGGTTTGTCA All Lactobacillus Kwon et al., 2004

IDL04F AGGGTGAAGTCGTAACAAGTAGCC All Lactobacillus Kwon et al., 2004

IDL11F TGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCG L. casei group 727 Kwon et al., 2004

IDL22R AACTATCGCTTACGCTACCACTTTGC L. acidoplilus 606 Kwon et al., 2004

IDL31F CTGTGCTACACCTAGAGATAGGTGG L. delbrueckii 84 Kwon et al., 2004

IDL42R ATTTCAAGTTGAGTCTCTCTCTC L. gasseri 272 Kwon et al., 2004

IDL52F ACCTGATTGACGATGGATCACCAGT L .reuteri 1,105 Kwon et al., 2004

IDL62R CTAGTGGTAACAGTTGATTAAAACTGC L. plantarum 428 Kwon et al., 2004

IDL73R GCCAACAAGCTATGTGTTGCTTGC L. rhamnosus 448 Kwon et al., 2004

Enterococcus

Ent1 TACTGACAAACCATTCATGATG Genus-specificity 112 Ke et al., 1999

Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC

FL1 ACTTATGTGACTAACTTAACC E. faecalis 360 Jackson et al., 2004

FL2 TAATGGTGAAATCTTGGTTTGG

FM1 GAAAAAACAATAGAAGAATTAT E. faecium 215 Jackson et al., 2004

FM2 TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA

GA1 TTACTTGCTGATTTTGATTCG E. gallinarum 173 Jackson et al., 2004

GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

CA1 TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC E. casseliflavus 288 Jackson et al., 2004

CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG

HI1 CTTTCTGATATGGATGCTGTC E. hirae 187 Jackson et al., 2004

HI2 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG

DU1 CCTACTGATATTAAGACAGCG E. durans 295 Jackson et al., 2004

DU2 TAATCCTAAGATAGGTGTTTG
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2.3.1การเตรียม DNA ดวยวิธี whole cell boiled lysate

สําหรับเชื้อ Bacillus และ  Enterococcus เตรียมเลี้ยงเชื้อ Bacillus และ Enterococcus

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP agar และ SF agar ตามลําดับ ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากน้ันเข่ียโคโลนีจํานวน 1 โคโลนี ลงใน eppendrof tube ท่ีมีนํ้ากลั่นบริสุทธิ์ท่ีผานการฆาเชื้อ

แลว ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และละลายใหเปนเน้ือเดียวกัน นําไปตมในนํ้าเดือดอุณหภูมิ 100 ºC

นาน 10 นาที จากน้ันนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน 5 นาที ดูดเก็บของเหลวใส เก็บ

รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เพื่อใชเปน DNA ตนแบบในการทํา PCR ตอไป

สําหรับ Lactobacillus ใชเชื้อท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ชนิดเหลวปริมาตร 3

มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC นาน 24-48 ชั่วโมง โดยนําเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสลงใน 

eppendrof tube นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน1 นาที ลางดวยนํ้ากลั่นบริสุทธิ์ท่ี

ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 1 มิลลิลิตรโดยนําไปปนเหว่ียง ท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน 1 นาที 

ไปเปตของเหลวออกจนเหลือปริมาตร 50 ไมโครลิตร นําไปตมในนํ้าเดือดอุณหภูมิ 100 ºC นาน 

10 นาที จากน้ันนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน 5 นาที ดูดเก็บของเหลวใสเก็บรักษา

ท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เพื่อใชเปน DNA ตนแบบในการทํา PCR ตอไป

2.3.2การตรวจยืนยัน Bacillus ดวยวิธีทางอณูชีววิทยา

นําเชื้อท่ียืนยันไดวาเปน Bacillus spp. จาการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีจํานวน 114

โคโลนี มาทําการยืนยัน genus และ species ของ Bacillus ดวยเทคนิค Amplified Ribosomal

DNA Restriction Analysis (ARDRA) ตามวิธีท่ีอธิบายโดย Wu และคณะในป 2006 ตามข้ันตอน 

ดังน้ี

1) ระบุ genus ดวยการเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ดวย B-K1F และ B-K1R primers

(ตารางท่ี 3) โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังน้ี

ปริมาตร       ความเขมขนสุดทาย

DNA 5 µl 100-300 µM

10 µM ของ primers แตละตัว 1 µl 0.5 µM

2.5 x Eppendorf MasterMix 12.5 µl 1x

Nuclease free water 5.5 µl

ปริมาตรรวม 25 µl



28

จากน้ันนําสวนผสมไปเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ในเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-

condition ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 94 ºC 4    นาที

2. Denaturation 94 ºC 30 วินาที

Annealing 63 ºC 30   วินาที

Extension 72 ºC 2  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 25 รอบ

3. Final extension 72 ºC 10    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ตรวจสอบขนาด PCR products บน 2% agarose gel ดวย gel electrophoresis (OWL

Scientific Inc.®, USA) และตรวจดูการปรากฏของ DNA เปาหมายดวยเคร่ือง UV

transilluminator (Vilber Lourmat®) โดย Bacillus จะให PCR products ขนาด 1,140 bp

2) ยืนยัน species ของ Bacillus โดยการตัด PCR products ดวยเอนไซม AluI และ Taql

(Fermentas Inc., Hanover, MD, USA) ซึ่ง Bacillus แตละ species จะใหรูปแบบของ DNA

หลังจากถูกตัดดวย AluI และ Taql ท่ีแตกตางกันและสามารถใชในการระบุ species ของ 

Bacillus ได โดยทําปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซมท้ัง 2 ชนิด ดังน้ี

ปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซม AluI ในปริมาตร 20 µl ประกอบดวย

ปริมาตร       

PCR products 10 µl

AluI 1 µl

10× buffer Tango 2 µl

Nuclease free water 7 µl

ปริมาตรรวม 20 µl

Incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 O C นาน 6 ชั่วโมง
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ปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซม Taql ในปริมาตร 20 µl ประกอบดวย

ปริมาตร       

PCR products 10 µl

Taql 1 µl

10× buffer Taq I 2 µl

Nuclease free water 7 µl

ปริมาตรรวม 20 µl

Incubate ท่ีอุณหภูมิ 56O C นาน 6 ชั่วโมง

จากน้ันตรวจสอบรูปแบบ ARDRA ท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซม AluI และ Taql บน 2%

agarose gel ดวย gel electrophoresis และตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดยรูปแบบ 

ARDRA ของ Bacillus แสดงในรูปท่ี 6

รูปท่ี 6 รูปแบบ ARDRA ของ Bacillus spp. PCR products ถูกตัดดวยเอนไซม AluI (บน) และ 

TaqI (ลาง) M, DNA ladder: 1, B. subtilis; 2, B.licheniformis; 3, B. pumilus; 4, B. cereus;

5, B. thuringiensis; 6, B. laterosporus; 7, B. laterosporus; 8, B. coagulans; 9, B.

sphaericus; 10, B. circulans; 11, B. badius; 12, B. clausii; 13, P. polymyxa ; 14, P.

larvae; 15, P. lentimorbus (ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Wu et al., 2006)

bp
1,000

500

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

AluI

TaqI 1,000

500

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M
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2.3.2 Lactobacillus

นําเชื้อท่ียืนยันไดวาเปน Lactobacillus spp. จํานวน 97 โคโลนี ยืนยัน genus และ 

species ของ Lactobacillus ดวยเทคนิค multiplex PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอ genus

คือ R16-1 และ LbLMA1-rev primers และตรวจพิสูจน species จํานวน 7 species คือ L. casei

group, L. acidoplilus, L. delbrueckii, L. gasseri, L. reuteri , L. plantarum, L. rhamnosus

ดวย primers ท่ีมีความจําเพาะ โดยใช IDL03R primer กับ reverse primer และใช IDL04R

primer กับ forward primer โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 50 µl ดังน้ี

ปริมาตร        ความเขมขนสุดทาย

DNA 5 µl

10 µM ของ primers 1 µl 0.25 µM

2.5 x Eppendorf MasterMix 25 µl 1x

Nuclease free water 10 µl

ปริมาตรรวม 50 µl

จากน้ันนําสวนผสมใสเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-condition ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 94 ºC 4    นาที

2. Denaturation 94 ºC 30 วินาที

Annealing 63 ºC 30   วินาที

Extension 72 ºC 2  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 25 รอบ

3. Final extension 72 ºC 10    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ทําการตรวจสอบขนาด PCR products บน 1.5% agarose gel ดวย gel

electrophoresis และตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดย Lactobacillus จะใหขนาด 

PCR products ท่ีมีขนาดตางกัน จึงยืนยันความจําเพาะของ primers ดวยการตรวจหาลําดับเบส 

สงตัวแทนตัวอยาง DNA ไปตรวจหาลําดับเบสเพื่อยืนยันความจําเพาะของ primers โดย

หลังจากตรวจสอบขนาดของ PCR products ดวยวิธี agarose gel electrophoresis จากน้ันตัด 

agarose gel ในสวนท่ีมี PCR product ทําการสกัด DNA ออกจากแผน gel โดยใชชุด 

Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendrof, Hamburg, Germany) ตามวิธีท่ีแนะนําโดย
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บริษัทผูผลิต โดยสงตัวอยาง DNA ไปตรวจหาลําดับเบสท่ีบริษัท Macrogen Inc. กรุงโซล ประเทศ

เกาหลีใต

2.3.3 Enterococcus

นําเชื้อท่ียืนยันไดวาเปน Enterococcus spp. จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

จํานวน 7 โคโลนี ยืนยัน genus และspecies ดวยเทคนิค multiplex PCR โดยใช primers ท่ี

จําเพาะตอ genus คือ Ent1 และ Ent2 primers และตรวจพิสูจน species จํานวน 6 species คือ 

E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. hirae และ E. durans ดวย 

primers ท่ีมีความจําเพาะตอสปสตางๆ โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังน้ี

ปริมาตร       ความเขมขนสุดทาย

DNA 5 µl

10 µM ของ primers 1 µl 0.5 µM

2.5 x Eppendorf MasterMix 12.5 µl 1x

Nuclease free water 1.5 µl

ปริมาตรรวม 25 µl

จากน้ันนําสวนผสมใสเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-condition ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 94 ºC 4    นาที

2. Denaturation 94 ºC 30 วินาที

Annealing 63 ºC 30   วินาที

Extension 72 ºC 2  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 25 รอบ

3. Final extension 72 ºC 10    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ทําการตรวจสอบขนาด PCR products บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis และ

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator เน่ืองจากเชื้อ Enterococcus ท่ีทําการทดสอบในข้ันน้ีมี

เพียง 7 โคโลนี และทุกโคโลนีให PCR products ท่ีมีขนาดเทากัน ดังน้ันจึงสง DNA จํานวน 1

โคโลนี ไปทําการตรวจหาลําดับเบส
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ระยะท่ี 3 ศึกษารูปแบบและพันธุกรรมการดื้อยา

3.1 ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ

นําเชื้อท้ังหมดจํานวน 211 isolates ซึ่งเปนเชื้อ Bacillus จํานวน 114 isolates และเปน 

Lactobacillus จํานวน 97 isolates มาทําการหาคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับย้ังการ

เจริญเติบโตของเชื้อจนไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา (Minimum Inhibitory Concentration,

MIC) ดวยวิธี Two-fold agar dilution สําหรับเชื้อ Enterococcus ไมสามารถทําการทดสอบความ

ไวตอยาปฏิชีวนะได เน่ืองจากเชื้อท่ีเก็บรักษาไวจํานวน 7 isolates น้ันไมสามารถเจริญบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อไดอีก โดย Bacillus ทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Mueller Hinton Agar (MHA)

ตามวิธีมาตรฐานของ Clinical Laboratory Standard Intitute (CLSI) 1999 สวน Lactobacillus

น้ันทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LAB susceptibility test medium ท่ีประกอบดวย Iso-

Sensitest broth และ deMan-Rogosa-Sharpe broth ในอัตราสวน 9:1 ตามวิธีท่ีอธิบายใน Klare

และคณะ (2005) โดยทดสอบกับยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด ดังตารางท่ี 4 และใช Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 เปนตัวควบคุมการทดสอบ 

การทํา MIC แบงเปนข้ันตอนไดดังน้ี

1) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมียาปฏิชีวนะ 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมียาปฏิชีวนะท่ีความเขมขนตางๆ ตามท่ีตองการทดสอบ (ตาราง

ท่ี 4) โดยเร่ิมเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA หรือ LAB susceptibility test medium ท่ีผานการฆา

เชื้อแลว ปริมาตร 18 มิลลิลิตร เตรียมยาปฏิชีวนะต้ังตนตามวิธีท่ีแสดงในภาคผนวกท่ี 3 จากน้ัน

เตรียมยาปฏิชีวนะในระดับความเขมขนสูงสุดท่ีตองการทดสอบใน 0.85%normal saline solution

(0.85% NSS) ท่ีผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวเจือจางแบบ 2-fold ใน 0.85% NSS

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จนไดยาปฏิชีวนะทุกความเขมขนท่ีตองการทดสอบ เติมยาปฏิชีวนะท่ีความ

เขมขนตางๆปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 18 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เท

สวนผสมดังกลาวบนจานเลี้ยงเชื้อ ต้ังท้ิงไวจนแข็งกอนนําไปใช 

2) การเตรียมตัวอยางเชื้อและการทํา MIC

โตเชื้อ Lactobacillus หรือ Bacillus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS และ MHA ตามลําดับ ท่ี

อุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชั่วโมง เข่ียโคโลนี Lactobacillus หรือ Bacillus ลงใน 0.85% NSS

ปริมาตร 2 มิลลิลิตรท่ี 0.5 Mcfarland จากน้ันไปเปตเชื้อมา 1 มิลลิลิตร เจือจางใน 0.85% NSS

ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex ไปเปตมา 100 ไมโครลิตร ใสใน microtiter plate

ขนาด 96 หลุม ใช Replica plater วางลงบนเชื้อใน microtiter plate กอนวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
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ผสมยาปฏิชีวนะท่ีเตรียมไว ต้ังท้ิงไวจนเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแหง นําไปอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 

37 °C ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนนาน 24 ชั่วโมง

3) การอานผล

 อานผลหลังจากอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนนาน 20-24 ชั่วโมง

โดยดูคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีเชื้อไมเจริญเมื่อมองดวยตาเปลาถือเปนคา MIC ซึ่งการศึกษาคร้ังน้ี

ใชคาความเขมขนของยาท่ีบงชี้วาเชื้อด้ือหรือไวตอยา (breakpoint) ท่ีกําหนดโดย SCAN ดังแสดง

ในตารางท่ี 4

ตารางท่ี 4 ชนิดและความเขมขนของยาปฏิชีวนะท่ีใชในการวิจัย

ยาปฏิชีวนะ        ความเขมขน (µg/ml)          คา breakpoint

Bacillus Lactobacillus

1. ampicillin 1, 2, 3, 4, 8, 16 2 2

2. chloramphenicol 1, 2, 3, 4, 8, 16, 32, 64, 128 16 16

3. ciprofloxacin 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 1 4

4. erythromycin 1, 2, 4, 8, 16, 32 4 4

5. gentamycin 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 8 1

6. kanamycin 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 64 32

7. neomycin 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 64 32

8. rifampicin 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 4 32

9. streptomycin 1, 2, 3, 4, 8, 16, 32, 64, 128 64 16

10. tetracycline 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 16 16

11. trimethoprim 1, 2, 3, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 8 32

12. vancomycin 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 4 4
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3.2 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยา

การศึกษาวิจัยคร้ังน้ีเนนศึกษาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอ tetracycline,

vancomycin, erythromycin และ streptomycin โดยตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุม

การด้ือตอยาปฏิชีวนะดังกลาว ในเชื้อ Lactobacillus และ Bacillus ซึ่งเปนเชื้อท่ีด้ือตอยาชนิด

น้ันๆ รวมถึงเชื้อท่ีมีการปรากฏของ plasmid ดวย เหตุท่ีไมทําการตรวจในเชื้อ Enterococcus

เน่ืองจากเชื้อ Enterococcus ท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 °C ไมสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อไดอีก

และเมื่อทําการแยกเชื้ออีกคร้ังก็ยังประสบปญหาเชนเดิม

การศึกษาตลอดข้ันตอนน้ีใชเทคนิค PCR ดวย primers ท่ีจําเพาะตอยีนแตละชนิด ดัง

แสดงในตารางท่ี 5 ซึ่งการทํา PCR ท้ังหมดใช 2.5 x Eppendorf MasterMix ตามคําแนะนําของ

ทางบริษัท และใช DNA ท่ีเตรียมดวยวิธี whole cell boiled lysate เพิ่มจํานวน DNA บนเคร่ือง 

Thermocycler
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ตารางท่ี 5 primers ท่ีใชตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยา

ชนิดยีน Primers ลําดับเบส (5’-3’) ขนาดของ ที่มา

PCR Product (bp)

aadE aadEI GCAGAACAGGATGAACGTATTCG 369 Klare et al., 2007

aadEII ATCAGTCGGAACTATGTCCC

tetK tetKI CAATACCTACGATATCTA 352 Klare et al., 2007

tetKII TTGAGCTGTCTTGGTTCA

tetL tetLI TGGTCCTATCTTCTACTCATTC 385 Werner et al., 2003

tetLII TTCCGATTTCGGCAGTAC

tetM tetMI GGTGAACATCATAGACACGC 401 Werner et al., 2003

etMII CTTGTTCGAGTTCCAATGC

tetO tetOI AGCGTCAAAGGGGAATCACTATCC 1,723 Klare et al., 2007

tetOII CGGCGGGGTTGGCAAATA

tetS tetSI ATCAAGATATTAAGGAC 573 Gervers et al., 2003

tetSII TTCTCTATGTGGTAATC

tetW tetWI GGMCAYRTGGATTTYWTIGC 1,187 Aminov et al., 2001

tetWII TCIGMIGGIGTRCTIRCIGGRC

vanA vanA1 GGGAAAACGACAATTGC - Dutka-Malen et al., 1995

vanA2 GTACAATGCGGCCGTTA

vanB vanB1 ATGGGAAGCCGATAGTC - Dutka-Malen et al., 1995

vanB2 GATTTCGTTCCTCGACC

vanC vanC1 GGTATCAAGGAAACCTC - Dutka-Malen et al., 1995

vanC2 CTTCCGCCATCATAGCT

ermA ermAI TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 645 Sutclifee et al., 1995

ermAII CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT

ermB ermBI GAAAAGGTACTCAACCAAATA 639 Sutclifee et al., 1995

ermBII AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAG

ermC ermCI TCAAAACATAATATAGATAAA 643 Sutclifee et al., 1995

ermCII GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT
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3.2.1 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอยา tetracycline

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีน tetK, tetL, tetM, tetO, tetS และ tetW ในเชื้อ 

Bacillus และ Lactobacillus ชนิดละ 20 isolates โดยเชื้อ Bacillus ท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี plasmid

จํานวน 3 isolates และไมมี plasmid จํานวน 17 isolates สวน Lactobacillus ท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี 

plasmid จํานวน 15 isolates และไมมี plasmid จํานวน 5 isolates ดวยเทคนิค PCR โดยใช 

primers ท่ีมีความจําเพาะ โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังน้ี

ปริมาตร       ความเขมขนสุดทาย

DNA 5 µl

10 µM ของ primers 1 µl 0.5 µM

2.5 x Eppendorf MasterMix 12.5 µl 1x

Nuclease free water 1.5 µl

ปริมาตรรวม 25 µl

จากน้ันนําสวนผสมใสเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-conditions ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 95 ºC 5    นาที

2. Denaturation 94 ºC 45 วินาที

Annealing 52 ºC 45   วินาที

Extension 72 ºC 45  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 30 รอบ

3. Final extension 72 ºC 7    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ตรวจสอบขนาด PCR product บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดยยีน tetK, tetL, tetM, tetO, tetL และ tetW มีขนาด 

PCR product ขนาด 352 bp, 385 bp, 401 bp, 1,723 bp, 573 bp และ 1,187 bp ตามลําดับ 

โดยใชเชื้อ Campylobacter coli CAC041 ท่ีแยกไดจากหองปฏิบัติการและมีการปรากฏ

ของยีน tetO เปน positive control เชื้อ Lactobacillus ท่ีตรวจพบยีน tetW จากการศึกษาคร้ังน้ีท่ี

ยืนยันยีน tetW ดวยการสงตรวจหาลําดับเบสแลวเปน positive control และเชื้อ E. coli จาก

การศึกษาของ Bryan และคณะ (2004) เปน positive control ในการตรวจหายีน tetK, tetL, tetM,

และ tetS
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3.2.2 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอยา streptomycin

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีน aadE ในเชื้อ Bacillus และ Lactobacillus ท่ีด้ือตอ 

streptomycin ชนิดละ 10 isolates โดยเชื้อ Bacillus ท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 3 isolates

และไมมี plasmid จํานวน 7 isolates สวน Lactobacillus ท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 5

isolates และไมมี plasmid จํานวน 5 isolates ทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl เชนเดียวกับการ

ตรวจหายีน tet ภายใต PCR-conditions ดังตอไปน้ี

1. Initial denaturation 95 °C 5    นาที

2. Denaturation 94 °C 45 วินาที

Annealing 58 °C 45   วินาที

Extension 72 °C 45  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 30 รอบ

3. Final extension 72 °C 7    นาที

Holding tempurature 25 °C

ตรวจสอบขนาด PCR products บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดยยีน aadE ให PCR products ขนาด 369 bp

โดยใชเชื้อ C. coli CAC094 ท่ีแยกไดในหองปฏิบัติการเปน positive control ของยีน 

aadE

3.2.3 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอยา vancomycin

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีน vanA, vanB และ vanC โดยตรวจในเชื้อ

Lactobacillus และ Bacillus ชนิดละ 10 isolates ท่ีด้ือตอยา vancomycin ซึ่งเชื้อ Bacillus ท่ีใช

เปนเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 3 isolates และไมมี plasmid จํานวน 7 isolates สวน 

Lactobacillus ท้ังหมดท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี plasmid ตรวจหาดวยเทคนิค PCR โดยใช primers ท่ีมี

ความจําเพาะ โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ภายใต PCR-conditions ดังตอไปน้ี
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1. Initial denaturation 95 ºC 5    นาที

2. Denaturation 94 ºC 45 วินาที

Annealing 53 ºC 45   วินาที

Extension 72 ºC 45  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 30 รอบ

3. Final extension 72 ºC 7    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ตรวจสอบขนาด PCR product บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator

โดยใชเชื้อ Lactobacillus ท่ีตรวจพบยีน vanA จากการศึกษาคร้ังน้ีท่ียืนยันยีน vanA ดวย

การสงตรวจหาลําดับเบสแลวเปน positive control

3.2.4 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอยา erythromycin

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีน ermA, ermB และ ermC ในเชื้อ Bacillus ท่ีด้ือตอยา

erythromycin จํานวน 10 isolates เปนเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 3 isolates และเปนเชื้อท่ีไมมี 

plasmid อีก 7 isolates โดยไมทําการตรวจในเชื้อ Lactobacillus เน่ืองจากไมตรวจพบเชื้อ 

Lactobacillus ท่ีด้ือตอยา erythromycin ทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังน้ี ภายใต PCR-

conditions ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 95 °C 5    นาที

2. Denaturation 94 °C 45 วินาที

Annealing 48 °C 45   วินาที

Extension 72 °C 45  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 30 รอบ

3. Final extension 72 °C 7    นาที

Holding tempurature 25 °C

ตรวจสอบขนาด PCR product บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดยยีน ermA, ermB และ ermC มีขนาด PCR products

เทากับ 645 bp, 639 bp และ 643 bp ตามลําดับ
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ระยะท่ี 4 ทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยา

4.1 ตรวจหาการปรากฏของ plasmid

ตรวจหาการปรากฏของ plasmid ของเชื้อ Lactobacillus และ Bacillus ท้ังหมดท่ี

แยกไดจากสารเสริมชีวนะ ดวยวิธีการสกัด plasmid ดังน้ี เพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus ในอาหารเลี้ยง

เชื้อ Luria Bertani (LB) broth และ Lactobacillus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 5

มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 1 คืน จากน้ันปนแยกเซลลจากเชื้อ 3 มิลลิลิตร ใน 

microcentrifuge tube ท่ีความเร็ว 15,000 x g นาน 2 นาที ลางเซลลดวย Phosphate Buffer

Saline (PBS) 1 มิลลิลิตร ละลาย pellets ใน ice cold lysozyme (10 mg/ml) ปริมาตร 100

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex ต้ังท้ิงไวท่ีอุณภูมิหอง 5 นาที จากน้ันเติมสารละลาย 0.2 N

NaOH, 1% Sodium dodecyl sulfate (SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมดวยการกลับหลอด

ไปมาและต้ังบนนํ้าแข็งนาน 5 นาที เติม ice cold potassium acetate pH 4.8 ปริมาตร 150

ไมโครลิตร ผสมดวยการ vortex ต้ังบนนํ้าแข็งนาน 5 นาที ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 x g ท่ี  

4ºC นาน 5 นาที ไปเปตของเหลวสวนใส ใส microcentrifuge tube ใหม ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 

13,000 x g ท่ี  4ºC นาน 5 นาที อีกคร้ังและไปเปตของเหลวสวนใสใส microcentrifuge tube

ใหม ในข้ันน้ีจะไดของเหลวสวนใส ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เติมเอนไซม RNaseA (10 mg/ml)

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 50 µg/ml และบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC

นาน 30 นาที จากน้ันเติมสวนผสม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ประมาณ 

400 ไมโครลิตร ผสมดวยการ vortex ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 x g นาน 2 นาที ไปเปต

ของเหลวสวนใส ใส microcentrifuge tube หลอดใหม เติม ice cold absolute ethanol ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร ผสมดวยการกลับหลอดไปมา และ incubate ท่ีอุณหภูมิ -70ºC นาน 30 นาที หรือท่ี

อุณหภูมิ -20ºC นาน 24 ชั่วโมง หลังจากน้ันปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 x g ท่ี  4ºC นาน 5 นาที 

ไปเปตของเหลวสวนใสท้ิง ในข้ันตอนน้ี DNA จะตกตะกอนอยูท่ีกนหลอด ลาง DNA pellets ดวย 

ice cold 70% ethanol ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 x g นาน 5 นาที ไปเปตของเหลวสวนใสท้ิง

ปลอยให DNA pellets แหงท่ีอุณภูมิหองนาน 1 นาที และละลาย DNA pellets ในนํ้ากลั่นหรือ TE

buffer (10 mM Tris-HCl pH8, 1 mM EDTA pH 8) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร เก็บตัวอยาง DNA ท่ี

อุณหภูมิ -20ºC จากน้ันนําไปตรวจสอบการปรากฏของplasmid บน 0.8% agarose gel ดวย gel

electrophoresis ตรวจดูการปรากฏของ plasmid DNA ดวยเคร่ือง UV transilluminator

4.2 ทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยา
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ทําการทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของเชื้อท่ีมี plasmid และด้ือตอยา

ปฏิชีวนะ ดวยวิธี filter mating หรือ conjugation (Mater et al., 2008) โดยเชื้อ Bacillus และ 

Lactobacillus ท่ีมี  plasmidและด้ือตอยาปฏิชีวนะเปนตัวให (donors) สวนเชื้อ Bacillus และ 

Lactobacillus ท่ีไมมี  plasmidและไวตอยาปฏิชีวนะเปนตัวรับ (recipients)

4.2.1 การเตรียมแบคทีเรียตัวรับ

แบคทีเรียตัวรับของ Lactobacillus คือ L. plantarum L11.1(2) และ L. plantarum

L11.5(2) สวนแบคทีเรียตัวรับของ Bacillus คือ B. subtilis B1.6 และ B. licheniformis B10.2

เน่ืองจากแบคทีเรียตัวรับท้ัง 4 strains ไวตอยาปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีทําการทดสอบในการศึกษาคร้ังน้ี 

ดังน้ันเพื่อใหสามารถแยกไดจากแบคทีเรียตัวให จึงตองทําใหเชื้อ Bacillus ตัวรับน้ันด้ือตอยา 

tetracycline แบบ spontaneous mutations โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB

ปริมาตร 4 มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 18-24 ชั่วโมง จากน้ันไปเปตมา 100 ไมโครลิตร บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็งท่ีมี tetracycline ท่ีความเขมขน 8, 16, 32, 64 และ 128 µg/ml อบ

เลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 18-24 ชั่วโมง โดยมีชุดควบคุม คือ เชื้อท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อท่ีไมมียา tetracycline จากน้ันคัดเลือกโคโลนีท่ีเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี 

tetracycline 64 และ 128 µg/ml นํามา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมมี tetracycline และ

streak ตอเน่ืองนาน 10 วัน จากน้ันทดสอบความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี

มี tetracycline ท่ีความเขมขน 64 หรือ 128 µg/ml อีกคร้ัง จากน้ันหาคา MIC ตอยา tetracycline

โดยใชเชื้อท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมมี tetracycline เปนตัวควบคุมการทดสอบ จะไดเชื้อ

Bacillus mutants คือ B(1.6 ) tetr และ B(10.2) tetr สําหรับ Lactobacillus จะทําใหแบคทีเรีย

ตัวรับน้ันด้ือตอยา rifampicin แบบ spontaneous mutations mutants ดวยวิธีเดียวกับ Baciilus

โดยใช rifampicin ท่ีความเขมขน 8, 16, 32, 64 และ 128 µg/ml จะไดเชื้อ Lactobacillus

mutants คือ L11.1(2)rifr และ L11.5 rifr ทําการหาคา MIC ตอยา tetracycline, rifampicin และ

ยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆ

4.2.2 การทํา filter mating

ทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของ Bacillus โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียตัว

ใหและตัวรับในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC นาน 18-24

ชั่วโมง จากน้ันเจือจางดวย LB ชนิดเหลวในอัตราสวน 1:50 และเลี้ยงเชื้อตอท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 

3-7 ชั่วโมง เพื่อใหเชื้อตัวใหและตัวรับเจริญถึงระยะ mid-log phase จากน้ันผสมเชื้อตัวใหและ

ตัวรับอยางละ 750 ไมโครลิตร ใน microcentrifuge tube ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 80000 x g นาน 1
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นาที ไปเปตของเหลวสวนใสท้ิง ละลายตะกอนเซลลดวย LB ชนิดเหลวท่ีอุนท่ีอุณหภูมิ 37 ºC

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ไปเปตลงบนแผน nitrocellulose filter ท่ี pore size 0.45 ไมครอนและเสน

ผานศูนยกลางขนาด 13 มิลลิเมตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง อบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ  37 ºC

นาน 18-24 ชั่วโมง จากน้ันนําแผน filter ท่ีมีสวนผสมของเชื้อ ใสลงใน microcentrifuge tube ท่ีมี 

0.85% NSS อยู 1 มิลลิลิตร vortex เพื่อใหไดสวนผสมของเชื้อ นําแผน filter ออกและปนเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 10,000 x g นาน 1 นาที จากน้ัน plate เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็งท่ีมี 

rifampicin 50 µg/ml รวมกับยาปฏิชีวนะท่ีมีความเหมาะสม ไดแก tetracycline 10 µg/ml,

erythromycin 20 µg/ml และ vancomycin 32 µg/ml คัดเลือกโคโลนีท่ีด้ือตอ tetracycline และ

ยาปฏิชีวนะท่ีเก่ียวของ ทําการสกัด plasmid จาก transconjugants และตรวจสอบการปรากฏ

ของ plasmid บน 0.8% agarose gel  สําหรับ Lactobacillus น้ัน ทดสอบความสามารถในการ

ถายทอดยีนด้ือยาดวยวิธีเดียวกัน โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียตัวใหและตัวรับในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS

ชนิดเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC นาน 24 - 48 ชั่วโมง จากน้ันเจือจางดวย MRS

ชนิดเหลวในอัตราสวน 1:50 และเลี้ยงเชื้อตอท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 3-7 ชั่วโมง เพื่อใหเชื้อตัวให

และตัวรับเจริญถึงระยะ mid-log phase แลวทําการทดสอบความสามารถในการถายทอด

plasmid ดวยวิธี filter mating เชนเดียวกับเชื้อ Bacillus
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บทที่ 4
ผลการศกึษาวิจัย

1. การแยกและตรวจพิสูจนเชื้อจากผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว

จากการแยกแบคทีเรียจากผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะจํานวน 10 ชนิด เลือกเก็บเชื้อจาก

ลักษณะท่ีโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อไดท้ังหมด 272 โคโลนี โดยเปนเชื้อท่ีมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS

จํานวน 120 โคโลนี อาหารเลี้ยงเชื้อ MYP จํานวน 145 โคโลนี และอาหารเลี้ยงเชื้อ SF จํานวน 7

โคโลนี หลังจากทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและอณูชีววิทยาไดเชื้อแบคทีเรียไดท้ังหมด 218

isolates ประกอบดวยเชื้อ Bacillus จํานวน 114 isolates เชื้อ Lactobacillus จํานวน 97 isolates

และเชื้อ Enterococcus จํานวน 7 isolates ผลจากการแยกเชื้อแตละชนิดโดยละเอียด มีดังน้ี

1.1 การตรวจพิสูจนเชื้อ Bacillus

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus เมื่อยอมดวยวิธี Gram stain และตรวจดูผาน

กลองจุลทรรศน พบเชื้อ Bacillus มีลักษณะเปนทอน ติดสีมวง ดังรูปท่ี 7

รูปท่ี 7 เชื้อ Bacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะ

และยอมดวย Gram stain

จากการตรวจพิสูจนเชื้อดวยวิธีทางชีวเคมีของเชื้อ Bacillus จํานวน 114 isolates ตรวจ

พบ Bacillus จํานวน 7 species ไดแก B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. mycoides,

B. cereus, B. amyloliquefaciens และ B. lentus และจากการยืนยันดวยวิธี ARDRA พบเชื้อ 

Bacillus จํานวน 4 species คือ B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus และ B. subtilis

cluster (B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus) ดังตารางท่ี 6 โดยเชื้อมี
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รูปแบบ ดังแสดงในรูปท่ี 8 ซึ่งผลการตรวจจําแนกดวย 2 วิธีดังกลาว มีบางสวนท่ีผลการทดสอบไม

สอดคลองกัน โดยเฉพาะอยางย่ิง B. subtilis จากการตรวจทางชีวเคมี เมื่อตรวจพิสูจนดวยวิธี 

ARDRA พบวาสวนหน่ึงใหผลเปน B. subtilis cluster รายละเอียดความแตกตางจากการ

ตรวจสอบดวยวิธีชีวเคมีและ ARDRA แสดงในภาคผนวกท่ี 4

สําหรับ B. cereus เมื่อทําการยืนยันดวยวิธี ARDRA จะไดเปน B. cereus group ซึ่ง

ประกอบดวย B. cereus, B. anthrasis และ B. thuringensis ซึ่งไมสามารถแยกเชื้อท้ัง              

3 species น้ีไดดวยรูปแบบ ARDRA จึงสงเชื้อ B. cereus group จํานวน 7 isolates จึงสง PCR

products ของ 16sRNA ไปทําการตรวจหาลําดับเบสและพบวาเปน B. cereus ท้ังหมด

ตารางท่ี 6 เชื้อ Bacillus ท่ีพิสูจนยืนยันดวยวิธี ARDRA (n = 114)

เชื้อ จํานวน (%)

B. subtilis 29 (25.4)

B. licheniformis 21 (18.4)

B. cereus 7 (6.1)

B. subtilis clustera 57 (50)

a B. subtilis cluster ประกอบดวย B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus
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รูปท่ี 8 รูปแบบ ARDRA ท่ีไดจากการตรวจพิสูจนเชื้อ Bacillus (ก) 16sRNA ของ Bacillus spp. ท่ี

ไดจากการทํา PCR มีขนาด 1,140 bp (ข) ตัดดวยเอนไซม AluI และ (ค) ตัดดวยเอนไซม TaqI

โดย M, Molecular weight marker; BS, B. subtilis; BL, B. licheniformis; BC, B. cereus และ 

3BS, B. subtilis cluster
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1.2 การตรวจพิสูจนเชื้อ Lactobacillus

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Lactobacillus เมื่อยอมดวยวิธี Gram stain และ

ตรวจดูผานกลองจุลทรรศน พบเชื้อ Lactobacillus มีลักษณะเปนทอน ติดสีมวง ดังรูปท่ี 9

รูปท่ี 9 เชื้อ Lactobacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะ

และยอมดวย Gram stain

จากการตรวจพิสูจนเชื้อดวยวิธีทางชีวเคมีของเชื้อ Lactobacillus จํานวน 97 isolates

ตรวจพบ Lactobacillus จํานวน  4 species ไดแก L. acidophilus, L. delbrueckii, L. casei

และ L. plantarum และจากการตรวจยืนยันดวยวิธี multiplex PCR พบวาเปน L. plantarum,

L. rhamnosus, L. gasseri, L. delbrueckii และ L. casei group ดังตารางท่ี 7 โดยมีรูปแบบของ 

PCR products ดังรูปท่ี 10 ซึ่งผลการตรวจจําแนกเชื้อใน 2 วิธีดังกลาวน้ัน มีบางสวนท่ีผลการ

ทดสอบไมสอดคลองกัน โดยเฉพาะอยางย่ิง L. acidoplilus จากการตรวจทางชีวเคมี เมื่อตรวจ

พิสูจนดวยวิธี multiplex PCR พบวาสวนหน่ึงใหผลเปน L. plantarum และ L. gasseri

รายละเอียดความแตกตางของ Lactobacillus ท่ีทดสอบดวยวิธีท้ัง 2 แสดงในภาคผนวกท่ี 5
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ตารางท่ี 7 เชื้อ Lactobacillus ท่ีพิสูจนยืนยันดวยเทคนิค multiplex PCR (n = 97)

เชื้อ จํานวน (%)

L. plantarum 39 (40.2)

L. rhamnosus 27 (27.8)

L. gasseri 7 (7.2)

L. delbrueckii 15 (15.4)

L. casei group 9 (9.2)

รูปท่ี 10 การตรวจพิสูจนเชื้อ Lactobacillus ดวยวิธี multiplex PCR. เชื้อ Lactobacillus spp. ให 

PCR products ขนาด ~200 bp และแตละ species จะให PCR products ขนาดตางกัน โดย   

M, Molecular weight marker; lane 1, L. plantarum 428 bp; lane 2, L. plantarum 428 bp;

lane 3; L. delbrueckii 184 bp; lane 4; L. gasseri 272 bp; lane 5; L. casei group 727 bp;

lane 6; L. rhamnosus 448 bp

bp
1,000

500

200

M 1 2 3 4 5 6



47

1.3 การตรวจพิสูจนเชื้อ Enterococcus

เชื้อ Enterococcus ท่ีแยกไดท้ังหมดจํานวน 7 isolates เมื่อทําการยืนยัน genus

และspecies ดวยวิธี multiplex PCR พบวาเปน E. faecium ท้ัง 7 isolates ดังรูปท่ี 11

รูปท่ี 11 การตรวจพิสูจนเชื้อ Enterococcus ดวยวิธี multiplex PCR. เชื้อ Enterococcus ให 

PCR products ขนาด ~112bp และเชื้อ E. faecium จะให PCR product ขนาด 215bp

โดย M, Molecular weight marker; lane 1-7, E. faecium ท่ีแยกได

2. ชนิดและจํานวนแบคทีเรียมีชีวิตในสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว

ผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสวนใหญมีจํานวนแบคทีเรียตามท่ีระบุบนฉลาก ยกเวน

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 3, 7, 8 และ 9 ท่ีมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวาท่ีระบุบนฉลาก และผลิตภัณฑชนิดท่ี 

10 ท่ีตรวจไมพบแบคทีเรียมีชีวิตท้ัง 3 ชนิด เมื่อพิจารณาชนิดของแบคทีเรียน้ัน พบวาผลิตภัณฑ

ทุกชนิดมีขอบกพรองในการระบุชนิดของเชื้อบนฉลาก โดยพบวาผลิตภัณฑจํานวน 8 ชนิดตรวจ

พบ species ไมตรงตามท่ีระบุบนฉลาก ผลิตภัณฑจํานวน 4 ชนิดมีการตรวจพบ species

มากกวาท่ีระบุไว ไดแก ผลิตภัณฑชนิดท่ี 1, 2, 4 และ 6 ในขณะท่ีบางผลิตภัณฑตรวจไมพบ 

species ตามท่ีระบุตามฉลาก เชน ผลิตภัณฑชนิดท่ี 5, 7, และ 9 โดยมีรายละเอียดดังน้ี

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 1 ตรวจพบจํานวนเชื้อ Bacillus ตรงตามท่ีระบุบนฉลาก แตตรวจพบ 

B. licheniformis, B. subtilis cluster, L. plantarum และ L. gasseri  นอกเหนือจากท่ีระบุบน

ฉลากผลิตภัณฑ เชนเดียวกับผลิตภัณฑชนิดท่ี 2  ท่ีตรวจพบจํานวนเชื้อ Bacillus ตรงตามท่ีระบุ

บนฉลากแตตรวจพบ B. licheniformis, B. subtilis cluster และ L. delbrueckii นอกเหนือจาก

ท่ีระบุบนฉลากผลิตภัณฑ สวนในผลิตภัณฑชนิดท่ี 3 มีจํานวนเชื้อ Bacillus นอยกวาท่ีระบุบน

bp
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ฉลากซึ่งผลิตภัณฑชนิดน้ีระบุวามี B. subtilis เทาน้ัน แตผลการวิจัยพบวามีเชื้อ B. subtilis

cluster ท่ีประกอบดวย B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus อยูดวย

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 4 พบเชื้อท้ัง 3 genus คือ Bacillus, Lactobacillus และ Enterococcus

มีจํานวนตรงตามท่ีระบุ แตตรวจพบ B. cereus และ L. delbrueckii นอกเหนือจากท่ีระบุไว

สําหรับผลิตภัณฑชนิดท่ี 5 พบเชื้อครบท้ัง 3 genus ตามท่ีระบุคือ Bacillus, Lactobacillus และ 

Enterococcus เชนกันแตมีจํานวนนอยกวาท่ีระบุบนฉลาก รวมท้ังยังพบแบคทีเรีย species อ่ืนๆ

ท่ีนอกเหนือจากท่ีระบุไว คือ B. subtilis cluster, L. rhamnosus และ L. gasseri แตตรวจไมพบ

B. licheniformis และ L. acidoplilus ตามท่ีระบุบนฉลากผลิตภัณฑ

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 6 ตรวจพบจํานวนเชื้อ Bacillus และ Lactobacillus ตรงตามท่ีระบุบน

ฉลาก แตตรวจพบ L.rhamnosus และ L. gasseri นอกเหนือจากท่ีระบุไว รวมถึงพบ E. faecium

ในขณะท่ีฉลากระบุวาเปน S. faecium สําหรับการตรวจพบ B. subtilis และ B. subtilis cluster

น้ันในผลิตภัณฑชนิดน้ีน้ันไมสามารถเปรียบเทียบชนิดตามท่ีระบุบนฉลากได เน่ืองจากตามฉลาก

ระบุวาเปน Bacillus spp.

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 7 ตรวจไมพบ L. acidoplilus และ E. faecium ตามท่ีระบุบนฉลาก แต

ตรวจพบ  B. subtilis cluster และ L. plantarum นอกเหนือท่ีระบุไว นอกจากน้ีจํานวน 

Lactobacillus ท่ีตรวจพบมีนอยกวาท่ีระบุไว สวนผลิตภัณฑชนิดท่ี 8 เชื้อท่ีตรวจพบไมตรงกับท่ี

ระบุบนฉลาก โดยท่ีระบุวามี B. subtilis และ L. acidoplilus น้ัน เมื่อตรวจทางหองปฏิบัติการพบ  

B. subtilis, B. subtilis cluster และ L.plantarum รวมถึงจํานวนแบคท่ีเรียท่ีตรวจพบน้ันมีนอย

กวาท่ีระบุไว และผลิตภัณฑชนิดท่ี 9 ตรวจไมพบ E. faecium และ B. licheniformis ตามท่ีระบุ 

นอกจากน้ีตามท่ีระบุวามี B. subtilis ตรวจพบวาเปน B. subtilis และ B. subtilis cluster โดยมี

จํานวน Bacillus นอยกวาท่ีระบุไว ในขณะท่ีผลิตภัณฑชนิดท่ี 10 ตรวจไมพบแบคทีเรียมีชีวิตชนิด 

Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus



49

ตารางท่ี 8 ผลการตรวจชนิดและจํานวนของแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะ 

ผลิตภัณฑ ผลการตรวจทางหองปฏิบัติการ

ชนิด จํานวน สายพันธุ

1 Bacillus spp. 1x109 B. subtilis, B. licheniformis,

Lactobacillus spp. 6x108 B. subtilis cluster, L .plantarum,

L. gasseri

2 Bacillus spp. 1x106 B. subtilis, B. licheniformis,

Lactobacillus spp. 8 x10 B. subtilis cluster,L. delbrueckii

3 Bacillus spp. 9.4x106 B. subtilis cluster

4 Bacillus spp. 3.8x107 B. subtilis, B. licheniformis,

Lactobacillus spp. 1.9x107 B. cereus, L. delbrueckii,

Enterococcus spp. 1.1x107 E. faecium

5 Bacillus spp. 1.7x107 B. subtilis, B. subtilis cluster,

Lactobacillus spp. 2.5x107 L. plantarum, L. rhamnosus,

Enterococcus spp. 1.8x107 L. gasseri, E. faecium

6 Bacillus spp. 3.8x106 B. subtilis, B. subtilis cluster,

Lactobacillus spp. 1.2x107 L. plantarum, L. rhamnosus,

Enterococcus spp. 4.0x106 L.delbrueckii, E.faecium

7 Bacillus spp. 3.0x105 B. subtilis cluster, L. plantarum

Lactobacillus spp. 2.5x103

8 Bacillus spp. 1.4x108 B. subtilis, B. subtilis cluster,

Lactobacillus spp. 4.2x108 L. plantarum

9 Bacillus spp. 1.3x108 B. subtilis, B. subtilis cluster,

10 NF NF NF

NF หมายถึง ตรวจไมพบแบคทีเรียมีชีวิตชนิด Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus
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3. การปนเปอน Salmonella และ E.coli

จากการตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคชนิด Salmonella และ E.coli น้ัน ไมพบ

การปนเปอนของ Salmonella หรือ E.coli ในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะท้ัง 10 ชนิด

4. ความไวตอยาปฏิชีวนะ

การศึกษาวิจัยคร้ังน้ี ทําการทดสอบหาความไวตอยาปฏิชีวนะของ Bacillus และ 

Lactobacillus ท้ังหมดท่ีแยกได โดยคา MIC ตอยาปฏิชีวนะชนิดตางๆ ของ Bacillus และ 

Lactobacillus แสดงดังตารางท่ี 9 และ 10 เน่ืองจากคา breakpoints ของ LAB มีจากหลาย

หนวยงานและยังไมมีการกําหนดคาท่ีเปนมาตรฐานสากล ดังน้ันในการวิจัยคร้ังน้ีจึงแสดงผลความ

ไวตอยาปฏิชีวนะดวยการกระจายของคา MIC โดยเมื่อตองพิจารณาวาเชื้อน้ันๆด้ือยาหรือไม จะใช

คา breakpoints ของ SCAN โดยอัตราการด้ือตอยาปฏิชีวนะชนิดตางๆ ของ Lactobacillus และ 

Bacillus แสดงดังรูปท่ี 11

จากการศึกษาพบวา Lactobacillus ทุกตัวท่ีแยกได ด้ือตอยา gentamicin และด้ือตอ 

ampicillin, kanamycin และ streptomycin ในอัตราสูง (91.5, 91.5 และ 92.7% ตามลําดับ) โดย

ไมด้ือตอยา chloramphenicol, erythromycin และ rifampicin สําหรับ Bacillus น้ันด้ือตอยา

ปฏิชีวนะท่ีทดสอบในอัตราตํ่ากวา Lactobacillus โดยด้ือตอยา tetracycline ในอัตราสูงสุด 

(12.2%) และไมด้ือตอยา ciprofloxacin และ gentamicin
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ตารางท่ี 9 คา MIC ตอยาปฏิชวีนะชนิดตางๆ ของ Bacillus

ตารางท่ี 10 คา MIC ตอยาปฏิชีวนะชนิดตางๆ ของ Lactobacillus

เช้ือ (n) AMP CHP CIP ERY GEN KAN NEO RIF STR TET TRI VAN

L. plantarum (39)

L. rhamnosus (27)

L gasseri (7)

L. delbrueckii (15)

L. casei group (9)

2 - >8

1 - 4

2 - >8

2 - >8

2 - 4

2 - 8

4 - 8

4 - 8

2 - 8

4 - 8

0.5 - >16

0.5 - >16

0.5 - >16

0.5 - >16

1 - >16

0.25 - >1

0.25 – 0.5

0.25 – 0.5

0.25 – 0.5

0.25

1 - >4

1 - >4

1 - >4

1 - >4

1 - >4

0.5 - 128

0.5 - >128

64 - >128

128 - >128

0.5 - >128

1 - 128

4 - 64

4 - 128

4 - 128

1 - 128

0.25 - 32

0.25 - 16

1 - 16

1 - 16

0.25 - 16

1 - 64

16 - 64

8 - 16

16 - 64

16 - 64

0.25 - 32

0.5 - 8

0.5 - 8

0.5 - 8

4 - 8

1 - >64

16 - >64

8 - >64

16 - >64

8 - >64

0.25 - >32

0.25 - >32

1 - >32

1 - >32

0.25 - >32

เช้ือ (n) AMP CHP CIP ERY GEN KAN NEO RIF STR TET TRI VAN

B. subtilis (29)

B. licheniformis (21)

B. subtilis cluster (57)

B. cereus cluster (7)

0.25 - 1

0.25 - 1

0.25 - >8

0.25 - >8

1 - 16

4 - 16

1 - 8

4 - 8

0.125

0.125

0.125 - 0.5

0.125 - 0.25

0.25 – 0.5

0.25 - >32

0.25 - >32

0.25

0.25 – 0.5

0.25 – 2

0.25 – 4

0.25 – 0.5

0.5 - 1

0.5 - 2

0.5 - 2

0.5 - 2

0.25 - 1

0.25 - 8

0.25 - 128

0.25 - 1

0.25 – 0.5

0.25 – 0.5

0.25 – 32

0.25 - 1

0.5 - 64

1 - 16

0.5 - 32

2 - 64

0.25 - >64

0.25 - 32

0.5 - >32

0.5 - 16

0.25 - >64

0.25 – 0.5

0.25 - 8

0.25 - >64

0.25 - >32

0.25 - 16

0.25 - >32

0.25 -2

nkam
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รูปท่ี 12 แผนภูมิแทงแสดงอัตราการด้ือตอยาปฏิชีวนะ  (%) ของ Lactobacillus (n = 97 ) และ Bacillus (n = 114)

AMP, ampicillin; CHP, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; ERY, erythromycin; GEN, gentamicin;

KAN, kanamycin; NEO, neomycin; RIF, rifampicin; STR, streptomycin; TET, tetracycline; TRI, trimetroprim;

VAN, vancomycin
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5. การปรากฏของยีนดื้อยา

จากการตรวจหาการปรากฏของยีนท่ีควบคุมการด้ือยาตางๆ ของเชื้อ Lactobacillus น้ัน

ตรวจพบยีน vanA ซึ่งควบคุมการด้ือตอยา vancomycin ในเชื้อ L7.3 (1)L. delbrueckii และ

ตรวจพบยีน tetW ซึ่งควบคุมการด้ือตอยา tetracycline ในเชื้อ L8.6 (1)L. plantarum ดังรูปท่ี 13

ซึ่งเชื้อ 2 ตัวน้ีไมมี plasmid แตตรวจไมพบการปรากฏของยีน tetK, tetL, tetM, tetO, tetS และ

ยีน aadE ท่ีควบคุมการด้ือตอยา streptomycin

สําหรับเชื้อ Bacillus น้ัน จากการตรวจหาการปรากฏของยีนควบคุมการด้ือตอยา 

tetracycline, vancomycin และ streptomycin เชนเดียวกับ Lactobacillus และตรวจการปรากฏ

ของยีน ermA, ermB และ ermC ท่ีควบคุมการด้ือตอยา erythromycin โดยครอบคลุมเชื้อท่ีด้ือยา

แตละชนิดและมี plasmid ดวยน้ัน ไมพบการปรากฏของยีนควบคุมการด้ือยาชนิดใดเลย

สวน E. faecium ท้ัง 7 isolates ไดถูกนํามาตรวจหาการปรากฏของยีนท้ังหมดจาก 

whole cell DNA เชนกัน พบการปรากฏของยีน  vanA ซึ่งควบคุมการด้ือตอยา vancomycin

จํานวน 2 isolates เน่ืองจากเชื้อเหลาน้ีไมสามารถเจริญเติบโตไดอีก จึงไมสามารถตรวจการ

ปรากฏของ plasmid ได

รูปท่ี 13 การปรากฏของยีน tetW และ vanA โดย M, Molecular weight marker; lane 1-2, ยีน 

tetW ในเชื้อ L. plantarum; lane 3, ยีน vanA ในเชื้อ L. Delbrueckii; lane 4, ยีน vanA ในเชื้อ 

E. faecium

1,000 bp

700 bp

1,187 bp

M 1 2 3 4

~700 bp
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6. ความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยา

จากการตรวจหาการปรากฏของ plasmid ของ Bacillus และ Lactobacillus ท้ังหมดท่ีแยก

ไดจากผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะ พบเชื้อ Bacillus ท่ีมี plasmid จํานวน 3 isolates จากผลิตภัณฑ

สารเสริมชีวนะชนิดท่ี 8 โดยเปนเชื้อท่ีด้ือตอยา vancomycin, erythromycin และ/หรือ rifampicin ดัง

ตารางท่ี 12 สําหรับเชื้อ Lactobacillus พบเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 12 isolates ท่ีแยกไดจาก

ผลิตภัณฑชนิดท่ี  1, 2, 10 และ 13 โดยเปนเชื้อท่ีด้ือตอยาปฏิชีวนะตางๆ ดังตารางท่ี 13

จากการทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาในคร้ังน้ี ใชเชื้อตัวท่ีพบวามี plasmid

เปนตัวให และ spontaneous tetracycline resistant derivative ของ Bacillus และ spontaneous

rifampicin resistant derivative ของ Lactobacillus เปนตัวรับ โดยคาความไวตอยาปฏิชีวนะของ

spontaneous resistant ของ Lactobacillus และ Bacillus ท่ีใชเปนตัวรับแสดงดังตาราง 14

โดย Lactobacillus ตัวใหจํานวน 12 isolates ประกอบดวย L. plantarum จํานวน 4

isolates L. rhamnosus จํานวน 4 isolates L. casei จํานวน 2 isolates L. gaseri และ L.

delbrueckii อยางละ 1 isolates สวนตัวรับคือ L. plantarum L11.1(2)rifr (MIC = 128µg/ml) และ 

L. plantarum L11.5(2)rifr (MIC = 128µg/ml) สําหรับเชื้อ Bacillus ตัวใหจํานวน 3 isolates เปน B.

cereus จํานวน 2 isolates และ B. licheniformis 1 isolates สวนตัวรับ คือ B. subtilis B1.6 tetr

(MIC =128 µg/ml) และ B. licheniformis B10.2tetr ด้ือตอยา (MIC =128 µg/ml) ซึ่งผลการศึกษา

ไมพบการถายทอดยีนด้ือยาท้ังการถายทอดระหวาง species เดียวกันและการถายทอดระหวางตาง 

species ในเชื้อท่ีใชทดสอบน้ี
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ตารางท่ี 11 ความไวตอยาปฏิชวีนะของ Bacillus ท่ีมี plasmid (n = 3)

No IDa Strain Reistance pattern MIC (µg/ml)b

AMP ERY GEN KAM NEO RIF STR TET TRI VAN

1

2

3

B7.8

B7.9

B7.10

B. cereus

B. cereus

B. licheniformis

ERY- VAN

RIF-VAN

RIF-VAN

1

1

1

>32

0.25

0.25

2

1

2

2

2

2

8

8

8

8

16

8

16

4

1

0.25

0.25

16

1

1

0.25

16

16

15

a B หมายถงึ Bacillus เลขตวัแรกหมายถึงผลิตภัณฑชนิดท่ีและเลขตัวหลัง หมายถงึ โคโลนีท่ี เชน B7.8 หมายถึง Bacillus แยกไดจากผลิตภัณฑชนิดท่ี 7 โดยเปนโคโลนีท่ี 8 ท่ีเก็บไว
b AMP, ampicillin; CHP, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; ERY, erythromycin; GEN, gentamicin; KAN, kanamycin; NEO, neomycin; RIF, rifampicin; STR, streptomycin;

TET, tetracycline; TRI, trimetroprim; VAN, vancomycin
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ตารางท่ี 12 ความไวตอยาปฏิชวีนะของ Lactobacillus ท่ีมี plasmid (n = 18)

No ID Strain Resistance pattern MIC (µg/ml)

AMP CIP GEN KAM NEO RIF STR TET TRI VAN

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

L1.4

L2.1

L2.5

L10.1

L10.4

L10.10

L10.14

L10.1

L10.2

L10.5

L13.2

L13.5

L. gaseri

L. delbrueckii

L.plantarum

L. rhamnosus

L.plantarum

L. casei group

L. casei group

L. rhamnosus

L. rhamnosus

L. rhamnosus

L.plantarum

L.plantarum

AMP-CIP-GEN-KAN-NEO-STR-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-TRI-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-NEO-STR-TET-TRI-VAN

AMP-CIP-GEN-STR-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-STR

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-TRI-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-TRI

AMP-GEN-KAN-NEO-STR

AMP-GEN-KAN-STR-TRI

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-TRI

>8

>8

4

2

4

2

2

2

2

2

2

4

>16

>16

>16

4

16

4

4

4

4

1

0.5

0.5

4

1

1

2

1

2

2

4

4

>4

>4

>4

64

>128

128

0.5

64

64

32

64

32

>128

>128

>128

128

4

64

4

8

16

8

16

16

128

16

16

1

1

1

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

16

16

16

16

16

16

16

16

64

64

64

64

64

64

64

8

8

16

8

8

4

4

8

8

8

1

1

8

32

32

16

4

16

8

64

64

16

32

64

>32

>32

>32

4

>32

>32

0.25

16

>32

2

1

1

a B หมายถงึ Bacillus เลขตวัแรกหมายถึงผลิตภัณฑชนิดท่ีและเลขตัวหลัง หมายถงึ โคโลนีท่ี เชน B7.8 หมายถึง Bacillus แยกไดจากผลิตภัณฑชนิดท่ี 7 โดยเปนโคโลนีท่ี 8 ท่ีเก็บไว
b AMP, ampicillin; CHP, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; ERY, erythromycin; GEN, gentamicin; KAN, kanamycin; NEO, neomycin; RIF, rifampicin; STR, streptomycin;

TET, tetracycline; TRI, trimetroprim; VAN, vancomycin
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ตารางท่ี 13 คาความไวตอยาปฏิชีวนะของ spontaneous resistant ของ Lactobacillus และ Bacillus

เช้ือ AMP CHP CIP ERY GEN KAN NEO RIF STR TET TRI VAN

L11.1(2)

L11.1(2)rifr

L11.5(2)

L11.5(2)rifr

B1.6

B1.6 tetr

B10.2

B10.2tetr

2

2

8

8

0.25

0.25

0.25

0.25

8

8

8

8

8

8

8

8

1

1

>16

>16

0.125

0.125

0.125

0.125

0.25

0.25

0.25

0.25

0.5

0.5

0.25

0.25

>4

>4

2

2

0.5

0.5

0.25

0.25

0.5

0.5

0.5

0.5

1

1

0.5

0.5

16

16

1

1

0.5

0.5

0.25

0.25

0.25

128

0.25

128

0.25

0.25

0.25

0.25

32

32

2

2

2

2

2

2

8

8

0.5

0.5

0.5

128

0.5

128

>64

>64

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25
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บทที่ 5
อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ

อภิปรายผลการทดลอง

ปจจุบันการใชสารเสริมชีวนะเปนท่ีนิยมและมีการใชอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมการ

เลี้ยงสัตวเพื่อบริโภคมากข้ึน เปนผลจากท่ีสหภาพยุโรปเพิกถอนการใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารเรง

การเจริญเติบโตในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคและประกอบกับการสนับสนุนการเลี้ยงสัตวแบบ

อินทรีย โดยท่ัวไปผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวผลิตจากจุลินทรียหลายชนิด ไดแก 

แบคทีเรีย เชื้อรา และยีสต ซึ่งจุลินทรียท่ีจะนํามาผลิตเปนสารเสริมชีวนะน้ันตองเปนไปตาม

มาตรฐานดานความปลอดภัยหรือ GRAS ซึ่งสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเปนแบคทีเรีย

ประจําถ่ินในระบบทางเดินอาหารของมนุษยหรือสัตว โดยแบคทีเรียกลุมท่ีนิยมใชเปนสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตว คือ แบคทีเรียกลุม Lactobacillus, Enterococcus และ Bacillus จากการท่ี

แบคทีเรียมีบทบาทสําคัญตอการแพรกระจายเชื้อด้ือยา ดังน้ันจึงจําเปนตองมีการคัดเลือก

แบคทีเรียท่ีจะนํามาผลิตสารเสริมชีวนะอยางเขมงวด โดยนอกจากมีความปลอดภัยตาม GRAS

แลวแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะตองเปนแบคทีเรียท่ีไมมียีนด้ือยาท่ีสามารถถายทอดได ซึ่งในยุโรป 

มีการออกขอกําหนด Regulation (EC) No. 1831/2003 ท่ีมีการกําหนดใหมีการตรวจหาการ

ปรากฏของยีนด้ือยาท่ีสามารถถายทอดไดของแบคทีเรียกอนนํามาผลิตเปนสารเสริมชีวนะ 

(Saarela et al., 2000) ในขณะท่ีประเทศไทยมีเพียงพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว 

พ.ศ. 2525 ท่ีกําหนดเพียงชนิดและจํานวนแบคทีเรียท่ีอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะไดเทาน้ัน 

แตยังไมมีการกําหนดแนวทางท่ีชัดเจนในการคัดเลือกแบคทีเรียมาผลิตเปนสารเสริมชีวนะ รวมถึง

ยังไมมีการควบคุมการใชสารเสริมในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคอยางชัดเจน ซึ่งเห็นไดจากตัวอยาง

สารเสริมชีวนะท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ีท่ีบางชนิดน้ันยังไมมีการข้ึนเลขทะเบียนอาหารสัตวอยาง

ถูกตอง นอกจากน้ีพบวาผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะท่ีมีจําหนายจริงในทองตลาดมีประมาณ 

30 ชนิด ในขณะท่ีผลิตภัณฑตามท่ีระบุใน Veterinary and Animal Health Products Directory

มีเพียง 8 ชนิดเทาน้ัน

จากการศึกษาคร้ังน้ีเชื้อ Lactobacillus ท่ีตรวจพบในสารเสริมชีวนะท้ังหมด ไดแก 

L. plantarum, L. rhamnosus, L. gasseri, L. delbrueckii และ L. casei group ซึ่ง

L. plantarum, L. delbrueckii และ L. casei  น้ันเปนชนิดท่ีอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะ

สําหรับสัตวไดตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว ในขณะท่ี L. rhamnosus น้ันไมได
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เปนชนิดท่ีอนุญาตใหใชไดตามพระราชบัญญัติ แตเปนชนิดท่ี EU อนุญาตใหใชเปนสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตวได (Coeuret et al., 2004) ซึ่งในผลิตภัณฑชนิดท่ี 5 และ 6 ท่ีตรวจพบ 

L. rhamnosus น้ันไมมีการระบุแบคทีเรียชนิดน้ีไวบนฉลากดวย ซึ่งมีความเปนไปไดท่ีสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีจําหนายในประเทศไทยจะมี L. rhamnosus เปนสวนประกอบอยูแลว แตท่ีไม

มีการระบุบนฉลากอาจเน่ืองจากขอจํากัดในวิธีทดสอบของผูผลิตท่ีใชวิธีทางชีวเคมีในการทดสอบ

ยืนยัน species เทาน้ัน รวมท้ังอาจใชแบคทีเรียต้ังตน (seed) ตัวเดิมในการผลิตสารเสริมชีวนะมา

เปนเวลานานและไมมีการตรวจระบุยืนยัน species อีกคร้ังดวยวิธีท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน จึงยัง

ไมมีการแกไขการระบุ species ของแบคทีเรียท่ีใช ซึ่ง L. rhamnosus มีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ี

ใกลเคียงกับ L. casei , L. paracasei  และ L. plantarum เปนอยางมาก (Zhong et al., 1998)

จึงทําใหเกิดการระบุ species ท่ีผิดพลาดไดงาย

ผลการวิจัยพบวาผลิตภัณฑสวนใหญมี species ของ Lactobacillus นอกเหนือจากท่ี

ระบุบนฉลากผลิตภัณฑ เชน ผลิตภัณฑชนิดท่ี 4 พบ L. delbrueckii ซึ่งไมระบุไวบนฉลาก

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 6 ตรวจพบ L. rhamnosus และ L. gasseri ในขณะท่ีระบุวามี L. rhamnosus

เทาน้ัน เปนตน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีท่ีพบวา Lactobacillus ท่ีตรวจพบในสาร

เสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีจําหนายในประเทศแถบยุโรปน้ันมี species ไมตรงกับขอมูลท่ีแสดงบน

ฉลากผลิตภัณฑเชนกัน (Hamilton-Miller et al., 1999) การตรวจพบ species ท่ีไมตรงกับท่ีระบุ

บนฉลากน้ันอาจเน่ืองจากความไมจําเพาะหรือขอจํากัดของเทคนิคในการจําแนกชนิดแบคทีเรีย

ของบริษัทผูผลิต ท่ีอาจมีการตรวจระบุ species ของเชื้อต้ังตนดวยการทดสอบคุณสมบัติทาง

ชีวเคมีเพียงอยางเดียว ซึ่งไมสามารถระบุชนิด species ของ Lactobacillus ไดถูกตองแมนยํา

(Bernardeau et al., 2007) นอกจากน้ีอาจเกิดจากการเก็บตัวอยางเชื้อบริสุทธิ์ของผูผลิตท่ีไมได

มาตรฐาน ทําใหเกิดการปนเปอนระหวาง Lactobacillus species ตางๆ ในเชื้อต้ังตนสําหรับการ

ผลิตสารเสริมชีวนะ ทําใหมีการปนเปอนในผลิตภัณฑรุนตอๆ มา

เชนเดียวกับเชื้อ Bacillus ในผลิตภัณฑชนิดท่ี 1, 2 และ 3 ท่ีระบุบนฉลากวาประกอบดวย 

B. subtilis เพียงชนิดเดียวน้ัน แตจากผลการทดสอบพบ Bacillus species อ่ืนๆ โดยเฉพาะอยาง

ย่ิง B. subtilis cluster ท่ีประกอบดวย B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus

(Wu et al., 2005) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีของ Green และคณะ (1999) ท่ีพบวา

ผลิตภัณฑสารเสริม ชีวนะสวนใหญท่ีระบุบนฉลากวาเปน B. subtilis น้ัน เมื่อทดสอบทาง

หองปฏิบัติการแลวพบวาเปนเชื้อ Bacillus ใน species อ่ืนๆ เชน B. clausii, B. pumilus และ 

B. cereus เปนตน จากการศึกษาคร้ังน้ี species ของเชื้อ Bacillus ท่ีตรวจพบจากผลิตภัณฑ
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ท้ังหมด คือ B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus และ B. subtilis cluster ซึ่งเชื้อ B. cereus,

B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus ท่ีตรวจพบน้ัน ไมไดจัดอยูในแบคทีเรียท่ีอนุญาตให

ใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวไดตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว ในขณะท่ีใน

ยุโรปน้ันอนุญาตใหใช B. amyloliquefaciens ผลิตเปนสารเสริมชีวนะได (Guarner and

Schaafsma, 1998)

ถึงแมวา Lactobacillus และ Bacillus จะเปน GRAS ท่ีสามารถผลิตเปนสารเสริมชีวนะได

แตมีเพียงบางสายพันธุเทาน้ันท่ีสามารถนํามาใชไดจริง เน่ืองจากบางสายพันธุน้ันสรางสารพิษ

หรือกอโรคได เชน L. gasseri เปนแบคทีเรียฉวยโอกาสท่ีทําใหเกิดการติดเชื้อในระบบทางเดิน

ปสสาวะของผูปวยสูงอายุและผูปวยท่ีมีภาวะโรคเบาหวาน (Dickgieber et al., 1984)

สวน B. licheniformis ทําใหเกิดอาการ toxemia และแทงในโคได (Nieminen et al., 2007) ใน

การวิจัยคร้ังน้ีใชวิธี ARDRA ในการตรวจสอบยืนยัน Bacillus spp. ซึ่งมีประสิทธิภาพดีกวาวิธีทาง

ชีวเคมีแตก็ยังมีขอจํากัด โดยไมสามารถจําแนก B. cereus cluster ท่ีประกอบดวย B. cereus,

B. anthrasis และ B. thuringensis และ B. subtilis cluster ได (Wu et al., 2005) ซึ่ง B. cereus

และ B. thuringensis สามารถกอโรคอาหารเปนพิษในคน สวน B. anthracis เปนสาเหตุของโรค 

anthrax ซึ่งในการวิจัยคร้ังน้ีตรวจพบ B. cereus ในผลิตภัณฑชนิดท่ี 4 แตไมมีการระบุเชื้อชนิดน้ี

ไวบนฉลาก นอกจากน้ี B. pumilus ใน B. subtilis cluster ยังสามารถกอโรคท่ีมีอาการคลาย 

listeriosis ได (Rubinstein and Pedersen, 2002) ดังน้ันการระบุ species ท่ีผิดพลาดโดยเฉพาะ

สายพันธุท่ีสรางสารพิษหรือกอโรคน้ันกอใหเกิดผลเสียตอสุขภาพรางกายของสัตวได

สําหรับ E. faecium ท่ีตรวจพบในผลิตภัณฑชนิดท่ี 5 และ 6 น้ัน ตามขอมูลท่ีระบุบน

ฉลากเปน Streptococcus faecium ซึ่งในปจจุบัน Streptococcus กลุม D เชน E. faecium,

E. faecalis, E. durans, E. avium (Franz et al., 1999) ไดจัดเปนเชื้อกลุม Enterococcus แลว

ความผิดพลาดน้ีอาจเกิดจากความต้ังใจของผูผลิตหรือการท่ีผูผลิตใชเชื้อต้ังตนชนิดเดิมท่ีใชกันมา

นานโดยไมไดมีการตรวจระบุชนิดข้ึนใหม ซึ่งการระบุเชนน้ีถือเปนการบิดเบือนขอมูลและทําใหเกิด

ความเขาใจท่ีไมถูกตองได ซึ่งการพบเชื้อ E. faecium เปนสิ่งท่ีตองใหความระมัดระวังเพราะเชื้อ

ชนิดน้ีเปนตัวการสําคัญของการแพรกระจายเชื้อท่ีด้ือตอยา vancomycin ดวย

ในการวิจัยคร้ังน้ีไดทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียเสริมชีวนะท่ีมี

ชีวิตดวยเพื่อใหงานวิจัยสมบูรณย่ิงข้ึน ท้ังน้ีเพราะประสิทธิภาพของสารเสริมชีวนะข้ึนกับจํานวน

แบคทีเรียมีชีวิตท่ีมีอยูในผลิตภัณฑ ซึ่งในปจจุบันยังไมมีการกําหนดจํานวนท่ีแนนอนของแบคทีเรีย
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มีชีวิตเพื่อใหใหเกิดผลในการเรงการเจริญเติบโตในสัตว มีเพียงแตการแนะนําใหในจํานวนอยาง

นอย109 CFU/g (Jayamanne and Adams, 2006) เพื่อใหเกิดประโยชนตอสุขภาพสัตว โดยท่ัวไป

สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวมีแบคทีเรียเปนสวนประกอบประมาณ 109 – 1010 CFU/g โดย

พระราชบัญญัติอาหารสัตว พ.ศ. 2525 กําหนดใหสารเสริมชีวนะท่ีเปนสวนผสมในการผลิตอาหาร

สัตวผสมสําเร็จรูปเพื่อขายไดมีเชื้อในอัตราสวนไมนอยกวา 1×105 CFU/kg ซึ่งผลิตภัณฑท้ัง 10

ชนิดท่ีศึกษาวิจัยคร้ังน้ีมีจํานวนแบคทีเรียแตละชนิดประมาณ 109 – 1010 CFU/g ซึ่งมากกวาท่ี

กําหนดตามพระราชบัญญัติ แตอยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาขอมูลท่ีแสดงบนฉลากพบวามีบาง

ผลิตภัณฑท่ีมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวาท่ีระบุบนฉลาก ไดแก ผลิตภัณฑชนิดท่ี 3, 7, 8 และ 9 และ

จากการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียของสารเสริมชีวนะชนิดท่ี 10 ไมพบแบคทีเรียมีชีวิตชนิด 

Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus ซึ่งขณะท่ีทําการตรวจน้ันยังไมถึงวันหมดอายุ 

ขอบกพรองน้ีอาจเกิดมาจากการผลิตท่ีไมไดคุณภาพต้ังแตตนหรือเน่ืองจากผลิตภัณฑชนิดน้ีเปน

ผลิตภัณฑท่ีนําเขามาจากประเทศสหรัฐอเมริกา จึงเปนไปไดท่ีระยะเวลาในการขนสงท่ียาวนาน

ประกอบกับการเก็บรักษาท่ีไมเหมาะสม ทําใหสูญเสียแบคทีเรียมีชีวิตท่ีเปนสวนประกอบดังกลาว

หรือแบคทีเรียมีชีวิตในสารเสริมชีวนะจะมีจํานวนลดลงในระหวางท่ีท่ีมีการวางจําหนาย อยางไรก็

ตามสิ่งเหลาน้ีสงผลใหสารเสริมชีวนะชนิดน้ีไมมีประสิทธิภาพใดๆ เลย

ผลการศึกษาพบวา Lactobacillus ท่ีแยกไดน้ัน ด้ือตอยาปฏิชีวนะหลายชนิดในอัตราสูง 

เชน ampicillin, kanamycin, vancomycin และ ciprofloxacin คิดเปน 91.5, 91.5, 42.7 และ 

51.2% สอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ี ท่ีพบวา Lactobacillus มักด้ือตอยา ampicillin,

vancomycin และ ciprofloxacin (Kastner et al., 2006) เชนเดียวกับการศึกษาการด้ือตอยา

ปฏิชีวนะของ LAB จํานวน 187 สายพันธุ ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะท่ีมีจําหนายในประเทศแถบ

ยุโรป พบเชื้อน้ีด้ือตอยา kanamycin, vancomycin, tetracycline, penicillin G และ 

chloramphenicol คิดเปน 79, 65, 26, 23 และ 11% ตามลําดับ โดยท่ี 68.4% ด้ือตอยาปฏิชีวนะ

หลายชนิดพรอมกัน (Temmerman et al., 2003) นอกจากน้ียังมีการศึกษาพบวา L. plantarum

(Ferain et al., 1996) และ L. rhamnosus (Tynkkynen et al., 1998) ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะด้ือ

ตอยา vancomycin โดยไมพบการปรากฏของยีน van และเปนการด้ือตอ vancomycin โดย

ธรรมชาติของเชื้อ สําหรับการด้ือยาของเชื้อ Bacillus พบวามีอัตราการด้ือยาตํ่ากวาเชื้อ 

Lactobacillus โดยสวนใหญของเชื้อด้ือตอ tetracycline คิดเปน 12.2% ในขณะท่ีการศึกษากอน

หนาน้ีพบวา Bacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะในประเทศแถบยุโรปน้ันด้ือตอ penicillin,

ampicillin และ cephalosporins (Bernhard et al., 1978) ซึ่งถาเชื้อเหลาน้ีมีการด้ือยาท่ีเกิดจาก

ปจจัยภายในและสามารถพิสูจนไดวาไมมีการถายทอดยีนด้ือยาน้ันก็ยังสามารถพิจารณาใชเปน
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สารเสริมชีวนะได (SCAN, 2003) แตถาการด้ือยาน้ันเกิดจากปจจัยภายนอก เชน การไดรับยีนด้ือ

ยาหรือตัวระบุการด้ือยาอ่ืนๆ และสามารถถายทอดไดก็จะไมสามารถนําแบคทีเรียเหลาน้ันมาใช

เปนสารเสริมชีวนะ เพราะอาจเปนสาเหตุของการแพรกระจายเชื้อด้ือยาตอไป ซึ่งขอมูลเหลาน้ีเปน

เหตุผลสําคัญในความจําเปนท่ีจะตองพิจารณาเลือกแบคทีเรียท่ีจะนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะ 

โดยทดสอบดานพันธุกรรมการด้ือยาดวย

การตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาในการศึกษาคร้ังน้ี ตรวจพบยีน vanA ในเชื้อ 

L. delbrueckii ท่ีแยกไดจากผลิตภัณฑชนิดท่ี 7 และพบยีน tetW ในเชื้อ L. plantarum แยกได

จากผลิตภัณฑชนิดท่ี 8 อยางละ 1 เชื้อเทาน้ัน โดยปกติท่ีปลายของสาย peptidoglycan

ประกอบดวย D-alanyl-D-alanine แตยีน vanA ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม ligase ท่ีนํา 

D-alanyl-D-lactate มาเชื่อมแทน ทําใหยา vancomycin ไมสามารถจับกับตําแหนงเปาหมายและ

ไมสามารถออกฤทธิ์ได สงผลใหเกิดการด้ือยาข้ึน ซึ่งการแสดงออกของยีน vanA ข้ึนกับการทํางาน

ของยีน vanS และ vanR ซึ่งยีน vanA เปน structural gene อยูบน the vanA cluster ท่ี

ประกอบดวยยีนตางๆ อีก 6 ชนิด ไดแก vanR, vanS, vanH, vanX, vanY และ vanZ ท้ังยีน vanS

และ vanR ทําหนาท่ีเปนตัวควบคุมการทํางานของยีนบน cluster โดยเมื่อมีการปรากฏของตัว

เหน่ียวนํา (inducible agents) เชน vancomycin จะกระตุนกระบวนการ autophosphorylation ท่ี 

histidine residuce ของ VanS และมีการสง phosphate ไปยัง VanR จากน้ัน phosphorylated

VanR จะกระตุนการแปลรหัส (transcription) ของ structural genes บน the vanA cluster

(Fischetti et al., 2000) และสงผลใหเชื้อด้ือตอยา vancomycin และยา teicoplanin ในระดับสูง 

(Lai and Kirsch, 1996) จากการศึกษาของ Patel (2000) พบยีน vanA ใน L. confusa และ 

L. viridescens ซึ่งเปน clinical isolates ท่ีแยกไดจากคน เชื้อเหลาน้ีด้ือตอยา vancomycin และ

สามารถถายทอดยีนด้ือยาน้ีไปยังเชื้อ Enterococcus ได ซึ่งการด้ือยาท่ีเกิดจากยีน vanA น้ีไมใช

เปนการด้ือยาท่ีเกิดจากปจจัยภายในของเชื้อเพราะยีน vanA ไมไดปรากฏอยูบนโครโมโซมของ 

Lactobacillus โดยธรรมชาติแตเปนการไดรับการถายทอดมาจากภายนอกเซลลและยังสามารถ

ถายทอดไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนได (Lai and Kirsch, 1996) โดยมีการศึกษาพบวายีน vanA น้ัน

สามารถถายทอดไปยังแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด เชน Stapylococcus aureus,

Streptococcus pneumoniae, Bacillus spp. รวมถึง Enterococcus (Patel, 2000) ซึ่งถาเกิด

การถายทอดไปยัง Enterococcus ก็จะกลายเปนสาเหตุหน่ึงของการเกิดปญหาการด้ือตอยา 

vancomycin หรือ Vancomycin Resistant Enterococci (VRE) ข้ึนได 
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สําหรับยีน tetW น้ันจะสรางโปรตีน TetW ซึ่งเปน ribosomal protection protein ไปจับท่ี 

ribosome ซึ่งเปนตําแหนงเปาหมายในการออกฤทธิ์ของ tetracycline สงผลใหยา tetracycline

จับกับตําแหนงเปาหมายไดลดลงและเกิดการด้ือยาข้ึน โดยท่ัวไปยีน tetW พบไดในแบคทีเรียท่ีอยู

ใน rumen ของสัตวเค้ียวเอ้ือง แตมีรายงานการพบชิ้นสวน DNA ท่ีมีความคลายกับยีน tetW มาก

ถึง 99.9% ในเชื้อท่ีแยกไดจากคน ซึ่งแสดงใหเห็นถึงแนวโนมในการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรม

ระหวางเชื้อท่ีแยกไดจากคนและสัตว (Scott et al., 2000)การศึกษากอนหนาน้ีตรวจพบยีน tetW

ในเชื้อ L. paracasei ท่ีด้ือตอยา tetracycline ท่ีแยกไดจากเนยแข็ง (Huys et al., 2008) แตยังไม

เคยมีรายงานการพบยีนน้ีใน Lactobacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว ท่ีผานมาพบ

ยีน tetW ใน Lactobacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะสําหรับมนุษยซึ่งในการศึกษาคร้ังน้ันยัง

พบการปรากฏของยีน tetM ดวย (Klare et al., 2007) สวนยีน tet อ่ืนๆ ท่ีพบใน Lactobacillus ท่ี

แยกไดจากสารเสริมชีวนะ ไดแก ยีน tetS ท่ีมีการตรวจพบบน plasmid ในเชื้อ L. plantarum เปน

ตน (Huys et al., 2006) โดยปกติยีน tetW  ไมไดปรากฏอยูใน Lactobacillus โดยธรรมชาติอยู

แลว การด้ือยาท่ีเกิดจากยีน tetW น้ันเปนการด้ือยาจากปจจัยภายนอกและมีโอกาสท่ีจะถายทอด

ไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนไดเชนกัน 

การศึกษาคร้ังน้ีพบเชื้อท่ีด้ือตอยาปฏิชีวนะหลายชนิด แตผลการวิจัยไมพบการปรากฏของ

ยีน tetK, tetL, tetM, tetO, tetS, aadE, ermA, ermB, ermC, vanB และ vanC ซึ่งการเลือก

ศึกษาการปรากฏของยีนดังกลาวเน่ืองจากเปนยีนท่ีเคยมีรายงานการปรากฏในแบคทีเรียเสริม   

ชีวนะมากอนหนาน้ี (Dutka-Malen et al., 1995; Klare et al., 2007; Sutcliffe et al., 1996;

Werner et al., 2003) การด้ือยาในเชื้อท่ีไมมีการปรากฏของยีนท่ีทดสอบเหลาน้ีนาจะเกิดจาก

ปจจัยอ่ืนๆ เชน การกลายพันธุบนโครโมโซม กลไก multidrug efflux pump รวมถึงเกิดจากยีนด้ือ

ยาชนิดอ่ืนๆ ท่ีไมไดทําการศึกษาในคร้ังน้ี ดังน้ันจึงควรทําการศึกษากลไกการด้ือยาอ่ืนๆ ใน

แบคทีเรียเสริมชีวนะเพิ่มเติมตอไป 

นอกจากน้ียังตรวจพบยีน vanA ในเชื้อ E. faecium ซึ่งมีความสําคัญมากในแงการ

แพรกระจายยีนด้ือยาเน่ืองจากเปนท่ีทราบกันดีวายีน vanA สามารถถายทอดจาก E. faecium ท่ี

แยกไดจากสัตวไปยัง E. faecalis ท่ีแยกไดจากมนุษยได จึงอาจกอใหเกิดปญหาการด้ือตอยา 

vancomycin หรือ VRE ในมนุษยได (Lund and Edlund, 2001) รวมท้ังจากการศึกษาของ Mater

และคณะ (2008) ท่ีพบวายีน vanA ของเชื้อ Enterococcus สามารถถายทอดไปยัง  

L. acidoplilus ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะได นอกจากน้ียังมีการศึกษาพบวายีน vanA สามารถ

ถายทอดจาก E. faecium ไปยังเชื้อ E. faecium ตัวอ่ืนท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะอีกดวย (Lund and
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Edlund, 2001) ดังน้ัน E. faecium ท่ีตรวจพบยีน vanA จึงไมควรนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะ 

เพราะอาจกลายเปนตัวการในการแพรกระจายเชื้อด้ือยาได อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีไม

สามารถศึกษาความไวตอยาปฏิชีวนะ การปรากฏของ plasmid และความสามารถในการ

ถายทอดยีนด้ือยาของ E. faecium ได เน่ืองจากเชื้อท่ีเก็บไวน้ันไมสามารถเจริญไดอีก

จากการศึกษาคร้ังน้ีตรวจพบการปรากฏของ plasmid ในเชื้อ Lactobacillus จํานวน 15

isolates และ Bacillus จํานวน 3 isolates ซึ่งการศึกษากอนหนาน้ีพบ plasmid ในเชื้อ

Lactobacillus ท่ีแยกไดจากอาหารสัตว เน้ือดิบและอุจจาระ โดยพบวา Lactobacillus แตละสาย

พันธุสามารถมี plasmid ไดหลายชนิดอยูแลว (Wang and Lee, 1997) ในขณะท่ีตรวจพบการ

ปรากฏของ plasmid ในเชื้อ Bacillus นอยกวามาก (Levanova et al., 2007) อยางไรก็ตามท่ีผาน

มามีการศึกษาพบวา B. clausii ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะน้ันมีการปรากฏของยีน erm ท่ีควบคุมการ

ด้ือตอยา erythromycin บน plasmid และสามารถถายทอดไปยัง B. subtilis, E. faeium และ    

E. faecalis ได (Ammor et al., 2008) ดังน้ันพบ plasmid ท่ีมียีนด้ือยาในเชื้อ Lactobacillus หรือ 

Bacillus ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะและ plasmid น้ันสามารถถายทอดได ก็จะเปนสาเหตุสําคัญของ

การแพรกระจายเชื้อด้ือยาไดไมตางจากการใชยาปฏิชีวนะเปนสารเรงการเจริญเติบโต ซึ่งใน

การศึกษาคร้ังน้ีตรวจไมพบการถายทอดยีนด้ือยาของ Lactobacillus และ Bacillus ผลการศึกษา

แสดงใหเห็นวา Lactobacillus และ Bacillus ในสารเสริมชีวนะท่ีทดสอบไมนาเปนสาเหตุของการ

ถายทอดยีนด้ือยา tetracycline, vancomycin, streptomycin และ erythromycin อยางไรก็ตาม

อาจมียีนควบคุมการด้ือตอยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือการศึกษาวิจัยคร้ังน้ีท่ีอยูบน plasmid

แลวสามารถถายทอดได รวมถึงการทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของการศึกษา

คร้ังน้ีอาจมีขอจํากัดเก่ียวกับเชื้อตัวรับท่ีไมมีความหลากหลายและอาจเปนเชื้อท่ีไมมีความสามารถ

ในการเปนตัวรับ plasmid ท่ีดี ดังน้ันจึงควรมีการศึกษาการถายทอดยีนด้ือยาโดยใชตัวรับ 

species อ่ืนๆ ตอไป

สําหรับเชื้อ Lactobacillus ท้ัง 2 isolates ท่ีตรวจพบยีน vanA และ tetW  ตามท่ีกลาว

ขางตนน้ันไมมีการปรากฏของ plasmid แสดงวา เชื้อท้ัง 2 ไมสามารถถายทอดยีน vanA และ

tetW ดวยวิธี mating ได แตไมไดหมายความวายีนท้ัง 2 ชนิดน้ีจะไมถายทอดไปยังแบคทีเรียตัว

อ่ืนๆ ไดเลย เพราะการถายทอดยีนด้ือยามีหลายแบบ เชน transformation โดยเมื่อเชื้อน้ันตายลง

แลวปลอยชิ้นสวนของยีนด้ือยาออกสูสิ่งแวดลอม แบคทีเรียตัวอ่ืนอาจจะสามารถรับชิ้นสวนของ

ยีนด้ือยาน้ันเขาไปแลวเคลื่อนท่ี (integrate) เขาสูโครโมโซมและเกิด recombination ข้ึน สงผลให

เชื้อน้ันเกิดการด้ือยาข้ึนได ซึ่งการถายทอดแบบน้ีสามารถเกิดข้ึนไดระหวางแบคทีเรียชนิดเดียวกัน
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หรือตางชนิด รวมถึงแบคทีเรียกอโรค โดยเฉพาะถาเกิดการถายทอดไปยังแบคทีเรียกอโรค ก็จะ

กอใหเกิดปญหาตอการรักษาโรคตามมาได ดังน้ันไมควรนําเชื้อท่ีพบยีนดังกลาวมาผลิตเปนสาร

เสริมชีวนะ

การศึกษาคร้ังน้ีตรวจไมพบปนเปอนของแบคทีเรียกอโรค Salmonella และ E.coli

โดยท่ัวไปโอกาสท่ีจะตรวจพบการปนเปอนของ Salmonella และ E.coli ในสารเสริมชีวนะชนิด

แหงน้ันคอนขางตํ่า เน่ืองจากสภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต แตถามีการตรวจพบการ

ปนเปอนจะแสดงใหเห็นวามีความผิดพลาดเกิดข้ึนในกระบวนการผลิต จําเปนตองมีการควบคุม

ระบบการผลิตใหไดมาตรฐาน เพราะเชื้อท้ัง 2 ชนิดน้ีไมเพียงแตเปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษ

เทาน้ัน แตยังมีความสําคัญตอการแพรกระจายเชื้อด้ือยา โดยมีการศึกษาพบการด้ือยาหลายชนิด

พรอมกันและสามารถถายทอดตัวระบุการด้ือยาได ซึ่งตัวระบุการด้ือยาท่ีตรวจพบคือ integrons ท่ี

สามารถแพรกระจายไดท้ังในแบคทีเรียแกรมบวกและลบ ดังน้ัน Salmonella และ E.coli อาจเปน

แหลงการแพรกระจายการด้ือยาไปยังแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะรวมถึงแบคทีเรียกอโรคชนิดอ่ืนๆ

ตอไปได
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สรุปผลการทดลอง

จากการศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัยในแงการ

เปนสาเหตุการแพรกระจายเชื้อด้ือยาของแบคทีเรียท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีเลี้ยง

เพื่อการบริโภคท่ีมีจําหนายในประเทศไทย โดยทําการศึกษาระบุสายพันธุและจํานวนของแบคเรีย 

ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะและทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของแบคทีเรียท่ี

ใชเปนสารเสริมชีวนะดังกลาว ซึ่งสามารถสรุปผลการทดลองตามวัตถุประสงคของการศึกษาได

ดังน้ี

1. แบคทีเรียในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะท่ีทําการศึกษาสวนใหญเปนแบคทีเรียด้ือยา 

โดย Lactobacillus มีอัตราการด้ือตอยาปฏิชีวนะท่ีทดสอบสูงกวา Bacillus และมีการปรากฏของ    

plasmid ท้ังในเชื้อ Lactobacillus และ Bacillus ดังน้ันแบคทีเรียเหลาน้ีอาจเปนสาเหตุสําคัญของ

การแพรกระจายของเชื้อด้ือยาได 

2. ตรวจพบยีน tetW และ vanA ในแบคทีเรียเสริมชีวนะ ซึ่งท่ีไมไดมีอยูแลวโดย

ธรรมชาติ แตไมมีการปรากฏของ plasmid ในเชื้อท่ีตรวจพบยีนดังกลาว จึงไมเกิดการถายทอดยีน

vanA และ tetW ดวยวิธี mating ได อยางไรก็ตามอาจเกิดการถายทอดยีน tetW และ vanA ดวย

วิธี transformation ไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนได โดยเฉพาะการถายทอดไปยังแบคทีเรียกอโรค ก็จะ

กอใหเกิดปญหาตอการรักษาโรคตามมาได ดังน้ันไมควรนําเชื้อท่ีพบยีนดังกลาวมาผลิตเปนสาร

เสริมชีวนะ

3. ไมพบการถายทอดยีนท่ีควบคุมการด้ือตอยา tetracycline, vancomycin,

streptomycin และ erythromycin ของ Lactobacillus และ Bacillus ในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะ

ท่ีทําการศึกษา อยางไรก็ตามอาจมียีนด้ือยาชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือการศึกษาวิจัยคร้ังน้ีท่ีอยูบน 

plasmid แลวสามารถถายทอดได รวมถึงวิธีทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของ

การศึกษาคร้ังน้ีน้ันอาจมีขอจํากัดในเร่ืองเชื้อตัวรับท่ีไมมีความหลากหลาย ดังน้ันจึงควรมี

การศึกษาการถายทอดยีนด้ือยาอ่ืนๆ และการใชตัวรับ species อ่ืนๆ ตอไป
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4. ผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสวนใหญมีการระบุชนิดและสายพันธุของแบคทีเรียท่ีเปน

สวนประกอบบนฉลากของผลิตภัณฑท่ีไมถูกตอง แสดงถึงการระบุสายพันธุของแบคทีเรียต้ังตนท่ี

ไมมีประสิทธิภาพ อาจเปนผลจากไมนําวิธีการทดสอบใหมๆ ท่ีมีความแมนยําสูงกวามาใชทดสอบ 

รวมถึงกระบวนการผลิตท่ีไมมีคุณภาพ

5. การระบุจํานวนของแบคทีเรียบนฉลากผลิตภัณฑบางชนิดไมถูกตอง โดยผลิตภัณฑ

บางชนิดมีจํานวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตตํ่ากวาท่ีมีอยูจริง และบางชนิดไมพบแบคทีเรียท่ีมีชีวิตหลง

เหลืออยู ซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการผลิตท่ีไมมีคุณภาพ เกิดการสูญเสียแบคทีเรียมีชีวิตจากการ

เก็บรักษาท่ีไมเหมาะสม รวมถึงแบคทีเรียท่ีไมแข็งแรงทําใหไมสามารถไมสามารถมีชีวิตอยูรอดได

จนถึงกําหนดวันหมดอายุ

จากผลการศึกษาคร้ังน้ีชี้ใหเห็นถึงความจําเปนของการมีขอกําหนดในการควบคุมการ

ผลิตและการนําเขาผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวอยางเขมงวด โดยมีการกําหนดแนวทาง

การตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑเหลาน้ีท่ีชัดเจนและถูกตองตามหลัก

วิทยาศาสตร รวมถึงสนับสนุนการศึกษาวิจัยดานคุณภาพและความปลอดภัยของสารเสริมชีวนะ

สําหรับสัตวอยางตอเน่ือง
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ขอเสนอแนะ

ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังน้ีเปนประโยชนตอการนําไปศึกษาวิจัยตอเน่ืองเพื่อเปน

แนวทางในการผลิตสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีคุณภาพและปลอดภัย โดยมีขอเสนอแนะ

สําหรับการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต ดังน้ี

1. ศึกษาเปรียบเทียบสายพันธุ (fingerprinting) ของแบคทีเรียท่ีตรวจพบกับสายพันธุ

ของเชื้อมาตรฐาน เน่ืองจากแบคทีเรียสปชีสเดียวกันแตละตางสายพันธุ จะมีประสิทธิภาพในการ

เรงการเจริญเติบโตท่ีแตกตางกันและสามารถกอโรคหรือสรางสารพิษท่ีตางกัน 

2. ศึกษาคุณภาพของสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว เร่ืองจํานวนของแบคทีเรียท่ียังมีชีวิตอยู

ต้ังแตเมื่อถูกผลิตออกมา ระหวางการเก็บรักษาและเมื่อนํามาใชในฟารม ซึ่งจะทําทราบขอมูลดาน

คุณภาพของสารเสริมชีวนะเหลาน้ีวาสามารถคงคุณภาพตามท่ีระบุไดจริงหรือไม รวมถึงทราบ

ประโยชนท่ีสัตวจะไดรับจากสารเสริมชีวนะเมื่อถูกนํามาใชในฟารม 

3. ศึกษาคุณภาพและความปลอดภัยของสารเสริมชีวนะท่ีจําหนายเพื่อใชในการเลี้ยง

สัตวนํ้าเพราะมีการใชผลิตภัณฑเหลาน้ี อยางกวางขวางและใชในปริมาณมากเชนกัน

4. ศึกษาการใชแบคทีเรียตัวรับท่ีหลากหลายและเทคนิคการถายทอดยีนด้ือยาอ่ืนๆ 

เน่ืองจากการศึกษาคร้ังน้ีมีการตรวจพบวา Lacobacillus และ Bacillus มี plasmid แตไมพบการ

ถายทอดยีนด้ือยาในเชื้อเหลาน้ี ซึ่งอาจเปนผลมาจากขอจํากัดในการวิจัย เชน เทคนิคท่ีเลือกใช 

ความสามารถในการรับพลาสมิดของตัวรับ ซึ่งการศึกษาเพิ่มเติมในเร่ืองน้ีก็จะเปนประโยชนตอ

การศึกษาเร่ืองการถายทอดยีนด้ือยาตอไป
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1. คุณสมบัติทางชีวเคมีของ Lactobacillus

1.1 ระบุ genus
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Strict aerobic
Strictly anaerobic
Facultative anaerobic/
microaerophilic
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1. Kurthia spp. 7. Lactobacillus; group I, betabacteria

2. Brochothrix spp. 8. Arachnia propionica

3. Listeria spp.; Listerella 9. Arcanobacterium haemolyticum;

4. Erysipelothrix spp. Corynebacterium haemolyticum

5. Lactobacillus; group I, thermobacteria 10. Actinomyces spp

6. Lactobacillus; group II, streptobacteria 11. Clostridium perfringens: C. welchii

1.2 ระบุ species
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1. Lactobacillus acidophilus 8. L. brevis

2. L. jenenii 9. L. fermentum (not L. fermenti, now also

3. L. delbrueckii include L. cellobiosuss)

4. L. salivarius 10. Listeria monocytogenes; Listerella

5. L. gasseri monocytogenes 11. Erysipelothrix rhusiopathiae; E.

insidiosa

6. L. casei 12. Arachnia propionica; Actinomyces

propionicus

13. Arcanobacterium haemolyticum;

Corynebacterium haemolyticum

7. L. plantarum 14. Actinomyces spp.
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2. คุณสมบัติทางชีวเคมีของ Bacillus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Gram reaction
Chains of cells
Motility*
Cell length > 3 µm
Growth at 50oC
Growth in 10% NaCl
Anarerobic growth
Carbohydrate, acid from
Glucose
Cellubiose
Galactose
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Xylose
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1. B. anthracis 9. B. subtilis 17. B. laterosporus

2. B. cereus: B. anthracoides 10. B. licheniformis 18. B. macerans

3. B. mycoides 11. B. amyloliquefaciens 19. B. polymexa

4. B. thuringiensis 12. B. coagulans 20. B. sphaericus

5. B. firmus 13. B. pantothenticus 21. B. badius

6. B. lentus 14. B. alvei 22. B. stearothermophilus (Group I)

7. B. megaterium 15. B. brevis 23. B. stearothermophilus (Group II)

8. B. pumilus 16. B. circulans 24. B. stearothermophilus (Group III)

* All motile species may produce non-motile variants

สัญลักษณของการอานผลการทดสอบ

+ 85-100% strains are positive (all, most, many, usually).

- 0-15% strains positive (none, one, few, some)

d 16-84% strains positive (many, several, some)

D Diferent reactions given by lower taxa (genera, species, varieties)

w Weak reaction or growth

w/- Weak reaction or no reaction with different strains: positive reactions are weak or growth is feeble.
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3. ยาปฏิชีวนะตั้งตนท่ีใชในการทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ

ยาปฏิชีวนะ ตัวทําละลาย ความเขมขนต้ังตน 

(mg/ml)

ampicillin DW; filter-sterile 100

chloramphenicol 95% ethanol 25

ciprofloxacin 0.1M NaOH; DW 50

erythromycin 95% ethanol 50

gentamicin DW; filter-sterile 40

kanamycin DW; filter-sterile 35

neomycin DW; filter-sterile 100

rifampicin methanol 25

streptomycin DW; filter-sterile 50

tetracycline 70% ethanol 10

trimethoprim dimethylacetamide 100

vancomycin DW; filter-sterile 10

4. ผลการตรวจระบุเชื้อ Bacillus ดวยวิธีทางชีวเคมีและวิธี ARDRA (n= 114)

วิธีชีวเคมี วิธี ARDRA

B. subtilis (n= 54) B. subtilis (22/54), B. subtilis cluster (32/54)

B. licheniformis (n= 29) B. licheniformis (19/29), B. subtilis (4/29),

B. subtilis cluster (6/29)

B. pumilus (n= 8) B. subtilis cluster (8/8)

B. mycoides (n= 4) B. subtilis cluster (3/4), B. licheniformis (1/4)

B. lentus (n= 4) B. licheniformis(1/4), B. subtilis cluster (3/4)

B. cereus (n= 10 ) B. subtilis (3/10), B. cereus (7/10)

B. amyloliquefaciens (n= 5) B. subtilis cluster (5/5)
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5. ผลการตรวจระบุเชื้อ Lactobacillus ดวยวิธีทางชีวเคมีและวิธี multiplex PCR (n= 97)

วิธีชีวเคมี วิธี multiplex PCR

L. acidoplilus (n= 42) L. plantarum (22/42), L. gasseri (7/42)

L. rhamnosus (13/42)

L. delbrueckii (n= 29) L. delbrueckii (15/29), L. rhamnosus (14/42)

L. casei (n= 10) L. casei group (9/10), L. plantarum (1/10)

L. plantarum (n= 16) L. plantarum (16/16)

6. อาหารเล้ียงเชื้อและสารเคมี

1. Manitol Egg Yolk Polymyxin-B Agar (MYP Agar)

Beef Extract 1.0 g

Peptone 10.0 g

D-Mannitol 10.0 g

NaCl 10.0 g

Agar 15.0 g

Phenol Red 0.2% aq.soln 15.0 ml

Distilled water 1,000 ml

2. SF-Streptococcus Agar (SF Agar)

Tryptone 20.0 g

Dextrose 5.0 g

K2PO4 4.0 g

NaCl 5.0 g

Sodium Azide 0.5 g

Agar 20.0 g

Bromcresol Purple 0.2%aq.soln 32.0 mg

Distilled water 1,000 ml
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3. de Mans Rogosa and Sharpe Agar (MRS Agar)

Proteose peptone 10.0 g

Meat extract 8.0 g

Yeast extract 5.0 g

Tri-ammonium citrate 2.0 g

Sodium acetate 0.5 g

Mg2SO4.7H2O 0.1 g

K2HPO4 2.0 g

Glucose 20.0 g

Tween-80 1.0 g

Typtone 5.0 g

Agar 20.0 g

Distilled water 1,000 ml

4. Broth sugar (BS)

Peptone 10.0 g

Meat extract 3.0 g

NaCl 5.0 g

Bromthymol blue 0.2%aq.soln 15 ml

Distilled water 1,000 ml

5. Ammonium salt sugar (ASS)

(NH4)2HPO4 1.0 g

KCl 0.2 g

MgSO4.7H2O 0.2 g

Yeast extract 0.2 g

Bromcresol purple 0.2 %aq.soln 4 ml

Agar 20.0 g

Distilled water 1,000 ml
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6. Buffered Peptone Water (BPW)

Peptone 10.0 g

NaCl 5.0 g

Na2HPO4.12H2O 9.0 g

KH2PO4 1.5 g

Distilled water 1,000 ml

7. Urea Medium

Peptone 1.5 g

NaCl 5.0 g

K2HPO4 1.0 g

Agar 10.0 g

Phenol red 0.2%aq.soln 6 ml

Distilled water 1,000 ml

8. Voges Proskauer (VP)

Peptone 7.0 g

Glucose 5.0 g

NaCl 5.0 g

Distilled water 1,000 ml

9. Nitrate broth media

Peptone 5.0 g

Meat extract 3.0 g

NaCl 5.0 g

KNO3 1.0 g

Agar 20.0 g

Distilled water 1,000 ml
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10. Peptone Saline Diluting fluid (PSD)

Peptone 1.0 g

NaCl 8.5 g

Distilled water 1,000 ml

7. ขอกําหนดเกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวในพระราชบัญญัติ

อาหารสัตว พ.ศ .2536

กําหนดให “สารเสริมชีวนะ” เปนวัตถุท่ีเติมในอาหารสัตวและใหใชสารชนิดใดชนิดหน่ึง

หรือหลายชนิดของสารดังกลาวตามชื่อทางวิทยาศาสตรตอไปน้ีเปนสวนผสมในการผลิตอาหาร

สัตวผสมสําเร็จรูปเพื่อขายไดในอัตราสวนไมนอยกวา 1 x 105 CFU ตออาหารสัตว 1 กิโลกรัม 

ไดแก

1. Lactobacillus plantarum

2. Lactobacillus casei

3. Lactobacillus fermentum

4. Lactobacillus brevis

5. Lactobacillus bulgaricus

6. Lactobacillus acidophilus

7. Lactobacillus cellobiosus

8. Lactobacillus curvatus

9. Lactobacillus delbruekii

10. Lactobacillus lactis

11. Lactobacillus reuterii

12. Lactobacillus helveticus

13. Leuconnostoc mesenteroides

14. Streptococcus faecium cenelle 68

15. Streptococcus thermophilus

16. Streptococcus faecium

17. Streptococcus cremoris

18. Streptococcus diacetylactis

19. Streptococcus lactis

20. Streptococcus intermedius
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21. Bacillus subtilis strain BN

22. Bacillus coagulan

23. Bacillus lentus

24. Bacillus lichenifermis

25. Bacillus pumilus

26. Bacillus subtilis สเตรนท่ีไมสรางยาปฏิชีวนะ

27. Bacillus toyoi

28. Bacteroides amylophilus

29. Bacteroides capillosus

30. Bacteroides ruminocola

31. Bacteroides suis

32. Bifidobacterium adolescentis

33. Bifidobacterium animalis

34. Bifidobacterium bifidum

35. Bifidobacterium infantis

36. Bifidobacterium longum

37. Bifidobacterium thermophilum

38. Pediococcus acidilacticii

39. Pediococcus cerevisiae domosus

40. Pediococcus pentosaceus

41. Propionibacterium freudenreichii

42. Propionibacterium shermanii
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาว เวชสิริ วรรณประสาท เกิดเมื่อวันท่ี 16 กรกฏาคม พ.ศ. 2524 สําเร็จการศึกษา

สัตวแพทยศาสตรมหาบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป     

พ.ศ. 2548 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชา สัตวแพทยสาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
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