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สัญลักษณและคํายอ 
   
WHO = World Health Organization 
USFDA = The United States Food and Drug Administration  
CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute 
GRAS = Generally Recognize As Safe 
ATCC = American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA 
NRIC = NODAI Research Institute Culture Collection, Tokyo University of 

Agriculture, Tokyo, Japan. 
TISTR = Thailand Institute of Science and Technological Research, Bangkok, 

Thailand. 
BHI agar = Brain-Heart Infusion agar 
BHI broth = Brain-Heart Infusion broth 
KF agar = Kenner faecal agar 
PDS = Peptone Diluting Saline 
PBS = Phosphate Buffer Solution 
SDS = Sodium Dodecyl Sulphate ethanol 
CFU/mL = Colony Forming Unit/milliliter 
PCR =  Polymerase Chain Reaction 
PBP = Penicillin Binding Protein 
BSH = Bile Salt Hydrolysis 
HSP = Heat Shock Protein 
EMC = Extracellular Matrix Molecules 
VFA = Volatile Fatty Acid 
SAT = Salt Aggregation Test 
LDL = Low Density Lipoprotein 
E-tube = Eppendroff tube 
LAB = Lactic Acid Bacteria 
VRE = Vancomycin Resistance Enterococci 
B. bifidum = Bifidobacterium  bifidum 
E.coli = Escherichia coli  
E. avium = Enterococcus avium 



   

E. durans = Enterococcus durans 
E. faecalis = Enterococcus faecalis 
E. faecium = Enterococcus faecium 
E. gallinarum = Enterococcus gallinarum 
L. fermentum =  Lactobacillus fermentum 
L. delbrueckii = Lactobacillus  delbrueckii 
L. reuteri = Lactobacillus  reuteri 
S. Enteritidis = Salmonella Enteritidis 
S. Typhimurium = Salmonella Typhimurium 
S. aureus = Staphylococcus  aureus  
R = Resistance  
I  = Intermediate 
S = Susceptible 
AMC = Amoxicillin+Clavulanic acid (20+10 ug) 
AMP = Ampicillin (10 ug) 
CTX = Cefotaxime (30 ug) 
CIP = Ciprofloxacin (5 ug) 
CHPC = Chloramphenicol (30 ug) 
CN = Gentamycin (10 ug) 
ERY = Erythromycin (15 ug) 
SXT = Trimethoprim+Sulphamethoxazole (1.25+23.75 ug) 
TET = Tetracyclin (30 ug) 
VAN = Vancomycin (30 ug) 
W = Trimethoprim (5 ug) 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ประเทศไทยเปนประเทศผูผลิตและสงออกสินคาประเภทเนื้อไกและผลิตภัณฑเปนอันดับ 5 
ของโลก รองจากประเทศสหรัฐอเมริกา  บราซิล  จีน  และฝรั่งเศส  นอกจากนี้ยังเปนสินคาสงออกที่
สามารถนําเงินตราเขาประเทศไดมากอยางหนึ่ง  จากสถิติการสงออกสินคา     ปศุสัตวในป   2548 
พบวามีมูลคาการสงออกเน้ือไกและผลิตภัณฑยังตางประเทศสูงถึง2,174,546,121  บาท (ศูนย
ปฏิบัติการสารสนเทศกรมปศุสัตว, 2548) นอกจากนี้การสงออกเนื้อไกไปยังตางประเทศมีแนวโนม
สูงขึ้นอยางตอเนื่อง อยางไรก็ดีในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเนื้อมักพบปญหาการติดเชื้อและไกตาย
กันมาก ในกรณีของไกเปนโรคจะมีการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ นอกจากนั้นแลวยังมีการนําเอายา
ปฏิชีวนะหรือสารเคมีสังเคราะห มาผสมลงในอาหารสัตว  เพ่ือใชเปนสารเรงการเจริญเติบโต 
(growth promoter) และเพ่ือควบคุมเชื้อโรค  ซึ่งการใชยาปฏิชีวนะในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเชนนี้
มีมานานแลว ซึ่งกอใหเกิดปญหาเรื่องของยาปฏิชีวนะตกคาง พบแบคทีเรียดื้อตอยาปฏิชีวนะมาก
ขึ้นเร่ือยๆ พบการปนเปอนแบคทีเรียกอโรคในผลิตภัณฑ ทําใหแบคทีเรียในฟารมเกิดการดื้อตอยา 
โดยเฉพาะแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคระบบทางเดินอาหาร  ไดแก Escherichia coli และ 
Salmonella เปนตน  สงผลใหการรักษาโรคนั้นยากยิ่งขึ้น และหากไมมีการหยุดยากอนสงออก
จําหนายจะทําใหมีสารปฏิชีวนะตกคางในเนื้อสัตว  และถายทอดไปตามหวงโซอาหาร (food chain) 
สูผูบริโภคได จากปญหาดังกลาวองคกรที่เกี่ยวของกับการคุมครองผูบริโภค  จึงใหความหวงใยและ
กังวลตอสุขภาพและความปลอดภัยของผูบริโภคเปนอยางมาก  รวมไปถึงนานาประเทศใหความ
ตระหนักถึงพิษภัยและอันตราย จากสารตกคางและการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคในเนื้อสัตวและ
ผลิตภัณฑมากขึ้นดังจะเห็นไดจากมาตรการตางๆ  ที่ประเทศนั้นๆ  กําหนดขึ้นมาเพ่ือคุมครอง
ประชากรในประเทศของตน เชน กลุมการคาทวิภาคีสหภาพยุโรป (EU) กําหนดมาตรฐานเพื่อความ
ปลอดภัยทางดานอาหาร เปนตน  

ดังนั้นในปจจุบันจึงเกิดทฤษฎีการเลี้ยงไกแบบใหมขึ้น เปนการเลี้ยงไกแบบชีวภาพ โดยมี
การนําเอาผลิตภัณฑโปรไบโอติกเขามาใชในระบบการเลี้ยง เพ่ือเปนการลดและทดแทนการใชยา
ปฏิชีวนะ  เนื่องจากโปรไบโอติกมีสวนชวยสงเสริมความสมดุลของแบคทีเรียในลําไส สงผลใหสัตวมี
ความตานทานโรค เสริมการเจริญเติบโต ทําใหสัตวมีสุขภาพดี แข็งแรง และยังกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันของรางกายไดอีกดวย (Fuller, 1989) 

โปรไบโอติกเปนจุลินทรียมีชีวติท่ีนํามาผสมลงในอาหารหรือน้ําใหสัตวกินโดยตรง ซึ่งจะกอ 
ใหเกิดประโยชนตอรางกายของสิ่งมีชวีิตน้ันๆ โดยการชวยปรบัสมดุลของจุลินทรียในรางกาย  

 



   

(Fuller, 1989) จุลินทรียที่นาํมาใชเปนโปรไบโอติก เปนจุลินทรียที่มีประโยชน อยูในกลุมท่ีสรางกรด
แลคติกได (lactic acid bacteria) ไดแก Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus และ 
Bifidobacterium เปนตน  

ปจจุบันการนําเอาจุลินทรียท่ีมีคุณประโยชนมาใชเปนโปรไบโอติกน้ัน  ไดมีการยอมรับกัน
อยางแพรหลาย มีการนําไปผลิตเปนผลิตภัณฑอาหารเสริมทั้งในมนุษยและสัตว  เนื่องจากจุลินทรีย
โปรไบโอติกมีสวนชวยกระตุนการเจริญเติบโต  ชวยลดจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหาร  นอกจากนี้
ยังสามารถสรางเอนไซมที่รางกายสรางไมได  เชน  เซลลูเลส (cellulase)     เพคติเนส  (pectinase) 
เปนตน  ทําใหคนหรือสัตวท่ีบริโภคไดรับสารอาหารตางๆ  ไดมากขึ้น  แบคทีเรียที่นิยมนํามาใชเปน
โปรไบโอติกมีหลายชนิด ชนิดที่มีการศึกษากันมายาวนานคือLactobacillus  และ Bifidobacterium 
มีการนํามาใชเปนสวนผสม และใชในการผลิตเปนผลิต ภัณฑนม  เชน  นมเปรี้ยว โยเกริต  อยางไรก็
ตามยังมีแบคที เรียอีกชนิดหนึ่ง ท่ีไดรับความนิยมและมีการศึกษากันมากในปจจุบันคือ 
Enterococcus เนื่องจากเปนแบคทีเรียท่ีมีการทดสอบแลววามีลักษณะเดนในดานของการ
บําบัดรักษาโรคทองรวง และเปนแบคทีเรียที่ทนทานตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารไดด ี
(Bellomo  et al.,1980) สปชีสของ  Enterococcus ที่สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาของ
สหรัฐอเมริกา  (USFDA) รับรองวามีความปลอดภัย (Generally Recognize As Safe, GRAS)  และ
กระทรวงเกษตรและสหกรณ (ประเทศไทย) ไดประกาศใหมีใชเปนสารเสริมชีวนะ  คือ  E. faecium 
สายพันธุที่มีศึกษากันในชวงแรกๆ  คือสายพันธุ SF68 เปนสายพันธุดั้งเดิมที่แยกไดในประเทศ
สวีเดน และสวิสเซอรแลนด (Lewenstein et al., 1979) สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย
กอโรคในลําไสในหองปฏิบัติการไดหลายชนิด  เชน  E. coli, Salmonella spp. และ  Campylobacter 
spp. (Bellomo et al., 1980) 

อยางไรก็ตามผลิตภัณฑโปรไบโอติกท่ีมีใชในประเทศไทย สวนใหญมักจะเปนผลิตภัณฑ
จากตางประเทศ  มีราคาสูง  นอกจากนั้นผลลัพธจากการใชโปรไบโอติกคอนขางจะแปรผัน  ซ่ึงอาจ
เกิดจากปจจัยตางๆ เชน อัตราการรอดของแบคทีเรียที่ถูกผสมในผลิตภัณฑ สายพันธุของแบคทีเรีย
ท่ีใชเปนสายพันธุตางประเทศอาจไมเหมาะสมกับการนํามาใชในบานเรา  

ดังน้ันการศึกษาครั้งนี้มีจุดมุงหมายเพ่ือคัดเลือก  E.  faecium  จากตัวอยางไกพื้นเมืองมาทํา
การตรวจสอบคุณสมบัติของเชื้อในดานตางๆ ท่ีเหมาะสมเปนโปรไบโอติกในอนาคต 
  
 
 
 
 
 



   

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
เพื่อคัดเลือก Enterococcus faecium จากตัวอยางไกพ้ืนเมืองที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการ

นํามาใชเปนโปรไบโอติก โดยการทดสอบคุณสมบัติของเชื้อในหองปฏิบัติการ 
 

1.3 คําสําคัญ 
 (ไทย)  โปรไบโอติก เอนเตอโรค็อคคัส ฟเซียม ไกพ้ืนเมือง 
 (อังกฤษ) probiotic, Enterococcus faecium, native chicken 

 
1.4 คําถามสําหรับงานวิจัย 

สายพันธุของ  E. faecium  ที่คัดเลือกมานั้นมีคุณสมบัติเหมาะสมสําหรับการนํามาใชเปน     
โปรไบโอติกหรือไม โดยพิจารณาจากคุณสมบัติการเปนโปรไบอติกในหองปฏิบัติการ 

 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 

ได E. faecium สายพันธุที่มีศักยภาพสําหรับการนํามาใชเปนโปรไบโอติกในอนาคต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกีย่วของ 

 
2.1 คําจํากัดความของโปรไบโอติก (Definition of Probiotic) 
 

โปรไบโอติก (Probiotic) ถูกกลาวถึงเปนคร้ังแรกในรายงานการวิจัยของ Lilly และ Stillwell 
(1965)   กลาวไววาเปนสารชนิดหน่ึงที่ถูกขับออกมาจากจุลินทรีย (microorganism) ที่มีผลตอการ
เจริญของจุลินทรียอีกชนิดหน่ึง และคําจํากัดความที่นิยมอางอิงกันมากที่สุดคือ     โปรไบโอติกเปน
จุลินทรียที่มีชีวิตนํามาเติมในอาหาร ชวยปรับสมดุลของจุลินทรียในลําไสของเจาบาน (host) 
(Fuller, 1989) 
 ปจจุบันจะพบวามีผลิตภัณฑโปรไบโอติกออกมาใหใชกันมากมาย พบไดทั้งชนิดเม็ด ชนิด
นํ้า และชนิดผงสําหรับผสมลงในอาหารสัตว ซึ่งในปจจุบันวงการปศุสัตว เชน ฟารมโค สุกร              
และไก มีการนํามาใชกันมาก (Alder and Damassa, 1980; Pollman et al., 1980) เน่ืองจากพบวา
มีสวนชวยสงเสริมการเจริญเติบโตและเสริมสรางภูมิตานทานโรคแกสัตว (Benyacoub et al., 2003) 
และสามารถใชทดแทนยาตานจุลชีพได 

ผลิตภัณฑโปรไบโอติก เปนผลิตภัณฑท่ีมีสวนประกอบของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน ซ่ึงเปน
แบคทีเรียในกลุมที่สรางกรดแลคติก (lactic acid bacteria: LAB) จากกระบวนการหมัก
(fermentation) สามารถพบผลิตภัณฑตางๆ น้ี ไดทั้งในประเทศและตางประเทศ (Sanders and 
Veld, 1999) (ตารางที่ 1) 

Lactic acid bacteria เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร มีท้ังรูปรางกลมและเปนแทง 
สรางกรดแลคติกเปนผลิตภัณฑหลักจากการกระบวนการหมัก (Axelsson, 1998) เปนแบคทีเรีย
ประจําถ่ินอาศัยอยูตามลําไสของมนุษยและสัตว  เปนแบคทีเรียที่มีประโยชน  ชวยปรับสมดุลของ
แบคทีเรียในลําไส  ชวยยอยอาหารโดยการสรางเอนไซมตางๆ เชน แลคเตส  (lactase)  ไลเปส 
(lipase) เปนตน ทําใหรางกายสามารถดูดซึมสารอาหารไดงายและรวดเร็วยิ่งขึ้น  มีสวนชวยสงเสริม
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมในรางกาย นอกจากนั้นแลวแบคทีเรียเหลาน้ียังสรางสารที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียกอโรคในลําไส (enteropathogen)  

แบคทีเรียท่ีนํามาใชเปนโปรไบโอติกนั้นนอกจากจะเปน lactic acid bacteria แลว ยัง
จะตองไดรับการยอมรับจากองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา  (The United States 
Food and Drug Administration (FDA) (USFDA))  รับรองวาเปนแบคทีเรียที่มีการตรวจสอบ
โดยทั่วไปแลววามีความปลอดภัย (General Recognize As Safe: GRAS) (The  
 
 



   

national independent regulator of pesticides and veterinary medicines, Australian 
Government, 2001) นอกจากนี้แลวในประเทศไทย โดยพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว
วาดวยเรื่องประเภทสารเสริมชีวนะ ประกาศของกระทรวงเกษตรและสหกรณ พ.ศ. 2539 ไดกําหนด
ชนิดของจุลินทรียที่อนุญาตใหนํามาใชเปนวัตถุสิ่งเติมในอาหารสัตว (ตารางที่ 2) โดยกําหนดใหเติม
ไดในสัดสวนไมนอยกวา 1x105 CFU (Colony Forming Unit) ตออาหารสัตว 1 กิโลกรัม (สมาคม
สงเสริมผูใชวัตถุดิบอาหารสัตว, 2542)  
 
ตารางที่ 1 Lactic acid bacteria ที่ใชเปนผลิตภัณฑโปรไบโอติกในมนุษย 
 

ผลิตภัณฑ สายพันธุ 
Valio Dairy, Helsinki, Finland  Lactobacillus rhamnosus GG 

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

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

Bifidobacterium longum BB536 

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

Lactobacillus casei CRL 431 Gilliland (La-
Mo) 

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

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

Lactobacillus fermentum 
Lactobacillus rhamnosus 

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

Lactobacillus delbrueckii 
 subsp. bulgaricus 2038 
Streptococcus thermophilus 1131 

Snow Brand Milk Products, Tokyo, Japan  
 

Lactobacillus acidophilus SBT-2062 
Bifidobacterium longum SBT-2928 

ที่มา: Sanders และ Veld (1999) 
 



   

ตารางที่ 2 จุลินทรียท่ีไดรับการยอมรับวาเปน General Recognize as Safe (GRAS)  

ท่ีมา: The national independent regulator of pesticides and veterinary medicines, Australian 
Government (2001) 
 ในอดีตแบคทีเรียที่มีการศึกษาและใชกันมายาวนานคือแบคทีเรียในกลุม  lactobacilli  และ 
bifidobacteria พบวานํามาผลิตเปนสวนผสมในผลิตภัณฑนม  เชน  นมเปรี้ยว โยเกิรต  ที่มีขายใน
ทองตลาด อยางไรก็ตามยังมีแบคทีเรียอีกชนิดหน่ึงท่ีไดรับความนิยม และมีการศึกษากันมากใน
ปจจุบัน คือแบคทีเรียกลุม  enterococci ซึ่งจัดเปน lactic acid bacteria และไดรับการรับรองวาเปน 
GRAS เชนกัน 

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



   

 อยางไรก็ตาม enterococci บางสปชีสก็ถือไดวาเปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic 
pathogen) เชน E. faecalis ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญของโรคหลายชนิด ไดแก โรคติดเชื้อทางเดิน
ปสสาวะ (urinary tract infections) ติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือด (bacteraemia) และโรคเยื่อหุม
หัวใจอักเสบ (infective endocarditis) อยางไรก็ตามพบวาการเกิดโรคนั้นมีความสัมพันธุกับ         
E. faecalis ท่ีดื้อตอยาปฏิชีวนะ (Paulsen, 2004) 

 
2.2 การคัดเลือกแบคทเีรียเปนโปรไบโอติก 

ในการคนหาหรือการคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุใหมๆ มาใชเปนโปรไบโอติกน้ันสิ่งท่ีตอง
ทําการทดสอบประการแรกคือ การศึกษาการทนตอกรดในกระเพาะอาหาร การทนตอน้ําดีในลําไส 
เน่ืองจากเปนการแสดงใหเห็นถึงความสามารถของแบคทีเรียที่จะอยูรอดไดและสามารถผาน
กระเพาะอาหารของสัตวได การศึกษาตอมาคือการศึกษาการยึดติดกับเยื่อเมือก ซึ่งเปนคุณสมบัติที่
สําคัญมากอีกประการหนึ่ง เนื่องจากจะแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสามารถที่จะ colonize ในลําไส ไม
ถูกขับออกจากรางกาย สามารถที่จะสรางประโยชนใหกับรางกายได การ ศึกษารองลงมาคือ
การศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน ชนิดของสารยับยั้งที่แบค ทีเรียสรางขึ้น ศึกษา
รูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพ สายพันธุท่ีนํามาศึกษาตองเปนสายพันธุดั้งเดิมจากสิ่งมีชีวิตน้ันๆ 
(Klaenhammer, 1993; FAO/W. H. O., 2001) นอกจากนั้นสายพันธุของแบคทีเรียจะตองมีการระบุ
ไวแลวในประกาศของกระทรวงเกษตรและสหกรณประกาศใหใชเปนสารเสริมชีวนะ (ตารางที่ 2) 
และมีการรับรองไวแลววามีความปลอดภัย (GRAS)  
 

2.2.1 การศึกษาการทนกรด และทนนํ้าดี (acid and bile tolerance) 
ในกระเพาะอาหารของสัตวปกนั้นพบวามีความเปนกรดสูงมากซ่ึงเคยมีรายงานวา

ในกระเพาะอาหารของไกและเปดมีคา pH เทากับ 0.5 – 2.0 (Ehrmann et al., 2002) ใน ขณะที่ 
Sturkie (1976) รายงานวาระบบบางเดินอาหารของไก มีคาความเปนกรดที่แตกตางกันในแตละ
สวน ซ่ึงพบไดตั้งแตคาความเปนกรดมาก (pH 2.5) จนถึงคาความเปนดางมาก (pH 8.4) (ตารางที่ 
3) ดังน้ันการศึกษาคุณสมบัติของการทนตอกรดของแบคทีเรีย จะแสดงถึงความ สามารถของ
แบคทีเรียในการอยูรอดไดในระบบทางเดินอาหาร นอกจากปจจัยในเรื่องการทนตอกรดแลวยังมี
ปจจัยที่สําคัญอีกประการหนึ่ง ท่ีมีเก่ียวของมากคือระยะเวลาที่อาหารผานเขาสูทาง เดินอาหาร 
สําหรับไกพบวาระยะเวลาที่อาหารผานตลอดทางเดินอาหาร ใชเวลาประมาณ 3 – 4 ชั่วโมง (Jin et 
al., 1998)  

 
 
 



   

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

 
การศึกษาคุณสมบัติการทนตอน้ําดี แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสามารถที่จะทนอยูได

ในลําไส เนื่องจากน้ําดีมีคุณสมบัติในการทําลายแบคทเีรียได นอกจากนั้นน้ําดียังมีฤทธิใ์นการยับยั้ง
แบคทีเรีย โดยการยอยสลายไขมันและกรดไขมันตางๆ ที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลเกดิเปน
ชองวางทําใหความสามารถในการควบคมุการผานเขาออกของสาร (permeability) สูญเสียไป (Jin 
et al., 1998)   

สําหรับการศกึษาการทนตอกรดและการทนตอนํ้าดีนั้น ไดทําการศึกษาแยกกนั 
โดยการศึกษาการทนตอกรดของแบคทีเรียที่ pH 0.5, 1, 2, 3 และ 4 และระยะเวลานาน 1 – 2 
ช่ัวโมง (Jin et al., 1998) แตการศึกษาในชวงหลังนี้พบวามักจะเปนการศึกษาทีทํ่าพรอมกันทีเดียว 
เชน ในการศกึษาการคัดเลอืกแบคทีเรียโปรไบโอติกสําหรับมนุษย จะใหแบคทีเรียไดสัมผัสกับกรด 
pH 3 นาน 1 – 2 ชั่วโมง จากน้ันใหแบคทีเรียสัมผัสกับนํ้าดี นาน 1 – 2 ชั่วโมง (Agus, ) 2003  
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงไดดัดแปลงตามวิธีการดังกลาวเนื่องจากจะไดทราบปริมาณคงเหลือของ
แบคทีเรียท่ีแทจริง  

Sturkie (1976) ไดรายงานไววาในระบบทางเดินอาหารของไกนั้น มีคาความเปน
กรดสูงสุด pH 2.5 ที่บริเวณ gizzard แตอยางไรก็ตามสําหรับการศึกษาครั้งนี้ เลือกการทดสอบกับ
กรดที่ pH 2 เน่ืองจากเคยมีรายงานวาเมื่อรางกายตองการอาหารคาความเปนกรดจะลดลง 
(McDonald et al., 1990) สําหรับระยะเวลาทีใ่ชนาน 1 ชั่วโมง และใหแบคทีเรียสัมผัสกับน้ําดีนาน
ถึง 4 ชั่วโมง (Jin et al., 1998) 

 



   

2.2.2 ศึกษาการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส 
ในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณลําไส มีสภาพเปน dynamic 

environment มีการยอย ทําลาย และขับของเสีย รวมถึงแบคทีเรียดวย การศกึษาการยึดตดิของ
แบคทีเรียกบัเยื่อเมือกผนังลําไสนั้น เปนการบงบอกถงึประสิทธิภาพการยึดติดและ colonization ใน
ลําไสได  

กลไกของการยึดติดของแบคทีเรียตอ Intestinal mucosa น้ันแบงออกไดเปน 2 
แบบ คือการยึดติดแบบไมจําเพาะ (non-specific) ไดแก แบบใชแรงวาลเดอวาลส (Van-der-Waal’s 
force) แบบใชประจุ (charge) ปฏิกิริยาการชอบน้ํา (hydrophobic interaction) และการยึดตดิดวย
ปฏิกิริยาไอออน (cation interaction) สําหรับการยดึติดแบบจําเพาะ (specific) เปนการยึดติดที่มี
ความจําเพาะกันของ receptor กับ ligand ซ่ึงมักจะพบในแบคทีเรียทีก่อโรค เชนเชื้อ S. 
Typhimurium 798 จะใช type 1 fimbriae (pilli) ในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของหมู 
(Althouse et al., 2003) สําหรับการยึดตดิของแบคทีเรยีในกลุม enterococci กับเยื่อเมือกผนังลําไส
น้ัน พบวาเปนแบบไมจําเพาะ สามารถพบไดทั้งแบบ Van-der-Waal’s force และแบบ 
hydrophobic interaction (Agus, 2003) 

สําหรับวิธีการในการทดสอบการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส ของแบคทีเรียที่จะ
นําไปใชเปนโปรไบโอติกนั้นจะมีอยูดวยกัน 2 แบบใหญๆ คือ การทดสอบกับเยื่อเมือกผนังลําไส
โดยตรง และการทดสอบกับ cell line ชนิด epithelial cell สําหรับการทดสอบแบคทีเรียที่จะนํามาใช
เปนโปรไบโอติกสําหรับมนุษยสวนใหญแลวจะทําการทดสอบกับ cell line ชนิด epithelial cell 
(Human Hep-2 cell line, HT-29 MTX cell line และ Caco2 cell line) (Agus, 2003) เน่ืองจากใน
มนุษยไมสามารถขูดเอาเยื่อเมือกผนังลําไสได แตอยางไรก็ตามมีความพยายามที่จะแยก epithelial 
cell จากอุจจาระมาใชเชนกัน แตไมคอยไดรับความนิยมเน่ืองจากมีการปนเปอนของแบคทีเรียสูง 
สําหรับการทดสอบแบคทีเรียที่จะนํามาใชเปนโปรไบโอติกสําหรับสัตวน้ันมักจะทําการทดสอบกับ 
intestinal mucus โดยตรง เนื่องจากในสัตวเองไมมี cell line ที่จะใชเปนตัวแทนที่ดีในการทดสอบ
การยึดติดได นอกจากนั้นการแยก intestinal mucus จากลําไสสัตวสามารถทําไดงาย ดังนั้นในการ
ทดสอบครั้งนี้จึงทําการทดสอบกับ intestinal mucus โดยตรง ซึ่งวิธีการไดดัดแปลงจาก Ehrmann 
และคณะ (2002) 

 
2.2.3 การศึกษาความไวรับตอยาตานจุลชีพ 

ในสวนของการศึกษาความไวรับตอยาตานจุลชีพน้ัน ไดถูกระบุไววาใหมีการ
ตรวจสอบเพื่อเปนการศึกษารูปแบบการด้ือตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรีย ใชเปนขอมูลในการ
ตัดสินใจที่จะเลือกแบคทีเรียมาใชเปนโปรไบโอติก อยางไรก็ตามยังมีขอถกเถียงกันอยูมากวาในการ
เลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกนั้น ควรเลือกแบคทีเรียที่ดื้อตอยาตานจุลชีพ  



   

หรือเลือกแบคทีเรียท่ีมีความไวตอยาตานจุลชีพดี ขึ้นอยูกับจุดประสงคของการนําเอาโปรไบโอติก
น้ันไปใชประโยชน 

สําหรับการดื้อตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรียในกลุม lactobacilli พบวาเชือ้ไม
สามารถถายทอดยีนดื้อยาใหกับแบคทีเรียกลุมอ่ืนได (Saarela et al., 2000) ดังน้ันการคัดเลือก
แบคทีเรียในกลุม lactobacilli มาใชเปนโปรไบโอติก จึงมักจะเลือกสายพันธุทีด่ื้อตอยา สําหรับ
แบคทีเรียในกลุม enterococci นั้นเปนแบคทีเรียท่ีสามารถถายทอดยีนดื้อยาใหกับแบคทเีรียในกลุม
เดียวกันและแบคทีเรียใกลเคียงได เชน แบคทีเรียกลุม enterococci ที่ดื้อตอยาแวนโคไมซิน 
(Vancomycin Resistance Enterococci: VRE) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงคัดเลือกเอา  สายพันธุ
ของ enterococci ท่ีมีความไวตอยาตานจุลชีพหลายชนิด เพ่ือลดการถายทอดยีนด้ือยาของ
แบคทีเรียในลาํไส และยังเปนการลดโอกาสการถายทอดยีนด้ือยาออกสูสิ่งแวดลอม 

 
2.3 กลไกการทํางานของโปรไบโอติก  

เช้ือแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารนั้นจะประกอบไปดวยแบคทีเรีย 2 กลุมใหญๆ คือ 
lactic acid bacteria ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่เปนมิตร และแบคทีเรียกอโรค โดยแบคทีเรียท้ังสองกลุมนี้ 
จะอยูกันแบบพ่ึงพาอาศัยซึ่งกันและกัน (symbiosis) เกิดเปนภาวะสมดุลของแบคทีเรียในลําไส 
เรียกวา eubiosis แบคทีเรียที่เปนมิตรสวนใหญนั้นพบวาเปนกลุมของแบคทีเรยีแกรมบวก เชน 
lactobacilli และ bifidobacteria ซ่ึงมีปริมาณมากถึง 85% ของแบคทีเรียทั้งหมด เปนเกราะปองกัน
ช้ันแรกตอการรุกราน (invasion) ของแบคทีเรียกอโรค แตอยางไรก็ตามยังมีปจจัยอ่ืนๆ ที่ทําให
ความสมดุลของแบคทีเรียในลําไสสูญเสยีไป เชน อาหาร ภูมิอากาศ อายุ การใชยาปฏิชวีนะ ปวย 
ความเครียด และพฤติกรรมการดํารงชีวิต เปนตน ดังนั้นจุดประสงคในการเติมโปรไบโอตกิลงใน
อาหารสําหรับสัตว จึงเปนการเพิ่มหรือเสริมแบคทีเรียท่ีเปนมิตรเหลานี้กลับ คืนสูรางกาย เพื่อเปน
การรักษาความสมดุลของแบคทีเรียในลําไส และปองกันการรุกรานของแบคทีเรียกอโรค 

Fuller (1989) ไดกลาวไววา แบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
กอโรคไดดวยกลไกสําคัญ 2 ประการ คือ การแยงพ้ืนท่ีในการยึดติด (competitive adhesion site) 
กับ intestinal mucosa และการแยงสารอาหารตางๆ (competitive nutrient) เนื่องจากการเพิ่ม
จํานวนอยางรวดเร็วของเชื้อ ทําใหแบคทีเรียโปรไบโอติกเจริญครอบคลุมผิวเยื่อบุผนังลําไส 
นอกจากนั้นแลวแบคทีเรียโปรไบโอติกยังสามารถสรางสารประกอบที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย 
(anti-bacteria compounds) ไดแก กรดอินทรีย (organic acid) แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) และ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Franz et al., 1999) เปนตน 

 
 
 



   

2.3.1 การแยงพ้ืนที่ในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสและการแยงสารอาหาร  
การแยงพ้ืนที่ในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส และการแยงสารอาหารเปน

กระบวนการที่เกิดขึ้นพรอมกัน ดังท่ีกลาวมาขางตนวาแบคทีเรียในสกุล enterococci นั้นจะยึดติด
กับเยื่อเมือกผนังลําไส แบบไมจําเพาะซ่ึงจะเกิดไดงายกวาการยึดติดแบบจําเพาะ ซึ่งจะมีความ
แตกตางกันไปในแบคทีเรียแตละเสตรน ดังนั้นเม่ือแบคทีเรียในสกุล enterococci ที่มีความ สามารถ
ทนตอกรดและนํ้าดีได ผานเขาไปสูลําไสแบคทีเรียจะยึดติดกับเย่ือเมือกผนังลําไส โดยอาศัย Van-
der-Waal’s force และแบบ hydrophobic interaction (Agus, 2003) แบคทีเรียสามารถที่จะ 
colonize บริเวณลําไสได จากนั้นแบคทีเรียจะสราง biofilm แผขยายปกคลุมผิวเยื่อบุ (รูปภาพที่ 1) 
ซ่ึงรูปแบบของ biofilm นี้ถือวาเปนเกราะปองกันดานแรกของการยึดติดของแบคทีเรียกอโรคตอผิว
เยื่อบุเปนผลใหแบคทีเรียกอโรคที่ไมสามารถยึดติดกับ intestinal mucus น้ันถูกกําจัดออกจาก
รางกายไดงาย นอกจากนั้นยังปองกันสารเคมีตางๆ ท่ีสามารถทําอันตรายตอเซลลเยื่อบุและปองกัน
ตัวแบคทีเรียจาก phagocytic uptake และ non-immune antibacterial serum factor ยาตานจุลชีพ 
และ antibody ตางๆ เปนตน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปภาพที่ 1 การสราง biofilm ของแบคทีเรีย  

ท่ีมา: Misty (2006) (http://www.uweb.engr.washington.edu/research/tutorials/biofilm.) 
 
นอกจากนั้นการเพิ่มปริมาณมากขึ้นของแบคทีเรยีจะสงผลใหเกิดการแกงแยง

สารอาหารตางๆ อีกดวย นอกจากปจจัยดังกลาวแลวยังมีปจจัยอ่ืนท่ีเก่ียวของอีก กลาวคือ ใน
ระหวางที่แบคทีเรียเจริญจะมีการสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอ่ืน ไดแก กรดอินทรีย 
(organic acid) แบคเทอรโิอซิน (bacteriocin) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เปนตน (Franz et 
al., 1999) เปนสารที่มีฤทธิย์ับยั้งการเจรญิของแบคทีเรีย  

 



   

2.3.2 สรางสารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืน  
แบคทีเรียโปรไบโอติกยังสามารถสรางสารประกอบที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย

อ่ืน ไดแก กรดอินทรีย (organic acid) แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) และ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(H2O2)  

2.3.2.1 กรดอินทรีย 
กรดอินทรียท่ีแบคทีเรียโปรไบโอติกสรางออกมานั้นประกอบอยูดวย กรดแล

คติก และ กรดไขมัน (volatile fatty acids: VFA) ไดแก กรดอะซิติก (acetic) กรดโพรพิโอนิก
(propionic) และ กรดบูไทริก (butyric) กรดทั้งสองประเภทนี้มีปริมาณท่ีแตกตางกันไปในแตละสวน
ของระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) (Lindsey, 1990) ในระบบทางเดินอาหารของไก
น้ันจะพบปริมาณของกรดแลคติกสูงมากที่บริเวณ crop รองลงมาเปน ileum และ cecaในขณะที่
กรดไขมัน (VFA) จะมีปริมาณสูงท่ี ceca รองลงมาเปน ileum และ crop ตามลําดับอยางไรก็ตาม
ปริมาณของกรดที่แบคทีเรียโปรไบโอติกสรางออกมานั้น สงผลใหระบบทางเดินอาหารมีความเปน
กรดสูง (pH 2 – 3) (Carina et al., 2000) ซึ่งมีผลตอการยับย้ังเจริญของแบคทีเรียกอโรค เชน  E. 
coli, Salmonella Pullorum และ Campylobacter spp. เปนตน 

  
2.3.2.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  เปนอนุมูลอิสระที่ไดจากกระบวนการหายใจของ
สิ่งมีชีวิต  โดยการใชออกซิเจน  (O2) เปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายไดเปนซุปเปอรออกไซด  (O2

-) 
เม่ือทําปฏิกิริยากับไฮโดรเจน  (H) จะไดเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด  สารนี้เปนพิษตอโครงสราง 
และการทํางานของเซลล  กลาวคือ  ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะดึงอิเล็กตรอนจากอะตอมไฮโดรเจน
ของโมเลกุลอ่ืนๆ  ท่ีอยูใกลเคียง  เชน  ไขมัน โปรตีน  เปนตน ทําใหโครงสรางของโมเลกุลเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไป ไมสามารถทํางานได  

แตอยางไรก็ตามแบคทีเรียบางชนิดสามารถปองกันตัวเองจากสารพิษดัง 
กลาวได  โดยการสรางเอนไซม catalase เพ่ือทําการสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด  lactic acid 
bacteria จะสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดในสภาวะที่ใชออกซิเจน  สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียอ่ืนได  เชน  ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่สรางมาจาก  Lactobacillus paracasei subsp. 
Paracasei  สามารถยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus ได (Ocaña et al., 1999) 

Naaber และคณะ (2004) ทําการศึกษาการยับยั้ง Clostridium difficile โดย 
Lactobacillus paracasei และ L. plantarum ท่ีแยกไดจากลําไส พบวาผลของการยับยั้งดังกลาวมี
ความสัมพันธกับ H2O2 และกรดแลคติกที่เชื้อสรางขึ้น 

Strus และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียสกุล 
Lactobacillus (L. fermentum, L. rhamnosus, L. plantarum และ L. acidophilus) ที่มีคุณสมบัติ



   

เปนโปรไบโอติกตอการยับยั้งการเจริญของเช้ือ Candida albecans และ C. pseudotropicalis ใน
หองปฏิบัติการ พบวาผลของการยับยั้งนั้นเกิดจาก H2O2  

 
2.3.2.3 แบคเทอริโอซิน  

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เปนสารประกอบโปรตีน (proteinaceous 
compound) ที่สรางจากแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียจะสรางในชวง log phase แบคเทอริโอซินจัดเปน
สารตอตานจุลชีพ (antimicrobial substance) หรือมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทเีรียอ่ืน 
แบคทีเรียท่ีสรางแบคเทอรโิอซินพบไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ สําหรับ lactic 
acid bacteria ที่สรางแบคเทอริโอซินไดนั้นมีหลายสปชีส (Parada et al., 2007) (ตารางที่ 4 – 6) 
โดย เฉพาะอยางยิ่ง Lactobacillus, Pediococcus และ Enterococcus  

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

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

Lactococcus lactis subsp. Cremoris Lactococcin B Lactobacillus 
Lactobacillus acidophilus 
 

Acidocin CH5 Gram-positive bacteria 
Lactobacillus 

 Lactacin F Lactobacillus fermentum 
Enterococcus faecalis 
Lactobacillus delbrueckii 
Lactobacillus helveticus 

Lactobacillus amylovorus 
 

Lactobin A 
 

Lactobacillus acidophilus 
Lactobacillus delbrueckii 

ท่ีมา Parada และคณะ (2007) 



   

ตารางที่ 5 ชนิดของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจาก lactic acid bacteria (ตอ) 
 
Producing species Bacteriocin Spectrum of action 
Lactobacillus casei 
 

Lactocin 705 
 

Listeria monocytogenes 
Lactobacillus plantarum 

Leuconostoc gelidum 
 

Leucocin A 
 

Lactobacillus 
Enterococcus faecalis 
Listeria monocytogenes 

Leuconostoc mesenteroides 
 

Mesentericin Y105 
 

Enterococcus faecalis 
Listeria monocytogenes 

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

 
Gram-positive and Gram-
negative 
bacteria under 
stressing situations 

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

Lactobacillus casei 
 

Lactocin 705 
 

Listeria monocytogenes 
Lactobacillus plantarum 

Leuconostoc gelidum 
 

Leucocin A 
 

Lactobacillus 
Enterococcus faecalis 
Listeria monocytogenes 

Lactobacillus sake 
 

Lactocin S Lactobacillus 
Leuconostoc 
Pediococcus 

ท่ีมา Parada และคณะ (2007) 
 



   

ตารางที่ 6 ชนิดของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก lactic acid bacteria (ตอ) 
 

ท่ีมา Parada และคณะ (2007) 
 

แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียในสกุล Enterococcus น้ันมีชื่อเรียกวา 
enterocin มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนไดหลายชนิดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย
แกรมลบ รายงานการศึกษาพบวา  E. faecium RJ16 สราง  enterocin  AS-48 ที่สามารถยับย้ังการ
เจริญของ Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (Samir et al., 2005)  และ  S. 
Pullorum ได (Carina et al., 2000) แบคทีเรียในสกุล Enterococcus ที่สราง  แบคเทอริโอซินไดมี
หลายสปชีส (Nes et al., 2007) (ตารางที่ 7) เชน E. mundtii, E. faecalis และ E. faecium เปนตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Producing species Bacteriocin Spectrum of action 
Enterococcus faecium 
 

Enterocin A 
 

Listeria monocytogenes 
Pediococcus 

Lactobacillus sake 
 

Lactocin S 
 

Lactobacillus 
Leuconostoc 
Pediococcus 

 Sakacin P Listeria monocytogenes 
Lactobacillus curvatus 
 

Curvacin A Listeria monocytogenes 
Enterococcus faecalis 

Lactobacillus helveticus 
 

Helveticin J 
 

Lactobacillus bulgaricus 
Lactococcus lactis 



   

ตารางที่ 7 ชนิดและคุณสมบัติของแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทเีรียในสกุล Enterococcus 
 
Organism 

 
Bacteriocin 

 
Type 

 
Mass (Da) (amino acids) 

E. faecalis 
 

Cytolysin Cyl_L, 
Cyl_S 
 

Class I two peptide 
lantibiotics 

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

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

mundticin KS, 
enterocin CRL35, 
mundticin QU2 

Class Iia pediocin-like  4,287 (43) 

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

enterocin 1071B 
Class Iib two-peptide 
bacteriocin  

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

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

L50A, L50B 
Class Iic, leaderless  
 

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

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

bacteriocin  
7,166 (70) 

ท่ีมา Nes และคณะ (2007) 
 
 



   

แบคเทอริโอซิน แบงไดเปน 4 คลาส ตามคุณสมบตัิทางชวีเคมี ฤทธิใ์นการ
ยับยั้ง และลักษณะทางพันธกุรรม (Klaenhammer, 1993) 

1. Class I มีขนาดนอยกวา 5 Kda ประกอบดวยกรดอะมิโน 
lanthionine และ β-nethyl lanthionine เปนองคประกอบหลัก แบคเทอริโอซินในคลาสนี้ไดแก 
nisin, lacticin 481, carnocin U149 และ lactocin S เปนตน  

2. Class II มีขนาดนอยกวา 10 Kda เปนโปรตีนที่ทนตอความรอนได 
(heat-stable) ถึง 100 – 121 องศาเซลเซียส  ประกอบดวยกรดอะมิโน nonlanthionine แบคเทอริ
โอซินในคลาสนี้จะประกอบดวยสวนท่ีชอบนํ้า นอยกวาสวนที่ไมชอบน้ํา โครงสรางเปน β-sheet 
ประกอบดวย 3 กลุมยอยดังนี้ 

- IIa ไดแก pediocin PA-1, sakacin P, leucocin A และ curvacin 
A เปนตน 

- IIb ไดแก lactococcin C, lactococcin M และ lactacin F 
- IIc ไดแก lactococcin B 

3. Class III มีขนาดมากกวา 30 Kda เปนโปรตีนที่ไมทนตอความรอน 
(heat-labile proteins) ไดแก helveticin J, helveticin V-1829, acidophilucin A และ lactacins 
A ,B 

4. Class IV เปนแบคเทอริโอซินที่ประกอบกับสารอื่น (bacteriocin 
complex) เชน คารโบไฮเดรต หรือไขมัน จึงจะออกฤทธิ์ได แบคเทอริโอซินในคลาสนี้ไดแก 
plantaricin S, leuconocin S, lactocin 27 และ pediocin SJ-1 

กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินเปนการทํางานที่มีผลตอผนังเซลลโดย 
ตรง กลาวคือ แบคเทอริโอซินจะเขาไปแทรกตามผนังเซลลทําใหผนังเซลลเกิดเปนชองวาง (รูปภาพ
ท่ี 2) ทําใหเกิดการไหลออกของสารภายในเซลล ทําใหสูญเสีย proton motive force (PMF) เกิด
การยอยเซลล และโมเลกุลตางๆ เสียสภาพ เชน DNA, RNA, ยับยั้งกระบวนการสังเคราะหโปรตีน 
DNA, RNA และ peptidoglycan เปนตน (Driessen et al., 1995)  
 

 
 
 
 
 
 
 



   

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

รูปภาพที่ 2   Pore information ที่เกิดจากแบคเทอริโอซิน 
ท่ีมา Driessen และคณะ (1995) 

 
2.4 ประโยชนของการใชโปรไบโอติกในอาหารสัตว 

ประโยชนและผลลัพธของการใชโปรไบโอติกในอาหารสตัว สามารถสรุปไดดังน้ี (เยาวมาลย
และสาโรจน, 2535) 

1. ใชเปนสารเรงการเจริญเติบโตของสัตวเลีย้งในฟารม 
2. ควบคุมจุลินทรีย ที่ทําใหเกิดโรคโดยเฉพาะในระบบทางเดินอาหารและในขณะเดียว 

กันยังชวยกระตุนใหสตัวสรางภูมิคุมกันโรคได 
3. ชวยทําใหการใชน้ําตาลแลคโตสในนมเกิดไดดีขึ้น โดยไปเพิ่มนํ้ายอยพวกเบตากา แลค

โตซิเดส (β-galactosidase) ใหมีความเขมขนสูงขึ้น ทําใหสัตวที่เลี้ยงลูกดวยนมโดยเฉพาะสัตวออน
สามารถนําน้ําตาลจากนมไปใชประโยนชไดดีและเพิ่มขึน้ 

4. ลดการเกิดการทองผูก 
5. มีปฏิกิริยาในการลด หรือยับยั้งเนื้องอก (antitumor activities) โดยไปยับยั้งการสราง

เซลลเนื้องอกหรือไปควบคมุการสรางเอนไซมท่ีใชในการหลั่งสารกอมะเร็ง (carcinogens) หรือไป
ทําลายสารกอมะเร็ง เชน สารไนโตรซามีน (nitrosamines) หรือไปลดการสรางเอนไซมที่ใชในการ
สรางสารไนโตรซามีน  

จากรายงานการศึกษาของ McConnell และ Tannock (1991) พบวาระดับของ
azoreductase ลดลงถึง 31% ในหนูที่บริโภค L. delbrueckii และ L. fermemtum นอกจากนี้
Marteau และคณะ (1990) ทําการทดลองใหอาสาสมัครที่บริโภคอาหารหมัก ที่มีสวนผสมของ L. 
acidophilus และ B. bifidum พบวาระดับของ β-glucuronidase และ azoreductase ไมมีการ
เปลี่ยนแปลงในขณะที่ nitroreductase นั้นลดลง 

bacterioci



   

จากรายงานการศึกษาของ Burns และ Rowland (2000) พบวา LAB สามารถที่จะจับ
เกาะ (bind) และดูดซึม (absorption) สารกอมะเร็งได นอกจากนั้นแลวยังสามารถลดเอนไซม β-
glucuronidase, β-galactosidase, mitroreductase รวมไปถึง azoreductase ซึ่งเปนเอนไซมท่ีชวย
สงเสริมการกอมะเร็งในกระเพาะอาหาร  

6. มีผลในการยับยั้งการสรางคอเลสเทอรอล (cholesterol) ในรางกายได โดยทําใหคอเล
สเทอรอล ในกระแสเลือดลดลง แบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถลดระดับของคอเลสเทอ   รอลในกระ
แสเลือดได โดยแบคทีเรียโปรไบโอติกสราง bile salt hydrolase เปนเอนไซมท่ียอยสลายคอเลสเทอ
รอลออกจากโมเลกุลอ่ืนๆ เกิดเปนคอเลสเทอรอลอิสระที่สามารถดูดซึมเขาสูเซลลได จากรายงาน
ผลการศึกษาพบวา L. acidophilus สามารถที่จะเคลื่อนยาย (remove) สารคอ เลสเทอรอลออกจาก
อาหารเพาะเลี้ยงได (Gilliland et al., 1985) และจากการศึกษาโดยใหหนูที่เปน hyperlipidaemic 
บริโภค L. reuteri ติดตอกัน 7 วัน พบวาสามารถลดคอเลสเทอรอลและไตรกลีเซอไรด 
(Triglyceride) ไดถึง 38% และ 40% ตามลําดับ นอกจากนั้นยังพบวาระดับ low density 
lipoprotein (LDL) ยังลดลงถึง 20% (Taranto et al., 1998) ในขณะเดียวกันการใหหนูที่เปน 
hypocholesterolemic บริโภคโปรไบโอติกที่มีสวนผสมของ E. faecium CX และ       L. acidophilus 
N5 พบวาสามารถที่จะลดระดับคอเลสเทอรอลในเลือดของหนูทดลองเพศเมียได 16.9% และในหนู
ทดลองเพศผูได 7.8% (Zacconi et al., 1992) 
 
2.5 เอนเตอโรค็อคคัส (Enterococcus) 

Enterococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวก จัดเปน lactic acid bactria มีรูปรางกลม (cocci) 
ไมสรางสปอร อยูเปนคู (pair) หรือเปนสาย (chain) เปนแบคทีเรียท่ีเจริญไดท้ังในบรรยากาศที่มี
ออกซิเจนหรือไมมีออกซิเจนก็ได (facultative anaerobe bacteria) แตดั้งเดิม Enterococcus ถูกจัด
วาเปน enteric gram positive cocci ที่อยูในสกุล Streptococcus หลังจากนั้นในชวงป 1930s ไดมี
การจําแนกใหมโดยการอาศัย Lancefield serological typing system จึงถูกจัดใหเปน Group D 
Streptococci ตอมาไดทําการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมโดยการ ศึกษา DNA–DNA 
hybridization และจากขอมูลการจัดลําดับ (sequencing) ของยีน 16S rRNA แสดงใหเห็นวา 
Streptococcus faecium และ S. faecalis ไดถูกแยกออกจากแบคทีเรียในสกุล Streptococcus และ
ไดจัดใหเปนสกุลใหม คือ Enterococcus (Schleifer and Kilpper-Ba¨ lz, 1984) คําวา 
Enterococcus มาจากคําภาษาฝรั่งเศสวา enterocoque ซึ่งบงบอกชัดเจนวาแบคทีเรียน้ีอาศัยอยูใน
ลําไส Enterococcus เปนเชื้อประจําถ่ิน (normal flora) ในระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal 
tract) ของคนและสัตว แบคทีเรียในสกุล Enterococcus โดยเฉพาะ   E. faecium มีการนํามาใชเติม
ลงในอาหารสําหรับมนุษย เชน การทําเนยแข็ง การทําไสกรอก และผลิตเปนผลิตภัณฑโปรไบโอติก 
เปนตน นอกจากนี้ยังมีการผลิตเปนผลิตภัณฑโปรไบโอติกสําหรับสัตวอีกดวย (Franz et al., 2003)  



   

คุณสมบัติสําคัญท่ีใชในการจําแนกสปชีสของแบคทีเรยีในสกุล Enterococcus แสดงดัง
ตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 8 คณุสมบัติสําคญัท่ีใชในการจําแนกสปชีสของแบคทีเรียในสกุล Enterococcusa (Peter 

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

+ + + + + 

Arginine hydrolysis - + + + + 
Acid from      

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

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

 
ในปจจุบันแบคทีเรียในสกุล Enterococcus จําแนกไดเปน 34 สปชีส ตามลักษณะของ 16S 

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

 
 
 



   

 
 
รูปภาพที่ 3 Phylogenetic tree จากการเปรียบเทียบลําดับเบสในชวง 16S rRNA ของ 

แบคทีเรียในสกุล Enterococcus (Tanasupawat et al., 2008) 
 
 

Tetragenococcus solitarius LMG 12890T  (Y18338)

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

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

Enterococcus saccharolyticus ATCC 43076T (DQ411816) 

Enterococcus columbae NCIMB 13013T (Y18275) 

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

Enterococcus haemoperoxidus LMG 19487T (AF286832) 

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

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

Enterococcus phoeniculicola JLB-1T (AY028437)
 

Enterococcus durans DSM 20633T (AJ276354) 

Enterococcus mundtii LMG 10748T (AJ301836) 

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

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

Enterococcus canis LMG12316T (X76177) 

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

Enterococcus canintestini LMG 13590T (AJ888906) 

Enterococcus dispar LMG 13521T (AJ301829) 

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

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

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

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

Enterococcus gallinarum LMG 13129T (AJ301833) 
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2.6 การด้ือตอยาตานจุลชีพของ Enterococcus 
การดื้อตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรียในสกุล Enterococcus พบไดใน 2 ลักษณะ คือ การ

ด้ือตอยาตานจุลชีพโดยธรรมชาติของแบคทีเรียเอง (intrinsic resistance) และการดื้อตอยาตานจุล
ชีพภายหลัง (acquired resistance) (Klare et al., 2003) 
 

2.6.2 Intrinisic resistance  
  Intrinisic resistant คือรูปแบบการด้ือตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรียโดยธรรม ชาติ
ของตัวแบคทเีรียเอง ไดแก ยาในกลุม cephalosporins, monobactam เชน aztreonam กลุม anti-
staphylococcal penicillins เชน cloxacillin เปนตน    
 

2.6.3 Acquired resistance  
  Acquired resistance คือรูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรียที่เกิดขึ้น
ภายหลังจากที่แบคทเีรียสมัผัสกับยาตานจุลชีพ อาจจะโดยตรงหรือทางออม เชน การดื้อตอยา 
penici l l in กลไกหลักของ Enterococcus ท่ีดื้อตอยา penici l l in พบวาเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ 
penicillin binding protein (PBP) กลไกรองคือแบคทีเรียบางสายพันธุสามารถสรางเอนไซม beta-
lac tamase มาทําลายยา การดื้อตอยาในกลุม aminog lycos ides เกิดจากการสรางเอนไซม 
aminoglycoside modifying การดื้อตอยา vancomycin เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของยีนท่ีใช
กําหนดการสรางผนังเซลลของแบคทีเรียตรงตําแหนงท่ี vancomycin ไปจับจาก D-a lany l -D-
alanine เปลีย่นไปเปน D-alanyl-D-lactate ทําใหยา vancomycin นั้นไมสามารถไปยับยั้งการสราง 
pep t i dog l y can  ซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลล pheno t ypes  ที่สําคัญ ไดแก Van  A ,  
Van B, Van C แตในภายหลังพบวามี Van D, Van E, Van G เพ่ิมขึ้น 

 
2.7 Enterococcus  ที่เปนโปรไบโอติก 

ไดมีการนําเอาแบคทีเรีย Enterococcus มาใชเปนโปรไบโอติกทั้งในคนและสตัวมานาน สป
ชีสหนึ่งท่ีมีการศึกษากันมากและไดนํามาใชเปนโปรไบโอติกในคนคอื E. faecium SF 68 มีการ
นําไปใชผลติเปนผลิตภัณฑโปรไบโอติกในประเทศ Switzerland (Cylactin® LBC SF68 ME10, F. 
Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland) พบวามีบทบาทสําคัญตอการปอง กันและรักษา
โรคทองรวงในคน (Wunderlich et al., 1989; Bellomo et al., 1980) นอก จากนั้นยังเคยมีการ
ทดสอบวา E. faecium สายพันธุ SF 68 สามารถรักษาโรคทองรวงแบบเฉียบพลัน (acute 
diarrhea) โดยให E. faecium SF 68 ในชวง 1 – 3 วันแรกชวยใหผูปวยฟนตัวไดเร็วขึ้นถึง >95% 
ภายใน 6 วัน (Buydens and Debeuckelaere, 1996)  



   

E. faecium สายพันธุ SF 68 นี้มีการศกึษาพบวามีการนํามาใชเปน feed probiotic โดยมี
การนํามาใชผสมในอาหารสุนัข พบวาสามารถกระตุน cell-mediated และ humoral immune 
functions ในสุนัขไดอยางมีนัยสําคัญ (Benyacoub et al., 2003) 

หลังจากนั้นไดเริ่มมีการศึกษาเพื่อคนหา E. faecium สายพันธุตางๆ ศึกษาคุณสมบัติการ
เปนโปรไบติก ท้ังในหองปฏิบัติการและสัตวทดลอง นอกจากน้ันยังมีการศึกษาบทบาทรวมกันของ 
E. faecium กับ lactic acid bacteria สปชีสอ่ืนๆ เชน Rossi และคณะ (1999) ไดมีการนําเอา E. 
faecium CRL 183 ที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก เติมลงในน้ํานมถั่วเหลืองหมัก รวมกับ L.  jugurti  
พบวาสามารถลดคอเลสเทอรอลในหองปฏิบัติการไดถึง 43%.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

2.8 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
Garriga และคณะ (1998) ไดทําการคัดเลือก lactic acid bacteria จากกระเพาะและลําไส

ของไกเพื่อใชเปนโปรไบโอติกสําหรับไก จากการศึกษาพบวาได lactic acid bacteria ทั้งสิ้น 296 
สายพันธุ พบ 77 สายพันธุ ที่สามารถยับยั้ง S. Enteritidis และ E. coli ได จากนั้นทําการเลือกมา
เพียง 8 สายพันธุ ที่เปน L. salivarius มาทําการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกใน in vitro 
พบวา L. salivarius ทั้ง 8 สายพันธุ สามารถยึดติดกับ intestinal mucus และมีความไวรับตอยา
ตานจุลชีพ monensin สามารถทน bile salts และกรด pH 3.0 ได จากน้ันทําการเลือกมา 2 สาย
พันธุ ที่สามารถ colonized ในระบบทางเดินอาหารของไกไดดีท่ีสุด คอื L. salivarius สายพันธุ 
CTC2183 และสายพันธุ CTC2197 มาทําการเปรียบเทียบความสามารถ colonized ซึ่งได
ทําการศึกษาใน in vivo โดยเสริม L. salivarius ทั้งสองสายพันธุลงในอาหารสําหรับไก พบวา L. 
salivarius สายพันธุ CTC2197 สามารถ colonized ใน crop และ caecum ของไกไดดีกวา L. 
salivarius สายพันธุ CTC2183  

Tuomola  และคณะ (1999) ไดทําการศึกษาบทบาทของโปรไบโอติกแบคทีเรียตอการยึด
ติดของแบคทีเรียกอโรค (E.coli และ S. Typhimurium) ใน intestinal mucus ของคน ผลการ
ทดสอบพบวา Lactobacillus GG, L. rhamnosus LC-705 และ L. rhamnosus สามารถลดการยึด
ติดของ E. coli กับ intestinal mucus ของคนได และ L. johnsonii LJ1 และ L. casei Shirota 
สามารถยับยั้งการยึดติดของ S. Typhimurium ได  

Audisio และคณะ (2000) ไดทําการศึกษา E. faecium J96 ท่ีแยกไดจากไกสุขภาพดี มี
คุณสมบัติเปนโปรไบโอติก ตอการปองกันการรุกรานของ S. Pullorum ในไกทั้ง in vitro และ   in 
vivo จากการศึกษา in vitro พบวา E. faecium J96 สามารถยับย้ัง S. Pullorum ซึ่งผลการยับย้ัง
เกิดจากกรดแลคติก และแบคเทอริโอซิน ท่ีสรางจาก E. faecium J96 จากการศึกษา      in vivo 
พบวาการให E. faecium J96 สามารถที่จะปองกันการรุกรานของ S. Pullorum ได แตไมสามารถ
นําไปใชในเชิงของการรักษาได 

Strompfová และคณะ (2004) ไดทําการคัดเลือก enteroocci มาใชเปนโปรไบโอติกในหมู 
โดยทําการทดสอบคุณสมบัติทางหองปฏิบัติการดังนี้ ความไวรับตอยาปฏิชีวนะ การสรางแบคเทอริ
โอซิน การทนตอกรด และนํ้าดี การยึดติดตอ canine mucus จากการศึกษาพบวา   E. faecium ทุก
สายพันธุนั้นมีความไวรับตอยา vancomycin, ampicillin, penicillin และ chloramphenicol สามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคไดถึง 7 สายพันธุ โดยสามารถสรางแบคเทอริโอซิน ทนตอกรด 
pH 3 และทนตอนํ้าดี สามารถยึดติดกับ canine mucus ไดดีกวา human mucus สายพันธุ ที่มี
คุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่ดีที่สุดคือ E. faecalis EE4 และ E. faecium EF01  

 
 



   

Marciñáková และคณะ  (2004) ได ทําการศึกษาหาแบคที เรียจากหญาหมักเ พ่ือ
ทําการศึกษาคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติก ประกอบดวย การทนตอกรดและน้ําดี การยึดติดกับ 
intestinal mucus การตรวจหาแบคเทอริโอซิน และการยับย้ังแบคทีเรียกอโรค และศึกษารูปแบบ
ความไวรับตอยาตานจุลชีพ คณะผูวิจัยคาดหวังวาจะนําแบคทีเรียไปผสมในหญาหมักเพื่อยับยั้ง
แบคทีเรียกอโรคที่ปน เปอนในหญาหมัก ผลการศึกษานี้พบ Enterococcus  faecium (EF9296) ซึ่ง
เปนแบคทีเรียที่มีปริมาณมากที่สุดที่ทําการแยกได คุณสมบัติของการเปนโปรไบโอติกของ E. 
faecium EF9296 พบวา สามารถทนตอกรดและน้ําดีได  มีประสิทธิภาพการยึดติดกับ intestinal 
mucus ของทั้งคนและสุนัข สรางกรดแลคติกได สรางแบคเทอริโอซินได (enterocin A) สามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดในการศึกษานี้คือ Listeria  monocytogenes มีความไวรับตอยา 
ampicillin, erythromycin, tetracycline, rifampicin, vancomycin ในขณะที่ดื้อตอยา kanamycin  

Boonkumklao และคณะ (2006) ไดทําการศึกษาคุณสมบตักิารทนกรดและนํ้าดีของ
แบคทีเรียกรดแลคติกสปชสีใหม (Lactobacillus thermotolerans) ที่แยกไดจากมูลไก โดย
ทําการศึกษาใน in vitro ซึ่งในการศึกษานี้สามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากมูลไกจํานวน 5 
สายพันธุ เปน Lactobacillus thermotolerans ทั้งสิ้น จากน้ันนํามาศึกษาเกี่ยวกับการทนตอกรด
และน้ําดีโดยทําการเลี้ยง L. thermotolerans ท้ัง 5 สายพันธุ ในสภาวะแตกตางกันดังนี้คือ เพาะ 
เลี้ยงในอาหารเหลว MRS ปกติใชเปนหลอดควบคุม, อาหารเหลว MRS ปรับ pH 3.0, อาหาร MRS 
ท่ีเติม 0.3% (w/v) oxgall และอาหาร MRS ที่เติม 7 mM sodium taurocholate แลวนําไปบมเพาะ
ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ในสภาวะทีไ่รอากาศ ผลการทดสอบพบวาเชื้อ L. thermotolerans ทั้ง 
5  สายพันธุสามารถทนกรดไดในอาหารเหลว MRS ปรับ pH 3.0 ไดนาน 4 ชั่วโมง ในขณะที่ทุก
เสตรนมีการเจริญลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p<0.05) เม่ือเทียบกับหลอดควบคุม โดยพบวา 
L. thermotolerans JCM11427 มีการเจริญไดดีท่ีสุดแตพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทยีบกนัในแตละสายพันธุ นอกจากน้ันยังพบ วา sodium taurocholate ความ
เขมขน 7 mM ไมมีผลตอการเจริญของ L. thermotolerans 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 ตัวอยาง 

ตัวอยางที่ใชในการแยกหา E. faecium เปนตัวอยางกระเพาะพัก (crop) ลําไสเลก็สวนตน 
(duodenum) และลําไสเลก็สวนปลาย (ileum) ของไกพ้ืนเมืองสุขภาพดี คละเพศ คละอายุ จํานวน
ท้ังสิ้น  30 ตัว จากพื้นที่ตางๆ ของจังหวัดนาน ซ่ึงตัวอยางทั้งหมดเปนตัวอยางที่ไดจากโครงการการ
พัฒนาจุลินทรียสิ่งเติมในอาหารสําหรับปศุสัตว ป 2548 ภายใตโครงการความรวม มือระหวางคณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราช มงคลลานนา วทิยา
เขตนาน  

นอกจากนี้ มีตัวอยางผลติภัณฑโปรไบโอติกของตางประเทศจํานวน 1 ตัวอยาง สําหรับ
แยก E. faecium เพ่ือการศึกษาเปรียบเทยีบ 

 
3.2 การแยก Enterococcus  

การแยก Enterococcus จากตัวอยางไกพ้ืนเมืองโดยใช selective medium ซ่ึงวิธีการ
ทดสอบไดดัดแปลงจาก Jin และคณะ (2000) โดยชั่งตัวอยางกระเพาะพัก ลําไสเล็กสวนตนและ
ลําไสเล็กสวนปลายใหได 25 กรัม แลวแยกสวนใสลงในถุงพลาสติกเฉพาะสําหรับ stomacher 
(เครื่อง stomacher รุน MASTICATOR ผลิตโดยบริษัท IUL instrument ประเทศสเปน) แลวเติม 
PDS (Peptone Diluting Saline) ใหไดสัดสวนการเจือจางคร้ังแรก (Initial dilution) 1:10 (ISO 
6887-1, 1999) แลวทําการตีบด แลวนาํสารละลายตวัอยางมาทําการเจือจางตอ (Serial dilution) 
โดยดูดสารละลายของตวัอยางจํานวน  1 มิลลิลิตร ผสมกับ PDS ใหไดอัตราสวน 1:10 จะไดความ
เจือจางที่ 10-1 จากนั้นทําการเจือจางตอจนถึงระดับความเจือจางที่ 10-8 ดูดสารละ ลายตวัอยางของ
เชื้อที่ระดับการเจือจาง 10-6 – 10-8 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Kenner faecal 
(KF) agar ใชแทงแกวสามเหลี่ยม (drigalsky spectular) เกลี่ยใหท่ัว ทิ้งไวท่ีอณุหภูมิหองประมาณ 
10 นาที จากน้ันทําการบมเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

นําโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะบน KF agar มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain-Heart 
Infusion (BHI) agar บมเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวทําการเก็บ 
stock ของเชื้อ โดยการนําโคโลนีของเชือ้ท่ีไดมาละลายในอาหาร Triptic soya broth ที่มีสวนผสม
ของ glycerol 20% แลวนาํไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส จนกวาจะนาํออก มาใชศึกษา
ทดลองตอไป 
 
 



   

3.3 การตรวจสอบลักษณะเบื้องตนของ E. faecium 
การตรวจสอบลักษณะเบื้องตนของ E. faecium ดัดแปลงจาก Peter และคณะ (1986) โดย

การทดสอบคณุสมบัติที่สําคัญ ประกอบดวย การยอมสีแกรมส ทดสอบการสรางเอนไซม catalase 
ความสามารถในการเจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และความสามารถในการเจริญไดใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ BHI broth ท่ีมีสวนผสมของเกลือ (NaCl) ระดับความเขมขน 6.5% ทดสอบ 
arginine hydrolysis การทดสอบการสรางกรดจาก sucrose, mannitol, arabinose, raffinose, 
sorbitol และ lactose  
 
3.4 การทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการ  
 

3.4.1 ทดสอบความสามารถในการทนสภาวะในระบบทางเดินอาหาร  
กระบวนการยอยและดูดซึมสารอาหารที่สมบูรณท้ังในมนุษยและสัตว จะเกิดขึ้นใน

บริเวณกระเพาะอาหารและลําไส ซึ่งในกระเพาะอาหารนั้นจะมีสภาวะความเปนกรดสูง (pH 2)โดย
สวนใหญแลว ในกระบวนการยอยอาหารที่บริเวณกระเพาะอาหารจะใชเวลาประมาณ 1 - 2ชั่วโมง 
จากนั้นอาหารจะเคลื่อนเขาสูลําไส ซ่ึงจะเกิดกระบวนการยอยและดูดซึมอาหารเชนกันดังนั้นการ
ทดลองในสวนนี้จึงทําการจําลองสภาวะแวดลอมจริง ซึ่งดัดแปลงจาก Agus (2003) โดยนําเอา E. 
faecium ที่คัดเลือกไดมาใชในการทดลอง โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบกับ 
E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติก  

ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อใน BHI broth ท่ีปรับระดับ pH ดวย 1  N HCl ใหได pH 2 บม
เพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นนํามาเติมสารละลายของ Bile salt 
เขมขน 10% ปริมาตร 1.2 มิลลิลติร และ Bicarbonate buffer ปริมาตร 5.1 มิลลิลติร นําไปบมเพาะ
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  1 - 4 ชั่วโมง 

ทําการตรวจสอบแบคทีเรียที่สามารถอยูรอดได โดยการนับจํานวนแบคทีเรียในทุก
ช่ัวโมง โดยทําการเจือจางความเขมขนของแบคทีเรีย แลวดูดตัวอยางแบคทีเรียในแตละความ
เขมขน 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ KF agar ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยใหทัว่จานเพาะ
เชื้อ จากนั้นนําไปบมเพาะทีอุ่ณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนขีอง
แบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ KF agar และนาํขอมูลท่ีไดมาคํานวณหาอัตราการอยูรอดของ
แบคทีเรีย (Agus, 2003) 

 
ปริมาณแบคทีเรยีท่ีเหลืออยู (CFU/mL) x 100 

อัตราการอยูรอดของแบคทีเรีย (%) = 
ปริมาณแบคทีเรียเริ่มตน (CFU/mL) 

 



   

รูปแบบการศึกษาความสามารถในการอยูรอดไดในสภาวะที่เปนกรดนั้น ไดทําการแบง
ความสามารถในการทนกรดออกเปน 4 ระดับ คือ ระดับที่ไมทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหาร 
(อัตราการอยูรอดได <50%) ทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารนอย (อัตราการอยูรอดได 50-
75%) ทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารระดับปานกลาง (อัตราการอยูรอดได 75-90%) และทน
ตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารมาก (อัตราการอยูรอดได >90%) แตสําหรับการศึกษา
ความสามารถในการอยูรอดไดในนํ้าดีน้ัน ใชระยะเวลาในการสัมผัสกับน้ําดีเปนเกณฑ เนื่องจาก
ปริมาณตั้งตนของแบคทีเรียแตละสายพันธุที่ทําการทดสอบนั้นแตกตางกัน เพราะเปนผลสืบเนื่อง
จากการทดสอบการทนตอกรด 

 
3.4.2 ความสามารถในการยึดติดกับเยื่อเมือกลําไส 

การศึกษาความสามารถในการยึดติด (adhesion) ของแบคทีเรียตอเยื่อเมือกลํา ไส 
(intestinal mucus) เปนการแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยดึติดไดในลําไส การศึกษาคร้ังนี้
ไดดัดแปลงจาก Ehrmann และคณะ (2002) โดยเปรียบเทยีบกบัเชื้อ E. faecium ที่แยกไดจาก
ผลิตภัณฑโปรไบโอติก  

การเตรียม Intestinal mucus โดยใช spatular ขูดเอา mucus จากลําไสของไกอายุ 
45 วัน ละลายในสารละลาย phosphate buffer solution (PBS) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส นําไป
ปนแยกดวยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) ที่ความเร็ว 6,000 รอบตอ
นาที นาน 10 นาที เพ่ือทําการแยกเอาสวนของแบคทเีรียปนเปอน จากนั้นปนแยกซ้ําอีกครั้งเพ่ือทํา
การตกตะกอน mucus ที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที นําเอาตะกอนที่ไดมาเติม 
PBS แลวนําไป lyophilized แลวเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

การเตรียม mucus solution และเคลือบ mucus solution ใน Eppendroff tube (E-
tube) โดยชั่ง mucus ใหได 0.01 กรัม ละลายใน 50 mM Na2CO3 buffer (pH 9.7) ปริมาตร 1 
มิลลิลติร เติมลงใน E-tube ปริมาตร 0.15 มิลลิลติร แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชั่วโมง เตมิสารละลายของแบคทีเรีย (1.5x108 CFU/mL) ปริมาตร 0.15 มิลลลิิตร แลวนําไปบม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นทําการลางแบคทเีรียที่ไมยึดติดออกดวย
สารละลาย PBS ที่เติม Tween 20 (0.05%) 3 ครั้ง แลวทําการลางแบคทีเรียท่ียึดติดมาทําการเจือ
จาง (dilution) และนับจํานวน (count) แบคทีเรียทีย่ึดตดิ และนํามาแทนคาในสตูร (Ehrmann et al., 
2002) 

  
ปริมาณแบคทีเรียที่ยึดติดได (CFU/mL) x 100 

ประสิทธิภาพในการยึดติดไดของแบคทีเรีย (%) = 
ปริมาณแบคทีเรียเริ่มตน (CFU/mL) 

 



   

3.4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของ E. faecium ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  
การทดสอบประสิทธิภาพของ E. faecium ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค แสดงใหเห็น

วาแบคทีเรียมคีวามสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในหองปฏิบตัิการได ซึ่งมีแนวโนววาถา
นําไปใชเปนโปรไบโอติกจริงในอนาคต แบคทีเรียคัดเลือกนาจะสามารถยับยัง้แบคทีเรียกอโรคใน
ลําไสไดเชนกนั สําหรับแบคทีเรียกอโรคที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ E. coli, Salmonella Enteritidis 
และ S. Typhimurium เนื่องจากมีรายงานพบวาเปนแบคทเีรียกอโรคกระเพาะอาหารและลําไส
อักเสบที่สําคญัในไก ซึ่งในการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในครั้งน้ีไดดัดแปลง
จาก Schillinger และ Lücke (1989) โดยเปรียบเทียบกับ E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปร
ไบโอติก  

ทําการเพาะเลี้ยง E. faecium ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth แลวนําไปบมเพาะที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นใชไปเปตดูดสารละลายของแบคทีเรีย 
(suspension) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยอดลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar แลวนําไปบมเพาะที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันเททับดวยอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS soft agar 
ท่ีมีสวนผสมของแบคทีเรียกอโรค ปริมาณ 1.5 x 107 CFU/mL นําไปบมเพาะไวที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

ตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของเชื้อทดสอบ โดยสังเกตโซนใส (Inhibition 
zone) รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียคัดเลือก 

 
3.5 การทดสอบหาชนิดของสารยับย้ังแบคทีเรียกอโรคของ E. faecium 

หลังจากที่ทําการทดสอบวา E. faecium สามารถยับยั้งแบคทเีรยีกอโรคไดจริง จากนั้นจะ
ทําการตรวจสอบหาชนิดของสารยับยั้งท่ี E. faecium สรางออกมา ซึ่งสามารถคาดเดาไดวาการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคน้ันเปนผลมาจากกรด แบคเทอริโอซิน หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
แบคทีเรียกอโรคที่ใชทดสอบในครั้งนี้ทําการเลือก S. Typhimurium เปนตัวแทนของแบคทีเรียกอ
โรค สําหรับวธิีการทดสอบไดดัดแปลงจาก Ketkaew และคณะ (2005) โดยเปรียบเทียบกับเชือ้ E. 
faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติก  
 

3.5.1 การทดสอบหากรด 
การเตรียมสวนใส (suspension) โดยเพาะเลี้ยง E. faecium ในอาหารเลี้ยงเช้ือ BHI 

broth บมเพาะไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  18 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําสวนใส มากรองดวย
กระดาษกรอง (filter membrane) ท่ีมีเสนผานศูนยกลางของรู (pore-size) เทากับ 2 ไมโครเมตร 
การปรับสภาพของสวนใส โดยนําสวนใสมาเติม proteinaseK ใหไดความเขมขนเทากับ 1 มก./มล. 



   

เพ่ือทําลายแบคเทอริโอซิน และ catalase ใหไดความเขมขนเปน 1  มก./มล. เพ่ือสลายไฮโดรเจน
เปอรออกไซด จากนั้นแบงสวนใสออกเปน 2 สวน โดยสวนแรกนํามาปรับ pH ใหเปนกลางดวย 1  N 
NaOH และสวนที่ 2 ไมตองปรับ pH จากนั้นนําสวนใสทั้งสองไปทดสอบกรดดวยเทคนคิ well 
diffusion assay  

เทคนิค well diffusion assay ทําโดยเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS soft agar ที่มี
สวนผสมของ S. Typhimurium (1.5 x106 CFU/ml) ทําการเจาะรูใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 
ไมโครเมตร หยดสวนใสทีเ่ตรียมไวปริมาตร 30 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปบมเพาะไวท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา  24 ชั่วโมง  

แปลผลโดยวัดความกวางของโซนใสรอบๆ สารละลายของแบคทีเรียในแตละหลุม 
แลวเปรียบเทียบโซนใสในสวนใสที่ปรับ pH และไมไดปรับ pH ถาสวนใสที่ปรับ pH มีความกวาง
ของโซนใส นอยกวาสารละลายของเชื้อท่ีไมไดปรับ pH แสดงวาการยับยั้งแบคทีเรียเปนผลของกรด 

 
3.5.2 การทดสอบหาแบคเทอริโอซิน 

เตรียมสวนใสเชนเดียวกับขอ 3.5.1  
การปรับสภาพสวนใส โดยนําสวนใสมาเติม catalase ใหไดความเขมขนเทากบั 1  

มก./มล. เพ่ือสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด และปรับ pH ใหเปนกลางดวย 1  N NaOH แลวแบง
สวนใสออกเปน 2 สวน โดยสวนแรกนํามาเติม proteinaseK ใหไดความเขมขนเทากับ 1 มก./มล. 
สวนท่ี 2  ไมตองเติม proteinaseK จากนั้นนําสวนใสทั้งสองไปทดสอบหาแบคเทอริโอซินดวย
เทคนิค well diffusion assay  

การแปลผลโดยวัดความกวางของโซนใสรอบๆ สวนใสในแตละหลุม แลวเปรียบ 
เทียบสวนใสท่ีเติม proteinaseK และไมไดเติม proteinaseK ถาสวนใสที่การเติม proteinaseK ให
ความกวางของโซนใสนอยกวา สวนใสที่ไมไดเติม proteinaseK แสดงวาการยับยั้งแบคทีเรียเปนผล
ของแบคเทอรโิอซิน 
 

3.5.3 การสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
เตรียมสวนใสเชนเดียวกับขอ 3.5.1 
การปรับสภาพสวนใส โดยนําสวนในมาเติม proteinaseK ใหไดความเขมขนเทากับ 

1 มก./มล. และปรับ pH ใหเปนกลางดวย 1  N NaOH แลวแบงสวนใสออกเปน 2 สวน โดยสวนแรก
นํามาเติม catalase ใหไดความเขมขนเทากับ 1  มก./มล. เพ่ือเปนการสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
และสวนท่ี 2  ไมตองเติม catalase จากนั้นนําสวนใสทั้งสองไปทดสอบหาไฮเดรเจนเปอรออกไซด 
ดวยเทคนิค well diffusion assay  



   

การแปลผลโดยวัดความกวางของโซนใสรอบๆ สวนใสในแตละหลุม แลวเปรียบ 
เทียบสารละลายของเชื้อท่ีเติม catalase และไมไดเติม catalase ถาสวนใสที่การเติม catalase ให
ความกวางของโซนใสนอยกวา สวนใสที่ไมไดเติม catalase แสดงวาการยับยั้งแบคทีเรียเปนผลของ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

 
3.6 การทดสอบความไวรับของแบคทีเรียตอยาตานจุลชีพ 

การทดสอบความไวรับของแบคทีเรียตอยาตานจุลชีพ โดยใชวิธ ีDisk Diffusion Technique 
(Clinical and Laboratory Standards Institute: CLSI, 2007) การทดสอบความไวรับของแบคทีเรีย
ตอยาตานจุลชีพ เปนการศึกษารูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพของแบคทีเรีย เนื่องจากการดื้อตอยา
ปฏิชีวนะชนิดใด นั่นอาจหมายถึงแบคทีเรียมียีนด้ือตอยาหรือมีกลไกตานจุลชีพชนิดนั้นๆ ซ่ึงแบค 
ทีเรียอาจจะถายทอดยีนดื้อยาใหกับแบคทีเรียชนิดอ่ืน ทําใหแบคทีเรียที่ไดรับยีนดื้อยาเกิดการดื้อยา
ตามไปดวย สําหรับยาตานจุลชีพที่ใชในการทดสอบครั้งนี้ประกอบ ดวย amoxicillin+clavulanic 
acid (20+10 ug), ampicillin (10ug), cefotaxime (30 ug), ciprofloxacin (5 ug), chloramphenicol 
(30 ug), gentamycin (10 ug), erythromycin (15 ug), trimethoprim+sulphamethoxazole 
(1.25+23.75 ug), tetracyclin (30 ug), vancomycin (30 ug) และ trimethoprim (5 ug) 

ทดสอบโดยทําการปรับความขุนแบคทีเรีย ในสารละลายเกลือ 0.85 % ใหมีความขุนเทากบั 
0.5 McFarland (1.5 x 108 CFU/mL) ใชไมพันกานสําลีจุมสารละลายของแบคทีเรียนํามาปายใหท่ัว
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเช้ือ MHA agar จากน้ันวางทับดวยแผนยาตานจุลชีพใหหางกันพอสมควรนําไป
บมเพาะที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  24 ชัว่โมง  

อานผลการทดสอบความไวรับของแบคทีเรีย โดยวัดขนาดของโซนใสรอบๆ แผนยาตานจุล
ชีพ นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับคามาตรฐานของ CLSI โดยมีเชื้อ E. faecalis ATCC 29212, S. 
aureus ATCC 29213 และ E. coli ATCC  25922 เปนแบคทีเรียมาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

3.7 การพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ทําการตรวจสอบยืนยันสปชีสของ E. faecium ท่ีได โดยใชเทคนิค PCR ซึ่งดัดแปลงจาก 

Kariyama และคณะ  )  2000 ( โดยไดใช primer ท่ีมีความจําเพาะตอยีน 16S rRNA และยีน  E. 
faecium ดังตารางที่ 9  
 
ตารางที่ 9 Oligodeoxynucleotide Primer 
 

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

ท่ีมา Kariyama และคณะ (2000) 
 

การเตรียม DNA โดยทําการเพาะเลี้ยง E. faecium ในอาหารเลี้ยงเชือ้ BHI agar บมเพาะที่
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําโคโลนีของ E. faecium จํานวน 1 – 
2 โคโลนี ใสลงในสารละลาย 0.05 M Tris hydrochloride (pH 8.0) และ 0.01 M EDTA ปริมาตร 
100 ไมโครลติร ใหความรอนท่ี 100 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที  

 
การเตรียม PCR master mix โดยมีปริมาตรสุทธเิทากับ 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

- E. faecium forward primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- E. faecium reward primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- rrs (16S rRNA) forward primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- rrs (16S rRNA) reward primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- 10X buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร  
- แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl) 25 mM ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร  
- dNTPs 10 mM ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร  
- Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.125 ไมโครลิตร  
- ตัวอยาง DNA ที่ตองการตรวจหา ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร  
- นํ้า (เกรด HPLC ) ปริมาตร 13.875 ไมโครลิตร 
 



   

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

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

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

 
ตรวจหา PCR product โดยวิธี electrophoresis (เครื่อง Horizontal electrophoresis รุน 

200 ผลิตโดยบริษัท BRL ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยเตรียม 1.5% agarose gel ใน 0.5X Tris 
borate EDTA (TBE) buffer เติม ethidium bromide (0.5 µg/ml) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตมให
เดือดแลวตั้งทิง้ไวใหอุน แลวเทลงบนแทนท่ีเตรียมไว จากน้ันนํา PCR product ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ผสมกับ gel loading ปริมาตร 3 ไมโครลิตร นําตัวอยางไป run ดวย electrophoresis 
ประมาณ 30 นาที (ขึ้นกับขนาดของ PCR product) นําแผนเจลที่ไดไปสองดูใตแสง UV 

แปลผลชนิดของยีน E. faecium และ 16S rRNA จากขนาดของ PCR product (ตารางที่ 9) 
 
3.8 การพิสูจนเอกลักษณของ E faecium ดวยเทคนิค DNA-DNA Hybridization (Ezaki et 

al., 1989) 
 

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

มิลลิลติร บมเพาะที่อุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
3.8.1.2 ถายเชื้อทั้งหมดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth (แบบครึ่งสูตร) 

จํานวน 95 มิลลิลติร บมเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
3.8.1.3 เก็บเซลลโดยการปนดวยเคร่ืองปนแยกสารแบบควบคมุอุณหภูมิ 

(refrigerated centrifuge) ท่ีความเร็ว 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที 
3.8.1.4 เทสารละลายชั้นบน (supernatant) ทิ้ง จากนั้นทําการลางเซลลโดยการ

เติมสารละลาย Saline-EDTA buffer (pH 8) จํานวน 5 มิลลิลิตร นาํไปผสมใหเขากันดวยเครื่อง
เขยาแบบวอรเทกซ (vortex mixer) แลวนําไปปนที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที 

3.8.1.5 เทสารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติมสารละลาย Saline-EDTA buffer (pH 8) 
จํานวน 2 - 5 มิลลิลติร เขยาใหเขากัน 



   

3.8.1.6 ทําการยอยเซลลโดยการเตมิ lysosyme จํานวน 8 – 10 มิลลิกรัม เขยา
เบาๆ นําไปตั้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 – 45 นาที หรือจนกวาสารละลายจะหนืด 
จากนั้นเติม 10% Sodium Dodecyl Sulphate  (SDS) จํานวน 20 ไมโครลิตร และ 0.1 M Tris 
NaCl (pH 9) จํานวน 2 มิลลิลติร เขยาเบาๆ แลวนําไปวางที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที 

3.8.1.7 ทําการตกตะกอนโปรตีนโดยเติมสารละลายของ Phenol:chloroform 
(1:1) ประมาณ 1.5 เทาของสารละลาย เขยาเบาๆ จากนั้นนําไปปนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที 

3.8.1.8 ดูดสารละลายชั้นบนมาทําการตกตะกอน DNA โดยเติม 95% 
แอลกอฮอล จํานวน 1.5 เทา รอสักครู แลวใชแทงแกวพันสาย DNA จากนั้นลางดวย 70% 
แอลกอฮอล และ 95% แอลกอฮอล ตามลําดับ รอใหแหงแลวเกบ็ไวในสารละลาย 0.1% Saline 
Sodium Citrate (SSC) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาทําใหบริสทุธิ์ตอไป 
 

3.8.2 การทํา DNA ใหบริสุทธิ์ (Tomaoka, 1994) 
3.8.2.1 ละลาย DNA ที่ติดแทงแกวออกใหหมด 
3.8.2.2 ทําการยอย RNA โดยการเติมสารละลาย RNase A และ RNase T1 

จํานวน 20 ไมโครลิตร เขยาเบาๆ แลวตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้น
เติมสารละลาย 10X SSC จํานวน 20 ไมโครลิตร เขยาเบาๆ 

3.8.2.3 เติมสารละลาย Phenol:chloroform (1:1) ประมาณ 1.5 เทา เขยาเบาๆ 
3.8.2.4 นําไปปนที่ความเร็วรอบที่ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
3.8.2.5 ดูดสารละลายชั้นบนมาทําการตกตะกอน DNA โดยเติม 95% 

แอลกอฮอล จํานวน 1.5 เทา รอสักครู แลวใชแทงแกวพันสาย DNA จากนั้นลางดวย 70% 
แอลกอฮอล และ 95% แอลกอฮอล ตามลําดับ รอใหแหงแลวเกบ็ไวในสารละลาย 0.1% SSC ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

3.8.2.6 วัดปริมาณของ DNA โดยนําสารละลาย DNA ไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร  

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

photobiotin จํานวน 15 ไมโครลิตร ลงใน Eppendroff tube แชในถาดน้ําแข็ง แลวนําไปให 
sunlamp เปนเวลา 25 นาที 



   

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

3.8.3.4 นําสารละลาย DNA ที่ติดฉลากแลวไปตมในน้ําเดือด นาน 15 นาที 
จากนั้นนําไปแชในถาดน้ําแข็งนาน 5 นาที จากนั้นนําสารละลายไป sonicate นาน 3 นาที แลวเติม
สารละลาย hybridization ใหทวมเพ่ือใชเปน DNA labeling probe ตอไป 
 

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

นําไปตมในนํ้าเดือด นาน 10 นาที แลวนาํมาวางพักไวในถังน้ําแข็งสกัครู  
3.8.4.2 เติม 2X Phosphate buffer saline (PBS) จํานวน 1.0 มิลลิลติร น้ํากลั่น 

0.6 มิลลิลติร และสารละลายแมกนีเซียมคลอไรด จํานวน 0.6 มิลลิลติร เขยาเบาๆ 
3.8.4.3 ถายสารละลายลงใน microplate well จํานวน 100 ไมโครลิตร นํา ไปตั้ง

ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง  
3.8.4.4 ดูดสารละลายทิ้งไปแลวมาเติมสารละลาย prehybridization จํานวน 

200 ไมโครลติร นําไปตั้งทีอุ่ณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส นาน 15 – 16 ชั่วโมง 
3.8.4.5 ดูดสารละลายทิ้งไปแลวลางดวยสารละลาย 0.2X SSC buffer จํานวน 

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

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
3.8.4.7 ดูดสารละลาย solution I ท้ิงไป แลวเติมสารละลาย solution II จํานวน 

100 ไมโครลติร นําไปตั้งทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  
3.8.4.8 ดูดสารละลายทิ้งไป จากนั้นลางดวยสารละลาย PBS จํานวน 200 

ไมโครลิตร 3 ครั้ง  
3.8.4.9 เติมสารละลาย solution III จํานวน 100 ไมโครลิตร นําไปต้ังที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที สังเกตการณเกิดสีของปฏิกิริยา 
3.8.4.10 หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย 2M H2SO4 จํานวน 100 ไมโครลิตร 
3.8.4.11 นําไปวัดคาดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

Microplate Reader (Microplate ManagerR 4.0 Bio-Rad Laboratories, Inc) แลวทาํการ
คํานวณหาเปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของ DNA (DNA homology) ถาเปอรเซ็นตความคลาย 
คลึงกันของ DNA มีคามากกวาหรือเทากับ 70% ถือวาเปนเชื้อ E. faecium (Wayne et al., 1987) 

3.8.4.12  ทําการคํานวณความคลายคลึงกันของ DNA (Ezaki et al., 1989) 



   

 
คาดดูกลืนแสงของ unknown – คาดดูกลืนแสงของ Calf thymus x 100 

ความคลายคลึงกันของ DNA (%) = 
คาดดูกลืนแสงของ Type strain – คาดูดกลืนแสงของ Calf thymus 

 
3.9 ขอบเขตในการคัดเลือก E. faecium เพ่ือนําไปใชเปนโปรไบโอติก  

หลังจากที่ทําการศึกษาคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัตกิารแลว นําขอมูลท่ีได มา
ทําการวิเคราะหและคัดเลือก E. faecium ที่คัดเลือกทีมี่คุณสมบัติเหมาะสมที่สุดในการเพื่อนํา ไปใช
เปนโปรไบโอติกตอไป หลกัเกณฑในการวิเคราะหแสดงตามขั้นตอนดังนี้ 

- E. faecium ที่สามารถทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารไดดี  
- E. faecium ที่สามารถยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสไดดี 
- E. faecium ที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในหอง 

 ปฏิบัติการไดดี ในท่ีนี้คือ E. coli, S. Enteritidis และ S. Typhimurium 
- E. faecium ที่มีความไวรับตอยาปฏิชีวนะหลายชนิด 

  
3.10 เปรียบเทียบคุณสมบัติของ E. faecium ท่ีคัดเลือกไดกับ  E. faecium ท่ีแยกไดจาก

ผลิตภัณฑโปรไบโอติก  
เปรียบเทียบความสามารถในการทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหาร ความสามารถยึดติด

กับเยื่อเมือกผนังลําไส และความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคจากการทดลอง
ในหองปฏิบัตกิาร (in vitro) ของ E. faecium ที่คัดเลือกไดกับ E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภณัฑ
โปรไบโอติก หลังจากทําการทดลองซ้ํา 4 ครั้ง (Marcinakova et al., 2004) จากนั้นทําการ
เปรียบเทียบโดยใช One Way ANOVA (p<0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
4.1 ผลการนับจาํนวนและจําแนกสปชีสของ Enterococcus จากตัวอยางไกพื้นเมือง 
 

ผลการนับจํานวน Enterococcus จากตัวอยางกระเพาะพัก (crop) ลําไสเลก็สวนตน 
(duodenum) และลําไสเล็กสวนปลาย (ileum) โดยใช selective medium ซึ่งดัดแปลงจาก Jin และ
คณะ (2000) พบปริมาณเฉลี่ย Enterococcus ในกระเพาะพักเทากบั 7.51 log10 CFU/gm ปริมาณ
เฉลี่ยของ Enterococcus ในลําไสเล็กสวนตนเทากบั 7.48 log10 CFU/gm และปริมาณเฉลีย่ของ 
Enterococcus ในลําไสเล็กสวนปลายเทากับ 7.55 log10 CFU/gm (ตารางที่ 10)  

 
ตารางที่ 10 Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus  จากตัวอยางไกพื้นเมือง 
 

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

ไกพื้นเมือง กระเพาะพัก ลําไสเล็กสวนตน ลําไสเล็กสวนปลาย 
 7.51+0.45 7.48+0.40 7.55+0.34 

 
คัดเลือก Enterococcus จากตัวอยางไกสุขภาพดีจํานวน  30 ตัว โดยทําการแยกพิสูจน สป

ชีสของเชื้อ Enterococcus จากอวัยวะทั้ง 3 สวนดังกลาว โดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือแบบคัดเลือก 
(selective medium) (Jin et al., 2000) พบ Enterococcus ท้ังสิ้น 172 สายพันธุ เปน   E. faecium 
จํานวน 60 สายพันธุ (34.9%) แบงเปนจากกระเพาะพัก 24 สายพันธุ ลําไสเลก็สวนตน 17 สาย
พันธุ และลําไสเล็กสวนปลาย 19 สายพันธุ E. faecalis จํานวน 48 สายพันธุ (29.9%) แบงเปนจาก
กระเพาะพัก 20 สายพันธุ ลําไสเล็กสวนตน 13 สายพันธุ และลําไสเล็กสวนปลาย 15 สายพันธุ E. 
gallinarum จํานวน 36 สายพันธุ (20.9%) แบงเปนจากกระเพาะพกัจํานวน 23 สายพันธุ ลําไสเล็ก
สวนตน 13 สายพันธุ และลําไสเล็กสวนปลาย 10 สายพันธุ      E. durans จํานวน 24 สายพันธุ 
(13.9%) แบงเปนจากกระเพาะพัก 5 สายพันธุ ลําไสเล็กสวนตน 10 สายพันธุ และลําไสเล็กสวน
ปลาย 8 สายพันธุ และ E. avium จํานวน 4 สายพันธุ (2.3%) แบงเปนจากกระเพาะพัก 2 สายพันธุ 
ลําไสเล็กสวนปลาย 2 สายพันธุ ในขณะท่ีลําไสเล็กสวนตนตรวจไมพบ E. avium (ตารางที่ 11)  

 
 
 



   

ตารางที่ 11 ผลการจําแนกสปชีสของ Enterococcus จากตัวอยางไกพ้ืนเมือง  
จํานวน (isolates) Species 

กระเพาะพัก ลําไสเล็กสวนตน ลําไสเล็กสวนปลาย รวม 
E. faecium 24 17 19 60 
E. faecalis 20 13 15 48 
E. gallinarum 23 13 10 36 
E. durans 5 11 8 24 
E. avium 2 - 2 4 
   รวม 172 

 
จากนั้นนํา E. faecium จํานวนทั้งสิ้น 60 สายพันธุ ดังกลาวมาใหรหัส เพื่อใหงายตอการ

วิเคราะหผลตอไป โดย E. faecium ท่ีแยกไดจากกระเพาะพักจํานวน 24 สายพันธุ ใหรหัสเปน 
EFMC 1 – EFMC 24 สําหรับ E. faecium ท่ีแยกไดจากลําไสสวนตนจํานวน 17 สายพันธุ ใหรหัส
เปน EFMD 25 – EFMD 41 และ E. faecium ท่ีแยกไดจากลําไสสวนปลายจํานวน 19 สายพันธุ ให
รหัสเปน EFMI 42 – EFMI 60 สวน E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติกใหเปน EFC  
 
4.2 ผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการ  

 
4.2.1 ผลการทดสอบความสามารถในการอยูรอดในระบบทางเดินอาหาร 

การทดสอบความสามารถในการอยูรอดไดในระบบทางเดินอาหารในครั้งนี้ มีการแบง
ออกเปน 2 สวน คือความสามารถในการทนตอกรด (pH 2) และความสามารถในการทนตอน้ําดี 
โดยนํา E. faecium ที่แยกไดจากไกพื้นเมือง จํานวน 60 สายพันธุ แบงเปนจากกระเพาะพัก 24 
สายพันธุ ลําไสเล็กสวนตน 17 สายพันธุ และลําไสเล็กสวนปลาย 19 สายพันธุ มาทําการทดสอบ 
ซ่ึงวิธีการทดสอบไดดัดแปลงจาก Agus (2003) โดยมี E. faecium ท่ีแยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอ
ติกเปนเชื้อควบคุม 

ผลการทดสอบความสามารถในการอยูรอดในระบบทางเดินอาหารของเชื้อ พบวามี 
E. faecium ท่ีสามารถอยูรอดในระบบทางเดินอาหารได จํานวน 15 สายพันธุ (25%) จากตัว อยาง
ของ E. faecium ท้ังหมด (60 สายพันธุ) โดยแบงไดเปนจากกระเพาะพัก 5 สายพันธุ (33.3%) 
ลําไสเล็กสวนตน 4 สายพันธุ (26.7%) และลําไสเล็กสวนปลาย 6 สายพันธุ (40.0%) (ตารางที่ 12) 

 
 
 



   

ตารางที่ 12 สายพันธุของ E. faecium ท่ีสามารถอยูรอดในระบบทางเดินอาหาร 
 
ตัวอยาง สายพันธุ  
กระเพาะพัก EFMC 2, EFMC 17,  EFMC 21, EFMC 22, EFMC 24  
ลําไสเล็กสวนตน EFMD 25, EFMD 29, EFMD 30, EFMD 32 
ลําไสเล็กสวนปลาย EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46, EFMI 47, EFMI 49, EFMI 54 
ผลิตภัณฑโปรไบโอติก EFC  

 
การทดสอบความสามารถในการทนตอกรด (pH 2) ในคร้ังนี้ ไดแบงออกเปน 4 ระดับ 

คือ ระดับไมทนตอกรด (อัตราการอยูรอดได <50%) ระดับทนตอกรดไดนอย (อัตราการอยูรอดได 
50-75%) ระดับทนตอกรดไดปานกลาง (อัตราการอยูรอดได 75-90%) และระดับทนตอกรดไดมาก 
(อัตราการอยูรอดได >90%) (Agus, 2003) ผลการทดสอบพบวา E. faecium ทั้ง 15 สายพันธุ 
สามารถทนตอกรดไดในสองระดับคือ ระดับทนตอกรดไดนอยและระดับทนตอกรดไดปานกลาง 
(ตารางที่ 13) สําหรับ E. faecium ที่มีระดับการทนตอกรดไดนอย มีจํานวน 9 สายพันธุ คือ EFMC 
2, EFMC 22, EFMD 29, EFMD 30, EFMD 32, EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46 และ EFMI 54 
โดยพบอัตราการอยูรอดเปน 66.6, 68.7, 67.2, 73.9, 69.3, 65.1, 70.7, 63.6 และ 72.2% 
ตามลําดับ สําหรับ E. faecium สายพันธุท่ีมีระดับการทนตอกรดไดปานกลาง มีจํานวน 6 สายพันธุ 
คือ EFMC 17, EFMC 21, EFMC 24, EFMD 25, EFMI 47 และ EFMI 49 โดยพบอัตราการอยู
รอดเปน 78.7, 82.6, 81.8, 80.7, 76.5 และ 79.6% ตามลําดับ แตอยางไรก็ตามเมื่อทําการทดลอง
ซํ้าอีก (4 คร้ัง) ใน E. faecium สายพันธุที่มีระดับการทนตอกรดไดปานกลาง พบวาไมมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิตใินทุกสายพันธุ (p>0.05) ในขณะที่ E. faecium ที่แยกไดจาก
ผลิตภัณฑโปรไบโอติก (EFC) นั้นสามารถทนตอกรดไดนอย อัตราการอยูรอดเปน 64.3% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



   

ตารางที่ 13 อัตราการอยูรอดของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพื้นเมือง ในการทนตอ
กรด (pH 2.0)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* ระดับการทนตอกรดมี 4 ระดับ คือ 1) ไมทนตอกรด มีอัตราการอยูรอด <50%,  
  2) ทนตอกรดนอย มีอัตราการอยูรอด 50-75%, 3) ทนตอกรดปานกลาง มีอัตราการอยู
รอด 75-90%, 4) ทนตอกรดมาก มีอัตราการอยูรอด >90% 
  
ผลการทดสอบความสามารถในการทนตอนํ้าดีในเบื้องตนของ E. faecium ทั้ง 15 

สายพันธุ พบ  E. faecium ที่ทนตอน้ําดไีดนาน 1 ชั่วโมง จํานวน 9 สายพันธุ (ตารางที่ 14) คือ 
EFMC 2, EFMC 22, EFMC 25, EFMD 29, EFMD 32, EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46 และ 
EFMI 54 อัตราการอยูรอดคือ 27.0, 23.9, 64.8, 19.5, 21.8, 22.0, 22.9, 21.3 และ 19.8% 
ตามลําดับ สายพันธุของ E. faecium ที่ทนตอน้ําดีไดนาน 2 ชั่วโมง มีจํานวน 2 สายพันธุ คือ 
EFMC 17 และ EFMC 24 อัตราการอยูรอดคือ 36.1 และ 18.7% สายพันธุของ E. faecium ท่ีทน
ตอนํ้าดีไดนาน 3 และ 4 ชั่วโมง จํานวน 4 สายพันธุ คือ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ 

สายพันธุ ปริมาณเชื้อเหลืออยู 
(log10 CFU/mL) (%) 

ระดับการทนตอกรด* 
(pH 2) 

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



   

EFMI 49 อัตราการอยูรอดคือ 63.0, 71.2, 22.9 และ 39.4% ตามลําดับ สายพันธุของ E. faecium 
ท่ีทนตอน้ําดีไดนาน 4 ชั่วโมง จํานวน 4 สายพันธุ คือ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 
49 อัตราการอยูรอด คือ 36.0, 46.9, 21.8 และ 20.3%  ตามลําดับ สําหรับ E. faecium ที่แยกได
จากผลิตภัณฑโปรไบโอตกิ (EFC) นั้นทนตอน้ําดีไดนาน 1 ชั่วโมง มีอัตราการอยูรอดคือ 19%  

ผลการทดสอบความสามารถในการทนตอนํ้าดีในขั้นยืนยัน โดยทําการทดสอบซ้ําอีก 
(4 ครั้ง) ใน E. faecium สายพันธุ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49 พบอัตราการอยู
รอดของ E. faecium ท่ีทนตอนํ้าดีไดนาน 3 ชั่วโมง มีคาเทากับ 65.7, 71.2, 21.3 และ 38.5% 
ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการทนตอน้ําดี พบวา E. faecium สายพันธุ EFMC 21 
และ EFMD 30 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตในขณะที่ E. faecium 
สายพันธุ EFMI 47 และ EFMI 49 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p<0.05) สําหรบั
อัตราการอยูรอดของ E. faecium ที่ทนตอน้ําดีไดนาน 4 ชั่วโมง มีคาเทากับ 35.7, 43.7, 21.9 และ 
21.6% ตามลําดับ และเม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการทนตอนํ้าดี พบวา E. faecium สาย
พันธุ EFMI 47 และ EFMI 49 ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p>0.05) ในขณะที่ 
E. faecium สายพันธุ EFMC 21 และ EFMD 30 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางท่ี 14 ความสามารถในการทนตอน้ําดีของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไก
พ้ืนเมือง ในเวลา 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 

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

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

 
4.2.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการยึดติดกับเย่ือเมือกลําไส 

การทดสอบประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกลําไส สามารถทําไดโดยการนํา
เชื้อ E. faecium ที่แยกไดจากไกพ้ืนเมืองทั้ง 15 สายพันธุ มาทําการทดสอบโดยเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกลาํไสกับเชื้อ E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑ (EFC) โดย
มี S. Enteritidis เปนแบคทีเรียควบคุมบวก (positive control) และ Bacillus subtillis เปนแบคทีเรีย
ควบคุมลบ (negative control) โดยวิธกีารทดสอบไดดัดแปลงจาก Ehrmann และคณะ (2002) 
สําหรับเกณฑในการคัดเลือก E. faecium ในขั้นตอนน้ีไดทําการคัดเลือกสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพ
การยึดติดมากกวาหรือเทากับ E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑ  



   

ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการยึดตดิกับเยื่อเมือกลําไสพบวา E. faecium ท้ัง 15 
สายพันธุ สามารถจับยึดตดิกับเยื่อเมือกผนังลําไสได (รูปภาพที่ 4, แผนภูมิท่ี 1, ตารางที่ 15) โดย
พบวา E. faecium สายพันธุท่ีแยกไดจากกระเพาะพัก (EFMC) น้ันมีประสิทธิภาพในการยึดตดิกับ
เยื่อเมือกผนังลําไสอยูในชวง 39.0 – 49.9%, E. faecium สายพันธุที่แยกไดจากลํา ไสเล็กสวนตน 
(EFMD) นั้นมีประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสอยูในชวง 41.9 – 50.4%, E. 
faecium สายพันธุที่แยกไดจากลําไสเล็กสวนปลาย (EFMI) นั้นมีประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อ
เมือกผนังลําไสอยูในชวง 42.9 – 59.6% สําหรับสายพันธุของ E. faecium ท่ีมีประสิทธิภาพการยึด
ติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสมากกวา E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภณัฑโปรไบโอติก (EFC) คือสาย
พันธุ EFMI 47 และ EFMI 49 มีประสิทธิภาพการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสเทากับ 59.6% และ 
55.4%ตามลําดับ เม่ือทําการเปรียบเทยีบประสทิธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของทั้ง
สองสายพันธุ พบวาไมมีความแตกตางกนัอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(p>0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพที่ 4 การยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของ E. faecium ที่แยกไดจากไกพื้นเมือง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

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

* positive control ** negative control 
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แผนภูมิท่ี 1 ประสิทธิภาพในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสของ E. faecium แตละ 

สายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง 
 
4.2.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  

การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค ไดนํา E. faecium ที่แยกไดจาก
ไกพื้นเมืองทั้ง 15 สายพันธุ มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค ในการทดสอบ
ครั้งน้ีคือ E.coli, S. Enteritidis, และ S. Typhimurium โดยใชวิธ ี agar spot (Schillinger and 
Lücke, 1989) อานผลโดยการวัดโซนใส (inhibition zone) รอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียคัดเลือก 
(รูปภาพที่ 5) สําหรับเกณฑในการคัดเลือก E. faecium ในขั้นตอนนี้ คดัเลือกสายพันธุที่มี
ประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคมากกวาหรือเทากับ E. faecium ที่แยกไดจากผลิต ภัณฑ
โปรไบโอติก (EFC)  

 
 
 
 
 
 
 
 



   

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปภาพที่ 5 Inhibition zone ของ E. faecium ท่ีแยกไดจากไกพ้ืนเมืองทดสอบโดยวิธี agar spot  

 
ผลการทดสอบพบวา E. faecium ที่แยกไดจากไกพ้ืนเมืองทั้งสิ้น 15 สายพันธุนั้น 

สามารถยับยัง้แบคทีเรียกอโรค (E.coli, S. Enteritidis และ S. Typhimurium) ไดท้ังหมด (ตารางที่ 
16, แผนภูมิที่ 2) โดยพบวาสายพันธุ ของ E. faecium ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง E.coli ได
มากกวา E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑ คือ E. faecium สายพันธุ EFMC 17 และ EFMC 21 
สําหรับสายพันธุของ E. faecium ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง S. Enteritidis ไดมากกวา E. 
faecium ท่ีแยกไดจากผลิตภัณฑ คือ E. faecium สายพันธุ EFMC 24 และ EFMI 46 สําหรับสาย
พันธุของ E. faecium ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง S. Typhimurium ไดมากกวา E. faecium ที่
แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติก คือ E. faecium สายพันธุ EFMC 24, EFMD 29, EFMD 30 และ 
EFMI 49  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Inhibition zone 



   

 
ตารางที่ 16 ประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกไดจาก

ไกพื้นเมือง 
 

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

* หนวยเปน มิลลิเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 

15.8

25.5 24.5

17
19.5

10.3

19.8

16
18.3 18

12.8

19.5 18.8
15.8

19.3
22

0

5

10

15

20

25

30

in
hi

bi
tio

n 
(m

m
)

E
FM

C
 2

E
FM

C
 1

7

E
FM

C
 2

1

E
FM

C
 2

2

E
FM

C
 2

4

E
FM

D
 2

5

E
FM

D
 2

9

E
FM

D
 3

0

E
FM

D
 3

2

E
FM

I 4
2

E
FM

I 4
4

E
FM

I 4
6

E
FM

I 4
7

E
FM

I 4
9

E
FM

I 5
4

E
FC

 E. coli

 
 

แผนภูมิที่ 2 ประสิทธิภาพการยับยั้ง E.coli ของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกไดจาก 
ไกพื้นเมือง 
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แผนภูมิที่ 3 ประสิทธิภาพการยับยั้ง S. Enteritidis ของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไก

พ้ืนเมือง 
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แผนภูมิที่ 4 ประสิทธิภาพการยับยั้ง S. Typhimurium ของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกได

จากไกพื้นเมือง 
 

4.2.4 ผลการทดสอบหาชนิดของสารยับยั้งแบคทีเรียอื่น  
การทดสอบหาชนิดของสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน โดยนํา E. faecium ท่ีแยกไดจากไก

พ้ืนเมืองทั้ง 15 สายพันธุ มาทําการตรวจสอบหาชนิดของสารยับยั้งท่ีสรางขึ้น เพ่ือเปนการทดสอบ
เบื้องตนวาสารที่สรางออกมานั้นนาจะเปนสารชนิดใดสําหรับการทดสอบครั้งนี้ไดทําการตรวจสอบ
หาสารสําคัญ ไดแก กรด แบคเทอริโอซิน และ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซึ่งวิธีการทดสอบได
ดัดแปลงจาก Ketkaew และคณะ (2005)  

ผลการทดสอบหาชนิดของสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน ใน E. faecium ทั้ง 15 สายพันธุ 
พบวาทุกสายพันธุสามารถสรางกรดได มี 4 สายพันธุที่สรางแบคเทอริโอซินได คือ EFMC 21, 
EFMD 25, EFMI 47 และ EFMI 49 ในขณะท่ีทุกสายพันธุไมสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ได สําหรับ EFC สามารถสรางกรดและแบคเทอริโอซินไดแตไมสามารถสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดได (ตารางที่ 17) 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 17 ชนิดสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนท่ีสรางจาก E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไก
พ้ืนเมือง 

 
ชนิดของสารยับยั้ง สายพันธุ กรด แบคเทอริโอซิน ไฮโตรเจนเปอรออกไซด 

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

+, สราง; -, ไมสราง 
 

4.2.5 ผลการทดสอบความไวรับตอยาตานจุลชีพ  
การทดสอบความไวรับตอยาตานจุลชีพน้ัน แสดงใหทราบถึงรูปแบบความไวรบัตอยา

ตนจุลชีพของแบคทีเรียที่จะนํามาใชเปนโปรไบโอติก เพ่ือเปนขอมูลสําหรับการคัดเลือกแบคทีเรีย
เหลานั้นเปนโปรไบโอติกตอไปได เนื่องจากแบคทีเรยีในสกุล Enterococcus เปนแบคทีเรียที่มี
ความทนทานตอสภาพแวดลอมไดดี ทําใหแบคทีเรียสามารถที่จะอยูรอดและนําพาเอายีนด้ือยา
ถายทอดใหกับแบคทเีรียสปชีสอ่ืนได ซึ่งเปนโอกาสในการเพิ่มแบคทีเรียดื้อยาในสิ่ง แวดลอมมาก
ขึ้น นอกจากนั้นแลวแบคทเีรียที่นํามาใชเปนโปรไบโอติกมักจะไมนําเอาแบคทีเรยี 

 
 



   

 
ท่ีดื้อตอยาตานจุลชีพมาใช เน่ืองจากวาจะเปนการเพิ่มปญหาในเรื่องของแบคทีเรียดื้อตอยาตานจุล
ชีพเพิ่มมากขึ้นซึ่งปญหาที่ตามมาก็คือจะทําใหเรารักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียนั้นยากยิ่งขึ้น  

ผลการทดสอบความไวรับตอยาตานจุลชีพของ E. faecium ทั้ง 15 สายพันธุ มา
ทดสอบความไวรับตอยาตานจุลชีพ 11 ชนิด โดยใชวิธี Disk Diffusion Technique (CLSI. 2007) 
พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความไว (susceptible) ตอยา trimethoprim และ vancomycin การดื้อตอ
ยา ampicillin พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความไวรับตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 2 และ EFMI 49 
ท่ีดื้อ (resistance) ตอยา การดื้อตอยา amoxicillin+clavulanic acid พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความ
ไวรับตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMI 42 ที่ดื้อตอยา การดื้อตอยา cefotaxime พบวาเกือบทุกสาย
พันธุดื้อตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 2 มีความไวรับตอยาในระดับกลาง (intermediate) การดื้อตอ
ยา ciprofloxacin พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความไวตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 22, EFMD 30 
และ EFMI 42 ท่ีมีความไวตอยาในระดับกลาง การดื้อตอยา chloramphenicol พบวาเกือบทุกสาย
พันธุมีความไวตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 2, EFMC 17, EFMI 49 ท่ีดื้อตอยา และสายพันธุ 
EFMI 54 ท่ีมีความไวตอยาในระดับกลาง การดื้อตอยา gentamycin พบวาเกือบทุกสายพันธุมี
ความไวตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMD 29 ที่มีความไวตอยาในระดับกลาง การดื้อตอยา 
erythromycin พบวาเกือบทุกสายพันธุด้ือตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 21, EFMD 29, EFMI 42 
และ EFC มีความไวรับตอยา สําหรับสายพันธุ EFMC 24, EFMD 32 และ EFMI 44 มีความไวรับ
ตอยาในระดับกลาง สําหรับ E. faecium สายพันธุที่มีการด้ือตอยา 
 trimethoprim+sulphamethoxazole พบวาเกือบทุกสายพันธุมีความไวรับตอยา ยกเวนสายพันธุ 
EFC ที่ดื้อตอยา การดื้อตอยา tetracyclin พบวาเกือบทุกสายพันธุดื้อตอยา ยกเวนสายพันธุ EFMC 
22, EFMC 24, EFMD 29, EFMI 42 และ EFC มีความไวรับตอยา (ตารางที่ 18)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ตารางที่ 18 ความไวรับตอยาตานจุลชีพของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกไดจาก 
 ไกพื้นเมือง 
 

ความไวรบัของเชื้อตอยาตานจุลชีพ* 
สายพันธุ 

AMC AMP CTX CIP CHPC CN ERY SXT TET VAN W 

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

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

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

 
 
 



   

4.2.6 ผลการพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ดวยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 
การพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

(PCR) ซ่ึงดัดแปลงจาก Kariyama และคณะ (2000) โดยใช primer ที่มีความจําเพาะตอยีน 16S 
rRNA และยีน E. faecium มีขนาด PCR product ที่ 320 และ 638 bp ตามลําดับ โดยนําเชื้อ   E. 
faecium จํานวน 4 สายพันธุ คือ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49 ที่มีคุณสมบติัการ
เปนโปรไบโอติกที่โดดเดน คือ สามารถทนตอกรด (pH 2) ทนตอน้ําดีไดนานถึง 4 ชั่วโมง และ
สามารถสรางแบคทอริโอซินได 

ผลจากการตรวจสอบพบวาทุกสายพันธุเปน E. faecium (EFMC 21, EFMD 30, 
EFMI 47 และ EFMI 49) โดยให PCR product ท่ี 320 bp (E. faecium gene) และ 638 bp (16S 
rRNA gene) (รูปภาพที่ 6) 
 
 

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

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

1 2 3 4 5 6 M 

638 bp 

320 bp 



   

4.2.7 ผลการพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ดวยเทคนิค DNA-DNA hybridization 
การพิสูจนเอกลักษณของ E. faecium ที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง จํานวน 4 สายพนัธุ 

คือสายพันธุ EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49 ดวยเทคนิค DNA-DNA hybridization 
ตามวิธีการของ Ezaki และคณะ (1989) โดยมีเชื้อ E. faecium NRIC1145 เปน type strain  

ผลจากการตรวจสอบพบวา E. faecium ท่ีแยกไดจากไกพื้นเมือง ท้ัง 4 สายพันธุ คือ 
EFMC 21, EFMD 30, EFMI 47 และ EFMI 49 มีเปอรเซ็นตความคลายคลึงของ DNA ตอ E. 
faecium NRIC1145T เปน 81.0, 78.1, 82.4 และ 78.6 ตามลําดับ (ตารางที่ 19) ซึ่งพบวาทั้ง 4 
สายพันธุน้ัน มีเปอรเซ็นตความคลายคลึงกันของ DNA มีคามากกวา 70% จึงจัดวาเปน E. faecium 
(Wayne et al., 1987) 

 
ตารางที่ 19 ความคลายคลึงของ DNA-DNA homology ของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกได

จากไกพื้นเมือง 
 
สายพันธุ ความคลายคลึงของ DNA ตอ E. faecium NRIC1145T (%) 
EFMC 21 81.0 
EFMD 30 78.1 
EFMI 47 82.4 
EFMI 49 78.6 
E. faecium NRIC1145T 100.0 
E. hirae TISTR943T 22.3 
E. faecalis TISTR379T 9.8 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



   

บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
ในปจจุบันการนําเอาโปรไบโอติกมาใชในการเลี้ยงปศุสัตวนั้นไดรับความนิยมกันอยาง

แพรหลาย โดยเฉพาะอยางยิ่งวงการการเลี้ยงไก เนื่องจากโปรไบโอติกมีสวนชวยปรับความสม ดุล
ของแบคทีเรียในลําไส เสริมสรางการเจริญเติบโต และทําใหสัตวแข็งแรง แตอยางไรก็ตาม
ผลิตภัณฑโปรไบโอติกที่ใชกันอยูในปจจุบันนั้นสวนใหญเปนผลิตภัณฑที่นําเขาจากตางประเทศ มี
ราคาคอนขางสูง ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมีจุดประสงคเพื่อทําการคัดเลือกเชื้อ E. faecium จาก
ไกพื้นเมืองมาใชเปนโปรไบโอติก  

โดยคัดเลือก Enterococcus จากตัวอยางไกสุขภาพดีจํานวน   30  ตัว  โดยทําการแยกเชื้อ 
Enterococcus จากอวัยวะทั้ง 3 คือ กระเพาะพัก ลําไสเล็กสวนตน ลําไสเล็กสวนปลาย โดยใช
อาหารเลี้ยงเชื้อแบบคัดเลือก (selective medium) (Jin et al., 2000) พบ Enterococcus ท้ังสิ้น 
172 สายพันธุ ผลจากการพิสูจนเอกลักษณไดเปน E. faecium จํานวน 60 สายพันธุ  E. faecalis 
จํานวน 48 สายพันธุ E. gallinarum จํานวน 36 สายพันธุ E. durans จํานวน 24 สายพันธุ และ E. 
avium จํานวน 4 สายพันธุ จากนั้นนํา E. faecium จํานวน 60 สายพันธุ ท่ีแยกไดมาทดสอบ
คุณสมบัติของโปรไบโอติก โดยมี E. faecium ที่แยกไดจากผลิตภัณฑโปรไบโอติก  (EFC) เปนเช้ือ
เปรียบเทียบ  การทดสอบคุณสมบัติของโปรไบโอติกในเบื้องตนประกอบดวย การอยูรอดในระบบ
ทางเดินอาหารซึ่งไดแบงออกเปนการทดสอบการทนตอกรด  (pH 2) และการทดสอบเกลือน้ําดีที่
ระดับความเขมขน  10% ผลการทดสอบพบเชื้อ  E. faecium  จํานวน   15  สายพนัธุ ที่สามารถทนตอ
กรดได  คือสายพันธุ  EFMC 2, EFMC 17, EFMC 21, EFMC 22, EFMC 24, EFMD 25, EFMD 
29, EFMD 30, EFMD 32, EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46, EFMI 47, EFMI 49, และ  EFMI 54 
ท้ังน้ีความสามารถในการทนตอกรด ของ E. faecium แตละสายพันธุนั้น อาจเน่ืองมาจากเชื้อมี
ถ่ินอาศัย  (habitat)  อยูในลําไสของมนุษยและสัตว  ซ่ึงมีการสัมผัสและทําปฏิกิริยากับกรดอยู
ตลอดเวลา  จึงทําใหแบคทีเรียมีการทนตอกรดได โดยเฉพาะอยางยิ่ง lactic acid bacteria เชน 
lactobacilli, bifidobacteria รวมไปถึง enterococci ดวย (Franz et al., 1999) นอกจากนั้นการทน
ตอกรดของแบคทีเรียยังพบวามีความเกี่ยวของกับโปร ตีนกลุมหนึ่ง คือ heat shock protein เปน
โปรตีนที่จะแสดงออก (expression) เม่ือเซลลสัมผัสกับ heat shock factor เชน ความรอน กรด 
สารเคมี เปนตน โปรตีนที่อยูในกลุมน้ี เชน methionine sulfoxide reductase และ F1F0-ATPase 
เปนตน heat shock protein แบงออกไดเปน 3 family ไดแก Hsp60, Hsp70 และ Hsp90 ซึ่งในแต
ละ family จะประกอบดวยโปรตีนอีกหลายชนิด โดยหนาที่ของโปรตีนเหลาน้ีมีความแตกตางกัน 
เชน F1F0-ATPase จัดอยูใน Hsp60 เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการเปลี่ยน adenosine 



   

triphosphate (ATP) กลายเปน adenosine diphosphate (ADP) โดยเอนไซม ATPase จะทําหนาที่
ดึงหมู phosphate ออกจาก  
ATP ไดเปน ADP ซึ่งสามารถพบ heat shock protein ไดในสิ่งมีชีวิต เอนไซมในกลุม ATPase จะ
ถูกสรางขึ้นโดยมีกรด เปน heat shock factor แบงออกตามโครงสรางได 5 ชนิด คือ F-ATPase, V-
ATPase, A-ATPase, P-ATPase และ E-ATPase ซึ่งเอนไซม ATPase ที่มีความเกี่ยวของกับ
กลไกการทนกรดของแบคทีเรียคือ F-ATPase เอนไซมนี้เปน transmembrane protein ท่ีพบไดใน
ผนังเซลลของแบคทีเรีย ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะห ATP โดยชักนําโปรตอน (proton) 
เชน โซเดียมไอออน (Na+) และโพแทสเซียมไอออน (K+) มาอยูท่ีผิวเซลลของแบคทีเรีย ทําให
สภาวะที่ผิวเซลลของแบคทีเรียเปนดาง ดังนั้นเมื่อแบคทีเรียอยูในสภาวะที่เปนกรด เชน ใน
กระเพาะอาหาร เปนตน แบคทีเรียจึงสามารถอยูรอดไดเน่ืองจากเกิดสภาวะเปนกลางที่ผิวเซลลของ
แบคทีเรีย (Schlesinger, 1990) สําหรับ lactic acid bacteria นั้นมีหลายสปชีสที่สามารถสราง
เอนไซมนี้ไดเม่ืออยูในสภาวะกรด เชน Lactobacillus acidophilus (Kullen and Klaenhammer, 
1999), L. lactis (Koebmann et al., 2000) Enterococcus hirae (ช่ือเดิมคือ Streptococcus 
faecalis) (Kobayashi et al., 1984) แตสําหรับ E. faecium ยังไมมีรายงาน 

 สําหรับความสามารถทนตอน้ําดีน้ันพบวามี E. faecium จํานวน 15 สายพันธุ ท่ีทนตอน้ําดี
ไดนาน   1  ชั่วโมง คือสายพันธุ  EFMC 2, EFMC 17, EFMC 21, EFMC 22, EFMC 24, EFMD 25, 
EFMD 29, EFMD 30, EFMD 32, EFMI 42, EFMI 44, EFMI 46, EFMI 47, EFMI 49, และ 
EFMI  54 พบ E. faecium จํานวน   6  สายพันธุท่ีสามารถทนตอน้ําดีไดนาน   2  ชั่วโมง  คือสายพันธุ 
EFMC 17, EFMC 21, EFMD 24, EFMD 30, EFMI 47 และ  EFMI   49  และพบ E. faecium 
จํานวน   4  สายพันธุ  ที่สามารถทนตอน้ําดีไดนาน   3  และ   4  ชั่วโมง  คือสายพันธุ  EFMC 21, EFMD 
30, EFMI 47 และ  EFMI 49 สําหรับความสามารถในการทนตอน้ําดีนั้นมีรายงานวามีความ
เกี่ยวของกับเอนไซม  bile salt hydrolyses (BSH) ซึ่งเปนเอนไซมท่ีทําหนาที่ในการยอยกรดน้ําดี 
และทําลายความเปนพิษ  (detoxification) ของนํ้าดี  โดยการเขาไปรวมตัว  (conjugated) กับน้ําดี 
(Moser and Savage, 2001) ดังน้ันอาจกลาวไดวาแบคทีเรียที่สามารถสรางเอนไซมชนิดนี้ไดก็
นาจะมีแนวโนมในการทนตอนํ้าดีได จากรายงานการศึกษาในป 1995 พบวาแบคทีเรียในสกุล 
Lactobacillus สามารถสรางเอนไซมชนิดนี้ได  (De et al., 1995) สําหรับแบคทีเรียในสกุล 
Enterococcus พบวามีหลายสปชีสที่สามารถสรางเอนไซม  BSH นี้ได เชน E. faecium, E. faecalis 
และ E. durans (Agus, 2003) ดังนั้นเอนไซม BSH อาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีใหแบคทีเรียสามารถทนตอ
นํ้าดีในลําไสได  

คุณสมบัติของโปรไบโอติกท่ีทําการทดสอบตอมาคือ การยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส ซึ่ง
เปนการทดสอบที่แสดงใหเห็นวา เม่ือแบคทีเรียเขาสูรางกายผานกระเพาะอาหารไปไดแลวสามารถ
ท่ี colonize ในลําไสได โดยนํา E. faecium ท้ัง 15 สายพันธุ มาทําการทดสอบความ สามารถใน



   

การยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส พบวา E. faecium ท้ัง 15 สายพันธุ สามารถยึดติดกับเยื่อเมือก
ผนังลําไสได และพบวามี E. faecium จํานวน 2 สายพันธุ ที่มีประสิทธิภาพการยึดติดกับเยื่อเมือก
ผนังลําไสไดดีท่ีสุด เม่ือเทียบกับ EFC คือสายพันธุ EFMI 47 และ EFMI 49 สํา หรับกลไกในการ
จับเกาะตอผนังลําไสนั้น สามารถเกิดไดท้ังเปนแบบจําเพาะ (receptor-specific binding) แบบใช
แรงวาลเดอวาลส (Van-der-Waal’s force) แบบใชประจุ (charge) และปฏิกิริยาการชอบน้ํา 
(hydrophobic interaction) โดยสวนใหญแลวกลไกการจับเกาะของ lactic acid bacteria นั้นพบวา
แบคทีเรียจะมีการสราง cell surface hydrophobicity (CSH) มีผลทําใหผิวเซลลของแบคทีเรียมี
คุณสมบัติชอบนํ้า สามารถที่จะทดสอบไดโดย Salt Aggregation Test (SAT) (Strus et al., 2001) 
นอกจากน้ันแบคทีเรียยังสามารถสรางโปรตีนบางชนิดขึ้นมาแสดง ออกบนผิวเซลล ซึ่งเปนโปรตีน
กลุม extracellular matrix molecules (EMC) เชน collagens, fibronectin, thrombospondin และ 
vitronectin โดยโปรตีนเหลานี้จะจับเกาะไดกับชั้นเยื่อเมือก (Howard et al., 2000; Lorca et al., 
2002) การยึดติดของแบคทีเรียในสกลุ Enterococcus กับเยื่อเมือกผนังลําไส พบวาเปนลักษณะ
แบบไมจําเพาะ สามารถพบไดทั้งแบบ Van-der-Waal’s force และแบบ hydrophobic interaction 
(Agus, 2003) นอกจากนั้นยังมีรายงานการตรวจพบโปรตีนในกลุม EMC เชน collagen I binding 
และ bovine lactoferrin binding ในแบคทีเรียสกุล Enterococcus อีกดวย (Styriak et al., 2002)  
  การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของ E. faecium ท่ีแยกไดจากไก
พ้ืนเมืองทั้ง 15 สายพันธุ พบวามี E. faecium จํานวน 7 สายพันธุ ที่มีประสิทธิภาพการยับยั้ง
แบคทีเรียกอโรคไดดีท่ีสุด เม่ือเทียบกับ EFC คือ EFMC 17, EFMC 21, EFMC 24, EFMD 29, 
EFMD 30, EFMI 46 และ EFMI 49 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคดังกลาว
น้ัน ไดทดลองในสภาวะที่ไมไดจํากัดการสรางกรด แบคเทอริโอซิน หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด แต
อยางไรก็ตามผลการทดสอบเบื้องตนของการตรวจหาชนิดของสารยับยั้งแบคทีเรียอื่นที่ E. faecium 
แตละสายพันธุสรางขึ้นนั้น พบวาสามารถสรางกรดไดในทุกสายพันธุ และพบวามี 4 สายพันธุ ที่
สามารถสรางแบคเทอริโอซินได คือ EFMC 21, EFMD 25, EFMI 47 และ EFMI 49 ใน
ขณะเดียวกันทุกสายพันธุไมสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดได ดังนั้นอาจเปนไปไดวาการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคที่เกิดขึ้นนี้ อาจเปนผลมาจากเปนฤทธิ์ของกรด และแบคเทอริโอซิน (Franz 
et al., 1999) มีรายงานการศึกษาพบวา E. faecium สายพันธุ EK 13 สามารถสรางแบคเทอริโอซิน
ชนิด A (enterocin A) ซ่ึงมีผลตอการยับย้ังการเจริญของเช้ือ Salmonella spp. ได (Laukava et 
al., 2003) รายงานการศึกษาพบวา E. faecium สายพันธุ RJ16 สามารถสราง enterocin  AS-48 ที่
มีฤิทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (Samir et al., 
2005) และ S. Pullorum ได (Carina et al., 2000) 
 จากผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกของ E. faecium ท่ีแยกไดจากไกพื้น 
เมืองท้ัง 15 สายพันธุ ประกอบดวยความสามารถในการทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหาร



   

แบงเปนการทนกรด ทนน้ําดี ความสามารถในการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส ประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรค และสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืน ที่ E. faecium แตละสายพันธุสรางขึ้น สามารถ
สรุปไดวา E. faecium ทั้ง 15 สายพันธุนั้น พบ E. faecium จํานวน 2 สายพันธุท่ีมีคุณสมบัติเปน
โปรไบโอติกที่ดีที่สุดคือ EFMI 47 และ EFMI 49 เนื่องจากเปนสายพันธุที่สามารถทนตอกรด (pH 
2) ไดในระดับปานกลาง ทนตอน้ําดีไดนานถึง 4 ชั่วโมง สามารถยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไสไดดี
ท่ีสุด สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคได และสามารถสรางกรดและแบคเทอริโอซินได การศึกษา
รูปแบบการดื้อตอยาตานจุลชีพโดยใชเทคนิค Disk diffusion test ผลจากการทดสอบพบวา E. 
faecium ทั้งสองสายพันธุ (EFMI 47 และ EFMI 49) มีความไวรับตอยาตานจุลชีพทั้ง 11 ชนิด คือ 
amoxicillin+clavulanic, ciprofloxacin, gentamycin, trimethoprim+ sulphamethoxazole, 
vancomycin และ trimethoprim ในขณะเดียวกันด้ือตอยาตานจุลชีพ cefotaxime, erythromycin 
และ tetracyclin นอกจากนั้นยังไดทําการยืนยันสปชีสอีกคร้ังดวยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) และ DNA-DNA hybridization ผลจากการตรวจสอบยืนยันสปชีสโดยใชเทคนิค 
PCR พบวาทั้งสองสายพันธุเปน E. faecium และผลจากการตรวจสอบยืนยันสปชีสโดยใชเทคนิค 
DNA-DNA hybridization พบวาทั้งสองสายพันธุมีความคลายคลึงของ DNA (DNA-DNA 
homology) ตอเชื้อ E. faecium NRIC1145 สูงถงึ 82.4 และ 78.6% ตามลําดับ  
 
ขอเสนอแนะ 

การศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงคเพ่ือทําการคดัเลือก E. faecium จากไกพ้ืนเมืองมาใชเปนโปร
ไบโอติก โดยทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการ ประกอบดวยความ สามารถ
ในการทนตอสภาวะในระบบทางเดินอาหารแบงเปนการทนกรด ทนน้ําดี ความสามารถในการยึดติด
กับเยื่อเมือกผนังลําไส ประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค และสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนที ่
จากผลการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกของ E. faecium ท่ีแยกไดจากไกพื้นเมืองทั้ง 15 
สายพันธุ พบ E. faecium จํานวน 2 สายพันธุ ที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกไดดีที่สุดคือ EFMI 47 
และ EFMI 49  

การศึกษาในครั้งเปนเพียงการศึกษาในหองปฏิบัติการเพ่ือใหไดมาซ่ึงสายพันธุของเชื้อที่มี
ศักยภาพสามารถนําไปใชเปนโปรไบโอติกไดในอนาคต แตอยางไรก็ตามควรมีการศึกษาตอ
เพ่ิมเติมในสัตวทดลอง (in vivo) เพ่ือทําการศึกษาประสิทธิภาพในการสงเสริมการเจริญเติบโต การ
ลดแบคทีเรียกอโรค เปนตน ควรมีการศึกษาการทนตอกระบวนการผลิตเปนผลิตภัณฑรวม ถึง
ความคงทนของแบคทีเรียในผลิตภัณฑ เพ่ืออนาคตจะไดมีผลิตภัณฑโปรไบโอติกที่เปนของประเทศ
ไทยมีความเหมาะสมตอสัตวเศรษฐกิจในบานเราอยางแทจริง 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ สารเคมีและยาตานจลุชีพ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

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

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



   

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

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

 
1.5 MRS agar/broth/soft  

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



   

Agar    14  กรัม 
 
DDW    1 ลิตร 
ปรับ pH 6.2 + 1  
 

2. สารเคม ี 
1. สารละสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2 solution) 
2. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 
3. โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
4. กรดอะมิโนอารจินีน (Arginine) 
5. น้ําตาลซูโครส (Sucrose) 
6. น้ําตาลแมนนทิอล (Manitol) 
7. น้ําตาลอะราบโินส (Arabinose) 
8. น้ําตาลราฟฟโนส (Raffinose) 
9. น้ําตาลซอบิทอล (Sorbitol) 
10. น้ําตาลแลตโตส (Lactose) 
11. สารละลายแฮงบาลานส (Hank balance solution) 
12. โปรตีเนส เค (Proteinse K) 
13. ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs;A, C, G, T) 
14. กรดอีโทนีไดอะไมน เตตราอะซิติก (Ethoenediamine tetraacetic acid (EDTA))   
15. เอดทิเดียม โบรไมด (Ethidium bromide) 
16. กลีเซอรอลสําหรับ พีซอีาร (Glycerol for PCR) 
17. มารคเกอร (Low ladder marker) 
18. อะกาโรส (agarose) 
19. พรามเมอร (Oligonuecleotide primer) 
20. เอนไซม แทก ดีเอนเอ โพลีเมอเรส (Tag DNA polymerase) 
21. ทริส เบส (Tris-base) 
22. ไตรฟนิลเทตราโซเลียมคลอไรด (2,3,5 - Triphenyltetrazolium chloride) 

 
 
 
 



   

3. สวนประกอบของสารเคมีสําหรับการสกัด DNA และสําหรับ PCR 
 

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

 
3.2 dNTP mixture, 300 µl (10 mM) 

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

 
3.2 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

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

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

 
3.4 Ethidium bromide (10 mg/ml) 

Ethidium bromide  1 กรัม 
DDW   100 มิลลิลติร 

 
3.5 Loading dye 

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

 



   

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

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

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

4. สวนประกอบของสารเคมีสําหรับ DNA – DNA Hybridization  
 
4.1 2M H2SO4 

Conc. H2SO4 2 มิลลิลติร 
Distilled water 34 มิลลิลติร 

 
4.2 Phenol:chloroform (1:1) 

 ทําการละลายผลึก phenol ในอางควบคุมอุณหภูมิท่ี 65 องศาเซลเซียส จากนั้นนํามาผสม
กับ chloroform ในอัตราสวน 1:1 เก็บสารละลายที่ไดในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 

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

 
 
 



   

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

4.5 0.1M Tris NaCl (pH 9) 
Tris 1.21 มิลลิกรัม 
Distilled water 100 มิลลิลิตร 
นําสวนประกอบมาผสมกันแลวปรับ pH ใหเปน 9 ดวย HCl 
 

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

 
4.7 RNase T1 solution 

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

องศาเซลเซียส นาน 5 – 10 นาที เก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

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

 
4.9 Prehybridization solution 

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

 



   

4.10 Hybridization solution 
Prehybridization solution 100 มิลลิลิตร 
Dextran sulfate 5 มิลลิลิตร 

 
4.11 solution I 

Bovine serum albumin 
(Fraction V) 

0.25 กรัม 

Triton X-100 50 ไมโครลิตร 
PBS 50 ไมโครลิตร 

 
4.12 solution II 

Streptavidin-POD 1 ไมโครลิตร 
Solution I 4 ไมโครลิตร 

 
4.13 solution III 

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

  

 
5. ยาตานจุลชีพ  

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



   

6 การทดสอบทางชีวเคม ี
 

6.1 การทดสอบการติดสีแกรมส 
เขี่ยเชื้อบรสิุทธิ์ลงบนแผนสไลด นําไปผานเปลวไผ 2 – 3 ครั้ง ยอมสีดวยสารละลาย crystal 

violet เปนเวลา 1 นาที ลางสีออกดวยน้ํากลั่น หยดสารละลายไอโอดีนทิ้งไว 1 นาที ลางออกดวยน้ํา
กลั่น ลางสีออกดวยแอลกอฮอล 95% นาน 10 วินาที ยอมทับดวยสารละลาย safranin O นาน 30 
นาที ลางออกดวยน้ํากลั่น ซับแผนสไลดใหแหง นําไปตรวจดู รูปรางของเซลล การเรียงตัว และการ
ติดสีแกรมส ดวยกลองจุลทรรศกําลังขยาย 100 เทา 

 
6.2 ทดสอบการสรางเอ็นไซมคะตะเลส 

นําเชื้อบริสุทธิท์ี่เลี้ยงไว 24 ชั่วโมง เขีย่ลงบนแผนสไลด หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด (H2O2) 3% จํานวน 2 – 3 หยด เชื้อท่ีใหผลบวกตอการทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส 
จะเห็นเปนฟองอากาศฟูออกมาจากโคโลนีของเช้ือ โดยใช Bacillus subtillis เปนเชื้อควบคุมซึ่งจะ
ใหผลเปนบวก 
 

6.3 ความสามารถในการเจริญเตบิโตที่  45 องศาเซลเซียส  
ทําการเพาะเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือ BHI broth แลวนําไปบมเพาะที่อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง เชื้อที่ใหผลบวกตอการทดสอบจะพบวาอาหารเลีย้งเชื้อขุน 
 

6.4 ความสามารถในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีความเขมขนของเกลือ 6.5%  
ทดสอบการใชทําการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI broth ท่ีมีสวนผสมของโซเดียม

คลอไรด 6.5% แลวนําไปบมเพาะที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เชื้อที่ให
ผลบวกตอการทดสอบจะพบวาอาหารเลีย้งเช้ือขุน 

 
6.5 การทดสอบ arginine hydrolysis และการสรางกรดจาก sucrose, mannitol, 

arabinose, raffinose, sorbitol และ lactose  
ทําการเพาะเลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว ที่มีสวนผสมของ arginine และนํ้าตาล 

sucrose, mannitol, arabinose, raffinose, sorbitol และ lactose ความเขมขนสดุทายเปน 1% แลว
นําไปบมเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 – 48  ชั่วโมง กรณีของเชื้อที่ใหผลบวกตอ
การทดสอบ arginine hydrolysis จะพบวาอาหารเลีย้งเชื้อไมเปลีย่นส ี สวนเชือ้ที่ใหผลบวกตอการ
ทดสอบการใชน้ําตาลตางๆ จะพบวาอาหารเลี้ยงเช้ือมีการเปลี่ยนสจีากสีเขียวเปนสีเหลือง 
 



   

ภาคผนวก ข 
 
ตารางที่ 20 Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus จากตัวอยางกระเพาะพัก

ของไกพื้นเมือง 
กระเพาะพักของไกพ้ืนเมือง 

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

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



   

 
ตารางที่ 21 Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus จากตัวอยางลําไสเล็กสวน

ตนของไกพ้ืนเมือง 
ลําไสเล็กสวนตนของไกพ้ืนเมือง 

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

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

 



   

ตารางที่ 22 Total Viable Count (log10 CFU/gm) ของ Enterococcus จากตัวอยางลําไสเล็กสวน
ปลายของไกพ้ืนเมือง 

ลําไสเล็กสวนปลายของไกพ้ืนเมือง 
(n=30) 

Total Viable Count (log10 CFU/gm)ของ Enterococcus 

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

 
 



   

ตารางที่ 23 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง  
 

isolates 
Characteristics 

EFMC1 EFMC2 EFMC3 EFMC4 EFMC5 EFMC6 EFMC7 EFMC8 EFMC9 EFMC10 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

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

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

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



   

ตารางที่ 24 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
 

isolates 
Characteristics 

EFMC11 EFMC12 EFMC13 EFMC14 EFMC15 EFMC16 EFMC17 EFMC18 EFMC19 EFMC20 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

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

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

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



   

ตารางที่ 25 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
  

isolates 
Characteristics 

EFMC21 EFMC22 EFMC23 EFMC24 EFMD25 EFMD26 EFMD27 EFMD28 EFMD29 EFMD30 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

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

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

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



   

ตารางที่ 26 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
 

isolates 
Characteristics 

EFMD31 EFMD32 EFMD33 EFMD34 EFMD35 EFMD36 EFMD37 EFMD38 EFMD39 EFMD40 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

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

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

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



   

ตารางที่ 27 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
 

isolates 
Characteristics 

EFMD41 EFMI42 EFMI43 EFMI44 EFMI45 EFMI46 EFMI47 EFMI48 EFMI49 EFMI50 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

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

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

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



   

ตารางที่ 28 คุณสมบัติของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมือง (ตอ) 
 

isolates 
Characteristics 

EFMI51 EFMI52 EFMI53 EFMI54 EFMI55 EFMI56 EFMI57 EFMI58 EFMI59 EFMI60 

Shape cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci cocci 

Catalase 
reaction 

- - - - - - - - - - 

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

Growth in 6.5% 
NaCl 

+ + + + + + + + + + 

Arginine 
hydrolysis 

+ + + + + + + + + + 

Acid from           

Arabinose + + + + + + + + + + 

Lactose + + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + + + + 

Raffinose - - - - - - - - - - 

Sorbitol + + + + + + + + + + 

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



   

ตารางที่ 29  อัตราการอยูรอดของ E. faecium แตละสายพันธุที่แยกไดจากไกพ้ืนเมืองในการทนตอ
กรด (pH 2.0) ปริมาณของ E. faecium เริ่มตนคือ 1.5x108 CFU/mL  

 
 

 
 

 
 
 
 
 

ปริมาณของเซลลทีเ่หลืออยู  สายพันธุ 
(CFU/mL) Log10 (CFU/mL) (%) 

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



   

ตารางที่ 30  ความสามารถในการทนตอน้ําดี (bile) ที ่1 ชั่วโมง ของ  E. faecium แตละสายพันธุที่
แยกไดจากไกพ้ืนเมือง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สายพันธุ ปริมาณเชื้อเริ่มตน  
(Log10CFU/mL) 

ปริมาณเชื้อลดลง  
(Log10 CFU/mL) 

การอยูรอดของเชื้อ  
(%) 

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



   

ตารางที่ 31  ความสามารถในการทนตอน้ําดี (bile) ที่ 2 ชั่วโมง ของ  E. faecium แตละสายพันธุที่
แยกไดจากไกพ้ืนเมือง 

สายพันธุ ปริมาณเชื้อเริ่มตน  
(Log10CFU/mL) 

ปริมาณเชื้อลดลง  
(Log10CFU/mL) 

การอยูรอดของเชื้อ  
(%) 

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

แยกไดจากไกพ้ืนเมือง 

สายพันธุ 
ปริมาณเชื้อเริ่มตน 
 (Log10CFU/mL) 

ปริมาณเชื้อลดลง 
 (Log10CFU/mL) 

การอยูรอดของเชื้อ 
 (%) 

EFMC 21 6.75 4.32 62.7 
EFMD 30 6.04 4.36 71.2 
EFMI 47 6.25 1.35 21.3 
EFMI 49 6.50 2.46 38.5 
  
 
ตารางที่ 33 ความสามารถในการทนตอน้ําดี (bile) ท่ี 4 ชั่วโมง ของ E. faecium แตละสายพันธุที่

แยกไดจากไกพ้ืนเมือง 
 
 
 
 
 
 

 
 

สายพันธุ 
ปริมาณเชื้อเริ่มตน  
(Log10CFU/mL) 

ปริมาณเชื้อลดลง  
(Log10CFU/mL) 

การอยูรอดของเชื้อ  
(%) 

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



   

ตารางที ่ 34 ประสิทธิภาพการยึดติดกับเยื่อเมือกผนังลําไส ของ E. faecium แตละสายพันธุที ่
 แยกไดจากไกพ้ืนเมือง ปริมาณเซลลเริ่มตน 1.5x108 CFU/mL 

 
ปริมาณเชื้อจับเกาะ(log10CFU/mL) 

สายพันธุ 
ซํ้า 1 ซ้ํา 2 ซ้ํา 3 ซ้ํา 4 

คาเฉลี่ย ปริมาณเชื้อจับเกาะ  
(%) 

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



   

ตารางที่  35 ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคของ E. faecium แตละสายพันธุท่ีแยกได
จากไกพื้นเมือง 

 ขอบเขตในการยับยั้ง (inhibition zone, mm)  
สายพันธุ 

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

คาเฉลี่ย 
1 2 3 4 

คาเฉลี่ย 
1 2 3 4 

คาเฉลี่ย 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

ประวตัิผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางนภาพร เลิศวรปรีชา เกิดเมื่อวันท่ี 15 มีนาคม 2522 จังหวัดนครพนม จบการศึกษา
วิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีววิทยาประยุกต) คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยราชภัฏจันทรเกษม ป
การศึกษา 2541 ปจจุบันทํางานที่ศูนยติดตามการดื้อยาของเชื้อโรคอาหารเปนพิษ (ภายใตความ
รวมมือขององคการอนามัยโลก) คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตําแหนง 
นักวิทยาศาสตร  
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