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บทคดัย่อ 
 

 ความปลอดภยัของอาหารเป็นส่ิงท่ีส าคญัมาก เพ่ือหลีกเล่ียงผลเสียท่ีเกิดจากการใชส้ารปฏิชีวนะและสารเร่ง
การเจริญเติบโต โปรไบโอติกจึงถูกน ามาใช้ในการเล้ียงสัตวเ์ศรษฐกิจรวมถึงไก่ดว้ย งานวิจยัน้ีจึงศึกษาคุณสมบติั
การเป็นโปรไบโอติกของแบคทีเรียแลกติกจ านวน 145 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกไดจ้ากกระเพาะพกั ล าไส้เลก็ และล าไส้
ใหญ่ของไก่เบตง การคดัเลือกเบ้ืองตน้โดยใชคุ้ณสมบติัการทนกรด พบ 22 ไอโซเลท ทนต่อกรดพีเอช 2 เป็นเวลา  
2 ชัว่โมง โดยมีอตัราการรอดชีวิตสูงกวา่ร้อยละ 50 เม่ือน าแบคทีเรียเหล่าน้ีไปบ่มในระบบกระเพาะอาหารและล าไส้
จ าลองพบ 13 ไอโซเลท ได้แก่ F/Cr 01007, F/Cr 01008, A/Cr 04002, A/Si 04001, A/Si 04002, A/Si 04014, A/Si 
04015, S/Si 04024, A/Li 04008, A/Li 05011, F/Si 06001, A/Cr 07010 และ A/Li 07003 มีอตัราการรอดชีวิตร้อยละ 
51.66-88.59 จากนั้นศึกษาความไม่ชอบน ้าเพ่ือบ่งช้ีการเกาะติดล าไส้ของเซลลเ์ซอร์เฟส พบ 11 ไอโซเลท มีผลบ่งช้ี
การเกาะติดล าไส้มากกว่าร้อยละ 90.28 และ 82.89 ในไซลีนและทูลูอีน ตามล าดบั  เม่ือทดสอบความตา้นทานต่อ
สารปฏิชีวนะพบว่าไอโซเลทท่ีแสดงคุณสมบติัเด่นในดา้นความสามารถรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารจ าลองและ
เซลล์เซอร์เฟสมีความไม่ชอบน ้ าสูง ต้านทานสารปฏิชีวนะจ านวน 5-9 ชนิด คือ F/Cr 01007, A/Si 04002, S/Si 
04024, A/Li 04008, A/Li 05011, F/Si 06001 และ A/Cr 07010 เม่ือวิ เคราะห์ชนิดของแบคที เรียแลกติกทั้ ง 7  
ไอโซเลทน้ี โดยเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบัเบสใน 16S rDNA พบว่าแบคทีเรียเหล่าน้ีมีความคลา้ยคลึง 
Lactobacillus reuteri ร้อยละ 99 ผลการศึกษาน้ีช้ีใหเ้ห็นว่าแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus reuteri ท่ีคดัแยกไดจ้าก
ทางเดินอาหารของไก่เบตงสามารถน าไปพฒันาใชเ้ป็นโปรไบโอติกได ้
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ABSTRACT 
 

 Food safety is very important. In order to avoid undesirable results of antibiotics and growth promoting 
agents, probiotic has been used in economic animals including poultry husbandry. This research studied the 
probiotic properties of 145 strains of lactic acid bacteria (LAB) isolated from crop, small and large intestinal tract 
of Be-tong chicken. According to the primary screen method for acid tolerance, twenty-two isolates exhibited the 
acid tolerance with survival higher than 50% at pH 2 for 2 hours. These 22 strains were then incubated in 
simulated gastrointestinal tract. Thirteen strains including F/Cr 01007, F/Cr 01008, A/Cr 04002, A/Si 04001, A/Si 
04002, A/Si 04014, A/Si 04015, S/Si 04024, A/Li 04008, A/Li 05011, F/Si 06001, A/Cr 07010 and A/Li 07003 
showed the tolerance with survival ranging from 51.66 to 88.59%. Eleven strains had more over 90.28 and 
82.89% hydrophobicity in xylene and toluene, respectively. The antibiotic resistance of these LAB showed that 
F/Cr 01007, A/Si 04002, S/Si 04024, A/Li 04008, A/Li 05011, F/Si 06001 and A/Cr 07010 had high survival 
under the simulated gastrointestinal tract and high cell surface hydrophobicity could tolerate to 5-9 antibiotics. 
These 7 strains were identified as Lactobacillus reuteri with the 99% similarity by 16S rDNA sequence analysis. 
This research study indicates that it is possible to use Lactobacillus reuteri from gastrointestinal tract of Be-tong 
chicken as effective probiotic. 
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บทน า 
 ไก่เบตงเป็นไก่พนัธ์ุพ้ืนเมืองท่ีนิยมเล้ียงกนัใน
สามจังหวัดชายแดนใต้ ได้แก่  ยะลา ปัตตานี  และ
นราธิวาส (ป่ิน และคณะ, 2543) เป็นไก่ท่ีมีรสชาติอร่อย 
เน้ือนุ่ม มีไขมันน้อย กล่ินหอมน่ารับประทานและ
ปราศจากสารเร่งการเจริญเติบโต จึงเป็นท่ีนิยมบริโภค
และ เป็ น ท่ี ต้องการทั้ งจากภายในประ เทศและ
ต่างประเทศ (มาเลเซีย และสิงคโปร์) ส่งผลใหไ้ก่เบตงมี
ราคาค่อนขา้งสูง ปัจจุบนัราคาไก่จากฟาร์มกิโลกรัมละ 
350 บาท หรือไก่น่ึงแลว้ส าหรับรับประทานกบัขา้วมนั
ไก่ราคาตัวละ 1,200-1,800 บาท ดังนั้นไก่เบตงจึงเป็น
สัตวเ์ศรษฐกิจท่ีส าคญัชนิดหน่ึงของทอ้งถ่ินในภาคใต้
ตอนล่าง อย่างไรก็ตามในการเล้ียงไก่อาจมีปัญหาการ
เกิดโรค เช่น โรคระบาดทางเดินหายใจ โรคนิวคาสเซิล 
อ หิ วาห์ สั ตว์ ปี กและโรค ฝี ด าษ  (สุ มิ ตรา , 2550)  

วิธีแกปั้ญหาน้ีคือ การใชส้ารเคมีหรือยาปฏิชีวนะและ
วคัซีน อย่างไรก็ตามการใช้ยาปฏิชีวนะอาจส่งผลให้
เกิดการด้ือยาของจุลินทรียแ์ละการตกคา้งของสารเคมี
ในเน้ือไก่ซ่ึงจะส่งผลกระทบโดยตรงต่อผู ้บริโภค 
ดังนั้ นปัจจุบันการเล้ียงสัตว์แบบอินทรีย์เพ่ือเพ่ิม
คุณภาพของการผลิต โดยไม่ให้เกิดผลกระทบต่อ
สภาพแวดลอ้ม สุขภาพสัตว์และผูบ้ริโภคจึงมีความ
ต้องการมากข้ึน การใช้แบคทีเรียโปรไบโอติกเพ่ือ
ส่งเสริมการเจริญและสร้างภูมิคุ ้มกันในไก่จึงเป็น
แนวทางหน่ึงท่ีน่าสนใจ  
 จุลินทรียโ์ปรไบโอติก (probiotic) คือจุลินทรีย์
ท่ีมีชีวิตและเม่ือไดรั้บในปริมาณท่ีเหมาะสมจะส่งผลดี
ต่อสุขภาพของผู ้ท่ีได้รับหรือเจ้าบ้าน (host) (Shah, 
2000) เน่ืองจากโปรไบโอติกมีบทบาทในการปรับ
สมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส ้ผลิตเอนไซมส์ าหรับยอ่ย 
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อาหารบางช นิด  ส่ งผล เพ่ิ มสารอาหารและการ
เจริญเติบโตของเจา้บา้น สร้างสารยบัย ั้งการเจริญของ 
จุลินทรีย์ก่อโรคและกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกาย (Sieladie et al., 2011) หลกัในการคดัเลือกสาย
พนัธ์ุโปรไบโอติกนั้นเบ้ืองตน้พิจารณาจากการทนต่อ
กรด รวมถึงการมีชีวิตรอดอยู่ในกระเพาะอาหารและ
ล าไส้ การยึดเกาะล าไส้ได้ดีกว่าจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน  
ซ่ึงคุณสมบติัเหล่าน้ีแสดงถึงความสามารถในการรอด
ชีวิตและมีแนวโนม้ยึดเกาะเซลลเ์จา้บา้นไดดี้ สามารถ
ปรับตวัให้เขา้กบัส่ิงแวดลอ้มไดดี้ และเป็นประโยชน์
ต่อการพฒันาการตอบสนองของภูมิคุม้กนัในร่างกาย
เจ้าบ้าน (Balcázar et al., 2008) โปรไบโอติกท่ีนิยม
ส่วนใหญ่เป็นจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียแลกติก เช่น 
Lactobacillus sp. และ Bifidobacterium sp. เน่ืองจาก
เป็น จุลินทรีย์ท่ีปลอดภัย (Generally recognized as 
safe: GRAS) (Klayraung et al., 2008)  แ ล ะ เ ป็ น 
โปรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพสูง ทั้ งน้ีแหล่งของ
จุลินทรียก์็มีความส าคญั จุลินทรียท่ี์คดัแยกมาจากเจา้
บา้นท่ีจะน ากลบัมาใชเ้ป็นโปรไบโอติกนั้นมีประโยชน์
ในแง่ความจ าเพาะในดา้นระบบนิเวศของจุลินทรียก์บั
เจา้บา้น (Sahu et al., 2008) โดยแบคทีเรียแลกติกท่ีคดั
แยกจากทางเดินอาหารไก่พบว่าเป็นชนิด L. reuteri,  
L. salivarius แ ล ะ  L. crispatus (Nitisinprasert et al., 
2000; Taheri et al., 2009a; Heravi et al., 2011) 
 ดังนั้นวตัถุประสงค์ของงานวิจัยน้ีคือคัดแยก
แบคทีเรียแลกติกท่ีมีศักยภาพเป็นโปรไบโอติกจาก
ทางเดินอาหารของไก่เบตง เพ่ือเป็นข้อมูลส าหรับ
อนาคตในการน าแบคทีเรียชนิดท่ีมีความเป็นโปรไบโอ
ติกไปใชเ้สริมอาหารเพ่ือเล้ียงไก่เบตง  
 

วธิดี าเนินการวจิัย 

1. การคัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของ
ไก่เบตง 

  คดัแยกแบคทีเรียแลกติกจากกระเพาะพกั ล าไส้
เลก็และล าไส้ใหญ่ของไก่เบตงพนัธ์ุแท ้อายุประมาณ 6 
เดือน จากอ าเภอเบตง จงัหวดัยะลา โดยน าตวัอย่างมา
แช่ในแอลกอฮอลร้์อยละ 70 เป็นเวลา 30 วินาที 2 คร้ัง 
จากนั้นแช่ในน ้ ากลัน่ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ 2 คร้ัง แลว้
น าตวัอยา่งปริมาณ 10 กรัม ผสมกบัสารละลายโซเดียม
คลอไรด์ความ เข้มข้น ร้อยละ  0.85 ป ริมาตร  90 
มิลลิลิตร ตีป่ันด้วยเคร่ืองตีป่ัน เป็นเวลา 1 นาที และ 
เจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
ร้อยละ 0.85 แบบ ten-fold serial dilution ให้มีจ านวน
แบคทีเรียท่ีเหมาะสม จากนั้นเกล่ียบนอาหารแขง็ MRS 
(Difco, Detroit, MI, USA) ท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 
(Scharlau Chemie, S.A.) ร้ อ ยล ะ  0.5 (น ้ าห นั ก ต่ อ
ปริมาตร) แลว้น าไปบ่มใน anaerobic jar ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง นับจ านวน
แบคทีเรียสร้างกรดซ่ึงมีโซนใสรอบโคโลนี แลว้สุ่ม
เลือกโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะแตกต่างกัน
น ามา streak ลงบนอาหารแข็งชนิดเดิมอีก 2-3 คร้ัง 
เพ่ือให้ได้เช้ือบริสุท ธ์ิ จากนั้ นน าโคโลนี ท่ีได้มา
ทดสอบการเป็นแบคทีเรียแลกติกโดยการยอ้มสีแกรม
และทดสอบการสร้างเอนไซมค์ะตะเลส  
2. การเตรียมแบคทีเรียแลกติกและทดสอบคุณสมบัติ
โปรไบโอตกิ 
  ถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลกติกร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ลงในอาหารเหลว MRS บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซล เซี ยส  เป็น เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้ นน า
แบคทีเรียแลกติกไปป่ันเหว่ียงความเร็ว 8,000 รอบต่อ
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ลา้ง
เซลล ์2 คร้ัง ดว้ยฟอสเฟสบฟัเฟอร์ พีเอช 6  
 2.1 การทนต่อกรด 
 การทดสอบการทนต่อกรดดดัแปลงวิธีการมา
จาก Taheri et al. (2009b) น าตะกอนเซลล์ท่ีป่ันเหว่ียง
แลว้ไปแขวนลอยในฟอสเฟสบฟัเฟอร์พีเอช 2 โดยใช ้
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กรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปรับพีเอช 
นบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวิตรอดหลงัจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง โดยวิธีการ drop 
plate บนอาหารแข็ง MRS บ่มเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง 
ใน anaerobic jar และค านวณอตัราการรอดชีวิต โดย
อตัราการรอดชีวิต (%) = (log จ านวนเซลลท่ี์รอดชีวิต
หลงัการทดสอบ (CFU/mL) ×  100)/ log จ านวนเซลล์
เร่ิมต้น (CFU/mL) การรายงานผลอา้งอิงตามวิธีของ 
Lertworapreecha et al. (2011) 
 2.2 การมีชีวิตรอดภายใต้สภาวะระบบกระเพาะ
อาหารและล าไสจ้ าลอง 
 น าแบค ที เรียแลก ติก ท่ี ป่ั น เห ว่ียงแล้วไป
แขวนลอยในน ้ าย่อยกระเพาะอาหารสังเคราะห์
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ท่ีประกอบด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0.85 ท่ี มี เปปซิน (Sigma, 
Basingstoke, Hampshire, UK) 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปรับพีเอชเป็น 2 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก นับจ านวน
แบคทีเรียเร่ิมตน้โดยวิธี drop plate จากนั้นน าแบคทีเรีย
ท่ีอยู่ในน ้ าย่อยสังเคราะห์ไปบ่มในเค ร่ืองเขย่า ท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง นับจ านวนแบคทีเรียท่ีมี
ชีวิตรอดในกระเพาะอาหารจ าลอง น าแบคทีเรียท่ีอยูใ่น
น ้ าย่อยสังเคราะห์น้ีไปป่ันเหว่ียง 8,000 รอบต่อนาที 
อุณหภู มิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  แล้ว 
เทน ้ าย่อยสังเคราะห์ท้ิง และแทนท่ีด้วยของเหลวใน
ล าไส้จ าลอง ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดว้ย 
แพนครีเอติน (Sigma, Basingstoke, Hampshire, UK)  
1 มิ ล ลิก รัม ต่ อ มิ ล ลิ ลิตร  และ เก ลือน ้ า ดี  (Oxoid, 
Basingstoke, Hampshire, UK) ร้อยละ 1.0 (น ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) ปรับพีเอชเป็น 8 โดยใช้โซเดียมไฮดรอก
ไซด์ นับจ านวนแบคทีเรียก่อนและหลงัน าไปบ่มใน
เคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แลว้ค านวณอตัรา
การรอดชีวิตตามวิธีในขอ้ 2.1 

 2.3 ความไม่ชอบน ้าของเซลลเ์ซอร์เฟส 
 ค ว า ม ไ ม่ ช อ บ น ้ า ข อ ง เซ ล ล์ เซ อ ร์ เฟ ส  
(cell surface hydrophobicity) ทดสอบโดยดดัแปลงวิธี
ของ Taheri et al. (2009a) น าแบคทีเรียแลกติกไปป่ัน
เหวี่ยง 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ลา้งตะกอน
เซลล์ 2 คร้ัง และปรับความเข้มข้นของเซลล์ด้วย
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0.85 ใหมี้ความขุ่น 
0.5 โดยวัดความขุ่ นด้วยส เปคโตรโฟโตมิ เตอ ร์ 
(Biochrom, Libra S12) ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
(OD600) และน าไปใส่ในหลอดทดลองๆ ละ 3 มิลลิลิตร 
จากนั้ น เติมทูลูอีน (toluene, Panreac Quimica SAU, 
Barcelona, Espana) แ ล ะ ไ ซ ลี น  ( xylene, Panreac 
Quimica SAU, Barcelona, Espana) ป ริ ม า ต ร  1 
มิลลิลิตร ลงในเซลล์แขวนลอย ผสมให้เข้ากันโดย 
vortex เป็น เวลา 90 วินาที  จากนั้ นวางไว้ 15 นาที 
เพ่ือให้เกิดการแยกชั้ น วดัความขุ่น OD600 ค านวณ
ความไม่ชอบน ้ าของเซลล์เซอร์เฟส ตามสมการ cell 
surface hydrophobicity (%) =  {(OD0-ODt)/OD0} ×  
100 เ ม่ื อ  OD0 แ ล ะ  ODt คื อ ค ว าม ขุ่ น ข อ ง เซ ล ล์
แขวนลอยก่อนผสมทูลูอีนหรือไซลีนและความขุ่นของ
ชั้นน ้าหลงัผสมทูลูอีนหรือไซลีน 
 2.4 การตา้นทานสารปฏิชีวนะ 
 ทดสอบการตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะโดยวิธี 
disc diffusion (Bauer et al., 1966) โดยน าส าลี (cotton 
swab) จุ่มในแบคทีเรียความเขม้ขน้ 108 CFU/mL และ
เก ล่ียบนผิ วหน้ าอาหารแข็ ง  Brain Heart Infusion 
(Difco, Detroit, MI, USA) เม่ือผิวหน้าอาหารแห้งน า
แผ่นยาปฏิชีวนะจ านวน 13 ชนิด ไดแ้ก่ ampicillin (10 
µg), chloramphenicol (30 µg), cephalothin (30 µg), 
erythromycin (15 µg), gentamycin (10 µg), 
kanamycin (30 µg), nalidixic acid (30 µg), 
nitrofurantoin (300 µg), norfloxacin (10 µg), 
novobiocin (5 µg), tetracycline (30 µg), 
sulfamethoxazole/trimethoprim (23.75 µg/1.25 µg) 
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และ oxytetracycline (30 µg) วางบนผิวหนา้อาหารแข็ง 
บ่ม 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผล
โดยวดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของบริเวณใส รายงาน
ผลเป็น susceptible (S), intermediate (I) และ resistant 
(R) ตามมาตรฐานท่ีก าหนดไวส้ าหรับสารปฏิชีวนะแต่
ละชนิด 
3. การเทียบเคียงสายพนัธ์ุแบคทีเรียแลกตกิ 
  น าแบ ค ที เรี ยแ ลก ติ ก ท่ี มี คุ ณ สมบั ติ เป็ น 
โป รไบ โอ ติ ก ไป เที ยบ เคี ย งส ายพัน ธ์ุ  โด ยท า 
polymerase chain reaction (PCR) มี  universal primers 
เ ป็ น  27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) 
และ 1492R (5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) 
และวิเคราะห์ล าดับเบส 16S rDNA โดย blast ผลกับ 
นิ วค ลี โอไทด์ ใน  NCBI ด า เนิ น ก ารโดยบ ริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลีใต ้
4. การวเิคราะห์ข้อมูลและสถิตทิี่ใช้ 
  ท าการทดลอง 3 ซ ้ า และน าผลการทดลองมา
ค านวณหาค่าเฉ ล่ียและส่วน เบ่ี ยงเบนมาตรฐาน  
ใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป SPSS วิเคราะห์ความแปรปรวน
แบบจ าแนกทางเดียวด้วยวิธีทางสถิติ ด้วย ANOVA  
ท่ีระดับความเช่ือมั่น ร้อยละ 95 และเปรียบเทียบ
ค่ า เฉ ล่ี ย ด้ ว ย วิ ธี  Duncan's new multiple range test 
(DMRT)  
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 

1. การคัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของ
ไก่เบตง 
  การคัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากกระเพาะพัก 
ล าไส้เล็ก ล าไส้ใหญ่ของไก่เบตง พบแบคทีเรียสร้าง
กรดซ่ึงติดสีแกรมบวกและไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส 
จ านวน 145 ไอโซเลท (ตารางท่ี 1) ปริมาณ 1.00 ×  104 -
1.47x108 CFU/g ใกลเ้คียงกบัปริมาณแบคทีเรียแลกติก 
(105-108 CFU/g) ท่ีพบในกระเพาะพกั ล าไส้เลก็ ล  าไส้
ใหญ่ และไส้ต่ิงของไก่กระทงอายุ 40-50 วนั และไก่

พ้ืน เมืองอายุ 3-4 เดือน ท่ีขายในท้องตลาดทั่วไป  
(หทยัรัตน,์ 2551) 
 

ตารางที่ 1  จ านวนไอโซเลทและความเขม้ขน้ของ 
   แบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกไดจ้ากทางเดิน 
   อาหารไก่เบตง  
ทางเดินอาหาร จ านวน

ไอโซเลท 
แบคทีเรียแลกตกิ 

(CFU/g) 
กระเพาะพกั 64 4.50× 104-1.47× 108 
ล  าไสเ้ลก็ 39 1.00× 104-4.90× 107 
ล  าไสใ้หญ่ 42 1.00× 104-1.21× 108 
 

2. การทนต่อกรด 
 การทนต่อกรดเป็นคุณสมบติัส าคญัอนัดบัแรก
ของโปรไบโอติก เน่ืองจากโปรไบโอติกจะถูกบริโภค
ผ่านทางหลอดอาหารไปยังกระเพาะอาหาร ซ่ึ ง
กระเพาะอาหารไก่ประกอบดว้ย กระเพาะพกั กระเพาะ
จริงและกระเพาะบด กระเพาะแต่ละส่วนมีพีเอชเท่ากบั 
4.0-6.3, 3.2-4.8 และ 2.5-4.7 ตามล าดับ (หทัยรัตน์ , 
2551) ดังนั้ นงานวิจัยน้ี จึงใช้คุณสมบัติ น้ีคัดกรอง
แบคทีเรียแลกติกเป็นอนัดบัแรก จากการทดสอบการ
ทนต่อกรดพีเอช 2 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง พบแบคทีเรีย
แลกติกมีอตัราการรอดชีวิตสูงกว่าร้อยละ 50 จ านวน 
22 ไอโซเลท (ร้อยละ 15.17) และมีอตัราการรอดชีวิต
สูงกว่าร้อยละ 90 จ านวน 3 ไอโซเลท (ภาพท่ี 1) คือ 
F/Si 06001, F/Cr 01010 และ  A/Si 01002 ในขณะท่ี
แบคทีเรียแลกติกโปรไบโอติก LT116 และ LT130  
ท่ีคดัแยกจากทางเดินอาหารไก่กระทง มีอตัราการรอด
ชีวิตต ่ากว่าร้อยละ 60 และ 30 ตามล าดับ ในสภาวะ 
พี เอ ช  2 น าน  90 น า ที  (Taheri et al., 2009a) แล ะ
สอดคลอ้งกบัการคดัแยกแบคทีเรียแลกติกจากอาหาร
หมักดองซ่ึงพบว่าแบคที เรียจ านวน 5 ไอโซเลท  
จากทั้งหมด 23 ไอโซเลท ทนต่อพีเอช 2 ไดดี้ มีปริมาณ
เซลล์มากกว่า 108 CFU/mL (สายใจ และคณะ, 2558) 
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โดยใน ท่ี น้ี แบคที เรีย ท่ีทนกรดได้ส่ วนให ญ่ คือ
แบคทีเรียจากกระเพาะพกั (11 ไอโซเลท) เป็นไปไดว้่า
เป็นเพราะแบคทีเรียเหล่าน้ีเป็นแบคทีเรียประจ าถ่ิน 
ท่ีพบไดใ้นกระเพาะพกั เน่ืองจากค่าความเป็นกรดด่าง
ภายนอกเซลล์ ส่ งผล ต่อความ เป็นกรด ด่ างของ 
ไซโตพลาซึมของเซลล์ ดังนั้ นโดยทั่วไปแบคทีเรีย 
แลกติกจะชะลอการเจริญเม่ือเล้ียงในสภาวะท่ีมีค่าเป็น
กรดหรือด่างสูง (ฐิติรัตน์ และ นงนุช, 2555) แต่การท่ี
แบคทีเรียแสดงความแตกต่างกนัในการทนต่อกรดอาจ
เกิดความแตกต่างขององค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์
และกิจกรรมของเอนไซม์ H+-ATPase ของแบคทีเรีย
นั้น (Musikasang et al., 2009) แบคทีเรียท่ีทนต่อกรด
ไดดี้เกิดจาก H+-ATPase ขบัโปรตอนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์
ไดดี้ ส่งผลต่อการรักษาค่าพีเอชของไซโตพลาซึมให้
ค ง ท่ี  (Matsumoto et al., 2004; Ventura et al., 2004) 
ดงัท่ีเคยมีรายงานการทนกรดของ L. acidophilus และ 
Enterococcus hirae เน่ืองจากการเพ่ิมข้ึนของกิจกรรม
ขอ ง เอน ไซ ม์ น้ี  (Kobayashi et al, 1986; Lorca and 
Valdez, 2001) แมว้่าทางเดินอาหารของไก่จะสั้ นกว่า
สัตว์อ่ืนและอาหารจะอยู่ในทางเดินอาหารประมาณ 
2.5 ชัว่โมงเท่านั้น อยา่งไรก็ตามพบว่าพีเอชของน ้ายอ่ย
ในอาหารสามารถลดต ่าลงได้ถึง 0.5-2.0 ดังนั้ นจึงมี
อิทธิพลต่อการอยูร่อดของจุลินทรีย ์
3. การมีชีวิตรอดภายในสภาวะระบบกระเพาะและ
ล าไส้จ าลอง 
 โปรไบโอติกจะถูกบริโภคและผ่านสภาวะใน
กระเพาะอาหารท่ีมีพีเอชระหวา่ง 2.5-4.8 และมีเปปซิน
แลว้จึงผ่านล าไส้เล็กซ่ึงมีพีเอชระหว่าง 5.7-8.4 (รุจา, 
2544) และมีเอนไซม์แพนครีเอตินและเกลือน ้ าดีอยู่
ดว้ย ดงันั้นแบคทีเรียท่ีไดรั้บผลกระทบจากสภาวะกรด
สูงจะไดรั้บการเปล่ียนแปลงสภาวะอย่างกระทันหัน 
และเป็นสภาวะท่ีมีผลกระทบต่อการรอดชีวิต ดงันั้น
การทดสอบเลียนแบบสภาวะทางเดินอาหารจริงจึงเป็น 

การทดสอบท่ีบอกถึงการรอดชีวิตของแบคทีเรียได้
ใกลเ้คียงกบัความเป็นจริงมากท่ีสุด การทดลองพบว่า
ไอโซเลท A/Li 05011 มีอตัราการรอดชีวิตผ่านระบบ
ทางเดินอาหารจ าลองสูงท่ีสุดเท่ากบัร้อยละ 88.59 และ 
 

 
ภาพที่ 1  การทนต่อกรดของแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยก 
    จากกระเพาะพกั ล าไสเ้ลก็ และล าไสใ้หญ่ 
    ของไก่เบตงในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 2 
    เป็นเวลา 2 ชัว่โมง (อตัราการรอดชีวิต <50%  
    = ไม่ทน, 50-75% = ต ่า, 75-90% = ปานกลาง,  
    >90% = มาก) 
 

ไอโซเลทท่ีมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่าร้อยละ 50 
ไ ด้ แ ก่  F/Cr 01007,  F/Cr 01008, A/Cr 04002, A/Si 
04001, A/Si 04002, A/Si 04014, A/Si 04015,  S/Si 
04024, A/Li 04008, F/Si 06001, A/Cr 07010 แ ล ะ 
A/Li 07003 (ภาพท่ี 2) ผลการทดลองสอดคล้องกับ
รายงานของ Zoumpopoulou et al. (2008) ซ่ึ งพบว่า
แบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกจากทางเดินอาหารไก่มีทั้ ง
กลุ่มท่ีไม่ทนและกลุ่มท่ีทนต่อสภาวะระบบกระเพาะ
และล าไส้จ าลอง แบคทีเรียบางกลุ่มสามารถผลิต
เอนไซม์ย่อยน ้ า ดี  (bile salt hydrolase) (Knarreborg  
et al., 2003) ท าให้น ้ าดีผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เขา้ไปท าลาย
เซลล์ได้ลดลง แบคที เรียเหล่าน้ี จึงทนต่อน ้ าดีได ้
(Erkkilä and Petäjä, 2000) มีผลให้อตัราการรอดชีวิต
หลงัผ่านระบบทางเดินอาหารจ าลองสูง แตกต่างจาก
แบคทีเรียท่ีไวต่อเกลือน ้ าดี ซ่ึงเกลือน ้ าดีจะท าลาย
ไขมนัท่ีเยื่อหุม้เซลล ์โปรตีนท่ีเยื่อหุม้เซลลแ์ยกตวัออก 
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ท าให้เกิดการฉีกขาดของเยื่อหุ้มเซลลแ์ละเซลลต์ายใน
ท่ีสุด (Musikasang et al., 2009) 
4. ความไม่ชอบน า้ของเซลล์เซอร์เฟส 
  การวดัความไม่ชอบน ้ าของเซลลเ์ซอร์เฟสเป็น
วิธีการทางออ้มในการวดัความสามารถในการยึดเกาะ
ของแบคทีเรียกบัสารประกอบไฮโดรคาร์บอนและยึด
เหน่ียวกับ epithelium ของทางเดินอาหารได้อย่าง
แข็งแรง เป็นวิธีท่ีได้รับการยืนยนัว่ามีประสิทธิภาพ
และสามารถใช้ทดแทนการยึดเกาะของแบคทีเรียกบั
เยื่อเมือกไดเ้ป็นอย่างดี (Taheri et al., 2009a) แบคทีเรีย
ท่ี เซลล์เซอร์ เฟสมีความไม่ชอบน ้ าสู งหมายถึงมี
ความสามารถในการยึดเกาะสูง ผลการทดลองแสดง

ทิศทางของความไม่ชอบน ้ าซ่ึงทดสอบโดยไซลีนและ
ทูลูอีนเป็นไปในทิศทางเดียวกันและสอดคล้องกับ
การศึกษาท่ีคณะผูวิ้จยัไดท้ าวิจยัไวก่้อนหน้าน้ีในกลุ่ม
ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย แ ล ก ติ ก  ( Kaew-on and 
Wanchaitanawong, 2015) แบคทีเรียท่ีเซลลเ์ซอร์เฟสมี
ความไม่ชอบน ้ าสูงได้แก่ F/Cr 01007, A/Cr 04001, 
A/Cr 04013, A/Si 04001, A/Si 04002, A/Si 04013/1, 
A/Si 04014, A/Si 04015, S/Si 04024, A/Li 05011 และ 
F/Si 06001 ซ่ึงแสดงความไม่ชอบน ้ า 90.07±1.26 ถึง 
93.59±5.92 ในไซลีน และ 82.89±3.37 ถึง 95.24±4.89 
ในทูลูอีน (ตารางท่ี 2) 

 

 
 
 
 
 

5. การต้านทานสารปฏิชีวนะ 
 ความสามารถตา้นทานต่อสารปฏิชีวนะถือเป็น
คุณสมบัติ ท่ี น่าสนใจอย่างหน่ึงของโปรไบโอติก 
เน่ืองจากในการเล้ียงสัตวแ์มผู้ผ้ลิตจะหลีกเล่ียงการใช้
สารปฏิชีวนะโดยหันมาใช้โปรไบโอติก หากแต่เม่ือ
เกิดการระบาดของโรคก็อาจมีความจ าเป็นตอ้งใชส้าร

ปฏิชีวนะร่วมด้วย การใช้โปรไบโอติกท่ีทนสาร
ปฏิชีวนะจึงน่าจะมีผลดีต่อสัตว ์ในงานวิจยัน้ีทดสอบ
ความสามารถในการต้านทานสารปฏิชีวนะทดสอบ
ของแบคทีเรียแลกติกต่อสารปฏิชีวนะ 13 ชนิด พบว่า
แบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลทตา้นทานสารปฏิชีวนะ 
nalidixic acid แ ล ะ  sulfamethoxazole/trimethoprim 
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ภาพที่ 2  อตัราการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกจากไก่เบตงในสภาวะระบบกระเพาะอาหารและ  
     ล  าไสจ้ าลองท่ีมีมีเปปซิน 3 มก./มล. พีเอช 2 เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ต่อเน่ืองดว้ยแพนครีเอติน 1 มก./มล.  
     และเกลือน ้าดีร้อยละ 1 ท่ีพีเอช 8 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  
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แบคทีเรียท่ีต้านทานสารปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีน ามา
ทดสอบคือ A/Cr 07008 ตามมาดว้ย A/Si 04014, A/Cr 
07003 และ A/Li 07003 ซ่ึงแบคทีเรียทั้ ง 3 ไอโซเลท 
ตา้นทานสารปฏิชีวนะท่ีน ามาทดสอบจ านวน 11 ชนิด 
ส่วนแบคทีเรียท่ีมีความไวต่อสารปฏิชีวนะมากชนิด
ท่ีสุดได้แก่ F/Cr 01010 ซ่ึงไวต่อสารปฏิชีวนะจ านวน  
6 ชนิด ได้แก่ tetracyclin, oxytetracyclin, cephalothin, 
chloramphenicol, nitrofurantoin แ ล ะ  ampicillins 
(ตารางท่ี  3) การต้านทาน ต่อสารป ฏิ ชีวนะของ
แบคทีเรียมีพ้ืนฐานมาจาก 2 ปัจจยั คือมียีนท่ีตา้นทาน
ต่อสารปฏิชีวนะและการปรับตัวในสภาวะท่ีมีสาร
ปฏิชีวนะ ยีนตา้นทานสารปฏิชีวนะมีผลดีต่อแบคทีเรีย
คือท าให้แบคทีเรียชนิดนั้ นเจริญในสภาวะท่ีมีสาร
ปฏิชีวนะนั้ นๆ ได้ อย่างไรก็ตามยีนต้านทานสาร
ปฏิชีวนะประเภทท่ีสามารถถ่ายทอดได้จะท าให้เกิด
การถ่ายทอดยีนไปยงัแบคทีเรียหรือส่ิงมีชีวิตอ่ืน เช่น 
ถ่ายทอดสู่แบคทีเรียก่อโรค ท าให้เกิดการด้ือยาของ
แบคทีเรีย ซ่ึงจะสร้างผลเสียต่อผูป่้วยท่ีไดรั้บเช้ือโรคท่ี
ตา้นทานสารสารปฏิชีวนะ เน่ืองจากก่อให้เกิดปัญหา

ในการรักษา อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการถ่ายทอด
ยีนท่ีต้านทานปฏิชีวนะจากแบคทีเรียแลกติกไปสู่
จุลินทรีย์ประจ าถ่ินในทางเดินอาหารมนุษย์และ
แบค ที เรี ย ก่ อ โรค  (Mathur and Singh, 2005) ก าร
ตา้นทานสารปฏิชีวนะของ Lactobacilli ท่ีเกิดจากยีนท่ี
มีอยู่เองและไม่ถ่ายทอดไปยงัแบคทีเรียอ่ืนได้แก่ ยีน
ต้านทานต่อสารปฏิ ชีวนะ tetracycline, neomycin, 
kanamycin, streptomycin, gentamicin แ ล ะ 
vancomycin (Saarela et al., 2000; Danielsen and 
Wind, 2003; Zhao and Zhang, 2005; Klare et al., 
2007) พิจารณาในประเด็นของการปรับตวัในสภาวะท่ี
มีสารปฏิชีวนะ เป็นไปได้ว่าในการเล้ียงไก่เบตงนั้น
เกษตรกรมีการใช้สารปฏิชีวนะเป็นเหตุให้พบการ
ตา้นทานสารปฏิชีวนะในแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกได ้
ซ่ึงสารปฏิชีวนะนั้ นอาจส่งผลกระทบทางลบต่อ
ผูบ้ริโภค ดงันั้นเพ่ือเป็นการป้องกนัจึงควรจะใชวิ้ธีการ
อ่ืน เช่น การใช้จุลินทรียโ์ปรไบโอติกในการควบคุม
โรคในไก่ เป็นตน้ 

ตารางที่ 2  ความไม่ชอบน ้าของเซลลเ์ซอร์เฟสของแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกไดจ้ากทางเดินอาหารไก่เบตง 

ไอโซเลท 
ความไม่ชอบน ้าของเซลล์เซอร์เฟส (%) 

ไอโซเลท 
ความไม่ชอบน ้าของเซลล์เซอร์เฟส (%) 

ไซลนี ทูลูอนี ไซลนี ทูลูอนี 
F/Cr 01007 90.28±0.59 abc 82.89±3.37bcd A/Si 04013/1 90.50±0.64 abc 87.30±2.67abc 
F/Cr 01008 58.52±2.63f 47.83±5.70g A/Si 04014 90.99±5.49ab 88.49±5.68ab 

F/Cr 01009/2 35.32±4.45g 45.21±4.90g A/Si 04015 93.59±1.39a 89.01±0.32ab 
F/Cr 01010 26.39±2.21h 27.43±0.00i S/Si 04024 90.40±0.78 abc 95.24±4.89a 
F/Cr 01016 31.37±4.80gh 56.17±1.14f A/Li 04008 86.39±0.94abc 82.90±4.10bcd 
A/Si 01002 66.04±4.82e 69.07±6.25e A/Li 05011 91.64±3.51a 92.60±0.79a 
A/Cr 04001 92.36±4.05a 92.38±1.96a F/Si 06001 90.89±1.52ab 92.79±1.74a 
A/Cr 04002 83.97±7.20bcd 88.66±3.80ab F/Cr 07003 29.88±8.68gh 37.46±0.24h 
A/Cr 04013 90.07±1.26 abc 89.55±1.23ab A/Cr 07008 77.98±1.75d 77.42±1.96d 
A/Si 04001 93.59±5.92a 94.32±3.66a A/Cr 07010 83.20±1.87cd 79.71±2.79cd 
A/Si 04002 91.20±1.71ab 89.56±2.57ab A/Li 07003 36.09±2.75g 51.11±5.35fg 

แสดงค่าเฉล่ีย ± SD ของผลการทดลองจ านวน 3 ซ ้ า ตวัอกัษรยกก าลงัท่ีต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
เปรียบเทียบในคอลมัน์เดียวกนั 
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6. การเทียบเคียงสายพนัธ์ุแบคทีเรียแลกตกิ 
 แบคทีเรียแลกติกท่ีมีศักยภาพเพียงพอท่ีจะใช้
เป็นโปรไบโอติกในไก่ จ านวน 7 ไอโซเลท ได้แก่ 
F/Cr 01007, A/Si 04002, S/Si 04024, A/Li 04008, 
A/Li 05011, F/Si 06001 และ A/Cr 07010 ถูกคัดเลือก
น าไปท าการเทียบเคียงสายพนัธ์ุ โดยน าสารพนัธุกรรม
ม า ท า  PCR มี  universal primers เ ป็ น  27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) แ ล ะ  1492R 
(5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) แ ล ะ
วิเคราะห์ล าดบัเบสของ 16S rDNA โดย blast ผลกบั 
นิวคลีโอไทดใ์น NCBI พบวา่ล าดบัเบสร้อยละ 99 ของ 

แบ ค ที เรี ยแลก ติ ก เห มื อน กับ  L. reuteri ซ่ึ ง เป็ น
แบคทีเรียแลกติกท่ีพบมากในระบบทางเดินอาหารของ
มนุษย ์สัตวปี์ก สุกร และสัตวช์นิดอ่ืนๆ แมว้่าสัณฐาน
วิทยาของโคโลนีท่ีพบแต่ละแห่งจะแตกต่างกนั แต่จะมี
ลกัษณะทางสรีรวิทยาและพนัธุกรรมท่ีคลา้ยคลึงกัน 
จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม  obligate heterofermentative 
enterolactobacilli มีความสามารถในการผลิตสารเมตา
บอไลตท่ี์มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียแ์ละปล่อย
อ อ กน อก เซ ลล์ ไ ด้  พ บ ก าร ผ ลิ ต รู เท อ ริ น จ าก
กระบวนการหมักกลี เซอรอล โดยรู เทอริน ท่ีได้ 
มี คุ ณ สมบั ติ ใน ก ารยับ ย ั้ ง จุ ลิ น ท รี ย์ห ล ายก ลุ่ ม 

ตารางที่ 3  การตา้นทานสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกไดจ้ากทางเดินอาหารไก่เบตง 

ไอโซเลท 
ความต้านทานต่อสารปฏชีิวนะ 

K 30* 
TE 
30 

T 30 NB 5 CF 30 C 30 
F/M 
300 

GM 
10 

NOR 
10 

AM 
10 

E 15 NA 30 SXT 

F/Cr 01007 R R R R R I S S I I R R R 
F/Cr 01008 I I I R I S R S R S R R R 

F/Cr 01009/2 I I I R S S S S R S R R R 
F/Cr 01010 R S S I S S S R R S I R R 
F/Cr 01016 I R R R S S S S R S R R R 
A/Si 01002 R R R S S S S R R S R R R 
A/Cr 04001 I R R R R I S S R I R R R 
A/Cr 04002 R R R I R S S S R R R R R 
A/Cr 04013 S R R I R S S S R R R R R 
A/Si 04001 S R R I R S S S R R R R R 
A/Si 04002 S R R S R S S S R S R R R 

A/Si 04013/1 S R R I I R S S R I R R R 
A/Si 04014 R R R R R R S S R R R R R 
A/Si 04015 R I R R R I S R I R R R R 
S/Si 04024 S R I I I I S S I R R R R 
A/Li 04008 R R R I R S S S R R R R R 
A/Li 05011 S R R S R S S S R R R R R 
F/Si 06001 S R R I I S S S R I R R R 
F/Cr 07003 R R R R R S R R R I R R R 
A/Cr 07008 R R R R R R R R R R R R R 
A/Cr 07010 R R R R I S I S R S R R R 
A/Li 07003 R R R R R S R R R I R R R 

* K 30, kanamycin; TE 30, tetracycline; T 30, oxytetracycline; NB 5, novobiocin; CF 30, cephalothin; 30, chloramphenicol;  
  F/M 300, nitrofurantoin; GM 10, gentamycin; NOR 10, norfloxacin; AM 10, ampicillin; E 15, erythromycin; NA 30, nalidixic acid and   
  SXT, sulfamethoxazole/trimethoprim 
  R, resistant; I, intermediate; S, susceptible 
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ทั้ งแบคที เรีย  ยีสต์และรา มีรายงานการคัดแยก
แบคที เรียจากล าไส้ ไ ก่แล้วพบว่า เป็ น  L. reuteri 
เช่นเดียวกัน ได้แก่ งานวิจัยของ Nitisinprasert et al. 
(2000) ซ่ึงคัดแยกแบคทีเรียแลกติกชนิด  L. reuteri 
KUB-AC5, KUB-AC16 แ ล ะ  KUB-AC21 ท่ี มี
คุณสมบติัสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรคได ้
 

สรุป  
 แบคที เรียแลกติกท่ีคัดแยกได้จากทางเดิน
อาหารทั้ งในกระเพาะพัก ล าไส้เล็ก และล าไส้ใหญ่
ไก่เบตง จ านวน 145 ไอโซเลท พบว่าไอโซเลทท่ีมี
ศกัยภาพเป็นโปรไบโอติกด้วยคุณสมบัติทนต่อกรด  
มีอตัราการรอดชีวิตสูงในทางเดินอาหารจ าลอง เซลล์
เซอร์เฟสมีความไม่ชอบน ้ าสูง และต้านทานสาร
ปฏิชีวนะทดสอบคือ F/Cr 01007, A/Si 04002, S/Si 
04024, A/Li 04008, A/Li 05011, F/Si 06001 แ ล ะ 
A/Cr 07010 ซ่ึงผลการเทียบเคียงสายพันธ์ุโดย 16S 
rDNA พบวา่มีความคลา้ยคลึงกบั L. reuteri ร้อยละ 99 
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