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บทคดัย่อ 
 

การรักษาโรคเตา้นมอกัเสบในโคนมโดยการใชย้าปฏิชีวนะอาจส่งผลกระทบต่อคุณภาพของน ้ านมดิบ 
เน่ืองจากการเกิดการตกคา้งในน ้านม แบคเทอริโอซินเป็นเพปไทด์หรือโปรตีนท่ีสังเคราะห์จากแบคทีเรียสามารถ 
ใชเ้ป็นสารถนอมอาหารท่ีมีความปลอดภยั และใชใ้นการรักษาโรคเตา้นมอกัเสบได ้งานวิจยัน้ีคดัแยกแบคทีเรียกรด  
แลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินจากหอยดอง แหนม มูลสุกร และมูลโค ดว้ยวิธี Agar spot test และทดสอบการยบัย ั้ง
เช้ือก่อโรคเตา้นมอกัเสบ ไดแ้ก่ Streptococcus agalactiae และ Streptococcus uberis จากการคดัแยกพบว่ามี
แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 57 ไอโซเลท เป็นชนิดแกรมบวก รูปร่างท่อน ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคล่ือนท่ี มีทั้งชนิดท่ี
สร้างและไม่สร้างแก๊สจากการหมกัน ้าตาลกลูโคส และใหผ้ลลบในการทดสอบคะตะเลส โดยมีแบคทีเรีย 36 และ 
32 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ S. agalactiae และ S. uberis ตามล าดบั เม่ือน ามาทดสอบ Cell-free neutralized 
supernatant (CFNS) กบัเอนไซมย์อ่ยโปรตีน (protease) พบวา่ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือของแบคทีเรียไอโซเลท LAB 21, 
LAB 31 และ LAB 34 มีค่าลดลงหรือหมดไป ซ่ึงแสดงว่าสารออกฤทธ์ิดงักล่าวเป็นสารเพปไทด ์จากการทดสอบ
ประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินดว้ยวิธี Agar well diffusion พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท LAB 21, LAB 31 และ 
LAB 34 สามารถยบัย ั้งเช้ือ S. agalactiae โดยท าใหเ้กิดวงใสขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ีย 14.50, 12.15 และ 14.00 
มิลลิเมตร ตามล าดบั ในขณะท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ S. uberis โดยท าใหเ้กิดวงใสขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ียต ่ากว่า 
คือ 10.75, 10.50 และ 11.50 มิลลิเมตร ตามล าดบั ซ่ึงขนาดของวงใสท่ีเกิดการยบัย ั้งเช้ือ S. agalactiae ของแบคทีเรีย
ไอโซเลท LAB 21 และ LAB 34 ไม่แตกต่างกนัทางสถิติจากการใชย้าปฏิชีวนะอะมอ็กซีซิลลินท่ีช่วงความเช่ือมัน่ 
95% (p≤ 0.05) 
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ABSTRACT 
 

Bovine mastitis treatment with antibiotics may cause an impact on the quality of raw milk due to the 
occurrence of milk residues. Bacteriocin is a peptide or protein synthesized by bacteria. It can be used as a safe 
food preservative and used for mastitis treatment. This research aimed to isolate bacteriocin-producing lactic acid 
bacteria from pickled cockle, sour pork (Nham), pig and cow dungs using agar spot test. Antibacterial capacity 
against mastitis pathogens: Streptococcus agalactiae and Streptococcus uberis were determined. It was found that 
57 isolated lactic acid bacteria were gram positive, rod shaped, non-spore forming, non-motile, gas-producing or 
non gas-producing, and catalase negative. There were 36 and 32 isolated bacteria that could inhibit S. agalactiae 
and S. uberis, respectively. The inhibitory activities of bacterial isolates LAB 21, LAB 31, and LAB 34 were 
decreased or disappeared when tested their Cell-free neutralized supernatant (CFNS) with protease. The results 
revealed that CFNS were peptide. The efficacy of bacteriocins tested by agar well diffusion showed that bacterial 
isolates LAB 21, LAB 31 and LAB 34 had clear zones of 14.50, 12.50 and 14.00 mm against S. agalactiae 
respectively, whereas they had lower clear zones of 10.75, 10.50 and 11.50 mm against S. uberis, respectively. 
There were no significant differences between clear zones of LAB 21, LAB 34 and amoxicillin on S. agalactiae at 
95% confidence interval (p≤ 0.05). 
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บทน า 
โรคเต้านมอกัเสบ (mastitis) เป็นปัญหาท่ี

ส า คัญใน อุตสาหกรรมการ เ ล้ี ย งโคนมทั้ ง ใน
ระดบัประเทศและระดบัโลก เน่ืองจากท าใหคุ้ณภาพ
และปริมาณน ้ านมจากแม่โคลดลง รวมถึงท าให้
ต้นทุนในการเล้ียงโคสูงข้ึนส่งผลต่อรายได้ของ
เกษตรกรและการสูญเสียทางเศรษฐกิจ (Kim et al., 
2004; Kalińska et al., 2017; Panneum et al., 2007; 
Kajaysri et al., 2014) โรคเตา้นมอกัเสบแบ่งออกเป็น 
2 ประเภท คือ โรคเต้านมอกัเสบแบบแสดงอาการ 
(Clinical mastitis) และโรคเต้านมอกัเสบแบบไม่
แสดงอาการ (sub-clinical mastitis) (Lakshmi, 2016) 

ซ่ึงสาเหตุส าคญัของโรคเตา้นมอกัเสบในโคนมคือ
การติดเช้ือจากจุลินทรีย์ก่อโรค 4 กลุ่ม ได้แก่ 1) 
จุลินทรีย์ท่ีติดต่อจากเต้านมสู่เต้านม (Contagious 
microorganism) เช่น Staphylococcus aureus และ 
Streptococcus agalactiae 2) จุลินทรียท่ี์อยู่ตาม
ส่ิงแวดลอ้ม (Environmental microorganism) ไดแ้ก่ 
แบคทีเรีย Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus 
uberis, Streptoccous bavis, Enterococcus faecium, 
Enterococcus faecalis, Escherichia coli และ Klebsiella 
pneumonia 3) จุลินทรีย์ฉวยโอกาส ได้แก่ 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
saprophyticus, Staphylococcus chromogenes และ 
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Staphylococcus simulans 4) จุลินทรียท่ี์พบไดไ้ม่บ่อย 
ไดแ้ก่ Corynebacterium bovis  และ Mycoplasma 
bovis ซ่ึงติดเช้ือจากเต้านมสู่เต้านม Pseudomonas 
aeruginosa, Nocardia asteroids, Bacillus cereus 
รวมถึงจุลินทรียท่ี์ก่อโรคในคน ไดแ้ก่ Streptococcus 
pyogenes และ Streptococcus pneumonia (Pieterse 
and Todorov, 2010; Kajaysri et al., 2014) มีรายงาน
การตรวจพบเช้ือก่อโรคเต้านมอักเสบในตัวอย่าง
น ้ านมท่ีได้จากแม่โคป่วยในเขตจงัหวดักาญจนบุรี 
นครปฐม และราชบุรี ซ่ึงพบวา่เช้ือก่อโรคท่ีพบมาก 3 
ล าดบัแรก คือ เช้ือก่อโรค จากส่ิงแวดลอ้ม ไดแ้ก่ โคลิ
ฟอร์ม แบคทีเรีย Staphylococci spp. และ 
Streptococci spp. ซ่ึงมีความไวต่อยาปฏิชีวนะอะมอ็ก
ซีซิลลิน-คลาวูลาเนท (amoxicillin-clavulanic acid) 
และ เอนโรฟลอคซาซิน (enrofloxacin) (Panneum et 
al., 2007) โดยแบคทีเรียก่อโรคจะท าลายเน้ือเยื่อ
ภายในเต้านมท าให้เกิดการติดเช้ือ และเกิดการ
เปล่ียนแปลงลกัษณะของเตา้นม ท าให้น ้ านมท่ีผลิต
ได้มี คุณภาพต ่ า  เ น่ืองจาก มีการ เป ล่ียนแปลง
ส่วนประกอบของน ้ านมดิบ รวมถึงมีการปนเป้ือน
ของเม็ดเลือดขาวมากกว่าปกติ (Butprom, 2013) 
น ้ านมท่ีได้จากแม่โคท่ีมีสุขภาพดีจะมีปริมาณโซ
มาติกเซลล ์(somatic cells count, SCC) นอ้ยกว่า 
200,000 เซลลต่์อมิลลิลิตร (Kalińska et al., 2017) ซ่ึง
แม่โคท่ีเป็นโรค  เตา้นมอกัเสบจะมีปริมาณโซมาติก
เซลลใ์นน ้ านมมากกว่าท่ีพบจากแม่โคท่ีไม่เป็นโรค
อย่างมีนัยส าคัญ และมีปริมาณแลคโตสลดลง 
ในขณะท่ีมีค่า pH สูงข้ึน (Luangwilai, 2017) การ
ปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียในน ้ านมจากแม่โคท่ีติด
เช้ือเตา้นมอกัเสบส่งผลต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคและ
ก่อให้เกิดปัญหาการติดเช้ือจากสัตวสู่์คน (zoonotic) 
อีกดว้ย (León-Galván et al., 2015) ปัจจุบนัการรักษา
โรคเต้านมอักเสบท าโดยการใช้สารปฏิชีวนะ 
(antibiotics) ซ่ึงสามารถตกค้างได้ในน ้ านม และ

ก่อให้เกิดปัญหาการไม่ยอมรับของตลาด (National 
Institute of Animal Health, 2006) โดยยาปฏิชีวนะ
ส่วนใหญ่เป็นยาท่ีมีฤทธ์ิตา้นเช้ือในวงกวา้ง (broad 
spectrum antibiotics) ครอบคลุมทั้งเช้ือแบคทีเรีย แก
รมบวกและแกรมลบ เช่น เพนิซิลลิน (penicillin) 
แอมพิ ซิลลิน ( ampicillin) คลอกซาซิลลิน 
(cloxacillin) อะม็อก-ซีซิลลิน (amoxicillin) นาฟ
ซิลลิน (nafcillin) เมธิซิลลิน (methicillin) เซฟาเลก
ซิน (cephalexin) เซฟูโรไซม ์(cefuroxime) เซฟาพิริน 
(cephapirin) และกรดคลาวูลานิก (clavulanic acid) 
เป็นตน้ (Pieterse and Todorov, 2010) การให้ยา
ปฏิชีวนะ เช่น ยาดราย (dry) โดยการสอดเขา้เตา้นม
แม่โคในระยะหยุดพกัรีดนมสามารถช่วยลดความ
เส่ียงในการปนเป้ือนของยาปฏิชีวนะในน ้ านม 
(Chanlun, 2011) 

แบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria) 
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม (cocci) หรือ
แท่ง (rods) ไม่สร้างสปอร์ และเอนไซม์คะตะเลส 
(catalase) ทนทานต่อสภาวะท่ีมีความเป็นกรด จึง
นิยมใชใ้นการผลิตอาหารหมกั แบคทีเรียกรดแลคติก
ท่ีพบในอาหารหมกัสามารถสร้างสารเมแทบอไลต ์
(metabolites) ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรีย ์เช่น กรดแลคติก ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
และแบคเทอริโอซินซ่ึงเป็นสารประกอบ เพปไทด ์
(peptide) (Mokoena, 2017) แบคเทอริโอซินสามารถ
น ามาใชใ้นการถนอมอาหารซ่ึงไดรั้บการรับรองว่ามี
ความปลอดภยั และยงัน ามาใชใ้นการรักษาโรคเตา้
นมอกัเสบท่ีเกิดจากเช้ือ S. aureus, S. agalactiae และ 
S. dysgalactiae อีกดว้ย (Pieterse et al., 2010) 
ปัจจุบนัมีการผลิตแบคเทอริโอซินทางการคา้ เช่น ไน
ซิน (nisin) และแลคติซิน 3147 (lacticin 3147) จาก
แบคทีเรีย Lactococcus lactis โดยมีการใชแ้ลคติซิน 
3147 เป็นส่วนประกอบของครีมสอดรูหัวนม (teat 
seal) เพ่ือรักษาโรคเตา้นมอกัเสบในแม่โคแห้งนม 
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(dry cow) (Pieterse and Todorov, 2010; Carson et 
al., 2017) แบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus spp. เช่น  
L. acidophilus และ L. bulgaricus เป็นแบคทีเรียกรด
แลคติก รูปร่างแท่ง มีคุณสมบติัเป็นโพรไบโอติกส์ 
(probiotics) สามารถสร้างแบคเทอริโอซิน (Kim et 
al., 2004; Ahmed et al., 2010) L. sakei และ  
L. curvatus สามารถผลิตแบคเทอริโอซินซาคาซิน 
(sakacin) และเคอร์วาซิน (curvacin) ตามล าดบั 
(Costa et al., 2019) งานวิจยัน้ีจึงท าการคดัเลือก
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสร้างสารแบคเทอริ
โอซินยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียสาเหตุโรคเตา้นม
อกัเสบในโคนม จากอาหารหมกัดองและมูลสตัว ์
 

วธิีด าเนินการวจิัย 

1. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมัก
ดองและมูลสัตว์ 

คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกตามวิธีของ 
Rueangyotchanthana (2013) จากตวัอย่างอาหารหมกั
ดองและมูลสตัว ์ไดแ้ก่ หอยดอง แหนม  มูลสุกร และ
มูลโค โดยเจือจางตวัอย่างในสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์เข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ เ จือจางให้ได้ความ
เข้มข้น  10-4-10-6 จากนั้ น ดูดสารละลายเ จือจาง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาเกล่ียลงบนผิวหน้าอาหาร 
De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar (HiMedia) 
ท่ีเติม Bromocresol purple เขม้ขน้ 0.004 เปอร์เซ็นต ์
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 
ชั่วโมง ในโถปราศจากออกซิเจน จากนั้ นเลือก
โคโลนีเด่ียวท่ีมีบริเวณสีเหลืองโดยรอบ มาขีดไขว้
บนอาหาร MRS agar ท่ีมี Bromocresol purple 
เข้มข้น 0.004 เปอร์เซ็นต์ น าไปบ่มในโถปราศจาก
ออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง เลือกโคโลนีท่ีมีบริเวณสีเหลืองโดยรอบ และ
ท าซ ้ าขั้นตอนเดิมเพ่ือใหไ้ดส้ายพนัธ์ุบริสุทธ์ิ เก็บเช้ือ

บ ริ สุท ธ์ิ ในสารละลายกลี เซอรอล เข้มข้น  20 
เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
2. การศึกษาสัณฐานวทิยาและการทดสอบทางชีวเคมี 

น าเช้ือบริสุทธ์ิท่ีคดัแยกไดไ้ปยอ้มสีแบบแก
รมเพ่ือศึกษาลกัษณะรูปร่างและการติดสีแกรม โดย
คัดเลือกเช้ือท่ีติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์และ
เอนไซม์คะตะเลส (catalase test) โดยแตะเช้ือ
ทดสอบลงบนกระจกสไลด์ท่ีมีหยดไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) เขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงแบคทีเรีย
กรดแลคติกไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส จะ 
ให้ผลการทดสอบเป็นลบ โดยไม่ท าใหเ้กิดฟองแก๊ส
บนกระจกสไลด์ จากนั้นน าไปทดสอบการเคล่ือนท่ี 
(motility test) โดยแทงเข็มเข่ียเช้ือท่ีมีแบคทีเรียลงใน
อาหาร Motility test medium ในแนวด่ิง (HiMedia) 
และทดสอบการหมกัน ้ าตาลกลูโคสในอาหารเหลว 
(HiMedia) ท่ีเติม Bromocresol purple เพ่ือบ่งช้ีความ
เป็นกรดด่าง 
3. การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของเช้ือ Streptococcus agalactiae และ  

S. uberis ด้วยวธีิ Agar spot test 
เตรียมเช้ือทดสอบ S. agalactiae และ  

S. uberis ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์จากโรงพยาบาล
สตัว ์มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ หนองโพ โดยน าเช้ือ
มาขีดลงบนอาหาร Blood agar (HiMedia) น าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นน าโคโลนีเด่ียวมาทดสอบดว้ยวิธี Agar spot 
test (ดดัแปลงจาก Rueangyotchanthana, 2013) โดย
เล้ียงเช้ือในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB, 
HiMedia) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เจือจางให้ไดป้ริมาณ
เช้ือ 106 CFU/ml แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ถ่ายแบคทีเรียกรดแล
คติกท่ีไดล้งในอาหารเหลว MRS (HiMedia) โดยบ่ม
ในโถปราศจากออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้หยดซัสเพนชั่น 
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ของแบคทีเรียกรดแลคติก ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ลงบนอาหารแข็ง MRS  จ านวน 8 จุด น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในโถปราศจากออกซิเจน
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จนพบการเจริญของแบคทีเรีย
กรดแลคติกทั้ง 8 จุด จากนั้นน าเช้ือทดสอบปริมาตร 
1 มิลลิลิตร ผสมลงในอาหารแข็ง Tryptic Soy Agar 
(TSA, HiMedia) (ท่ีเติมผงวุน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์) 
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ซ่ึงผสมเลือดววั 5 เปอร์เซ็นต ์
แลว้เททบัลงบนอาหารแข็ง MRS ท่ีมีแบคทีเรียกรด
แลคติก รอใหแ้หง้ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สังเกตโซนใสรอบรอย
หยดทั้ ง 8 จุด ของแบคทีเรียกรดแลคติก ซ่ึงบ่งช้ี
ความสามารถสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญ
ของจุลินทรียท่ี์ทดสอบ วดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง
ของวงใส โดยคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีท าให้
เกิดวงใสท่ีมีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียมากกว่า 15 
มิลลิเมตร มาทดสอบแบคเทอริโอซิน 
4. การทดสอบแบคเทอริโอซิน 

การทดสอบแบคเทอริโอซิน (ดดัแปลงจาก
วิธีของ Siripoke et al., 2007) เพ่ือยืนยนัว่าเป็นสาร
ประเภทโปรตีนหรือไม่ ท าโดยเล้ียงแบคทีเรียกรดแล
คติกในอาหารเหลว MRS เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
น ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แยก
เซลล์ออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ แล้วน าส่วนใส 
(supernatant) มาปรับค่า pH ให้เท่ากับ 7.0 ด้วย
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) หรือโซเดียมไฮ
ดรอก-ไซด ์(NaOH) เขม้ขน้ 1 M จะไดส่้วนใสท่ีมี
สภาพ pH เป็นกลาง (cell-free neutralized 
supernatant: CFNS) กรอง CFNS ท่ีไดผ้่านกระดาษ
กรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร แลว้เติมเอนไซม์ย่อย
โปรตีน (Protease, Sigma Aldrich) (specific activity 
≥ 500 U/g) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   ก่อน

น าไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้ งแบคทีเรีย โดย 
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมซ่ึงเติมน ้ากลัน่ปริมาตร 15 
ไมโครลิตร แทนเอนไซม ์
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินใน

การยับยั้งเช้ือ Streptococcus agalactiae และ S. uberis 
ด้วยวธีิ Agar well diffusion 

เพาะเล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสร้างสาร
แบคเทอริโอซินในอาหารเหลว MRS เป็นเวลา 18-24 
ชัว่โมง เตรียม CFNS ตามวิธีการขา้งตน้ จากนั้นหยด 
CFNS ปริมาตร 90 ไมโครลิตร ลงในหลุมอาหาร 
TSA ท่ีมีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร ซ่ึงผ่าน
การเกล่ียด้วยเช้ือทดสอบ S. agalactiae หรือ  
S. uberis บนผิวหน้าอาหาร จากนั้นน าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ตรวจสอบประสิทธิภาพของ CFNS ในการยบัย ั้ง 
การเจริญของเช้ือทดสอบ โดยวดัขนาดโซนใสท่ี
เกิดข้ึนบนผิวหนา้อาหาร 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 

1. ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหาร
หมกัดองและมูลสัตว์ 

งานวิจยัน้ีสามารถคดัแยกแบคทีเรียกรดแล
คติกจากอาหารหมกัดองและมูลสัตว์ไดท้ั้งหมด 57 
ไอโซเลท (ตารางท่ี 1) โดยคดัแยกไดจ้ากหอยดอง 15 
ไอโซเลท แหนม 19 ไอโซเลท มูลสุกร 11 ไอโซเลท 
และมูลโค 12 ไอโซเลท ซ่ึงไอโซเลททั้งหมดสามารถ
เจริญบนอาหารแข็ง MRS ท่ีเติม Bromocresol purple 
ท าให้อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีเหลือง เน่ืองจาก
กรดแลคติกท่ีแบคทีเรียสร้างข้ึน (Sobrun et al., 
2012) จากการคดัแยกแบคทีเรียพบว่า แบคทีเรียไอ
โซเลทท่ีคดัแยกไดจ้ากแหนมมากท่ีสุด รองลงมาคือ
หอยดอง มูลโค และมูลสุกร ตามล าดับ ทั้ งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากตวัอย่างอาหารหมกัมีค่า pH ต ่า ส่งผลให้
กลุ่มแบคทีเ รียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได้มีความ
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หลากหลายมากกว่าการคัดแยกจากตัวอย่างแหล่ง
อ่ืนๆ Tangwatcharin et al. (2017) รายงานว่า
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได้จากผลิตภัณฑ์
อาหารท่ีมีกิจกรรมการหมกัสูง (pH 4.1-4.7) มีจ านวน
แบคทีเรียไอโซเลทมากกวา่การคดัแยกจากผลิตภณัฑ์
อาหารหมกัท่ีมีกิจกรรมการหมกัต ่ากว่า (pH 4.5-4.9) 
ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกพบไดท้ัว่ไปในส่ิงแวดลอ้ม 
โดยส่วนใหญ่ถูกน ามาใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ ์

อาหารหมกัจากพืชและสัตว ์เช่น ผกัดอง พืชอาหาร
สัตวห์มกั แป้งหมกั ไส้กรอกหมกัแหง้ ปลาหมกั เนย
แขง็ (Ishak et al., 2017) อาหารหมกัพ้ืนบา้นของไทย 
(Bumrungpukdee and Leenanon, 2011; Keereewan, 
2015; Imtongkhum, 2018) น ้ าออ้ย (Sobrun et al., 
2012) และมูลสัตว ์(Rueangyotchanthana, 2013) เป็น
ตน้ 

 
ตารางที่ 1  สณัฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากอาหารหมกัดองและมูลสตัว ์

แหล่งคดัแยก ไอโซเลท ชนิดแกรม รูปร่างและ 
การจัดเรียงเซลล์ 

การทดสอบ 
คะตะเลส  

การเคล่ือนที่ การหมักน า้ตาล 

หอยดอง LAB 1 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเรียงตวัเป็นสาย 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 2 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 3 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 4 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 5 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเรียงตวัเป็นสาย 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 6 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 7 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 8 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็นกลุ่ม
หนาแน่น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 9 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็นกลุ่ม
หนาแน่น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 10 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็นกลุ่ม
หนาแน่น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 11 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
เซลลเ์ด่ียว 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 12 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
เซลลเ์ด่ียว 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 13 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
เซลลเ์ด่ียว 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 14 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
เซลลเ์ด่ียว 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 
แหล่งคดัแยก ไอโซเลท ชนิดแกรม รูปร่างและ 

การจัดเรียงเซลล์ 
การทดสอบ 
คะตะเลส  

การเคล่ือนที่ การหมักน า้ตาล 

 LAB 15 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
เซลลเ์ด่ียว 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

แหนม LAB 16 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่มหนาแน่น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 17 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่มหนาแน่น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 18 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
เซลลเ์ด่ียว 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 19 แกรมบวก ท่อนยาว เรียงตวัเป็นสาย - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

 LAB 20 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 21 แกรมบวก ท่อนยาว ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
กลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 22 แกรมบวก ท่อนยาว ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
กลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 23 แกรมบวก ท่อนยาว เรียงตวัเป็นสาย - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 24 แกรมบวก ท่อนยาว ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
เซลลเ์ด่ียว 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 25 แกรมบวก ท่อนยาว อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียวตวัเป็นสายสั้น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 26 แกรมบวก ท่อนยาว อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียวตวัเป็นสายสั้น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 27 แกรมบวก ท่อนยาว อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียวตวัเป็นสายสั้น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 28 แกรมบวก ท่อนยาว อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียวตวัเป็นสายสั้น 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 29 แกรมบวก ท่อนยาว เรียงตวัเป็นสาย - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 30 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 31 แกรมบวก ท่อนสั้น ส่วนใหญ่อยูเ่ป็น
เซลลเ์ด่ียว 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 32 แกรมบวก ท่อนยาว ส่วนใหญ่เรียงตวั
เป็นสาย 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 33 แกรมบวก ท่อนยาว อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว
และเรียงตวัเป็นสาย 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 
แหล่งคดัแยก ไอโซเลท ชนิดแกรม รูปร่างและ 

การจัดเรียงเซลล์ 
การทดสอบ 
คะตะเลส  

การเคล่ือนที่ การหมักน า้ตาล 

 LAB 34 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

มูลสุกร LAB 35 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 36 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 37 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นกลุ่ม  - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 38 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

- ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

 LAB 39 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว  - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 40 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นกลุ่ม  - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 41 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 42 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 43 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว   - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 44 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 45 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียงตวัเป็นสาย 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

มูลโค 
 
 
 
 
 
 

 

LAB 46 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียงตวัเป็นสายสั้น 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 47 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียงตวัเป็นสายสั้น 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 48 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 49 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นกลุ่ม  - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 50 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียงตวัเป็นสายสั้น 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 51 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียงตวัเป็นสายสั้น 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 52 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเรียงตวัเป็นสายสั้น 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 
แหล่งคดัแยก ไอโซเลท ชนิดแกรม รูปร่างและ 

การจัดเรียงเซลล์ 
การทดสอบ 
คะตะเลส  

การเคล่ือนที่ การหมักน า้ตาล 

 LAB 53 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
หรือเรียงตวัเป็นคู่ 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

 LAB 54 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 55 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

LAB 56 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
สร้างแก๊ส 

LAB 57 แกรมบวก ท่อนสั้น อยูเ่ป็นเซลลเ์ด่ียว 
และเป็นกลุ่ม 

 - ไม่เคล่ือนท่ี หมกัน ้าตาลได ้
ไม่สร้างแก๊ส 

 
2. ผลการศึกษาสัณฐานวทิยาและการทดสอบทาง
ชีวเคม ี

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดท้ั้ งหมด
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อนสั้นและท่อนยาว 
มีทั้งเป็นเซลลเ์ด่ียว เป็นกลุ่ม และเรียงตวัเป็นสาย ไม่
สร้างสปอร์  ให้ผลลบในการทดสอบการสร้าง
เอนไซมค์ะตะเลส ซ่ึงลกัษณะดงักล่าวสอดคลอ้งกบั
ท่ี มีร ายงานการคัดแยกแบคที เ รียแลคติกจาก
ผลิตภณัฑอ์าหารหมกั (Sáez et al., 2018) ผลิตภณัฑ์
นม (Tallapragada et al., 2018) และมูลสัตว ์(Prittesh 
and Vrutika, 2015) จากการทดสอบการเคล่ือนท่ี 
พบว่าแบคทีเรียไอโซเลทท่ีแยกได้มีการเจริญตาม
แนวเข็มเข่ียเช้ือเท่านั้น แสดงว่าแบคทีเรียไม่สามารถ
เคล่ือนท่ีได ้จากการทดสอบการหมกัน ้าตาลกลูโคส
พบว่ามีแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างแก๊สได ้จ านวน 21 
ไอโซเลท และไม่สร้างแก๊ส จ านวน 36 ไอโซเลท 
(ตาราง ท่ี  1)  ซ่ึ งการทดสอบแก๊ส ท่ี เ กิด ข้ึนใน
กระบวนการหมักน ้ าตาลกลูโคสสามารถแบ่ง
แบคทีเ รียกรดแลคติก ออกได้เ ป็น  2 ก ลุ่ม  คือ 
Homofermentative และ Heterofermentative (Halász, 
2019) โดยกลุ่ม Homofermentative จะให้ผลผลิต
หลักเป็นกรดแลคติกจากการหมักน ้ าตาลเฮกโซส 

(hexose) ในขณะท่ีกลุ่ม Heterofermentative จะให้
กรดแลคติก แอลกอฮอล ์และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์
(Basso et al., 2014) จากขอ้มูลของ Biological 
Resource Center, NITE ประเทศญ่ีปุ่น (NBRC, 2019) 
รายงานวา่แบคทีเรียกรดแลคติก รูปร่างแท่งท่ีคดัแยก
ได้จากผลิตภัณฑ์แหนมในประเทศไทยส่วนใหญ่
เป็นแบคทีเรียในจีนสั Weissella spp. ซ่ึงอยู่ในกลุ่ม
ของ Heterofermentative และจีนสั Lactobacillus spp. 
ซ่ึงมีทั้ งท่ีอยู่ในกลุ่มของ Homofermentative และ 
Heterofermentative 
3. ผลการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้ง 
การเจริญของเช้ือ Streptococcus agalactiae และ  
S. uberis ด้วยวธีิ Agar spot test 

จากการศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ 
Streptococcus agalactiae และ S. uberis ดว้ยวิธี Agar 
spot test พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 36 ไอ
โซเลท (คดัแยกจากหอยดอง 13 ไอโซเลท แหนม 19 
ไอโซเลท มูลสุกร 1 ไอโซเลท และมูลโค 3 ไอโซ
เ ลท )  ย ับ ย ั้ ง ก า ร เ จ ริ ญ ข อ ง เ ชื้ อ  Streptococcus 
agalactiae ในขณะท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 32 
ไอโซเลท (คดัแยกจากหอยดอง 11 ไอโซเลท แหนม 
17 ไอโซเลท มูลสุกร  1 ไอโซ เลท  และมูลโค  
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3 ไอโซเลท) สามารถยับยั้ งการเจริญของเช้ือ S. 
uberis (ภาพท่ี 1) การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. 
agalactiae และ S. uberis มีรายงานการศึกษาใน
แบคที เ รี ยกรดแลคติก Lactobacillus spp., 

Lactococcus spp. และ Weissella confuse คดัแยกได้
จากของเหลวในกระเพาะส่วนรูเมน (ruminal fluid) 
ของแม่ววัท่ีมีอาการทอ้งอืด (acidosis) (Serna et al., 
2011) และในน ้านมโค (Bouchard et al., 2015) 

 

 
 

ภาพที่ 1  ผลการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Streptococcus agalactiae และ S. uberis ดว้ยวิธี Agar spot test 
 
4. ผลการทดสอบแบคเทอริโอซิน 

จากการทดสอบคุณสมบติัของสารออกฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ S. agalactiae และ S. uberis 
พบว่า CFNS จากแบคทีเรียไอโซเลท LAB 21, LAB 
31 และ LAB 34 สามารถยบัย ั้งเช้ือทดสอบไดท้ั้ง 2 
สายพันธ์ุ  โดยเกิดวงใสท่ีเ ด่นชัด (ภาพท่ี 2) แต่
อย่างไรก็ตามความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ
ลดลงหรือหมดไปเม่ือถูกย่อยด้วยเอนไซม์ย่อย
โปรตีน ทั้งน้ีเน่ืองจากแบคเทอริโอซินเป็นเพปไทด์
จึงสามารถถูกย่อยสลายไดโ้ดยเอนไซมย์่อยโปรตีน 
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Kim et al. (2004) และ 
Imtongkhum (2018) ท่ีทดสอบคุณสมบัติความเป็น
โปรตีนของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแล
คติก ดว้ยวิธี Agar well diffusion พบวา่ความสามารถ
ในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียหมดไปเม่ือแบ
คเทอริโอซินถูกย่อยด้วย เอนไซม์ย่อยโปรตีน 
(proteolytic enzyme) 

CFNS ของแบคทีเรียไอโซเลท LAB 26 
ยงัคงแสดงกิจกรรมยบัย ั้ งการเจริญของเช้ือ S. 
agalactiae และ S. uberis ได ้ภายหลงัจากท่ีเติม
เอนไซมย์่อยโปรตีน (ภาพท่ี 2) แสดงให้เห็นว่าสาร

ออกฤทธ์ิท่ีพบในแบคทีเรียไอโซ-เลท LAB 26 ไม่ใช่
สารเพปไทด์ เน่ืองจากไม่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ย่อย
โปรตีน ดังนั้ น กิจกรรมการยับย ั้ ง เ ช้ื อทดสอบ  
ท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดจากฤทธ์ิของสารประกอบชนิดอ่ืนท่ี
แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างข้ึน ไดแ้ก่ สารเมแทบอ
ไลตน์ ้าหนกัโมเลกลุต ่า เช่น กรดอินทรีย ์ซ่ึงมีฤทธ์ิใน
การยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์กรดแลคติก กรดอะ
ซิติก ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ กรดไขมนัสายสั้น 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(hydrogen peroxide) ไดอะ
ซิติล (diacetly) และรอยเทอริน (reuterin) เป็นต้น 
(Stoyanova et al., 2012; King Mongkut's University 
of Technology North Bangkok, 2018) 
5. ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซิน
ในการยับยั้งเช้ือ Streptococcus agalactiae และ  
S. uberis ด้วยวธีิ Agar well diffusion 

แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียไอโซเลท 
LAB 21, LAB 31 และ LAB 34 แสดงกิจกรรมยบัย ั้ง
เช้ือ S. agalactiae โดยท าให้เกิดวงใสขนาดเส้น
ผ่านศูนยก์ลางเฉลี่ย  14.50,  12.15 และ 14.00 
มิลลิเมตร ตามล าดบั 

S. agalactiae S. uberis 
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ภาพที่ 2  ผลการทดสอบดว้ยเอนไซมย์่อยโปรตีนเพ่ือยืนยนัคุณสมบติัสารประกอบเพปไทดข์องสารออกฤทธ์ิยบัย ั้ง 

 เช้ือ S. agalactiae (a-d) และ S. uberis (e-h) ของแบคทีเรียกรดแลคติก LAB 21, LAB 26, LAB 31 และ  
 LAB 34 (จากซา้ยไปขวา) 

 

และแสดงกิจกรรมยบัย ั้งเช้ือ S. uberis โดยท าใหเ้กิด
วงใสขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเฉล่ีย 10.75, 10.50 และ 
11.50 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ภาพท่ี 3) เม่ือ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของวงใสท่ีเกิดการยบัย ั้งเช้ือ
ทดสอบระหวา่งท่ีเกิดจากยาปฏิชีวนะอะมอ็กซีซิลลิน 
และแบคเทอริโอซิน พบว่าเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ีย
ของวงใสท่ีเกิดการยบัย ั้งเช้ือ S. agalactiae โดยยา
ปฏิชีวนะอะมอ็กซีซิลลินมีขนาด 17 มิลลิเมตร ซ่ึงไม่
แตกต่างจากขนาดของวงใสท่ีเกิดการยับย ั้ งจาก
แบคทีเรียไอโซเลท LAB 21 และ LAB 34 ในขณะท่ี
เส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ียของวงใสท่ีเกิดการยบัย ั้งเช้ือ 
S. uberis โดยยาปฏิชีวนะอะม็อกซีซิลลินมีขนาด 
15.50 มิลลิเมตร ซ่ึงมีขนาดใหญ่กว่าวงใสท่ีเกิดการ
ยบัย ั้งจากแบคทีเรียไอโซเลท LAB 21, LAB 31 และ 
LAB 34 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับความ
เช่ือมัน่ 95% (ตารางท่ี 2) มีรายงานการศึกษาความ
ตา้นทานของเช้ือ Streptococcus spp. ท่ีเป็นสาเหตุของ
โรคเต้านมอักเสบต่อสารต้านจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ 
พบว่า มีความสัมพันธ์กับยีนต้านทาน (resistant 

genes) ซ่ึงเป็นผลจากการใชย้าปฏิชีวนะ ในปริมาณ
มาก (Ding et al., 2015; Kaczorek et al., 2017; 
Tomazi et al., 2019) อยา่งไรกต็ามพบวา่แบคเทอริโอ
ซิน เช่น ไนซิน ยงัคงมีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือดงักล่าว (Kaczorek et al., 2017) มี
รายงานการวิจยัหลายเร่ืองท่ีศึกษาถึงมีการศึกษาท่ี
แสดงถึงแบคทีเรียกรดแลคติก (Serna et al., 2011; 
Bouchard et al., 2015; Diepers et al., 2017; Martín 
et al., 2019; Pellegrino et al., 2019) และแบคเทอริ
โอซินท่ีสงัเคราะห์โดยแบคทีเรียกรดแลคติก (Geetha 
et al., 2015; Gaspar et al., 2018; Godoy-Santos et 
al., 2019) ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. 
agalactiae และ S. uberis ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคเตา้
นมอักเสบ ซ่ึงนอกจากการสังเคราะห์แบคเทอริ
โอซินเ พ่ือย ับย ั้ งการ เจ ริญของเ ช้ือ ก่อโรคแล้ว 
แบคทีเรียกรดแลคติกยงัมีกลไกอ่ืนๆ ในการควบคุม
เช้ือก่อโรค  เช่น การแข่งขนัเพ่ือแย่งอาหาร การกีด
ขวางการยึดเกาะ และการปรับระบบภูมิคุม้กนัของ
โฮสต ์เป็นตน้ (Vieco-Saiz et al., 2019) ดงันั้น  การ

a b c d 

e f g h 
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ใช้แบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ือควบคุมโรคเต้านม
อกัเสบจึงอาจใชใ้นรูปของ โพรไบโอติกโดยผสมลง
ในอาหารสตัว ์หรือใชใ้นรูปของแบคเทอริโอซินโดย

ใชเ้ป็นน ้ายาจุ่มหวันม (teat dip) หรือยาดรายสอดเตา้
นม 

 

 
ภาพที่ 3  ผลการยบัย ั้งเช้ือ S. agalactiae (บน) และ S. uberis (ล่าง) ของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรีย LAB 21 (a,  

 d), LAB 31 (b, e) และ LAB 34 (c, f) โดยใชอ้าหารเหลว MRS เป็นชุดควบคุมลบ (-) และยาปฏิชีวนะ 
 อะมอ็ก-ซีซิลลินเป็นชุดควบคุมบวก (+) ทดสอบดว้ยวิธี Agar well diffusion  

 
ตารางที่ 2  ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางเฉล่ียของวงใสท่ีเกิดจากการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. agalactiae และ S. uberis 

โดยแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกไดเ้ปรียบเทียบกบัยาปฏิชีวนะอะม็อกซีซิลลิน 
ทดสอบดว้ยวิธี Agar spot test 

เช้ือทดสอบ 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส (มลิลเิมตร) 

อะมอ็กซีซิลลนิ 
แบคเทอริโอซิน 

LAB 21 LAB 31 LAB 34 
S. agalactiae 17.00a±0.14 14.50ab±0.07 12.15b±0.02 14.00ab±0.00 

S. uberis 15.50 a±0.07 10.75d±0.04 10.50cd±0.07 11.50bcd±0.07 
ค่าเฉล่ียท่ีมีตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวนอนไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีช่วงความเช่ือมัน่ 95% (p≤ 0.05) 
 

สรุป 
แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท LAB 21, 

LAB 31 และ LAB 34 ท่ีคดัแยกไดจ้ากแหนมเป็น
แบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อน ไม่สร้างสปอร์ ไม่
เคล่ือนท่ี มีทั้งชนิดท่ีสร้างและไม่สร้างแก๊สจากการ
หมกัน ้าตาลกลูโคส สามารถผลิตแบคเทอริโอซินท่ีมี
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรคเต้านม
อกัเสบในโคนม โดยแบคเทอริโอซินท่ีสร้างข้ึนจาก

แบคทีเรีย LAB 21 และ LAB 34 แสดงกิจกรรมการ
ยบัย ั้งเช้ือ S. agalactiae ได้ไม่แตกต่างจากยา
ปฏิชีวนะอะม็อกซีซิลลิน ในขณะท่ีแบคเทอริโอซิน
จากแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งเช้ือ S. uberis น้อยกว่ายาปฏิชีวนะอะม็อกซี
ซิลลิน จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีจึงมีความเป็นไปได้
ท่ีจะใชแ้บคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติกใน
การทดแทนการใชย้าปฏิชีวนะในการควบคุมโรคเตา้

(-)        (+)   (a)         (b)   (c) 

(-)        (+)   (d)         (e)   (f) 
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นมอกัเสบ ซ่ึงจะช่วยลดปัญหาในดา้นคุณภาพของ
น ้านมดิบและการด้ือยาของเช้ือก่อโรค โดยอาจใชใ้น
รูปของโพรไบโอติกผสมในอาหารหรือใชจุ่้มหวันม
หรือสอดเตา้นม 
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