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 สังวาลย ์ หาญกลา้:  ศกัยภาพความเป็นโปรไบโอติกของ  Bifidobacterium  spp.  สายพนัธ์ุ
ท่ีแยกไดจ้ากเด็กทารก  ไก่  และสุกร  (PROBIOTIC  POTENTIAL  OF  Bifidobacterium  spp.  
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 งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดัแยก  Bifidobacterium  spp.  จากอุจจาระเด็กทารก  ล าไส้

ไก่และสุกร  (น ้านมแม่สุกร  มูลลูกสุกรและมูลแม่สุกร)  ตลอดจนการจดัจ าแนกและศึกษา

คุณสมบติัโปรไบโอติกของ  Bifidobacterium  spp.  ท่ีคดัแยกได ้ พบวา่สามารถคดัแยกแบคทีเรียได้

จ  านวน  16  ไอโซเลท  จากอุจจาระเด็กทารกจ านวน  10  ไอโซเลท  มูลลูกสุกรและมูลแม่สุกร 

จ านวน  6  ไอโซเลท  ท่ีมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยา  ชีวเคมีและล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี                  

16S rRNA  ท่ีไดใ้กลเ้คียงกบั  Bifidobacterium  spp.  ดว้ย  ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทด์คลา้ยคลึงกบัยนี 

16S rRNA  ของ  B. animalis  subsp. lactis  99-100  เปอร์เซ็นต ์ เม่ือศึกษาคุณสมบติัโปรไบโอติก 

ของ  B. animalis  subsp. lactis  ทั้ง 16  สายพนัธ์ุ  พบวา่มี  B. animalis  subsp. lactis  ท่ีมีศกัยภาพ

ส าหรับการพฒันาเพื่อน าไปใชเ้ป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติก  จ านวน  4  ไอโซเลท  คือ  H1-05,              

H9-01,  H9-02  และ  P8-S01  เน่ืองจากมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่  85  เปอร์เซ็นต ์ ทั้งใน

สภาวะท่ีเป็นกรดท่ีค่า  pH 2  ในสภาวะท่ีมี  pepsin  0.3  เปอร์เซ็นต ์ ไดน้านสูงสุด  4  ชัว่โมง              

และในสภาวะท่ีมีน ้าดีท่ีความเขม้ขน้  1  เปอร์เซ็นต ์ ไดน้านสูงสุด  4  ชัว่โมง  มีความสามารถใน

การยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้อยูใ่นระดบัสูงและสามารถทนอุณหภูมิไดสู้งสุดท่ี  60 องศาเซลเซียส  

นอกจากน้ีไอโซเลท  P8-S01  ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากสุกรมีลกัษณะเด่น  คือ  สามารถเจริญไดใ้นสภาวะ 

ท่ีมีออกซิเจน 
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This  research  aimed  to  isolate  Bifidobacterium  spp.  from  infant  feces,  chicken’s  
intestines,  swine’s  milk  and  swine’s  feces,  Isolated  strains  ware  identified  and  probiotics  
properties  were  characterited.  Total  number  of  16  isolates  inherited  morphological  and  
biochemical  characteristics  of  Bifidobacterium  spp. sequencing  analysis  of  16s rRNA  from  
those  16 isolates  demonstrated  shared  99-100%  of  16s rRNA  sequence  similarity  to                  
B. animalis  subsp. lactis.  Investigation  of  probiotic  properties  of  16  strains  of  B. animalis  
subsp. lactis  revealed  4  potential strains  (H1-05,   H9-01,  H9-02  and  P8-S01)  that  had  the  
best  characteristics  of  probiotic  as  follow;  %  survival  of  over  85%  after  4  hours  of  
exposure  in  both  acidic  (pH 2.0  with  0.3% pepsin)  and  1%  oxgall  bile  conditions,  high  
adherence  efficiency  on  chicken’s  intestinal  mucus  membrane  and  ability  to  survive  at  
60OC.  In  addition,  strain  P8-S01  that  was  isolated  from  swine  sample  was  able  to  grow  
in  aerobic  condition.  
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บทที่ 1 
บทน า 

 

ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 จากแนวโนม้การส่งออกสินคา้ปศุสัตวข์องไทยท่ีเพิ่มมากข้ึน  เน่ืองจากการฟ้ืนตวัของ
ผลผลิตทางการเกษตรและการส่งเสริมของภาครัฐ  รวมถึงปัจจยัแวดลอ้มต่าง  ๆ  เช่น  การยกเลิก
การน าเขา้สินคา้ไก่จากไทยของประเทศเกาหลีใต ้ รวมถึงไขห้วดันกท่ีก าลงัแพร่ระบาดในหลาย
ประเทศ  (ศูนยว์จิยักสิกรไทย, 2560)  ท าใหผู้ผ้ลิตและเกษตรกรตอ้งเพิ่มปริมาณการผลิตให้
สอดคลอ้งกบัความตอ้งการของผูบ้ริโภค  แต่ไทยยงัพบปัญหาและอุปสรรคหลายอยา่ง  เช่น   
การระบาดของโรคในไก่  เน่ืองจากมีสภาพอากาศร้อนช้ืน  โดยหลงัจากเกิดการระบาดของโรค
ไขห้วดันกรุนแรงในปี  2547  อุตสาหกรรมไก่แช่แขง็และแปรรูปของไทยไดรั้บผลกระทบ               
อยา่งหนกัจากการระงบัการน าเขา้ของประเทศคู่คา้ท่ีส าคญั  เช่น  สหภาพยโุรป  ญ่ีปุ่น  ฮ่องกง  
รัสเซีย และสิงคโปร์  (วจิยักรุงศรี, 2560)  ในส่วนของสุกรและผลิตภณัฑพ์บวา่ไทยยงัคงพบปัญหา
เร่ืองโรคปากเทา้เป่ือย  โรคทอ้งร่วงติดต่อ  (PED)  โรคทางระบบสืบพนัธ์ุและระบบทางเดินหายใจ 
(PRRS)  ซ่ึงสร้างความเสียหายใหก้บัการผลิตสุกรเป็นอยา่งมากในช่วง  2-3  ปีท่ีผา่นมา  (ศูนยว์จิยั
และพฒันา ธ.ก.ส., 2559)  
 เน่ืองจากอุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวข์องไทยยงัคงพบปัญหาและตอ้งเฝ้าระวงัโรคต่าง ๆ 
อยา่งต่อเน่ือง  รวมถึงความเส่ียงจากสภาพอากาศท่ีแปรปรวน (วจิยักรุงศรี, 2560)  จากเดิมเกษตรกร
จะแกไ้ขปัญหาโดยการใชย้าปฏิชีวนะเพื่อควบคุมโรคและเป็นสารเร่งการเจริญเติบโต  ซ่ึงการใช ้         
ยาปฏิชีวนะในการเล้ียงสัตวอ์าจมีสารตกคา้งท่ีเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภคได ้ เน่ืองจากสัตวไ์ดรั้บ           
สารตา้นจุลชีพเป็นเวลานานอาจท าใหเ้ช้ือจุลินทรียใ์นล าไส้เกิดการด้ือยา  เกิดความไม่สมดุลของ
จุลินทรียใ์นล าไส้ได ้ ปัจจุบนัเกษตรกรสนใจท่ีจะเล้ียงสัตวแ์บบปลอดยาปฏิชีวนะดว้ยการหนัมาใช้
จุลินทรียโ์ปรไบโอติก  (Probiotics)  ทดแทนการใชย้าปฏิชีวนะ  เพื่อช่วยเสริมสร้างความแขง็แรง            
ลดปริมาณเช้ือก่อโรคในล าไส้  เพิ่มภูมิตา้นทานและไม่มีสารตกคา้งท่ีเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค  
(รินทร์ลภสั  กุลพชัรคณาพงษ์, 2555)   
 ปัจจุบนัหลายประเทศตระหนกัถึงความปลอดภยัของผูบ้ริโภคเป็นหลกั  โดยสินคา้ท่ี
ส่งออกตอ้งมีคุณภาพ  มีความปลอดภยัและไม่พบสารตกคา้ง  การใชจุ้ลินทรียโ์ปรไบโอติกจึงเป็น
ทางเลือกใหม่ส าหรับเกษตรกร  เพราะมีประโยชน์ในแง่ของการก่อใหเ้กิดความสมดุลของจุลินทรีย์
ในระบบทางเดินอาหาร  สร้างสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคช่วยใหส้ัตวมี์สุขภาพดีข้ึน 
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(Williams, Verstegen, & Tamminga, 2001)  นอกจากน้ีแลว้จุลินทรียโ์ปรไบโอติกยงัช่วยให้สัตว์
สามารถดูดซึมสารอาหารไดดี้ข้ึน  จุลินทรียก์ลุ่มท่ีน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติกมีหลายชนิด  เช่น  
Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus, Saccharomyces และ Bifidobacterium                                
(Gaggia, Mattarelli, & Biavati, 2010)   
 Bifidobacterium  ถูกพบคร้ังแรกในอุจจาระเด็กทารกท่ีด่ืมนม เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปท่อน  รูปร่างไม่แน่นอน  มีก่ิงกา้นคลา้ยตวัว ี ตวัวาย  จดัเป็นจุลินทรียท่ี์ไม่ตอ้งการออกซิเจน  
พบในระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตว์  พบมากในล าไส้ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม   
เป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินท่ีมีความพิเศษ  คือ  สามารถสร้างสารประกอบซ่ึงกระตุน้ใหร่้างกายมีการ
สร้างระบบภูมิคุม้กนัข้ึน  (Ventura, Elli, Reniero, & Zink, 2001)  แบคทีเรียในจีนสั 
Bifidobacterium  แตกต่างจากจีนสั  Lactobacillus คือ  Bifidobacterium spp. สามารถสร้างเอนไซม ์
fructose-6-phosphate phosphoketolase (F6PPK)  ซ่ึงเป็นเอนไซมส์ าคญัในกระบวนการหมกัน ้าตาล
เฮกโซส  ในขณะท่ี  Lactobacillus  ไม่สามารถสร้างได ้ จึงเป็นเอนไซมท่ี์มีบทบาทส าคญัใน               
การจ าแนกเช้ือกลุ่มน้ีได ้ (Lee and O’ Sullivan, 2010)  และยงัสามารถทนต่อสภาวะกรดและด่าง  
ในระบบทางเดินอาหารจึงสามารถมีชีวติอยูร่อดไดใ้นระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตวไ์ด ้  
(Chung, Kim, Chum, & Ji, 1999)  นอกจากน้ี  Bifidobacterium spp.  สามารถสร้างกรดแลคติก 
และกรดอะซิติกจากกระบวนการหมกั  ในขณะท่ีจีนสั  Lactobacillus  สร้างกรดแลกติคเพียง             
อยา่งเดียว  (Garrity, 1986, pp.1208-1211)  มีรายงานวา่  Bifidobacterium spp.  พบมากท่ีสุดใน             
เด็กทารกช่วงอายตุั้งแต่แรกเกิดและพบมากสุดในอุจจาระทารกท่ีด่ืมนมแม่  (Arboleya et al., 2011)  
Bifidobacterium  บางสายพนัธ์ุพบคร้ังแรกในล าไส้มนุษย ์ เช่น  B. longum, B. breve, B. bifidum,  
B. pseudocatenulatum  และ  B. adolescentis  (Matteuzzi, Crociani, & Zani, 1971)   
พบ  B. adolescentis  และ  B. longum  ในอุจจาระมนุษย ์ (Bevilacqua, Ovidi, Mattia, Trovatelli, & 
Canganella, 2003)  ส่วนสายพนัธ์ุท่ีพบในล าไส้สุกร  เช่น  B. suis  และ  B. choerinum   
(Modesto et al., 2009)  B. thermophilum  พบในมูลแม่สุกรและพบ  B. boum, B. choerinum                    
ในมูลลูกสุกร  (Maxwell, Duncan, Hold, & Stewat, 2004)  พบ  B. gallinarum  ในไก่ (Turroni, 
Sindern, & Ventura, 2011)  ในสัตวบ์างชนิดพบสายพนัธ์ุท่ีมีความเฉพาะเจาะจง เช่น  B. pullorum  
และ  B. galinarum  พบในล าไส้ส่วน  caecum  ของไก่  (Matteuzzi, Crociani, & Zani, 1971)   
 การน า  Bifidobacterium spp.  มาใชเ้ป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติกส่วนใหญ่ถูกน ามาใช ้            
ในอุตสาหกรรมอาหารของมนุษย ์ แต่ในอุตสาหกรรมอาหารสัตวย์งัพบไดน้อ้ยมากเน่ืองจากมี
ความจ าเพาะต่อการเจริญหลายอยา่ง  การน า  Bifidobacterium spp.  มาใชใ้นอุตสาหกรรม               
อาหารสัตวจ์  าเป็นตอ้งมีการศึกษาคุณสมบติัท่ีนอกเหนือจากคุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติก  
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เน่ืองจากในกระบวนการผลิตจุลินทรียโ์ปรไบโอติก  เช่นการท า  spray drying  หรือ  freeze dried  
มีขั้นตอนท่ีตอ้งสัมผสักบัออกซิเจนหรืออุณหภูมิสูง  ซ่ึงอาจส่งผลต่อการรอดชีวติของเช้ือได ้
(Simpson, Stanton, Fitzgerald, & Ross, 2005)  
 ผูว้จิยัไดด้ าเนินการตรวจสอบผลิตภณัฑโ์ปรไบโอติกหลายชนิดท่ีมีการจดัจ าหน่าย            
และน าไปใชเ้ป็นสารผสมล่วงหนา้ในอาหารสัตวไ์ม่พบวา่มีแบคทีเรียในกลุ่ม  Bifidobacterium spp.  
ผสมอยูเ่ลยทั้งท่ีมีปรากฏบนฉลากแนะน าสินคา้  แต่ในผลิตภณัฑท่ี์ใชส้ าหรับสัตวจ์ากต่างประเทศ
โดยเฉพาะในสัตวเ์ล้ียง  สุนขัและแมว  ปรากฏวา่มีการเติม  Bifidobacterium spp.  เป็นส่วนผสม          
อยูด่ว้ย  ผูว้จิยัจึงเล็งเห็นความส าคญัในการศึกษาเพื่อจ าแนกและคดัเลือก  Bifidobacterium spp.               
จากเด็กทารก  ไก่และสุกรในประเทศไทย  ซ่ึงถือเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ินเพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้
ในการพฒันาจุลินทรียโ์ปรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพสูง  สามารถน ามาใชเ้ป็นผลิตภณัฑ ์                            
โปรไบโอติกส าหรับสัตวแ์ต่ละชนิดได ้ โดยการศึกษาคุณสมบติัในดา้นต่าง  ๆ  ของเช้ือท่ีเหมาะสม
ส าหรับการน าไปใชเ้ป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติกในหอ้งปฏิบติัการ 
 

วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
 1.  เพื่อคดัแยกและจ าแนกแบคทีเรีย  Bifidobacterium spp.  จากเด็กทารก  ไก่และสุกร 
 2.  เพื่อศึกษาคุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติกของ  Bifidobacterium spp.  ท่ีจ  าแนก            
และคดัเลือกไดใ้นหอ้งปฏิบติัการ 
 

สมมติฐานการวจิัย 
 1.  สามารถคดัแยกและจ าแนกแบคทีเรีย  Bifidobacterium spp.  ไดจ้ากเด็กทารก  ไก่    
และสุกร  
 2.  แบคทีเรีย  Bifidobacterium spp.  ท่ีจ  าแนกและคดัเลือกไดมี้คุณสมบติัความเป็น          
โปรไบโอติก 
 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 ทราบขอ้มูลเก่ียวกบั  Bifidobacterium spp.  ท่ีมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติก  ซ่ึงจะเป็น
ประโยชน์ส าหรับการน าไปประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นต่าง  ๆ  เช่น  การน าไปใชผ้สมในอาหารสัตว ์                   
เป็นตน้  
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ขอบเขตการวจิัย 
 1.  คดัแยกและคดัเลือก  Bifidobacterium spp.  จากเด็กทารก  (อุจจาระ),  ไก่  (ล าไส้ไก่
ส่วนล าไส้เล็กส่วนตน้  (duodenum)  ล าไส้เล็กส่วนกลาง  (jejunum)  ล าไส้เล็กส่วนปลาย (ileum) 
และล าไส้ใหญ่ส่วนตน้  (caecum),  สุกร  (น ้านมแม่สุกร  มูลของลูกสุกรและมูลของแม่สุกร) 
ตวัอยา่งละ  10  ตวัอยา่ง   
 2.  ระบุแทกซอนของแบคทีเรียท่ีคาดวา่เป็น  Bifidobacterium spp.  โดยวเิคราะห์ขอ้มูล
ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  16s rRNA  และทดสอบคุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติกของ  
Bifidobacterium spp.  ไดแ้ก่  ความสามารถในการทนกรด  ความสามารถในการทนน ้าดี 
ความสามารถในการยดึเกาะกบัเยือ่เมือกผนงัล าไส้  ความไวต่อยาตา้นจุลชีพ ความสามารถในการ
เจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงและการศึกษาการยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือก่อโรค  
  

นิยามศัพท์เฉพาะ 
 โปรไบโอติก  (Probiotics)  หมายถึง  จุลชีพมีชีวติท่ีใหเ้สริมเขา้ไปจากภายนอกร่างกาย 
ในปริมาณท่ีเพียงพอจะก่อใหเ้กิดผลดีต่อสุขภาพร่างกาย  (Morelli & Capurso, 2012)    
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

1.  โปรไบโอติก 
 1.1  ความหมายของโปรไบโอติก 
  โปรไบโอติก  (Probiotics)  มาจากภาษากรีก  แปลวา่  “เพื่อชีวติ”  (For life)   
ถูกน ามาใชเ้ป็นคร้ังแรกในรายงานการวจิยัของ  Lilly  และ  Stillwell  ในปี  ค.ศ.1965  เพื่ออธิบาย
ถึงสารชนิดหน่ึงท่ีถูกขบัออกมาจากจุลินทรียท่ี์มีผลต่อการเจริญของจุลินทรียอี์กชนิดหน่ึง   
เม่ือน ามาเติมในอาหารจะช่วยปรับสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส้ของเจา้บา้น  (host)  (Fuller, 1989) 
นอกจากน้ียงัมีผูใ้หค้วามหมายของโปรไบโอติก  ดงัน้ี 
  โปรไบโอติก  หมายถึง  จุลินทรียท่ี์มีชีวติ  เม่ือใชใ้นปริมาณท่ีเพียงพอจะให้
ประโยชน์ต่อเจา้บา้น มีประโยชน์ในการรักษาสมดุลในล าไส้  รักษาความสมดุลในทางเดินอาหาร 
ช่วยใหดู้ดซึมสารอาหารไดดี้ข้ึน  (Salminen, Isolauri, & Salminen, 1996) 
  โปรไบโอติก  หมายถึง  อาหารเสริมท่ีเป็นจุลชีพเล็ก  ๆ  ท่ียงัมีชีวติ  เม่ือรับประทาน
เขา้ไปแลว้ช่วยใหร่้างกายผูน้ั้นมีสุขภาพดีข้ึน  ซ่ึงอาจป้องกนัรักษาโรคต่าง  ๆ  ท่ีเกิดข้ึนเน่ืองจาก
การเปล่ียนแปลงของจุลชีพในร่างกาย  ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียท่ีเคยมีในล าไส้สมยัเป็นเด็กทารก               
(อุทยั  เกา้เอ้ียน, 2549) 
  โปรไบโอติก  หมายถึง  เช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์เม่ือสัตวกิ์นเขา้ไปแลว้จะ
เจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนในล าไส้  โดยใชพ้ลงังานจากคาร์โบไฮเดรตและผลิตกรดแลคติค  
วติามินบีและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ ช่วยปรับสภาพความเป็นกรดในทางเดินอาหารใหเ้หมาะสม
กบัการด ารงอยูข่องเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์  ส่งผลใหป้ริมาณเช้ือแบคทีเรียก่อโรคลดลง                   
(รินทร์ลภสั  กุลพชัรคณาพงษ์, 2555) 
  โปรไบโอติก  (Probiotics)  หมายถึง  จุลชีพมีชีวติท่ีใหเ้สริมเขา้ไปจากภายนอก
ร่างกายในปริมาณท่ีเพียงพอจะก่อใหเ้กิดผลดีต่อสุขภาพร่างกาย  (Morelli & Capurso, 2012)           
    จากท่ีมีผูใ้หค้วามหมายของโปรไบโอติกท่ีแตกต่างกนัพอสรุปไดว้า่  โปรไบโอติก 
(Probiotics)  หมายถึง  จุลินทรียท่ี์มีชีวติ  ซ่ึงอาจมีชนิดเดียวหรือเป็นส่วนผสมของจุลินทรียห์ลาย
ชนิดท่ีสามารถไปปรับปรุงคุณสมบติัของจุลินทรียด์ั้งเดิมท่ีอาศยัอยูใ่นล าไส้  มีประโยชน์ในการ
รักษาสมดุลในล าไส้  รักษาความสมดุลในทางเดินอาหาร ช่วยใหดู้ดซึมสารอาหารไดดี้ข้ึน                     
ซ่ึงนอกจากจะไปส่งเสริมการเจริญเติบโตแลว้ยงัท าใหค้นหรือสัตวสุ์ขภาพดีข้ึน 
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 1.2  บทบาทของโปรไบโอติก 
  แบคทีเรียท่ีมีการน ามาผลิตเป็นโปรไบโอติกท่ีส าคญัคือกลุ่ม  Lactobacillus  เช่น                
L. plantarum, L. acidofhilus, L. rhamnosus strain GG  และยงัมีอีกชนิดท่ีนิยมกนัมากคือ  แบคทีเรีย
กลุ่ม  Bifidobacteria  การใชโ้ปรไบโอติกจะใหป้ระโยชน์ต่อร่างกายในลกัษณะของ  functional 
food  และตอ้งมีคุณสมบติัตามท่ีตอ้งการ  คือ  สามารถคงสภาพส่ิงมีชีวติ  มีกล่ินและรสชาติหลงั
การหมกัดี  คงสภาพกรดอ่อน  ๆ  ตลอดระยะเวลาการเก็บซ่ึงตอ้งมีการจดัเก็บอยา่งดีและคงสภาพ
เดิมได ้ (Bengmark, 2000)  และมีคุณสมบติัเป็น  functional food  หรือ  health food  หมายถึง   
สารท่ีร่างกายไดรั้บเขา้ไป  (ไม่จ  าเป็นตอ้งเป็นสารอาหารเสมอไป)  แลว้ช่วยกระตุน้ใหร่้างกาย
สามารถท างานไดเ้ตม็ท่ี  ท าใหมี้ผลดีต่อสุขภาพในภาพรวม  ท าใหเ้กิดประโยชน์ต่อร่างกาย                
และจิตใจมากกวา่ผลลพัธ์ของอาหารทัว่  ๆ  ไป  (Bellisle, Diplock, & Hornstra, 1998) 
 1.3  คุณสมบัติของโปรไบโอติก  (วารี นิยมธรรม, 2549) 
  1.3.1  สามารถเจริญเติบโตไดใ้นช่วงอุณหภูมิกวา้งคือ  20-60  องศาเซลเซียส  
สามารถเพิ่มจ านวนไดอ้ยา่งรวดเร็วและสามารถมีชีวติอยูใ่นล าไส้ได้ 
  1.3.2  สามารถสร้างกรดแลคติก  ท าใหก้ระเพาะอาหารมีสภาพเป็นกรดมากข้ึนจึงเกิด
การยอ่ยและการใชป้ระโยชน์จากสารอาหารต่าง  ๆ  ไดดี้ข้ึน  และปรับสภาพของระบบทางเดิน
อาหารใหอ้ยูใ่นสภาพท่ีแบคทีเรียโคลิฟอร์มเจริญไดย้าก 
  1.3.3  สร้างสารอาหารท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกาย  เช่น  folate  ช่วยสร้างเมด็เลือดแดง
และวติามินบี 2  
  1.3.4  สามารถสร้างเอนไซม ์ pectinase, -galactosidase, amylase, protease, lactase 
และ  cellulose  มีผลท าใหก้ารยอ่ยและใชป้ระโยชน์จากสารอาหารต่าง  ๆ  ไดดี้ข้ึน 
  1.3.5  สามารถสร้างสารต่อตา้นเช้ือโรคท่ีเป็น  primary metabolite  เช่น  กรดอินทรีย ์
และ  secondary metabolite  เช่น  bacteriocin 
  1.3.6  สามารถทนต่อกรดในกระเพาะอาหารไดดี้ 
  1.3.7  สามารถทนต่อน ้าดีไดดี้  เน่ืองจากน ้าดีมีหนา้ท่ีขบัสารตกคา้งในร่างกาย  
แบคทีเรียกลุ่ม  Lactobacillus  หลายชนิดซ่ึงอยูใ่นล าไส้ของมนุษยแ์ละสัตว ์ มีคุณสมบติัทนต่อ 
เกลือน ้าดีและมีความส าคญัต่อระบบสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส้  
 1.4  จุลนิทรีย์ทีใ่ช้เป็นโปรไบโอติก 
  มีจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีนิยมน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติก  ดงัน้ี 
  1.4.1  Lactobacillus  เป็นจุลินทรียก์ลุ่มใหญ่ท่ีมีลกัษณะแตกต่างกนั  ใชอ้นุกรมวธิาน
ในการแยกไดม้ากกวา่  100  ชนิด  จดัเป็นจุลินทรียท่ี์ผลิตกรดแลกติก  จุลินทรีย ์ Lactobacillus 
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หลายชนิดจะมีลกัษณะเฉพาะท่ีพบในล าไส้ของมนุษยแ์ละสัตว ์ มีความส าคญัและเก่ียวขอ้งกบั
ระบบห่วงโซ่อาหาร  (Food chain)  ใชใ้นกระบวนการหมกัอาหารและอาหารสัตว ์ ส าหรับน าไปใช้
เป็นโปรไบโอติกส าหรับมนุษยแ์ละสัตว์ 
  1.4.2  Enterococcus  เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม  Lactic acid bacteria  พบไดท้ัว่ไปใน
ธรรมชาติและในผลิตภณัฑอ์าหาร  เป็นเช้ือประจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตว ์ 
E. faecium  และ  E. faecalis  เป็นจุลินทรียท่ี์พบไดม้ากในระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตว ์ 
จุลินทรียก์ลุ่มน้ีถูกน ามาใชใ้นการผลิตผลิตภณัฑอ์าหาร  เช่น  cheese  และยงัใชเ้ป็นสารเสริมใน
อาหารและอาหารสัตว ์ (Gaggia et al., 2010)  ผลการใช ้ E. faecium SF68  ในสุกรเพื่อเพิ่มอตัรา
การเจริญพบวา่  การให้  E. faecium SF68  สามารถช่วยเพิ่มการเจริญของสุกรไดภ้ายหลงัจากการใช้
เป็นเวลา  8  สัปดาห์  และสามารถช่วยลดการแอมโมเนีย  ไฮโดรเจนซลัไฟดใ์นมูลสุกร   
และลดไขมนัในเน้ือสุกรได ้ (Chen et al., 2006)  
  1.4.3  Bacillus  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก  สร้างสปอร์ พบไดท้ัว่ไปทั้งในดิน  น ้า 
อากาศ  สายพนัธ์ุ  Bacillus  เป็นจุลินทรียท่ี์ใชเ้ติมลงไปในอาหาร เพื่อใหเ้ช้ือแบคทีเรียเขา้ไปท างาน
ในล าไส้ของมนุษยแ์ละสัตว ์ การใชจุ้ลินทรียก์ลุ่ม  Bacillus  จะอาศยัคุณสมบติัในการสร้างเอนไซม์
ของเช้ือเพื่อใชเ้ป็นโปรไบโอติกส าหรับเสริมในอาหารสัตว ์ (Gaggia et al., 2010) 
  1.4.4  Saccharomyces  จดัอยูใ่นกลุ่มยสีต ์ ท่ีมีการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศโดยการ
แตกหน่อ  S. cerevisiae  สามารถพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติ  พบในพืช  ผลไมแ้ละดิน  อีกสายพนัธ์ุ 
ท่ีรู้จกักนัคือ  S. boulardii  ซ่ึงแยกไดจ้ากผวิของล้ินจ่ีท่ีปลูกในอินโดจีน  ส่วนมากใชเ้ป็น                      
โปรไบโอติกในสัตวเ์ค้ียวเอ้ืองและใชเ้ป็นสารเสริมในอาหารสุกร  (Gaggia et al., 2010)  ยสีตท่ี์            
มีชีวติเม่ือใชเ้ป็นโปรไบโอติกจะช่วยปรับปรุงกระบวนการหมกัในกระเพาะรูเมนของสัตวเ์ค้ียว
เอ้ืองใหมี้ประสิทธิภาพมากข้ึน  โดยมีกลไกคือ  สามารถใชอ้อกซิเจนในกระเพาะรูเมนในการ              
เผาผลาญน ้าตาลและ  oligosaccharide  สายสั้น  ๆ  จากอาหารและยงัเป็นแหล่งวติามิน  แร่ธาตุ           
และกรดอะมิโนส าหรับจุลินทรียใ์นกระเพาะรูเมนดว้ย  (สินีนาฏ พลโยราช  และเมธา วรรณพฒัน์, 
2558) 
  1.4.5  Bifidobacterium  พบในระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตว ์ 
Bifidobacteria  เป็นจุลินทรียก์ลุ่มท่ีมีความส าคญั  ใชเ้ป็นตวับ่งช้ีถึงสภาวะสุขภาพของคนและสัตว ์ 
เป็นประโยชน์ในการรักษาสมดุลในระบบทางเดินอาหาร ลดความเส่ียงของการติดเช้ือก่อโรค 
หลายชนิด  (Gaggia et al., 2010)  การศึกษา  B. animalis subsp. lactis  ในการส่งเสริมการเจริญของ               
ลูกสุกรหลงัหยา่นม  พบวา่  B. animalis subsp. lactis  สามารถเพิ่มจ านวนใน  caecum  ของสุกรได้
และจากผลการศึกษาพอสรุปเป็นแนวทางไดว้า่การใช ้ B. animalis subsp. lactis  ท่ีความเขม้ขน้ 
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1011  cfu  ต่อตวัต่อวนั  เป็นทางเลือกท่ีดีท่ีสุดในการเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตของลูกสุกร                    
หลงัหยา่นมได ้ (Modesto et al., 2009) 
 ส าหรับสายพนัธ์ุของจุลินทรียท่ี์ใชส้ าหรับการศึกษาหรือน ามาประยกุตใ์ชใ้นอาหารสัตว ์ 
แสดงในตารางท่ี  2-1  
 
ตารางท่ี 2-1  จุลินทรียโ์ปรไบโอติกท่ีมีการน ามาประยกุตใ์ชใ้นอาหารสัตว์  (Gaggia et al., 2010) 
 

Genus Species 

แบคทเีรีย  
Bifidobacterium B. animalis subsp. animalis (B. animalis) 

B. lactis subsp. lactis (B. lactis) 
B. longum subsp. longum (B. longum) 
B. pseudolongum subsp. pseudolongum (B. pseudolongum) 
B. thermophilum 

Enterococcus E. faecalis (Streptococcus faecalis) 
E. faecium (Streptococcus faecium) 

Lactobacillus L. acidophilus 
L. amylovorus 
L. brevis 
L. casei subsp. casei (L. casei) 
L. crispatus 
L. farmicinis 
L. fermentum ,  
L. murinus 
L. plantarum subsp. plantarum (L. plantarum) ,  
L. reuteri 
L. rhamnosus 

 
 
 



9 
 

ตารางท่ี  2-1  (ต่อ) 
 

Genus Species 

แบคทเีรีย  
Lactobacillus L. salivarius 

L. amylovorus (L. sobrius) 
Leuconostoc L. lactis subsp. cremoris (Streptococcus cremoris) 

L. lactis subsp. lactis  
L. citreum 
L. lactis 
L. mesenteroides 

Pediococcus P. acidilactici 
P. pentosaceus subsp. pentasaceous 

Propionibacterium P. freudenreichii 
Streptococcus S. infantarius 

S. salivarius subsp. Salivarius 
S. thermophilus (S. salivarius subsp. thermophilus) 

Bacillus B. cereus (B. cereus var. toyoi) 
B. licheniformis 
B. subtilis 

ยสีต ์  
Saccharomyces S. cerevisiae (S. boulardii) 

S. pastorianus (S. carisbergensis) 
Kluyveromyces K. fragilis  

K. marxianus  
รา  
Aspergillus A. oryzae  

A. niger 
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 1.5  กลไกการท างานของโปรไบโอติก 
  เช้ือแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารจะประกอบดว้ยแบคทีเรีย  2  กลุ่มใหญ่  ๆ                
คือ  กลุ่มแบคทีเรียท่ีเป็นมิตรและกลุ่มแบคทีเรียก่อโรค  โดยแบคทีเรียทั้ง  2  กลุ่มน้ีจะอยูก่นัแบบ
พึ่งพาอาศยัซ่ึงกนัและกนั  (symbiosis)  เกิดเป็นภาวะสมดุลของแบคทีเรียในล าไส้ เรียกวา่  eubiosis  
แบคทีเรียท่ีเป็นมิตรส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก  เช่น  Lactobacillus  และ  Bifidobacteria                 
ซ่ึงมีปริมาณมากถึง  85  เปอร์เซ็นต ์ ของแบคทีเรียทั้งหมด  เป็นเกราะป้องกนัขั้นแรกต่อการรุกราน
ของแบคทีเรียก่อโรค  แต่อยา่งไรก็ตามยงัมีปัจจยัอ่ืนท่ีท าใหค้วามสมดุลในล าไส้สูญเสียไป                    
เช่น  อาหาร  ภูมิอากาศ  อาย ุ การใชย้าปฏิชีวนะ  การป่วย  ความเครียด  และพฤติกรรมการ
ด ารงชีวติ  เป็นตน้  ดงันั้นจุดประสงคใ์นการเติมโปรไบโอติกลงในอาหารสัตว ์ จึงเป็นการเพิ่มหรือ
เสริมแบคทีเรียท่ีเป็นมิตรกลบัคืนสู่ร่างกายของสัตว ์ เพื่อเป็นการรักษาสมดุลของแบคทีเรียในล าไส้   
และป้องกนัการรุกรานของแบคทีเรียก่อโรค  (นภาพร  เลิศวรปรีชา, 2550) 
  แบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคไดด้ว้ยกลไก
ส าคญั  2  ประการ  คือ  การแยง่พื้นท่ีในการยดึเกาะ  (competition adhesion stie)  กบั  intestinal  
mucosa  และการแยง่สารอาหารต่าง  ๆ  (competition  nutrient)  เน่ืองจากการเพิ่มจ านวนอยา่ง
รวดเร็วของเช้ือแบคทีเรียโปรไบโอติกจะท าใหแ้บคทีเรียเจริญครอบคลุมผวิเยือ่ผนงัล าไส้  
นอกจากนั้นแบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถสร้างสารประกอบท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย  ไดแ้ก่ 
กรดอินทรีย ์ (organic acid)  แบคเทอริโอซิน  (bacteriocin)  และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ (H2O2)                      
(Franz, Holzapfel, & Stiles, 1999) 
 1.6  การคัดเลอืกแบคทเีรียเป็นโปรไบโอติก 
  ในการคดัเลือกแบคทีเรียสายพนัธ์ุใหม่  เพื่อน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติกนั้ นส่ิงท่ีตอ้งท า
การทดสอบเป็นอยา่งแรก  คือ  การศึกษาการทนต่อกรดในกระเพาะอาหาร  และการทนต่อน ้าดีใน
ล าไส้  เน่ืองจากจะแสดงใหเ้ห็นถึงความสามารถของแบคทีเรียท่ีจะอยูร่อดและผา่นกระเพาะอาหาร
ของสัตวไ์ด ้ ต่อมาคือศึกษาการยดึติดกบัเยือ่เมือกผนงัล าไส้  ซ่ึงจะแสดงใหเ้ห็นว่าแบคทีเรีย
สามารถท่ีจะ  colonize  ในล าไส้และไม่ถูกขบัออกจากร่างกาย  สามารถท่ีจะสร้างประโยชน์ใหก้บั
ร่างกายได ้ และศึกษาประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียอ่ืน  ชนิดของสารยบัย ั้งท่ีแบคทีเรีย             
สร้างข้ึน  ศึกษารูปแบบการด้ือยาตา้นจุลชีพ เป็นตน้  (Klaenhammer, 1993)  การท่ีจะน าจุลินทรีย์
ชนิดใดมาเป็นโปรไบโอติกจะตอ้งมีการศึกษาและทดสอบทางวทิยาศาสตร์เพื่อใหท้ราบขอ้มูล             
ในเร่ืองคุณสมบติั  ประสิทธิผลต่อสุขภาพและความปลอดภยั  ไดรั้บการยอมรับจากองคก์ารอาหาร
และยาของประเทศสหรัฐอเมริกา  (The United States Food and Drug Administration (FDA) 
(USFDA))  รับรองวา่เป็นจุลินทรียท่ี์มีความปลอดภยั  (Generally Regarded As Safe หรือ GRAS) 
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ซ่ึงไดมี้การศึกษาและน ามาใชใ้นส่ิงมีชีวติ มีขอ้มูลทางวทิยาศาสตร์รับรองถึงความปลอดภยัในการ
น ามาใช ้ โดยทัว่ไปเกณฑใ์นการคดัเลือกจุลินทรียโ์ปรไบโอติกท่ีจะน ามาใชก้บัคนและสัตวมี์ดงัน้ี  
  1.  สามารถอาศยัอยูใ่นระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตวช์นิดนั้น  ๆ  ได้ 
  2.  ไม่เป็นสายพนัธ์ุท่ีก่อใหเ้กิดโรค 
  3.  สามารถเจริญเพิ่มจ านวนในทางเดินอาหารได้ 
  4.  มีปริมาณสูงเพียงพอท่ีจะก่อใหเ้กิดผลดีต่อสุขภาพ  (ส านกัการแพทยท์างเลือก, 
2556) 
  ส าหรับประเทศไทย  สายพนัธ์ุของจุลินทรียโ์ปรไบโอติกท่ีใชเ้ติมในอาหารสัตว์
จะตอ้งเป็นรายช่ือของจุลินทรียท่ี์ระบุใหอ้ยูใ่นกลุ่ม  “สารเสริมชีวนะ”  ตามประกาศกระทรวง
เกษตรและสหกรณ์  เร่ืองก าหนดวตัถุท่ีเติมในอาหารสัตว ์ปริมาณการใชแ้ละเง่ือนไขในการหา้ม
ผลิต  น าเขา้หรือขายอาหารสัตว ์ พ.ศ. 2559  ขอ้ 9  ก าหนดใหชี้วภณัฑซ่ึ์งมีช่ือทางวชิาการอาหาร
สัตวว์า่  “สารเสริมชีวนะ”  ต่อไปน้ีเป็นวตัถุท่ีเติมในอาหารสัตว ์ โดยมีปริมาณท่ีใชผ้สมในอาหาร
สัตวผ์สมส าเร็จรูปแลว้จะตอ้งมีอตัราส่วนหรือปริมาณของสารเสริมชีวนะชนิดเดียวหรือหลายชนิด
รวมกนัไม่นอ้ยกวา่  1x105  ซี.เอฟ.ย.ู  (CFU)  ต่ออาหารสัตว ์ 1  กิโลกรัม  ดงัแสดงในตารางท่ี 2-2 
 
ตารางท่ี  2-2  รายช่ือของจุลินทรียท่ี์ระบุใหอ้ยูใ่นกลุ่ม  “สารเสริมชีวนะ”  ตามประกาศกระทรวง 
                      เกษตรและสหกรณ์  พ.ศ. 2559  
 

(ก) แบคทเีรีย (ข) รา 
(1) Lactobacillus plantarum 
(2) Lactobacillus casei 
(3) Lactobacillus fermentum 
(4) Lactobacillus brevis 
(5) Lactobacillus bulgaricus 
(6) Lactobacillus acidophilus 
(7) Lactobacillus cellobiosus 
(8) Lactobacillus curvatus 
(9) Lactobacillus delbruekii 
(10)  Lactobacillus lactis 
(11) Lactobacillus reuterii 

(1) Pediocuceus spp. 
(2) Yeast 
(3) Aspergillus niger 
(4)  Aspergillus oryzae 
(5) Candida pintolepessi 
(6)  Saccharomyces cerevisiae 
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ตารางท่ี  2-2  (ต่อ) 
 

(ก) แบคทเีรีย (ข) รา 
(12) Lactobacillus helveticus  
(13) Leuconostoc mesenteroides  
(14) Streptococcus faecium cernelle 68  
(15) Streptococcus thermophilus 
(16) Streptococcus faecium  
(17) Streptococcus cremoris  
(18) Streptococcus diacetylactis 
(19) Streptococcus lactis 
(20) Streptococcus intermedius 

 

(21) Bacillus subtilis strain BN 
(22) Bacillus coagulan 
(23) Bacillus lentus 
(24) Bacillus lichenifermis 
(25) Bacillus pumilus 
(26) Bacillus subtilis 
(27) Bacillus toyoi 

 

(28) Bacteroides amylophilus 
(29) Bacteroides capillosus 
(30) Bacteroides ruminocola 
(31) Bacteroides suis 

 

(32) Bifidobacterium adolescentis 
(33) Bifidobacterium animalis 
(34) Bifidobacterium bifidum 
(35) Bifidobacterium infantis 
(36) Bifidobacterium longum 
(37) Bifidobacterium thermophilum 
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ตารางท่ี  2-2  (ต่อ) 
 

(ก) แบคทเีรีย (ข) รา 
(38) Pediococcus acidilacticii 
(39)  Pediococcus cerevisiae domosus  
(40)  Pediococcus pentosaceus 

 

(41) Propionibacterium freudenreichii 
(42) Propionibacterium shermanii 

 

 
 ในการคดัเลือกจุลินทรียส์ายพนัธ์ุใหม่  ๆ  เพื่อน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติกนั้นตอ้งมีการ
ทดสอบคุณสมบติั ดงัน้ี  
   1. การศึกษาการทนกรดและการทนน า้ดี 
    การศึกษาความสามติก  ซ่ึงค่า pH ของารถในการทนกรดเป็นคุณสมบติัท่ี
ส าคญัของแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติก  น ้ายอ่ยในกระเพาะอาหารอาจจะแตกต่าง
กนัตั้งแต่  2.0-3.5  ข้ึนอยูก่บัระยะเวลาในการกินอาหาร  ระยะการเจริญหรือชนิดของสัตว ์ เช่น  
ค่า  pH  ในกระเพาะแทข้องไก่มีค่าตั้งแต่  2.5-4.74  และการยอ่ยอาหารจะใชเ้วลา  1-3  ชัว่โมง  
ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัขนาดของอาหาร  (Musikasang, Tani, & Maneerat, 2009)  เช่นเดียวกบักระเพาะ
อาหารของมนุษย ์ ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง  ท่ีแตกต่างกนั  ค่าความเป็นกรดในกระเพาะอาหารมีค่า 
pH  เท่ากบั  3  หรือต ่ากวา่  และในล าไส้เล็กมีความเป็นด่างในระดบั  pH  ประมาณ  8-9   
(ส านกัการแพทยท์างเลือก, 2556) 
    การศึกษาคุณสมบติัในการทนน ้าดีเป็นหลกัการทัว่ไปในการคดัเลือก                    
โปรไบโอติก  ซ่ึงจะแสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียสามารถท่ีจะทนอยูใ่นล าไส้ไดแ้ละน ้าดียงัมีฤทธ์ิใน
การยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและกลุ่ม  Enterococcus  โดยจะช่วยยอ่ยสารอาหารประเภทไขมนัใน
ล าไส้ของคนและสัตว ์ น ้าดีท่ีถูกหลัง่เขา้สู่ล าไส้เล็กส่วนตน้จะมีความเขม้ขน้สูงอยูใ่นช่วง  1.5-2.0 
เปอร์เซ็นต ์ ในชัว่โมงแรกของการยอ่ยอาหาร  หลงัจากนั้นความเขม้ขน้จะลดลงจนถึงประมาณ              
0.3  เปอร์เซ็นต์  ส่วนในล าไส้เล็กของไก่มีความเขม้ขน้ของเกลือน ้าดีประมาณ  10-11  มิลลิโมลต่อ
กรัมของอาหารท่ีกิน สัตวต่์างชนิดกนัจะมีองคป์ระกอบของน ้าดีแตกต่างกนั (Noriega, Gueimonde, 
Sanchez, Margolles, & Reyes-Gavilan, 2004) 
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     2.  การศึกษาการยดึติดกบัเยือ่เมือกผนังล าไส้  
    ความสามารถในการยดึติดกบัเยือ่เมือกผนงัล าไส้เป็นคุณสมบติัท่ีมีความส าคญั
ในการส่งเสริมสุขภาพของผูบ้ริโภค  เพราะเป็นการเร่ิมตน้ของการอาศยัในระบบทางเดินอาหาร
ของส่ิงมีชีวติและช่วยปรับปรุงระบบภูมิคุม้กนัของผูบ้ริโภคได ้ เม่ือจุลินทรียโ์ปรไบโอติกซ่ึงเป็น
จุลินทรียช์นิดดีและมีประโยชน์เขา้ไปในระบบทางเดินอาหารและยดึเกาะกบัผนงัล าไส้  ระบบ
ภูมิคุม้กนัจะจดจ าและยอมใหอ้ยูร่่วมกนั โดยจุลินทรียจ์ะอาศยัอาหารในการเจริญและผลพลอยได้
คือผูบ้ริโภคจะไดรั้บส่ิงท่ีเป็นประโยชน์ร่วมกนั เป็นการอยูร่่วมกนัแบบพึ่งพาอาศยักนั                  
(ส านกัการแพทยท์างเลือก, 2556)  ส่วนในระบบทางเดินอาหารของสัตวโ์ดยเฉพาะบริเวณล าไส้จะ
มีการยอ่ย  ท าลายและขบัของเสียออกมา  การศึกษาการยดึเกาะของแบคทีเรียกบัเยือ่เมือกผนงัล าไส้
จะแสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพในการยดึเกาะและ  colonization  ในล าไส้  กลไกการยดึเกาะของ
แบคทีเรียกบัเยือ่เมือกผนงัล าไส้แบ่งออกเป็น 2  แบบ  คือ การยดึเกาะแบบไม่จ  าเพาะ (non-specific)  
ไดแ้ก่ แบบใชแ้รงวาลเดอวาลส์  (van-der-waal’s force)  แบบใชป้ระจุ  (charge)  แบบปฏิกิริยา 
ชอบน ้า  (hydropholic interaction)  และการยดึเกาะดว้ยปฏิกิริยาไอออน  (cation interaction)  
ส่วนการยดึเกาะแบบจ าเพาะ  (specific)  เป็นการยดึติดท่ีมีความจ าเพาะกนัของ  receptor กบั  ligand 
ซ่ึงมกัจะพบในแบคทีเรียก่อโรค  เช่น  Salmonella Thyphimurium  (Althouse, Patterson, Fedorka-
Cray, & Isaacson, 2003) 
   3.  การศึกษาความไวต่อยาต้านจุลชีพ 
    ในการใชจุ้ลินทรียโ์ปรไบโอติกในบางคร้ังอาจจะมีการใชร่้วมกบัยาปฏิชีวนะ                         
จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาความไวต่อยาตา้นจุลชีพของแบคทีเรียท่ีจะน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติก  โดยมี
วตัถุประสงคเ์พื่อศึกษารูปแบบการด้ือยาตา้นจุลชีพของแบคทีเรีย  เพื่อน ามาใชเ้ป็นขอ้มูลใน                 
การตดัสินใจเลือกแบคทีเรียนั้นมาใชเ้ป็นโปรไบโอติก  (ปิยมาศ  ศรีภูมิ  และคณะ, 2548)  
อยา่งไรก็ตามยงัมีขอ้ถกเถียงกนัอยูม่ากวา่ในการเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัโปรไบโอติกนั้นควร
เลือกแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะหรือเลือกแบคทีเรียท่ีมีความไวต่อยาปฏิชีวนะดี  ข้ึนอยูก่บั
จุดประสงคข์องการน าเอาโปรไบโอติกนั้นไปใชป้ระโยชน์ (นภาพร  เลิศวรปรีชา, 2550) ปัจจุบนั
พบวา่มีแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาแวนโคมยัซิน  เช่น  แบคทีเรียกลุ่ม  Enterococci  เป็นสาเหตุของ               
การติดเช้ือ Vancomycin Resistance Enterococci (VRE)  และแบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถถ่ายทอด                 
ยนีด้ือยาใหก้บัแบคทีเรียในกลุ่มเดียวกนัหรือแบคทีเรียใกลเ้คียงไดโ้ดยพบวา่แบคทีเรียกลุ่ม  
Enterococci  ด้ือต่อยาแวนโคมยัซินท่ีความเขม้ขน้มากกวา่หรือเท่ากบั 64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ปิยมาศ  ศรีภูมิและคณะ, 2548) 
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    การศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของจุลินทรีย ์ Bifidobacterium spp.  มีเหตุผล
ท่ีน่าสนใจอยู ่ 2  ขอ้  ขอ้ท่ีหน่ึงคือความเป็นไปไดใ้นการใช ้ Bifidobacterium spp.  ในทางเดิน
อาหารเพื่อไม่ใหถู้กท าลายจากการไดรั้บยาปฏิชีวนะ  ขอ้ท่ีสองคือความเป็นไปไดใ้นการอยูร่่วมกนั
ของยาปฏิชีวนะท่ีเติมในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการคดัแยกเช้ือจุลินทรีย ์ Bifidobacterium spp.   
ทั้งจากพืช  ส่ิงส่งตรวจทางการแพทยห์รือจากตวัอยา่งอาหาร  การศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของ 
Bifidobacterium spp.  มีงานวิจยัท่ีท าการศึกษานอ้ยมากและงานวจิยัส่วนใหญ่ไม่ค่อยไดรั้บการ
ตีพิมพใ์นระดบัสากล  เน่ืองจากความยุง่ยากเพราะเง่ือนไขและขอ้จ ากดัหลายอยา่ง  อยา่งไรก็ตาม 
ในการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของ Bifidobacterium spp.  พบวา่สามารถตา้นทานยาปฏิชีวนะ 
nalidixic acid, gentamicin, kanamycin, metronidazole, neomycin,polymyxin B  และ streptomycin 
ได ้ แต่จะถูกยบัย ั้งดว้ย  ampicillin, bacitracin,chloramphenicol, clindamycin, erythromycin, 
lincomycin, nitrofurantoin, oleandomycin, penicillin G, vancomycin  และมีความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ tetracycline (Ballongue, 2004) 
                     1.7  ประโยชน์ของการใช้โปรไบโอติกในอาหารสัตว์ 
   ประโยชน์และผลลพัธ์ของการใชโ้ปรไบโอติกในอาหารสัตว ์ สามารถสรุปได้
ดงัน้ี  (เยาวมาลย ์คา้เจริญ และสาโรจน์ คา้เจริญ, 2535) 
   1.7.1  ใชเ้ป็นสารเร่งการเจริญเติบโตของสัตวเ์ล้ียงในฟาร์ม 
   1.7.2  ใชค้วบคุมจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรค  โดยเฉพาะในระบบทางเดินอาหารและ
ในขณะเดียวกนัยงัช่วยกระตุน้ใหส้ัตวส์ร้างภูมิคุม้กนัโรคได้ 
   1.7.3  ช่วยท าใหก้ารใชน้ ้าตาลแลคโตสในนมเกิดข้ึนไดดี้ข้ึน  โดยไปเพิ่มเอนไซม์
เบตา้กาแลคโตซิเดส  (B-galactosidase)  ใหมี้ความเขม้ขน้สูงข้ึน  ท าใหส้ัตวท่ี์เล้ียงลูกดว้ยนม
โดยเฉพาะสัตวอ่์อน  สามารถน าน ้าตาลจากนมไปใชป้ระโยชน์ไดดี้และเพิ่มข้ึน 
   1.7.4  ลดการเกิดการทอ้งผกู 
   1.7.5  มีกิจกรรมในการลดหรือยบัย ั้งเน้ืองอก (antitumor  activities) โดยไปยบัย ั้ง
การสร้างเซลลเ์น้ืองอกหรือไปควบคุมการสร้างเอนไซมท่ี์ใชใ้นการหลัง่สารก่อมะเร็ง  
(carcinogens) หรือไปท าลายสารก่อมะเร็ง  เช่น  สารไนโตรซามีน  (nitrosamines)  หรือไปลดการ
สร้างเอนไซมท่ี์ใชใ้นการสร้างสารไนโตรซามีน 
   1.7.6  มีผลการยบัย ั้งการสร้างคอเลสเทอรอล  (cholesterol)  ในร่างกายได ้ โดยท า
ใหค้อเลสเทอรอลในกระแสเลือดลดลง  แบคทีเรียโปรไบโอติกจะสามารถลดระดบัของ                                   
คอเลสเทอรอลไดโ้ดยแบคทีเรียโปรไบโอติกสร้าง  bile  salt hydrolase (BSH) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์
ช่วยยอ่ยสลายคอเลสเทอรอลเกิดเป็นคอเลสเทอรอลอิสระท่ีสามารถดูดซึมเขา้สู่เซลลไ์ด้ 
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  1.8  คุณสมบัติของจุลนิทรีย์โปรไบโอติกทีใ่ช้ในอุตสาหกรรม 
   กระบวนการผลิตในอุตสหกรรมอาหารหรืออาหารสัตว ์ เพื่อใหไ้ดป้ริมาณเช้ือ
และมีอตัราการรอดชีวติในปริมาณท่ีเพียงพอหลงัจากผา่นกระบวนการผลิต  จุลินทรียต์อ้งผา่น
สภาวะอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัสภาวะท่ีใชใ้นการผลิต  เช่น ผา่นความร้อนในการท า  spray 
drying หรือผา่นการท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ (freeze drying)  รวมถึงตอ้งมีการสัมผสักบัออกซิเจน
ในระหวา่งกระบวนการผลิต ซ่ึงการสัมผสักบัออกซิเจนหรือสัมผสัอุณหภูมิท่ีสูงหรือต ่าเกินไปนั้น
อาจส่งผลกระทบต่อโครงสร้างท่ีเป็นองคป์ระกอบภายในของจุลินทรีย์  (Simpson et al., 2005)              
จึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาคุณสมบติัน้ีเพื่อเป็นแนวทางในการศึกษาต่อไป 
 

2.  Bifidobacterium  spp.   
 Bifidobacterium spp.  ถูกคน้พบคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1899 โดยถูกคดัแยกไดจ้ากอุจจาระ
เด็กท่ีด่ืมนมแม่ โดย Tissier  และเรียกช่ือวา่  Bacillus bifidus  ในปี ค.ศ. 1924  Orla-Jensen ไดจ้ดั
จ าแนกและระบุวา่  Bifidobacteria  มีลกัษณะคลา้ยกบัแบคทีเรียในจีนสั  Lactobacillus  ต่อมาใน      
8th edition Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology  ไดจ้ดัจ าแนก  Bifidobacteria ใหอ้ยูใ่น 
genus Bifidobacterium , family Actinomyceteceae , order Actinomycetales โดยใชโ้ครงสร้าง           
ผนงัเซลลข์องแบคทีเรียในการแยกความแตกต่าง  แต่อยา่งไรก็ตาม  Bifidobacteria ยงัคงมีลกัษณะ
คลา้ยคลึงกบั  family Lactobacillaceae มากกวา่ family Actinomyceteceae ใน 9th edition Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology  ไดร้ะบุวา่จีนสั  Bifidobacterium  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปร่างท่อน ไม่สร้างสปอร์ (Parte, 2012)   
 แบคทีเรียจีนสั  Bifidobacterium  แตกต่างจากแบคทีเรียในจีนสั  Lactobacillus  คือจีนสั 
Bifidobacterium  สามารถใชน้ ้าตาล  fructose-6-phosphate phosphoketolase (F6PPK)  ไดใ้นขณะท่ี
จีนสั Lactobacillus  ไม่สามารถใชน้ ้าตาลน้ีไดจึ้งใชคุ้ณสมบติัน้ีในการจ าแนกจีนสั Bifidobacterium  
ออกจากจีนสั  Lactobacillus ได ้ และในการศึกษาเปอร์เซ็นตข์อง  guanine + cytosine  (เปอร์เซ็นต ์
G+C) ใน  DNA  ของจีนสั  Bifidobacterium  พบวา่มีสูงถึง  55-67  เปอร์เซ็นต ์ โมลของปริมาณ            
ดีเอน็เอทั้งหมด ซ่ึงจะแตกต่างจากของจีนสั  Lactobacillus, Corynebacterium  และ
Propionibacterium  จึงสามารถแยกจีนสั  Bifidobacterium  ออกจากจีนสัอ่ืนได ้ 
(Ballongue, 2004. p.68)   
 Bifidobacterium spp.  เป็นแบคทีเรียท่ีมีความส าคญักบัสุขภาพของมนุษย ์ ส่วนใหญ่ใช้
เป็นโปรไบโอติกส าหรับมนุษย ์ โดย Bifidobacterim spp.  เป็นเช้ือแบคทีเรียประจ าถ่ินท่ีอยูใ่น
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ระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์ (Russell, Ross, Fitzgerald, & Stanton, 2011) Bifidobacterium spp.  
ถูกจดัจ าแนกตามอนุกรมวธิาน  (Parte, 2012)  ดงัน้ี  
 Phylum : Actinobacteria 
  Class : Actinobacteria  
   Subclass : Actinobacteridae 
    Order : Bifidobacteriales 
     Family : Bifidobacteriaceae  
      Genus : Bifidobacterium    
 2.1  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
  Bifidobacterium spp.  จดัเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  รูปท่อน  การยอ้มติดสีแกรม               
ไม่สม ่าเสมอ  รูปร่างแตกต่างกนั  บางเซลลโ์คง้  บางเซลลเ์ป็นกระบอง  (clubbed)  การเรียงตวัมกั
เรียงตวัเป็นสาย  บางคร้ังอาจเป็นเซลลเ์ด่ียว  เป็นคู่  หรือบางคร้ังเรียงตวัเป็นรูปตวัว ี ส าหรับการ
เรียงตวัเป็นสายมกัเป็นการเรียงตวัท่ีซบัซอ้นของเซลลท่ี์เท่ากนัในแนวเดียวกนัคลา้ยร้ัว  (palisades  
of  parallel cells) หรือเรียงตวัเป็นรูปแฉกคลา้ยดอกกุหลาบ  (rosette) บางคร้ังเซลลบ์วมอาจ
มองเห็นเป็นรูปกลมได้  Bifidobacterium spp.  จดัเป็น anaerobes  บางชนิดสามารถเจริญไดใ้น
บรรยากาศท่ีมี  CO2  10 เปอร์เซ็นต ์ ไม่สร้างสปอร์  ไม่ผลิตเอนไซม ์ catalase  ไม่เคล่ือนท่ี  ไม่สร้าง
แคปซูล  หมกัยอ่ยน ้าตาลกลูโคส  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ  คือ  37-41  องศาเซลเซียส                    
ไม่มีสมบติัเป็น  acid-fast  ไม่รีดิวซ์ไนเตรต  แต่ถา้หากในอาหารเล้ียงเช้ือมีเมด็เลือดแดงผสมอยูอ่าจ
รีดิวซ์ไนเตรตได ้ ส่วนใหญ่ผลิตเอนไซม ์ urease  ปกติไม่มีสมบติัในการก่อโรค  (nonpathogenic)   
มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบั  Lactobacillaceae  (นนัทนา  อรุณฤกษ์, 2549)  pH  ท่ีเหมาะสมส าหรับ
การเจริญ  คือ  6.5-7.0  แต่จะไม่เจริญท่ี  pH 4.5-5.0  หรือ  8.0-8.5  ซ่ึงแตกต่างจาก  Lactobacillus             
คือ  Lactobacillus  จะมีรูปร่างท่อนสั้นหรือท่อนยาว  pH  ท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ  คือ 5.5-6.2 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ  คือ 30-40 องศาเซลเซียส  สร้างกรดแลกติคจากกระบวน 
การหมกั  ในขณะท่ี  Bifidobacterium spp.  จะมีรูปร่างไม่แน่นอน  สามารถเปล่ียนแปลงรูปร่างได้
และสร้างกรดแลคติกและกรดอะซิติกจากกระบวนการหมกั  (Garrity, 1986, pp.1208-1211)   
 2.2  การเจริญในสภาวะทีม่ีออกซิเจน 
  Bifidobacterium spp.  บางสปีชีส์สามารถทนออกซิเจนได ้เช่น  B. psychraerophilum, 
B. scardovii  และ  B. tsurumiense  สามารถเจริญภายใตส้ภาวะท่ีมีออกซิเจนได ้ การเจริญของ 
Bifidobacterium spp.  ภายใตค้วามเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีแตกต่างกนัสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น                     
4  ระดบั  คือ  O2-hypersensitive, O2-sensitive, O2-tolerant  และ  microaerophilic  จากการศึกษา
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ของ  Kawasaki, Mimura, Satoh, Takesa, and Niimura (2006)  ไดศึ้กษาความสามารถในการทน
ออกซิเจนของ  Bifidobacterium spp.  ภายใตส้ภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีแตกต่างกนั                              
(0, 5, 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์)  ในอาหารเหลวและมีการป่ันกวนท่ี  130 rpm  ใหผ้ลการทดสอบ                  
ดงัภาพท่ี  2-1 
 

 
 
ภาพท่ี 2-1 การเจริญของ  Bifidobacterium spp.  ภายใตส้ภาวะท่ีมีออกซิเจนท่ีแตกต่างกนัใน                   
                 อาหารเหลว  (Kawasaki et al., 2006) 
 
 2.3  สารอาหารและปัจจัยการเจริญของ  Bifidobacterium spp. 
  Bifidobacterium spp.  ส่วนใหญ่ใช ้ ammonium salts  เป็นแหล่งไนโตรเจนได ้                     
การเล้ียง  Bifidobacterium spp.  ในหลอดทดลองท่ีเติมสารอินทรียต่์าง  ๆ  ท่ีเป็นแหล่งไนโตรเจน
พบวา่  Bifidobacterium spp.  สามารถสังเคราะห์กรดอะมิโนไดห้ลายชนิด  เช่น  B. bifidus สามารถ
ผลิต  alanine valine  และ  aspartic acid  ไดถึ้ง 150 mg/L ของ  threonine  
  Bifidobacterium spp.  ตอ้งการวติามินในการเจริญ โดยเฉพาะวติามิน B1 (thiamine) 
B6 (pyridoxine), B9 (folic acid), B12 (cyanocobalamine)  และ  PP (nicotinic acid)  โดยการ
สังเคราะห์วติามินนั้นข้ึนอยูก่บัแต่ละสายพนัธ์ุ  (Ballongue, 2004)  การสังเคราะห์วติามินของ
จุลินทรียก์ลุ่ม  Bifidobacterium spp.  แสดงดงัตารางท่ี  2-3 
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ตารางท่ี  2-3  การสังเคราะห์วติามินของ  Bifidobacterium spp.  (Ballongue, 2004) 
 
 B. breve B. infantis B. longum B. bifidum B. adolescentis 
Thiamine (B1) + +++ + +++ + 
Riboflavin (B2) + + +++ ++ + 
Pyridoxine (B6) ++ ++ +++ + ++ 
Folic acid (B9) + +++ + ++ + 
Cobalamine (B12) + ++ +++ + + 
Ascorbic acid (C) ++ ++ +++ ++ + 
Nicotinic acid (PP) +++ +++ + +++ + 
Biotin (H) ++ +++ ++ ++ ++ 

 
  Bifidobacterium spp.  สามารถเจริญไดใ้นอาหาร  semi-synthetic medium                                 
ท่ีประกอบดว้ย  lactose  กรดอะมิโนอิสระ 3  ชนิด  คือ  cysteine  glycine  และ  tryptophan  วติามิน 
nucleotides  และแร่ธาตุบางชนิด  L-cysteine  ในส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท าหนา้ท่ีเป็น
แหล่งไนโตรเจนใหก้บัเช้ือ  Bifidobacterium spp.  และท าหนา้ท่ีในการลดรีดอกซ์โพเทนเชียล                
ในอาหารจึงช่วยส่งเสริมใหเ้กิดสภาวะไร้อากาศซ่ึงเหมาะสมกบัการเจริญของเช้ือ  
Bifidobacterium spp.  ในอาหารเล้ียงเช้ือจะมีส่วนผสมของ  HCl  เพื่อช่วยในการฟ้ืนฟูเซลลข์องเช้ือ 
Bifidobacterium spp.  การแยกความแตกต่างระหวา่ง  lactobacilli และ  Bifidobacterium spp.                 
บางสายพนัธ์ุสามารถจ าแนกไดโ้ดยใชอ้าหารท่ีประกอบไปดว้ยไนโตรเจนและ  ammonium                    
โดย  Bifidobacterium spp.  สามารถใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งไนโตรเจนได ้ สารอาหารท่ีเช้ือ  
Bifidobacterium  spp.  ตอ้งการในการเจริญเรียกวา่  prebiotic  ซ่ึงเป็นสารประกอบพวก
คาร์โบไฮเดรตไม่ถูกเผาผลาญดว้ยกระบวนการ  metabolism  ของเจา้บา้นและเคล่ือนท่ีต่อไปยงั
ล าไส้ใหญ่หรือ  caecum  ซ่ึงจะมี  Bifidobacterium spp.  ท าหนา้ท่ีเผาผลาญ  prebiotic  ไปเป็น
พลงังาน  (Gomes & Malcata, 1999)  ดงันั้น  prebiotic  จึงหมายถึงส่วนประกอบของอาหารท่ีไม่ถูก
ยอ่ยในทางเดินอาหาร  เช่น  oligofructose,  fructo  oligosaccharides,  inulin,  polyfructose,  
chicory  root  extract   เป็นตน้  ช่วยกระตุน้การเจริญและกิจกรรมของแบคทีเรียกลุ่มโปรไบโอติก
ในล าไส้ใหญ่  (Gaggia et al., 2010)     
 2.4  Bifidobacterium spp.   ในระบบทางเดินอาหาร 
  สายพนัธ์ุของ  Bifidobacterium spp.  จะอาศยัอยูใ่นระบบทางเดินอาหารของมนุษย์
และสัตว ์ เร่ิมตน้จากปาก  กระเพาะอาหาร ล าไส้เล็ก  (ประกอบดว้ย  duodenum,  jejunum และ 
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ileum)  และล าไส้ใหญ่  (ประกอบดว้ย  caecum,  colon  และ rectum)  แบคทีเรียชนิดต่าง  ๆ  
สามารถพบไดใ้นส่วนท่ีแตกต่างกนัของระบบทางเดินอาหาร  แต่  Bifidobacterium spp.  สามารถ
พบไดต้ลอดระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตว ์ (Russell et al., 2011)   
  Bifidobacterium spp.  บางสายพนัธ์ุพบคร้ังแรกในล าไส้ของมนุษย ์ประกอบไปดว้ย 
B. longum, B. breve,  B. bifidum, B. adolesccntis  และ  B. pseudocatenulatum  ส่วนสายพนัธ์ุท่ีพบ
ในสัตว ์ เช่น  B. pseudolongum, B. thermophilus  และ B. animalis  ในสัตวบ์างชนิดพบสายพนัธ์ุ          
ท่ีมีความเฉพาะเจาะจง  เช่น  B. magnum  และ  B. cuniculi  พบในมูลกระต่ายเพียงอยา่งเดียว                        
B. pullorum  และ  B. galinarum  พบในล าไส้ไก่  และ B. suis พบเฉพาะในมูลสุกรเท่านั้น                      
B. minimum  และ  B. subtile  พบในส่ิงปฏิกลูเท่านั้น  (Matteuzzi et al., 1971) นอกจากน้ี  
Bifidobacterium spp. สามารถพบไดใ้นนิเวศวทิยาท่ีแตกต่างกนั คือ ล าไส้มนุษย ์ ช่องคลอดของ
มนุษย ์ ช่องปาก อาหาร ระบบทางเดินอาหารของสัตว ์ส่ิงปฏิกลูและล าไส้ของผึ้ง  สภาพแวดลอ้ม 
ท่ีสามารถพบเช้ือ  Bifidobacterium spp.  แสดงดงัตารางท่ี  2-4 
 
ตารางท่ี 2-4  แหล่งท่ีอยูอ่าศยัของ  Genus  Bifidobacterium  ในล าไส้ของมนุษยแ์ละสัตว ์                  
                     (Russell et al., 2011) 
 

สปีชีส์ แหล่งทีพ่บคร้ังแรก อ้างองิ 
B. adolescntis อุจจาระมนุษยผ์ูใ้หญ่, กระเพาะววั, ส่ิง

ปฏิกลูและช่องคลอดมนุษย ์
Reuter (1963) 

B. angulatum ส่ิงปฏิกลู, อุจจาระผูใ้หญ่ Scardovi and Crociani (1974) 
B. animalis 
     Subsp. animalis 
    Subsp. lactis 

 
มูลสัตว ์
โยเกิร์ต 

 
Scardovi and Trovatelli (1974) 
Meile et al. (1997) 

B. bifidum  อุจจาระผูใ้หญ่, อุจจาระเด็กทารก, ลูกววั
และช่องคลอดมนุษย ์

Orla-Jensen (1924) 

B. boum กระเพาะววั, มูลลูกสุกร Scardovi et al. (1979) 
B. breve อุจจาระเด็กทารก  Reuter (1963) 
B. catenulatum อุจจาระเด็กทารก , อุจจาระผูใ้หญ่และส่ิง

ปฏิกลู  
Scardovi and Crociani (1974) 

B. choerinum มูลลูกสุกรและส่ิงปฏิกลู  Scardovi et al. (1979) 
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  ตารางท่ี 2-4  (ต่อ)  (Russell et al., 2011)  
 

สปีชีส์ แหล่งทีพ่บคร้ังแรก อ้างองิ 
B. dentium ช่องปากมนุษยท่ี์ฟันผุ, อุจจาระมนุษย์

ผูใ้หญ่,  ฝี 
Scardovi and Crociani (1974) 

B. gallicum อุจจาระมนุษย ์ Lauer (1990) 
B. gallinarum ล าไส้ใหญ่ส่วนตน้ของไก่  Watabe et al. (1983) 
B. infantis อุจจาระเด็กทารก Reuter (1963) 
B. longum 
    subsp. longum 
    subsp. infantis 
    subsp. suis 

 
อุจจาระผูใ้หญ่ 
อุจจาระผูใ้หญ่ 
มูลลูกสุกร 

 
Reuter (1963) 
Reuter (1963) 
Matteuzzi et al. (1971) 

B. pseudolongum 
    subsp. pseudolongum 
    subsp. globosum 

 
อุจจาระเด็กทารก 
มูลสุกร, ไก่, ววั, ลูกววั, หนู 

 
Mitsuoka (1969) 
Biavati et al. (1982) 

B. pullorum มูลสุกร Trovatelli et al. (1974) 
B. ruminantium มูลไก่ Biavati and  Mattarelli (1991) 
B. subtile อุจจาระมนุษย ์ Biavati et al. (1982) 
B. thermophilum 
    Subsp. porcinum 

 
มูลลูกสุกร 

 
Mitsuoka (1969) 

 
  2.4.1  Bifidobacterium spp.  ในระบบทางเดินอาหารเด็กทารก  (ส านกัการแพทย์
ทางเลือก, 2556) 
   เม่ือทารกอยูใ่นครรภม์ารดาจะยงัไม่มีจุลินทรียใ์นล าไส้  แต่จะไดรั้บจุลินทรียค์ร้ัง
แรกเม่ือคลอดผา่นทางช่องคลอดของมารดา  หลงัจากนั้นก็จะไดรั้บจุลินทรียจ์ากกิจกรรมต่าง  ๆ   
เช่น การรับประทานอาหาร การด่ืมนมจากมารดา  การหายใจ  การสัมผสักบัส่ิงแวดลอ้มท่ีจุลินทรีย์
นั้นอยู ่ ในแต่ละช่วงอายขุองเด็กจะพบชนิดของจุลินทรียต่์าง  ๆ  โดยไดมี้การศึกษากลุ่มแบคทีเรีย
ในอุจจาระเด็กแบ่งไดเ้ป็น  4  ระยะ  คือ  
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   ระยะท่ี  1  ช่วงแรกหลงัคลอดและช่วง  1-2  สัปดาห์แรก  พบวา่ในวนัท่ี  1-3                
จะพบจุลินทรียคื์อ  E. coli  และ  Streptococci   วนัท่ี  4-7  พบจุลินทรีย ์ Bifidobacterium spp., 
Clostridium, Bacteroides   
   ระยะท่ี  2  ช่วงใหน้มบุตรจากมารดาอยา่งเดียว  พบจุลินทรียเ์ด่น  ๆ  คือ 
Bifidobacterium spp. 
   ระยะท่ี  3 ช่วงเร่ิมใหอ้าหาร  การเร่ิมใหอ้าหารเป็นสาเหตุใหญ่ท่ีท าใหจุ้ลินทรีย ์                
ท่ีพบในอุจจาระเปล่ียนแปลงไป  จุลินทรียท่ี์พบคือ  Clostridium , E. coli  และ  Streptococci                    
และอาจจะพบจุลินทรีย ์ Bacteroides, Peptococcus, Peptostreptococcus  
   ระยะท่ี  4  ช่วงหลงัหยา่นม  ซ่ึงจะพบจุลินทรียใ์นทางเดินอาหารเหมือนผูใ้หญ่              
โดยมีการเพิ่มหรือลดปริมาณของจุลินทรียช์นิดต่าง  ๆ  คลา้ยกบัผูใ้หญ่  กลุ่มจุลินทรียท่ี์พบไดแ้ก่  
Bacteroides, Anaerobis cocci, Bifidobacterium  และ  Lactobacillus ส่วน E. coli  จะมีจ านวนลดลง  
   จากการศึกษาและรวบรวมแหล่งท่ีพบเช้ือ  Bifidobacterium spp. ในมนุษย ์ พบวา่  
สามารถคดัแยกเช้ือสายพนัธ์ุ  B. bifidum, B. breve, B.catenulatum, B. infatis, B. longum subsp. 
infantis, B. pseudolongum subsp. pseudolongum  ในอุจจาระทารก  และพบ  B. adolescentis,                 
B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. gallicum, B. dentium, B. longum subsp. 
longum, B. subtile  ในอุจจาระผูใ้หญ่  (Russell et al., 2011) 
  2.4.2  Bifidobacterium spp.  ในระบบทางเดินอาหารไก่ 
   จากการศึกษานิเวศวทิยาของเช้ือ  Bifidobacterium spp.  ส่วนมากจะพบในบริเวณ
ท่ีแตกต่างกนัในสัตวแ์ต่ละชนิด  โดยจะพบในส่วนของล าไส้  (ววั กระต่าย หนู ไก่และแมลง)                
และพบในมูลของสัตว ์ (นก กระต่ายและหนู)  จากการศึกษาในระดบัสปีชีส์ท่ีคดัเลือกมาจาก
ทางเดินอาหารของสัตว ์ พบเช้ือ  B. cuniculi  ในกระต่าย  B. angulatum  ในววั และ B. gallinarum 
ในไก่  (Turroni et al., 2011)  การศึกษาอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าเพาะต่อการเจริญของ   
Bifidobacterium spp.  เพื่อใชค้ดัแยกเช้ือและนบัจ านวนจุลินทรีย ์ Bifidobacterium spp.  ในล าไส้
ส่วน  caecum  ของไก่  โดยการใชอ้าหาร  modified oligosaccharide antibiotic-selective agar 
medium  พบวา่สามารถคดัแยกเช้ือจากส าไส้ส่วน  caecum  ของไก่ได ้ (Thitaram, Siragusa, & 
Hinton Jr, 2005)  
   จากการศึกษาและรวบรวมแหล่งท่ีพบเช้ือ  Bifidobacterium spp. ในไก่ พบวา่ 
สามารถคดัแยกเช้ือสายพนัธ์ุ  B. gallinarum ในล าไส้ส่วน  caecum  ของไก่  และ B. ruminantium  
ในมูลไก่  (Russell et al., 2011)  ซ่ึงระบบทางเดินอาหารของไก่  แสดงดงัภาพท่ี  2-2 
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ภาพท่ี 2-2  ทางเดินอาหารของไก่  (ไส้เล็กส่วนตน้ (duodenum)  ล าไส้เล็กส่วนกลาง (jejunum)  
                  ล าไส้เล็กส่วนปลาย (ileum)  และล าไส้ใหญ่ส่วนตน้ (caecum)) (บุญเสริม ชีวะอิสระกุล  
                  และบุญลอ้ม ชีวะอิสระกุล, 2542, หนา้ 67 เขา้ถึงไดจ้าก :   
                  http://elearning.nsru.ac.th/web_elearning/animals/lesson7_3.php) 
 
 ในระบบทางเดินอาหารของไก่ มีค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีแตกต่างกนัในแต่ละส่วนตั้งแต่ 
pH 2.5-8.4  ดงัแสดงในตารางท่ี  2-5  ดงันั้นการศึกษาคุณสมบติัการทนกรดของจุลินทรียจ์ะแสดง
ใหเ้ห็นถึงความสามารถของจุลินทรียใ์นการอยูร่อดไดใ้นระบบทางเดินอาหาร  นอกจากน้ียงัมีปัจจยั
ท่ีส าคญัอีกอยา่งหน่ึงคือ  ระยะเวลาท่ีอาหารผา่นเขา้สู่ทางเดินอาหารของไก่จะใช้เวลาประมาณ 3-4 
ชัว่โมง  (Sturkie, 1976) 
  2.4.3  Bifidobacterium spp.  ในระบบทางเดินอาหารของสุกร 
   การศึกษาแยกเช้ือจุลินทรีย ์ Bifidobacterium spp.  จากสุกรโดยคดัแยกจากมูลแม่
สุกรและมูลลูกสุกร  พบวา่  60 เปอร์เซ็นต ์ ของ  Bifidobacterium spp.  ท่ีแยกได ้ คือ  B. boum,                 
B. thermophilum  และ  B. choerinum  โดย  B. thermophilum  ซ่ึงแยกไดจ้ากมูลแม่สุกร  
ส่วนสายพนัธ์ุอ่ืน  ๆ  แยกไดจ้ากมูลลูกสุกร  (Maxwell et al., 2004) 
   จากการศึกษาและรวบรวมแหล่งท่ีพบเช้ือ  Bifidobacterium spp. ในสุกร  พบวา่ 
สามารถคดัแยกเช้ือสายพนัธ์ุ  B. choerinum, B. longum subsp. suis, B. thermophilum subsp. 
porcinum  และ B. boum  ในมูลของลูกสุกร พบ  B. pullorum  ในมูลแม่สุกร  (Russell et al., 2011) 
 

 

 Duodenum 

caecum 

Jejunum 

Ileum 
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ตารางท่ี 2-5  ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  ในระบบทางเดินอาหารของไก่  (Sturkie, 1976) 
 

ระบบทางเดินอาหาร pH 
กระเพาะพกั (Crop) 4.51 
กระเพาะแท ้(Preventiculus) 4.80 
กระเพาะบด (Gizzard) 2.50-4.74 
ล าไส้เล็กส่วนตน้ (Duodenum) 5.70-6.00 
ล าไส้เล็กส่วนกลาง (Jejunum) 5.80-5.90 
ล าไส้เล็กส่วนปลาย (Ileum) 6.30-6.40 
ไส้ตรง (Rectum)  6.30 
ไส้ตนั (Ceca) 5.50-5.70 
ทวารรวม (Cloaca) 5.40-8.40 
 
 2.5  Bifidobacterium spp.  ทีใ่ช้เป็นโปรไบโอติกในอาหารสัตว์ 
  จากท่ีกล่าวมาแลว้วา่  Bifidobacterium spp.  หลายสายพนัธ์ุสามารถน ามาใชเ้ป็น               
โปรไบโอติกในอาหารสัตวซ่ึ์งประกอบไปดว้ย  B. animalis, B. lactis, B. longum, B. bifidum,                                        
B. pseudolongum  และ  B. thermophilum โดยจุลินทรียเ์หล่าน้ีจะตอ้งมีการศึกษาถึงคุณสมบติัต่าง ๆ 
ดงัน้ี 
  2.5.1  ความปลอดภยัของสายพนัธ์ุ  Bifidobacterium spp.  ท่ีใชเ้ป็นโปรไบโอติก 
   การศึกษาความปลอดภยัของ  Bifidobacterium spp. มีการศึกษาอยา่งยาวนานทั้ง
ในอาหารหมกัและผลิตภณัฑน์ม  รวมถึงการศึกษาความเส่ียงต่อการติดเช้ือ จากการศึกษา                              
Bifidobacterium spp.  3  สายพนัธ์ุคือ  B. longum BB536, B. breve M-16V  และ B. infantis M-63 
ไม่สามารถยดึเกาะเยือ่เมือกได ้ และ B. longum BB 536  ไม่สามารถมีชีวติอยูใ่นเซลลเ์จา้บา้นได ้  
การใช ้ Bifidobacterium spp.  เป็นโปรไบโอติกในอาหารแต่ละชนิดท่ีต่างกนัและต่อเน่ืองพบวา่              
มีความปลอดภยั  (Jia, Shigwedha, & Mwandemele, 2010)  
  2.5.2  การมีชีวติรอดของ  Bifidobacterium  spp.  ในระบบทางเดินอาหาร 
   ความสามารถในการมีชีวติรอดในระบบทางเดินอาหารเป็นคุณสมบติัท่ีส าคญัของ
โปรไบโอติก  เน่ืองจากในระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตวมี์ความเป็นกรดสูงและเกลือน ้าดี 
จะยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย  จากการศึกษาพบวา่  B. bifidium, B. longum  และ B. infantis 
สามารถรอดชีวติไดใ้นกระเพาะอาหารท่ีมีความเป็นกรด  pH 3  หลงัจากผา่นไป 5  ชัว่โมง ซ่ึงแสดง



25 
 

ใหเ้ห็นวา่สายพนัธ์ุเหล่าน้ีสามารถทนสภาพความเป็นกรดได ้ และยงัสามารถอยูร่อดในสภาวะท่ีมี
เกลือน ้าดี  0.45  เปอร์เซ็นต ์ ไดอี้กดว้ย  (Jia et al., 2010) 
  2.5.3  ความคงทนของ  Bifidobacterium spp.  ในอาหารเสริมโปรไบโอติก 
   ความส าคญัอีกประการหน่ึงคือ  ความสามารถในการอยูร่อดในวสัดุท่ีเป็นส่ือ
เพื่อใหม้ัน่ใจวา่แบคทีเรียยงัมีชีวติ  สามารถท างานไดแ้ละมีกิจกรรมการเผาผลาญสารอาหารเพื่อ
เป็นประโยชน์ต่อเจา้บา้นเม่ือบริโภคได ้ เช่น B. anamalis  และ B. lactis สามารถอยูร่อดไดท่ี้
อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส  และสามารถทนต่อสภาพแวดลอ้มท่ีมีออกซิเจนสูงและมีความเป็นกรด
ได ้ (Russell et al., 2011) 
  2.5.4  การป้องกนัการติดเช้ือของสายพนัธ์ุ  Bifidobacterium spp.  
  คุณสมบติัท่ีส าคญัของ  Bifidobacterium spp.  ในการเป็นโปรไบโอติก  คือ  
ความสามารถในการท่ีจะช่วยป้องกนัการติดเช้ือจากแบคทีเรียท่ีท าใหเ้กิดโรค  เช่น  เช้ือ  E. coli               
และ  Salmonella spp.  จุลินทรียก่์อโรคเหล่าน้ีหากอยูใ่นระบบทางเดินอาหารจะก่อใหเ้กิดอนัตราย
ต่อเจา้บา้น  กลไกการท างานของ  Bifidobacterium spp.  มีหลายกลไก  เช่น การผลิต SCFA, 
hydrogen peroxide  หรือ  bacteriocins  การแข่งขนัเพื่อยดึติดกบัล าไส้  การสร้างสารพิษกระตุน้
ระบบภูมิคุม้กนั  ซ่ึงจากการศึกษาเหล่าน้ีพบวา่  Bifidobacterium spp.  มีบทบาทและศกัยภาพใน
การป้องกนัการติดเช้ือไดดี้  (Russell et al., 2011) 
 

 3.  การประยุกต์ใช้โปรไบโอติกในอาหารสัตว์ 
 3.1  สุกร ปัจจุบนัฟาร์มสุกรส่วนใหญ่เนน้การจดัการดา้นส่ิงแวดลอ้ม  ซ่ึงอาจท าใหเ้กิด
ความไม่สมดุลของระบบนิเวศในล าไส้และอาจเป็นปัจจยัเส่ียงต่อการติดเช้ือโรคในการผลิตสุกร  
ยกตวัอยา่งเช่น  สุกรมีความเครียดมากในช่วงการหยา่นมและหลงัหยา่นม  การใหอ้าหารกบัลูกสุกร
เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีจะน าไปสู่การติดเช้ือในระบบทางเดินอาหาร  ซ่ึงท่ีผา่นมาหลงัจากการหยา่นมจะมี
การป้องกนัการติดเช้ือโดยการใชย้าปฏิชีวนะผสมลงในอาหาร  ซ่ึงสหภาพยโุรปมีขอ้ก าหนดในการ
ใชย้าปฏิชีวนะในอาหารสัตว ์ ทางเลือกใหม่ท่ีไดมี้การศึกษาอยา่งต่อเน่ืองคือ  การใชโ้ปรไบโอติก
เขา้ไปควบคุมและลดปริมาณเช้ือก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร  โดยแนวทางการศึกษาถึงศกัยภาพ
ของโปรไบโอติกท่ีเขา้ไปในร่างกายของสุกรซ่ึงแตกต่างจากการศึกษาในสัตวปี์ก  (Gaggia et al., 
2010) 
 สายพนัธ์ุของ  Bifidobacterium spp.  ถูกน ามาใชก้นัอยา่งกวา้งขวางเพื่อเป็นโปรไบโอติก
ส าหรับมนุษย ์ แต่ในสัตวมี์การศึกษานอ้ยและมกัจะศึกษาร่วมกบั  Lactobacillus โดยเฉพาะอยา่งยิง่
ในสุกร  การให ้ Lactobacillus  และ Bifidobacterium spp.  ทนัทีหลงัคลอดจะส่งเสริมและเป็น
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ประโยชน์  โดยเช้ือจะไปยดึเกาะกบัเยือ่เมือกและลดการติดเช้ือในลูกสุกรแรกเกิด  จะช่วยลดความ
รุนแรงของการติดเช้ือหรือลดปริมาณเช้ือ  Clostridium perfringens  ท่ีก่อใหเ้กิดโรค นอกจากน้ี           
การใช ้ B. lactis  ร่วมกบั  L. rhamnosus   จะช่วยลดการติดเช้ือ  Salmonella spp.,  E. coli   และ  
Clostridium spp.  ท่ียดึเกาะเยือ่เมือกในล าไส้ของสุกรได ้ (Gaggia et al., 2010) 
 3.2  ไก่  การปรับตวัในช่วงท่ีมีการฟักไข่และการเพิ่มข้ึนของความเครียดท่ีสืบ
เน่ืองมาจากกระบวนการผลิตไก่เน้ือท่ีทนัสมยั  เช่น  การเปล่ียนอาหารหรือความสมดุล  การขนส่ง  
กระบวนการจดัการฟาร์มและความแออดัในฟาร์มอาจส่งผลต่อระบบภูมิคุม้กนัและท าใหไ้ก่เกิด  
การติดเช้ือในระบบทางเดินอาหารซ่ึงส่งผลต่อความปลอดภยัในอาหารของผูบ้ริโภค  การศึกษา         
เช้ือก่อโรคในไก่ส่วนใหญ่จะเนน้ท่ี  Salmonella spp.  โดยจะศึกษาความสามารถในการติดเช้ือใน
ไก่และความเส่ียงต่อการปนเป้ือนในห่วงโซ่อาหาร  การใชย้าปฏิชีวนะหรือวคัซีนมีขอ้จ ากดั                
หลายอยา่ง  โปรไบโอติกจึงไดรั้บความสนใจศึกษาเพื่อท่ีจะน ามาใชใ้นการควบคุมการติดเช้ือ              
ก่อโรค  Lactobacillus  เป็นกลุ่มจุลินทรียท่ี์ไดรั้บความนิยมมากท่ีสุดในการศึกษาและพฒันาการใช้
เป็นโปรไบโอติก  แต่ปัจจุบนัมีความสนใจท่ีจะศึกษากลุ่ม  E. faecium  และ Bifidobacterium spp.                
มากข้ึนแต่การใช ้ Bifidobacterium spp.  ในการควบคุมเช้ือก่อโรคยงัไม่ไดรั้บการศึกษามากนกั  
ส่วนใหญ่จะเนน้ท่ีจะศึกษาถึงประสิทธิภาพในดา้นท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเพิ่มอตัราการเจริญเติบโต          
ของไก่  การใชเ้ติมลงในอาหารเพื่อปรับปรุงคุณภาพของเน้ือไก่  เช่น  การเพิ่ม  B. animalis  
ในอาหารและน ้าใหไ้ก่กิน  พบวา่อตัราการเพิ่มข้ึนของน ้าหนกัตวัเพิ่มข้ึน  หรือการใช ้                           
B. thermophilus  ร่วมกบั  L. acidophilus , L. casei  และ E. faecium  พบวา่สามารถลดค่าใชจ่้าย            
ในการเล้ียงไก่ไข่  เพิ่มผลผลิตไข่และมีคุณภาพมากข้ึน  (Gaggia et al., 2010) 
 

เอกสารงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 ปิยะมาศ  ศรีภูมิ และคณะ (2548)  คดัแยก  Bifidobacteria  จากอุจจาระเด็กทารกเพื่อใช้
เป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติก โดยแยกแบคทีเรียได ้167 ไอโซเลต จากอุจจาระเด็กทารกจ านวน 15 
ตวัอยา่ง  พบวา่มีแบคทีเรียจ านวน 127 ไอโซเลต ท่ีมีคุณสมบติัพื้นฐานทางสัณฐานวทิยาและ
สรีรวทิยาสอดคลอ้งกบัเช้ือกลุ่ม  Bifidobacteria  เม่ือทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะแวนโคมยัซิน  
พบวา่แบคทีเรียจ านวน 30 ไอโซเลต ไม่ด้ือต่อยาท่ีความเขม้ขน้นอ้ยกวา่ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
และไดท้  าการจดัจ าแนกแบคทีเรียดว้ยเทคนิค  PCR  พบวา่แบคทีเรียทั้ง 30 ไอโซเลต  ใหผ้ล PCR  
ขนาด  520 เบส  เม่ือสุ่มตวัอยา่ง  3  ไอโซเลต  คือ BK1, Su34  และ  SU 35  มาวเิคราะห์ล าดบัเบส
บางส่วนของ  16S rDNA  พบวา่  BK1  มีล าดบัเบสเหมือนกบั  B. animalis  98  เปอร์เซ็นต ์                  
ส่วน  SU34  และ SU 35  มีล าดบัเบสเหมือนกบั  B. dentium  97  เปอร์เซ็นต์  
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 Bevilacqua, Ovidi, Mattia, Trovatelli, and Canganella (2003)  ไดค้ดัแยกเช้ือ 
Bifidobacterium spp.  จากอุจจาระมนุษย ์ ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรค  โดยแยกเช้ือได ้
281 สายพนัธ์ุ  จากอุจจาระมนุษยท่ี์อายแุตกต่างกนั  (เด็ก 0-14 ปี, ผูใ้หญ่ 15-50 ปี, ผูสู้งอาย ุมากกวา่ 
50 ปีข้ึนไป)  ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ  MRS  ท่ีเติม cystein 0.5 เปอร์เซ็นต ์ ท าการศึกษาสัณฐานวทิยาและ
ทดสอบ  fructose 6-phosphate phosphoketolase (F6PPK)  เพื่อยนืยนัวา่เป็นจีนสั  Bifidobacterium 
เลือกสายพนัธ์ุท่ีผา่นการทดสอบมาศึกษาการยบัย ั้งเช้ือก่อโรค  E. coli, S. Typhimurium, S. lentus,                     
E. faecalis, Acinetobacter calcoaceticus, Sphingomonas paucimobilis, Listeria monocytogenes, 
Yersinia enterocolitica, B. cereus  และ C. sporogenes  พบวา่  Bifidobacterium spp. ในรูปเซลล์
ปกติ  (spot test)  สามารถยบัย ั้ง C. sporogenes  คิดเป็น  2-3  เปอร์เซ็นต์  แต่ถา้ใช ้supernatant 
(wells in agar medium)  สามารถยบัย ั้งได ้ 6  เปอร์เซ็นต ์ สามารถยบัย ั้ง  L. monocytogenes  และ     
B. cereus  ไดคิ้ดเป็น  1-2.5  เปอร์เซ็นต์  แต่ไม่สามารถยบัย ั้ง  Y. enterocolitica  ได ้ 
 Lee, Yu, and Heo (2003)  ไดศึ้กษาและคดัแยกเช้ือ  Lactic acid bacteria (LAB)  ท่ีมี
คุณสมบติัในการตา้นเช้ือก่อโรค C. difficile โดยคดัแยกเช้ือจากอุจจาระของทารกในประเทศเกาหลี
ท่ีมีสุขภาพดี  จ  านวน  32 คน  คดัแยกไดจ้  านวน 109  สายพนัธ์ุ  จากนั้นท าการศึกษาประสิทธิภาพ
ในการตา้นเช้ือก่อโรค  C. difficile, Escherichia coli  O157: H7  และ  S. aureus   พบวา่มี 12               
สายพนัธ์ุ  จาก 109  สายพนัธ์ุ  ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ C. difficile  และ 19 สายพนัธ์ุ  มีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้งเช้ือ  E. coli O157: H7  แต่ไม่มีสายพนัธ์ุใดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ S. aureus ได ้ และพบวา่มีเพียง 
4 สายพนัธ์ุ  คือ YL-55, YL-67, YL-70  และ YL-74 ท่ีสามารถยบัย ั้งไดท้ั้ง  C. difficile  และ  E. coli 
O157: H7  ในจ านวน  12  สายพนัธ์ุท่ียบัย ั้ง  C. difficile  พบวา่มี  4  สายพนัธ์ุ  ท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม 
Streptococcus species   จึงน า  8  สายพนัธ์ุท่ีเหลือมาศึกษาดว้ยเทคนิค  PCR  โดยใชไ้พรเมอร์ท่ี
จ  าเพาะต่อล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA  ของ Bifidobacterium  และ Lactobacillus  species 
พบวา่ใหผ้ลการทดสอบเป็น  Lactobacillus species  จ  านวน  3  สายพนัธ์ุ  คือ  FBL-33, FBL-70 
และ  FBL-74  ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทดใ์กลเ้คียงกบั  L. salivarius  94  เปอร์เซ็นต ์ และ 
Bifidobacterium species  จ  านวน  5  สายพนัธ์ุ  คือ FBL-22, FBL-35, FBL-77, FBl-83 และ FBL-84 
มีล าดบันิวคลีโอไทดใ์กลเ้คียงกบั  B. infantis  98-99  เปอร์เซ็นต ์  
 Liu et al. (2007)  ไดค้ดัเลือก  Bifidobacteria  ท่ีสามารถทนต่อสภาวะแวดลอ้มในระบบ
ทางเดินอาหารของมนุษย ์ จ  านวน 38  สายพนัธ์ุ  โดยใชอ้าหาร  MRSC broth  (pH 3.0)  พบวา่มี  14 
สายพนัธ์ุ  ท่ีสามารถทนต่ออาหารท่ีเติม  0.3  เปอร์เซ็นต ์ ของเกลือน ้าดี  ในจ านวนน้ีมี  6  สายพนัธ์ุ                 
ท่ีสามารถอยูร่อดไดใ้นอาหาร  MSRC pH 3.0  ท่ีมีการเติม  1-20  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร   
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ของเกลือน ้าดี  ซ่ึงจากการศึกษาความสามารถในการทนต่อสภาพแวดลอ้มในกระเพาะอาหารและ
ล าไส้  พบวา่แต่ละสายพนัธ์ุมีความสามารถแตกต่างกนั  โดย  B. breve A04  มีอตัราการอยูร่อด         
และอาจมีศกัยภาพในการใชเ้ป็นโปรไบโอติก 
 Jung, Honde, Baurhoo, Zhao, and Lee (2008)  ไดศึ้กษาการใช ้galacto-oligosaccharide 
(GOS) เป็นพรีไบโอติก  และใช ้ B. lactis  เป็นโปรไบโอติกในไก่เน้ือ  พบวา่การใช ้ GOS  กระตุน้
ใหเ้กิดการเพิ่มจ านวนของจุลินทรียใ์นมูลของไก่เน้ือ โดยจุลินทรียก์ลุ่ม  anaerobe  ทั้งหมดและ 
lactobacillus  เพิ่มข้ึนถึง  3.4  และ  3.56  เท่า  ตามล าดบั  ในไก่เน้ือท่ีเล้ียงดว้ยอาหารท่ีมี  GOS                     
(3 กิโลกรัมต่อ 25 กิโลกรัม)  และ  B. lactis  ท่ีอาย ุ 40  วนั เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม  พบวา่
จ านวน  Bifidobacteria  ในไก่ท่ีเล้ียงดว้ยอาหารท่ีมี  GOS  มีปริมาณ  B. lactis  เพิ่มข้ึนอยา่งมี
นยัส าคญั  โดยเพิ่มข้ึนถึง  21  เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม  โดยเฉพาะอยา่งยิง่การเพิ่ม           
ความเขม้ขน้ของ  GOS  ในอาหารจะช่วยเพิ่มปริมาณ  Bifidobacteria ได ้ (P < 0.05)  และปริมาณ  
Bifidobacteria  จะเพิ่มข้ึนมากในไก่ท่ีไดรั้บอาหารท่ีประกอบดว้ย  GOS  และ  Bifidobacteria   
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไดรั้บ  Bifidobacteria  เพียงอยา่งเดียว  (P < 0.05)  ผลการศึกษาแสดงให้
เห็นวา่การใช ้ GOS ร่วมกบั  B. lactis  จะช่วยสนบัสนุนการเจริญของจุลินทรียใ์นล าไส้โดยเฉพาะ
กลุ่ม  Bifidobacteria  ในไก่เน้ือได ้
 Modesto et al. (2009) ไดค้ดัเลือก  Bifidobacterium spp. สายพนัธ์ุใหม่และ                          
non-digestible oligosaccharides (NDO) ท่ีสามารถช่วยเพิ่มจ านวนจุลินทรียใ์นล าไส้และหาปริมาณ
การใชโ้ปรไบโอติกท่ีดีท่ีสุดในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของลูกสุกรหลงัหยา่นมพบวา่  2                 
สายพนัธ์ุของ  B. animalis  subsp. lactis (m354 และ Ra 18)  และ 1 สายพนัธ์ุของ  B. choerinum 
(su981)  สามารถเพิ่มจ านวนใน  caecum  ของสุกรได ้  จากการทดลองพบวา่อาหารเสริมท่ีต่างกนั
ไดแ้ก่  อาหารท่ีมีการเติม  galacto-oligosaccharide  จากหางนม  (1 เปอร์เซ็นต)์  และ                                        
2- fructo-oligosaccharide  จากอินนูลินและ  sugar beeet (SbFOS) (4 เปอร์เซ็นต)์  ไม่มีผลต่อ
ปริมาณเช้ือจุลินทรียใ์นทางเดินอาหารแต่การให ้ SbFOS (4 เปอร์เซ็นต์)  พบแนวโนม้การเพิ่ม
จ านวนของ  Bifidobacterium spp.  และพบวา่การให ้ B. animalis  subsp. lactis (Ra 18)  สามารถ
ช่วยเพิ่มน ้าหนกัลูกสุกรได ้ แต่  B. choerinum (su981)  ไม่สามารถช่วยเพิ่มน ้าหนกัลูกสุกร  จากผล
การศึกษาพอสรุปเป็นแนวทางไดว้า่ควรเลือกใช ้ B. animalis  subsp. lactis  (Ra 18)  ท่ีปริมาณเช้ือ 
1011  cfu ต่อตวัต่อวนั  เป็นทางเลือกท่ีดีท่ีสุดในการเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตของลูกสุกรหลงั                
หยา่นมได ้
 Endo, Futagawa Endo, and Dicks (2010)  ไดศึ้กษาความหลากหลายของ  Lactobacillus  
และ  Bifidobacterium spp. ในมูลของสัตวกิ์นพืช (herbivores)  สัตวกิ์นพืชและสัตว ์(omnivores)                         
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และสัตวกิ์นเน้ือ (carnivores)  โดยท าการศึกษาในสัตว ์ 26  ชนิด  (16 สปีชีส์) พบ  Lactobacillus                
ไดน้อ้ยในสัตวกิ์นพืช  ส่วนมากจะพบในสัตวกิ์นเน้ือและพบไดบ้า้งในสัตวกิ์นทั้งพืชและสัตว ์                        
ส่วน  Bifidobacterium spp.  พบ 4 สปีชีส์  ในสัตวกิ์นพืชและพบ  2  สปีชีส์ในสัตวกิ์นเน้ือ   
โดยสายพนัธ์ุ  B. pseudolongum  เป็นสายพนัธ์ุเดียวท่ีพบในสัตวกิ์นพืช  ส่วนอีก  2  สายพนัธ์ุท่ีพบ               
ในสัตวกิ์นพืชและสัตวกิ์นเน้ือไม่สามารถทราบสปีชีส์ได ้ และอาจจะเป็นสปีชีส์ใหม่ 
 Santini et al. (2010)  ไดศึ้กษาการใชจุ้ลินทรียโ์ปรไบโอติกเพื่อช่วยลดจุลินทรียก่์อโรค 
ในระบบทางเดินอาหารสัตว ์ โดยน า  Lactic acid bacteria  และ  Bifidobacteria  จ  านวน  55 สปีชีส์                
มาทดสอบคุณสมบติัดา้นต่าง  ๆ  เพื่อน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติกในการยบัย ั้ง  Campylobacter  ในไก่ 
โดยจากการทดสอบการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรค  C. jejuni   จ  านวน  3 สายพนัธ์ุ  พบวา่            
มี  2  สายพนัธ์ุ  คือ  L. plantarum PSC 20   และ  B. longum PCB 133  ท่ีมีคุณสมบติัเหมาะสมจึง 
ถูกน าไปทดลองกบัไก่ท่ีมีสุขภาพดี  ปรากฏวา่ตรวจไม่พบ  L. plantarum PSC 20  ในมูลไก่แต่
พบวา่  B. longum PCB 133  มีจ านวนเพิ่มข้ึนภายหลงัจากการให ้ B. longum PCB 133  ไป  2  
สัปดาห์ และพบวา่  C. jejuni  ในมูลไก่มีปริมาณลดลงหลงัจากไก่ไดรั้บ  B. longum PCB 133                
เขา้ไป  ดงันั้น  B. longum PCB 133  จึงเป็นจุลินทรียท่ี์มีคุณสมบติัเหมาะสมในการน ามาใชเ้ป็น 
โปรไบโอติกและการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค  Campylobacter  จากการทดลองใน
หอ้งปฏิบติัการและการทดลองภาคสนามแสดงใหเ้ห็นวา่  B. longum PCB 133  เป็นจุลินทรีย์
ทางเลือกท่ีสามารถน ามาเติมในอาหารสัตวส์ าหรับการเล้ียงสัตวปี์กเพื่อช่วยลดการเกิด  
Camphylobacteriosis  ในคนได ้
 Seifert et al. (2011)  ไดศึ้กษาผลของจุลินทรียโ์ปรไบโอติกสายพนัธ์ุ  B. longum  
PCB133  ต่อการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของไก่งวงภายใตส้ภาวะต่าง  ๆ  ในฟาร์ม  ในการทดลอง
ไดใ้ชไ้ก่งวงเพศผูอ้าย ุ 2  สัปดาห์  โดยสุ่มตวัอยา่งเป็นกลุ่ม  control  และกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บ               
โปรไบโอติก  กลุ่มละ  25  ตวั  โดยไก่งวงกลุ่มทดลองจะไดรั้บ  B. longum PCB133  (ปริมาณเช้ือ 
3x107  cfu/วนั)  เป็นเวลา  5  สัปดาห์   และฆ่าไก่ท่ีอาย ุ 7  สัปดาห์  ผลการทดลองพบวา่การให ้             
B. longum  PCB133  ในไก่งวงอาย ุ 2  สัปดาห์  ไม่สามารถส่งเสริมระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายสัตว์
ใหเ้พิ่มข้ึนได ้
 Bunesova, Vikova, Killer, Rada, and Rockova (2012)  ไดค้ดัแยกเช้ือ                   
Bifidobacterium spp.  จากมูลของลูกแกะอายรุะหวา่ง  25-40  วนั  โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ  trypticase 
phytone yeast extract (TYP) agar   ท่ีเติม  mypirocin  และ  acetic acid  พบวา่สามารถคดัแยกได ้19 
สายพนัธ์ุ   แบ่งไดเ้ป็น  6  กลุ่ม  จากลกัษณะท่ีแตกต่างกนัโดยการทดสอบดว้ย  API 50  CHL และ 
RAPID ID 32  น าแต่ละสปีชีส์มาหาล าดบัเบส 16s rDNA  และ  nsp60  พบวา่มีสปีชีส์ท่ีเหมือนกนั
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อยู ่ 4  สปีชีส์  คือ  B. animalis, B. choerinum, B. pseudolongum   และ  B. pseudocatenulatum                   
ผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่  Bifidobacterium spp. สามารถเขา้ไปอยูใ่นล าไส้ของลูกแกะทางน ้านม
และมีคุณสมบติัการเป็นโปรไบโอติกส าหรับลูกแกะไดแ้ละเทคนิคท่ีใชใ้นการศึกษาในคร้ังน้ี
สามารถใชแ้ยก  Bifidobacterium spp.  ในลูกแกะแรกเกิดได ้ 
 Strompfova et al. (2014)  ไดศึ้กษาการให ้ B. animalis  B/12 (109 cfu)  กบัสุนขัท่ีมี
สุขภาพดี  โดยการเติมเช้ือลงไปในอาหารสุนขัเป็นเวลานาน  14  วนั  แลว้เก็บตวัอยา่งมูลสุนขั                 
มาวเิคราะห์ในช่วงระหวา่ง  49  วนั  พบวา่มูลสุนขัในกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บ  B. animalis  B/12   
มีปริมาณ  Lactic acid bacteria  สูงมากในวนัท่ี  7  และมีปริมาณแบคทีเรีย  Coliform  ต ่า  (ในวนัท่ี 
14, 21, 28, 49)  เม่ือเปรียบเทียบกบัมูลสุนขัในกลุ่มควบคุม  ความเขม้ขน้ของกรอะซิติก  (วนัท่ี 7, 
21, 28, 49)  acetoacetic  (วนัท่ี 7-49)  และ  valaric acid  (วนัท่ี 14)  ในมูลสุนขักลุ่มทดลองมี
ปริมาณสูง  ซ่ึงตรงขา้มกบั  formic acid  (วนัท่ี 7-21)  ท่ีมีปริมาณลดลงหลงัจากไดรั้บอาหารท่ีมี              
B. animalis  B/12  ส่วนในซีรัมของกลุ่มทดลองมีความเขม้ขน้ของ  triglyceride  (วนัท่ี 14)                    
และ albumin  ต ่าลง  (วนัท่ี 14, 28, 49)  ในขณะท่ีมีระดบัของ  alanine aminotransferase  (วนัท่ี 14) 
และ alkalinephosphatase  (วนัท่ี 14, 28) ท่ีสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั   
 Lian, Hsiao, and Chou (2002)  ศึกษาการรอดชีวติภายหลงัจากกระบวนการ  spray 
drying  ของ  B. infantis CCRC 14633, B. infantis CCRC 14661, B. longum ATCC 15708,                   
B. longum CCRC 14634  และ  B. longum  B6  โดยท าการ  spray dry  โดยใช ้ carrier media  
ท่ีแตกต่างกนั  ไดแ้ก่ gelatin, gum arabic, soluble starch  และ  skim milk  ความเขม้ขน้  10 
เปอร์เซ็นต ์ พบวา่  B. longum  B6  มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติสูงท่ีสุด  (82.6 %)  หลงัจากผา่น
กระบวนการ  spray drying  ในสภาวะท่ีใช ้ skim milk  เป็น  carrier media  และอุณหภูมิของ  
outlet air  ท่ี  50  องศาเซลเซียส  ท าใหเ้ซลลร์อดชีวติไดดี้ท่ีสุด  เม่ือเทียบกบัอุณหภูมิ  55  และ 60 
องศาเซลเซียส  
 Dianawati, Mishra, and Shah (2013)  ศึกษาโปรตีน  5  ชนิดและน ้าตาล  3 ชนิด  ในการ
ปกป้อง  B. longum 1941  จากกระบวนการ  freeze drying  ตลอดจนการศึกษาการทนกรดและ           
ทนน ้าดี  โดยใช ้ Sodium caseinate (CAS) 12 %, โปรตีนหางนม (WPC) 12 %, Sodium caseinate 
(CAS): โปรตีนหางนม (WPC) อตัราส่วน 6%: 6%, skim milk (SM) 12 %, โปรตีนถัว่เหลือง (SPI) 
12 % ร่วมกบัการใช ้ glycerol  (GLY) (3% w/v), mannitol (MAN) (3% w/v)  หรือ  maltodextrin 
(MD) (3% w/v)  เป็น  emulsion system  โดยในการทดลองไดใ้ช ้ B. longum 1941  ผสมกบั 
emulsion system  แต่ละชนิดในอตัราส่วน 1:4  (แบคทีเรีย : emulsion system)  และน าเขา้สู่
กระบวนการ  freeze drying  พบวา่เม่ือใช ้ CAS-MAN  เป็น  emulsion system  B. longum 1941   
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มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติสูง  โดยมีค่าเท่ากบั  97.4 %, 81.6 %  และ  99.3 %  หลงัจากผา่น
กระบวนการ  freeze drying  การสัมผสักบักรดและน ้าดี  ตามล าดบั  ในขณะท่ีเซลล ์ B. longum 
1941  ท่ีไม่ผสมกบั  emulsion system  ใด  ๆ  มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติหลงัผา่นกระบวนการ  
freeze drying  การสัมผสักบักรดและน ้าดีประมาณ  55%, 10%   และ  45%  ตามล าดบั 
 Pinto et al. (2015)  ศึกษาคุณสมบติัของ  Bifidobacterium BB-12  ท่ีถูกห่อหุม้
(microencapsulate)  ดว้ยหางนมเหลวหรือ  whey retentate  ท่ีไดจ้ากการกรอง  (nanofiltration)               
และผสมกบั  inulin  หรือ  polydextrose  พบวา่  Bifidobacterium BB-12  สามารถรอดชีวติได้
หลงัจากผา่นกระบวนการ  encapsulation  ดว้ยวธีิ  spray drying  (อุณหภูมิของ  outlet air  เท่ากบั 
50±3 องศาเซลเซียส)  โดยมีจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวติลดลง  0.42-0.77 log CFU/g  เม่ือเทียบกบัเซลล์
ท่ีรอดชีวติก่อนกระบวนการ  spray drying 
 Tanimono et al. (2016)  ศึกษา  B. crudilactis FR 62/b/3  ซ่ึงแยกไดจ้ากนมดิบและชีส 
โดยศึกษาการเพาะเล้ียงเช้ือในระดบัสเกลใหญ่  และศึกษาความคงตวัในสูตรการผลิตแบบแหง้ 
พบวา่  B. crudilactis FR 62/b/3  สามารถเจริญไดดี้ท่ี  pH 5.0  และอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส               
และเม่ือเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ  33  องศาเซลเซียส  pH 5.0  พบวา่เซลลเ์จริญเขา้สู่ระยะ  stationary 
phase  ท่ีเวลา  22  ชัว่โมง  โดยมีปริมาณเช้ือจุลินทรียแ์ละน ้าหนกัเซลลแ์หง้โดยเฉล่ียเท่ากบั 8.3x109 
cfu/ml  และ  2.1  กรัมต่อลิตร  ตามล าดบั  จากการศึกษาความทนของ  B. crudilactis FR 62/b/3  
ต่อกระบวนการ  freeze-drying  และผลของ  cryoprotectants  ท่ีแตกต่างกนั  พบวา่  sorbitol 
เหมาะสมท่ีสุดท่ีจะใชเ้ป็นสาร  cryoprotectant  (เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติเท่ากบั 80.5±15.8)  โดยมี
ปริมาณเซลลก่์อนและหลงักระบวนการ  freeze drying  เท่ากบั  3.4x1011±0.6  และ  2.7x1011±0.5 
cfu/ml  ตามล าดบั  และในระหวา่งการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  23  องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา  6 
เดือน  พบวา่  sorbitol  และ  sucrose  ช่วยท าใหเ้ซลลร์อดชีวติไดดี้ท่ีสุด  โดยมีเปอร์เซ็นต์ 
การรอดชีวติเท่ากบั  54.9  และ  50.1  ตามล าดบั  อยา่งไรก็ตาม  B. crudilactis FR 62/b/3  ท่ีไม่ได้
ผสมกบั  cryoprotectants  มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติหลงัผา่นกระบวนการ  freeze-drying  เพียงแค่ 
10.5±1.2  
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บทที่ 3 
วธีิด าเนินการวจิยั 

 

1.  เคร่ืองมอื วสัดุอปุกรณ์  อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 
 1.1  เคร่ืองมือ 
  1.1.1  Autoclave  (ประเทศไทย)  
  1.1.2  Hot air oven  (Termaks, Norway) 
  1.1.3  Incubator  (Termaks, Norway) 
  1.1.4  Water bath  (LAUDA DR.R.WOBSER GmbH & Co.kG, LAUDA,ประเทศ
เยอรมนี) 
  1.1.5  pH meter  (Mettler-Toledo (schweiz) AG, Mettler Toledo, ประเทศ
สวติเซอร์แลนด์) 
  1.1.6  กลอ้งจุลทรรศน์  (OLYMPUS Corporation, OLYMPUS, ประเทศญ่ีปุ่น) 
  1.1.7  เคร่ือง Centrifuge  (Sartorius AG, Sartorius, ประเทศเยอรมนี) 
  1.1.8  เคร่ือง Centrifuge  (Hermle Labortechnik GmbH, Hermle, ประเทศเยอรมนี) 
  1.1.9  เคร่ือง Spin down  (Fotodyne incorporation, ประเทศแคนาดา) 
  1.1.10  เคร่ือง  UV Transilluminator (Spectroline®, ประเทศสหรัฐอเมริกา)  
  1.1.11  เคร่ือง  Thermal Cycler  (T Gradient, Biometra®, ประเทศเยอรมนี) 
  1.1.12 เคร่ือง Gel Electrophoresis apparatus (Labnet International, EnDUROTM, 
ประเทศไตห้วนั) 
  1.1.13  เคร่ือง  Vortex mixer  (LMS, ประเทศญ่ีปุ่น) 
  1.1.14  เคร่ืองชัง่ 3 ต าแหน่ง  (Mettler-Toledo (schweiz) AG, Mettler Toledo, 
ประเทศสวติเซอร์แลนด์) 
  1.1.15  เคร่ือง  Spectrophotometer  (Thermo Electron corporation, Genesys 20, 
ประเทศสหรัฐอเมริกา)  
 1.2  วสัดุอุปกรณ์ 
  1.2.1  AnaeroPack Rectangular Jar  ขนาด  2.5 ลิตร และ 7 ลิตร  (Mitsubishi Gas 
Chemical, MGC, ประเทศญ่ีปุ่น) 
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  1.2.2  ซองผลิตแก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ Anaerobes (Mitsubishi Gas Chemical, 
AnaeroPack®-Anaero, ประเทศญ่ีปุ่น) 
  1.2.3  Oxygen Indicator (Mitsubishi Gas Chemical, MGC, ประเทศญ่ีปุ่น) 
  1.2.4  Autopipett  ขนาด P10, P20, P200, P1000 (Sartorius corporate Administration 
GmbH, Biohit Proline, ประเทศเยอรมนี) 
  1.2.5  Pipett  ขนาด 1 มิลลิลิตร, 5 มิลลิลิตร, 10  มิลลิลิตร 
  1.2.6  จานแกว้เพาะเช้ือ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 90-100 มิลลิเมตร 
  1.2.7  ขวด Duran ขนาด 100 มิลลิลิตร, 250 มิลลิลิตร, 500  มิลลิลิตร, 1000 มิลลิลิตร 
  1.2.8  ขวดแกว้ใส  ขนาด 250 มิลลิลิตร, 500 มิลลิลิตร 
  1.2.9  หลอดทดลองขนาด 16x100 มิลลิเมตร, 16x150 มิลลิเมตร 
  1.2.10 หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 16x150 มิลลิเมตร 
  1.2.11  Microcentrifuge  tube 
  1.2.12 หลอด cryo vial 
 1.3  อาหารเลีย้งเช้ือ 
  1.3.1  Bifidobacterium medium  (BM agar)  (ท่ีเติม Bifido selective supplement A 
(FD250)) 
  1.3.2  Bifidobacterium medium (BM agar)  
  1.3.3  Bifidobacterium medium broth (BM broth) 
  1.3.4  20 % glycerol ใน BM broth 
  1.3.5  Lactic Bacteria Differential agar  (Himedia, ประเทศอินเดีย) 
  1.3.6  Mueller Hinton agar (MHA agar)  (Merck, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
  1.3.7  Nutrient agar  (NA agar) 
  1.3.8  Tryptic soy broth  (Himedia, ประเทศอินเดีย) 
  1.3.9  Anaerobic dilution buffer     
  1.3.10  Phosphate buffer saline (PBS) 
  1.3.11  Buffered  Nitrate-Motility medium 
  1.3.12  Nitrate broth 
  1.3.13  1 % glucose  ใน  BM broth 
  1.3.14  Brain Heart Infusion broth (BHI)  (Merck, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
  1.3.15  Thioglycollate broth  (Himedia, ประเทศอินเดีย) 
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 1.4  สารเคมี 
  1.4.1  สารเคมีส าหรับเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
   1.4.1.1 Bromocresol green (C21H14Br4O5S)  (Fisher Scientific, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) 
   1.4.1.2 Bifido selective supplement A (FD250) (Himedia laboratories Pvt. Ltd., 
Himedia, ประเทศอินเดีย)  
   1.4.1.3 Bromocresol purple (C21H16Br2O5S) (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, 
ประเทศนิวซีแลนด)์  
   1.4.1.4 Calcium chloride  dehydrate (CaCl2• 2H2O)  (Merck KGaA, Merck, 
ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.1.5 D-fructose-6-phosphate disodium salt hydrate (C6H11Na2O9P• xH2O) 
(Sigma Aldrich,  sigma, ประเทศสวติเซอร์แลนด์) 
   1.4.1.6 D-Galactose (C6H12O6)  (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, ประเทศ
นิวซีแลนด)์ 
   1.4.1.7 Glycerol (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
1.4.22  L-ascorbic acid (C6H8O6) (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, ประเทศนิวซีแลนด)์ 
   1.4.1.8  L-cysteine hydrochloride monohydrate (C3H7NO2S• HCI• H2O) 
(Amresco®, amresco, ประเทศแคนาดา) 
   1.4.1.9 Magnesium sulfate heptahydrate  (MgSO4• 7H2O)  (Merck KGaA, 
Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.1.10 Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4• 7H2O) (Merck KGaA, 
Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.1.11 Manganese (II) sulfate monohydrate (MnSO4 • H2O) (Scharlab S.L., 
SCHARLAU, ประเทศสเปน)   
   1.4.1.12 Potassium chloride (KCl) (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.1.13 Potassium nitrate (KNO3) (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, ประเทศ
นิวซีแลนด)์ 
   1.4.1.14 Resazurin tablets (VWR chemicals, BHD, ประเทศเบลเยีย่ม) 
   1.4.1.15 Sodium chloride (NaCl) (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, ประเทศ
นิวซีแลนด)์ 
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   1.4.1.16 di-Sodium  hydrogen  phosphate dehydrate (Na2HPO4•2H2O ) (Merck 
KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.1.17 Sucrose   (C12H22O11)  (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, ประเทศ
นิวซีแลนด)์ 
   1.4.1.18 Tween 80 (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, ประเทศนิวซีแลนด)์ 
  1.4.2  สารเคมีส าหรับการยอ้มแกรมและยอ้มสปอร์ 
   1.4.2.1 Ammonium oxalate (C2H8N2O4) (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.2.2 Crystal violet  (C25H30CIN3) (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.2.3 Ethanol (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี)  
   1.4.2.4 Iodine (Carloerba Reagents S.r.l., Carlo ERBA, ประเทศอิตาลี) 
   1.4.2.5 Malachite green  (C52H54N4O12) (Panreac Quimica S.L.U., Panreac, 
ประเทศสเปน) 
   1.4.2.6 Potassium  iodide (KI) (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.2.7 Safranin O (C20H19CIN4)  (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
  1.4.3  สารเคมีส าหรับการทดสอบชีวเคมี 
   1.4.3.1Acetic acid, Glacial (CH3COOH) (J.T.Baker Neutrasorb, J.T.Baker,                 
ประเทศไทย)  
   1.4.3.2 D-Fructose (C6H12O6)  (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, ประเทศ
นิวซีแลนด)์ 
   1.4.3.3 Hydrogen peroxide (H2O2) (Bright chem. SDN BHD, QReCTM, ประเทศ
นิวซีแลนด)์ 
   1.4.3.4 Hydrochloric acid (HCl) (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.3.5 Hydroxylamine. Hydrochloride (NH2OH• HCl) (Sigma Aldrich,  sigma , 
ประเทศสวติเซอร์แลนด์) 
   1.4.3.6  Iron (III) chloride hexahydrate  (FeCl3• 6H2O) (Sigma Aldrich,  sigma , 
ประเทศสวติเซอร์แลนด์) 
   1.4.3.7 -naphthol (C10H7OH) (Asia Pacific Specialty chemicals limited, 
Univar, ประเทศออสเตรีย) 
   1.4.3.8 NA iodoacetate  (C2H2INaO2) (Sigma Aldrich,  sigma , ประเทศ
สวติเซอร์แลนด์) 
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   1.4.3.9 di-Potassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4)  (Ajax Finechem Pty 
Ltd., Labchem, ประเทศนิวซีแลนด)์ 
   1.4.3.10 Potassium hydrogen orthophosphate (KH2PO4) (Ajax Finechem Pty Ltd., 
Labchem, ประเทศนิวซีแลนด)์ 
   1.4.3.11 Sodium carbonate (Na2CO3)  (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.3.12 Sodium fluoride  (NaF)  (Ajax Finechem Pty Ltd., Labchem, ประเทศ
นิวซีแลนด)์ 
   1.4.3.13 Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) (Merck KGaA, Merck, ประเทศ
เยอรมนี) 
   1.4.3.14 Sulfanilic acid (C6H7NO3S)  (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.3.15 Trichloroacetic acid (TCA)  (Carloerba Reagents S.r.l., Carlo ERBA, 
ประเทศอิตาลี)  
  1.4.3.16 N,N,N,’N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
 (C6H4[N(CH3)2]2• 2HCl)  (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.3.17 Zinc dust (Zn) (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี)  
  1.4.4  สารเคมีท่ีใชส้กดัดีเอน็เอและ PCR 
   1.4.4.1 EDTA  free acid,ACS (C10H16N2O8) (Himedia laboratories Pvt. Ltd., 
Himedia, ประเทศอินเดีย)  
   1.4.4.2 Lysozyme  (Himedia laboratories Pvt. Ltd., Himedia, ประเทศอินเดีย)  
   1.4.4.3 Sodium hydroxide (NaOH)  (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
   1.4.4.4 Tris (C4H11NO3) (Amresco® , amresco, ประเทศแคนาดา) 
   1.4.4.5 Triton X-100  (C4H11NO3) (Amresco®, amresco, ประเทศแคนาดา) 
   1.4.4.6 Taq DNA Polymerase, Recombinant (Invitrogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
   1.4.4.7 10 mM dNTP Mix (Invitrogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
   1.4.4.8 100 bp DNA LADDER  (Invitrogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
   1.4.4.9  PureLinkTM Genomic DNA mini kits (Invitrogen Life Technologies 
corporation, Invitrogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
   1.4.4.10  PureLinkTM Quick PCR Purification kit  (Thermo Fisher scientific, 
Invitrogen, ประเทศเยอรมนี) 
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  1.4.5  สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ Agarose gel electrophoresis 
    1.4.5.1 Agarose  (Invitrogen Life Technologies corporation, Invitrogen, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) 
   1.4.5.2 Bromophenol blue (C19H10Br4O5S) (Amresco® , amresco, ประเทศ
แคนาดา)  
   1.4.5.3 Ethidium bromide (C21H20BrN3) (Amresco® , amresco, ประเทศแคนาดา) 
   1.4.5.4 Xylene cyanol FF  (C25H21N2O6S2Na) (Amresco®, amresco, ประเทศ
แคนาดา) 
  1.4.6  Oxgall  (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
  1.4.7  Pepsin  (Merck KGaA, Merck, ประเทศเยอรมนี) 
 1.5  ดิสก์ยาปฏิชีวนะ  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  6  มิลลเิมตร 
  1.5.1  Amoxycillin (10 µg) (AML) 
  1.5.2  Erythromycin  (15 µg) (E) 
  1.5.3  Gentamicin  (10 µg) (CN) 
  1.5.4  Neomycin (30 µg) (N) 
  1.5.5  Sulphamethoxazole (25 µg) (STX) 
  1.5.6  Fosfomycin (50 µg) (FOS) 
  1.5.7  Colistin sulphate (10 µg) (CT) 
  1.5.8  Lincomycin (2 µg) (MY) 
  1.5.9  Enrofloxacin (5 µg) (ENR) 
  1.5.10  Doxycyclin (30 µg) (DO) 
  1.5.11  Lincomycin 109 (109 µg) (LS) 
  1.5.12  Oxytetracycline (30 µg) (OT) 
 

2.  เช้ือจุลนิทรีย์    
 2.1  ศูนยเ์ก็บรักษาและรวบรวมสายพนัธ์ุจุลินทรียท์างการแพทย ์
กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์
  1)  Salmonella Enteritidis DMST 15676   
  2)  Salmonella Typhimurium DMST 15674   
  3)  Escherichia coli ATCC 25922  
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  4)  Enterobacter aerogenes ATCC 13048  
  5)  Staphylococcus aureus ATCC 6538 
 2.2  ศูนยจุ์ลินทรีย ์ สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย  
  1)  Bacillus subtilis ATCC 6633 
  2)  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
  3)  Bifidobacterium animalis subsp. animalis ATCC 25527 

 
3.  ตัวอย่างทีศึ่กษา 
 ตวัอยา่งท่ีท าการศึกษาแยกเป็นตวัอยา่งจากเด็กทารก  ไก่และสุกร โดยเก็บตวัอยา่ง
ระหวา่งเดือนธนัวาคม  2558  ถึงเดือนมีนาคม  2559  มีรายละเอียดดงัน้ี 
 3.1  อุจจาระเด็กทารก  เก็บตวัอยา่งจากเด็กทารกแรกเกิดถึง  5  เดือน  จ านวน  10 
ตวัอยา่ง  โดยเก็บตวัอยา่งในเขตพื้นท่ี  อ าเภอเมืองชลบุรีและอ าเภอศรีราชา  จงัหวดัชลบุรี   
 3.2  ไก่  โดยเก็บตวัอยา่งจากไก่ในจงัหวดัชลบุรี  แยกจากอวยัวะส่วนต่าง ๆ  (อวยัวะละ 
10 ตวัอยา่ง) ดงัน้ี 
  3.2.1  ล าไส้เล็กส่วนตน้ (duodenum)  
  3.2.2  ล าไส้เล็กส่วนกลาง (Jejunum)  
  3.2.3  ล าไส้เล็กส่วนปลาย (Ileum)  
  3.2.4  ไส้ตนั (Ceacum)  
 3.3 สุกร โดยเก็บตวัอยา่งจากฟาร์มหมูในจงัหวดับุรีรัมย ์ โดยเก็บตวัอยา่ง (ตวัอยา่งละ 10 
ตวัอยา่ง) ดงัน้ี 
  3.3.1  น ้านมแม่สุกร  
  3.3.2  มูลของลูกสุกร   
  3.3.3  มูลแม่สุกร   
 

4.  การเกบ็ตัวอย่าง  การแยกเช้ือแบคทเีรีย  Bifidobacterium spp.  และการเกบ็รักษา
แบคทเีรียทีค่ดัแยกได้ 
  4.1  ขั้นตอนการเกบ็ตัวอย่าง 
  4.1.1  อุจจาระเด็กทารก  เก็บตวัอยา่งจากเด็กทารกแรกเกิดถึง  5  เดือน  จ านวน 10 
ตวัอยา่ง  
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   4.1.1.1  เก็บตวัอยา่งโดยใช ้ cotton swab  ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้  ป้ายอุจจาระเด็ก
ทารก  (จากผา้ออ้มเด็ก)  ประมาณ  1-2  กรัม  (ประมาณ ½ ชอ้นชา)  ใส่ไม ้swab ลงในอาหาร 
Thioglycollate broth  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ท่ีบรรจุในหลอดเก็บตวัอยา่งฝาเกลียวจนถึงกน้หลอด 
แลว้หกัปลายไมด้า้นบนกบัปากหลอดฝาเกลียวทิ้งไป ปิดฝาเกลียวใหส้นิท 
  4.1.1.2  ใช ้ parafilm  พนัรอบ  ๆ  ฝาหลอดเก็บตวัอยา่ง  
           4.1.1.3  บรรจุหลอดเก็บตวัอยา่งในถุงพลาสติกชนิดซิบล็อค พร้อมเขียนรายละเอียด
การเก็บตวัอยา่ง  ไดแ้ก่  ช่ือ-สกุลของผูป้กครอง  วนัและเวลาท่ีเก็บตวัอยา่ง ลงในป้ายก ากบัตวัอยา่งท่ี
ติดอยูบ่นถุงพลาสติกชนิดซิบล็อค  ใชห้นงัยางรัดปากถุง 
           4.1.1.4  วางถุงพลาสติกบรรจุหลอดตวัอยา่งในตะกร้าขนาดเล็ก  บรรจุตะกร้า
ตวัอยา่งลงใน  AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมีซองผลิตแก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  และ Oxygen 
Indicator ปิดฝาใหส้นิท  
  4.1.2  ไก่  เก็บตวัอยา่งจากไก่  (ท่ีเสียชีวติแลว้ โดยซ้ือไก่ทั้งตวัท่ีชาวบา้นฆ่าและถอน
ขนออกแลว้แต่ยงัมีอวยัวะภายในครบถว้นท่ีน ามาขายท่ีตลาด)  
          4.1.2.1  เก็บตวัอยา่งไก่ทั้งตวัใส่ในถุงพลาสติกท่ีสะอาด ใชห้นงัยางรัดปากถุงให้
แน่น  
          4.1.2.2  เขียนรายละเอียดตวัอยา่ง  วนั  เวลาท่ีเก็บ  ลงในป้ายก ากบัตวัอยา่ง  ติดป้าย
ท่ีถุงเก็บตวัอยา่ง ใส่ถุงตวัอยา่งไก่ลงในกล่องโฟมท่ีมีฝาปิดมิดชิด ขนส่งตวัอยา่งโดยรถยนต ์ 
เพื่อน ามาท าการผา่ซากเพื่อเก็บตวัอยา่งอวยัวะส่วนล าไส้เล็กส่วนตน้ (duodenum), ล าไส้เล็ก
ส่วนกลาง (jejunum), ล าไส้เล็กส่วนปลาย (ileum) และไส้ตนั (caecum)  ภายในระยะเวลาไม่เกิน  
3 ชัว่โมง   
          4.1.2.3  ผา่ซาก  เก็บตวัอยา่งอวยัวะไก่ส่วนต่าง  ๆ  ใส่ในอาหาร  Thioglycollate 
broth  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ท่ีบรรจุในขวด  duran  ขนาด  250  มิลลิลิตร  น าตวัอยา่งไปคดัแยก
เช้ือต่อไป   
  4.1.3  สุกร  การเก็บตวัอยา่งน ้านมแม่สุกร  มูลของลูกสุกร  (piglet feces)  และมูลแม่
สุกร  โดยเก็บตวัอยา่งจากฟาร์มสุกรมีขั้นตอนการเก็บตวัอยา่ง  ดงัน้ี 
   4.1.3.1  เก็บตวัอยา่งใส่ถุงพลาสติกท่ีสะอาด  ใชห้นงัยางรัดปากถุงใหแ้น่น  
ใส่ถุงพลาสติกซอ้นอีก 1  ชั้น  
     4.1.3.2  เขียนรายละเอียดของตวัอยา่ง  วนั  เวลาท่ีเก็บลงในป้ายก ากบัตวัอยา่งให้
ชดัเจน 



40 
 

  4.1.3.3  บรรจุตวัอยา่งลงใน  AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมีซองผลิตแก๊ส            
เพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  และ  Oxygen Indicator  ใส่ลงไปปิดฝากล่องใหส้นิท  บรรจุกล่อง 
AnaeroPack Rectangular Jar  ในกล่องโฟมท่ีมีฝาปิดมิดชิด  น าตวัอยา่งไปคดัแยกเช้ือต่อไป   
 4.2  ขั้นตอนการแยกเช้ือแบคทเีรีย  Bifidobacterium spp. 
  4.2.1  น าตวัอยา่งท่ีไดจ้ากขั้นตอนการเก็บตวัอยา่งมาเจือจางแบบ  10  เท่า  ตามล าดบั
ส่วน  (ten-fold dilution) ดว้ยสารละลาย  anaerobic dilution buffer  ในอตัราส่วน 1 ต่อ 9 ใหไ้ด้
ระดบัการเจือจางเท่ากบั  10-3, 10-4 , 10-5 และ 10-6  ตามล าดบั  ปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัการเจือจางละ 
0.1  มิลลิลิตร  ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  Bifidobacterium medium (BM agar)  ท่ีเติม  Bifido selective 
supplement A (FD250)  ท าการ  spread plate  แลว้น าไปใส่ใน  AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมี
ซองผลิตแก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  และ  Oxygen Indicator  บ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  72  ชัว่โมง   
  4.2.2  เม่ือเช้ือแบคทีเรียเจริญแลว้  คดัเลือกโคโลนีท่ีสงสัยท่ีมีลกัษณะโคโลนีสีขาว 
ขอบเรียบ  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง  ≥  1  มิลลิเมตร  (Simpson, Stanton, Fitzgerald & Ross, 2004)  
ตวัอยา่งละ 10-20  โคโลนี  น าแต่ละโคโลนีไป  streak  ซ ้ าบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  เพื่อแยก
เช้ือใหบ้ริสุทธ์ิ    บ่มใน  AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมีซองผลิตแก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  
และ Oxygen Indicator  บ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง   
  4.2.3  น าแบคทีเรียไปศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาโดยการยอ้มแกรม   
(Gram’s stain)  (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 2557)   
  4.3  ข้ันตอนการเกบ็รักษาเช้ือจุลนิทรีย์  
  4.3.1  เพาะเช้ือจุลินทรียล์งบน  BM agar slant  ในหลอดทดลองฝาเกลียว  บ่มใน
AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมีซองผลิตแก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  และ Oxygen Indicator   
บ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง   
  4.3.2  เตรียม  inoculums  เช้ือแบคทีเรีย  โดยใชพ้าสเจอร์ปิเปตดูดอาหารเล้ียงเช้ือ  
BM broth  ท่ีมีกลีเซอรอล  20  เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร  4  มิลลิลิตร  (เตรียมตามภาคผนวก ก) มาใส่ใน
หลอดท่ีเพาะเช้ือจุลินทรียไ์ว ้ (ขอ้ 4.3.1)  ใชพ้าสเจอร์ปิเปตขดูเช้ือเบา  ๆ  แลว้ดูดข้ึนลงเพื่อให้
เช้ือจุลินทรียก์ระจายตวัออกจากกนัโดยไม่จบักนัเป็นกลุ่มกอ้น  ปิเปตใส่ในหลอด  cryo vial                   
ท่ีปราศจากเช้ือ  หลอดละ  1  มิลลิลิตร  แลว้น าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส                          
(เพื่อน าไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป) 
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5.  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา คุณสมบัติทางชีวเคมแีละอืน่ ๆ  
 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและชีวเคมี  ของแบคทีเรียในจีนสั  Bifidobacterium  
ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  (gram positive)  รูปท่อน  มีก่ิงกา้นคลา้ยรูปตวัว ี ตวัวาย  มีรูปร่าง 
ไม่แน่นอน  บางเซลลโ์คง้  บางเซลลเ์ป็นกระบอง  การเรียงตวัมกัเรียงตวัเป็นสายซอ้นกนัในแนว
เดียวกนัคลา้ยร้ัว  โดยการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและคุณสมบติัทางชีวเคมีของ 
Bifidobacterium  spp.  จะใหผ้ลการทดสอบดงัแสดงในตารางท่ี  3-1  
 5.1  การย้อมแกรม  (Gram’s stain) (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 
2557)  
  5.1.1 ใช ้ loop   แตะโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท่ีบ่มเพาะเช้ือภายใต้
สภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  มาเกล่ียบนสไลด ์ วางทิ้ง
ไวใ้หร้อย  smear  แหง้  และ  fix  ผา่นเปลวไฟ   
  5.1.2  หยดสี  crystal violet  ใหท้่วมรอย  smear  ทิ้งไว ้ 1 นาที  เทสีทิ้ง  
  5.1.3  หยด  iodine solution  ใหท้่วมรอย  smear  ทิ้งไว ้1 นาที  เท  iodine solution ทิ้ง  
  5.1.4  หยดเอทานอล  95 เปอร์เซ็นต์  ทิ้งไวป้ระมาณ  15  วนิาที  ลา้งออกดว้ยน ้าทนัที 
  5.1.5  หยดสี  safranin solution  ใหท้่วมรอย  smear  ทิ้งไวน้าน  15-30 วนิาที   
และลา้งดว้ยน ้าและซบัใหแ้หง้   
  5.1.6  น าสไลดไ์ปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง  โดยใชเ้ลนส์วตัถุก าลงัขยาย 
100 เท่า (100X)  
 5.2  การย้อมเอนโดสปอร์ (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 2557)  
  5.2.1  ใช ้ loop  แตะโคโลนีแบคทีเรียท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท่ีบ่มเพาะ
เช้ือภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  มาเกล่ียลงบน
สไลดต์ั้งทิ้งไวใ้หร้อย  smear  แหง้  และ  fix โดยผา่นเปลวไฟ   
  5.2.2  หยดสี  malachite green  ใหท้่วมรอย  smear วางสไลดบ์นไอน ้าเดือด                             
นานประมาณ  5  นาที  คอยเติมสี ระวงัอยา่ใหส้ไลดแ์หง้  เม่ือครบเวลาเทสีทิ้ง  ทิ้งไวใ้หเ้ยน็  
ลา้งดว้ยน ้า  
  5.2.3  หยดสี  safranin solution  ใหท้่วมรอย  smear  ทิ้งไวน้าน  1  นาที  เทสีท่ีเหลือ
ออกจากสไลดแ์ละลา้งดว้ยน ้า  ทิ้งไวใ้หร้อย  smear  แหง้   
  5.2.4  น าสไลดไ์ปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง  โดยใชเ้ลนส์วตัถุก าลงัขยาย 
100  เท่า (100X)  เอนโดสปอร์จะติดสีเขียวของ  malachite green  ส่วนเซลลป์กติจะติดสีแดงของ 
safranin  
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  5.2.5  อ่านผลการทดสอบ  โดยผลบวก (+)  หมายถึง พบการสร้างสปอร์ และผลลบ      
(-)  หมายถึง  ไม่พบการสร้างสปอร์   
 
ตารางท่ี  3-1  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและคุณสมบติัทางชีวเคมีของ  Bifidobacterium spp.   
 

รายการทดสอบ ผลการทดสอบ 
การยอ้มแกรม แกรมบวก  รูปท่อน มีก่ิงกา้นคลา้ยรูป

ตวัว ีตวัวาย มีรูปร่างไม่แน่นอน 
การยอ้มสปอร์ - (ไม่สร้างสปอร์) 
การทดสอบการเคล่ือนท่ี (Motility test) - 
การทดสอบการสร้างเอนไซมค์ะตะเลส (Catalase  test) - 
การทดสอบการสร้างเอนไซมอ์อกซิเดส (Oxidase test) - 
การรีดิวซ์ไนเตรต (Nitrate test)   - 
การสร้างกรดจากการหมกัน ้าตาลกลูโคส + 
การทดสอบคุณสมบติัในการหมกัน ้าตาลแบบ  
Homofermentative/heterofermentative 

+ 

การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ์Fructose-6-
phosphate phosphoketolase  (F6 PPK) 

+ 

 
 5.3  การทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส  (Catalase  test) (Downes & Ito, 2001)  

  5.3.1  ใช ้ loop  แตะโคโลนีเด่ียวท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท่ีบ่มเพาะเช้ือ
ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง มาเกล่ียลงบนสไลด ์  
  5.3.2  หยด  hydrogen peroxide  3  เปอร์เซ็นต์  ลงบนรอยเกล่ียของเช้ือและสังเกตการ
เกิดฟองอากาศ  
  5.3.3  อ่านผลการทดสอบ  โดยผลบวก (+)  หมายถึง  มีฟองอากาศเกิดข้ึน  เน่ืองจากมี
กิจกรรมของเอนไซมค์ะตะเลส  ผลลบ (-)  หมายถึง  ไม่มีฟองอากาศเกิดข้ึน  (หากเกิดฟองอากาศ
หลงัจากตั้งทิ้งไว ้ 20  นาที  ถือวา่เป็นผลลบ) 
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 5.4  การทดสอบการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส  (Oxidase test)  (ISO/TS 21872-2, 2007)  
  5.4.1  ใช ้ loop  แตะโคโลนีเด่ียวท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท่ีบ่มเพาะเช้ือ
ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  มาแตม้ลงบน
กระดาษกรองท่ีหยดดว้ย  oxidase reagent   ตรวจผลภายในเวลา  10  วนิาที  
  5.4.2  อ่านผลการทดสอบโดย  ผลบวก (+)  หมายถึง  สีกระดาษกรองบริเวณท่ีแตะ
เช้ือเปล่ียนเป็นสีม่วงหรือสีชมพอูมแดง  เน่ืองจากมีกิจกรรมของเอนไซมอ์อกซิเดส  ผลลบ (-) 
หมายถึง  ไม่เปล่ียนสี   
 5.5  การทดสอบการเคลือ่นที ่ (Motility test) (Health Protection Agency, SOP W5, 
2005) 
  5.5.1  เข่ียเช้ือท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท่ีบ่มเพาะเช้ือภายใตส้ภาวะ                   
ไร้ออกซิเจน  ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  และท าการ  stab  ลงในอาหาร 
เล้ียงเช้ือ  Buffered Nitrate-Motility medium บ่มใน  AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมีซองผลิต
แก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  และ  Oxygen Indicator  บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง 
  5.5.2  อ่านผลการทดสอบโดย  ผลบวก (+)  หมายถึง  เช้ือเจริญออกนอกแนว Stab                    
(เช้ือสามารถเคล่ือนท่ีได ้ โดยใชเ้ช้ือ  S. Enteritidis DMST 15676  เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง)  และผลลบ 
(-) หมายถึง  เช้ือเจริญตามแนว  Stab  (เช้ือไม่สามารถเคล่ือนท่ีได ้ โดยใชเ้ช้ือ  B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527  เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง)                       
 5.6  การรีดิวซ์ไนเตรต  (Nitrate test)  (Health Protection Agency, SOP F15, 2005) 
  5.6.1  ใช ้ loop  แตะโคโลนีเด่ียวจากอาหารเล้ียงเช้ือ BM  agar  ท่ีบ่มเพาะเช้ือภายใต้
สภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72 ชัว่โมง  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  
nitrate  medium  บ่มใน  AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมีซองผลิตแก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  
และ  Oxygen Indicator   บ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  18-24  ชัว่โมง   
  5.6.2  เติม  sulfanilic acid  reagent  0.5  มิลลิลิตร  และ -naphthol  reagent   0.5 
มิลลิลิตร  ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  nitrate  medium   
  5.6.3  สังเกตสีของสารละลายหากเปล่ียนเป็นสีแดงแสดงวา่ไนเตรตถูกรีดิวซ์เป็น            
ไนไตรต์  ถา้ไม่เปล่ียนสีใหท้  าการทดสอบต่อโดยเติม  zinc dust  และรอประมาณ  10  นาที  สังเกต             
สีของสารละลายวา่เปล่ียนเป็นสีแดงหรือไม่  
  5.6.4  อ่านผลการทดสอบโดย   
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    ผลบวก  (+) หมายถึง  อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีแดงหลงัจากเติม nitrate  
reagent  (แสดงวา่เช้ือสร้างเอนไซม ์ Nitrate reductase (Reduce NO3            NO2))  หรือไม่เกิดสีแดง
หลงัจากเติม  nitrate reagent  แต่เม่ือเติม  zinc  dust  สีสารละลายไม่เปล่ียนแปลงและมีฟองอากาศ
เกิดข้ึน  (แสดงวา่เช้ือสามารถรีดิวซ์  Nitrate ไดอ้ยา่งต่อเน่ืองจนไดเ้ป็นก๊าซไนโตรเจน                               
(NO3           NO2            N2O           N2))    
    ผลลบ (-) หมายถึง  ไม่เกิดสีแดงหลงัจากเติม  nitrate  reagent  แต่เม่ือเติม zinc  
dust  เกิดสีแดง  (แสดงวา่เช้ือท่ีทดสอบไม่สามารถสร้างเอนไซม ์ Nitrate reductase  ได ้ เกิดจาก 
zinc  ไปรีดิวซ์  nitrate ใหเ้ป็น  nitrite) 
 5.7  การทดสอบการสร้างกรดจากการหมักน า้ตาลกลูโคส  (Health Protection Agency, 
SOP F15, 2005) 
  5.7.1  ใช ้ loop  แตะโคโลนีเด่ียวจากอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท่ีบ่มเพาะเช้ือภายใต้
สภาวะไร้ออกซิเจน  ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  
BM broth  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ท่ีมีน ้าตาลกลูโคส  1  เปอร์เซ็นต ์(w/v)  และมี  Bromocresol purple  
เป็นอินดิเคเตอร์  บ่มใน  AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมีซองผลิตแก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  
และ Oxygen Indicator  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  18-24  ชัว่โมง   
  5.7.2  ผลการทดสอบโดยการสังเกตความขุ่นและสีของอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยผลบวก 
(+)  หมายถึง  อาหารเล้ียงเช้ือขุ่นและเปล่ียนเป็นสีเหลืองเน่ืองจากมีการสร้างกรด  และผลลบ (-)  
หมายถึง  อาหารเล้ียงเช้ือเป็นสีม่วงไม่เปล่ียนแปลง   
    5.8  การทดสอบคุณสมบัติในการหมักน า้ตาลแบบ  Homofermentative/ 
heterofermentative  (McDonald, McFeeters, Daeschel, &  Fleming, 1987)  
          5.8.1  ใช ้ loop  แตะโคโลนีเด่ียวท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท่ีบ่มเพาะเช้ือ
ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน  ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  น ามา  streak   
ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  lactic bacteria differential agar  บ่มใน  AnaeroPack Rectangular Jar  ท่ีมี
ซองผลิตแก๊สเพื่อเล้ียงเช้ือ  anaerobes  และ  Oxygen Indicator  บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา  72  ชัว่โมง   
       5.8.2  อ่านผลการทดสอบโดยผลบวก (+)  หมายถึง  โคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร            
เล้ียงเช้ือมีสีขาว  (Heterofermentative)  และผลลบ (-) หมายถึง  โคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือมี
สีฟ้าหรือเขียว  (Homofermentative)   
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 5.9  การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม์  Fructose-6-phosphate phosphoketolase                
(F6 PPK)  (Chung et al., 1999)   
  5.9.1  เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM broth  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร   
บ่มเพาะเช้ือในสภาวะไร้ออกซิเจน  ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  
  5.9.2  Centrifuge  โดยใชค้วามเร็ว  6000 rpm  เป็นเวลา  10  นาที  
  5.9.3  เทส่วนใสทิ้ง  และลา้งตะกอนเซลลแ์บคทีเรียดว้ยสารละลาย  0.05 M 
phosphate buffer (pH 6.5)  ท่ีเติม  0.05  เปอร์เซ็นต์  Cysteine.HCl  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร 
แขวนลอยเซลลแ์ลว้น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  10  นาที  
  5.9.4  เติม  solution I (6 mg  Sodium fluoride (NaF)  และ 10 mg NA iodoacetate 
(C2H2INaO2)  ในน ้า  Deionized water  ท่ีปราศจากเช้ือปริมาตร  1  มิลลิลิตร)  0.25  มิลลิลิตร            
และสารละลาย   D-fructose-6-phosphate disodium salt hydrate (C6H11Na2O9P.xH2O)                    
(ความเขม้ขน้ 80 mg/l)  0.25  มิลลิลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  30  นาที   
  5.9.5  หยดุปฏิกิริยาดว้ยสารละลาย  Hydroxylamine.hydrochloride (NH2OH.HCl) 
(140 mg/ml)  ปริมาตร  1.5  มิลลิลิตร  ทิ้งไว ้10 นาที  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
  5.9.6  เติม  trichloroacetic acid (TCA)  ความเขม้ขน้  15  เปอร์เซ็นต ์(w/v) ปริมาตร  
1  มิลลิลิตร  และ  HCl  (ความเขม้ขน้ 4  โมลาร์)  ปริมาตร  1  มิลลิลิตร   บ่มเป็นเวลา  5  นาที  
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
  5.9.7  เติม  Iron (III) chloride hexahydrate  (FeCl3.6H2O)  (ความเขม้ขน้  0.5 
เปอร์เซ็นต ์(w/v))  ปริมาตร  1  มิลลิลิตร 
  5.9.8  อ่านผลการทดสอบโดยถา้เกิดสีน ้าตาลแดงแสดงวา่ใหผ้ลการทดสอบเป็น  
บวก  และผลลบคือสีของสารละลายไม่เปล่ียนแปลง 
 

6.  การสกดัดีเอน็เอและการวเิคราะห์ดีเอน็เอ 

 6.1  การสกดัดีเอน็เอ  ท  าการสกดัดีเอน็เอของแบคทีเรียตามขั้นตอนท่ีระบุในคู่มือของ 
ชุดสกดัดีเอน็เอส าเร็จรูป  PureLinkTM Genomic DNA kits (Invitrogen)  เม่ือไดดี้เอน็เอบริสุทธ์ิแลว้
น าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  และน าไปตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอโดยวธีิ 
agarose gel electrophoresis  (รายละเอียดตามขอ้ 6.4) 
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 6.2   การเพิม่ช้ินส่วนบริเวณยนี 16s rRNA  ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) 
  6.2.1  น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้าเพิ่มจ านวนบริเวณยนี  16S rRNA  ดว้ยเทคนิค  PCR 
โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อบางส่วนของยนี  16s rRNA  ของจีนสั  Bifidobacteria 
 (Kok et al., 1996)  ดงัแสดงในตารางท่ี  3-2 
 
ตารางท่ี 3-2 ไพรเมอร์ Bif164-f  และ Bif662-r 
 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ ความยาวของไพรเมอร์ (คู่เบส) 
Bif164-f   5’-GGG TGG TAA TGC CGG ATG-3’ 18 
Bif662-r 5’-CCA CCG TTA CAC CGG GAA-3’ 18 
  
  6.2.2  เตรียม  master mix  (ตารางท่ี  3-3)  ใน  microcentrifuge tube  ขนาด  1.5 
มิลลิลิตร  ท่ีแช่ในน ้าแขง็โดยผสมรีเอเจนตแ์ละสารต่าง  ๆ  (ยกเวน้ DNA template) ใหเ้ขา้กนั                
จากนั้นปิเปต  master mix  ไปใส่ใน  PCR tube  หลอดละ  40  ไมโครลิตร 
 
ตารางท่ี 3-3  Master mix  ส าหรับปฏิกิริยา  PCR  ท่ีใชไ้พรเมอร์  Bif164-f  และ  Bif662-r 
 

รีเอเจนท์ / ความเข้มข้นเร่ิมต้น 
ความเข้มข้นสุดท้าย 

/ 1 reaction 
ปริมาตร (µl) /                      

1 reaction 
No template 

control 
No primer 

control 
10x buffer PCR 1X buffer 5 5 5 
50 mM MgCl2 1.5  mM MgCl2 3 3 3 
10 mM dNTP mix 0.2 mM 2 2 2 
10 µM  Forward primer 0.5 µM 2.5 2.5 - 
10 µM  Reverse primer 0.5 µM 2.5 2.5 - 
Tag  DNA polymerase (5U/µl) 5 U 1 1 1 
Sterile D.I. water  24 34 34 
DNA template  10 - 10 

Total volume 50  50  50  50  
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  6.2.3  เติม  DNA template  ลงไปผสมกบั  master mix  ใน  PCR tube   หลอดละ  10 
ไมโครลิตร 
  6.2.4  ใส่  PCR tube  ลงใน  thermal cycler  แลว้ด าเนินปฏิกิริยา  PCR  ภายใตส้ภาวะ
ดงัต่อไปน้ี 
   ขั้นท่ี 1    95 องศาเซลเซียส   5 นาที 
   ขั้นท่ี 2    95 องศาเซลเซียส   1 นาที 
                    66 องศาเซลเซียส   45 วนิาที           30 รอบ 
                         72 องศาเซลเซียส   1 นาที 
   ขั้นท่ี 3   72 องศาเซลเซียส   5 นาที 
  6.2.5  เก็บ  PCR product  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  (เก็บระยะสั้น)  หรือท่ี  -20                
องศาเซลเซียส  (เก็บระยะยาว) 
  6.2.6  ตรวจสอบขนาดท่ีถูกตอ้งของ  PCR product  (ขนาด 520 bp)  ดว้ยวธีิ  Agarose 
gel electrophoresis  (ขอ้ 6.4)  
 6.3  การวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยนี  16S rRNA 
  น า  PCR products  ท่ีไดจ้ากขอ้  6.2.5  มาท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้ PureLinkTM Quick 
PCR purification kit (Invitrogen)  และส่งไปวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์ (DNA sequencing)                          
ท่ี  FirstBASE Laboratories SdnBhd (604944-x), Malaysia  จากนั้นน าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้า
วเิคราะห์โดยโปรแกรม  FinchTV (version 1.4.0)  และ  BioEdit (version 7.2.5.0)  ก่อนน าไป  
Blast (www.ncbi.nim.gov/BLAST/)  เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์  16S ribosomal 
RNA sequences  ใน  NCBI  และด าเนินการระบุสปีชีส์โดยใช ้  % similarity  ตั้งแต่  99%  ข้ึนไป  
 6.4  Agarose gel electrophoresis 
  6.4.1  เตรียมเจล  agarose  1.2  เปอร์เซ็นต ์ โดยละลายผง  agarose ใน 1X TAE buffer  
(Tris-Acetate-EDTA) ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  โดยใชไ้มโครเวฟช่วยในการละลาย  ปล่อยทิ้งไวใ้ห้
เยน็ลงจนถึงอุณหภูมิท่ี  55-60  องศาเซลเซียส  แลว้ปิเปตสารละลาย  ethidium bromide (10 mg/ml)  
ปริมาตร  5  ไมโครลิตร  ลงไปผสมในสารละลาย  agarose  100  มิลลิลิตร  (ความเขม้ขน้สุดทา้ย
ของ  ethidium bromide  เท่ากบั  0.05  มิลลิกรัม) 
  6.4.2  เทสารละลาย  agarose  ลงใน  gel chamber  ท่ีมี  comb  วางไวเ้พื่อใหเ้กิด  well 
ปล่อยใหส้ารละลาย  agarose  แขง็ตวัโดยใชเ้วลาอยา่งนอ้ย  30  นาที 
  6.4.3  น า  gel  ท่ีดึง  comb  ออกแลว้มาวางลงใน  gel chamber  แลว้เติม  1X TAE 
buffer (Tris-Acetate-EDTA)  ลงทั้ง  2  ขา้งของ  gel chamber 

http://www.ncbi.nim.gov/BLAST/
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  6.4.4  ผสมดีเอน็เอหรือ  PCR Product  ตวัอยา่งละ  5  ไมโครลิตร  กบั  loading buffer 
1  ไมโครลิตร  ใหเ้ขา้กนั  แลว้เติมลงในแต่ละ  well  ของเจล  
  6.4.5  ปิเปต  100bp DNA ladder (Invitrogen)  ปริมาตร  5  ไมโครลิตร  ลงใน  1 
หลุมของเจล  
  6.4.6  ใหก้ระแสไฟฟ้าความต่างศกัย ์ 80 โวลต ์ เป็นเวลาอยา่งนอ้ย  40  นาที 
  6.4.7  ตรวจสอบแถบดีเอน็เอโดยน าเจลอะกาโรสไปส่องภายใตรั้งสีอลัตร้าไวโอเลต
และบนัทึกภาพเก็บไว ้
 

7.  การทดสอบคุณสมบัติความเป็นโปรไบโอตกิในห้องปฏบิัติการ 
 7.1  ความสามารถในการทนกรด (Acid tolerance)  (ดดัแปลงจาก Erkkila & Petaja, 
2000)  มีวธีิการทดสอบดงัน้ี   
  7.1.1  streak  เช้ือแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  แลว้น าไปบ่มในสภาวะ            
ไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  โดยในการทดลองใชเ้ช้ือ                             
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527   เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง  
  7.1.2  เลือกโคโลนีเด่ียวจากขอ้  7.1.1  มา  3  โคโลนี  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM 
broth  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จะไดป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั  108-109 cfu/ml  
  7.1.3  เตรียม  PBS  ในหลอดทดลอง  หลอดละ 10  มิลลิลิตร  โดยปรับ  pH                      
ดว้ย 8 M HCl  และ  5 N NaOH  ใหไ้ด ้ pH 2, 3, 4   และ  5  เติม  pepsin  ในแต่ละหลอดใหไ้ด้
ความเขม้ขน้  0.3  เปอร์เซ็นต ์  
  7.1.4  ปิเปตเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไดจ้าก  BM broth  ปริมาตร  0.25  มิลลิลิตร  ใส่ใน
หลอด  PBS  ท่ีเตรียมไวใ้นขอ้  7.1.3  
  7.1.5  เก็บตวัอยา่งท่ีเวลาต่าง  ๆ  หลงัจากบ่มเป็นเวลา  0, 30  นาที, 1, 2, 3  และ  4 
ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  มาวเิคราะห์จ านวนเช้ือแบคทีเรีย  โดยปิเปตตวัอยา่ง  1  มิลลิลิตร มาเจือจาง
แบบ  10  เท่า  ตามล าดบัส่วน  (ten-fold dilution) ดว้ยสารละลาย  anaerobic dilution buffer  
ปริมาตร  9  มิลลิลิตร  ใหไ้ดร้ะดบัการเจือจางท่ีตอ้งการ  ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้  0.1 
มิลลิลิตร  ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท าการ  spread plate  แลว้น าไปบ่มในสภาวะ                      
ไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง   
  7.1.6  นบัจ านวนโคโลนีบนอาหาร  BM agar  แลว้น าไปค านวณปริมาณแบคทีเรีย 
(cfu/ml)  ท่ีค่า  pH  ต่าง  ๆ   
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  7.1.7  วเิคราะห์ผลการทดสอบความสามารถในการทนกรด  โดยเปรียบเทียบจ านวน
เซลลเ์ร่ิมตน้  (0 ชัว่โมง)  และจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวติท่ีช่วงเวลาต่าง  ๆ  จากนั้นน าขอ้มูลมาแทนค่า
ในสูตรเพื่อค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ  (Simpson et al., 2005)  ดงัต่อไปน้ี   
   เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ   = (N/ N0) x100 
   เม่ือ        N =  ปริมาณแบคทีเรียท่ีรอดชีวติ  (cfu/ml)  
                     N0  =  ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน้  (cfu/ml) 
 7.2  ความสามารถในการทนน า้ดี  (Bile tolerance)  (ดดัแปลงจาก Chung et al., 1999)  
  7.2.1  streak  เช้ือแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน            
ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  โดยในการทดลองใชเ้ช้ือ  B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527   เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง 
  7.2.2  เลือกโคโลนีเด่ียวจากขอ้  7.2.1  มา  3  โคโลนี  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM 
broth ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จะไดค้วามเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้  108-109 cfu/ml  
  7.2.3  เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ  BM broth  (pH  5)  ท่ีมี  oxgall  ท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.30  
และ  1  เปอร์เซ็นต์  หลอดละ 10  มิลลิลิตร  
  7.2.4  ปิเปตเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมใน  BM broth  (ขอ้ 7.2.2)  ปริมาตร  0.25  มิลลิลิตร  
ใส่ในหลอด  BM broth  ท่ีมี  oxgall  ความเขม้ขน้แตกต่างกนั (ขอ้ 7.2.3)  แลว้วางไวเ้ป็นเวลา  0, 30 
นาที, 1, 2, 3  และ  4 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
  7.2.5  เก็บตวัอยา่งท่ีเวลาต่าง  ๆ  มาวเิคราะห์จ านวนเช้ือแบคทีเรีย  โดยปิเปตตวัอยา่ง             
1  มิลลิลิตร  มาเจือจางแบบ 10 เท่า  ตามล าดบัส่วน  (ten-fold dilution) ดว้ยสารละลาย  anaerobic 
dilution buffer  ปริมาตร  9  มิลลิลิตร  ใหไ้ดร้ะดบัการเจือจางท่ีตอ้งการ  ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง   
ท่ีเจือจางแลว้  0.1  มิลลิลิตร  ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท าการ  spread plate  แลว้น าไปบ่ม
ในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง   
  7.2.6  นบัจ านวนโคโลนีบนอาหาร  BM agar  แลว้น าไปค านวณปริมาณแบคทีเรีย 
(cfu/ml)  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง  ๆ  ของ oxgall  
  7.2.7  วเิคราะห์ผลการทดสอบความสามารถในการทนน ้าดี   โดยเปรียบเทียบจ านวน
เซลลเ์ร่ิมตน้  ( 0 ชัว่โมง)  และจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวติท่ีช่วงเวลาต่าง  ๆ  จากนั้นน าขอ้มูลมาแทนค่า
ในสูตรเพื่อค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ  (Simpson et al., 2005)  ดงัต่อไปน้ี  
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  เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ   = (N/ N0) x100 
   เม่ือ        N =  ปริมาณแบคทีเรียท่ีรอดชีวติ (cfu/ml)  
                     N0  =  ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน้ (cfu/ml)  
 7.3  ความสามารถในการยดึเกาะกบัเยือ่เมือกผนังล าไส้ (ดดัแปลงจาก Ehrmann, Kurzak, 
Bauer, & Vogel, 2002 ; นภาพร  เลิศวรปรีชา, 2550)   
  7.3.1  เตรียม  Intestinal mucus  โดยใช ้ spatula  ขดูเอา  mucus  ปริมาณ  10  กรัม  
จากล าไส้ของไก่อาย ุ 45  วนั  มาใส่ในสารละลาย  phosphate buffer solution (PBS)  ปริมาตร  10 
มิลลิลิตร  ท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
  7.3.2  น าไปป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  ท่ีความเร็วรอบ  6,000   
รอบต่อนาที  เป็นเวลา  10  นาที  เพื่อตกตะกอนแยกแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนออก 
  7.3.3  น าส่วนใสมาป่ันเหวีย่งซ ้ าอีกคร้ัง  เพื่อท าการตกตะกอน  mucus  ท่ีความเร็ว
รอบ 13,000  รอบต่อนาที  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  เป็นเวลา  30  นาที   
  7.3.4  น าเอาตะกอนท่ีไดม้าเติม  PBS  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  แลว้น าไป  lyophilized  
ดว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบเยอืกแขง็  (Freeze dryer)  แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  
  7.3.5  เตรียม  mucus solution  และเคลือบ  mucus solution  ใน  microcentrifuge tube                    
โดยชัง่  mucus  0.01  กรัม  ละลายใน  50 mM Na2CO3 buffer (pH 9.7)  ปริมาตร  1 มิลลิลิตร             
เติมลงใน  microcentrifuge tube  ปริมาตร  0.15  มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  4                      
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง 
  7.3.6  เตรียมเช้ือแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบและ  B. animalis subsp. animalis ATCC 
25527   โดย  streak  เช้ือแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ี
อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  และ streak  เช้ือ  S. Enteritidis DMST 15676  
และ  B. subtilis  ATCC 6633  ในอาหารเล้ียงเช้ือ  Nutrient agar  (NA agar)  บ่มเพาะเช้ือในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง   
  7.3.7  เลือกโคโลนีเด่ียวจากขอ้  7.3.6  มา  3  โคโลนี  โดยแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบ  
และ  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM broth  ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง 
จะไดค้วามเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้  108-109 cfu/ml  ส่วนเช้ือ  S. Enteritidis DMST 15676  และ              
B. subtilis  ATCC 6633  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  Tryptic soy broth (TSB)  ปริมาตร  10 มิลลิลิตร 
บ่มเพาะเช้ือในสภาวะท่ีมีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จะได้
ความเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้  108-109 cfu/ml   
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  7.3.8  เจือจางเช้ือแบคทีเรียใหไ้ดป้ริมาณเช้ือประมาณ  1.5x108 cfu/ml   ปิเปตเช้ือ
ปริมาตร  0.15  มิลลิลิตร  ใส่ในแต่ละหลอดท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 7.3.5   โดยใช ้ B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527  และ  S. Enteritidis DMST 15676   เป็น positive control  และ  B. subtilis  
ATCC 6633  เป็น  nagative control  น าเช้ือแบคทีเรียทดสอบไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ี
อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1  ชัว่โมง   และน า  S. Enteritidis DMST 15676  และ                 
B. subtilis  ATCC 6633  ไปบ่มในสภาวะท่ีมีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา             
1 ชัว่โมง   
  7.3.9  ลา้งเซลลแ์บคทีเรียท่ีไม่ยดึเกาะออกดว้ย  PBS  ท่ีเติม  Tween 20 (0.05 
เปอร์เซ็นต)์  ปริมาตร  0.4  มิลลิลิตร  ทั้งหมด 3 คร้ัง  โดยการพลิกหลอดไปมาก่อนเท  PBS  ทิ้ง  
จากนั้นเก็บเซลลแ์บคทีเรียท่ียดึเกาะโดยเติมสารละลาย  anaerobic dilution buffer  ปริมาตร  1 
มิลลิลิตร  ลงไปในแต่ละหลอด  พลิกหลอดไปมา  จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมด  1  มิลลิลิตร             
มาเจือจางแบบ  10 เท่า  ตามล าดบัส่วน  (ten-fold dilution)  ดว้ยสารละลาย  anaerobic dilution 
buffer  ปริมาตร  9  มิลลิลิตร  ใหไ้ดร้ะดบัการเจือจางท่ีตอ้งการ  ปิเปตสารละลายท่ีเจือจางแลว้
ตวัอยา่งละ  0.1  มิลลิลิตร  ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท าการ  spread plate  น าแบคทีเรีย
ทดสอบไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  และน า 
S. Enteritidis DMST 15676  และ  B. subtilis  ATCC 6633  ไปบ่มในสภาวะท่ีมีออกซิเจนท่ี
อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  นบัจ านวนโคโลนีแบคทีเรียแลว้น าไปค านวณ
ปริมาณแบคทีเรีย  จากนั้นน ามาแทนค่าในสูตร  (นภาพร  เลิศวรปรีชา, 2550)  ดงัต่อไปน้ี    
   ประสิทธิภาพในการยดึเกาะไดข้องแบคทีเรีย (เปอร์เซ็นต์) = (N/ N0) x100 
   เม่ือ        N =  ปริมาณแบคทีเรียท่ียดึเกาะได ้(cfu/ml)  
                     N0  =  ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน้ (cfu/ml)  
 7.4  ความสามารถในการเจริญในสภาวะทีม่ีออกซิเจน  (ดดัแปลงจาก Maxwell et al., 
2004)  
  7.4.1  streak  เช้ือแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน          
ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  โดยในการทดลองใชเ้ช้ือ  B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527   เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง 
  7.4.2  เลือกโคโลนีเด่ียวจากขอ้  7.4.1  มา  3  โคโลนี  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM 
broth  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จะไดค้วามเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้  108-109 cfu/ml  
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  7.4.3  ปิเปตเช้ือแบคทีเรียปริมาตร  50  ไมโครลิตร  ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM  broth 
ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  จ านวน  6  หลอด   
  7.4.4  แบ่งหลอด  BM broth  จ  านวน  3 หลอด  ไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน  และน า  
BM broth  อีก 3  หลอด  ไปบ่มในสภาวะปกติท่ีมีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24  ชัว่โมง   
  7.4.5  ตรวจสอบการเจริญโดยน าเซลลแ์ขวนลอยไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี                   
ความยาวคล่ืน  630  นาโนเมตร ค านวณค่าความสามารถในการเจริญในสภาวะท่ีมีและไม่มี
ออกซิเจน (RBGR = relative bacteria  growth ratio)  โดย  ค่า RBGR  ค านวณไดจ้าก 
                   RBGR =   OD630 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  
                                    OD630 ในสภาวะไร้ออกซิเจน 
    7.5  ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง  (Heat tolerance)  (ดดัแปลงจาก Simpson     
et al., 2005)  
  7.5.1  streak  เช้ือแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน            
ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  โดยในการทดลองใชเ้ช้ือ  B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527   เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง 
  7.5.2  เลือกโคโลนีเด่ียวจากขอ้  7.5.1  มา  3  โคโลนี  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM 
broth  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จะไดค้วามเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้  108-109 cfu/ml  
  7.5.3  ปิเปตเช้ือแบคทีเรียปริมาตร  0.25  มิลลิลิตร  ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM broth 
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  
  7.5.4  น าไปแช่ใน  water bath  ท่ีอุณหภูมิ  42, 52, 55, 60  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  
0, 5, 10, 30  และ  60  นาที  
  7.5.5  เม่ือครบก าหนดเวลาท่ีตอ้งการทดสอบ ปิเปตตวัอยา่งปริมาตร  1  มิลลิลิตร           
ท่ีอุณหภูมิต่าง  ๆ  มาเจือจางแบบ 10 เท่า  ตามล าดบัส่วน  (ten-fold dilution)  ดว้ยสารละลาย 
anaerobic dilution buffer  ปริมาตร  9 มิลลิลิตร  ใหไ้ดร้ะดบัการเจือจางท่ีตอ้งการ  ปิเปตสารละลาย
ตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้  0.1  มิลลิลิตร  ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  ท าการ  spread plate                
แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา  72  ชัว่โมง                         
นบัจ านวนโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีรอดชีวติ   
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  7.5.6  วเิคราะห์ผลการทดสอบความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง  โดยเปรียบเทียบ
จ านวนเซลลเ์ร่ิมตน้  (0 ชัว่โมง)  และจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวติท่ีช่วงเวลาต่าง  ๆ  จากนั้นน าขอ้มูลมา
แทนค่าในสูตรเพื่อค านวนหาเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ  (Simpson et al., 2005)  ดงัต่อไปน้ี    
   เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ   = (N/ N0) x100 
   เม่ือ        N =  ปริมาณแบคทีเรียท่ีรอดชีวติ (cfu/ml)  
                     N0  =  ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน้ (cfu/ml)  
 7.6  การศึกษาความไวต่อยาต้านจุลชีพ  (ดดัแปลงจาก Clinical and Laboratory Standard 
Institute [CLSI], 2007)  
  7.6.1  streak  เช้ือแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar  บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน          
ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  โดยในการทดลองใชเ้ช้ือ  B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527   เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง 
  7.6.2  เลือกโคโลนีเด่ียวจากขอ้  7.6.1  มา  3  โคโลนี  ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM 
broth  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จะไดค้วามเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้  108-109 cfu/ml  
  7.6.3  ปิเปตเช้ือ  0.5  มิลลิลิตร  ใส่ในสารละลาย  anaerobic dilution buffer   ปริมาตร 
9  มิลลิลิตร  จะไดค้วามเขม้ขน้ของเช้ือประมาณ  1.0 -1.5x108 cfu/ml 
  7.6.4  ใชไ้มพ้นัส าลีปราศจากเช้ือจุ่มเซลลแ์ขวนลอยจากขอ้  7.6.3  แลว้น ามาป้ายให้
ทัว่ผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ  Mueller Hinton agar (MHA agar) 
  7.6.5  วางแผน่ดิสกย์าปฏิชีวนะบนผวิหนา้อาหาร  MHA agar  โดยวางใหห่้างกนั
พอสมควร  โดยยาปฏิชีวนะท่ีใชใ้นการทดสอบคร้ังน้ีคือ  Amoxycillin (10 µg), Erythromycin            
(15 µg), Gentamicin  (10 µg), Neomycin (30 µg), Sulphamethoxazole (25 µg), Fosfomycin              
(50 µg), Colistin sulphate (10 µg), Lincomycin (2 µg), Enrofloxacin (5 µg), Doxycyclin (30 µg), 
Lincomycin 109 (109 µg)  และ Oxytetracycline (30 µg) 
  7.6.6  บ่มเพาะเช้ือในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา  24
ชัว่โมง   
  7.6.7  วดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้ง  (Inhibition zone)  ท่ีเกิดข้ึนรอบ ๆ 
แผน่ดิสกย์าปฏิชีวนะและประเมินความไวของแบคทีเรียต่อยาตา้นจุลชีพโดยเปรียบเทียบกบั 
Breakpoints  ของยาตา้นจุลชีพแต่ละชนิดตามเกณฑข์อง CLSI (2007) 
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 7.7  การศึกษาการยบัยั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค  (Inhibition of pathogen growth) 
 ดว้ยวธีิ  overlay method  (ดดัแปลงจาก Teanpaisam, chooruk, Wannun, Wichienchot, & Piwat, 
2012)   
  7.7.1  streak  เช้ือแบคทีเรีย  Bifidobacterium spp.  ในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar           
บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  โดยใชเ้ช้ือ            
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527   เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง 
  7.7.2  ใช ้ loop  แตะเช้ือจากขอ้  7.7.1  มาวนเป็นวงกลมขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง  6 
มิลลิเมตร  บนอาหารเล้ียงเช้ือ  BM agar   จานละ  3  จุด  แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน                
ท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  
  7.7.3 น าเช้ือแบคทีเรียก่อโรค  ไดแ้ก่  E. coli ATCC 25922, S. Typhimurium DMST 
15674, S. Enteritidis DMST 15676, E. aerogenes ATCC 13048, Ps. aeruginosa  ATCC 27853  
และ  S. aureus ATCC 6538  ท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ  TSB  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24 ชัว่โมง  มาปรับความขุ่นของเช้ือดว้ยสารละลาย  anaerobic dilution 
buffer  วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี  600  นาโนเมตร  ใหไ้ดเ้ท่ากบั  0.25  
  7.7.4  ปิเปตเช้ือแบคทีเรียก่อโรคท่ีปรับความขุ่นแลว้  (จากขอ้ 7.7.3)  ปริมาตร  100 
ไมโครลิตร  ไปใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ  BHI soft agar  (7g/L agar)  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้
กนัแลว้เททบับนอาหาร  BM agar  ท่ีมีเช้ือแบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบเจริญอยู ่ (จากขอ้ 7.7.2) 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง 
  7.7.6  อ่านผลการทดสอบโดยการวดัขนาดเส้นผา่นศูนย์กลางของบริเวณยบัย ั้ง 
(Inhibition zone)  ท่ีเกิดข้ึน  
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บทที่ 4 
ผลการวจิยั 

 

1.  การคดัแยกและการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ  Bifidobacterium spp. 
 1.1  การคัดแยกเช้ือ  Bifidobacterium spp. 
  1.1.1  ตวัอยา่งจากอุจจาระเด็กทารกแรกเกิด-5 เดือน  จ านวน  10  ตวัอยา่ง                      
โดยคดัเลือกโคโลนีท่ีสงสัยท่ีมีลกัษณะโคโลนีสีขาว  ขอบเรียบ  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง   ≥ 1 
มิลลิเมตร  (ภาพท่ี 4-1)  ตวัอยา่งละ  10-20  โคโลนี  จากนั้นน าไปศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา
โดยการยอ้มแกรม  (Gram’s stain)  คดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะเซลลเ์ป็นรูปท่อน  แกรมบวก 
(gram positive)  รูปร่างแตกต่างกนั  โดยมีทั้งรูปท่อนโคง้และรูปร่างคลา้ยกระบอง  ไม่สร้างสปอร์ 
การเรียงตวัมกัเรียงตวัเป็นสาย  ซอ้นกนัในแนวเดียวกนัคลา้ยร้ัว  บางคร้ังเซลลเ์รียงตวัเป็นรูปตวัว ี 
จากลกัษณะโคโลนีและลกัษณะเซลลท์  าใหส้ามารถคดัแยกแบคทีเรียท่ีคาดวา่เป็น                       
Bifidobacterium spp.  ไดต้วัอยา่งละ  10  ไอโซเลท  รวมทั้งหมด  100  ไอโซเลท 
  1.1.2  ตวัอยา่งจากไก่  จ  านวน  10  ตวั  โดยเก็บตวัอยา่งล าไส้ส่วนต่าง  ๆ  ทั้งหมด  4 
ส่วน  สามารถคดัแยกแบคทีเรียท่ีคาดวา่เป็น  Bifidobacterium spp.  จากล าไส้เล็กส่วนตน้ไดจ้  านวน 
10  ไอโซเลท  ล าไส้เล็กส่วนกลางไดจ้  านวน  13  ไอโซเลท  ล าไส้เล็กส่วนปลายไดจ้  านวน  16            
ไอโซเลท  และไส้ตนัไดจ้  านวน  41 ไอโซเลท  รวมทั้งหมดเป็นจ านวน  80  ไอโซเลท  
  1.1.3  ตวัอยา่งจากสุกร  จ  านวนตวัอยา่งละ  10  ตวัอยา่ง  สามารถคดัแยกแบคทีเรีย          
ท่ีคาดวา่เป็น  Bifidobacterium spp.  จากมูลลูกสุกรไดม้ากท่ีสุดเป็นจ านวน  48  ไอโซเลท  
รองลงมาคือจากมูลแม่สุกรจ านวน  34  ไอโซเลท  และน ้านมแม่สุกรจ านวน  17  ไอโซเลท                 
รวมทั้งหมดเป็นจ านวน  99  ไอโซเลท  ดงัแสดงในตารางท่ี  4-1 
 
ตารางท่ี  4-1  จ  านวนตวัอยา่งท่ีคดัแยกได ้ 
 

ตัวอย่าง 
แหล่งทีม่า / จ านวนทีค่ัดแยกได้  (ไอโซเลท) 

เด็กทารก สุกร ไก่ 
อุจจาระ น ้านม มูลแม่ มูลลูก Duodenum Jejunum Ileum Ceacum 

 100 17 34 48 10 13 16 41 
รวม 100 99 80 
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 จากผลการคดัแยกเช้ือขา้งตน้สรุปไดว้า่สามารถคดัแยกแบคทีเรียท่ีคาดวา่เป็น  
Bifidobacterium spp.  จากตวัอยา่งอุจจาระเด็กทารก  ล าไส้ส่วนต่าง  ๆ  ของไก่  น ้านมสุกรและ        
มูลสุกร  ไดจ้  านวนรวมทั้งหมด  279  ไอโซเลท  ซ่ึงไดถู้กน าไปศึกษาลกัษณะสัณฐานวทิยาภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์เป็นล าดบัต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-1 ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท  C2-C02 (ภาพ ก), C4-C01 (ภาพ ข),                                            
                  H9-01 (ภาพ ค) และ P1-P01 (ภาพ ง)  ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  Bifidobacterium  
                 medium (BM agar)  ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
                72 ชัว่โมง  
หมายเหตุ  1.  C, H  และ  P แทนไอโซเลทท่ีคดัแยกจากไก่  ทารกและสุกร  ตามล าดบั 
                  2.  หมายเลขชุดแรกแทนล าดบัของตวัอยา่งและหมายเลขชุดท่ีสองแทนล าดบัของ                      
ไอโซเลท 
 

 

ก 

 

 

 

ข 

ค ง 
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 1.2  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
  น าเช้ือแบคทีเรียท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ   -20  องศาเซลเซียส  จ  านวนทั้งหมด  279                
ไอโซเลท  ท่ีคดัแยกไดจ้ากขอ้  1.1  มาท าการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาอีกคร้ัง  โดยการยอ้ม             
แกรมและการยอ้มสปอร์  พบวา่มีแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาคลา้ยคลึงกบัแบคทีเรีย          
ในสกุล  Bifidobacterium spp.  และไม่สร้างสปอร์  จ  านวน  164  ไอโซเลท  โดยจากการยอ้มแกรม
แสดงใหเ้ห็นวา่ไอโซเลทท่ีคดัเลือกเป็นเซลลแ์บคทีเรียแกรมบวก  รูปท่อน  โดยบางเซลลอ์าจเป็น
ท่อนโคง้และรูปร่างคลา้ยกระบอง  การเรียงตวัมกัเรียงตวัซ้อนกนัในแนวเดียวกนัคลา้ยร้ัว  ซ่ึงถูก
น าไปศึกษาต่อ  ดงัแสดงในภาพท่ี  4-2  ในขณะท่ีอีก  115  ไอโซเลท  ท่ีเหลือพบวา่ผลจากการ           
ยอ้มแกรม  การยอ้มสปอร์  ลกัษณะเซลลแ์ละการเรียงตวัของเซลลไ์ม่ตรงกบัคุณสมบติัของ
แบคทีเรียสกุล  Bifidobacterium spp. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4-2  ลกัษณะเซลลท่ี์ผา่นการยอ้มแกรม (Gram’s stain) ของแบคทีเรียไอโซเลท  H9-01                    
                  (ภาพ ก),  H1-05 (ภาพ ข), P1-P01 (ภาพ ค) และ P9-P01 (ภาพ ง) ท่ีเจริญบนอาหาร        
                  เล้ียงเช้ือ  Bifidobacterium  medium (BM agar) ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  
                  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  72 ชัว่โมง  (ก าลงัขยายรวม 1000 เท่า) 

  

 
 

ก ข 

ค ง 
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2.  การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมแีละอืน่ ๆ 
 จากการทดสอบ  catalase test   ของแบคทีเรียจ านวน  164  ไอโซเลท  พบวา่มีแบคทีเรีย
ท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นลบ  จ านวน  137  ไอโซเลท  (คิดเป็น 83.54 %)  การทดสอบ  oxidase test   
พบวา่มีแบคทีเรียท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นลบ  จ านวน  154  ไอโซเลท  (คิดเป็น 93.90 %)                  
การทดสอบการเคล่ือนท่ี  พบวา่มีแบคทีเรียท่ีไม่สามารถเคล่ือนท่ีไดจ้  านวน  128 ไอโซเลท (คิดเป็น 
78.05 %)  เช่น  ไอโซเลท  H9-01  ดงัแสดงในภาพท่ี  4-3  (หลอด ค) และตารางท่ี 4-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-3  ผลการทดสอบการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย โดยหลอด ก = อาหารเล้ียงเช้ือ Buffered  
                  Nitrate-Motility medium  ปราศจากเช้ือ หลอด ข, ค และ ง คือ  อาหาร  Buffered   
                  Nitrate-Motility medium  ท่ีมี B. animalis  subsp. animalis ATCC  25527, H9- 01               
                  และ S.  Enteritidis DMST 15676  ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี  4-2  ผลการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีและอ่ืน ๆ ของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ 
  

คุณสมบัติทางชีวเคมีและอืน่ ๆ  ผลการทดสอบ % ไอโซเลท 
การเคล่ือนท่ี (Motility test) - 78.05 
การสร้างเอนไซมค์ะตะเลส (Catalase  test) - 83.54 
การสร้างเอนไซมอ์อกซิเดส (Oxidase test) - 93.90 
การรีดิวซ์ไนเตรต (Nitrate test)   - 75.61 
การสร้างกรดจากการหมกัน ้าตาลกลูโคส + 79.27 
 

 
      ก               ข                ค                ง                 
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 จากการทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรต  พบวา่มีแบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ์ไนเตรตไดจ้  านวน 
124  ไอโซเลท  (คิดเป็น 75.61 %)  ดงัแสดงในภาพท่ี  4-4 (หลอด ค)  การทดสอบการสร้างกรด 
จากการหมกัน ้าตาลกลูโคส พบวา่มีแบคทีเรียท่ีสามารถหมกัน ้าตาลกลูโคสไดจ้  านวน 130                           
ไอโซเลท  (คิดเป็น 79.27 %)  ดงัแสดงในภาพท่ี 4-5  (หลอด ค) และตารางท่ี 4-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4-4   ผลการทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรต โดยหลอด ก = อาหารเล้ียงเช้ือ Nitrate broth  
                   ปราศจากเช้ือ หลอด ข, ค และ ง คืออาหาร  Nitrate broth  ท่ีมี B. animalis  subsp.     
                   animalis ATCC  25527, H9- 01  และ  B. subtilis ATCC 6633  ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-5  ผลการทดสอบการหมกัน ้าตาลกลูโคส  โดยหลอด ก = อาหารเล้ียงเช้ือ BM broth  ท่ีเติม   
                  น ้าตาลกลูโคสเพิ่มลงไป 1 % หลอด ข, ค และ ง คืออาหาร BM broth ท่ีเติมน ้าตาล 

     กลูโคสเพิ่มลงไป 1 % ท่ีมี B. animalis  subsp. animalis ATCC  25527, H9-01             
     และ S. Enteritidis DMST  15676  ตามล าดบั 

 
      ก                   ข                  ค                    ง                 

 
              ก                    ข                   ค                  ง                 
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 จากการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีและการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรียจ านวน  164               
ไอโซเลท  พบวา่มีแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัดา้นต่าง  ๆ  จ  านวนทั้งหมด  98  ไอโซเลท  จึงไดน้ า
แบคทีเรียทั้ง  98  ไอโซเลท ไปทดสอบคุณสมบติัในการหมกัน ้าตาลแบบ  Homofermantative  
/heterofermentative  บนอาหารเล้ียงเช้ือ  lactic bacteria differential agar  พบวา่มีแบคทีเรียจ านวน 
61  ไอโซเลท  ท่ีมีโคโลนีสีขาว  ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ไอโซเลทดงักล่าวมีคุณสมบติัเป็น
heterofermentative  และเม่ือน าแบคทีเรียทั้ง  61 ไอโซเลท  ไปตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ์
Fructose-6-phosphate phosphoketolase (F6 PPK)  พบวา่มีแบคทีเรียจ านวน  44  ไอโซเลท  ท่ีให ้
ผลการทดสอบเป็นบวกโดยเป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งไก่  สุกรและอุจจาระเด็กทารก 
จ านวน  2, 20  และ  22  ไอโซเลท  ตามล าดบั  จึงน าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดไ้ปท าการศึกษาใน
ขั้นตอนต่อไป 
  

3.  การจัดจ าแนก  Bifidobacterium spp. โดยการวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยนี                 
16S rRNA 
 น าดีเอน็เอท่ีสกดัจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดัเลือกจ านวน 44 ไอโซเลท  มาเพิ่มจ านวนยนี 
16S rRNA  ดว้ยเทคนิค Polymerase Chain  Reaction (PCR)  โดยใชไ้พรเมอร์  Bif164-f  และ 
Bif662-r  (Kok et al., 1996)  ซ่ึงเป็นไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยนี 16S rRNA ของสกุล  
Bifidobacterium spp.  พบวา่มี  PCR product  ขนาดประมาณ  520  คู่เบส  จากการเพิ่มจ านวนยนี            
16S rRNA  จากดีเอน็เอของแบคทีเรียจ านวน  16  ไอโซเลท  ซ่ึงเป็นตวัอยา่งจากสุกรจ านวน  6               
ไอโซเลท  ไดแ้ก่ P1-P01, P4-S01, P4-S03, P8-S01, P8-S03  และ P9-P01  และตวัอยา่งจากอุจจาระ
เด็กทารกจ านวน  10  ไอโซเลท  ไดแ้ก่ H1-05, H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06,                       
H10-01, H10-03  และ  H10-05  โดยตวัอยา่งจากสุกรอีกจ านวน  14  ไอโซเลท ตวัอยา่งจากอุจจาระ
เด็กทารกจ านวน  12  ไอโซเลท  และตวัอยา่งจากไก่จ านวน  2 ไอโซเลท ตรวจไม่พบ PCR product  
บนเจลอะกาโรส  ดงัแสดงในภาพท่ี 4-6, 4-7, 4-8 และ 4-9  
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ภาพท่ี 4-6   ผลการเพิ่มจ านวนยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลทต่าง ๆ ดว้ยวธีิ PCR โดยใช ้
                  ไพรเมอร์ Bif164-f  และ Bif662-r  บนเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.2 % ใน 1x TAE  
                   buffer ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที  M, (Marker) 100 bp DNA ladder,  
                   lane 1 =H10-01, lane 2 = H10-05, lane 3 = P2-P01, lane 4 = P4-S01, lane 5 = P4-S02,   
                   lane 6 = P4-S03, lane 7= No template control , lane 8 =  No primer  control 
 
     
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4-7   ผลการเพิ่มจ านวนยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลทต่าง ๆ ดว้ยวธีิ PCR โดยใช ้
                  ไพรเมอร์ Bif164-f  และ Bif662-r  บนเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.2 % ใน 1x TAE  
                   buffer ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที  M, (Marker) 100 bp DNA ladder,  
                   lane 1 = B. animalis subsp. animalis ATCC 25527, lane 2 = H1-05, lane 3 = H9-01,  
    lane 4 = H9-02, lane 5 = H9-06,  lane 6 = H10-02, lane 7 = P6-P03, lane 8 = P7-P01,  
   lane 9= No template control , lane 10 =  No primer  control 
 
 

 

   M      1       2       3       4       5       6      7       8        9     10 

520 bp 
2072 bp 
600 bp 

 

    M        1         2        3         4         5        6           7      8        

2072 bp 520 bp 

600 bp 



62 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-8  ผลการเพิ่มจ านวนยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลทต่าง ๆ ดว้ยวธีิ PCR โดยใช ้
                  ไพรเมอร์ Bif164-f  และ Bif662-r  บนเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.2 % ใน 1x TAE  
                   buffer ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที  M, (Marker) 100 bp DNA ladder,  
                   lane 1 =H9-03, lane 2 = H9-04, lane 3 = H9-05, lane 4 = H9-06, lane 5 = H10-03,   
                   lane 6 = P1-P01, lane 7= P7-P01 , lane 8 =  P8-S01, lane 9 = P8-S03 ,                                   
                   lane 10 =  H6-02, lane 11= H7-01 , lane 12 =  H10-02, lane 13 = P9-P01,                        
                   lane 14 = No template control , lane 15=  No primer  control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-9  ผลการเพิ่มจ านวนยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลทต่าง ๆ ดว้ยวธีิ PCR โดยใช ้
                  ไพรเมอร์ Bif164-f  และ Bif662-r  บนเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.2 % ใน 1x TAE  
                   buffer ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที  M, (Marker) 100 bp DNA ladder,  
                   lane 1 =C2-C02, lane 2 = C4-C01, lane 3 = P1-P01, lane 4 = P8-S01, lane 5 = P8-S03,   
                    

 

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

520 bp 2072 bp 

600 bp 

 

   M      1       2      3      4      5       

2072 bp 
520 bp 

600 bp 
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 จากการน า  PCR product  ไปวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์  แลว้น าขอ้มูลล าดบั                          
นิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าตรวจสอบโดยใช้โปรแกรม  FinchTV (version 1.4.0)  และ  BioEdit (version 
7.2.5.0)  พบวา่ช้ินดีเอน็เอ  contigs  ท่ีวเิคราะห์ได ้ดงัแสดงในตารางท่ี 4-3 
 
ตารางท่ี  4-3  ช้ินดีเอน็เอ contigs ของยนี 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. จ  านวน 16                     
                      ไอโซเลท 
 

ไอโซเลท ช้ินดีเอน็เอ contigs (คู่เบส) ไอโซเลท ช้ินดีเอน็เอ contigs (คู่เบส) 
H1-05  420  H10-03  410  
H9-01  438  H10-05  368  
H9-02  448  P1-P01  366  
H9-03 428  P4-S01  414  
H9-04  447  P4-S03 411  
H9-05  450  P8-S01 412  
 H9-06  416   P8-S03  391  
H10-01 404  P9-P01 455 
 
 เม่ือน า  contigs  ท่ีได ้ (ภาคผนวก ง) ไปวเิคราะห์  nucleotide BLAST  บนฐานขอ้มูลของ  
NCBI  พบวา่ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งอุจจาระเด็กทารก  จ  านวน  10  ไอโซเลท  คือ  H1-05,   
H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06, H10-01, H10-03  และ  H10-05 มีล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยนี 16S rRNA  คลา้ยคลึง 100  เปอร์เซ็นต ์ กบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  16S rRNA  ของ              
B. animalis  subsp. lactis   ในขณะท่ีไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งสุกร  จ  านวน  6  ไอโซเลท 
พบวา่มี  4  ไอโซเลท  คือ  P1-P01, P4-S01, P4-S03  และ  P8-S03  ท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 
16S rRNA  คลา้ยคลึง 100  เปอร์เซ็นต ์ กบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA  ของ  B. animalis  
subsp. lactis  ส่วนอีก  2  ไอโซเลทท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งสุกร  คือ  P8-S01  และ P9-P01  มีล าดบั                                
นิวคลีโอไทดข์องยนี  16S rRNA  คลา้ยคลึง  99  เปอร์เซ็นต ์ กบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี                      
16S rRNA  ของ  B. animalis  subsp. lactis   ดงัแสดงในตารางท่ี 4-4 และตารางท่ี 4-5 
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ตารางท่ี  4-4 ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA                               
                     จากไอโซเลทท่ีคดัแยกจากตวัอยา่งอุจจาระเด็กทารก  โดยใชโ้ปรแกรม BLAST                     
                     บนฐานขอ้มูล NCBI  
 
Isolate Name Strain % Query coverage % Identity 
H1-05 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 

B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 100 95 

H9-01 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 100 95 
B. thermophilum RBL67 RBL67 100 95 
B. thermophilum  AS 1.2235 100 95 
B. thermacidophilum subsp. 
porcinum 

P3-14 100 95 

H9-02 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
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ตารางท่ี  4-4  (ต่อ) 
 
 

Isolate Name Strain % Query coverage % Identity 
H9-02 B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 

B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 100 95 
B. thermophilum RBL67 RBL67 100 95 
B. thermophilum  AS 1.2235 100 95 
B. thermacidophilum 
subsp.porcinum 

P3-14 100 95 

H9-03 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 99 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 99 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 99 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 99 95 

H9-04 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
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ตารางท่ี  4-4  (ต่อ) 
 
Isolate Name Strain % Query coverage % Identity 
H9-04 B. animalis subsp. animalis ATCC 25 527 100 95 

B. gallicum P6 100 95 
B. thermophilum RBL67 RBL67 100 95 
B. thermophilum  AS 1.2235 100 95 
B. thermacidophilum 
subsp.porcinum 

P3-14 100 95 

H9-05 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 100 95 
B. thermophilum RBL67 RBL67 100 95 
B. thermophilum  AS 1.2235 100 95 
B. thermacidophilum 
subsp.porcinum 

P3-14 100 95 

H9-06 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
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ตารางท่ี  4-4  (ต่อ) 
 
Isolate Name Strain % Query coverage % Identity 

H9-06 B. gallicum P6 100 95 
H10-01 B. animalis subsp. lactis AD011 96 100 

B. animalis subsp. lactis YIT 4121 96 100 
B. animalis  JCM 1190 96 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 96 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 96 98 
B. choerinum Su 806 96 97 
B. cuniculi AS 1.2239 96 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 96 95 
B. gallicum P6 96 95 

H10-03 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 100 95 

H10-05 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
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ตารางท่ี  4-4  (ต่อ) 
 
Isolate Name Strain % Query coverage % Identity 

H10-05 B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 99 95 
B. gallicum P6 100 95 

 
ตารางท่ี  4-5 ผลการวเิคราะห์ความคลา้ยคลึงของล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA                               
                     จากไอโซเลทท่ีคดัแยกจากตวัอยา่งสุกร  โดยใชโ้ปรแกรม BLAST                     
                     บนฐานขอ้มูล NCBI  
 
Isolate Name Strain % Query coverage % Identity 

P1-P01 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 99 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 99 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 95 

P4-S01 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 99 99 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 99 99 
B. choerinum Su 806 99 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 100 95 
B. thermophilum RBL67 RBL67 99 95 
B. thermophilum  AS 1.2235 99 95 
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ตารางท่ี  4-5  (ต่อ) 
 

 Isolate Name Strain % Query coverage % Identity 
P4-S01 B. thermacidophilum 

subsp.porcinum 
P3-14 99 95 

P4-S03 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 100 95 

P8-S01 B. animalis subsp. lactis AD011 100 99 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 99 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 97 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 97 
B. choerinum Su 806 100 96 
B. cuniculi AS 1.2239 100 95 

P8-S03 B. animalis subsp. lactis AD011 100 100 
B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 100 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 98 
B. pseudolongum subsp. globosum RU 224 100 98 
B. choerinum Su 806 100 98 
B. cuniculi AS 1.2239 100 96 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 100 95 
B. gallicum P6 100 95 
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ตารางท่ี  4-5  (ต่อ) 
 

Isolate Name Strain % Query coverage % Identity 
P9-P01 B. animalis subsp. lactis AD011 100 99 

B. animalis subsp. lactis YIT 4121 100 99 
B. animalis  JCM 1190 100 99 
B. choerinum Su 806 100 97 
B. pseudolongum PNC-2-9G 100 96 
B. pseudolongum subsp. 
globosum 

RU 224 100 96 

B. gallicum P6 100 95 
 

4.  การศึกษาคุณสมบัติความเป็นโปรไบโอตกิในห้องปฏบิัติการ 
 4.1  การทดสอบความสามารถในการทนกรด  (Acid tolerance)  
 การทดสอบความสามารถในการอยูร่อดของ  B. animalis subsp. lactis  ในระบบ 
ทางเดินอาหาร โดยการทดสอบความสามารถในการทนกรด  จากผลการทดลองพบวา่เช้ือ                        
B. animalis subsp. lactis  สายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากเด็กทารกและสุกรจ านวน  6 ไอโซเลท  คือ  H1-05, 
H9-01, H9-02, H9-06, P4-S03  และ  P8-S01  สามารถทนกรดในสภาวะ  pH 2  ท่ีมี  0.3 เปอร์เซ็นต ์
pepsin  ไดน้านสูงสุดเป็นเวลา 4 ชัว่โมง  โดยปริมาณเซลลท่ี์รอดชีวติเท่ากบั 7.000, 5.8388, 6.9542, 
6.5563, 4.6021  และ  4.6990  cfu/ml  ตามล าดบั  ซ่ึงแสดงถึงเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่ 85 
เปอร์เซ็นต ์ เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณเช้ือเร่ิมตน้  ดงัแสดงภาพท่ี  4-10  และเม่ือเปรียบเทียบ
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติกบัสายพนัธ์ุอา้งอิง  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527  ซ่ึงมี
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ  96.86 %  พบวา่เกือบทุกไอโซเลทมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติในสภาวะท่ีมี  
pH 2  ต ่ากวา่  (ตั้งแต่ 53.55 ถึง 96.83 เปอร์เซ็นต์)  ในขณะท่ีมีเช้ือจ านวน  2  ไอโซเลท  คือ  H1-05 
และ  H9-02  ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติสูงกวา่  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527                  
คือ  100.66  และ 100.14 เปอร์เซ็นต ์ ตามล าดบั  ส่วนในสภาวะอ่ืน  ๆ  ท่ี  pH 3, 4 และ 5  พบวา่             
ทุกไอโซเลทสามารถทนกรดท่ี  pH   ดงักล่าวไดน้านสูงสุดเป็นเวลา  4 ชัว่โมง  ดงัแสดงในภาพท่ี 
4-11, 4-12, 4-13  และ  4-14 ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 4-10  ความสามารถในการทนกรดท่ี pH 2 ของ  B. animalis subsp. lactis  แต่ละไอโซเลท 
                     ท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-11  ความสามารถในการทนกรดท่ี pH 3 ของ  B. animalis subsp. lactis  แต่ละไอโซเลท         
                    ท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
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ภาพท่ี 4-12  ความสามารถในการทนกรดท่ี pH 4 ของ  B. animalis subsp. lactis  แต่ละไอโซเลท 
                    ท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 4-13  ความสามารถในการทนกรดท่ี pH 5 ของ  B. animalis subsp. lactis  แต่ละไอโซเลท 
                    ท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
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ภาพท่ี 4-14  เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติท่ี  pH ต่าง ๆ ของ B. animalis subsp. lactis  แต่ละไอโซเลท 
                    ท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 4.2  ความสามารถในการทนน า้ดี  (Bile tolerance)   
 การทดสอบความสามารถในการอยูร่อดของ  B. animalis subsp. lactis  ในระบบ 
ทางเดินอาหาร  โดยการทดสอบความสามารถในการทนน ้าดีท าไดโ้ดยน าเช้ือ  B. animalis subsp. 
lactis  จ  านวน 16  ไอโซเลท  คือ H1-05, H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06, H10-01, 
H10-03, H10-05, P1-P01, P4-S01, P4-S03, P8-S01, P8-S03  และ  P9-P01   
 จากผลการทดสอบพบวา่เช้ือ  B. animalis subsp. lactis  ท่ีแยกไดจ้ากเด็กทารกและสุกร  
จ านวน  10  ไอโซเลท  คือ  H1-05, H9-01, H9-02, H9-04, H9-05, H9-06, H10-01, P4-S01, P8-S01 
และ  P8-S03  สามารถทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้  1  เปอร์เซ็นต ์ ไดน้านสูงสุดเป็นเวลา  4  ชัว่โมง   
โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่  85  เปอร์เซ็นต ์ (มีปริมาณเซลลท่ี์รอดชีวติ 6.2788, 6.0000, 
6.3979, 5.6435, 6.4771, 6.5911, 6.7782, 5.2553, 5.2553  และ  4.9031 log cfu/ml ตามล าดบั)            
เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ ดงัแสดงในภาพท่ี 4-17 และภาพท่ี 4-18  และเม่ือเปรียบเทียบ
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติกบั B. animalis subsp. animalis ATCC 25527  ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ 
97.39 %  พบวา่เกือบทุกไอโซเลทมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติต ่ากวา่  (ตั้งแต่ 97.24 ถึง 44.56
เปอร์เซ็นต์)  ในขณะท่ีมีเช้ือจ านวน  3  ไอโซเลท  คือ H9-04, P4-S01 และ  P8-S01  ท่ีมีเปอร์เซ็นต์
การรอดชีวติสูงกวา่  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527  คือ 99.88, 105.11 และ 98.01 
เปอร์เซ็นต ์ ตามล าดบั  ดงัแสดงในภาพท่ี 4-19  ส่วนในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้น ้าดี  0.3  เปอร์เซ็นต ์ 
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และไม่เติมน ้าดี พบวา่ทุกไอโซเลทมีอตัราการรอดชีวติดีกวา่ท่ีความเขม้ขน้น ้าดี  1 เปอร์เซ็นต ์             
และสามารถทนไดน้านสูงสุด  4  ชัว่โมง  ดงัแสดงในภาพท่ี 4-15 และ 4-16  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-15  ความสามารถในการทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้ 0 % ของ  B. animalis subsp. lactis                         
                     แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 4-16 ความสามารถในการทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้ 0.30 % ของ  B. animalis subsp. lactis             
                   แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
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ภาพท่ี 4-17 ความสามารถในการทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้ 1 % ของ  B. animalis subsp. lactis   
                     แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4-18  เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติในการทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของ  B. animalis subsp. 
                    lactis  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
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ภาพท่ี 4-19  เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติในสภาวะท่ีมีน ้าดีท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของ  B. animalis subsp.  
     lactis  ไอโซเลท H1-05, P4-S01, P8-S01 และ B. animalis subsp. animalis ATCC  
                     25527 
    
 4.3   ความสามารถในการยดึเกาะกบัเยือ่เมือกผนังล าไส้  
 การทดสอบประสิทธิภาพในการยดึเกาะกบัเยือ่เมือกผนงัล าไส้  ท าไดโ้ดยน าเช้ือ                      
B. animalis subsp. lactis  จ  านวน  16  ไอโซเลท  คือ H1-05, H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05,         
H9-06, H10-01, H10-03, H10-05, P1-P01, P4-S01, P4-S03, P8-S01, P8-S03 และ  P9-P01  โดยใน
การทดลองน้ีไดใ้ช ้ S. Enteritidis  DMST 15676  และ  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527   
เป็น  positive control  และใชเ้ช้ือ  B. subtilis  ATCC 6633  เป็น  nagative control  เน่ืองจากมี
รายงานมาก่อนหนา้น้ีวา่  S. Enteritidis  มีความสามารถในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ไดดี้ 
ส่วน  B. subtilis  ไม่มีคุณสมบติัในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้  (นภาพร เลิศวรปรีชา, 2550)                     
แลว้น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1  ชัว่โมง  ลา้งเซลล์
แบคทีเรียท่ีไม่ยดึเกาะออกไปและนบัจ านวนแบคทีเรียท่ียดึเกาะเพื่อประเมินประสิทธิภาพใน                  
การ ยดึเกาะของแบคทีเรีย    
 จากผลการทดสอบพบวา่แบคทีเรีย  3  สายพนัธ์ุท่ีใชเ้ป็น  control  มีความสามารถใน               
การยดึเกาะหรือไม่ยดึเกาะตามท่ีคาดหวงัไวโ้ดย  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527                                
มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะ  62.31  เปอร์เซ็นต ์ S. Enteritidis DMST 15676  มีประสิทธิภาพ             
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ในการยดึเกาะ  66.48  เปอร์เซ็นต ์ และ  B. subtilis  ATCC 6633  ไม่มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะ               
เยือ่เมือกผนงัล าไส้  ส่วนเช้ือ  B. animalis subsp. lactis  ท่ีแยกไดจ้ากเด็กทารก  จ  านวน  10               
ไอโซเลท พบวา่มี  8  ไอโซเลท คือ H1-05, H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06  และ 
H10-01  ท่ีมีประสิทธิภาพในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ไดใ้นระดบัสูง  (ประสิทธิภาพการยดึ
เกาะมากกวา่  60 %  โดยใชเ้ปอร์เซ็นตก์ารยดึเกาะของ S. Enteritidis DMST 15676 และ B. animalis 
subsp. animalis ATCC 25527 เป็นเกณฑ)์  ส่วนอีก  2 ไอโซเลท  คือ  H10-03  และ  H10-05                     
มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะในระดบัปานกลาง  (ประสิทธิภาพการยดึเกาะมากกวา่  40%  แต่นอ้ย
กวา่ 60%)  ส่วนไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกร  พบวา่ไอโซเลท  P4-S03, P8-S01  และ  P8-S03                    
มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะในระดบัสูง  ไอโซเลท P1-P01  มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะใน
ระดบัปานกลาง  และไอโซเลท  P4-S01  และ  P9-P01  มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะในระดบัต ่า 
(นอ้ยกวา่ 40 เปอร์เซ็นต์)  ดงัแสดงในภาพท่ี 4-20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-20  ประสิทธิภาพในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ของ B. animalis subsp. lactis  
                     แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 4.4  ความสามารถในการเจริญในสภาวะทีม่ีออกซิเจน 
 การทดสอบความสามารถในการเจริญในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน  ท าไดโ้ดยน าเช้ือ  
B. animalis subsp. lactis  จ  านวน  16  ไอโซเลท จากผลการทดสอบพบวา่ B. animalis subsp. lactis  
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ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากอุจจาระเด็กทารก มีเพียง  1  ไอโซเลท  คือ  H10-05  ท่ีสามารถเจริญไดดี้ใน

สภาวะท่ีมีออกซิเจน (RBGR > 0.9) ในขณะท่ีอีก  9  ไอโซเลท ไม่สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมี

ออกซิเจน  (RBGR = 0)  ซ่ึงใหผ้ลเช่นเดียวกบั  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527  ซ่ึงเป็น
สายพนัธ์ุอา้งอิง  ส่วนไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรพบวา่ทุกไอโซเลทสามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมี
ออกซิเจน  โดยมีจ านวน  4  ไอโซเลท  คือ  P1-P01, P4-S01, P4-S03 และ P8-S03  ท่ีสามารถเจริญ
ไดดี้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  ส่วนอีก  2  ไอโซเลท  คือ  P8-S01  และ  P9-P01 สามารถเจริญไดดี้                    
ปานกลางในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  (RBGR = 0.5-0.9 ) ดงัแสดงในภาพท่ี 4-21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-21  ความสามารถในการเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนของ  B. animalis  subsp. lactis                  
                    แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 4.5  ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง (Heat tolerance) 
   การทดสอบความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง  ท าไดโ้ดยน าเช้ือ  B. animalis subsp. 
lactis   จ  านวน  16  ไอโซเลท  คือ H1-05, H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06, H10-01, 
H10-03, H10-05, P1-P01, P4-S01, P4-S03, P8-S01, P8-S03  และ  P9-P01 มาเล้ียงและเตรียมใหไ้ด้
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้เท่ากบั  108-109 cfu/ml  แลว้ยา้ยใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ  BM broth  และน าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ  42, 52, 55  และ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  0, 5, 10, 30, และ 60  นาที  ตรวจนบั
ปริมาณเช้ือจุลินทรียท่ี์รอดชีวติและค านวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ  โดยมี B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527   เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง   
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 จากผลการทดลองพบวา่ท่ีอุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  มี  B. animalis subsp. lactis  
จ  านวน  8  ไอโซเลท  คือ  H1-05, H9-01, H9-02, H9-04, P4-S01, P4-S03, P8-S01 และ P8-S03            
ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่  85  เปอร์เซ็นต ์ ท่ีเวลาแตกต่างกนั  โดยในจ านวนน้ีไม่มี           
ไอโซเลทใดสามารถทนไดน้าน  60  นาที  มีเพียงไอโซเลท  P8-S01 ท่ีสามารถทนไดน้านสูงสุด 
เป็นเวลา  30  นาที   ไอโซเลท  H9-04  และ  P4-S01  สามารถทนไดน้านสูงสุด  10  นาที  และมี
จ านวน 5  ไอโซเลท  คือ  H1-05, H9-01, H9-02,  P4-S03 และ  P8-S03 ท่ีสามารถทนไดน้านสูงสุด 
5 นาที  ในขณะท่ี B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุอา้งอิงไม่สามารถทน
อุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียสได ้ ดงันั้น  B. animalis subsp. lactis  ทั้ง  8  ไอโซเลท  ดงักล่าวจึงจดัอยู่
ในกลุ่มท่ีมีความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงในระดบัสูง  ดงัแสดงในตารางท่ี  4-6 และภาพท่ี                   
4-25   
 ท่ีอุณหภูมิ  55 องศาเซลเซียส  พบวา่มี  B. animalis subsp. lactis  จ  านวน 6  ไอโซเลท           
คือ  H9-03, H9-05, H9-06, H10-01, H10-03  และ  H10-05  ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่  85  
เปอร์เซ็นต ์ ท่ีเวลาแตกต่างกนั  โดยไอโซเลท  H10-01  สามารถทนไดน้านสูงสุด  60  นาที   มี  4            
ไอโซเลท  คือ H9-05, H9-06, H10-03  และ  H10-05  สามารถทนไดน้านสูงสุด  10  นาที  ซ่ึงใหผ้ล
เช่นเดียวกบั  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527   ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง  และไอโซเลท             
H9-03  สามารถทนไดน้านสูงสุด  5 นาที  ดงันั้น  B. animalis subsp. lactis  ทั้ง 6 ไอโซเลท                       
และสายพนัธ์ุอา้งอิงดงักล่าวจดัอยูใ่นกลุ่มท่ีมีความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงในระดบัปานกลาง                  
ดงัแสดงในตารางท่ี 4-6  และภาพท่ี  4-24 
 นอกจากน้ียงัพบวา่ไอโซเลท  P1-P01  และ  P9-P01  ทนอุณหภูมิสูงไดไ้ม่ดีเท่ากบั               
ไอโซเลทอ่ืน  ๆ  โดยไอโซเลท  P1-P01  ทนอุณหภูมิสูงสุดไดท่ี้  52  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  5 
นาที  และไอโซเลท  P9-P01  ทนอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส  ไดเ้ป็นเวลา 30  นาที  ซ่ึงจดัอยูใ่น
กลุ่มท่ีมีความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงในระดบัต ่า  ดงัแสดงในตารางท่ี 4-6, ภาพท่ี 4-22            
และ 4-23 
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ตารางท่ี 4-6  ระยะเวลาในการทนอุณหภูมิสูงของ  B. animalis subsp. lactis  แต่ละไอโซเลท                     
                     ท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 

ล าดบัท่ี สายพนัธ์ุ 

ระยะเวลา (นาที) ท่ีเช้ือสามารถรอด
ชีวติได ้≥ 85 %  ท่ีอุณหภูมิ  ระดบัความสามารถใน

การทนอุณหภูมิสูง   
42 OC 52 OC 55 OC 60 OC 

1 H1-05 60 30 10 5 สูง 
2 H9-01 60 30 5 5 สูง 

3 H9-02 60 30 10 5 สูง 

4 H9-03 60 10 5 - กลาง 
5 H9-04 60 60 10 10 สูง 

6 H9-05 30 10 10 - ปานกลาง 

7 H9-06 60 10 10 - ปานกลาง 

8 H10-01 60 30 60 - ปานกลาง 

9 H10-03 60 30 10 - ปานกลาง 

10 H10-05 60 30 10 - ปานกลาง 

11 P1-P01 60 5 - - ต ่า 
12 P4-S01 60 60 10 10 สูง 

13 P4-S03 60 60 5 5 สูง 

14 P8-S01 60 60 30 30 สูง 

15 P8-S03 60 60 5 5 สูง 

16 P9-P01 30 - - - ต ่า 
17 B. animalis subsp. 

animalis ATCC 25527   
60 10 10 - ปานกลาง 

หมายเหตุ   1.  ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง (เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่ 85 เปอร์เซ็นต ์ 
                   ระดบัสูง  เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่ 85 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 60 OC 
                    ระดบัปานกลาง เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่ 85 เปอร์เซ็นตท่ี์ 55 OC 
                    ระดบัต ่า เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่ 85 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 52 OC 
                    2.  - หมายถึง เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวตินอ้ยกวา่ 85 เปอร์เซ็นต ์ 
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ภาพท่ี 4-22  ความสามารถในการทนอุณหภูมิท่ี 42 องศาเซลเซียส  ของ  B. animalis subsp. lactis            
                    ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4-23  ความสามารถในการทนอุณหภูมิท่ี 52 องศาเซลเซียส  ของ  B. animalis subsp. lactis            
                    ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
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ภาพท่ี 4-24  ความสามารถในการทนอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส  ของ  B. animalis subsp. lactis            
                    ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-25  ความสามารถในการทนอุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียส  ของ  B. animalis subsp. lactis            
                    ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
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 4.6  การศึกษาความไวต่อยาต้านจุลชีพ   
 จากการศึกษาความไวของ  B. animalis subsp. lactis  จ  านวน  16  ไอโซเลท  คือ  H1-05,           
H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06, H10-01, H10-03, H10-05, P1-P01, P4-S01, P4-S03, 
P8-S01, P8-S03  และ  P9-P01  ต่อยาตา้นจุลชีพจ านวน  12  ชนิด  พบวา่เช้ือทุกไอโซเลทรวมถึง             
สายพนัธ์ุอา้งอิงด้ือ (resistant) ต่อยา Amoxycillin (10 µg), Sulphamethoxazole (25 µg), 
Fosfomycin (50 µg), Lincomycin (2 µg)  และ Oxytetracycline (30 µg)  ทุกไอโซเลทท่ีคดัแยกได้
จากอุจจาระเด็กทารกด้ือต่อยา  Erythromycin (15 µg)  แต่ไอโซเลทท่ีคดัแยกจากสุกร (ยกเวน้              
P1-P01)  รวมถึงสายพนัธ์ุอา้งอิงไว (sensitive)  ต่อยาน้ี  ทุกไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและสายพนัธ์ุ
อา้งอิงด้ือต่อยา  Gentamicin (10 µg) แต่ไอโซเลทท่ีคดัแยกไดจ้ากอุจจาระเด็กทารก คือ H1-05,             
H9-04, H10-01, H10-03 และ H10-05  ไวต่อยาน้ี  ทุกไอโซเลทท่ีคดัแยกไดจ้ากสุกรและไอโซเลท  
H1-01, H9-06,  H10-01, H10-03  และ  H10-05  ด้ือต่อยา  Doxycyclin (30 µg)  ส่วนไอโซเลท           
H9-01, H9-03, H9-05  และสายพนัธ์ุอา้งอิงไวต่อยาน้ี  ทุกไอโซเลทท่ีคดัแยกไดจ้ากสุกร  (ยกเวน้ 
P9-P01)  และ  H1-05, H9-04, H9-05  รวมถึงสายพนัธ์ุอา้งอิงด้ือต่อยา  Colistin sulphate (10 µg) 
ส่วนไอโซเลท  H9-01, H9-02, H9-03, H9-06, H10-01, H10-03  และ H10-05  ไวต่อยาน้ี   
 ไอโซเลท  H1-05, P4-S03, P8-S01  และ  P8-S03  ด้ือต่อยา  Lincomycin 109 (109 µg) 
ส่วนไอโซเลทท่ีเหลือรวมถึงสายพนัธ์ุอา้งอิงถูกยบัย ั้งไดด้ว้ยยาชนิดน้ี  โดยมีขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งตั้งแต่  15-45  มิลลิเมตร ยา Enrofloxacin (5 µg)  และ Neomycin (30 µg) 
สามารถยบัย ั้งเช้ือทุกไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกร  อุจจาระเด็กทารกและสายพนัธ์ุอา้งอิง  โดยมีขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งตั้งแต่  11-52  มิลลิเมตร  และ  12-40 มิลลิเมตร ตามล าดบั                  
ดงัแสดงในตารางท่ี 4-7, ภาพท่ี 4-2 และตาราง จ-14 (ภาคผนวก จ) 
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ภาพท่ี 4-26  การทดสอบความไวต่ยาตา้นจุลชีพของ  B. animalis subsp. lactis  ไอโซเลท H10-03 
    ต่อยา  E, Erythromycin  (15 µg);  CT, Colistin sulphate (10 µg)  และ  ENR,   
                    Enrofloxacin (5 µg) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

ตารางท่ี 4-7  ความไวต่อยาตา้นจุลชีพของ  B. animalis subsp. lactis  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 

ไอโซ
เลท 

ขนาดของ Inhibition zone  (mm.) 
AML E STX FOS MY N CT ENR CN LS DO OT 

H1-05 R R R R R 30±0 R 52±0 S (32±0) R R R 

H9-01 R R R R R 30±0 S (24±0) 20±0 I (13±0) 45±0 S (30±0) R 

H9-02 R R R R R 20±0 S (10±0) 17±0 I (13±0) 20±0 I (14.33±0.58) R 

H9-03 R R R R R 20±0 S (20±0) 17±0 R (10±0) 42±0 S (20±0) R 

H9-04 R R R R R 12±0 R 15±0 S (15±0) 35±0 S (30±0) R 

H9-05 R R R R R 13±0 R 15.67±0.58 R (10±0) 43±0 S (21±0) R 

H9-06 R R R R R 13.67±1.53 S (15±0) 20±0 I (13.67±0.58) 20±0 R (12±0) R 

H10-01 R R R R R 12±0 S (20±0) 25.33±0.58 S (20±0) 15±0 R (10.67±0.58) R 

H10-03 R R R R R 20±0 S (20±0) 30±0 S (20±0) 25±0 R (11±0) R 

H10-05 R R R R R 20±0 S (22±0) 30±0 S (20±0) 25±0 R (11±0) R 

หมายเหตุ   1.  AML, Amoxycillin (10 µg); E, Erythromycin  (15 µg); STX, Sulphamethoxazole (25 µg); FOS, Fosfomycin (50 µg); MY, Lincomycin                  
                   (2 µg); N, Neomycin (30 µg); CT, Colistin sulphate (10 µg); ENR, Enrofloxacin (5 µg); CN, Gentamicin  (10 µg); LS, Lincomycin 109                   
                   (109 µg); DO, Doxycyclin (30 µg); OT, Oxytetracycline (30 µg) 
   2.  R  หมายถึง Resistant , I  หมายถึง Intermediate , S  หมายถึง  Sensitive 
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ตารางท่ี 4-7  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
ขนาดของ Inhibition zone  (mm.) 

AML E STX FOS MY N CT ENR CN LS DO OT 
P1-P01 R I (18±0) R R R 33±0 R 11±1.00 R 25±0 R R 

P4-S01 R S (27±1) R R R 25.67±0.58 R 19.67±0.58 R 23.67±0.58 R R 

P4-S03 R S (25±0) R R R 24±0 R 20±0 R R R R 

P8-S01 R S (40±0) R R R 33.33±0.58 R 20±0 R R R R 

P8-S03 R S (40±0) R R R 30±0 R 20±0 R R R R 

P9-P01 R S (44±0) R R R 40±0 S (21±0) 15±0 R 30±0 R R 

B. animalis 
subsp. animalis 
ATCC 25527   

R S (30±0) R R R 33±0 R 56±0 R 40±0 S (30±0) R 

หมายเหตุ   1.  AML, Amoxycillin (10 µg); E, Erythromycin  (15 µg); STX, Sulphamethoxazole (25 µg); FOS, Fosfomycin (50 µg); MY, Lincomycin                  
                    (2 µg); N, Neomycin (30 µg); CT, Colistin sulphate (10 µg); ENR, Enrofloxacin (5 µg); CN, Gentamicin  (10 µg); LS, Lincomycin 109                   
                    (109 µg); DO, Doxycyclin (30 µg); OT, Oxytetracycline (30 µg) 
   2.  R  หมายถึง Resistant , I  หมายถึง Intermediate , S  หมายถึง  Sensitive
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 4.7  การยบัยั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค  (Inhibition of pathogen growth)         
 การทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรคจ านวน  6  สกุล  ไดแ้ก่                  
S. Enteritidis DMST 15676, S. Typhimurium DMST 15674, Escherichia coli ATCC 25922, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter aerogenes ATCC 13048  และ S. aureus 
ATCC 6538  โดยวธีิ  overlay method   
 ผลการทดสอบ  (ตารางท่ี 4-8)  พบวา่เช้ือ  B. animalis subsp. lactis  ทุกไอโซเลท 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ  E. coli ATCC 25922  และ  S. Enteritidis DMST 15676  ไดโ้ดยมี
ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งตั้งแต่  8-14 มิลลิเมตร  และ 10-15 มิลลิเมตร ตามล าดบั  
โดยไอโซเลท  H9-01  ใหข้นาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งกวา้งท่ีสุดคือ 14  มิลลิเมตร  
และ  15 มิลลิเมตร  ตามล าดบั  ซ่ึงใหผ้ลเท่ากบัสายพนัธ์ุอา้งอิง  ทุกไอโซเลทสามารถยบัย ั้ง                 
การเจริญของเช้ือ  S. Typhimurium DMST 15674  ไดโ้ดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณ
ยบัย ั้งตั้งแต่  8-14  มิลลิเมตร  โดยไอโซเลท  H9-01  และ  H9-02  ใหข้นาดบริเวณยบัย ั้งกวา้งท่ีสุด
คือ  14  มิลลิเมตร ซ่ึงมากกวา่สายพนัธ์ุอา้งอิงท่ีมีขนาดบริเวณยบัย ั้งเท่ากบั 13  มิลลิเมตร  และทุก
ไอโซเลทสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus ATCC 6538 ไดโ้ดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ของบริเวณยบัย ั้งตั้งแต่  8-13  มิลลิเมตร  โดยไอโซเลท  H9-01 (ภาพท่ี 4-27)  ใหข้นาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งกวา้งท่ีสุดคือ  12  มิลลิเมตร  ซ่ึงมากกวา่สายพนัธ์ุอา้งอิงท่ีมีขนาดบริเวณ
เส้นผา่นศูนยก์ลางของยบัย ั้งเท่ากบั  11  มิลลิเมตร  
 นอกจากน้ียงัพบวา่เช้ือ  B. animalis subsp. lactis  ทุกไอโซเลทยกเวน้  P4-S01, P4-S03 
และ  P8-S01  สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ  E. aerogenes ATCC 13048  ไดโ้ดยมีขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั้งตั้งแต่  8-12  มิลลิเมตร โดยไอโซเลท H9-05 ใหข้นาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ของบริเวณยบัย ั้งกวา้งท่ีสุดคือ  12  มิลลิเมตร ซ่ึงมากกวา่สายพนัธ์ุอา้งอิงท่ีมีขนาดบริเวณยบัย ั้ง
เท่ากบั  6.67 มิลลิเมตร  และทุกไอโซเลทยกเวน้  H9-03, H9-05,  H10-01, H10-03 และ H10-05  
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ  Ps. aerugenosa  ATCC 27853  ไดโ้ดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ของบริเวณยบัย ั้งตั้งแต่  7.67-11.33  มิลลิเมตร  โดยไอโซเลท H9-05 ใหข้นาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ของบริเวณยบัย ั้งกวา้งท่ีสุดคือ 12  มิลลิเมตร ซ่ึงมากกวา่สายพนัธ์ุอา้งอิงท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ของบริเวณยบัย ั้งเท่ากบั  8  มิลลิเมตร  
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ตารางท่ี 4-8  การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคของ  B. animalis subsp. lactis  แต่ละ                
                     ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
                 

ไอโซเลท 
ขนาด  Inhibition zone (mm.) 

E. coli 
ATCC 25922 

S. Enteritidis 
DMST 15676 

S. Typhimurium 
DMST 15674 

E. aerogenes 
ATCC 13048 

Ps. aerugenosa  
ATCC 27853 

S. aureus 
ATCC 6538 

H1-05 10.33±1.53 13.00±0 12.00±1.00 10.00±0 10.00±0 10.00±0 
H9-01 14.00±0 15.00±0 14.00±0 12.00±0 11.33±1.15 13.00±0 
H9-02 13.00±0 13.00±0 14.00±0 10.00±0 11.00±0 11.00±0 
H9-03 13.00±0 13.00±0 10.00±0 8.00±0 - 11.00±0 
H9-04 10.33±1.53 10.00±0 10.00±0 9.00±0 8.00±0 8.00±0 
H9-05 12.00±0 13.00±0 13.00±0 12.00±0 - 10.00±0 
H9-06 8.00±0 11.33±1.04 10.67±0.58 9.00±0 8.33±0.58 9.33±1.53 
H10-01 8.00±0 10.00±0 10.00±0 8.00±0 - 10.00±0 
H10-03 8.00±0 10.67±0.58 10.33±0.58 8.67±0.58 - 8.00±0 
H10-05 9.00±0 10.00±0 8.00±0 8.67±0.58 - 8.00±0 
P1-P01 9.33±0.58 10.33±0.58 8.67±0.58 10.00±0 8.33±0.58 10.00±0 
P4-S01 10.00±0 11.33±1.53 10.00±0 - 8.33±0.58 10.00±0 
P4-S03 10.00±0 12.00±0 9.33±1.15 - 10.00±0 10.00±0 
P8-S01 12.00±0 10.00±0 10.00±0 - 10.00±0 10.00±0 
P8-S03 10.00±0 10.00±0 10.67±0.58 8.00±0 7.67±0.76 10.00±0 
P9-P01 10.00±0 10.00±0 9.33±1.15 8.00±0 8.00±0 10.00±0 
B. animalis 
subsp. 
animalis 
ATCC 
25527   

14.00±0 15.00±0 13.00±0 6.67±0.58 8.00±0 11.00±0 

หมายเหตุ     -  หมายถึง ไม่พบบริเวณยบัย ั้ง (Inhibition zone) 
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ภาพท่ี 4-27  บริเวณยบัย ั้งของ  B. animalis subsp. lactis  ไอโซเลท H9-03, H9-04 และ H9-05      
                      ต่อเช้ือ  S. aureus ATCC 6538 
 
 เม่ือน าคุณสมบติัโปรไบโอติกของ  B. animalis subsp. lactis  ท่ีคดัเลือกไดม้าสรุป               
เพื่อเป็นแนวทางในการคดัเลือกเช้ือท่ีมีคุณสมบติัเด่น  ๆ  เพื่อท่ีจะน าไปใชง้านพบวา่มี  B. animalis 
subsp. lactis  จ  านวน 4  ไอโซเลท  คือ  H1-05, H9-01, H9-02  และ P8-S01 ท่ีมีคุณสมบติัดีท่ีสุด          
ในทุกการทดสอบ  คือ  สามารถทนกรดท่ี  pH 2  ไดน้านสูงสุด  4  ชัว่โมง  ทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้  
1 เปอร์เซ็นต ์ ไดน้านสูงสุด  4  ชัว่โมง  มีความสามารถในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้จดัอยูใ่น
ระดบัสูง  และสามารถทนอุณหภูมิไดสู้งสุดท่ี  60  องศาเซลเซียส  ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีดีกวา่ 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527  อยา่งไรก็ตามในจ านวน  4  ไอโซเลทน้ีมี  3  ไอโซเลท                 
คือ  H1-05, H9-01 และ  H9-02  ท่ีไม่สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนได้  ส่วนไอโซเลท            
P8-S01  สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนไดใ้นระดบัดี  ดงัแสดงในตารางท่ี 4-9 
 B. animalis subsp. lactis  ไอโซเลทท่ีมีคุณสมบติัรองลงมา  ไดแ้ก่  ไอโซเลท  H9-06              
ซ่ึงสามารถทนกรดท่ี  pH 2  ไดน้าน  สูงสุด  4  ชัว่โมง  ทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้  1  เปอร์เซ็นต ์                
ไดน้านสูงสุด  4 ชัว่โมง  มีความสามารถในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ในระดบัสูง  แต่ทน
อุณหภูมิไดสู้งสุดท่ี  55  องศาเซลเซียส  และไม่สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนได ้  ดงัแสดง
ในตารางท่ี 4-9 
 ส่วน  B. animalis subsp. lactis  ไอโซเลท  P4-S03 และ  P8-S03  มีความสามารถใน          
การยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ในระดบัสูง  สามารถทนอุณหภูมิไดสู้งสุดท่ี  60  องศาเซลเซียส                   
และสามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนไดใ้นระดบัดี  แต่แตกต่างกนัตรงท่ีไอโซเลท  P4-S03 

 

H9-03 

H9-04 
H9-05 
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สามารถทนกรดท่ี  pH 2  ไดน้านสูงสุด  4  ชัว่โมง  และทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้  1  เปอร์เซ็นต ์             
ไดน้าน  3  ชัว่โมง  ส่วนไอโซเลท  P8-S03  สามารถทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้  1  เปอร์เซ็นตไ์ดน้าน
สูงสุด  4 ชัว่โมง  แต่ทนสภาวะกรดท่ีค่า  pH 2  ไดน้านสูงสุด  2  ชัว่โมง  ดงัแสดงในตารางท่ี 4-9 
 ส่วน  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527  ท่ีใชเ้ป็นสายพนัธ์ุอา้งอิงพบวา่สามารถ
ทนกรดท่ี  pH 2  ไดน้าน  สูงสุด  4  ชัว่โมง  ทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ ไดน้านสูงสุด  4 
ชัว่โมง  สามารถยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ในระดบัสูง  สามารถทนอุณหภูมิไดสู้งสุดท่ี  55                       
องศาเซลเซียส  และไม่สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนได ้  ดงัแสดงในตารางท่ี 4-9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



91 
 

ตารางท่ี 4-9  การเปรียบเทียบคุณสมบติัโปรไบโอติกของ  B. animalis subsp. lactis  ท่ีคดัเลือกได ้
 

ไอโซเลท 

คุณสมบัติโปรไบโอติก 

ทน
กร
ดที่

 pH
 2 
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ยดึ
เกา
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ือ่เมื
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ญใ

นส
ภา
วะ

 
ที่มี

ออ
กซิ

เจน
 

ทน
อุณ

หภ
ูมิสู

งที่
 

(O C)
 

H1-05   สูง ไม่เจริญ 60 
H9-01   สูง ไม่เจริญ 60 

H9-02   สูง ไม่เจริญ 60 

H9-03 X X สูง ไม่เจริญ 55 
H9-04 X  สูง ไม่เจริญ 60 

H9-05 X  สูง ไม่เจริญ 55 

H9-06   สูง ไม่เจริญ 55 

H10-01 X  สูง ไม่เจริญ 55 

H10-03 X X ปานกลาง ไม่เจริญ 55 

H10-05 X X ปานกลาง ดี 55 

P1-P01 X X ปานกลาง ดี 52 
P4-S01 X  ต ่า ดี 60 

P4-S03  X สูง ดี 60 

P8-S01   สูง ปานกลาง 60 

P8-S03 X  สูง ดี 60 

P9-P01 X X ต ่า ปานกลาง 52 
B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527   

  สูง ไม่เจริญ 55 
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บทที่ 5 
สรุปและอภปิรายผล 

 

5.1  อภิปรายผล 
 จากการเก็บตวัอยา่งอุจจาระเด็กทารก  ตวัอยา่งน ้านมและมูลสุกร  และตวัอยา่งล าไส้ไก่  
พบวา่สามารถคดัแยกแบคทีเรียจ านวน  44  ไอโซเลท  ท่ีมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาคลา้ยคลึงกบั  
Bifidobacterium spp.  โดยเซลลแ์บคทีเรียมีรูปร่างท่อน  บางเซลลโ์คง้  บางเซลลเ์ป็นกระบอง            
มกัเรียงตวัเป็นเส้นสาย  ซอ้นกนัคลา้ยร้ัว  บางคร้ังเรียงตวัเป็นรูปตวัว ี ตวัวาย  แกรมบวก  ไม่สร้าง
สปอร์  ไม่เคล่ือนท่ีและมีคุณสมบติัทางชีวเคมีตรงกบั  Bifidobacterium spp. ไดแ้ก่ไม่สร้างเอนไซม ์                            
คะตะเลสและออกซิเดส  ไม่รีดิวซ์ไนเตรต  สามารถสร้างกรดจากการหมกัน ้าตาลกลูโคส                   
หมกัน ้าตาลแบบ  heterofermentative  และมีกิจกรรมของเอนไซม ์ F6PPK 
 เม่ือน าแบคทีเรียทั้ง  44 ไอโซเลท  ไปจดัจ าแนกเพื่อยนืยนัวา่เป็น  Bifidobacterium spp.  
ปรากฏวา่ตรวจไม่พบ  PCR amplicons  จากจีโนมิกดีเอน็เอของแบคทีเรียท่ีคดัแยกมาจากน ้านมแม่
สุกรและจากล าไส้ส่วนต่าง  ๆ  ของไก่  ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ไอโซเลทเหล่าน้ีไม่ใช่                                   
Bifidobacterium spp.  แมว้า่จะมีสัณฐานวทิยาและคุณสมบติัทางชีวเคมีท่ีตรงกบัคุณสมบติัของ  
Bifidobacterium spp.  ก็ตาม  สาเหตุท่ีเป็นเช่นน้ีมีความเป็นไปไดสู้งท่ีไอโซเลทเหล่าน้ีจะเป็น
แบคทีเรียสกุลอ่ืน  เช่น  Lactobacillus spp.  ท่ีมีสัณฐานวทิยาและคุณสมบติัทางชีวเคมีท่ีคลา้ยกบั  
Bifidobacterium spp.  การใชเ้ทคนิคทางอณูชีววทิยา  เช่น  PCR  จึงเป็นการช่วยพิสูจน์วา่การ
พิจารณาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและคุณสมบติัทางชีวเคมีไม่เพียงพอส าหรับการระบุสกุลของ 
Bifidobacterium spp.  นอกจากน้ีโอกาสท่ีจะพบ  Bifidobacterium spp.  ในล าไส้ไก่อาจมีอยูน่อ้ย  
เน่ืองจากแบคทีเรียท่ีพบเป็นหลกัในล าไส้ไก่มกัเป็นแบคทีเรียในไฟลมั  Firmicutes                            
(เช่น Lactobacillus spp.)  รองลงมาคือแบคทีเรียในไฟลมั  Proteobacteria   และ  Bacteroidetes  
ในขณะท่ีแบคทีเรียในไฟลมั  Actinobacteria  (ซ่ึง Bifidobacterium spp.  จดัอยูใ่นไฟลมัน้ี) พบอยู่
ในปริมาณท่ีนอ้ยมาก  (Waite & Taylor, 2014)  ซ่ึงสนบัสนุนการทดสอบของ  Arboleya et al., 
(2011)  ซ่ึงกล่าววา่ไม่พบ  Bifidobacterium spp.  จากน ้านมของมนุษยม์าก่อน  รวมถึงยงัไม่มี
รายงานการพบ  Bifidobacterium spp.  จากน ้านมสุกรซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ีใหผ้ลเช่นเดียวกนั  
 เม่ือวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA  พบวา่มีล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 
16S rRNA  คลา้ยคลึงกบั  B. animalis subsp. lactis AD011  และ  YIT 4121  จ านวน  16  ไอโซเลท  
จาก  44  ไอโซเลท  ซ่ึงคิดเป็น  36.36  เปอร์เซ็นต ์ ของจ านวนไอโซเลททั้งหมดท่ีคดัแยกได ้                  
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มีรายงานการคดัแยกและจ าแนก  B. animalis subsp. lactis  จากอุจจาระเด็กทารกแรกเกิด 
(Kharchenko, Cherdyntseva, & Netrusov, 2015)  B. animalis subsp. lactis  ท่ีพบในอุจจาระเด็ก
ทารกนั้นน่าจะมาจากการบริโภคผลิตภณัฑอ์าหารเสริมท่ีมีจุลินทรียโ์ปรไบโอติก  (B. animalis 
subsp. lactis)  เขา้ไปแทนการบริโภคน ้านมมารดา  ซ่ึงแตกต่างจากสปีชีส์ของ Bifidobacterium spp.  
ท่ีพบในอุจจาระเด็กทารกท่ีบริโภคน ้านมมารดา  โดยมีรายงานวา่พบ  B. longum, B. breve,                    
B. bifidum และ B. pseudocatenulatum  ในอุจจาระเด็กทารกท่ีไม่ทราบอายุ (Alp, Aslim,               
Suludere, & Akca, 2010)  และในอุจจาระเด็กทารกอาย ุ 10  วนัไปจนถึง  3  เดือน  (Solis, Reyes-
Gavilan, Fernandez, Margolles, & Gueimaonde, 2010)  และมีรายงานวา่พบ  B. longum, B. breve,                     
B. bifidum, B. kashiwanohense, B. pseudolongum  และ  B. pseudocatenulatum  ท่ีมีอายุ  6±0.25 
เดือน  และบริโภคน ้านมมารดา  (Vazquez-Gutierrez et al., 2015) B. animalis subsp. lactis                 
ถูกน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติกในผลิตภณัฑ์นมส าหรับเด็กทารก  เน่ืองจากไดรั้บการรับรองวา่
ปลอดภยั  (generally regarded as safe ; GRAS)  โดยองคก์ารอาหารและยา  (FDA)  และมีรายงาน
การศึกษาวา่เป็นสปีชีส์ท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพของเด็กทารก  โดยช่วยลดโอกาสของการเกิดอาการ
ทอ้งร่วงและท าใหห้ายจากอาการทอ้งร่วงเร็วข้ึน  ช่วยบรรเทาความรุนแรงของโรคผืน่ภูมิแพ้
ผวิหนงั  (atopic eczema)  (Gioia, Aloisio, Mazzola, & Biavati, 2014)  และช่วยป้องกนัและรักษา
อาการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจของทารกได ้ (Taipale, Pienihakkinen, Isolauri, Jokela, & 
Soderling, 2016)  มีรายงานการคดัแยกและจ าแนก  B. animalis subsp. lactis  จากมูลสุกรพนัธ์ุ  
Guizhou Xiang  โดยเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีอตัราการก าจดัคลอเลสเตอรอลสูงท่ีสุด  (Zhang, He, Zhang, 
Li, & Zhu, 2016)  ในขณะท่ี  Maxwell et al. (2004)  รายงานการคดัแยกสปีชีส์อ่ืน  ๆ  ของ 
Bifidobacterium spp.  (B. boum, B. thermophilum  และ  B. chaerinum)  จากมูลสุกรในช่วงอาย ุ
ต่าง  ๆ  B. animalis subsp. lactis  ส่วนใหญ่ถูกน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติกในอุตสาหกรรมการผลิต
นม  มีรายงานวา่  B. animalis subsp. lactis   ไม่สามารถยอ่ย  oligosaccharides  ไดแ้ต่อาจจะ
สนบัสนุนความสามารถของจุลินทรียอ่ื์น  ๆ  ในระบบทางเดินอาหารใหย้อ่ยสารอาหารพวก
คาร์โบไฮเดรตท่ีไม่ถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์ละไม่ดูดซึมในล าไส้ดงันั้นจึงถูกน ามาใชป้ระโยชน์              
เป็นโปรไบโอติกในการผลิตอาหารเพื่อการลดน ้าหนกัในมนุษย ์  เช่น  การผลิตนมหรือโยเกิร์ต 
(Barrangou et al., 2009) 
 การศึกษาความสามารถในการทนกรดเป็นคุณสมบติัท่ีส าคญัของจุลินทรีย์                                         
โปรไบโอติกเน่ืองจากค่า  pH  ของน ้ายอ่ยในกระเพาะอาหารของสัตวแ์ต่ละชนิดแตกต่างกนั              
โดยอาจมีค่าตั้งแต่  2.0-3.5  ข้ึนอยูก่บัระยะเวลาในการบริโภคอาหาร ระยะการเจริญหรือชนิดของ
สัตว ์ หากแบคทีเรียสามารถทนสภาวะท่ีเป็นกรดไดก้็จะสามารถอยูร่อดในระบบทางเดินอาหาร
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ของสัตวไ์ด ้ (Musikasang et al., 2009)  จากผลการศึกษาพบวา่เช้ือ B. animalis subsp. lactis  
จ านวน  6  ไอโซเลท  คือ  H1-05, H9-01,H9-02, H9-06, P4-S03  และ  P8-S01 สามารถทนกรด  
pH 2  ท่ีมี  pepsin 0.3  เปอร์เซ็นต์  ไดน้านสูงสุดเป็นเวลา  4  ชัว่โมง   โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ
มากกวา่  85  เปอร์เซ็นต ์ มีรายงานวจิยัท่ีแสดงผลการศึกษาเก่ียวกบัการรอดชีวติของ 
Bifidobacterium spp.  ในระบบน ้ายอ่ยกระเพาะอาหารจ าลองโดย  Ranadheera, Evans, Adams, and 
Baines (2014)  รายงานวา่  B. animalis subsp. lactis BB-12  สามารถทนกรดท่ี  pH  2.0  ท่ีมี pepsin  
0.3  เปอร์เซ็นต ์ ไดแ้ค่  1  นาที  แต่เม่ืออยูร่่วมกบัโปรไบโอติกสายพนัธ์ุอ่ืน  คือ  L. acidophilus 
LA-5  และ  Propionibacterium  jensenii  702  พบวา่สามารถรอดชีวติในสภาวะกรดไดน้านข้ึนถึง 
180  นาที  และผลการศึกษาคร้ังน้ีใหผ้ลการทดสอบดีกวา่รายงานของ  Presti et al. (2015) ท่ีรายงาน
วา่  B. animalis subsp. lactis PBS 075  สามารถรอดชีวติในสภาวะท่ีมีค่า  pH 2.0  ไดเ้ป็นเวลา  180  
นาที  แต่มีจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวติลดลงเม่ือเทียบกบัสภาวะท่ีมีค่า  pH 3.0, 4.0  และ  5.0  และให ้
ผลการทดลองดีกวา่รายงานของ  Zuo et al. (2016)  ท่ีรายงานวา่  B. animalis subsp. lactis BB-12  
สามารถทนกรดในน ้ายอ่ยกระเพาะอาหารจ าลองท่ี  pH 2.5  ท่ีมี  pepsin 0.3  เปอร์เซ็นต ์ ไดเ้ป็น
เวลา  1  ชัว่โมง  โดยมีจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวติ  70.13±0.26  เปอร์เซ็นต ์ Zhang, He, Zhang, Li, and 
Zhu (2016)  ไดศึ้กษาคุณสมบติัการทนกรดของ  Bifidobacterium spp.  ท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลสุกร 
สายพนัธ์ุ  Guizhou Xiang  พบวา่แบคทีเรีย  10  ไอโซเลทท่ีสามารถทนกรดท่ีค่า  pH 3  (phosphate 
buffer saline, pH 3.0)  ไดน้าน  2  ชัว่โมง  โดยทั้ง  10  ไอโซเลท  มีอตัราการรอดชีวติสูงกวา่  93 
เปอร์เซ็นต ์ เม่ือน าแบคทีเรีย  1  ไอโซเลท  ไปวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  16s rRNA  
พบวา่คลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  16s rRNA  ของ  B. animalis subsp. lactis AD011 
และ  B. animalis subsp. lactis YIT4121  จากรายงานเหล่าน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่การรอดชีวติของ 
Bifidobacterium spp.  มีความแตกต่างกนัโดยข้ึนอยูก่บัสปีชีส์และสายพนัธ์ุของ                 
Bifidobacterium spp.  ชนิดของสารละลายและองคป์ระกอบของสารละลายท่ีใชเ้ป็นน ้ายอ่ย
กระเพาะอาหารจ าลอง  ตลอดจนเวลาท่ีใชท้ดสอบท่ีแตกต่างกนั  ซ่ึงกลไกท่ี  Bifidobacterium spp.  
ใชเ้พื่อตอบสนองต่อสภาวะท่ีเป็นกรดภายนอกเซลลมี์อยูห่ลายกลไก  ไม่วา่จะเป็นการท างานของ 
F0F1 ATPase (atpA และ atpD)  ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีหลายหน่วยยอ่ยและถูกถอดรหสัมาจากยีน               
ท่ีอยูบ่น  ATP operon  และท าหนา้ท่ีขบัโปรตอนท่ีสะสมอยูใ่นไซโตพลาสซึมใหอ้อกไปนอกเซลล ์  
เพื่อเป็นการรักษาสมดุลของปริมาณโปรตอน  (Lee & O’Sullivan, 2010)  กลไกถดัมาคือการ
เพิ่มข้ึนของปริมาณกรดอะมิโนชนิด  branched-chain  และการผลิตแอมโมเนียภายในเซลล ์ ซ่ึงท า
หนา้ท่ีจบักบัโปรตอนภายในเซลล ์ (Gonzalez-Rodriguez, Ruiz, Gueimonde, Margolles, & 
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Sanchez, 2013)  การมีกลไกตอบสนองต่าง  ๆ  เหล่าน้ีช่วยท าให ้ Bifidobacterium spp.  สามารถ
รอดชีวติไดใ้นสภาวะท่ีเป็นกรดนั่นเอง 
 การศึกษาคุณสมบติัในการทนน ้าดีเป็นหลกัการทัว่ไปในการคดัเลือกจุลินทรีย์                
โปรไบโอติก  โดยจุลินทรียโ์ปรไบโอติกควรท่ีจะสามารถรอดชีวติอยูใ่นล าไส้ของโฮสตไ์ด้                  
จากผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่เช้ือ  B. animalis subsp. lactis   จ  านวน 10  ไอโซเลท  สามารถทนน ้าดี
ท่ีความเขม้ขน้  1  เปอร์เซ็นต์  ไดน้านสูงสุดเป็นเวลา  4  ชัว่โมง  และมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ
มากกวา่  85  เปอร์เซ็นต ์ โดยสามารถทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้สูงกวา่รายงานของ  Ranadheera et al. 
(2014)  ท่ีรายงานวา่  B. animalis subsp. animalis BB-12  สามารถรอดชีวติไดน้าน  240  นาที             
ในสภาวะท่ีมีเกลือน ้าดี  0.3 %  (pH 8.0)  สามารถทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้สูงกวา่และระยะเวลานาน
กวา่รายงานของ  Zuo et al. (2016)  ท่ีรายงานวา่  B. animalis subsp. animalis BB-12  สามารถ          
รอดชีวติในสภาวะท่ีมี  oxgall  0.3  เปอร์เซ็นต ์ (pH 8.0)  ไดเ้ป็นเวลา  1  ชัว่โมง  โดยมีจ านวน
เซลลท่ี์รอดชีวติเท่ากบั  0.46  เปอร์เซ็นต ์ และ Presti et al. (2015)  ท่ีรายงานวา่  B. animalis subsp. 
lactis PBS 075  สามารถรอดชีวติในน ้ายอ่ยล าไส้จ าลอง  (pancreatin 0.1 %, bovine bile salts 0.3% 
และสารอ่ืน  ๆ  ไดแ้ก่  โพแทสเซียมคลอไรด ์ โซเดียมคลอไรด ์  แคลเซียมคลอไรดแ์ละโซเดียม         
ไบคาร์บอเนต  ท่ี  pH 7.5)  ไดน้านแค่  180  นาที  สามารถทนน ้าดีและมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ         
สูงกวา่รายงานของ Andriantsoanirina, Allano, Butel, and Aires (2013)  ท่ีรายงานวา่มี  
Bifidobacterium spp.  จ  านวน  5  สายพนัธ์ุ  คือ  B. breve, B. longum, B. adolescentis,  B. bifidum  
และ  B. pseudocatenulatum  ท่ีสามารถรอดชีวติในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้น ้าดี  0.3 เปอร์เซ็นต ์ 
เป็นเวลา  5  ชัว่โมง  โดยมีจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวติเท่ากบั  28.6, 23, 21, 20  และ  8  เปอร์เซ็นต ์ 
ตามล าดบั  และสามารถทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้สูงกวา่รายงานของ  Zhang et al. (2016)  ท่ีพบวา่ 
Bifidobacterium spp.  จ  านวน  10  ไอโซเลท  ท่ีคดัแยกไดจ้ากมูลสุกร  สามารถทนน ้าดีท่ี                 
ความเขม้ขน้  0.3  เปอร์เซ็นต์  ไดเ้ป็นเวลา  24  ชัว่โมง  โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติมากกวา่ 90  
ยกเวน้ไอโซเลท  BZ12, BZ17  และ  BZ22  ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติ  87.52±0.28, 68.32±0.12  
และ 61.27±0.29   ตามล าดบั  ส่วนไอโซเลท  BZ25  พบวา่มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติสูงท่ีสุด  คือ 
101.45±0.39  เม่ือน าไปวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดพ์บวา่คลา้ยคลึงกบั  B. animalis subsp. lactis 
AD011   
 การท่ี  Bifidobacterium  spp.  สามารถทนน ้าดีไดเ้น่ืองจากสามารถพฒันาและปรับตวัได้
ในสภาวะท่ีมีน ้าดี  นอกจากน้ีการทนน ้าดีในแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุอาจจะแตกต่างกนัทั้งน้ีข้ึนอยู่
กบัลกัษณะทางชีววทิยาของแบคทีเรียดว้ย  การท่ีแบคทีเรียกลุ่ม  Bifidobacteria สามารถทนน ้าดีได้
อาจเก่ียวขอ้งกบักลไกการตอบสนองหลายกลไกไม่วา่จะเป็นการปกป้องเยือ่หุม้เซลลจ์าก                          
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การถูกท าลายโดยน ้าดีโดยตรง   การซ่อมแซมโปรตีนหรือการยอ่ยสลายโปรตีนท่ีเสียหายของ              
เยือ่หุม้เซลล ์ การก าจดัสภาวะเครียดในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  การซ่อมแซมดีเอน็เอและการส่งเสริม
การสร้างพลงังานโดยการเพิ่ม metabolism ของการเผาผลาญน ้าตาลเป็นตน้ (Ruiz, Margolles, & 
Sanchez, 2013) 
 คุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติกท่ีท าการทดสอบล าดบัถดัมาคือ  การศึกษา
ความสามารถในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีมีความส าคญัอยา่งมากเพราะ 
เป็นจุดเร่ิมตน้ของการครอบครองพื้นท่ีในระบบทางเดินอาหารของส่ิงมีชีวติและช่วยปรับปรุง
ระบบภูมิคุม้กนัของโฮสตไ์ด ้ เม่ือแบคทีเรียเขา้สู่ร่างกายสัตวผ์า่นกระเพาะอาหารแลว้จะสามารถ 
ยดึเกาะท่ีผนงัล าไส้ ระบบภูมิคุม้กนัจะจดจ าและยอมใหอ้ยูร่่วมกนั โดยจุลินทรียจ์ะอาศยัอาหารใน
การเจริญและผลพลอยไดคื้อโฮสตจ์ะไดรั้บส่ิงท่ีเป็นประโยชน์จากจุลินทรียเ์ช่นกนั จึงเป็นการ               
อยูร่่วมกนัแบบพึ่งพาอาศยักนั  (ส านกัการแพทยท์างเลือก, 2556)  จากผลการศึกษาพบวา่มีจ านวน 8 
ไอโซเลท คือ  H1-05, H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06  และ  H10-01  ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ไดใ้นระดบัสูง  ส่วนอีก  3  ไอโซเลท  คือ H10-03, 
H10-05  และ P1-P01 มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะในระดบัปานกลาง   ส่วน  B. animalis  subsp. 
animalis ATCC 25527  พบวา่มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะ 62.31 เปอร์เซ็นต ์ S. Enteritidis 
DMST 15676  มีประสิทธิภาพในการยดึเกาะ  66.48  เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงสายพนัธ์ุขา้งตน้ถูกน ามาใช้
เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิงเน่ืองจากมีรายงานมาก่อนหนา้น้ีวา่  S. enterica serovar Typhimurium   สามารถ
ยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้มนุษยไ์ด ้ (Collado, Meriluoto, & Salminen, 2007)  ส่วน  B. subtilis 
ATCC 6633  จากรายงานของ  นภาพร  เลิศวรปรีชา, (2550) พบวา่ไม่มีคุณสมบติัในการยดึเกาะ             
เยือ่เมือกผนงัล าไส้ของ E. faecium   
 จากผลการศึกษาน้ีพบวา่ประสิทธิภาพในการยดึเกาะกบัเยือ่เมือกผนงัล าไส้มีค่าสูงกวา่ท่ี
มีรายงานการศึกษาก่อนหนา้น้ี  โดย  Gueimonde, Noriega, Margolles, Reyes-Gavilan, and  
Salmimen (2005)  รายงานวา่  Bifidobacterium spp.  แต่ละสายพนัธ์ุมีความสามารถในการยดึเกาะ 
human mucus  ไดแ้ตกต่างกนั  โดย  B. animalis 4549dOX  สามารถยดึเกาะ  human mucus  ไดดี้ 
โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารยดึเกาะ  14.5±3.6  ในบฟัเฟอร์ท่ีไม่เติมน ้าดี  แต่ในบฟัเฟอร์ท่ีมีน ้าดี  0.3 % 
พบวา่มีเปอร์เซ็นตก์ารยดึเกาะลดลงอยูท่ี่  10.1±1.2  ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้
ของน ้าดี  0.3%  จะลดความสามารถในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ของ  Bifidobacterium spp. ได ้
และ  Collado, Meriluoto, and Salminen (2007)  รายงานวา่  B. breve Bb99  สามารถยดึเกาะ  
human intestinal mucus  ไดโ้ดยมีเปอร์เซ็นตก์ารยดึเกาะเท่ากบั  2.5  อยา่งไรก็ตามมีรายงาน
การศึกษาท่ีแสดงประสิทธิภาพในการยดึเกาะโดยใชค้่า  Resonance unit  แทนเปอร์เซ็นต ์               
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การยดึเกาะ  โดย  Nishiyama et al. (2014)  ศึกษาการยดึเกาะของ  Bifidobacterium  ใน  mucins  
จากล าไส้สุกร mucins  ท่ีสกดัไดถู้กน าไปท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิ  filtration chromatography   และวธีิ  
density-qradient ultracentrifugation  ตามล าดบั  จากการศึกษาการยดึเกาะของ  Bifidobacterium  
ดว้ยวธีิ Biacore assays  พบวา่ในจ านวน  22  สายพนัธ์ุท่ีท าการทดสอบสามารถยดึเกาะ  crude 
mucin  และ purified mucin  ไดแ้ตกต่างกนั  โดยมีประสิทธิภาพในการยดึเกาะตั้งแต่  31.5±22.9  
ถึง 190.6±10.8 RU (Resonance unit)  ตามล าดบั  โดย  B. seudolongum subsp. pseudolongum 
PNC-2-9G  ยดึเกาะกบั  purified mucin  ไดดี้ท่ีสุด  นอกจากน้ีบางสายพนัธ์ุ  เช่น  B. animalis subs. 
lactis MCC-0525  ยดึเกาะกบั  purified mucin  ไดดี้กวา่  crude mucin  ในขณะท่ีสายพนัธ์ุอ่ืน  เช่น  
B. bifidum ATCC 15696  ยดึเกาะกบั  crude mucin  ไดดี้กวา่  purified mucin 
 สาเหตุท่ี  Bifidobacterium spp.  สามารถยดึเกาะกบั epithelial cells  ของโฮสตไ์ดน้ั้น  
อาจเป็นเพราะ  Bifidobacterium spp.  มีระยางคป์ระเภท  pili  หรือมีกิจกรรมของเอนไซม ์
moonlighting protein transaldolase  เป็นตน้  (Grimm, Westermann, & Riedel, 2014)  
 การศึกษาความสามารถในการเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  เน่ืองจากเช้ือ 
Bifidobacterium spp.  ส่วนใหญ่จดัเป็นเช้ือท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ  (strict anaerobe)            
แต่ก็มีบางสายพนัธ์ุท่ีมีเอนไซม์ท่ีสามารถเมตาบอไลซ์ออกซิเจนไดจึ้งสามารถรอดชีวติในสภาวะ          
ท่ีมีปริมาณออกซิเจน  1-21 เปอร์เซ็นตไ์ด ้ (Zhang et al., 2016)  ซ่ึงในกระบวนการผลิตจุลินทรีย์
โปรไบโอติก  เช่น  การท า spray drying  หรือ  freeze dried   มีขั้นตอนท่ีตอ้งมีการสัมผสักบั
ออกซิเจน  การศึกษาน้ีจะช่วยใหส้ามารถคดัเลือก  Bifidobacterium spp.  ท่ีทนต่อสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนได ้ (Simpson et al., 2005)  จากผลการศึกษาพบวา่มี  B. animalis subsp. lactis  จ  านวน          
7 ไอโซเลท (คิดเป็น 43.75 เปอร์เซ็นต์) ท่ีสามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนได ้ ซ่ึงผลการศึกษา
คร้ังน้ีสามารถคดัแยกไอโซเลทท่ีสามารถทนออกซิเจนไดจ้  านวนมากกวา่แต่เป็นสปีชีส์ท่ีแตกต่าง
จากรายงานของ Andriantsoanirina et al. (2013)  ท่ีศึกษาการเจริญ  Bifidobacterium spp. ในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนพบวา่มีจ านวน  6  สายพนัธ์ุ  คือ  B. longum, B. dentium, B. bifidum, B. breve,                  
B. pseudocatenulatum  และ  B. adolescentis  ท่ีสามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนไดเ้ป็นเวลา  
24 ชัว่โมง  และสอดคลอ้งกบัรายงานของ  Simpson et al. (2005)  ท่ีรายงานวา่ระดบัการทน
ออกซิเจนของ  Bifidobacterium spp.   แต่ละสายพนัธ์ุมีความแตกต่างกนั  เช่น  B. adolescentis  
NCMB 2204, NCMB 2236  สามารถเจริญไดน้อ้ยในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  B. animalis spp. 
animalis DSMZ 20104,  B. animalis spp. lactis DSMZ 20105  สามารถเจริญไดดี้ปานกลางใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจน  และ B. boum LMG 10736  สามารถเจริญไดดี้มากในสภาวะท่ีมีออกซิเจน 
เป็นตน้  จากผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ B. animalis subsp. lactis  จ  านวน 7 ไอโซเลท ท่ีสามารถเจริญ
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ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนไดมี้ค่า  RBGR อยูใ่นช่วง  0.741±0.001 ถึง  1.127±0.024 ซ่ึงเป็นค่าท่ีสูงกวา่
ท่ีรายงานไวโ้ดย  Maxwell et al. (2004)  ท่ีศึกษาพบวา่  Bifidobacterium spp.  แต่ละสายพนัธ์ุมี
ความสามารถในการทนออกซิเจนไดแ้ตกต่างกนั โดยพบวา่มีค่า  RBGR  อยูใ่นช่วง  0.3-0.95            
โดย B. boum strain 7  และ B. boum strain 13  มีค่า RBGR  เท่ากบั  0.3-0.35, B. boum DSM 20432 
มีค่า  RBGR  0.95, B. thermophilum strain 23, 28, 29  และ  30  มีค่า  RBGR  0.4-0.5  และ                    
B. thermophilum DSM 20210  มีค่า  RBGR  0.25 
 ความแตกต่างของระดบัการทนออกซิเจนของ Bifidobacterium spp.  ข้ึนอยูก่บักิจกรรม
ของเอนไซมท่ี์ช่วยในการก าจดั  reactive oxygen species (ROS)  เช่น  NADH oxidase, NADH 
peroxidase  และ  superoxide dismutase (SOD)  ซ่ึงจะท าหนา้ท่ีในการก าจดั  reactive oxygen 
species (ROS)  ออกจากเซลล ์ การท่ี  Bifidobacterium spp.  บางสายพนัธ์ุไม่สามารถสร้างเอนไซม์
เหล่าน้ีไดจึ้งท าใหไ้ม่สามารถทนออกซิเจนได้  (Lee & O’Sullivan, 2010)  เม่ือออกซิเจนท าปฏิกิริยา
กบั  NADH  ดว้ยเอนไซม ์ NADH oxidase  จะท าใหเ้กิดการสะสมของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
(H2O2)  ซ่ึงสามารถสร้างความเสียหายต่อระบบต่าง  ๆ  ภายในเซลลไ์ด ้ ซ่ึงไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
จะถูกสร้างใน  Bifidobacterium spp.  กลุ่มท่ีไวต่อออกซิเจน(O2-sensitive)  (Kawasaki et  al., 2006) 
 การศึกษาความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง  มีความส าคญัเน่ืองจากในอุตสาหกรรม
การผลิตผลิตภณัฑโ์ปรไบโอติก  โดยการใชจุ้ลินทรียก์ลุ่ม  Bifidobacterium spp.  เพื่อใหไ้ดร้ะดบั
ความเขม้ขน้ของเช้ือ 106-107cfu/g หรือ cfu/ml  จ  าเป็นตอ้งใชเ้ทคโนโลยมีาช่วยในกระบวนการ
ผลิต  โดยเทคโนโลยท่ีีนิยมใชอ้ยา่งหน่ึงคือ spray drying  ซ่ึงมีขั้นตอนท่ีเช้ือจุลินทรียต์อ้งสัมผสักบั
อุณหภูมิสูง  (60  องศาเซลเซียส)  ซ่ึงจะส่งผลต่อการอยูร่อดของจุลินทรีย ์ (Simpson et al., 2005)  
เน่ืองจากตอ้งใชอุ้ณหภูมิสูงท าใหโ้อกาสในการรอดชีวติของจุลินทรียน์อ้ยลงเน่ืองจากเยือ่หุม้เซลล ์
ผนงัเซลล ์ไรโบโซมและดีเอน็เอของจุลินทรียจ์ะถูกท าลาย  การศึกษาความสามารถในการทน            
อุณภูมิสูงจะสามารถน าไปใชใ้นการปรับสภาวะต่าง  ๆ ในกระบวนการผลิตเพื่อใหแ้บคทีเรีย
สามารถอยูร่อดได ้ (Simpson et al., 2005)  จากผลการศึกษาพบวา่ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส             
มี  B. animalis subsp. lactis  จ  านวน  8  ไอโซเลท  คือ H1-05,  H9-01, H9-02, H9-04, P4-S01,              
P4-S03, P8-S01  และ  P8-S03  ท่ีมีจ  านวนเซลลท่ี์รอดชีวติมากกวา่ 85  เปอร์เซ็นต ์ ท่ีเวลาแตกต่าง
กนั  โดยไอโซเลท  P8-S01  สามารถทนอุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส   ไดน้านสูงสุดเป็นเวลา  30  
นาที  ดงันั้นทั้ง  8  ไอโซเลท  ดงักล่าวจึงจดัอยูใ่นกลุ่มท่ีมีความสามารถในการทนอุณหภูมิใน
ระดบัสูง  ซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ีสูงกวา่ท่ีรายงานไวโ้ดย  Simpson et al. (2005)  ท่ีรายงานวา่  
Bifidobacterium spp.  แต่ละสปีชีส์  มีระดบัการทนอุณหภูมิสูงไดแ้ตกต่างกนัออกไป                             
โดย  B. animalis spp. animalis DSMZ 20104, B. animalis spp. lactis JCM 7117, B. animalis spp. 
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lactis DSMZ 20105  และ  B. animalis spp. lactis BB12  สามารถทนอุณหภูมิสูงไดใ้นระดบัสูง  
โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติท่ี  60  องศาเซลเซียส  เท่ากบั 1.9±0.1, 65.4±6.9, 1.3±0.9 และ 1.2±0.2 
ตามล าดบั  
 การศึกษาความไวต่อยาตา้นจุลชีพมีความส าคญั  เน่ืองจากในการใชจุ้ลินทรีย ์              
โปรไบโอติกบางคร้ังอาจจะมีการใชร่้วมกบัยาปฏิชีวนะซ่ึงยาปฏิชีวนะจะมีผลต่อความสมดุลของ
จุลินทรียใ์นล าไส้ การใชย้าปฏิชีวนะร่วมกบัจุลินทรียโ์ปรไบโอติกอาจจะส่งผลยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือ Bifidobacterium spp.  ในระบบทางเดินอาหารได ้(Masco, Van Hoorde, De Brandt, Swings, & 
Huys, 2006)  อยา่งไรก็ตาม  การศึกษาการด้ือยาปฏิชีวนะในจุลินทรียโ์ปรไบโอติกนั้นช่วยป้องกนั
โอกาสเส่ียงของการถ่ายโอนยนีด้ือยาใหก้บัจุลินทรียป์ระจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหารของโฮสต์   
(Sharma, Tomar, Goswami, Sangwan, & Singh, 2014)  และใชเ้ป็นขอ้มูลในการตดัสินใจเลือกเช้ือ 
Bifidobacterium spp.  เพื่อน ามาใชเ้ป็นโปรไบโอติกต่อไป  (ปิยมาศ ศรีภูมิ และคณะ, 2548) 
อยา่งไรก็ตามยงัมีขอ้ถกเถียงกนัอยูม่ากวา่ในการเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัโปรไบโอติกนั้น           
ควรเลือกแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาปฏิชีวนะหรือเลือกแบคทีเรียท่ีมีความไวต่อยาปฏิชีวนะดี  ข้ึนอยูก่บั
จุดประสงคข์องการน าเอาโปรไบโอติกนั้นไปใชป้ระโยชน์  (นภาพร เลิศวรปรีชา, 2550)   
 จากการศึกษาพบวา่แต่ละไอโซเลทมีความไวต่อยาตา้นจุลชีพแต่ละชนิดแตกต่างกนั 
โดยพบวา่ทุกไอโซเลทรวมถึงสายพนัธ์ุอา้งอิงด้ือต่อยา  Amoxycillin (10 µg), Sulphamethoxazole 
(25 µg), Fosfomycin (50 µg), Lincomycin (2 µg) และ Oxytetracycline (30 µg)  และทุกไอโซเลท
ไวต่อยา Neomycin (30 µg) และ Enrofloxacin (5 µg)  ส่วนยา Erythromycin (15 µg)  พบวา่                
ทุกไอโซเลทท่ีแยกจากอุจจาระเด็กทารกด้ือต่อยาน้ี  (คิดเป็น 62.50 เปอร์เซ็นต์)  แต่ไอโซเลทท่ี            
คดัแยกจากสุกร (ยกเวน้ P1-P01)  (คิดเป็น 31.50 เปอร์เซ็นต)์  ไวต่อยาน้ี  ยา Gentamicin (10 µg) 
พบวา่ทุกไอโซเลทท่ีคดัแยกจากสุกร (คิดเป็น 37.50 เปอร์เซ็นต์) ด้ือต่อยาน้ี  แต่ไอโซเลทท่ีคดัแยก
ไดจ้ากอุจจาระเด็กทารกจ านวน  5 ไอโซเลท  ไวต่อยาน้ี  (คิดเป็น 31.50 เปอร์เซ็นต์)  ซ่ึงใหผ้ลการ
ทดลองเช่นเดียวกนักบั  Moubareck, Gavini, Vaugien, Butel, and Doucet-Populaire (2005)                     
ท่ีรายงานวา่  B. animalis subsp. lactis  จ  านวน  8  ไอโซเลท  ท่ีคดัแยกไดจ้ากมนุษย ์ สัตวแ์ละ
ผลิตภณัฑโ์ปรไบโอติกมีความไวต่อยา  Erythromycin (15 µg)  แต่ด้ือต่อยา  Gentamicin (15 µg) 
และ  Masco et al., (2006)  ท่ีรายงานวา่  B. animalis subsp. lactis  สายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดจ้ากมนุษย ์
สัตวแ์ละผลิตภณัฑโ์ปรไบโอติก  จ านวน  44  ไอโซเลท  มีความไวต่อยา  Erythromycin (15 µg) 
และยา  Gentamicin (15 µg) 
 รายงานการศึกษาเก่ียวกบัความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือกลุ่ม  Bifidobacterium spp.                 
มีอยูน่อ้ยและน าผลการศึกษามาเปรียบเทียบกนัไดย้ากเน่ืองจากในแต่ละการทดลองใชส้ภาวะใน
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การทดสอบท่ีแตกต่างกนัมาก  อยา่งไรก็ตามพบวา่  Bifidobacterium spp.  ส่วนใหญ่ด้ือต่อยา 
nalidixic acid, gentamicin, kanamycin, metronidazole, neomycin, polymyxin B  และ 
streptomycin  โดยมีความไวต่อยาท่ีความเขม้ขน้ต่างกนัในแต่ละสปีชีส์โดยอยูใ่นช่วงตั้งแต่  10           
ไปจนถึง 500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  หรือสูงกวา่นั้น  ในทางตรงกนัขา้มยา ampicillin, bacitracin, 
chloramphenicol, clindamycin, erythromycin, lincomycin, nitrofurantoin, oleandomycin, 
penicillin G  และ  vancomycin  สามารถยบัย ั้งเช้ือกลุ่มน้ีได ้ และ  Bifidobacterium spp.                    
แต่ละสายพนัธ์ุมีความไวต่อยา  tetracycline  แตกต่างกนั (Ballongue, 2004) 
 แบคทีเรียกลุ่ม  Bifidobacterium spp.  สามารถสังเคราะห์กรดอินทรียแ์ละสารยบัย ั้ง              
การเจริญของจุลินทรียช์นิดอ่ืนได ้  เช่น  แบคเทอริโอซิน  ซ่ึงมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรียอ่ืน  ๆ  การสร้างแบคเทอริโอซินในแต่ละสายพนัธ์ุจะแตกต่างกนั  เช่น  B. longum                     
สร้างแบคเทอริโอซินชนิด  Bifilong  ท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได ้                
หรือ  B. bifidum NCFB 1454  สร้างแบคเทอริโอซินชนิด  Bifidocin B  ซ่ึงสามารถยบัย ั้ง  B. cereus,                   
E. faecalis  และ  L. monocytogenes  เป็นตน้ (Martinez, Balciunas, Converti, Cotter, & Oliveira, 
2013)  ในขณะท่ี  B. animalis subsp. lactis   สามารถผลิตสารคลา้ยแบคเทอริโอซินได ้ (Balciunas, 
Arni, Converti, Leblanc, & Oliveira, 2016)  ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่เช้ือ  B. animalis subsp. lactis                   
ทุกไอโซเลท  สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ  E. coli ATCC 25922, S. Enteritidis DMST 15676,          
S. Typhimurium DMST 15674  และ  S. aureus ATCC6538  ได ้ และบางไอโซเลทสามารถยบัย ั้ง
การเจริญของ  Ps. aerugenosa ATCC 27853  และ  E. aerogenes ATCC 13048  ไดอี้กดว้ย                  
ซ่ึงใหผ้ลการทดสอบเช่นเดียวกบั  Presti et al. (2015)  ท่ีรายงานวา่  B. animalis subsp. lactis PBS 
075  สามารถยบัย ั้งการเจริญของ  Ps. aeruginosa ATCC 9027  และ E. coli ATCC  25922 จากการ
ทดสอบดว้ยวธีิ  agar overlay  ได ้ และ  Zuo et al. (2016)  รายงานวา่  cell-free supernatants                
จาก  Bifidobacterium spp.  ทุกสายพนัธ์ุท่ีทดสอบดว้ยวธีิ  agar-well diffusion  สามารถยบัย ั้ง
แบคทีเรียก่อโรค  ไดแ้ก่ S. enterica ATCC 3076  และ B. adolescentis  ไดท้ั้ง 4 สายพนัธ์ุท่ีทดสอบ
สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคไดท้ั้ง  S. enterica  ATCC 3076,  S.  aureus ATCC 25923  และ             
E. coli  ATCC  25922  และ Liu, Ren, Song, Wang, and Sun (2015)  รายงานวา่ B. animalis BB04 
สร้างแบคเทอริโอซินชนิด  bifidocin A  ซ่ึงสามารถยบัย ั้ง  E. coli CGMCC 1.90, E. coli ATCC 
80739, Pseudomonas, S. Enteritidis ATCC 13076 และ S. aureus ATCC 6538 ได ้
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5.2  สรุปผลการวจิัย 
 การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดัแยกและจ าแนกแบคทีเรีย  Bifidobacterium spp.
จากตวัอยา่งเด็กทารก  ไก่  และสุกร  พบวา่สามารถคดัแยก  Bifidobacterium spp.  ไดจ้ากตวัอยา่ง
อุจจาระเด็กทารกจ านวน  10 ไอโซเลท  (คิดเป็น 45.45 เปอร์เซ็นต์)  และจากตวัอยา่งมูลสุกรจ านวน 
6  ไอโซเลท  (คิดเป็น 30 เปอร์เซ็นต์)  แต่ไม่สามารถคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งล าไส้ไก่  เม่ือน าทั้ง 16             
ไอโซเลท  มาวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA  พบวา่ทั้ง  16  ไอโซเลท                           
(คิดเป็น 36.36 เปอร์เซ็นต์) สามารถระบุสปีชีส์ไดว้า่เป็น  B. animalis subsp. lactis 
 เม่ือศึกษาคุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติกของ  B. animalis subsp. lactis  จ  านวน 16   
ไอโซเลท  พบวา่มีจ านวน  4  ไอโซเลท  คือ  H1-05, H9-01, H9-02  และ  P8-S01 ท่ีมีคุณสมบติั              
ดีท่ีสุดในทุกการทดสอบคือ  สามารถทนกรด  pH 2  ท่ีมี  pepsin 0.3  เปอร์เซ็นต ์ ไดน้านสูงสุด               
4 ชัว่โมง  ทนน ้าดีท่ีความเขม้ขน้  1 เปอร์เซ็นต ์ ไดน้านสูงสุด  4  ชัว่โมง  มีความสามารถใน                
การยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ในระดบัสูง  และสามารถทนอุณหภูมิไดสู้งสุดท่ี  60 องศาเซลเซียส  
ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีเหนือกวา่  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527  ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุของ
จุลินทรียโ์ปรไบโอติกท่ีถูกน ามาใชเ้ป็นสายพนัธ์ุอา้งอิงในการศึกษาคร้ังน้ี  และพบสายพนัธ์ุท่ี            
ทนออกซิเจนไดดี้ท่ีสุดคือ  P8-S01 ส่วนอีก  3 ไอโซเลท  คือ  H1-05, H9-01  และ  H9-02                     
ไม่สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนได ้
 

5.3  ข้อเสนอแนะ 

 1.  การศึกษาในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดัแยกและจ าแนก  Bifidobacterium spp.              
จากตวัอยา่งเด็กทารก ไก่และสุกร  เพื่อน ามาใชเ้ป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติกโดยท าการทดสอบ
คุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติกในระบบหลอดทดลอง  (in vitro)  ในการศึกษาล าดบัถดัไปจึงควร
น าแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดไ้ปท าการทดลองในสัตวท์ดลอง  (in vivo)  เพื่อเป็นการศึกษาถึง
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของสัตว ์ เช่น  ไก่  สุกร เป็นตน้ 
 2.  ในการจดัจ าแนก  Bifidobacterium spp.  ในระดบัสปีชีส์โดยการวเิคราะห์ล าดบั              
นิวคลีโอไทดข์องยนี  16S rRNA  ท่ีเพิ่มจ านวนไดจ้ากวธีิ PCR นั้นควรจะทดสอบกบัไพรเมอร์                       
คู่อ่ืน  ๆ  ท่ีสามารถเกาะกบับริเวณอ่ืนของยนี 16S rRNA ของ  Bifidobacterium spp. เพื่อเพิ่มโอกาส
ในการตรวจหา Bifidobacterium spp. ในตวัอยา่งท่ีน ามาทดสอบ  นอกจากน้ีในการระบุแทรกซอน
เพื่อยนืยนัสปีชีส์อาจท าการทดสอบเพิ่มเติมโดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบัสปีชีส์แต่ละ             
สปีชีส์และอาจใชย้นีอ่ืน ๆ ในการระบุแทกซอนของ  Bifidobacterium spp.  นอกเหนือจากการใช้
เพียงแค่ยนี16S rRNA 
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 3.  ควรมีการศึกษาถึงรูปแบบการน า  Bifidobacterium spp.  ไปใชง้านเป็นจุลินทรีย ์            
โปรไบโอติก  กระบวนการ fermentation  รวมถึงการเก็บรักษาเช้ือในระยะยาว 
 4.  ควรมีการศึกษาชนิดของสารท่ี  Bifidobacterium spp.  ผลิตออกมาแลว้มีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค  รวมถึงการท าใหบ้ริสุทธ์ิและการน าไปงาน 
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อาหารเลีย้งเช้ือทีใ่ช้ในการทดสอบ 
1.  Bifidobacterium medium  (BM agar)  
 1.1  อาหารพื้นฐาน  
  1) Casein peptone tryptic digest    10    กรัม 
  2) Yeast extract      5  กรัม  
  3)  Meat extract      5 กรัม 
  4) Bacto soytone      5 กรัม 
  5)  Glucose       10 กรัม 
  6)  di-Potassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4)     2 กรัม 
  7)  Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4• 7H2O)  0.20 กรัม 
  8)  Manganese (II) sulfate monohydrate (MnSO4• H2O) 0.05 กรัม 
  9) Tween 80      1 กรัม 
  10) Sodium chloride (NaCl)     5 กรัม 
  11) L-cysteine hydrochloride monohydrate (C3H7NO2S• HCl• H2O)0.50 กรัม 
  12) Salt solution      40 มิลลิลิตร 
  13)  Resazurin (25 mg/100 ml)    4  มิลลิลิตร 
  14) Agar        15 กรัม 
  15) Water       950  มิลลิลิตร 
 1.2  Salt solution 
  1)  Calcium Chloride Dihydrate (CaCl2• 2H2O)  0.25 กรัม 
  2)  Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4• 7H2O)  0.50 กรัม 
  3)  di-Potassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4)   1.00 กรัม 
  4)  Potassium hydrogen orthophosphate (KH2PO4)  1.00 กรัม 
  5)  Sodium bicarbonate (NaHCO3)    10.00 กรัม 
  6) Sodium chloride (NaCl)     2.00  กรัม 
  7)  Water        1,000    มิลลิลิตร 
  วธีิการเตรียม 
  ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า  950  มิลลิลิตร ตม้ใหเ้ดือดดว้ยไมโครเวฟเพื่อละลาย
วุน้ หลงัจากวุน้ละลายแลว้เติม L-cysteine hydrochloride monohydrate (C3H7NO2S·HCl·H2O) ผสม
ใหเ้ขา้กนั  ปรับค่า pH ดว้ย 8N NaOH  เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 6.8±0.2  แบ่งใส่ขวดแกว้ใสขนาด 
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250 มิลลิลิตร ขวดละ 200 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส                     
เป็นเวลา 15 นาที  
2.  Bifidobacterium medium  broth  (BM broth) 
 2.1  อาหารพื้นฐาน  
  1) Casein peptone tryptic digest    10    กรัม 
  2) Yeast extract      5  กรัม  
  3)  Meat extract      5 กรัม 
  4) Bacto soytone      5 กรัม 
  5)  Glucose       10 กรัม 
  6)  di-Potassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4)     2 กรัม 
  7)  Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4• 7H2O)  0.20 กรัม 
  8)  Manganese (II) sulfate monohydrate (MnSO4 • H2O) 0.05 กรัม 
  9) Tween 80      1 กรัม 
  10) Sodium chloride (NaCl)     5 กรัม 
  11) L-cysteine hydrochloride monohydrate (C3H7NO2S• HCl• H2O)0.50 กรัม 
  12) Salt solution      40 มิลลิลิตร 
  13)  Resazurin (25 mg/100 ml)    4  มิลลิลิตร 
  14) Water       950  มิลลิลิตร
 2.2  Salt solution  (เตรียมตามขอ้ 1.2)  
  วธีิการเตรียม 
  ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า  950  มิลลิลิตร ตม้ใหเ้ดือดดว้ยไมโครเวฟเพื่อละลาย
วุน้ หลงัจากวุน้ละลายแลว้เติม L-cysteine hydrochloride monohydrate (C3H7NO2S·HCl·H2O) ผสม
ใหเ้ขา้กนั  ปรับค่า pH ดว้ย 8N NaOH  เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 6.8±0.2  แบ่งใส่ขวดแกว้ใสขนาด 
250 มิลลิลิตร ขวดละ 200 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส                     
เป็นเวลา 15 นาที  
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3.  Thioglycollate broth  
 ส่วนประกอบ 
  1)  Casein enzymic hydrolysate   17  กรัม 
  2)  Soya peptone     3    กรัม 
  3)  Dextrose     6   กรัม 
  4)  Sodium chloride     2.5    กรัม 
  5)  Sodium thioglycolate    0.5   กรัม 
  6)  L-Cystine     0.25    กรัม 
  7)  Sodium sulphite     0.1   กรัม 
  8)  Hemin      0.005    กรัม 
  9)  Vitamin K1     0.0001   กรัม 
  10)  Sodium bicarbonate    1    กรัม 
  11) Agar       0.7  กรัม 
  12)  Water      1,000  มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
  ชัง่อาหารส าเร็จรูปมา 31.06  กรัม ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า 1,000  มิลลิลิตร ตม้
ใหเ้ดือดดว้ยไมโครเวฟเพื่อละลายวุน้ ปรับค่า  pH ดว้ย 1N NaOH  เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 7.0±0.2  
แบ่งใส่ขวดแกว้ใสขนาด 250 มิลลิลิตร ขวดละ 200 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที    
4.  Mueller Hinton agar (MHA agar) 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Beef extract     2   กรัม 
  2)  Acid Hydrolysate of Casein   17.5    กรัม 
  3)  Starch      1.5   กรัม 
  4) Agar       17  กรัม 
  5)  Water       1,000  มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
  ชัง่อาหารส าเร็จรูปมา 34 กรัม ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า  1,000  มิลลิลิตร ตม้ให้
เดือดดว้ยไมโครเวฟเพื่อละลายวุน้ ปรับค่า  pH ดว้ย 1N NaOH  เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 7.3±0.1  
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แบ่งใส่ขวดแกว้ใสขนาด 250 มิลลิลิตร ขวดละ 200 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที 
5.  Lactic Bacteria Differential agar (อาหารส าเร็จรูป) 
 ส่วนประกอบ  
  1) Casein enzymic hydrolysate    10.0   กรัม 
  2) Papaic digest of soyabean meal   1.5  กรัม  
  3) Casein  acid hydrolysate      3.0 กรัม 
  4) Yeast  extract     1.0 กรัม 
  5)  Fructose     2.5 กรัม 
  6)  Monopotassium phosphate   2.5 กรัม 
  7)  Bromocresol green    0.055 กรัม 
  8) Agar       15 กรัม 
  10)  Water      1,000  มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ชัง่อาหารส าเร็จรูปมา  35.56  กรัม ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า 1000  มิลลิลิตร ตม้ให้
เดือดดว้ยไมโครเวฟเพื่อละลายวุน้ เติม tween 80  ปริมาตร 1 กรัม  ผสมใหเ้ขา้กนั  ปรับค่า pH ดว้ย 
1N NaOH  เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 7.0±0.2  แบ่งใส่ขวดแกว้สีชาขนาด 250 มิลลิลิตร ขวดละ 200 
มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
6.  20 % glycerol ใน BM broth 
 ส่วนประกอบ 
  1)  BM broth     80    มิลลิลิตร 
  2)  Glycerol     20    มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลายส่วนผสมของอาหารเล้ียงเช้ือ  BM broth  ใหเ้ขา้กนั ปรับค่า pH ดว้ย 8N NaOH 
เพื่อใหไ้ดค้่า pH เท่ากบั  6.8±0.2  จากนั้นเติม glycerol  ลงไปผสม  แบ่งใส่หลอดฝาเกลียว  ขนาด 
10 มิลลิลิตร  หลอดละ 4 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
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7.  Brain Heart Infusion (BHI) soft agar   
 ส่วนประกอบ  
  1)  Brain Heart Infusion (BHI)   (อาหารส าเร็จรูป) 
   1.1)  Calf brain     200   กรัม 
   1.2)  Beef heart     250    กรัม 
   1.3)  Proteose peptone    10   กรัม 
   1.4)  Dextrose     2   กรัม 
   1.5)  Sodium chloride     5   กรัม 
   1.6)  Disodium phosphate    2.5   กรัม 
  2) Agar       7  กรัม 
  3)  Water       1,000  มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ชัง่อาหารส าเร็จรูป BHI มา 37 กรัม  และชัง่ agar  มา 7 กรัม  ละลายส่วนผสมทั้งหมดใน
น ้า 1,000  มิลลิลิตร ตม้ใหเ้ดือดดว้ยไมโครเวฟเพื่อละลายวุน้ ปรับค่า  pH ดว้ย 1N NaOH  เพื่อให้
ไดค้่า pH  เท่ากบั 7.4±0.2  แบ่งใส่หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 15x150 มิลลิเมตร หลอดละ 5  
มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 นาที 
8.  Nutrient agar : NA 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Meat extract     3.0 กรัม 
  2)  Peptone      5.0 กรัม 
  3)  Agar       12.0 กรัม 
  4)  Water       1000 มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม   
 ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน ้า 1,000 มิลลิลิตร ตม้ใหเ้ดือดดว้ยไมโครเวฟเพื่อละลาย
วุน้ ปรับค่า pH ดว้ย 1N NaOH  เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 7.0±0.2 แบ่งใส่ขวดแกว้ใสขนาด 250 
มิลลิลิตร ขวดละ 200 มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121±3  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
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9.  Tryptic  soy  broth 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Peptone  from  casein    17.0   กรัม 
  2)  Peptone  from  soymeal    3.0   กรัม 
  3)  Glucose      2.5   กรัม 
  4)  Sodium  chloride    5.0   กรัม 
  5)  Di–Potassium  hydrogen  phosphate  2.5   กรัม 
  6)  Water                   1,000   มิลลิลิตร 
  วธีิการเตรียม 
  ชัง่อาหารส าเร็จรูปมา 30  กรัม น าส่วนผสมทั้งหมดชัง่ผสมรวมกนั และใชค้วามร้อน
ในการละลายส่วนผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั ปรับ pH ดว้ย 1 N NaOH หรือ 1 M HCl เพื่อใหไ้ดค้่า 
pH หลงัจากการฆ่าเช้ือแลว้ 7.3±0.2 แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ10  มิลลิลิตร ฆ่าเช้ือโดย 
autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   
10.  Anaerobic dilution buffer  
 ส่วนประกอบ 
  1)  di-Potassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4)     0.2925 กรัม 
  2)  Potassium hydrogen orthophosphate (KH2PO4)      0.17625   กรัม 
  3)  Ammonium sulfate (NH4)2SO4      0.4425 กรัม 
  4)  Calcium chloride  dehydrate (CaCl2• 2H2O)  0.045 กรัม 
  5)  Magnesium sulfate heptahydrate  (MgSO4• 7H2O)  0.0825 กรัม 
  6) Resazurin      0.001  กรัม 
  7)  L-cysteine hydrochloride monohydrate (C3H7NO2S• HCl• H2O)0.50 กรัม 
  8)  L-ascorbic acid (C6H8O6)     0.50  กรัม 
  9)  Water        1,000    มิลลิลิตร 
  วธีิการเตรียม 
  ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า  1,000  มิลลิลิตร ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แบ่งใส่ขวดแกว้
ใสขนาด 500 มิลลิลิตร ขวดละ 225 มิลลิลิตร  และแบ่งใส่หลอดทดลอง หลอดละ 9 มิลลิลิตร                
ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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11.  Phosphate buffer saline (PBS) 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Sodium chloride (NaCl)          8 กรัม 
  2)  Potassium chloride (KCl)          0.2 กรัม 
  3)  di-Sodium  hydrogen  phosphate dehydrate (Na2HPO4•2H2O)1.15 กรัม 
  4) di-Potassium hydrogen orthophosphate (K2HPO4)        0.2 กรัม 
  5)  Water                     1,000    มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า  1,000  มิลลิลิตร ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั  ปรับค่า  pH ดว้ย  
1N NaOH  เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 7.3±0.2  แบ่งใส่ขวดแกว้ใสขนาด 500  มิลลิลิตร ขวดละ 200 
มิลลิลิตร  ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
12.  Buffered Nitrate-Motility medium 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Beef extract      3.0  กรัม 
  2)   Peptone      5.0  กรัม 
  3)   Potassium nitrate     5.0  กรัม 
  4)  D-Galactose      5.0  กรัม 
  5)   Glycerol      5.0  กรัม  
  6)   Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)  2.5  กรัม 
  7)   Agar        3.0- 5.0 กรัม 
  8)   Water      1,000   มิลลิลิตร                                      
  วธีิการเตรียม 
  ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า  1,000  มิลลิลิตร ตม้ใหเ้ดือดดว้ยไมโครเวฟเพื่อละลาย
วุน้ ปรับค่า  pH ดว้ย 1N NaOH  เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 7.3±0.1  แบ่งใส่หลอดทดลอง หลอดละ 9 
มิลลิลิตร  ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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13.  Nitrate broth 
 ส่วนประกอบ 
  1) Peptone     5.0   กรัม 
  2)  Beef extract    3.0   กรัม 
  3)  Potassium nitrate (KNO3)    1.0   กรัม 
  4)  Water      1,000   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้า 1,000  มิลลิลิตร ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั ปรับค่า  pH ดว้ย              
1 N NaOH หรือ 1 M HCl เพื่อใหไ้ดค้่า pH  เท่ากบั 7.0±0.2 แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ  5  
มิลลิลิตร  ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
14.  การเพิ่ม 1 % glucose  ลงใน BM broth  
 14.1 เตรียม 10 % glucose 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Glucose     10.0 กรัม 
  2)  Water      100   มิลลิลิตร 
 วธีิเตรียม 
 ชัง่น ้าตาลกลูโคสละลายในน ้า  ท าใหป้ราศจากเช้ือโดยการกรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 
0.2 ไมครอน น าไปเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 1-5 องศาเซลเซียส 
 14.2  เตรียม BM broth ท่ีเติม Bromocresol purple 
 ส่วนประกอบ 
  1)  BM broth     1000 มิลลิลิตร 
  2)  Bromocresol purple   0.008   กรัม 
 วธีิเตรียม 
 ละลาย Bromocresol purple ในอาหารเล้ียงเช้ือ BM broth ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แบ่งใส่
ขวด ขวดละ 90  มิลลิลิตร  ฆ่าเช้ือโดย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
 14.3  อาหาร 1 % glucose ใน BM broth 
 ส่วนประกอบ 
  1)  10 % glucose    10.0 มิลลิลิตร 
  2)  BM broth (จากขอ้ 10.2)   90   มิลลิลิตร 
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 วธีิเตรียม 
 เติม 10% glucose  ปริมาตร  10 มิลลิลิตร ลงในอาหาร  BM broth  (จากขอ้ 12.2)                  
เขยา่ใหเ้ขา้กนั  เทอาหารเล้ียงเช้ือลงในหลอดทดลองท่ีปราศจากเช้ือในปริมาณ 5 มิลลิลิตร  
 

สารเคมสี าหรับการย้อมแกรมและย้อมสปอร์ 
1.  5 % malachite green   
 ส่วนประกอบ  
  1)  malachite green    5.0 กรัม 
  2)  Water     100   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม  
 ละลาย  malachite green ในน ้าจนละลายหมด ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100  มิลลิลิตร   
เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
2.  0.25 % safranin solution 
 ส่วนประกอบ  
  1)  safranin    0.25 กรัม 
  2)  Ethanol  95 เปอร์เซ็นต์  10   มิลลิลิตร 
  3)  Water     100   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม  
 ละลาย  safranin ใน  Ethanol  95 เปอร์เซ็นต ์ จนละลายหมด ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100  
มิลลิลิตร   เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
3.  2 % crystal violet  
 ส่วนประกอบ  
  1)  crystal violet   2.0 กรัม 
  2)  Ethanol  95 เปอร์เซ็นต์  20   มิลลิลิตร 
  3)  Ammonium oxalate (C2H8N2O4) 0.8   กรัม 
  4)  Water     80   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม  
 ละลาย  crystal violet  ใน  Ethanol  95 เปอร์เซ็นต ์ และละลาย  Ammonium oxalate               
ในน ้ากลัน่  80  มิลลิลิตร หลงัจากนั้นผสมทั้งสองส่วนเขา้ดว้ยกนั  เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา   
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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4.  1 % iodine solution 
 ส่วนประกอบ  
  1)  iodine     1.0 กรัม 
  2)  Potassium iodine (KI)  2.0   มิลลิลิตร 
  3)  Water     100   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม  
 ละลาย Potassium iodine (KI) ในน ้าประมาณ  10 มิลลิลิตร  ค่อย ๆ เติม iodine ใหล้ะลาย
ใหห้มด  ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100  มิลลิลิตร  เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง   
 

สารเคมทีีใ่ช้ในการทดสอบชีวเคมี 
1.  Nitrite reagent (0.8 %) 
 ส่วนประกอบ 
 1.1  Sulfanilic acid reagent  
   1)  Sulfanilic acid  0.8   กรัม 
   2)  Acetic acid (5 mol/l)  100   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย sulfanilic acid ดว้ย acetic acid บรรจุในขวดสีชาและเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ  
1-5 องศาเซลเซียส 
 1.2   -naphthol reagent (0.5 %) 
  ส่วนประกอบ    
   1)  -naphthol   0.5   กรัม 
   2)  Acetic acid (5 mol/l)  100   มิลลิลิตร 
  วธีิการเตรียม 
  ละลาย -naphthol ดว้ย acetic acid บรรจุในขวดสีชาและเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ  
1-5 องศาเซลเซียส 
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2. solution I (6 mg Sodium fluoride (NaF) และ 10 mg  NA iodoacetate (C2H2INaO2) ในน ้า 1 
มิลลิลิตร) 
 ส่วนประกอบ    
  1)  Sodium fluoride (NaF)    0.006   กรัม 
  2)  NA iodoacetate (C2H2INaO2)     0.010   มิลลิลิตร 
  3)  น ้ากลัน่       1   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย D-fructose-6-phosphate disodium salt hydrate ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้10 
มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
3.  D-fructose-6-phosphate disodium salt hydrate (C6H11Na2O9P.xH2O) (ความเขม้ขน้ 80 mg/l) 
 ส่วนประกอบ    
  1)  D-fructose-6-phosphate disodium salt hydrate  0.8   กรัม 
  2)  น ้ากลัน่       10   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย D-fructose-6-phosphate disodium salt hydrate ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้10 
มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
4.  Hydroxylamine.hydrochloride (NH2OH• HCl) (140 mg/ml) 
 ส่วนประกอบ    
  1)  Hydroxylamine.hydrochloride (NH2OH• HCl) 1.4   กรัม 
  2)  น ้ากลัน่       10   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย  Hydroxylamine.hydrochloride (NH2OH• HCl) ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้
10 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
5.  15 % (w/v) Trichloroacetic acid (TCA)   
 ส่วนประกอบ    
  1)  Trichloroacetic acid (TCA)     15.0   กรัม 
  2)  น ้ากลัน่       100   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย  Trichloroacetic acid (TCA) ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  เก็บ
สารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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6.  4 M HCl  
 ส่วนประกอบ    
  1)  Hydrochloric acid (HCl)    132   มิลลิลิตร 
  2)  น ้ากลัน่       400   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ตวงน ้ากลัน่ใส  Hydrochloric acid (HCl) ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้400 มิลลิลิตร  
เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
7.  0.5 % (w/v) Iron (III) chloride hexahydrate (FeCl3• 6H2O)   
  ส่วนประกอบ    
  1)  Iron (III) chloride hexahydrate (FeCl3• 6H2O)   0.5   กรัม 
  2)  น ้ากลัน่       100   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย  Iron (III) chloride hexahydrate (FeCl3• 6H2O) ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้
100 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
8.  Oxidase reagent   
 ส่วนประกอบ    
  1)  N,N,N,’N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
 (C6H4[N(CH3)2]2·2HCl)        1   กรัม 
  2)  น ้ากลัน่       100   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย N,N,N,’N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 
(C6H4[N(CH3)2]2·2HCl)  ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร (เตรียมเม่ือตอ้งการใชง้าน) 
เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
9.  3 % hydrogen peroxide  
 ส่วนประกอบ    
  1)  hydrogen peroxide    3   มิลลิลิตร 
  2)  น ้ากลัน่       100   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย hydrogen peroxide ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร  เก็บสารละลาย
ในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
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10.  50 mM Sodium carbonate (Na2CO3) buffer (pH 9.7) 
 10.1  Solution A  (0.1M sodium bicarbonate (NaHCO3) 
  ส่วนประกอบ 
   1)  sodium bicarbonate (NaHCO3)  8.40   กรัม 
   2)  น ้ากลัน่      1,000   มิลลิลิตร 
  วธีิการเตรียม 
  ละลาย sodium bicarbonate (NaHCO3) ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 
มิลลิลิตร  เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 10.2  Solution B  (0.1M sodium carbonate decahydrate (Na2CO3• 10H2O)) 
  ส่วนประกอบ  
   1)  sodium carbonate decahydrate (Na2CO3• 10H2O)28.62   กรัม 
   2)  น ้ากลัน่      1,000   มิลลิลิตร 
  วธีิการเตรียม 
  ละลาย sodium carbonate decahydrate (Na2CO3• 10H2O)  ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตร
ใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร  เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 10.3   ผสม  Solution A  ปริมาตร 100  มิลลิลิตร  กบั Solution B  ปริมาตร 100  มิลลิลิตร  
ใหเ้ขา้กนั ปรับ pH ใหไ้ด ้9.7   เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
11.  0.05 M phosphate buffer (pH 6.5) 
 11.1  Solution I 
 ส่วนประกอบ    
  1)  potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 1.816   กรัม 
  2)  น ้ากลัน่       200   มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้200 
มิลลิลิตร  เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 11.2  Solution II 
 ส่วนประกอบ    
  1)  dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 2.322   กรัม 
  2)  น ้ากลัน่       200   มิลลิลิตร 
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 วธีิการเตรียม 
 ละลาย potassium dihydrogen phosphate (K2HPO4) ในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้200 
มิลลิลิตร  เก็บสารละลายในขวดแกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 11.3   ผสม  Solution I ปริมาตร 188.8  มิลลิลิตร  กบั Solution II  ปริมาตร 11.2
มิลลิลิตร  ใหเ้ขา้กนั ปรับ pH ใหไ้ด ้6.5 ดว้ย  Solution I หรือ Solution II  เก็บสารละลายในขวด
แกว้สีชา  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมีและบฟัเฟอร์ 
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สารเคมทีีใ่ช้ในการสกดัดีเอน็เอและด าเนินปฏกิริิยา PCR 
1.  สารเคมีทีใ่ช้ในการสกดัดีเอน็เอ 
 1.1  TE buffer  (pH 8.0) 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Tris-Cl (pH 8.0) ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์   300  ไมโครลิตร 
  2)  EDTA ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์   60  ไมโครลิตร 
  3)  น ้ากลัน่      30  มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ปิเปต  Tris-Cl (pH 8.0)  ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมกบั EDTA  ปริมาตร 60 
ไมโครลิตร แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้30 มิลลิลิตร  น าไปฆ่าเช้ือดว้ย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว  เป็นเวลา 15 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง  ซ่ึงจะได ้
Tris-Cl (pH 8.0) ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 10 มิลลิโมลาร์ EDTA ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1 มิลลิ
โมลาร์ 
 1.2  Tris-Cl ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ (pH 8.0) 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Tris base      121.1 กรัม 
  2)  HCl   ใชป้ริมาตรตามค่า  pH  ท่ีตอ้งการดงัน้ี 
    pH   HCl 
     7.4  70   มิลลิลิตร 
     7.6  60 มิลลิลิตร 
     8.0  42  มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย Tris base ในน ้ากลัน่ 800 มิลลิลิตร  ปรับ pH  เป็น 8.0  โดยเติม HCl ปริมาตร 42 
มิลลิลิตร  ควรปล่อยใหส้ารละลายเยน็จนถึงอุณหภูมิหอ้งก่อนท าการปรับ pH คร้ังสุดทา้ยและปรับ
ปริมาตรโดยเติมน ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร  น าไปฆ่าเช้ือดว้ย  autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121                 
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว  เป็นเวลา 15 นาที  
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 1.3  Ethylene diamine tetra-acetic acid  (EDTA) ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ (pH 8.0) 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Ethylene diamine tetra-acetic acid  (EDTA) 146.12 กรัม 
  2)  Sodium hydroxide (NaOH)   20 กรัม 
  3)  น ้ากลัน่       1,000  มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย Ethylene diamine tetra-acetic acid  (EDTA) 146.12  กรัม ในน ้ากลัน่ 800  
มิลลิลิตร โดยใช ้magnetic stirrer แลว้ปรับ pH  ใหเ้ป็น 8.0 โดยค่อย ๆ เติม NaOH จนละลายเขา้กนั  
วดั pH  ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร   น าไปฆ่าเช้ือดว้ย  autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121±3                
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว  เป็นเวลา 15 นาที 
2.  สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ Agarose gel electrophoresis 
 2.2  50X TAE buffer (Tris-Acetate-EDTA) 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Tris base     242   กรัม 
  2)  Glacial acetic acid    57.1 มิลลิลิตร 
  3)  0.5 M EDTA (pH 8.0)     100  มิลลิลิตร 
  4)  น ้ากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 
  วธีิการเตรียม 
  ละลาย Tris base และ 0.5 M EDTA ในน ้ากลัน่ จากนั้นเติม Glacial acetic acid (ท าใน 
Fume hood)  ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร  น าไปฆ่าเช้ือดว้ย  autoclave 
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว  เป็นเวลา 15 นาที  
 2.3  6X  Gel  Loading buffer 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Bromophenol blue    0.25  กรัม 
  2)  Xylene cyanol FF    0.25 กรัม 
  3)  Glycerol     30 มิลลิลิตร 
  4)  น ้ากลัน่      100  มิลลิลิตร  
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 วธีิการเตรียม 
 ละลายสี Bromophenol blue 0.25 กรัม และ Xylene cyanol FF  0.25 กรัม ในน ้ากลัน่ 70 
มิลลิลิตร จนละลายไดดี้  เติม Glycerol 30 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  แบ่งใส่หลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  น าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 2.4  Ethidium bromide (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 ส่วนประกอบ 
  1)  Ethidium bromide   0.1 กรัม 
  2)  น ้ากลัน่     100 มิลลิลิตร 
 วธีิการเตรียม 
 ละลาย Ethidium bromide  0.1 กรัม ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร โดยใช ้magnetic stirrer 
กวนผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั เก็บสารละลายในขวดสีชาหรือขวดใสท่ีหุม้ดว้ยอะลูมิเนียมฟอยด ์ 
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 
การค านวณหาปริมาณเช้ือ Bifidobacterium spp. (ISO 7218:2007/Amd.1, 2013) 
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ค านวณหาปริมาณ Bifidobacterium spp.  โดยใช้สูตรดังนี้ 
N =             C       

    V (n1 + 0.1n2)d  
N        คือ   ปริมาณของ Bifidobacterium spp. มีหน่วยเป็น  cfu/ml 
C      คือ ผลรวมของโคโลนีท่ีเจริญในจานเพาะเช้ือจาก 2 ระดบัการเจือจาง  

               ท่ีต่อเน่ือง ซ่ึงจ านวนโคโลนีในระดบัการเจือจางแรกจะตอ้งอยูใ่นช่วง                     
                           30-300 โคโลนี/จาน  
V คือ ปริมาตรท่ีใชใ้นการเพาะเช้ือลงในจานเพาะเช้ือในหน่วยมิลลิลิตร                         
                            (0.1 มิลลิลิตร) 

 n1 คือ จ านวนจานเพาะเช้ือท่ีใชใ้นการค านวณจากระดบัการเจือจางแรก 
n2 คือ จ านวนจานเพาะเช้ือท่ีใชใ้นการค านวณจากระดบัการเจือจางท่ีสอง 
d คือ dilution factor ของระดบัการเจือจางแรกท่ีใชใ้นการค านวณ 
 

ตัวอย่าง  ใส่จ านวนตวัอยา่งเจือจางในจานเพาะเช้ือ 0.1 มิลลิลิตร 
  การเจือจางท่ีระดบั 10-3  นบัจ านวนโคโลนีได้ 66  และ  70  โคโลนี 
  การเจือจางท่ีระดบั 10-4  นบัจ านวนโคโลนีได้  4   และ    7  โคโลนี 
จากสูตร  N  =         C       

    V (n1 + 0.1n2)d  
 

  N =  66+70+4+7 
                0.1(2+0.1(2))10-3 

  N =           147 
         0.22x10-3 

  N =  668,181 
  N =  6.7 x 105   cfu/ml   
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ภาคผนวก ง 
การสกดัดีเอน็เอและการวเิคราะห็ดีเอน็เอ 
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1.  100 bp DNA ladder  (Invitrogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 

 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
ภาพภาคผนวก ง-1  ช้ินดีเอน็เอขนาดต่าง ๆ ของ 100 bp DNA ladder 
 
2.  ผลการตรวจสอบ genomic DNA ของแบคทเีรียไอโซเลทต่าง ๆ บนเจลอะกาโรส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพภาคผนวก ง-2  ผลการตรวจสอบ genomic DNA ของแบคทีเรียไอโซเลทต่าง ๆ บน                             
    เจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.2 % ใน 1x TAE buffer ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์
    เป็นเวลา 40 นาที M, Marker 100 bp DNA ladder, lane 1,2 =H2-01, lane 3,4 = 
    H3-03, lane 5,6 = H5-02, lane 7,8 = H6-02, lane 9,10 = H7-01,  lane 11,12 = 
    H9-01, lane 13,14 = H9-02, lane 15,16 = H9-03, lane 17,18 = H9-04,  
    lane 19,20= H9-05, lane 21,22 = H9-06, lane 23,24 = H10-01 
  

 

 

M   1   2    3   4    5   6   7    8   9   10 11 12 13 14  15 16  17 18 19  20 21 22  23  24 
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ภาพภาคผนวก ง-3   ผลการตรวจสอบ genomic DNA ของแบคทีเรียไอโซเลทต่าง ๆ บน                           
    เจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.2 % ใน 1x TAE buffer ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์
    เป็นเวลา 40 นาที M, Marker 100 bp DNA ladder, lane 1 =H1-05, lane 2 = 
    H10-03, lane 3 = H10-05, lane 4 =P1-P01, lane 5 = P2-01, lane 6 = P4-S01, 
    lane 7 = P4-S02, lane 8 = P4-S03, lane 9 = P6-P03, lane 10 = P7-P01, lane 11  
    = P8-S01, lane 12 = P8-S02, lane 13 = P8-S03, lane 14 = P8-S02, lane 15 =  
    P9-P01, lane 16 = C2-C02, lane 17 = C4-C01        
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวก ง-4  ผลการตรวจสอบ genomic DNA ของแบคทีเรียไอโซเลทต่าง ๆ บน 
    เจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.2 % ใน 1x TAE buffer ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์ 
    เป็นเวลา 40 นาที M, Marker 100 bp DNA ladder, lane 1 =H1-05, lane 2 = 
    H9-01, lane 3 = H9-02, lane 4 = H9-03, lane 5 = H9-04, lane 6 = H9-05,   
    lane 7 = H9-06, lane 8 = P1-P01, lane 9 = P4-S01, lane 10 = P4-S03          
                            

 

M     1     2     3     4      5     6    7     8      9   10    11   12  13   14   15   16    17  

 

M   1     2   3    4    5   6     7    8   9   10     



138 
 

    

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวก ง-5  ผลการตรวจสอบ genomic DNA ของแบคทีเรียไอโซเลทต่าง ๆ บน 
    เจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.2 % ใน 1x TAE buffer ท่ีความต่างศกัย ์80 โวลต ์
    เป็นเวลา 40 นาที M, Marker 100 bp DNA ladder, lane 1 =H10-01, lane 2 = 
    H10-03, lane 3 = H10-05, lane 4 = P8-S01, lane 5 = P8-S03, lane 6 = P9-P01,  
    lane 7 = P6-P01, lane 8 = P6-P02, lane 9 = P7-P01, lane 10 = P10-P01 
 

3.  DNA sequences (16S contigs) 
 

 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
     TTTTGCGGCA TGGGATGGGG TCGCGTCCTA TCAGCTTGTT GGCGGGGTGA TGGCCCACCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             AGGCGTTGAC GGGTAGCCGG CCTGAGAGGG TGACCGGCCA CATTGGGACT GAGATACGGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             CCAGACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGCACA ATGGGCGCAA GCCTGATGCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             GCGACGCCGC GTGCGGGATG GAGGCCTTCG GGTTGTAAAC CGCTTTTGTT CAAGGGCAAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             GCACGGTTTC GGCCGTGTTG AGTGGATTGT TCGAATAAGC ACCGGCTAAC TACGTGCCAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             CAGCCGCGGT AATACGTAGG GTGCGAGCGT TATCCGGATT TATTGGGCGT AAAGGGCTCG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
             TAGGCGGTTC GTCGCGTCCG GTGTGAAAGT CCATCGCCTA ACGGTGGATC TGCGCCGGGT  
 

 

ภาพภาคผนวก ง-6  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท H1-05                     
                               (ขนาด 420 คู่เบส) 
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       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
     CGTCCTATCA GCTTGTTGGC GGGGTGATGG CCCACCAAGG CGTTGACGGG TAGCCGGCCT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
      GAGAGGGTGA CCGGCCACAT TGGGACTGAG ATACGGCCCA GACTCCTACG GGAGGCAGCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             GTGGGGAATA TTGCACAATG GGCGCAAGCC TGATGCAGCG ACGCCGCGTG CGGGATGGAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             GCCTTCGGGT TGTAAACCGC TTTTGTTCAA GGGCAAGGCA CGGTTTCGGC CGTGTTGAGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             GGATTGTTCG AATAAGCACC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT ACGTAGGGTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             CGAGCGTTAT CCGGATTTAT TGGGCGTAAA GGGCTCGTAG GCGGTTCGTC GCGTCCGGTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
             TGAAAGTCCA TCGCCTAACG GTGGATCTGC GCCGGGTACG GGCGGGCTGG AGTGCGGTAG  
 
             ....|....| ....|... 
                425        435  
             GGGAGACTGG AATTCCCG 
 

ภาพภาคผนวก ง-7  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท H9-01                   
                               (ขนาด 438 คู่เบส) 
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
      CCTATCAGCT TGTTGGCGGG GTGATGGCCC ACCAAGGCGT TGACGGGTAG CCGGCCTGAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
      AGGGTGACCG GCCACATTGG GACTGAGATA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
       GGGAATATTG CACAATGGGC GCAAGCCTGA TGCAGCGACG CCGCGTGCGG GATGGAGGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
         TTCGGGTTGT AAACCGCTTT TGTTCAAGGG CAAGGCACGG TTTCGGCCGT GTTGAGTGGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             TTGTTCGAAT AAGCACCGGC TAACTACGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGGTGCGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             GCGTTATCCG GATTTATTGG GCGTAAAGGG CTCGTAGGCG GTTCGTCGCG TCCGGTGTGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
             AAGTCCATCG CCTAACGGTG GATCTGCGCC GGGTACGGGC GGGCTGGAGT GCGGTAGGGG  
 
             ....|....| ....|....| ....|... 
                425        435        445    
             AGACTGGAAT TCCCGGTGTA ACGGTGGA 

 
ภาพภาคผนวก ง-8  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท H9-02                         
                               (ขนาด 448 คู่เบส) 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             GCTTTTGCGG CATGGGATGG GGTCGCGTCC TATCAGCTTG TTGGCGGGGT GATGGCCCAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             CAAGGCGTTG ACGGGTAGCC GGCCTGAGAG GGTGACCGGC CACATTGGGA CTGAGATACG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             GCCCAGACTC CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATATTGCA CAATGGGCGC AAGCCTGATG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             CAGCGACGCC GCGTGCGGGA TGGAGGCCTT CGGGTTGTAA ACCGCTTTTG TTCAAGGGCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             AGGCACGGTT TCGGCCGTGT TGAGTGGATT GTTCGAATAA GCACCGGCTA ACTACGTGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             AGCAGCCGCG GTAATACGTA GGGTGCGAGC GTTATCCGGA TTTATTGGGC GTAAAGGGCT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
             CGTAGGCGGT TCGTCGCGTC CGGTGTGAAA GTCCATCGCC TAACGGTGGA TCTGCGCCGG  
 
             ....|... 
                425  
             GTACGGGC 
 

ภาพภาคผนวก ง-9  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท H9-03  
                               (ขนาด 428 คู่เบส) 
 
 

       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
       CCTATCAGCT TGTTGGCGGG GTGATGGCCC ACCAAGGCGT TGACGGGTAG CCGGCCTGAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
      AGGGTGACCG GCCACATTGG GACTGAGATA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             GGGAATATTG CACAATGGGC GCAAGCCTGA TGCAGCGACG CCGCGTGCGG GATGGAGGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             TTCGGGTTGT AAACCGCTTT TGTTCAAGGG CAAGGCACGG TTTCGGCCGT GTTGAGTGGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             TTGTTCGAAT AAGCACCGGC TAACTACGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGGTGCGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             GCGTTATCCG GATTTATTGG GCGTAAAGGG CTCGTAGGCG GTTCGTCGCG TCCGGTGTGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
             AAGTCCATCG CCTAACGGTG GATCTGCGCC GGGTACGGGC GGGCTGGAGT GCGGTAGGGG  
 
             ....|....| ....|....| ....|.. 
                425        435        445    
             AGACTGGAAT TCCCGGTGTA ACGGTGG 
 

 

ภาพภาคผนวก ง-10  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท                   
           H9-04  (ขนาด 447 คู่เบส) 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             GCGTCCTATC AGCTTGTTGG CGGGGTGATG GCCCACCAAG GCGTTGACGG GTAGCCGGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             TGAGAGGGTG ACCGGCCACA TTGGGACTGA GATACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             AGTGGGGAAT ATTGCACAAT GGGCGCAAGC CTGATGCAGC GACGCCGCGT GCGGGATGGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             GGCCTTCGGG TTGTAAACCG CTTTTGTTCA AGGGCAAGGC ACGGTTTCGG CCGTGTTGAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             TGGATTGTTC GAATAAGCAC CGGCTAACTA CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACGTAGGGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             GCGAGCGTTA TCCGGATTTA TTGGGCGTAA AGGGCTCGTA GGCGGTTCGT CGCGTCCGGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
             GTGAAAGTCC ATCGCCTAAC GGTGGATCTG CGCCGGGTAC GGGCGGGCTG GAGTGCGGTA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....|  
                425        435        445          
             GGGGAGACTG GAATTCCCGG TGTAACGGTG  

 

ภาพภาคผนวก ง-11  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท                  
         H9-05  (ขนาด 450 คู่เบส) 
 
 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             TTTTGCGGCA TGGGATGGGG TCGCGTCCTA TCAGCTTGTT GGCGGGGTGA TGGCCCACCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             AGGCGTTGAC GGGTAGCCGG CCTGAGAGGG TGACCGGCCA CATTGGGACT GAGATACGGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             CCAGACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGCACA ATGGGCGCAA GCCTGATGCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             GCGACGCCGC GTGCGGGATG GAGGCCTTCG GGTTGTAAAC CGCTTTTGTT CAAGGGCAAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             GCACGGTTTC GGCCGTGTTG AGTGGATTGT TCGAATAAGC ACCGGCTAAC TACGTGCCAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             CAGCCGCGGT AATACGTAGG GTGCGAGCGT TATCCGGATT TATTGGGCGT AAAGGGCTCG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|. 
                365        375        385        395        405        415          
             TAGGCGGTTC GTCGCGTCCG GTGTGAAAGT CCATCGCCTA ACGGTGGATC TGCGCC 

 

ภาพภาคผนวก ง-12  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท   
         H9-06 (ขนาด 416 คู่เบส) 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             GGGTCGCGTC CTATCAGCTT GTTGGCGGGG TGATGGCCCA CCAAGGCGTT GACGGGTAGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             CGGCCTGAGA GGGTGACCGG CCACATTGGG ACTGAGATAC GGCCCAGACT CCTACGGGAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             GCAGCAGTGG GGAATATTGC ACAATGGGCG CAAGCCTGAT GCAGCGACGC CGCGTGCGGG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             ATGGAGGCCT TCGGGTTGTA AACCGCTTTT GTTCAAGGGC AAGGCACGGT TTCGGCCGTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             TTGAGTGGAT TGTTCGAATA AGCACCGGCT AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAATACGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             AGGGTGCGAG CGTTATCCGG ATTTATTGGG CGTAAAGGGC TCGTAGGCGG TTCGTCGCGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| .... 
                365        375        385        395              
             CCGGTGTGAA AGTCCATCGC CTAACGGTGG ACGGTGTAAC GGTG 

 
ภาพภาคผนวก ง-13  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท  
          H10-01 (ขนาด 404 คู่เบส) 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             GCGGCATGGG ATGGGGTCGC GTCCTATCAG CTTGTTGGCG GGGTGATGGC CCACCAAGGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             GTTGACGGGT AGCCGGCCTG AGAGGGTGAC CGGCCACATT GGGACTGAGA TACGGCCCAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             ACTCCTACGG GAGGCAGCAG TGGGGAATAT TGCACAATGG GCGCAAGCCT GATGCAGCGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             CGCCGCGTGC GGGATGGAGG CCTTCGGGTT GTAAACCGCT TTTGTTCAAG GGCAAGGCAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             GGTTTCGGCC GTGTTGAGTG GATTGTTCGA ATAAGCACCG GCTAACTACG TGCCAGCAGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             CGCGGTAATA CGTAGGGTGC GAGCGTTATC CGGATTTATT GGGCGTAAAG GGCTCGTAGG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405              
             CGGTTCGTCG CGTCCGGTGT GAAAGTCCAT CGCCTAACGG TGGATCTGCG  

 
ภาพภาคผนวก ง-14  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท    
         H10-03 (ขนาด 410 คู่เบส) 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             GGTCGCGTCC TATCAGCTTG TTGGCGGGGT GATGGCCCAC CAAGGCGTTG ACGGGTAGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             GGCCTGAGAG GGTGACCGGC CACATTGGGA CTGAGATACG GCCCAGACTC CTACGGGAGG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             CAGCAGTGGG GAATATTGCA CAATGGGCGC AAGCCTGATG CAGCGACGCC GCGTGCGGGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             TGGAGGCCTT CGGGTTGTAA ACCGCTTTTG TTCAAGGGCA AGGCACGGTT TCGGCCGTGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             TGAGTGGATT GTTCGAATAA GCACCGGCTA ACTACGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGTA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             GGGTGCGAGC GTTATCCGGA TTTATTGGGC GTAAAGGGCT CGTAGGCGGT TCGTCGCGTC  
 
             ....|....| ....|....| ....|. 
                365        375        385    
             CGGTGTGAAA GTCCATCGCC TAACGG 
 

 
ภาพภาคผนวก ง-15  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp/ ไอโซเลท    
     H10-05 (ขนาด 386 คู่เบส) 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             GGCCCACCAA GGCGTTGACG GGTAGCCGGC CTGAGAGGGT GACCGGCCAC ATTGGGACTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             AGATACGGCC CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGCACAA TGGGCGCAAG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             CCTGATGCAG CGACGCCGCG TGCGGGATGG AGGCCTTCGG GTTGTAAACC GCTTTTGTTC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             AAGGGCAAGG CACGGTTTCG GCCGTGTTGA GTGGATTGTT CGAATAAGCA CCGGCTAACT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATACGTAGGG TGCGAGCGTT ATCCGGATTT ATTGGGCGTA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             AAGGGCTCGT AGGCGGTTCG TCGCGTCCGG TGTGAAAGTC CATCGCCTAA CGGTGGATCT  
 
             ....|. 
                365  
             GCGCCG 

 
ภาพภาคผนวก ง-16  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท                 
     P1-P01  (ขนาด 366 คู่เบส) 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             ATGGCCCACC AAGGCGTTGA CGGGTAGCCG GCCTGAGAGG GTGACCGGCC ACATTGGGAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             TGAGATACGG CCCAGACTCC TACGGGAGGC AGCAGTGGGG AATATTGCAC AATGGGCGCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             AGCCTGATGC AGCGACGCCG CGTGCGGGAT GGAGGCCTTC GGGTTGTAAA CCGCTTTTGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             TCAAGGGCAA GGCACGGTTT CGGCCGTGTT GAGTGGATTG TTCGAATAAG CACCGGCTAA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             CTACGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACGTAG GGTGCGAGCG TTATCCGGAT TTATTGGGCG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             TAAAGGGCTC GTAGGCGGTT CGTCGCGTCC GGTGTGAAAG TCCATCGCCT AACGGTGGAT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| .... 
                365        375        385        395        405                
             CTGCGCCGGG TACGGGCGGG CTGGAGTGCG GTAGGGGAGA CTGGAATTCC CGGT 
 

 
ภาพภาคผนวก ง-17  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท                  
     P4-S01 (ขนาด 414 คู่เบส) 
 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             CGGCATGGGA TGGGGTCGCG TCCTATCAGC TTGTTGGCGG GGTGATGGCC CACCAAGGCG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             TTGACGGGTA GCCGGCCTGA GAGGGTGACC GGCCACATTG GGACTGAGAT ACGGCCCAGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             CTCCTACGGG AGGCAGCAGT GGGGAATATT GCACAATGGG CGCAAGCCTG ATGCAGCGAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             GCCGCGTGCG GGATGGAGGC CTTCGGGTTG TAAACCGCTT TTGTTCAAGG GCAAGGCACG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             GTTTCGGCCG TGTTGAGTGG ATTGTTCGAA TAAGCACCGG CTAACTACGT GCCAGCAGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             GCGGTAATAC GTAGGGTGCG AGCGTTATCC GGATTTATTG GGCGTAAAGG GCTCGTAGGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| . 
                365        375        385        395        405                
             GGTTCGTCGC GTCCGGTGTG AAAGTCCATC GCCTAACGGT GGATCTGCGC C 
 

 
ภาพภาคผนวก ง-18  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท                    
      P4-S03  (ขนาด 411 คู่เบส) 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             CGGCATGGGA TGGGGTCGCG NCCTATCAGT TTGTTGGCGG GGTGATGGCC CACCAAGGCG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             TTGACGGGTA GCCGGCCTGA GAGGGTGACC GGCCACATTG GGACTGAGAT ACGGCCCATA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             CTCCTACGGG AGGCAGCAGT GGGGAATATT GCACAATGGG CGCAAGCCTG ATGCACCGAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             GCCGCGTGCG GGATGGAGGC CTTCGGGTTG TAAACCGCTT TTGTTCAAGG GCAAGGCACG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             GTTTCGGCCG TGTTGAGTGG ATTGTTCGAA TAAGCACCGG CTAACTACGT GCCAGCAGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             GCGGTAATAC GTAGGGTGCG AGCGTTATCC GGATTTATTG GGCGTAAAGG GCTCGTAGGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| .. 
                365        375        385        395        405                
             GGTTCGTCGC GTCCGGTGTG AAAGTCCATC GCCTAACGGT GGATCTGCGC CG 
 

 
ภาพภาคผนวก ง-19  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท                         
    P8-S01 (ขนาด 412 คู่เบส) 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 5          15         25         35         45         55                      
             CGGCATGGGA TGGGGTCGCG TCCTATCAGC TTGTTGGCGG GGTGATGGCC CACCAAGGCG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             TTGACGGGTA GCCGGCCTGA GAGGGTGACC GGCCACATTG GGACTGAGAT ACGGCCCAGA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             CTCCTACGGG AGGCAGCAGT GGGGAATATT GCACAATGGG CGCAAGCCTG ATGCAGCGAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             GCCGCGTGCG GGATGGAGGC CTTCGGGTTG TAAACCGCTT TTGTTCAAGG GCAAGGCACG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             GTTTCGGCCG TGTTGAGTGG ATTGTTCGAA TAAGCACCGG CTAACTACGT GCCAGCAGCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             GCGGTAATAC GTAGGGTGCG AGCGTTATCC GGATTTATTG GGCGTAAAGG GCTCGTAGGC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| . 
                365        375        385            
             GGTTCGTCGC GTCCGGTGTG AAAGTCCATC G 

 
ภาพภาคผนวก ง-20  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท                    
          P8-S03 (ขนาด 391 คู่เบส) 
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
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                 5          15         25         35         45         55                      
             CCACCGTTAG GCGATGGACT TTCACACCGG ACGCGACGAA CCGCCTACGA GCCCTTTACG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                 65         75         85         95        105        115                    
             CCCAATAAAT CCGGATAACG CTCGCACCCT ACGTATTACC GCGGCTGCTG GCACGTAGTT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                125        135        145        155        165        175                
             AGCCGGTGCT TATTCGAACA ATCCACTCAA CACGGCCGAA ACCGTGCCTT GCCCTTGAAC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                185        195        205        215        225        235                
             AAAAGCGGTT TACAACCCGA AGGCCTCCAT CCCGCACGCG GCGTCGCTGC ATCAGGCTTG  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                245        255        265        275        285        295                
             CGCCCATTGT GCAATATTCC CCACTGCTGC CTCCCGTAGG AGTCTGGGCC GTATCTCAGT  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                305        315        325        335        345        355                
             CCCAATGTGG CCGGTCACCC TCTCAGGCCG GCTACCCGTC AACGCCTTGG TGGGCCATCA  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                365        375        385        395        405        415                
             CCCCGCCAAC AAGCTGATAG GACGCGACCC CATCCCATGC CGCAAAAGCA TTTCCCACCC  
 
             ....|....| ....|....| ....|....| ....| 
                425        435        445        455      
             CACCATGCGA TGGAGCGGAG CATCCGGCAT TACCA 

 
ภาพภาคผนวก ง-21  ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA ของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท                    
     P9-P01 (ขนาด 455 คู่เบส) 
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ภาคผนวก จ 

ผลการทดสอบคุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติกในหอ้งปฏิบติัการ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

1.  ผลการทดสอบความสามารถในการทนกรด (Acid tolerance)    
 

ตารางภาคผนวก จ-1  ผลการทดสอบความสามารถในการทนกรดท่ี  pH 2 ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณ
เช้ือเร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนกรดที ่ pH 2  
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.9542 6.9395 99.79 6.9912 100.53 6.9685 100.20 6.9868 100.47 7.0000 100.66 
H9-01 6.5798 6.5185 99.07 6.3010 95.76 6.3010 95.76 6.1139 92.92 5.8388 88.74 
H9-02 6.9445 6.9031 99.40 6.8062 98.01 6.9542 100.14 6.9395 99.93 6.9542 100.14 
H9-03 5.4914 5.3979 98.30 5.3617 97.64 5.2553 95.70 4.9542 90.22 3.3010 60.11 
H9-04 7.0414 6.6335 94.21 6.6335 94.21 6.4472 91.56 6.4472 91.56 5.4914 77.99 
H9-05 6.8451 6.8388 99.91 6.7853 99.13 6.5185 95.23 6.5798 96.12 5.2304 76.41 
H9-06 6.7709 6.7709 100.00 6.7853 100.21 6.7782 100.11 6.7076 99.07 6.5563 96.83 
H10-01 5.0000 5.0414 100.83 5.0000 100.00 4.3010 86.02 4.1139 82.28 4.0000 80.00 
H10-03 5.3010 5.3222 100.40 5.2553 99.14 5.1461 97.08 4.9590 93.55 3.1761 59.91 
H10-05 5.4472 5.3617 98.43 5.4472 100.00 4.8573 89.17 4.7853 87.85 4.4771 82.19 
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ตารางภาคผนวก จ-1  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณ
เช้ือเร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนกรดที ่ pH 2  
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.7782 4.7404 99.21 3.5441 74.17 3.6021 75.39 3.4624 72.46 3.2788 68.62 
P4-S01 5.6021 5.5798 99.60 4.9031 87.52 4.8633 86.81 3.4472 61.53 3.0000 53.55 
P4-S03 5.0414 5.1461 102.08 4.9638 98.46 4.4771 88.81 4.4914 89.09 4.6021 91.29 
P8-S01 5.3979 5.3979 100.00 5.3802 99.67 5.0000 92.63 4.8062 89.04 4.6990 87.05 
P8-S03 5.3010 5.4472 102.76 5.6812 107.17 4.4771 84.46 4.5051 84.99 4.4771 84.46 
P9-P01 5.0414 5.1139 101.44 5.0414 100.00 5.0000 99.18 4.6532 92.30 4.0000 79.34 
B. animalis 
subsp. 
animalis 
ATCC 25527   

6.1761 6.1761 100.00 6.2553 101.28 6.1461 99.51 6.0792 98.43 5.9823 96.86 

 
 
 

149 



 

ตารางภาคผนวก จ-2  ผลการทดสอบความสามารถในการทนกรดท่ี  pH 3 ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก   
 

ไอโซเลท 
ปริมาณ
เช้ือเร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนกรดที ่ pH 3 
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.7634 6.7404 99.66 6.7853 100.32 6.7404 99.66 7.0000 103.50 7.0414 104.11 
H9-01 6.5441 6.5185 99.61 6.5185 99.61 6.4771 98.98 6.2553 95.59 6.1139 93.43 
H9-02 6.9031 6.8976 99.92 6.7993 98.50 6.9031 100.00 6.8751 99.59 6.9085 100.08 
H9-03 5.4624 5.3617 98.16 5.3979 98.82 5.1761 94.76 5.0000 91.53 4.6021 84.25 
H9-04 7.0000 6.4914 92.73 6.5441 93.49 6.4914 92.73 6.5185 93.12 6.6335 94.76 
H9-05 6.8325 6.7853 99.31 6.7782 99.20 6.6812 97.79 6.6812 97.79 6.5441 95.78 
H9-06 6.7782 7.4914 110.52 7.1761 105.87 7.1139 104.95 7.1761 105.87 7.1139 104.95 
H10-01 5.1761 5.2553 101.53 5.3010 102.41 5.4771 105.82 5.3222 102.82 5.3010 102.41 
H10-03 5.3222 5.3424 100.38 5.3222 100.00 5.1139 96.09 5.0000 93.95 4.3010 80.81 
H10-05 5.4314 5.3617 98.72 5.3802 99.06 5.4150 99.70 4.9542 91.22 5.0792 93.52 
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ตารางภาคผนวก จ-2  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 

ปริมาณ
เช้ือ

เร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนกรดที ่ pH 3 
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.7782 4.6990 98.34 4.6990 98.34 4.5798 95.85 4.6232 96.76 4.6990 98.34 
P4-S01 5.6128 5.2788 94.05 5.3010 94.45 5.2788 94.05 4.8921 87.16 4.7782 85.13 
P4-S03 5.0000 5.1461 102.92 5.1761 103.52 4.8633 97.27 4.8451 96.90 5.1139 102.28 
P8-S01 5.4150 5.3979 99.69 5.3222 98.29 5.4150 100.00 5.3617 99.02 5.2553 97.05 
P8-S03 5.3222 5.3222 100.00 5.1761 97.25 5.1461 96.69 5.0414 94.72 5.1461 96.69 
P9-P01 5.0000 5.3222 106.44 5.1139 102.28 5.0414 100.83 5.1761 103.52 4.3010 86.02 
B. animalis 
subsp. animalis 
ATCC 25527   

6.1461 6.0414 98.30 6.1139 99.48 6.1761 100.49 4.3010 69.98 6.2553 101.78 
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ตารางภาคผนวก จ-3  ผลการทดสอบความสามารถในการทนกรดท่ี  pH 4 ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก   
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนกรดที ่ pH 4 
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.8573 6.8325 99.64 6.7993 99.15 6.7634 98.63 7.1139 103.74 7.0414 102.68 
H9-01 6.6021 6.5441 99.12 6.4624 97.88 6.4914 98.32 6.0414 91.51 6.1139 92.61 
H9-02 6.9085 6.8325 98.90 6.8513 99.17 6.8388 98.99 6.9031 99.92 6.8751 99.52 
H9-03 5.4472 5.3979 99.10 5.3617 98.43 5.3222 97.71 5.2553 96.48 4.9542 90.95 
H9-04 7.0792 6.6232 93.56 6.5798 92.95 6.5798 92.95 6.6812 94.38 6.6532 93.98 
H9-05 6.8451 6.7709 98.92 6.6435 97.05 6.5315 95.42 6.4771 94.62 6.3979 93.47 
H9-06 6.7924 7.5185 110.69 7.3979 108.92 7.2553 106.81 7.1761 105.65 7.1761 105.65 
H10-01 5.0000 5.1761 103.52 5.2304 104.61 5.3979 107.96 5.3010 106.02 5.5911 111.82 
H10-03 5.3010 5.3222 100.40 5.3010 100.00 5.2553 99.14 5.1761 97.64 4.6021 86.81 
H10-05 5.4472 5.4314 99.71 5.3010 97.32 5.3979 99.10 5.3010 97.32 5.3802 98.77 
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ตารางภาคผนวก จ-3  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณ
เช้ือเร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนกรดที ่ pH 4 
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.7853 4.7634 99.54 4.4771 93.56 4.3010 89.88 4.4914 93.86 4.3979 91.90 
P4-S01 5.6021 5.5441 98.96 5.3222 95.00 5.3010 94.63 5.2788 94.23 5.2788 94.23 
P4-S03 5.1461 5.3222 103.42 5.0000 97.16 5.0414 97.96 4.9542 96.27 5.1761 100.58 
P8-S01 5.3979 5.3010 98.20 5.2553 97.36 5.1461 95.34 5.0414 93.39 5.2041 96.41 
P8-S03 5.3617 5.4472 101.59 5.3617 100.00 5.3617 100.00 5.3222 99.26 4.9542 92.40 
P9-P01 5.1139 5.2553 102.76 5.0792 99.32 5.1139 100.00 5.1761 101.22 5.0792 99.32 
B. animalis 
subsp. 
animalis 
ATCC 
25527   

6.1761 6.3010 102.02 6.2553 101.28 6.1761 100.00 6.1461 99.51 6.2553 101.28 
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ตารางภาคผนวก จ-4  ผลการทดสอบความสามารถในการทนกรดท่ี  pH 5 ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก   
 

ไอโซเลท 
ปริมาณ
เช้ือเร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนกรดที ่ pH 5 
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.6990 6.9912 104.36 7.0000 104.49 7.0000 104.49 7.1139 106.19 7.0414 105.11 
H9-01 6.5911 6.5798 99.83 6.5911 100.00 6.4624 98.05 6.1467 93.26 6.3010 95.60 
H9-02 6.9868 6.9085 98.88 6.9445 99.39 6.9638 99.67 6.9494 99.46 6.9777 99.87 
H9-03 5.4771 5.4472 99.45 5.3979 98.55 5.3222 97.17 5.3010 96.78 5.2553 95.95 
H9-04 7.0414 6.7634 96.05 6.7404 95.72 6.6532 94.49 6.6128 93.91 6.5563 93.11 
H9-05 6.8865 6.8388 99.31 6.8451 99.40 6.5051 94.46 6.4914 94.26 6.6532 96.61 
H9-06 6.7993 7.7076 113.36 7.3424 107.99 7.3010 107.38 7.3802 108.54 7.3424 107.99 
H10-01 5.0000 5.1139 102.28 5.2553 105.11 5.6721 113.44 5.4624 109.25 5.4771 109.54 
H10-03 5.3010 5.3010 100.00 5.3617 101.15 5.2553 99.14 5.3222 100.40 5.1761 97.64 
H10-05 5.4472 5.3979 99.10 5.4314 99.71 5.3617 98.43 5.3010 97.32 5.4314 99.71 
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ตารางภาคผนวก จ-4  (ต่อ) 

 

ไอโซเลท 

ปริมาณ
เช้ือ

เร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนกรดที ่ pH 5 
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณ
เช้ือ 
ท่ีรอด
ชีวติ

(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.7993 4.7782 99.56 4.7634 99.25 4.7634 99.25 4.7853 99.71 4.7404 98.77 
P4-S01 5.6335 5.0000 88.76 5.2041 92.38 5.4771 97.22 5.3979 95.82 5.3010 94.10 
P4-S03 5.0000 5.0414 100.83 5.0414 100.83 5.1139 102.28 5.1761 103.52 5.0000 100.00 
P8-S01 5.4150 5.3802 99.36 5.3979 99.69 5.2788 97.48 5.2788 97.48 5.1139 94.44 
P8-S03 5.4150 5.3802 99.36 5.3979 99.69 5.2788 97.48 5.2788 97.48 5.1139 94.44 
P9-P01 5.1139 5.0000 97.77 5.3222 104.07 5.0792 99.32 5.1139 100.00 5.0414 98.58 
B. animalis 
subsp. animalis 
ATCC 25527   

6.0000 6.1139 101.90 6.1761 102.93 6.2304 103.84 6.3802 106.34 6.2553 104.25 
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2.  ความสามารถในการทนน า้ดี  (Bile tolerance)   

 

ตารางภาคผนวก จ-5  ผลการทดสอบความสามารถในการทนน ้าดีท่ี 0 เปอร์เซ็นต ์ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระ        
                                   เด็กทารก 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนน า้ดี  0 เปอร์เซ็นต์ 
0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณ
เช้ือ 
ท่ีรอด
ชีวติ

(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 7.1761 7.0414 98.12 7.1461 99.58 7.3010 101.74 7.2788 101.43 7.3979 103.09 
H9-01 6.2788 6.5798 104.79 6.5441 104.23 6.3617 101.32 6.3802 101.62 6.5563 104.42 
H9-02 6.7634 6.6990 99.05 6.5911 97.45 6.6232 97.93 6.5682 97.11 6.5563 96.94 
H9-03 5.4771 5.4914 100.26 5.4472 99.45 4.6335 84.60 4.6021 84.02 4.5441 82.96 
H9-04 5.6902 5.6021 98.45 5.6335 99.00 5.5911 98.26 5.6128 98.64 5.3010 93.16 
H9-05 7.3617 7.3010 99.18 7.3222 99.46 7.2553 98.55 7.3222 99.46 6.8325 92.81 
H9-06 7.6128 7.5798 99.57 7.6021 99.86 7.4624 98.02 53.0000 696.20 7.3979 97.18 
H10-01 7.1761 7.2553 101.10 7.1461 99.58 7.1761 100.00 7.2304 100.76 7.1461 99.58 
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ตารางภาคผนวก จ-5  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 

ปริมาณ
เช้ือ

เร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนน า้ดี  0 เปอร์เซ็นต์ 

0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 
ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H10-03 5.3010 5.2553 99.14 5.1761 97.64 5.2553 99.14 5.2553 99.14 5.2553 99.14 
H10-05 5.1139 5.1139 100.00 5.1761 101.22 5.2553 102.76 5.3010 103.66 5.2788 103.22 
P1-P01 4.3010 4.3222 100.49 4.3979 102.25 4.1139 95.65 4.4472 103.40 4.4771 104.09 
P4-S01 5.0000 5.1461 102.92 5.2788 105.58 5.3979 107.96 5.3222 106.44 5.4771 109.54 
P4-S03 5.4914 5.4771 99.74 5.3979 98.30 5.0414 91.81 5.1461 93.71 4.6990 85.57 
P8-S01 5.3010 5.3802 101.49 5.4914 103.59 5.4314 102.46 5.3979 101.83 5.6990 107.51 
P8-S03 5.2553 5.2553 100.00 5.3010 100.87 5.1761 98.49 5.2304 99.53 4.7782 90.92 
P9-P01 5.3979 5.3010 98.20 5.3222 98.60 5.1461 95.34 5.2788 97.79 5.3010 98.20 
B. animalis 
subsp. animalis 
ATCC 25527   

6.4771 6.3424 97.92 6.3979 98.78 6.4472 99.54 6.3617 98.22 6.3010 97.28 
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ตารางภาคผนวก จ-6  ผลการทดสอบความสามารถในการทนน ้าดีท่ี 0.30  เปอร์เซ็นต ์ของ Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระ  
                                   เด็ก ทารก 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณ
เช้ือเร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนน า้ดี  0.30  เปอร์เซ็นต์ 

0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 7.1461 7.0000 97.96 7.0414 98.53 7.1139 99.55 7.1761 100.42 7.3010 102.17 
H9-01 6.3010 6.2788 99.65 6.2553 99.27 6.2553 99.27 6.0792 96.48 6.0000 95.22 
H9-02 6.6335 6.5911 99.36 6.6021 99.53 6.3979 96.45 6.4914 97.86 6.4472 97.19 
H9-03 5.5441 5.4914 99.05 5.4624 98.53 4.1761 75.33 4.0000 72.15 4.0000 72.15 
H9-04 5.6902 5.6335 99.00 5.5798 98.06 5.5441 97.43 5.5441 97.43 5.6990 100.15 
H9-05 7.3617 6.3010 85.59 6.3222 85.88 6.5563 89.06 6.6232 89.97 6.7482 91.67 
H9-06 7.5441 7.6021 100.77 6.8195 90.40 6.7634 89.65 6.7782 89.85 6.7076 88.91 
H10-01 7.1461 7.1139 99.55 7.0792 99.06 7.2788 101.86 7.1461 100.00 7.2553 101.53 
H10-03 5.3222 5.3617 100.74 5.4472 102.35 4.8451 91.04 4.9590 93.18 5.3617 100.74 
H10-05 5.0000 5.0414 100.83 5.0792 101.58 4.6021 92.04 4.5798 91.60 4.8451 96.90 
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ตารางภาคผนวก จ-6  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 

ปริมาณ
เช้ือ

เร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนน า้ดี  0.30  เปอร์เซ็นต์ 

0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.3010 4.3222 100.49 4.2553 98.94 4.1761 97.10 4.0414 93.96 4.0000 93.00 
P4-S01 5.0414 5.1139 101.44 5.0000 99.18 5.2553 104.24 5.3222 105.57 5.3424 105.97 
P4-S03 5.4771 5.4472 99.45 5.3010 96.78 5.0792 92.73 5.0000 91.29 4.5441 82.96 
P8-S01 5.3222 5.3222 100.00 5.4771 102.91 5.3010 99.60 5.2041 97.78 5.4314 102.05 
P8-S03 5.2553 5.2788 100.45 5.3222 101.27 5.3010 100.87 5.2553 100.00 5.0000 95.14 
P9-P01 5.3802 4.8573 90.28 4.8325 89.82 4.8451 90.05 4.7243 87.81 4.5911 85.33 
B. animalis 
subsp. animalis 
ATCC 25527   

6.4914 6.3979 98.56 6.4914 100.00 6.3802 98.29 6.3010 97.07 6.3222 97.39 
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ตารางภาคผนวก จ-7  ผลการทดสอบความสามารถในการทนน ้าดีท่ี 1  เปอร์เซ็นต ์ของ Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระ 
                                   เด็กทารก  
 

ไอโซเลท 
ปริมาณ
เช้ือเร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนน า้ดี  1  เปอร์เซ็นต์ 

0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.6232 6.4314 97.10 6.5441 98.80 6.3222 95.45 6.1761 93.25 6.2788 94.80 
H9-01 6.2553 6.2553 100.00 6.1761 98.73 6.1761 98.73 6.0414 96.58 6.0000 95.92 
H9-02 6.5798 6.5911 100.17 6.6128 100.50 6.4624 98.22 6.4914 98.66 6.3979 97.24 
H9-03 5.4914 5.3979 98.30 5.3617 97.64 4.0000 72.84 3.6021 65.60 2.4472 44.56 
H9-04 5.7076 5.6335 98.70 5.6532 99.05 5.6021 98.15 5.5798 97.76 5.6435 98.88 
H9-05 7.3010 6.9912 95.76 6.9542 95.25 6.9494 95.18 6.9638 95.38 6.4771 88.72 
H9-06 7.4771 7.6021 101.67 6.8062 91.03 6.7243 89.93 6.7404 90.15 6.5911 88.15 
H10-01 7.1761 7.1139 99.13 7.0000 97.55 7.0000 97.55 6.8976 96.12 6.7782 94.45 
H10-03 5.3617 5.1761 96.54 5.0000 93.25 5.0414 94.03 5.1139 95.38 4.4771 83.50 
H10-05 5.1139 4.4771 87.55 4.3222 84.52 4.0414 79.03 4.0000 78.22 4.0000 78.22 
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ตารางภาคผนวก จ-7  (ต่อ)  
 

ไอโซเลท 
ปริมาณ
เช้ือเร่ิมต้น
(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนน า้ดี  1  เปอร์เซ็นต์ 

0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การ
รอดชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณ
เช้ือ 

ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.3222 4.3010 99.51 4.0414 93.50 4.0000 92.55 3.7243 86.17 3.3979 78.62 
P4-S01 5.0000 5.2788 105.58 5.1761 103.52 5.2788 105.58 5.2553 105.11 5.2553 105.11 
P4-S03 5.4914 5.4472 99.20 5.3010 96.53 5.3222 96.92 5.4472 99.20 4.6021 83.81 
P8-S01 5.3617 5.1761 96.54 5.8921 109.89 4.6990 87.64 4.6335 86.42 5.2553 98.01 
P8-S03 5.2788 5.2788 100.00 5.2788 100.00 5.2553 99.56 5.2553 99.56 4.9031 92.88 
P9-P01 5.4771 4.4624 81.47 4.4914 82.00 4.4771 81.74 5.2304 95.50 4.1139 75.11 
B. animalis 
subsp. animalis 
ATCC 25527   

6.4472 6.4314 99.76 6.5441 101.50 6.3222 98.06 6.1761 95.80 6.2788 97.39 
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3.  ความสามารถในการยดึเกาะกบัเยือ่เมือกผนังล าไส้  
 
ตารางภาคผนวก  จ-8  ผลการทดสอบความสามารถในการยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ของ                          
                                   Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระเด็กทารก 
 
 

ล าดบัท่ี ไอโซเลท 
ประสิทธิภาพการยดึเกาะ 

(%) ระดบั 
1 H1-05 67.83 สูง 
2 H9-01 66.94 สูง 
3 H9-02 70.15 สูง 

4 H9-03 61.19 สูง 

5 H9-04 71.46 สูง 

6 H9-05 77.08 สูง 

7 H9-06 72.23 สูง 

8 H10-01 72.90 สูง 

9 H10-03 55.74 ปานกลาง 
10 H10-05 59.31 ปานกลาง 
11 P1-P01 47.29 ปานกลาง 
12 P4-S01 29.16 ต ่า 
13 P4-S03 69.84 สูง 
14 P8-S01 69.98 สูง 
15 P8-S03 61.12 สูง 
16 P9-P01 36.42 ต ่า 

หมายเหตุ    % การยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ ก าหนดโดยใชเ้ปอร์เซ็นตก์ารยดึเกาะของ  
                    S.  Enteritidis DMST 15676 (positive control) ซ่ึงเป็น positive control                            
                   และ  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 โดยก าหนดได ้ดงัน้ี  ระดบัสูง  60% ,   
                   ระดบัปานกลาง > 40% , ระดบัต ่า < 40% 
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ตารางภาคผนวก  จ-8  (ต่อ) 
 
 

ล าดบัท่ี ไอโซเลท 
ประสิทธิภาพการยดึเกาะ 

(%) ระดบั 
17 B. animalis subsp. animalis ATCC 25527   62.31 สูง 
18 S.  Enteritidis DMST 15676 (positive control)   66.48 สูง 
19 B. subtilis  ATCC 6633 (negative control)  0.00 ต ่า 

หมายเหตุ   % การยดึเกาะเยือ่เมือกผนงัล าไส้ ก าหนดโดยใชเ้ปอร์เซ็นตก์ารยดึเกาะของ  
                    S.  Enteritidis DMST 15676 (positive control) ซ่ึงเป็น positive control                            
                   และ  B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 โดยก าหนดได ้ดงัน้ี  ระดบัสูง  60% ,   
                   ระดบัปานกลาง > 40% , ระดบัต ่า < 40% 
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4.  ความสามารถในการเจริญในสภาวะทีม่ีและไม่มีออกซิเจน 
 
ตารางภาคผนวก  จ-9  ผลการทดสอบความสามารถในการเจริญในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน 
                                    ของ Bifidobacterium spp.  แต่ละสายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากสุกรและอุจจาระ             
                                    เด็กทารก 
 

ล าดบัท่ี สายพนัธ์ุ 
OD 630 nm ความสามารถในการ

เจริญในสภาวะท่ีมีและ
ไม่มีออกซิเจน  (RBGR)   

ระดบั
การเจริญ มีออกซิเจน 

ไม่มี
ออกซิเจน 

1 H1-05 0.00±0.00 1.068±0.028 0.00 ไม่เจริญ 
2 H9-01 0.00±0.00 1.024±0.018 0.00 ไม่เจริญ 

3 H9-02 0.00±0.00 0.956±0.024 0.00 ไม่เจริญ 

4 H9-03 0.00±0.00 1.030±0.010 0.00 ไม่เจริญ 

5 H9-04 0.00±0.00 1.204±0.004 0.00 ไม่เจริญ 

6 H9-05 0.00±0.00 1.118±0.027 0.00 ไม่เจริญ 

7 H9-06 0.00±0.00 1.353±0.003 0.00 ไม่เจริญ 

8 H10-01 0.00±0.00 1.224±0.006 0.00 ไม่เจริญ 

9 H10-03 0.00±0.00 0.829±0.011 0.00 ไม่เจริญ 

10 H10-05 0.812±0.001 0.824±0.002 0.985 ดี 
11 P1-P01 1.241±0.012 1.217±0.010 1.020 ดี 
12 P4-S01 1.144±0.024 1.015±0.023 1.127 ดี 

หมายเหตุ   1.  RBGR = relative bacteria  growth ratio  
                   2.  ความสามารถในการเจริญในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน; อตัราส่วนของค่า RBGR 
                   RBGR > 0.9 หมายความวา่ แบคทีเรียเจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  
                   RBGR > 0.5-0.9 หมายความวา่  แบคทีเรียเจริญได้ปานกลางในสภาวะท่ีมีออกซิเจน            
                   RBGR < 0.1-0.5 หมายความวา่ แบคทีเรียสามารถเจริญไดน้อ้ยในสภาวะท่ีมีออกซิเจน      
                   RBGR = 0 หมายความวา่ แบคทีเรียไม่สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  
                  (ดดัแปลงจาก  Maxwell et al., 2004)  
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ตารางภาคผนวก  จ-9  (ต่อ) 
 

ล าดบัท่ี สายพนัธ์ุ 

OD 630 nm ความสามารถในการ
เจริญในสภาวะท่ีมีและ

ไม่มีออกซิเจน  
(RBGR)   

ระดบัการ
เจริญ มีออกซิเจน 

ไม่มี
ออกซิเจน 

13 P4-S03 1.212±0.009 1.080±0.044 1.122 ดี 
14 P8-S01 0.781±0.100 1.055±0.001 0.741 ปานกลาง 
15 P8-S03 1.181±0.077 1.119±0.003 1.055 ดี 
16 P9-P01 0.854±0.005 1.015±0.006 0.841 ปานกลาง 
17 B. animalis subsp. 

animalis ATCC 
25527   

0.00±0.00 0.743±0.034 0.00 ไม่เจริญ 

หมายเหตุ   1.  RBGR = relative bacteria  growth ratio  
                   2.  ความสามารถในการเจริญในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน; อตัราส่วนของค่า RBGR 
                   RBGR > 0.9 หมายความวา่ แบคทีเรียเจริญไดดี้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  
                   RBGR > 0.5-0.9 หมายความวา่  แบคทีเรียเจริญได้ปานกลางในสภาวะท่ีมีออกซิเจน            
                   RBGR < 0.1-0.5 หมายความวา่ แบคทีเรียสามารถเจริญไดน้อ้ยในสภาวะท่ีมีออกซิเจน      
                   RBGR = 0 หมายความวา่ แบคทีเรียไม่สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  
                  (ดดัแปลงจาก  Maxwell et al., 2004)  
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5.  ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง (Heat tolerance)  
 
ตารางภาคผนวก จ-10  ผลการทดสอบความสามารถในการทนอุณหภูมิท่ี 42 องศาเซลเซียส ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกร 
                                    และอุจจาระเด็กทารก 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงที ่42 องศาเซลเซียส 

5 นาท ี  10 นาท ี  30 นาท ี  60 นาท ี  
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.5051 6.4771 99.57 6.5441 100.60 6.5441 100.60 6.5682 100.97 
H9-01 6.1461 6.1761 100.49 6.2553 101.78 5.6990 92.72 5.7160 93.00 
H9-02 6.4771 6.7634 104.42 6.8325 105.49 6.7782 104.65 5.8129 89.75 
H9-03 6.9031 6.8921 99.84 6.8388 99.07 6.8451 99.16 6.8325 98.98 
H9-04 7.0000 7.4771 106.82 7.9494 113.56 7.8921 112.74 7.9031 112.90 
H9-05 6.8751 6.8633 99.83 6.8388 99.47 6.8388 99.47 4.6990 68.35 
H9-06 7.1461 7.5798 106.07 7.9294 110.96 7.8751 110.20 7.8921 110.44 
H10-01 5.3010 5.2553 99.14 5.3617 101.15 5.3010 100.00 5.5563 104.82 
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ตารางภาคผนวก จ-10  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงที ่42 องศาเซลเซียส 

5 นาท ี  10 นาท ี  30 นาท ี  60 นาท ี  
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H10-03 4.6990 4.6812 99.62 4.7076 100.18 4.5911 97.70 4.6335 98.61 
H10-05 5.6021 5.5051 98.27 5.1461 91.86 5.3222 95.00 5.9031 105.37 
P1-P01 4.4472 4.1139 92.51 4.2304 95.13 4.2553 95.69 4.0414 90.88 
P4-S01 5.0792 5.1761 101.91 5.3010 104.37 5.0414 99.26 4.9542 97.54 
P4-S03 5.3424 5.3222 99.62 5.3010 99.23 5.3222 99.62 5.4472 101.96 
P8-S01 5.1461 5.1139 99.37 5.1761 100.58 5.3222 103.42 5.3222 103.42 
P8-S03 5.1461 5.2788 102.58 5.3617 104.19 5.3222 103.42 5.3802 104.55 
P9-P01 5.9777 5.9542 99.61 5.8751 98.28 5.7782 96.66 4.8573 81.26 
B. animalis subsp. 
animalis ATCC 25527   

6.4472 6.4771 100.46 6.3979 99.24 6.9138 107.24 6.3979 99.24 
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ตารางภาคผนวก จ-11  ผลการทดสอบความสามารถในการทนอุณหภูมิท่ี 52 องศาเซลเซียส ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกร 
                                    และอุจจาระเด็กทารก  
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงที ่52 องศาเซลเซียส 

5 นาท ี  10 นาท ี  30 นาท ี  60 นาท ี  
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.4914 6.4771 99.78 6.1761 95.14 5.9542 91.73 4.7076 72.52 
H9-01 6.1761 6.1139 98.99 6.1761 100.00 5.6335 91.21 4.3979 71.21 
H9-02 6.4914 6.6021 101.71 6.3222 97.39 5.7243 88.18 4.6128 71.06 
H9-03 6.8976 6.8325 99.06 6.6990 97.12 5.4771 79.41 4.2553 61.69 
H9-04 7.0414 7.4914 106.39 6.4472 91.56 6.3979 90.86 6.0414 85.80 
H9-05 6.7993 6.7853 99.79 6.7076 98.65 5.4472 80.11 4.4771 65.85 
H9-06 7.1139 7.1461 100.45 6.8751 96.64 5.2041 73.15 4.9243 69.22 
H10-01 5.3222 5.0000 93.95 5.5563 104.40 4.7634 89.50 4.2304 79.49 
H10-03 4.6990 4.5911 97.70 4.3979 93.59 4.3802 93.22 3.6021 76.66 
H10-05 5.5911 6.0000 107.31 5.8865 105.28 4.8865 87.40 4.8388 86.55 
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ตารางภาคผนวก จ-11 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงที ่52 องศาเซลเซียส 

5 นาท ี  10 นาท ี  30 นาท ี  60 นาท ี  
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.2553 4.0000 94.00 3.4771 81.71 2.6990 63.43 1.6990 39.93 
P4-S01 5.0000 5.3222 106.44 5.1461 102.92 5.0000 100.00 4.8573 97.15 
P4-S03 5.3424 5.3010 99.23 5.0792 95.07 5.0000 93.59 4.7853 89.57 
P8-S01 5.1761 5.2553 101.53 5.3010 102.41 5.1761 100.00 5.1139 98.80 
P8-S03 5.1139 5.1461 100.63 5.2041 101.76 5.1461 100.63 5.1761 101.22 
P9-P01 5.9542 4.6990 78.92 4.1461 69.63 2.0000 33.59 1.0000 16.79 
B. animalis subsp. 
animalis ATCC 
25527   

6.4771 6.4472 99.54 6.0414 93.27 4.8633 75.08 3.7243 57.50 
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ตารางภาคผนวก จ-12  ผลการทดสอบความสามารถในการทนอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกร               
                                     และอุจจาระเด็กทารก  
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงที ่55 องศาเซลเซียส 

5 นาท ี  10 นาท ี  30 นาท ี  60 นาท ี  
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.4771 6.4472 99.54 5.8692 90.61 3.2788 50.62 2.3010 35.53 
H9-01 6.1461 6.0792 98.91 5.0414 82.03 3.6128 58.78 2.3222 37.78 
H9-02 6.5441 6.4914 99.19 6.4472 98.52 3.2788 50.10 2.0414 31.19 
H9-03 6.9031 6.6232 95.95 5.7404 83.16 3.5185 50.97 2.0000 28.97 
H9-04 7.1139 7.3979 103.99 6.8633 96.48 2.1139 29.72 0.0000 0.00 
H9-05 6.8451 6.7782 99.02 6.6128 96.61 3.5682 52.13 2.6812 39.17 
H9-06 7.0000 7.0414 100.59 6.7993 97.13 2.0000 28.57 0.0000 0.00 
H10-01 5.3010 5.5315 104.35 4.9031 92.49 4.9494 93.37 4.8751 91.96 
H10-03 4.7076 4.4771 95.10 4.4914 95.41 3.9031 82.91 2.0000 42.48 
H10-05 5.6021 5.3979 96.36 4.8451 86.49 3.6532 65.21 3.3222 59.30 
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ตารางภาคผนวก จ-12  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงที ่55 องศาเซลเซียส 

5 นาท ี  10 นาท ี  30 นาท ี  60 นาท ี  
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.3010 3.0000 69.75 2.3010 53.50 1.0000 23.25 0.0000 0.00 
P4-S01 5.1139 4.9243 96.29 4.8129 94.11 3.4771 67.99 3.2041 62.65 
P4-S03 5.3222 4.6128 86.67 3.3010 62.02 3.1761 59.68 2.4472 45.98 
P8-S01 5.1461 5.1139 99.37 5.0000 97.16 4.9191 95.59 3.3222 64.56 
P8-S03 5.1461 4.8633 94.50 3.5798 69.56 3.3979 66.03 2.6335 51.17 
P9-P01 5.9494 3.3617 56.51 1.0000 16.81 1.0000 16.81 0.0000 0.00 
B. animalis subsp. 
animalis ATCC 
25527   

6.3802 5.3010 83.09 5.8751 92.08 3.5441 55.55 3.3802 52.98 
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ตารางภาคผนวก จ-13  ผลการทดสอบความสามารถในการทนอุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียส ของ  Bifidobacterium spp.  แต่ละไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากสุกร               
                                     และอุจจาระเด็กทารก  
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงที ่60 องศาเซลเซียส 

5 นาท ี  10 นาท ี  30 นาท ี  60 นาท ี  
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

H1-05 6.5441 6.4771 98.98 4.0000 61.12 2.2041 33.68 2.5051 38.28 
H9-01 6.2304 6.0414 96.97 5.1461 82.60 2.6021 41.76 1.0000 16.05 
H9-02 6.6990 6.6335 99.02 5.6721 84.67 5.6021 83.63 2.6128 39.00 
H9-03 6.8976 4.0414 58.59 2.6990 39.13 0.0000 0.00 0.0000 0.00 
H9-04 7.1139 7.3979 103.99 6.0792 85.45 5.6021 78.75 5.1139 71.89 
H9-05 6.8573 4.6021 67.11 3.0414 44.35 0.0000 0.00 0.0000 0.00 
H9-06 7.1139 5.5911 78.59 2.2788 32.03 2.1139 29.72 2.0000 28.11 
H10-01 5.3617 4.2041 78.41 3.5563 66.33 0.0000 0.00 0.0000 0.00 
H10-03 4.6812 3.0000 64.09 2.3010 49.15 0.0000 0.00 0.0000 0.00 
H10-05 5.5441 2.0000 36.07 1.7782 32.07 0.0000 0.00 0.0000 0.00 
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ตารางภาคผนวก จ-13 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
ปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น

(cfu/ml) 

ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูงที ่60 องศาเซลเซียส 

5 นาท ี  10 นาท ี  30 นาท ี  60 นาท ี  
ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

ปริมาณเช้ือ 
ท่ีรอดชีวติ 
(cfu/ml) 

% การรอด
ชีวติ 

P1-P01 4.3979 2.0000 45.48 1.0000 22.74 0.0000 0.00 0.0000 0.00 
P4-S01 5.0792 4.6532 91.61 4.6021 90.61 3.3010 64.99 3.4771 68.46 
P4-S03 5.3010 4.5441 85.72 3.1761 59.91 3.0792 58.09 3.2553 61.41 
P8-S01 5.1461 5.1139 99.37 4.9542 96.27 4.9085 95.38 3.1139 60.51 
P8-S03 5.0792 4.9345 97.15 3.7076 73.00 3.5051 69.01 3.0792 60.62 
P9-P01 5.9494 3.7782 63.50 1.0000 16.81 1.0000 16.81 0.0000 0.00 
B. animalis subsp. 
animalis ATCC 
25527   

6.3979 4.3617 68.17 3.8195 59.70 1.0000 15.63 0.0000 0.00 
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6.  การศึกษาความไวต่อยาต้านจุลชีพ 
 
ตารางภาคผนวก จ-14  Breakpoints ของยาตา้นจุลชีพแต่ละชนิดส าหรับการพิจารณาความไว                  
                                     ของแบคทีเรียต่อยาตา้นจุลชีพ (CLSI, 2007)  
 

ยาต้านจุลชีพ 
ความ
เข้มข้น
ของยา 

แบคทเีรียทดสอบ 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

บริเวณยบัยั้ง (mm) 

R I S 
Amoxycillin (AML)  10 µg Staphylococcus spp. ≤ 19 - ≥ 20 

10 µg Heamophilus spp. ≤ 19 - ≥ 20 
Erythromycin  (E) 15 µg Staphylococcus spp. ≤ 13 14-22 ≥ 23 

15 µg Enterococcus spp.  ≤ 13 14-22 ≥ 23 
15 µg S. pneumoniae  ≤ 13 14-22 ≥ 23 

Sulphamethoxazole (STX) 23.75 µg Acinetobacter spp. ≤ 10 11-15 ≥ 16 
23.75 µg Enterobacteriaceae ≤ 10 11-15 ≥ 16 
23.75 µg Streptococcus spp. ≤ 10 11-15 ≥ 16 

Fosfomycin (FOS) 200 µg Enterococcus spp. ≤ 14 15-18 ≥ 19 
200 µg Enterobacteriaceae ≤ 12 13-15 ≥ 16 

Colistin sulphate (CT) 10 µg Ps. aeruginosa ≤ 10 - ≥ 11 
Gentamicin (CN)   10 µg Enterobacteriaceae ≤ 12 13-14 ≥ 15 

10 µg Ps. aeruginosa ≤ 12 13-14 ≥ 15 
10 µg Acinetobacter spp. ≤ 12 13-14 ≥ 15 
10 µg Staphylococcus spp. ≤ 12 13-14 ≥ 15 

Doxycyclin (DO) 30 µg Staphylococcus spp. ≤ 12 13-15 ≥ 16 
30 µg Enterococcus spp. ≤ 12 13-15 ≥ 16 

Oxytetracycline (OT) 30 µg Enterobacteriaceae ≤ 11 12-14 ≥ 15 
30 µg Acinetobacter spp. ≤ 11 12-14 ≥ 15 

หมายเหตุ   R หมายถึง Resistant , I  หมายถึง Intermediate , S หมายถึง  Sensitive 
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