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บทที่ 1
บทนํา

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา

เชื้อด้ือยาจัดเปนโรคอุบัติใหม  ท่ีเปนปญหาสําคัญท้ังทางดานสาธารณสุขและเศรษฐกิจ 

สาเหตุของการเกิดเชื้อด้ือยามีหลายประการ เชน การใชยาปฏิชีวนะอยางไมเหมาะสมในการรักษา

โรคติดเชื้อในมนุษยและสัตว การใชยาปฏิชีวนะเกินความจําเปนเพื่อการปองกันโรคในสัตว เปน

ตน โดยสาเหตุสําคัญประการหน่ึงของการแพรกระจายของเชื้อด้ือยาเกิดจากการใชยาปฏิชีวนะ

เปนสารเรงการเจริญเติบโตในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภค ซึ่งการไดรับยาปฏิชีวนะในระดับตํ่า

ติดตอกันเปนระยะเวลานาน เปนการเพิ่มโอกาสใหเชื้อพัฒนาความด้ือยา (Boerlin et al., 2001)

จากการศึกษาของ Lin และคณะ (2006) พบวาการผสมยา tylosin ในปริมาณ 0.5 กรัมตออาหาร

สัตว 1 กิโลกรัม เพื่อเรงการเจริญเติบโตในไกอยางตอเน่ือง สงผลใหพบเชื้อ Campylobacter ท่ีด้ือ

ตอยา erythromycin เพิ่มมากข้ึน นอกจากน้ียังมีรายงานการตรวจพบยีน emtA ท่ีควบคุมการด้ือ

ตอยา avilamycin ในเชื้อ Enterococcus faecalis ท่ีแยกไดจากสุกรท่ีไดรับยา avilamycin เปน

สารเรงการเจริญเติบโตอีกดวย (Delsol et al., 2005) โดยเชื้อท่ีสัมผัสกับยาปฏิชีวนะท่ีความ

เขมขนตํ่าเปนเวลานานอยางตอเน่ืองจะพัฒนาการด้ือยาไดจากการเหน่ียวนําใหเกิดการกลาย

พันธุบนโครโมโซมหรือมีการแพรกระจายตัวระบุการด้ือยา เชน integrons, transposons,

plasmid ท่ีมียีนด้ือยา เปนตน ซึ่งการถายทอดยีนด้ือยาอาจเกิดข้ึนระหวางแบคทีเรีย species

เดียวกันหรือตาง species นอกจากน้ีแบคทีเรียท่ีด้ือตอยาปฏิชีวนะชนิดหน่ึงยังสามารถพัฒนาการ

ด้ือยาขาม (cross-resistance) ไปยังยาชนิดอ่ืนๆ ได (Woodford et al., 1995) รวมถึงคัดเลือกยีน

ด้ือยาอ่ืนๆท่ีอยูบนตัวระบุการด้ือยาเดียวกัน สงผลใหเชื้อด้ือยาหลายชนิดพรอมกันท้ังท่ีไมมีการใช

ยาปฏิชีวนะบางชนิดแลวก็ตาม ตัวอยางเชน ปจจุบันไดมีการหามใชยา chloramphenicol ในการ

เลี้ยงสัตวเพื่อบริโภค แตยังสามารถแยกพบเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella enterica ท่ี

ด้ือตอยาชนิดน้ีไดจากสัตว เน่ืองจากยีน cmlA และ aad ท่ีควบคุมการด้ือตอยา chloramphenicol

และ streptomycin มักปรากฏอยูบน class1 integrons เดียวกัน ดังน้ันการใชยา streptomycin

จะคัดเลือก class1 integrons ท่ีมียีน aad พรอมกับยีน cmlA ทําใหเชื้อยังคงด้ือตอยา 

chloramphenicol ท้ังท่ีไมมีการใชยาน้ีแลว (Chiu et al., 2006) ซึ่งเชื้อด้ือยาเหลาน้ีอาจปนเปอน

มากับเน้ือสัตว สิ่งแวดลอม และเขาสูหวงโซอาหาร โดยเฉพาะแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษ เชน 

S. enterica, E. coli และ C. jejuni เปนตน เมื่อมนุษยติดเชื้อเหลาน้ีจะสงผลใหไมสามารถใชยา

ปฏิชีวนะเพื่อรักษาการติดเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ (Donabedian et al., 2003)
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เน่ืองจากการใชยาปฏิชีวนะเปนสารเรงการเจริญเติบโตในสัตวเปนปจจัยสําคัญท่ีทําให

เกิดการแพรกระจายของเชื้อด้ือยา สงผลใหองคกรตางๆ ไดวางมาตรการปองกันและแกไขปญหา 

เชน เมื่อป 2540 องคการอนามัยโลก (World Health Organization, WHO) ไดแนะนําวา ควร

ยกเลิกการใชยาตานจุลชีพเพื่อเรงการเจริญเติบโตในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภค ในกรณีท่ีมีการใช

ยาน้ันเพื่อการรักษาโรค หรือการใชยาดังกลาวอาจกอใหเกิดการด้ือยาขามกับยาท่ีใชในมนุษยได

ตอมาในป พ.ศ. 2549 สหภาพยุโรปไดเพิกถอนการใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารเรงการเจริญเติบโต

ในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคท้ังหมด สงผลใหประเทศผูสงออกหลายประเทศต่ืนตัวและ

เตรียมพรอมกับสถานการณท่ีเปลี่ยนแปลงไป เชน เนเธอรแลนด ไดออกกฎหมายหามนํายา

ปฏิชีวนะท่ีใชรักษาโรคในมนุษยมาใชเพื่อเรงการเจริญเติบโตในสัตว (ศศิ, 2003) Codex ไดออก 

code of practice to minimize and contain antimicrobial resistance เพื่อลดปญหาการเกิด

เชื้อด้ือยาท่ีมีสาเหตุจากการใชยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงสัตว โดยสนับสนุนใหมีการวางแผนการ

ควบคุมปองกันเชื้อด้ือยาอยางมีหลักฐานทางวิทยาศาสตรรองรับพรอมท้ังสงเสริมใหมีการศึกษา

กลไกและระบาดวิทยาในระดับโมเลกุลของเชื้อด้ือยา ซึ่งเปนไปไดวาอาจมีการยกปญหาเชื้อด้ือยา

และการควบคุมเชื้อด้ือยาภายในประเทศมาใชในการกําหนดเงื่อนไขทางการคาระหวางประเทศใน

อนาคต สําหรับประเทศไทยในฐานะผูสงออกจําเปนตองปฏิบัติตามและเตรียมพรอมเพื่อรับมือกับ

การเปลี่ยนแปลงท่ีจะเกิดข้ึนเชนกัน โดยสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาไดประกาศยกเลิก

การใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารเรงการเจริญเติบโตในการเลี้ยงสัตวเพื่อการบริโภคท้ังหมด พรอมท้ัง

รางแนวทางการประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยาสําหรับยาปฏิชีวนะท่ีจะนํามาใชในสัตวเหลาน้ี โดย

ผูผลิตยาปฏิชีวนะเพื่อวัตถุประสงคดังกลาวจะตองนําขอมูลการประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยามา

ประกอบการขอข้ึนทะเบียนยาใหม 

ในปจจุบัน การใชสารเรงการเจริญเติบโตอ่ืนๆท่ีไมใชยาปฏิชีวนะเปนทางเลือกหน่ึงท่ีมีการ 

ศึกษากันมาก ซึ่งไดมีการพัฒนาและผลิตสารเหลาน้ีออกสูทองตลาด เชน กรดอินทรีย สมุนไพร 

วิตามิน แรธาตุ อยางไรก็ตามยังไมมีสิ่งทดแทนยาปฏิชีวนะชนิดใดออกมามีบทบาทและ

ประสิทธิภาพอยางชัดเจนประกอบกับการสนับสนุนการเลี้ยงสัตวแบบอินทรีย ทําใหสารเสริมชีวนะ

มีความสําคัญเพิ่มมากข้ึน (Trafalska and Grzybowska, 2004) โดยท่ัวไปสารเสริมชีวนะสําหรับ

สัตว ประกอบดวย จุลินทรียมีชีวิตหลายชนิด ไดแก แบคทีเรีย เชื้อรา และยีสต โดยจุลินทรียเหลาน้ี

ตองเปนชนิดและสายพันธุท่ีไดรับการยอมรับวามีความปลอดภัยตาม Generally Regarded As

Safe (GRAS) และมีจํานวนจุลินทรียท่ีเหมาะสมตามท่ีกําหนด ซึ่งในสหภาพยุโรป การผลิตและ

การใชสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวอยูภายใตการควบคุมอยางเขมงวดของ the Scientific

Committee on Animal Nutrition (SCAN) ตามแนวทางท่ีระบุใน Regulation 1831/2003 EU
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(Becquet, 2003; von Wright, 2005) โดยใหความสําคัญท่ีความสัมพันธระหวางการใชสารเสริม

ชีวนะกับการด้ือตอยาปฏิชีวนะและเนนการทดสอบความปลอดภัยตอสัตว คนและสิ่งแวดลอม

สาเหตุสําคัญท่ี SCAN ควบคุมสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวอยางเขมงวด คือ จุลินทรียท่ีนํามาผลิต

เปนสารเสริมชีวนะอาจเปนเชื้อด้ือยาแบบท่ีสามารถถายทอดได โดยจุลินทรียในสารเสริมชีวนะท่ี

อาจกอปญหาการแพรกระจายเชื้อด้ือยามากท่ีสุด คือ แบคทีเรีย (Kastner et al., 2006) ซึ่ง

โดยท่ัวไปแบคทีเรียท่ีนิยมนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะ ไดแก แบคทีเรียในกลุม Lactobacillus,

Bacillus และ Enterococcus จากการศึกษาท่ีผานมา พบวาแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะด้ือ

ตอ tetracycline, erythromycin, penicillin, vancomycin และ tylosin (Wagner and Cerniglia,

2005) กอนหนาน้ีมีรายงานวา Lactobacillus spp. น้ันด้ือตอ tetracycline, vancomycin,

fluoroquinolones, fusidic acid และ clindamycin โดยท่ีเชื้อสามารถถายทอดยีนควบคุมการด้ือ

ตอ tetracycline ไปยัง Lactobacillus ตาง species ได (Danielsen and Wind, 2003)

นอกจากน้ี  Enterococcus เชน E. faecium และ E. faecalis บางสายพันธุ เปนแบคทีเรียฉวย

โอกาส (opportunistic pathogens) ท่ีทําใหเกิดการติดเชื้อในผูท่ีมีภูมิคุมกันบกพรองและเปนเชื้อ

ด้ือยาโดยเฉพาะอยางย่ิงการด้ือตอยา vancomycin (Wegener et al., 1999) ดังน้ันการนํา

Enterococcus มาผลิตเปนสารเสริมชีวนะจึงตองใหความสําคัญตอการระบุ species ท่ีถูกตอง 

(Murray, 1990)

นอกจากประเด็นเชื้อด้ือยาแลวยังพบวาปญหาท่ีพบบอยอีกประการหน่ึงคือ ปญหาดาน

คุณภาพของผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะ โดยมีการศึกษาพบวาผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสวนใหญท่ี

ระบุบนฉลากวาเปน B. subtilis น้ัน เมื่อทดสอบทางหองปฏิบัติการแลวพบวาเปนเชื้อ Bacillus ใน 

speciesอ่ืนๆ เชน B. clausii, B. pumilus และ B. cereus (Green et al., 1999) เชนเดียวกับ

การศึกษาคุณภาพของสารเสริมชีวนะท่ีมี Lactobacillus เปนสวนประกอบ พบวา species ท่ี

ตรวจพบน้ันไมตรงกับขอมูลท่ีแสดงบนฉลากผลิตภัณฑ (Hamilton-Miller et al., 1999) นอกจากน้ี

ยังมีการศึกษาพบวาผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะบางชนิดน้ันมีจํานวนแบคทีเรียมีชีวิตนอยกวาท่ีระบุ

บนฉลาก (Hong et al., 2005) ซึ่งประสิทธิภาพของสารเสริมชีวนะข้ึนกับสายพันธุและจํานวนเชื้อ

ท่ีรางกายไดรับ ดังน้ันการใชสารเสริมชีวนะท่ีมีปญหาเหลาน้ีอาจไมกอใหเกิดประโยชนจริงตอ

รางกายสัตวตามท่ีกลาวอาง

ดังน้ันการใชสารเสริมชีวนะท่ีไมไดผานการตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัย

โดยเฉพาะอยางย่ิงความปลอดภัยในดานการถายทอดยีนด้ือยา อาจกอใหเกิดปญหาการ

แพรกระจายของเชื้อด้ือยาตอไปได ซึ่งการตรวจสอบความปลอดภัยของสารเสริมชีวนะโดยการ
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ทดสอบความไวตอยาดวยการหาคาความเขมขนตํ่าสุดท่ียับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อ (Minimum

Inhibition Concentration, MIC) น้ันไมเพียงพอตอการยืนยันความปลอดภัยของจุลินทรียท่ีใชเปน

สารเสริมชีวนะ (Coeuret et al., 2004) จําเปนตองมีการระบุ species ของแบคทีเรียท่ีใชอยาง

ถูกตองกอนการผลิตดวยรวมกับการศึกษาพันธุกรรมการด้ือยาและทดสอบการถายทอดยีนด้ือยา 

(SCAN, 2003) รวมถึงการตรวจหาการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคชนิด Salmonella และ 

E. coli ท่ีไมเพียงแตเปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษท่ีสําคัญแตยังพบการด้ือยาและเปนสาเหตุ

การแพรกระจายยีนด้ือยาได (Rao et al., 2008) โดยโอกาสการตรวจพบการปนเปอนของ

แบคทีเรียกอโรคท้ัง 2 ชนิดน้ัน มีไมมาก เพราะสภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต แต

อาจพบการปนเปอนไดกรณีท่ีสารเสริมชีวนะน้ันผานกระบวนการผลิตท่ีไมไดมาตรฐาน ซึ่งเชื้อ

เหลาน้ีอาจกอโรคโดยตรงหรือเปนแหลงของการแพรกระจายตัวระบุการด้ือยา โดยเฉพาะอยางย่ิง 

class 1 integrons ท่ีพบไดท้ังในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ

สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีจําหนายในประเทศไทย สวนหน่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีนําเขา

จากตางประเทศ ซึ่งผลิตภัณฑเหลาน้ีบางตัวไมไดรับการรับรองความปลอดภัยจาก SCAN

ในขณะท่ีอีกสวนหน่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีผลิตข้ึนเองภายในประเทศ ซึ่งยังไมมีการตรวจสอบคุณภาพ

และความปลอดภัยอยางจริงจังและเปนระบบ มีเพียงการตรวจสอบการปนเปอนของแบคทีเรียกอ

โรคหรือเทาน้ัน แตยังไมมีการตรวจคุณภาพของเชื้อท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะในแงของการเปน

สาเหตุการแพรกระจายเชื้อด้ือยา รวมถึงพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525

ไดกําหนดเพียงชนิดและจํานวนจุลินทรียท่ีอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะเทาน้ันและไมมีการ

กําหนดวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบ นอกจากน้ีการศึกษาเร่ืองสารเสริมชีวนะในประเทศไทยสวน

ใหญเปนการศึกษาดานประสิทธิภาพของสารเสริมชีวนะ ปจจุบันยังไมมีรายงานการศึกษาถึง

ความปลอดภัยของสารเสริมชีวนะในแงของความเปนไปไดท่ีจะเปนสาเหตุของการแพรกระจาย

ของเชื้อด้ือยา 

ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบคุณภาพดานความปลอดภัยของสาร

เสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคท่ีมีจําหนายในประเทศไทยในกรณีของการเปนสาเหตุ

ของการแพรกระจายเชื้อด้ือยา ซึ่งเน้ือหาการวิจัยครอบคลุมถึง 

- การตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะ ไดแก Lactobacillus, Bacillus และ 

Enterococcus เพื่อทราบวาเปนชนิดท่ีเคยมีรายงานการเปนเชื้อด้ือยาและสามารถถายทอดยีนด้ือ

ยาหรือไม รวมท้ังเปนการยืนยันความถูกตองของการระบุฉลากผลิตภัณฑดวย
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- การศึกษารูปแบบการด้ือยาและพันธุกรรมการด้ือยาของแบคทีเรียท่ีแยกไดจากสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตวตามแนวทางปฏิบัติของ SCAN โดยทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะท่ีใชในการ

รักษา ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีทราบแลวและทดสอบความสามารถในการถายทอดยีน

ด้ือยา 

- การตรวจหาการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคชนิด Salmonella และ E. coli ท่ีนอกจาก

จะเปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษท่ีสําคัญแลว ยังพบการด้ือยาในเชื้อดังกลาวบอยคร้ังและ

อาจเปนตัวการสําคัญของการแพรกระจายยีนด้ือยาได

ผลการศึกษาวิจัยคร้ังน้ีจะแสดงถึงคุณภาพและความปลอดภัยดานเชื้อด้ือยาของสาร

เสริมชีวนะบางชนิดท่ีมีจําหนายในประเทศไทย ซึ่งสามารถนําขอมูลเร่ืองชนิดและจํานวนแบคทีเรีย

ท่ีตรวจพบไปประกอบการกําหนดแนวทางการตรวจคุณภาพแบคทีเรียกอนนํามาผลิตเปนสาร

เสริมชีวนะ และประกอบแนวทางการควบคุมข้ันตอนการผลิตใหไดมาตรฐาน รวมถึงขอมูลดาน

การด้ือยาและพันธุกรรมการด้ือยาสามารถนําใชประกอบการวางแนวทางการปองกันปญหาการ

แพรกระจายเชื้อด้ือยาท่ีอาจมีสาเหตุมาจากสารเสริมชีวนะและเปนขอมูลพื้นฐานของการ

คนควาวิจัยตอไปในอนาคต

วัตถุประสงคของการวิจัย

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคดังน้ี

1. เพื่อตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตววาตรง

ตามท่ีระบุบนฉลากและเปนชนิดท่ีเคยมีรายงานวาเปนเชื้อด้ือยาและสามารถ

ถายทอดยีนด้ือยาหรือไม

2. เพื่อศึกษารูปแบบการด้ือยาและพันธุกรรมการด้ือยาของแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตว  

3. เพื่อศึกษาการถายทอดยีนด้ือยาของแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว  

4. เพื่อศึกษาการปนเปอนและความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของแบคทีเรียกอ

โรค Salmonella และ E. coli ในสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว
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ขอบเขตของการวิจัย

การศึกษาคร้ังน้ีเปนการศึกษาในเชิงพรรณนา (descriptive study) และมีวัตถุประสงค

เพื่อศึกษาการด้ือยาและการถายทอดยีนด้ือยาของแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีใชเปน

อาหารท่ีมีจําหนายในประเทศไทย เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาคร้ังน้ีไดดําเนินการ

เปน 4 ระยะคือ

1. แยกแบคทีเรียและตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรค

2. ตรวจพิสูจนชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางชีวเคมีและอณูชีววิทยา

3. ศึกษารูปแบบและพันธุกรรมการด้ือยา

4. ศึกษาการถายทอดยีนด้ือยา

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัย

1. ดานองคความรูใหม

ผลการศึกษาคร้ังน้ีจะไดขอมูลพันธุกรรมการด้ือยาและความสามารถในการถายทอดยีน

ด้ือยาของแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว ซึ่งสามารถนําไปประกอบการคัดเลือกชนิด

แบคทีเรียท่ีเหมาะสมในการนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะ รวมท้ังได plasmid ท่ีมียีนด้ือยา สามารถ

นําไปใชในการวิจัยแนวลึกเก่ียวกับกลไกการด้ือยาตอไป

2. ดานการนําไปใช

2.1 ทราบวาชนิดของแบคทีเรียท่ีพบในสารเสริมชีวนะ สอดคลองกับท่ีระบุบนฉลากและมี

การปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคและ/หรือด้ือยาหรือไม สามารถนํามาใชเปนขอมูลประกอบการ

กําหนดแนวทางการตรวจคุณภาพแบคทีเรียกอนนํามาผลิตเปนสารเสริมชีวนะ และการควบคุม

ข้ันตอนการผลิต 

2.2 ทราบพันธุกรรมการด้ือยาและความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาทําใหทราบถึง

ความเปนไปไดของการเกิดปญหาการแพรกระจายของเชื้อด้ือยาท่ีอาจเกิดจากการใชสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตว ซึ่งชี้ใหเห็นถึงความสําคัญของการใชสารเสริมชีวนะท่ีไดรับการควบคุมและผาน

การตรวจสอบอยางถูกตอง และใชประกอบการวางแนวทางการปองกันปญหาการแพรกระจายเชื้อ

ด้ือยาท่ีอาจมีสาเหตุมาจากสารเสริมชีวนะตอไป
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บทที่ 2
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

1. สารเสริมชีวนะ

องคการอาหารและการเกษตรแหงสหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization

of the United Nations, FAO) ไดใหนิยามของสารเสริมชีวนะไววา สารเสริมชีวนะ คือ จุลินทรียมี

ชีวิตท่ีใหเขาสูรางกายดวยวิธีการกินในปริมาณท่ีเหมาะสมแลวกอใหเกิดประโยชนตอสุขภาพ

รางกาย (Guarner and Schaafsma, 1998; Reid, 2005) โดยจํานวนเชื้อท่ีกอประโยชนตอ

สุขภาพตองมีอยางนอย 107 CFU ml/g (Jayamanne and Adams, 2006; Ross et al., 2005)

จุลินทรียดังกลาวอาจเปน รา ยีสต หรือแบคทีเรีย โดยจุลินทรียเหลาน้ีมีคุณสมบัติท่ีชวยใหสัตวมี

สุขภาพดี สามารถยอยอาหารและนําอาหารไปใชไดดีข้ึน เมื่อรางกายไดรับจุลินทรียเสริมชีวนะเขา

ไปจุลินทรียเหลาน้ีจะแยงอาหารและพื้นท่ีผิวของลําไสกับจุลินทรียท่ีกอโรค เปนผลใหจํานวน

จุลินทรียกอโรคลดลง สวนจุลินทรียในสารเสริมชีวนะบางชนิดท่ีสามารถสรางกรด เชน แบคทีเรียท่ี

สามารถผลิตกรดแลคติก (lactic acid bacteria) จะทําใหความเปนกรดดางของลําไสลดลง สงผล

ใหสภาพแวดลอมภายในลําไสไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเชื้อกอโรคและทําใหเชื้อกอโรค

ตายไดในท่ีสุด นอกจากน้ีจุลินทรียหลายชนิดยังสามารถสรางวิตามินและเอนไซมท่ีเปนประโยชน

ตอรางกายสัตวได (Parvez et al., 2006)

แบคทีเรียท่ีนิยมนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะสวนใหญเปนแบคทีเรียประจําถ่ิน (normal

flora) ในระบบทางเดินอาหารของมนุษยและสัตว ไดแก แบคทีเรียจําพวก Lactobacillus spp.

เชน L. plantarum, L. acidophilus และ L. rhamnosus แบคทีเรียจําพวก Enterococcus spp.

เชน E. faecium และแบคทีเรียจําพวก Bacillus spp. เชน B. cereus var toyoi,

B. licheniformis และ B. subtilis (Tannock, 1999) ซึ่งสามารถเตรียมไดจากแบคทีเรียบริสุทธิ์

เพียงชนิดเดียวหรือมากกวาหน่ึงชนิด (Rolfe, 2000) การเลือกชนิดแบคทีเรียท่ีจะนํามาผลิตเปน

สารเสริมชีวนะน้ันข้ึนกับประโยชนของเชื้อตอสุขภาพของโฮสตเปนหลัก (Saarela et al., 2000;

Teusink et al., 2006) โดยตองมีคุณลักษณะ ดังน้ี 1) มีความปลอดภัยตามมาตรฐาน Generally

Regarded As Safe (GRAS) 2) มีชีวิตอยูตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 3) มีผลตอรางกายตรง

ขามกับแบคทีเรียกอโรค 4) ทนตอสภาวะภายในรางกายได เชน การถูกยอยดวยนํ้ายอยหรือกรด

ในกระเพาะอาหาร 5) สามารถยึดเกาะกับเย่ือบุลําไสของโฮสตได (Begley et al., 2005; Lin et

al., 2006; Macfarlane and Cummings, 2002; Vesterlund et al., 2005)
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2. แบคทีเรียท่ีนิยมใชเปนสารเสริมชีวนะ

2.1 Lactobacillus

Lactobacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอน (รูปท่ี 1) สามารถเจริญเติบโตใน

สภาวะท่ีไมมีออกซิเจนและมีออกซิเจนเพียงเล็กนอย จึงจัดเปนท้ังแบคทีเรียชนิด facultative

anaerobe และ microaeroplilic โดยเปนแบคทีเรียในกลุม Lactic acld bacteria (LAB) มีท้ังหมด 

135 species และ 27 subspecies ซึ่ง Lactobacillus เปนแบคทีเรียท่ีนิยมนํามาใชเปนสารเสริม

ชีวนะมากท่ีสุด (Yeung et al., 2002) โดยชนิดท่ีสหภาพยุโรปอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะ

สําหรับสัตวไดน้ัน ไดแก L. acidophilus, L. casei, L. farciminis, L. plantarum และ

L. rhamnosus (Coeuret et al., 2004) สําหรับประเทศไทย Lactobacillus ท่ีอนุญาตใหใชเปน

สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวไดตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525 มี

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

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

L. helveticus สําหรับการจัดกลุมเพื่อแบง species หรือ subspecies น้ันยังไมแนนอน เน่ืองจาก 

Lactobacilllus แตละ species น้ันมีลักษณะใกลเคียงกันมาก ขอมูลเหลาน้ีจึงมีการเปลี่ยนแปลง

ตลอดเวลา มีการศึกษาพบวา การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี (phenotypic test) รวมกับวิธีทาง

ชีวโมเลกุล (genotypic test) น้ันสามารถระบุชนิดของ Lactobacillus ไดถูกตองแมนยํามากข้ึน 

(Bernardeau et al., 2007) โดยวิธี multiplex PCR เปนวิธีท่ีสามารถระบุ species ของ 

Lactobacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะไดงาย รวดเร็วและถูกตองแมนยํา (Sul et al., 2007)

รูปท่ี 1 ภาพถายทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของ L.delbrueckii

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

Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอน (รูปท่ี 2) สามารถเจริญเติบโตใน

สภาวะท่ีมีหรือไมมีออกซิเจน จึงจัดเปนแบคทีเรียชนิด obligate หรือ facultative aerobe พบไดใน

สิ่งแวดลอม เชน ดิน นํ้า สามารถสรางสปอรไดเมื่ออยูภายใตสิ่งแวดลอมท่ีเหมาะสม ในปจจุบันมี

ประมาณ 60 species บาง species เปนแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและสัตวได เชน B. cereus

และ B. anthracis (Sorokulova et al., 2006) สวนบางspecies เชน B. subtilis,

B. amyloliquefaciens และ B. licheniformis สามารถนํามาใชในการผลิตเอนไซม ผลิตยา

ปฏิชีวนะ รวมถึงสารเสริมชีวนะได (Kritas et al., 2006) ในสหภาพยุโรป อนุญาตใหใช B. cereus

var toyoi และ B. subtilis ในการผลิตสารเสริมชีวนะได โดยใหเหตุผลวาเชื้อท้ัง 2 ชนิดน้ีปลอดภัย

ตอสัตวเพราะไมสรางสารพิษและยังไมมีรายงานการถายทอดยีนด้ือยาได (SCAN, 2000; SCAN,

2001) สําหรับประเทศไทย Baillus ท่ีอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวไดตาม

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

B. licheniformis, B. pumilus และ B. subtilis โดยท่ัวไปสามารถระบุ species ไดจากลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยา (morphological characteristic) ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีความจําเพาะ 

(selective media) รวมกับคุณสมบัติทางชีวเคมี แตวิธีเหลาน้ีตองใชเวลานานและระบุ species

ไดไมแมนยํา ดังน้ันจึงมีการนําเทคนิคทางอณุชีววิทยาเขามาใช เชน Amplified Ribosomal DNA

Restriction Analysis (ARDRA) ท่ีสามารถระบุspeciesของ Bacillus ไดสะดวกและมีความ

แมนยําสูง (Wu et al., 2006)

รูปท่ี 2 ภาพถายกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของ Bacillus

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

Enterococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม (รูปท่ี 3) สามารถเจริญเติบโตใน

สภาวะท่ีมีหรือไมมีออกซิเจน จึงจัดเปนแบคทีเรียชนิด facultative anaerobe เปนแบคทีเรียใน

กลุม LAB ท่ีเดิมจัดอยูในกลุม Streptococcus กลุม D จนในป พ.ศ. 2527 ไดมีการศึกษาลักษณะ

พันธุกรรมของเชื้อกลุมน้ีพบวามีความแตกตางกับเชื้อ Streptococcus จึงจัดเปน genus ใหมคือ 

Enterococcus เชื้อกลุมน้ีพบไดในดิน แหลงนํ้า รวมถึงในระบบทางเดินอาหารของมนุษยและสัตว 

ซึ่งท่ีพบไดในระบบทางเดินอาหารของมนุษยมี 2 species คือ E. faecalis พบได 90-95% และ 

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

แยกเชื้อดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาน้ันไมสามารถแยก genus น้ีออกจากแบคทีเรียแกรมบวก 

รูปรางกลมชนิดอ่ืนได (Ke et al., 1999) รวมถึงการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีน้ันตองใช

ระยะเวลานาน 24 – 48 ชั่วโมง (Kellogg et al., 1994) และแยก species ไดไมแมนยํา เน่ืองจาก

บาง species ไมมีลักษณะท่ีชัดเจนทางชีวเคมี (Singer et al., 1996) แบคทีเรียกลุมน้ีเปน

แบคทีเรียฉวยโอกาสท่ีทําใหเกิดการติดเชื้อของระบบทางเดินหายใจในผูท่ีมีภูมิคุมกันบกพรองได 

(Murray, 1990) ดังน้ันการนํา Enterococcus มาใชเปนสารเสริมชีวนะจึงตองใหความสําคัญใน

การระบุ species ท่ีถูกตองเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค (Eaton and Gasson, 2001; Franz

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

ในการศึกษาเร่ืองระบาดวิทยา การศึกษาหาความสัมพันธทางพันธุกรรม รวมถึงการนํามาใชทาง

อุตสาหกรรมการผลิตสารเสริมชีวนะ (Kuhn et al., 1995) ในปจจุบันวิธีท่ีไดรับการพัฒนาสําหรับ

การระบุ genus และ species ของแบคทีเรียกลุมน้ี คือ multiplex PCR เน่ืองจากรวดเร็วและมี

ความถูกตองแมนยําสูง (Jackson et al., 2004)

รูปท่ี 3 ภาพถายกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนของ Enterococcus

(ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Precotts et al., 1993)
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3. ขอกําหนดและการควบคุมการผลิตสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวในตางประเทศ

ในยุโรป มีการควบคุมการผลิตและการใชสารเสริมชีวนะอยางเขมงวดโดย SCAN

จุลินทรียท่ีจะนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะในสัตวน้ันตองผานการทดสอบตามแนวทางท่ีระบุใน 

Regulation (EC) No. 1831/2003 ท่ีกําหนดวาการใชสารเสริมชีวนะในสัตวน้ันตองมีความ

ปลอดภัยตอสัตวและไมสงผลเสียตอมนุษย โดยมีประเด็นหลักอยูท่ีการตรวจหาการปรากฏของยีน

ด้ือยาท่ีสามารถถายทอดได โดยเชื้อท่ีจะใชเปนสารเสริมชีวนะตองไมมียีนด้ือยาบน plasmid ท่ี

สามารถถายทอดได (Saarela et al., 2000) ซึ่งการยอมรับสารเสริมชีวนะของ SCAN จะข้ึนกับ

ขอมูลทางวิทยาศาสตรจากผูผลิตและการท่ีไมเคยมีรายงานถึงอันตรายท่ีเกิดจากเชื้อน้ัน (von

Wright, 2005) การตรวจสอบความปลอดภัยสารเสริมชีวนะโดย SCAN ประกอบดวย การ

ตรวจหารูปแบบการด้ือยา การตรวจหายีนด้ือยา และการถายทอดยีนด้ือยา นอกจากน้ีขอกําหนด

ดังกลาวยังครอบคลุมถึงการควบคุมฉลากผลิตภัณฑ ท่ีตองระบุขอมูลวันหมดอายุ วิธีการใช ชนิด

และจํานวนแบคทีเรียท่ีเปนสวนประกอบ (CFU/gram) โดยจุลินทรียท่ีใชในการผลิตสารเสริมชีวนะ

สําหรับสัตวน้ันจะตองมีคุณสมบัติตามมาตรฐาน GRAS ตามขอกําหนดของ Food and Drug

Administration (FDA) ของสหรัฐอเมริกา (U.S. FDA, 2002) ซึ่งแบคทีเรียเหลาน้ีจะมีความ

ปลอดภัยตอการนํามาใชเปนอาหารของมนุษยและสัตว

ในป 2005 European Food Safety Authority (EFSA) ไดออกขอกําหนด The qualified

presumption of safety (QPS) เพื่อควบคุมคุณภาพของจุลินทรียท่ีเปนสวนประกอบหรือใชเปน

อาหาร โดยมีวัตถุประสงคและแนวทางการควบคุมเชนเดียวกับ GRAS (EFSA, 2005) ระบุใหมี

การประเมินความปลอดภัยของผลิตภัณฑอาหารสัตวท่ีมีแบคทีเรียเปนสวนประกอบโดยให

ความสําคัญเก่ียวกับพันธุกรรมการด้ือยาของเชื้อน้ันๆ และเนนการศึกษาการถายทอดยีนด้ือยา

ของแบคทีเรียเสตรนตางๆ การประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยา รวมถึงการควบคุมคุณภาพ บรรจุ

ภัณฑ และขอมูลบนฉลากของผลิตภัณฑเสริมชีวนะ ซึ่งขอมูลบนฉลากจะตองแสดงชนิดของเชื้อ 

จํานวนเชื้อ วิธีการใช ระยะการเก็บ และวันหมดอายุ (EFSA, 2005) ท้ังน้ีขอกําหนดของ SCAN

และ EFSA มีจุดประสงคเดียวกัน คือ เพื่อควบคุมความปลอดภัยและการใชสารเสริมชีวนะในสัตว

และมนุษย
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4. ขอกําหนดและการควบคุมการผลิตสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวในประเทศไทย

ในประเทศไทย สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวไดรับความสนใจมากข้ึน เปนผลมาจากการ

ท่ีสหภาพยุโรปไดประกาศเพิกถอนการใชยาปฏิชีวนะท้ังหมดท่ีใชเปนสารเรงการเจริญเติบโตใน

สัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภค ซึ่งขณะน้ีสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาไดประกาศยกเลิกการ

ใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารเรงการเจริญเติบโตในการเลี้ยงสัตวเพื่อการบริโภคท้ังหมด พรอมท้ังราง

แนวทางการประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยาสําหรับยาปฏิชีวนะท่ีจะนํามาใชในสัตวเหลาน้ี โดยผูผลิต

ยาปฏิชีวนะเพื่อวัตถุประสงคดังกลาวจะตองนําขอมูลการประเมินความเสี่ยงเชื้อด้ือยามา

ประกอบการขอข้ึนทะเบียนยาใหม 

ในปจจุบันขอมูลสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีจําหนายในประเทศไทยยังไมสมบูรณและ

ยังไมมีการจัดเก็บขอมูลอยางเปนระบบจึงไมสามารถระบุจํานวนท่ีแนนอนของผลิตภัณฑท่ีมี

จําหนายในประเทศไทยได ตามท่ีระบุใน Veterinary and Animal Health Products Directory

(APHA, 2004) มีสารเสริมชีวนะท่ีจําหนายในประเทศไทยจํานวน 8 ชนิด (ในท่ีน้ี ชนิด หมายถึงชื่อ

การคา) อยางไรก็ตามบางชนิดไดเลิกการผลิตไปแลว ในขณะท่ีมีหลายชนิดท่ีนําเขาหรือผลิตข้ึนมา

ใหมและอาจเปนไปไดวาสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคมีจําหนายในประเทศ

ไทยมีประมาณ 30 ชนิด

สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีจําหนายในประเทศไทยอยูภายใตการควบคุมของกรม        

ปศุสัตว โดยสารเสริมชีวนะจัดเปนหน่ึงในวัตถุท่ีเติมในอาหารสัตวท่ีอนุญาตใหใชไดตามพระราช-

บัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว พ.ศ. 2525 ซึ่งผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะท่ีอนุญาตใหใชไดน้ัน

ตองข้ึนทะเบียนกับกองอาหารสัตว กรมปศุสัตว ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ 

กําหนดใหสารเสริมชีวนะเปนวัตถุท่ีเติมในอาหารสัตว โดยแบคทีเรียท่ีไดรับอนุญาตใหผลิตเปน

สารเสริมชีวนะมีท้ังหมด 42 ชนิด ประกอบดวยแบคทีเรียในกลุม Lactobacillus, Streptococcus,

Bacillus, Bateroides, Bifidobacyerium, Pediococcus และ Propionibacterium (รายละเอียด

แสดงในภาคผนวก) ซึ่งอาจใชแบคทีเรียเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิดก็ได โดยใชเปนสวนผสมใน

การผลิตอาหารสัตวสําเร็จรูปเพื่อจําหนายในอัตราสวนไมนอยกวา 1x105 CFU ตออาหาร 1

กิโลกรัม จุลินทรียท่ีสามารถใชเปนสารเสริมชีวนะไดน้ันตองเปนจุลินทรียท่ีมีความปลอดภัยตอ

มนุษยและสัตว ในกรณีท่ีตองการหาเชื้อสายพันธุใหมมาใชเปนสารเสริมชีวนะ ตองมีการพิสูจนให

เห็นถึงความปลอดภัยอยางชัดเจนเสียกอน อยางไรก็ตามยังไมมีการกําหนดแนวทางการทดสอบท่ี

ชัดเจน
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5. รายงานการดื้อยาในแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะและปญหาท่ีเกี่ยวของ

จากการศึกษาการด้ือตอยาปฏิชีวนะของ LAB ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะท่ีมีจําหนายใน

ประเทศแถบยุโรปจํานวน 55 ผลิตภัณฑ โดยคณะผูวิจัยสามารถแยกเชื้อได 187 สายพันธุ พบเชื้อ

ท่ีด้ือตอยา kanamycin, vancomycin, tetracycline, penicillin G และ chloramphenicol คิดเปน 

79, 65, 26, 23 และ 11% ตามลําดับ โดยท่ี 68.4% ด้ือตอยาปฏิชีวนะหลายชนิดพรอมกัน 

(Temmerman et al., 2003) เชนเดียวกับการศึกษาของ Danielsen และ Wind (2003) พบวา 

Lactobacillus ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะน้ันด้ือตอ vancomycin ในระดับสูง นอกจากน้ี 

Lactobacillus บาง species ยังด้ือตอ bacitracin, cefoxitin, ciprofloxacin, fusidic acid,

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

sulphadiazine, teicoplanin, trimethoprim/sulphamethoxazole และ vancomycin โดย

พันธุกรรมอยูแลว โดยกอนหนาน้ี Teuber และคณะ (1999) ศึกษาการด้ือตอยาปฏิชีวนะของ

แบคทีเรียกลุม LAB พบการปรากฏของยีนด้ือยาและ plasmid ท่ีสามารถถายทอดไปยังแบคทีเรีย

กลุม LAB ชนิดอ่ืนได 

นอกจากน้ียังมีการศึกษาพบวา Lactobacillus อยางนอย 25 species มี plasmid โดย

ธรรมชาติและพบวา เชื้อสเตรนหน่ึงสามารถมี plasmid ไดหลายชนิด ถา plasmid เหลาน้ีมียีนด้ือ

ยาก็จะเปนสาเหตุสําคัญของการแพรกระจายเชื้อด้ือยาได ท่ีผานมามีรายงานการตรวจพบ

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

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

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

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

Danielsen and Wind, 2003) ท่ีแยกไดจากอาหารสัตว เน้ือดิบและอุจจาระดวย (Wang and Lee,

1997)

จากการศึกษาการด้ือยาของ Bacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะจํานวน 5 ผลิตภัณฑท่ี

จําหนายในประเทศแถบยุโรป พบวา B. cereus สามารถผลิตเอนไซม ß-lactamase ได ทําใหด้ือ

ตอ penicillin, ampicillin และ cephalosporins นอกจากน้ีเชื้อดังกลาวยังด้ือตอ 

chloramphenicol และ tetracycline อีกดวย และ B. cereus บางสายพันธุท่ีใชเปนสารเสริม

ชีวนะน้ันสามารถถายทอดยีน tetB ซึ่งควบคุมการด้ือตอ tetracycline ได (Hong et al., 2005)

ในทํานองเดียวกัน การศึกษากอนหนาน้ีพบวา B. cereus สามารถถายทอดยีนท่ีควบคุมการด้ือ

ตอ tetracycline ไปยัง B. subtilis และยีนสามารถคงอยูไดในแบคทีเรียตัวใหมน้ี (Bernhard et
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al., 1978) นอกจากน้ี SCAN (2000) ยังเสนอวาการใช B. licheniformis เปนสารเสริมชีวนะน้ันไม

ปลอดภัย เน่ืองจากเสี่ยงตอการถายทอดการด้ือตอ erythromycin (Hoa et al., 2000)

สําหรับ Enterococcus มีคุณสมบัติด้ือยาโดยพันธุกรรมอยูแลว โดยด้ือตอ 

cephalosporins, ß-lactams, sulphonamides ในระดับสูงและด้ือตอ clindamycin,

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

นอกจากน้ีเชื้อยังพัฒนาการด้ือยาโดยการรับ plasmid หรือ transposons จากเชื้ออ่ืน ทําใหด้ือตอ 

clindamycin, aminoglycosides ไดในระดับสูง และด้ือตอ chloramphenicol, erythromycin,

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

1997) ตอมาไดมีการศึกษาการถายทอดยีนด้ือยาของ Enterococcus ดวยวิธี conjugation โดยใช

E. faecium สเตรนท่ีมียีน vanA เปนตัวให (donor) และใช E. faecium สเตรนท่ีแยกไดจากสาร

เสริมชีวนะเปนตัวรับ (recipient) พบวา E. faecium ตัวรับสามารถรับยีน vanA ได และยังพบอีก

วาเชื้อน้ันถูกโนมนําใหด้ือขามตอ streptomycin และ rifampicin ไดอีกดวย (Lund and Edlund,

2001)
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บทที่ 3
วิธีการดําเนนิงานวิจยั

  การศึกษาคร้ังน้ีไดดําเนินการเปน 4 ระยะ คือ 

ระยะท่ี 1 แยกแบคทีเรียและตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรค

ระยะท่ี 2 ตรวจพิสูจนชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางชีวเคมีและอณูชีววิทยา

ระยะท่ี 3 ศึกษารูปแบบและพันธุกรรมการด้ือยา

ระยะท่ี 4 ศึกษาการถายทอดยีนด้ือยา

แผนภูมิวิธีการดําเนินการวิจัยแสดงไวในรูปท่ี 4

รูปท่ี 4 แผนภูมิแสดงวิธีการดําเนินการวิจัย

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

ตรวจหาการปรากฏของ plasmid
และทดสอบการถายทอดยีนด้ือยาดวยวธิี conjugation

แยกแบคทีเรียชนิด Lactobacillus,
Bacillus และ Enterococcus

เก็บตัวอยางสารเสรมิชวีนะสําหรบัสัตว
จาํนวน 10 ชนิด

ระยะที่ 1

ระยะที่ 2

ระยะที่ 3

ระยะที่ 4

ตรวจการปนเปอนของ
Salmonella และ E.coli

ทดสอบคุณคุณสมบัติเบื้องตนทางชวีเคมีและ
ยืนยันชนิดแบคทีเรียดวยเทคนิค multiplex PCR

หรือ ARDRA

ทดสอบความไวตอยาปฏชิวีนะ
และตรวจหาการปรากฏของยีนดื้อยาดวยเทคนิค PCR
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ระยะท่ี 1 แยกแบคทีเรียและตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรค

1.1 การเก็บตัวอยางสารเสริมชีวนะ

เก็บตัวอยางสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคท่ีมีแบคทีเรียเปน

สวนประกอบ จํานวน 10 ชนิด (ชนิดในท่ีน้ีหมายถึง ชื่อทางการคา) ชนิดละ 2 ตัวอยาง โดยการ

จัดซื้อหรือขอความอนุเคราะหจากบริษัทผูผลิต เปนผลิตภัณฑชนิดเหลวจํานวน 2 ชนิด ไดแก 

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 1 และ 2 เปนผลิตภัณฑชนิดแหงจํานวน 8 ชนิด ไดแก ผลิตภัณฑชนิดท่ี 3, 4, 5,

6, 7, 8, 9 และ 10 ซึ่งผลิตภัณฑเหลาน้ีผลิตจากแบคทีเรียหลายชนิด ไดแก แบคทีเรียในกลุม 

Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus รวมถึงยีสตชนิด Saccharomyces cerevisiae

นอกจากน้ีบางผลิตภัณฑ ไดแก ผลิตภัณฑชนิดท่ี 2, 3 และ 7 มีแรธาตุและเอนไซมเปน

สวนประกอบดวย โดยผลิตภัณฑชนิดท่ี 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 เปนผลิตภัณฑท่ีผลิต

ข้ึนภายในประเทศ สวนผลิตภัณฑชนิดท่ี 2, 3 และ 13 เปนผลิตภัณฑนําเขาจากตางประเทศ 

ผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะชนิดท่ี 1, 2, 3, 6, 7 และ 9 เปนผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสุกร 

สวนผลิตภัณฑชนิดท่ี 4, 8 และ 10 เปนสารเสริมชีวนะสําหรับสุกรและไก ในขณะท่ีผลิตภัณฑชนิด

ท่ี 5 ไมมีการระบุวาเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวชนิดใด ซึ่งในการเก็บตัวอยางน้ันจะเก็บจาก

ผลิตภัณฑท่ียังไมมีการเปดภาชนะบรรจุ กรณีท่ีมีความจําเปนตองมีการแบงเก็บจะใชเทคนิค

ปลอดเชื้อ เมื่อตัวอยางมาถึงหองปฏิบัติการแลวเก็บตัวอยางท้ังหมดท่ีอุณหภูมิหอง จากน้ันทําการ

ตรวจแยกแบคทีเรียและตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคภายใน 7 วัน รายละเอียดของ

แบคทีเรียในผลิตภัณฑตัวอยางตามท่ีระบุบนฉลากแสดงในตารางท่ี 1
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ตารางท่ี 1 รายละเอียดของแบคทีเรียในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะตามท่ีระบุบนฉลาก

ผลิตภัณฑเสริมชีวนะ ขอมูลท่ีแสดงบนฉลาก

          ชนิดแบคทีเรีย จํานวน (CFU/g หรือ CFU/ml)

1 B. subtilis 1x106

2 B. subtilis 1x106

3 B. subtilis 5x107- 3x109

4 B. licheniformis 1x107

B. subtilis 1x107

S. faecium 1x105

5 L. acidoplilus 1x1010

L. plantarum 1x1010

S. faecium 1x1010

B. subtilis 1x1010

B. licheniformis 1x1010

6 Bacillus spp. 1x106

L. plantarum 1x106

S. faecium 1x105

7 L. acidoplilus 1.67x108

E. faecium 1.67x108

8 B. subtilis 1x109

L. acidoplilus 1x104

9 B. subtilis 1x109

B. licheniformis 1x109

E. faecium 1x107

10 L. casei 1x109

L. plantarum 1x109

L. brevis 1x109

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

เน่ืองดวยผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวสวนใหญผลิตจากแบคทีเรียในกลุม 

Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus ดังน้ันในการวิจัยคร้ังน้ีจึงทําการศึกษาและแยก

แบคทีเรียท้ัง 3 กลุมเทาน้ัน โดยใชวิธีมาตรฐาน ดังน้ี

1.2.1 การเตรียมตัวอยางสารเสริมชีวนะ

กอนทําการแยกแบคทีเรียเปาหมาย ตองเตรียมตัวอยางใหเหมาะสมตอการนําไปแยกเชื้อ

โดยเตรียมตัวอยางสารเสริมชีวนะท่ีความเขมขน 10-1 สําหรับสารเสริมชีวนะแบบแหงจะเตรียมโดย

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

180 มิลลิลิตร และอบท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 30 นาที สําหรับสารเสริมชีวนะแบบเหลว เตรียมจาก

สารเสริมชีวนะปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในสารละลาย PSD ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จากน้ันเจือจางตอใน 

PSD แบบ 10-fold จนไดตัวอยางท่ีความเขมขนตามท่ีตองการ โดยจะพิจารณาจากขอมูลท่ีแสดง

บนฉลากผลิตภัณฑ เชน ขอมูลบนฉลากแสดงวามีจํานวนเชื้อท่ี 106 ก็จะทําการเจือจางตัวอยางจน

ไดเทากับ 10 -6 โดยตัวอยางท่ีผานการเตรียมแลวจะนําไปแยกเชื้อท้ัง 3 ชนิดทันที

1.2.2 การแยกเชื้อ Lactobacillus

แยกเชื้อ Lactobacillus โดยใชวิธี pour plate method ตามวิธีมาตรฐาน Microbiology

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

Lactic acid bacteria (ISO 15214, 1998) โดยไปเปตตัวอยางท่ีเจือจางไวท่ีความเขมขนตํ่าสุด 3

ความเขมขน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงบนจานเลี้ยงเชื้อจํานวน 2 จาน (duplicates) แลวเทอาหาร

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

มิลลิลิตร ลงบนจานเลี้ยงเชื้อท่ีมีตัวอยางสารเสริมชีวนะ ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากัน 

ต้ังท้ิงไวจนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แลวนําไปอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 24-48 ชั่วโมง 

1.2.3 การแยกเชื้อ Bacillus

แยกเชื้อ Bacillus โดยใชวิธี spread plating method ตามวิธีมาตรฐาน Microbiology

general guidance for enumeration of Bacillus cereus (ISO 7932, 1993) โดยไปเปตตัวอยาง

ท่ีเจือจางไวท่ีความเขมขนตํ่าสุด 3 ความเขมขน ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

ท่ีมีความจําเพาะชนิด Manitol Egg Yolk Polymyxin-B agar (MYP) จํานวน 2 จาน แลวใชแทง

แกวเกลี่ยใหท่ัวผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวนําไปอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชั่วโมง 



19

1.2.4 การแยกเชื้อ Enterococcus

แยกเชื้อ Enterococcus โดยใชวิธี pour plate method ตามวิธีมาตรฐาน European

Community Project SMT4 CT98-2235 (European commission, 2003) โดยไปเปตตัวอยางท่ี

เจือจางไวท่ีความเขมขนตํ่าสุด 3 ความเขมขน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงบนจานเลี้ยงเชื้อจํานวน 2

จาน แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีความจําเพาะชนิด SF-Streptococcus agar ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ลงบนจานเลี้ยงเชื้อท่ีมีตัวอยางสารเสริมชีวนะ ผสมตัวอยางและอาหารเลี้ยงเชื้อใหเขากัน ต้ังท้ิงไว

จนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แลวนําไปอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C นาน 24-48 ชั่วโมง

1.3 การตรวจนับจํานวนและเลือกเก็บแบคทีเรียชนิด Lactobacillus, Bacillus และ 

Enterococcus

ตรวจนับจํานวนโคโลนีท่ีมีลักษณะเฉพาะสําหรับแบคทีเรียแตละชนิด โดยเลือกจานเพาะ

เชื้อท่ีมีเชื้อข้ึนระหวาง 30-300 โคโลนี นับจํานวนเชื้อท้ัง 2 จาน แลวหาจํานวนเชื้อเฉลี่ย สําหรับ 

Bacillus นําจํานวนเชื้อเฉลี่ยคูณดวยสวนกลับของการเจือจางและคูณดวย 10 สวน

Lactobacillus และ Enterococcus นําจํานวนเชื้อเฉลี่ยคูณดวยสวนกลับของการเจือจาง รายงาน

เปนคาเฉลี่ยของจํานวนโคโลนี หนวยเปน colony forming units/gram (CFU/g) หรือ colony

forming units/mililitters (CFU/ml)

ลักษณะเฉพาะทางโคโลนีของ Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ีมีดังน้ี

1.3.1 ลักษณะของ Lactobacillus ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MRS จะมีขนาดเล็ก 

เสนผานศูนยกลางประมาณ 0.5 – 1 มิลลิเมตร สวนท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีเสนผาน

ศูนยกลางประมาณ 2 – 3 มิลลิเมตร ลักษณะโคโลนีมีสีขาวขุน รูปรางกลมหรือรี

1.3.2 ลักษณะ Enterococcus ท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด SF มีขนาดเล็กเทาหัวเข็ม

หมุด เมื่ออบเลี้ยงเชื้อนาน 48 ชั่วโมง จะมีสีโคโลนีแตงตางกัน โดย E. faecium มีสีชมพูออน และ 

E. faecalis มีสีแดงเขม

1.3.3 ลักษณะของ Bacillus แตละ species ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MYP มี

ลักษณะแตกตางกันดังตารางท่ี 2
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ตารางท่ี 2 ลักษณะโคโลนีของ Bacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP

สายพันธุ          ลักษณะโคโลนี ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(มิลลิเมตร)

B. subtilis สีเหลือง นูน เปนเมือกเล็กนอย 2 - 4

B. cereus สีแดง แบนราบ ขอบไมเรียบ 3 – 6

B. licheniformis สีเหลืองหรือขาวใส เปนเมือกหนา 3 – 5

B. mycoides สีเหลืองหรือชมพูออน แบนราบ ขอบไมเรียบ 3 – 6

B. laterosporus สีเหลืองหรือขาว นูน ขอบเรียบ 1 -3

สําหรับการเลือกเก็บโคโลนีน้ัน เน่ืองจากเชื้อแตละโคโลนีอาจมีลักษณะแตกตางไปบาง

ตามสายพันธุ จึงเลือกเก็บโคโลนีท่ีมีลักษณะคลายกัน ลักษณะละ 1-5 โคโลนี โดย Bacillus และ 

Enterococcus จะเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด TSB ชนิดเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นาน 24

ชั่วโมง สวน Lactobacillus จะเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MRS ชนิดเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

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

-80 °C เพื่อตรวจพิสูจนเชื้อเบ้ืองตนดวยคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีท่ีอธิบายในระยะท่ี 2 และ 3

ตอไป

1.4 การตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคชนิด Salmonella และ E.coli

ทําการตรวจหาการปนเปอนของ Salmonella ดวยวิธีมาตรฐานของ Modified

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

1993) โดยเตรียมตัวอยางสารเสริมชีวนะ 10 กรัม หรือ 10 มิลลิลิตร ในสารละลาย Buffered

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

ชั่วโมงเพื่อเพิ่มจํานวนเชื้อ Salmonella จากน้ันจึงแยกเชื้อดวยวิธี direct plating method บน

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

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

ลักษณะกลม ขนาดปานกลาง โคโลนีใสและมีสีดําตรงกลาง (รูปท่ี 5)
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สวนการตรวจหาการปนเปอนของ E. coli น้ัน  ใชวิธีมาตรฐานของ Microbiology

general guidance for enumeration of presumptive Escherichia coli most probable

number technique (ISO 7251, 1993) โดยเตรียมตัวอยางสารเสริมชีวนะ 10 กรัม หรือ 10

มิลลิลิตร ในสารละลาย PSD ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เข่ียลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Eosine Methylene

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

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB จะมีลักษณะโคโลนีสีเขมตรงกลางคอนขางดํา ลักษณะมันวาวคลาย

โลหะ (metallic sheen) (รูปท่ี 5)

รูปท่ี 5 โคโลนีของ Salmonella และ E.coli (ซาย) Salmonella ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD

และ (ขวา) E.coli ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ EMB

ถาพบการปนเปอนของ Salmonella หรือ E.coli จะทําการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ เก็บตัวอยาง

เชื้อ Salmonella และ E.coli  ใน 20% glycerol ท่ีอุณหภูมิ -80°C เพื่อทดสอบความไวตอยา

ปฏิชีวนะ ตรวจหาการปรากฏของplasmidและความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาตามวิธีท่ี

อธิบายในระยะท่ี 3 และ 4 ตอไป

ระยะท่ี 2 ตรวจพิสูจนชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางชีวเคมีและอณูชีววิทยา

2.1 การตรวจคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา

ตรวจดูลักษณะของ Bacillus, Lactobacillus และ Enterococcus ดวยการยอมสีเซลล

แบคทีเรียดวยวิธี Gram stain ซึ่งเมื่อสองภายใตกลองจุลทรรศนจะพบ Bacillus และ 

Lactobacillus ยอมติดสีมวง รูปรางเปนทอน สวน Enterococcus น้ัน ยอมติดสีมวง รูปรางกลม 

2.2 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองตน

ทดสอบเบ้ืองตนดวยคุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองตนของ Lactobacillus, Bacillus และ 

Enterococcus ตามวิธีท่ีอธิบายใน Cowan and Steel’s manual for the identification of
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medical bacteria (Barrow and Feltham, 1993) โดยรายละเอียดของสารท่ีใชในการทดสอบใน

ข้ันตอนน้ี แสดงไวในภาคผนวก ซึ่งการศึกษาคร้ังน้ีทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแต

ละกลุม ดังน้ี

2.2.1 Lactobacillus

นําเชื้อ Lactobacillus จากอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS จํานวน 120 โคโลนี ท่ีเลือกเก็บไวมา

ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพื่อระบุวาเปน genus ของ Lactobacillus โดยทําการทดสอบ 

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

จะใหผลลบตอการทดสอบท้ัง 3 วิธี ดังน้ี

- Catalase test ทดสอบโดยเข่ียโคโลนีของ Lactobacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MRS ลงบนแผนสไสด หยดสารละลาย 3%hydrogenperoxide (H2O2) ลงบนเชื้อ Lactobacillus

ถามีฟองกาซเกิดข้ึนแสดงวามีผลบวก แตหากไมฟองกาซเกิดข้ึนแสดงวาใหผลลบตอการทดสอบ

- VP test ทดสอบโดยเข่ียโคโลนีของ Lactobacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS

ลงในสารละลาย VP อบเลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันอานผลการทดสอบโดยหยด

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

หยด ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 5-10 นาที สังเกตการเปลี่ยนสีของสารละลาย VP โดยถาเปลี่ยนจาก

สารละลายใสเปนสีแดง แสดงวาใหผลบวก แตหากสารละลายไมเปลี่ยนสีแสดงวาใหผลลบตอการ

ทดสอบ

- Nitrate reduction test ทดสอบโดยเข่ียโคโลนีของ Lactobacillus ท่ีเจริญบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ MRS ลงในสารละลาย nitrate อบเลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C นาน 24 ชั่วโมง จากน้ันอานผลการ

ทดสอบ โดยหยดสารละลาย A และ B จํานวน 4-5 หยด สังเกตการเปลี่ยนสีของสารละลาย 

nitrate โดยถาเปลี่ยนจากสารละลายใสเปนสีแดง แสดงวาใหผลบวก แตหากสารละลายไมเปลี่ยน

สีใหเติมผง zinc ถาสารละลายเปลี่ยนเปนสีแดงแสดงวาใหผลบวกเชนกัน แตหากสารละลายยังคง

ไมเปลี่ยนสีแสดงวาใหผลลบตอการทดสอบ

นําเชื้อท่ีใหผลลบตอการทดสอบท้ัง 3 ซึ่งเปนแบคทีเรีย Genus Lactobacillus  มา

ทดสอบตอเพื่อระบุ species ของ Lactobacillus โดยทดสอบการยอยนํ้าตาล จํานวน 6 ชนิด คือ 

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

เข่ียโคโลนีของ Lactobacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ลงใน ammonium salt sugar

(ASS) ท่ีมีสวนผสมของนํ้าตาลท่ีความเขมขน 1% อบเลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C นาน 24 ชั่วโมง อานผล
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การทดสอบโดยสังเกตการเปลี่ยนสีของ ASS โดยถาเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง แสดงวาให

ผลบวก แตหายังมีสีมวงเชนเดิม แสดงวาใหผลลบตอการทดสอบ ซึ่งเชื้อ Lactobacillus แตละ 

species ใหผลการทดสอบ ดังน้ี

+    หมายถึง 85-100% ของสายพันธุใหผลบวก

-     หมายถึง 0-15% ของสายพันธุใหผลบวก

d หมายถึง 16-84% ของสายพันธุใหผลบวก

2.2.2 Bacillus

นําเชื้อ Bacillus ท่ีไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP จํานวน 145 isolates ท่ีเลือกเก็บไวมาทํา

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

ยอยนํ้าตาลจํานวน 4 ชนิด คือ galactose, mannose, raffinose และ xylose โดยมีวิธีการทดสอบ 

catalase test, VP test และ nitrate reduction test เชนเดียวกับ Lactobacillus สวนการทดสอบ 

oxidase test, urease test และการทดสอบการยอยนํ้าตาลน้ันมีวิธีการทดสอบ ดังน้ี

- Oxidase test ทําการทดสอบโดยหยดสารละลาย oxidase reagent ลงบน filter paper

เข่ียโคโลนีของ Bacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP ลงบน filter paper สังเกตการเปลี่ยนสี
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ของเชื้อ โดยถาเปลี่ยนเปนสีมวง แสดงวาใหผลบวก แตหากเชื้อไมเปลี่ยนสี แสดงวาใหผลลบตอ

การทดสอบ

- Urease test ทดสอบโดยเข่ียโคโลนีของ Bacillus ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP

ลงในสารทดสอบ อบเลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง อานผลการทดสอบโดยสังเกตการ

เปลี่ยนสีของสารทดสอบ โดยถาเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีชมพู แสดงวาใหผลบวก แตหากสาร

ทดสอบยังคงมีสีเหลือง แสดงวาใหผลลบตอการทดสอบ

- ทดสอบการยอยนํ้าตาล จํานวน 4 ชนิด ดังกลาว โดยเข่ียโคโลนีของ Bacillus ท่ีเจริญ

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP ลงใน broth sugar (BS) ท่ีมีสวนผสมของนํ้าตาลท่ีความเขมขน 1% อบ

เลี้ยงเชื้อท่ี 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง อานผลการทดสอบโดยสังเกตการเปลี่ยนสีของ BS โดยถา

เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลือง แสดงวาใหผลบวก แตหายังมีสีเขียวเชนเดิม แสดงวาใหผลลบตอ

การทดสอบ ซึ่งเชื้อ Bacillus แตละ species ใหผลการทดสอบ ดังน้ี

คุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองตนของ Lactobacillus, Bacillus โดยละเอียดแสดงไวใน

ภาคผนวกท่ี 1 และ 2
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2.2.3 Enterococcus

นําเชื้อ Enterococcus จากอาหารเลี้ยงเชื้อ SF จํานวน 7 isolates ท่ีเลือกเก็บไวทําการ

ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพียง 2 อยาง คือ Oxidase test และ Catalase test ซึ่งเชื้อ 

Enterococcus จะใหผลบวกตอการทดสอบท้ัง 2 อยาง

จากการท่ีแตละ species ของ Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus มีคุณสมบัติ

ทางชีวเคมีใกลเคียงกันมาก ทําใหวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองตนน้ันไมสามารถระบุ

ชนิดแบคทีเรียดังกลาวดวยไดอยางแมนยํา จําเปนตองยืนยันชนิดแบคทีเรียดวยวิธีทางอณู

ชีววิทยาตอไป

2.3 การตรวจพิสูจนยืนยัน Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus ดวยวิธีทางอณูชีววิทยา

วิธีทางอณูชีววิทยาท่ีใชในการตรวจพิสูจนยืนยันเชื้อท้ัง 3 ชนิดเปนวิธีท่ีมีพื้นฐานมาจาก 

Polymerase Chain Reaction โดยในการทํา PCR ท้ังหมดใช DNA ท่ีเตรียมดวยวิธี whole cell

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

Hamburg, Germany) ตามคําแนะนําของทางบริษัท โดยทําปฏิกิริยา เพิ่มจํานวน DNA บนเคร่ือง

Thermocycler (Thermoelectron corporation®, USA) ซึ่งรายละเอียดของ primers ท้ังหมดท่ีใช

ในข้ันตอนน้ีแสดงในตารางท่ี 3
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ตารางท่ี 3 primers ท่ีใชในการพิสูจนยืนยัน Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus

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

PCR Product (bp)

Bacillus

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

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

Lactobacillus

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

LbLMA1-rev CTCAAAACTAAACAAAGTTTC Dubernet et al., 2002

IDL03R CCACCTTCCTCCGGTTTGTCA All Lactobacillus Kwon et al., 2004

IDL04F AGGGTGAAGTCGTAACAAGTAGCC All Lactobacillus Kwon et al., 2004

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

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

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

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

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

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

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

Enterococcus

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

Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC

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

FL2 TAATGGTGAAATCTTGGTTTGG

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

FM2 TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA

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

GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

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

CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG

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

HI2 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG

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

DU2 TAATCCTAAGATAGGTGTTTG
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2.3.1การเตรียม DNA ดวยวิธี whole cell boiled lysate

สําหรับเชื้อ Bacillus และ  Enterococcus เตรียมเลี้ยงเชื้อ Bacillus และ Enterococcus

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MYP agar และ SF agar ตามลําดับ ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากน้ันเข่ียโคโลนีจํานวน 1 โคโลนี ลงใน eppendrof tube ท่ีมีนํ้ากลั่นบริสุทธิ์ท่ีผานการฆาเชื้อ

แลว ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และละลายใหเปนเน้ือเดียวกัน นําไปตมในนํ้าเดือดอุณหภูมิ 100 ºC

นาน 10 นาที จากน้ันนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน 5 นาที ดูดเก็บของเหลวใส เก็บ

รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เพื่อใชเปน DNA ตนแบบในการทํา PCR ตอไป

สําหรับ Lactobacillus ใชเชื้อท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ชนิดเหลวปริมาตร 3

มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC นาน 24-48 ชั่วโมง โดยนําเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสลงใน 

eppendrof tube นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน1 นาที ลางดวยนํ้ากลั่นบริสุทธิ์ท่ี

ผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 1 มิลลิลิตรโดยนําไปปนเหว่ียง ท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน 1 นาที 

ไปเปตของเหลวออกจนเหลือปริมาตร 50 ไมโครลิตร นําไปตมในนํ้าเดือดอุณหภูมิ 100 ºC นาน 

10 นาที จากน้ันนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 x g นาน 5 นาที ดูดเก็บของเหลวใสเก็บรักษา

ท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เพื่อใชเปน DNA ตนแบบในการทํา PCR ตอไป

2.3.2การตรวจยืนยัน Bacillus ดวยวิธีทางอณูชีววิทยา

นําเชื้อท่ียืนยันไดวาเปน Bacillus spp. จาการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีจํานวน 114

โคโลนี มาทําการยืนยัน genus และ species ของ Bacillus ดวยเทคนิค Amplified Ribosomal

DNA Restriction Analysis (ARDRA) ตามวิธีท่ีอธิบายโดย Wu และคณะในป 2006 ตามข้ันตอน 

ดังน้ี

1) ระบุ genus ดวยการเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ดวย B-K1F และ B-K1R primers

(ตารางท่ี 3) โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังน้ี

ปริมาตร       ความเขมขนสุดทาย

DNA 5 µl 100-300 µM

10 µM ของ primers แตละตัว 1 µl 0.5 µM

2.5 x Eppendorf MasterMix 12.5 µl 1x

Nuclease free water 5.5 µl

ปริมาตรรวม 25 µl



28

จากน้ันนําสวนผสมไปเพิ่มจํานวนยีน 16S rRNA ในเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-

condition ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 94 ºC 4    นาที

2. Denaturation 94 ºC 30 วินาที

Annealing 63 ºC 30   วินาที

Extension 72 ºC 2  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 25 รอบ

3. Final extension 72 ºC 10    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ตรวจสอบขนาด PCR products บน 2% agarose gel ดวย gel electrophoresis (OWL

Scientific Inc.®, USA) และตรวจดูการปรากฏของ DNA เปาหมายดวยเคร่ือง UV

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

2) ยืนยัน species ของ Bacillus โดยการตัด PCR products ดวยเอนไซม AluI และ Taql

(Fermentas Inc., Hanover, MD, USA) ซึ่ง Bacillus แตละ species จะใหรูปแบบของ DNA

หลังจากถูกตัดดวย AluI และ Taql ท่ีแตกตางกันและสามารถใชในการระบุ species ของ 

Bacillus ได โดยทําปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซมท้ัง 2 ชนิด ดังน้ี

ปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซม AluI ในปริมาตร 20 µl ประกอบดวย

ปริมาตร       

PCR products 10 µl

AluI 1 µl

10× buffer Tango 2 µl

Nuclease free water 7 µl

ปริมาตรรวม 20 µl

Incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 O C นาน 6 ชั่วโมง



29

ปฏิกิริยาการตัดดวยเอนไซม Taql ในปริมาตร 20 µl ประกอบดวย

ปริมาตร       

PCR products 10 µl

Taql 1 µl

10× buffer Taq I 2 µl

Nuclease free water 7 µl

ปริมาตรรวม 20 µl

Incubate ท่ีอุณหภูมิ 56O C นาน 6 ชั่วโมง

จากน้ันตรวจสอบรูปแบบ ARDRA ท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซม AluI และ Taql บน 2%

agarose gel ดวย gel electrophoresis และตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดยรูปแบบ 

ARDRA ของ Bacillus แสดงในรูปท่ี 6

รูปท่ี 6 รูปแบบ ARDRA ของ Bacillus spp. PCR products ถูกตัดดวยเอนไซม AluI (บน) และ 

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

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

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

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

bp
1,000

500

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

AluI

TaqI 1,000

500

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

นําเชื้อท่ียืนยันไดวาเปน Lactobacillus spp. จํานวน 97 โคโลนี ยืนยัน genus และ 

species ของ Lactobacillus ดวยเทคนิค multiplex PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอ genus

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

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

ดวย primers ท่ีมีความจําเพาะ โดยใช IDL03R primer กับ reverse primer และใช IDL04R

primer กับ forward primer โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 50 µl ดังน้ี

ปริมาตร        ความเขมขนสุดทาย

DNA 5 µl

10 µM ของ primers 1 µl 0.25 µM

2.5 x Eppendorf MasterMix 25 µl 1x

Nuclease free water 10 µl

ปริมาตรรวม 50 µl

จากน้ันนําสวนผสมใสเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-condition ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 94 ºC 4    นาที

2. Denaturation 94 ºC 30 วินาที

Annealing 63 ºC 30   วินาที

Extension 72 ºC 2  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 25 รอบ

3. Final extension 72 ºC 10    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ทําการตรวจสอบขนาด PCR products บน 1.5% agarose gel ดวย gel

electrophoresis และตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดย Lactobacillus จะใหขนาด 

PCR products ท่ีมีขนาดตางกัน จึงยืนยันความจําเพาะของ primers ดวยการตรวจหาลําดับเบส 

สงตัวแทนตัวอยาง DNA ไปตรวจหาลําดับเบสเพื่อยืนยันความจําเพาะของ primers โดย

หลังจากตรวจสอบขนาดของ PCR products ดวยวิธี agarose gel electrophoresis จากน้ันตัด 

agarose gel ในสวนท่ีมี PCR product ทําการสกัด DNA ออกจากแผน gel โดยใชชุด 

Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendrof, Hamburg, Germany) ตามวิธีท่ีแนะนําโดย
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บริษัทผูผลิต โดยสงตัวอยาง DNA ไปตรวจหาลําดับเบสท่ีบริษัท Macrogen Inc. กรุงโซล ประเทศ

เกาหลีใต

2.3.3 Enterococcus

นําเชื้อท่ียืนยันไดวาเปน Enterococcus spp. จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี

จํานวน 7 โคโลนี ยืนยัน genus และspecies ดวยเทคนิค multiplex PCR โดยใช primers ท่ี

จําเพาะตอ genus คือ Ent1 และ Ent2 primers และตรวจพิสูจน species จํานวน 6 species คือ 

E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. hirae และ E. durans ดวย 

primers ท่ีมีความจําเพาะตอสปสตางๆ โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังน้ี

ปริมาตร       ความเขมขนสุดทาย

DNA 5 µl

10 µM ของ primers 1 µl 0.5 µM

2.5 x Eppendorf MasterMix 12.5 µl 1x

Nuclease free water 1.5 µl

ปริมาตรรวม 25 µl

จากน้ันนําสวนผสมใสเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-condition ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 94 ºC 4    นาที

2. Denaturation 94 ºC 30 วินาที

Annealing 63 ºC 30   วินาที

Extension 72 ºC 2  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 25 รอบ

3. Final extension 72 ºC 10    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ทําการตรวจสอบขนาด PCR products บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis และ

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator เน่ืองจากเชื้อ Enterococcus ท่ีทําการทดสอบในข้ันน้ีมี

เพียง 7 โคโลนี และทุกโคโลนีให PCR products ท่ีมีขนาดเทากัน ดังน้ันจึงสง DNA จํานวน 1

โคโลนี ไปทําการตรวจหาลําดับเบส
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ระยะท่ี 3 ศึกษารูปแบบและพันธุกรรมการดื้อยา

3.1 ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ

นําเชื้อท้ังหมดจํานวน 211 isolates ซึ่งเปนเชื้อ Bacillus จํานวน 114 isolates และเปน 

Lactobacillus จํานวน 97 isolates มาทําการหาคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับย้ังการ

เจริญเติบโตของเชื้อจนไมสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา (Minimum Inhibitory Concentration,

MIC) ดวยวิธี Two-fold agar dilution สําหรับเชื้อ Enterococcus ไมสามารถทําการทดสอบความ

ไวตอยาปฏิชีวนะได เน่ืองจากเชื้อท่ีเก็บรักษาไวจํานวน 7 isolates น้ันไมสามารถเจริญบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อไดอีก โดย Bacillus ทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Mueller Hinton Agar (MHA)

ตามวิธีมาตรฐานของ Clinical Laboratory Standard Intitute (CLSI) 1999 สวน Lactobacillus

น้ันทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LAB susceptibility test medium ท่ีประกอบดวย Iso-

Sensitest broth และ deMan-Rogosa-Sharpe broth ในอัตราสวน 9:1 ตามวิธีท่ีอธิบายใน Klare

และคณะ (2005) โดยทดสอบกับยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด ดังตารางท่ี 4 และใช Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 เปนตัวควบคุมการทดสอบ 

การทํา MIC แบงเปนข้ันตอนไดดังน้ี

1) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมียาปฏิชีวนะ 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมียาปฏิชีวนะท่ีความเขมขนตางๆ ตามท่ีตองการทดสอบ (ตาราง

ท่ี 4) โดยเร่ิมเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA หรือ LAB susceptibility test medium ท่ีผานการฆา

เชื้อแลว ปริมาตร 18 มิลลิลิตร เตรียมยาปฏิชีวนะต้ังตนตามวิธีท่ีแสดงในภาคผนวกท่ี 3 จากน้ัน

เตรียมยาปฏิชีวนะในระดับความเขมขนสูงสุดท่ีตองการทดสอบใน 0.85%normal saline solution

(0.85% NSS) ท่ีผานการฆาเชื้อแลว ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวเจือจางแบบ 2-fold ใน 0.85% NSS

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จนไดยาปฏิชีวนะทุกความเขมขนท่ีตองการทดสอบ เติมยาปฏิชีวนะท่ีความ

เขมขนตางๆปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 18 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เท

สวนผสมดังกลาวบนจานเลี้ยงเชื้อ ต้ังท้ิงไวจนแข็งกอนนําไปใช 

2) การเตรียมตัวอยางเชื้อและการทํา MIC

โตเชื้อ Lactobacillus หรือ Bacillus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS และ MHA ตามลําดับ ท่ี

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

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

ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex ไปเปตมา 100 ไมโครลิตร ใสใน microtiter plate

ขนาด 96 หลุม ใช Replica plater วางลงบนเชื้อใน microtiter plate กอนวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
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ผสมยาปฏิชีวนะท่ีเตรียมไว ต้ังท้ิงไวจนเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแหง นําไปอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 

37 °C ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนนาน 24 ชั่วโมง

3) การอานผล

 อานผลหลังจากอบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนนาน 20-24 ชั่วโมง

โดยดูคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีเชื้อไมเจริญเมื่อมองดวยตาเปลาถือเปนคา MIC ซึ่งการศึกษาคร้ังน้ี

ใชคาความเขมขนของยาท่ีบงชี้วาเชื้อด้ือหรือไวตอยา (breakpoint) ท่ีกําหนดโดย SCAN ดังแสดง

ในตารางท่ี 4

ตารางท่ี 4 ชนิดและความเขมขนของยาปฏิชีวนะท่ีใชในการวิจัย

ยาปฏิชีวนะ        ความเขมขน (µg/ml)          คา breakpoint

Bacillus Lactobacillus

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

การศึกษาวิจัยคร้ังน้ีเนนศึกษาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอ tetracycline,

vancomycin, erythromycin และ streptomycin โดยตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุม

การด้ือตอยาปฏิชีวนะดังกลาว ในเชื้อ Lactobacillus และ Bacillus ซึ่งเปนเชื้อท่ีด้ือตอยาชนิด

น้ันๆ รวมถึงเชื้อท่ีมีการปรากฏของ plasmid ดวย เหตุท่ีไมทําการตรวจในเชื้อ Enterococcus

เน่ืองจากเชื้อ Enterococcus ท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 °C ไมสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อไดอีก

และเมื่อทําการแยกเชื้ออีกคร้ังก็ยังประสบปญหาเชนเดิม

การศึกษาตลอดข้ันตอนน้ีใชเทคนิค PCR ดวย primers ท่ีจําเพาะตอยีนแตละชนิด ดัง

แสดงในตารางท่ี 5 ซึ่งการทํา PCR ท้ังหมดใช 2.5 x Eppendorf MasterMix ตามคําแนะนําของ

ทางบริษัท และใช DNA ท่ีเตรียมดวยวิธี whole cell boiled lysate เพิ่มจํานวน DNA บนเคร่ือง 

Thermocycler



35

ตารางท่ี 5 primers ท่ีใชตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยา

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

PCR Product (bp)

aadE aadEI GCAGAACAGGATGAACGTATTCG 369 Klare et al., 2007

aadEII ATCAGTCGGAACTATGTCCC

tetK tetKI CAATACCTACGATATCTA 352 Klare et al., 2007

tetKII TTGAGCTGTCTTGGTTCA

tetL tetLI TGGTCCTATCTTCTACTCATTC 385 Werner et al., 2003

tetLII TTCCGATTTCGGCAGTAC

tetM tetMI GGTGAACATCATAGACACGC 401 Werner et al., 2003

etMII CTTGTTCGAGTTCCAATGC

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

tetOII CGGCGGGGTTGGCAAATA

tetS tetSI ATCAAGATATTAAGGAC 573 Gervers et al., 2003

tetSII TTCTCTATGTGGTAATC

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

tetWII TCIGMIGGIGTRCTIRCIGGRC

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

vanA2 GTACAATGCGGCCGTTA

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

vanB2 GATTTCGTTCCTCGACC

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

vanC2 CTTCCGCCATCATAGCT

ermA ermAI TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 645 Sutclifee et al., 1995

ermAII CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT

ermB ermBI GAAAAGGTACTCAACCAAATA 639 Sutclifee et al., 1995

ermBII AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAG

ermC ermCI TCAAAACATAATATAGATAAA 643 Sutclifee et al., 1995

ermCII GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT
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3.2.1 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอยา tetracycline

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

Bacillus และ Lactobacillus ชนิดละ 20 isolates โดยเชื้อ Bacillus ท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี plasmid

จํานวน 3 isolates และไมมี plasmid จํานวน 17 isolates สวน Lactobacillus ท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี 

plasmid จํานวน 15 isolates และไมมี plasmid จํานวน 5 isolates ดวยเทคนิค PCR โดยใช 

primers ท่ีมีความจําเพาะ โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังน้ี

ปริมาตร       ความเขมขนสุดทาย

DNA 5 µl

10 µM ของ primers 1 µl 0.5 µM

2.5 x Eppendorf MasterMix 12.5 µl 1x

Nuclease free water 1.5 µl

ปริมาตรรวม 25 µl

จากน้ันนําสวนผสมใสเคร่ือง Thermal cycler ภายใต PCR-conditions ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 95 ºC 5    นาที

2. Denaturation 94 ºC 45 วินาที

Annealing 52 ºC 45   วินาที

Extension 72 ºC 45  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 30 รอบ

3. Final extension 72 ºC 7    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ตรวจสอบขนาด PCR product บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดยยีน tetK, tetL, tetM, tetO, tetL และ tetW มีขนาด 

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

โดยใชเชื้อ Campylobacter coli CAC041 ท่ีแยกไดจากหองปฏิบัติการและมีการปรากฏ

ของยีน tetO เปน positive control เชื้อ Lactobacillus ท่ีตรวจพบยีน tetW จากการศึกษาคร้ังน้ีท่ี

ยืนยันยีน tetW ดวยการสงตรวจหาลําดับเบสแลวเปน positive control และเชื้อ E. coli จาก

การศึกษาของ Bryan และคณะ (2004) เปน positive control ในการตรวจหายีน tetK, tetL, tetM,

และ tetS
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3.2.2 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอยา streptomycin

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีน aadE ในเชื้อ Bacillus และ Lactobacillus ท่ีด้ือตอ 

streptomycin ชนิดละ 10 isolates โดยเชื้อ Bacillus ท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 3 isolates

และไมมี plasmid จํานวน 7 isolates สวน Lactobacillus ท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 5

isolates และไมมี plasmid จํานวน 5 isolates ทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl เชนเดียวกับการ

ตรวจหายีน tet ภายใต PCR-conditions ดังตอไปน้ี

1. Initial denaturation 95 °C 5    นาที

2. Denaturation 94 °C 45 วินาที

Annealing 58 °C 45   วินาที

Extension 72 °C 45  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 30 รอบ

3. Final extension 72 °C 7    นาที

Holding tempurature 25 °C

ตรวจสอบขนาด PCR products บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดยยีน aadE ให PCR products ขนาด 369 bp

โดยใชเชื้อ C. coli CAC094 ท่ีแยกไดในหองปฏิบัติการเปน positive control ของยีน 

aadE

3.2.3 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอยา vancomycin

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีน vanA, vanB และ vanC โดยตรวจในเชื้อ

Lactobacillus และ Bacillus ชนิดละ 10 isolates ท่ีด้ือตอยา vancomycin ซึ่งเชื้อ Bacillus ท่ีใช

เปนเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 3 isolates และไมมี plasmid จํานวน 7 isolates สวน 

Lactobacillus ท้ังหมดท่ีใชเปนเชื้อท่ีมี plasmid ตรวจหาดวยเทคนิค PCR โดยใช primers ท่ีมี

ความจําเพาะ โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ภายใต PCR-conditions ดังตอไปน้ี
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1. Initial denaturation 95 ºC 5    นาที

2. Denaturation 94 ºC 45 วินาที

Annealing 53 ºC 45   วินาที

Extension 72 ºC 45  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 30 รอบ

3. Final extension 72 ºC 7    นาที

Holding tempurature 25 ºC

ตรวจสอบขนาด PCR product บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator

โดยใชเชื้อ Lactobacillus ท่ีตรวจพบยีน vanA จากการศึกษาคร้ังน้ีท่ียืนยันยีน vanA ดวย

การสงตรวจหาลําดับเบสแลวเปน positive control

3.2.4 ตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาท่ีควบคุมการด้ือตอยา erythromycin

ทําการตรวจหาการปรากฏของยีน ermA, ermB และ ermC ในเชื้อ Bacillus ท่ีด้ือตอยา

erythromycin จํานวน 10 isolates เปนเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 3 isolates และเปนเชื้อท่ีไมมี 

plasmid อีก 7 isolates โดยไมทําการตรวจในเชื้อ Lactobacillus เน่ืองจากไมตรวจพบเชื้อ 

Lactobacillus ท่ีด้ือตอยา erythromycin ทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังน้ี ภายใต PCR-

conditions ดังตอไปน้ี 

1. Initial denaturation 95 °C 5    นาที

2. Denaturation 94 °C 45 วินาที

Annealing 48 °C 45   วินาที

Extension 72 °C 45  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 30 รอบ

3. Final extension 72 °C 7    นาที

Holding tempurature 25 °C

ตรวจสอบขนาด PCR product บน 1.5% agarose gel ดวย gel electrophoresis

ตรวจดูดวยเคร่ือง UV transilluminator โดยยีน ermA, ermB และ ermC มีขนาด PCR products

เทากับ 645 bp, 639 bp และ 643 bp ตามลําดับ
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ระยะท่ี 4 ทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยา

4.1 ตรวจหาการปรากฏของ plasmid

ตรวจหาการปรากฏของ plasmid ของเชื้อ Lactobacillus และ Bacillus ท้ังหมดท่ี

แยกไดจากสารเสริมชีวนะ ดวยวิธีการสกัด plasmid ดังน้ี เพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus ในอาหารเลี้ยง

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

มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 1 คืน จากน้ันปนแยกเซลลจากเชื้อ 3 มิลลิลิตร ใน 

microcentrifuge tube ท่ีความเร็ว 15,000 x g นาน 2 นาที ลางเซลลดวย Phosphate Buffer

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

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex ต้ังท้ิงไวท่ีอุณภูมิหอง 5 นาที จากน้ันเติมสารละลาย 0.2 N

NaOH, 1% Sodium dodecyl sulfate (SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมดวยการกลับหลอด

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

ไมโครลิตร ผสมดวยการ vortex ต้ังบนนํ้าแข็งนาน 5 นาที ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 x g ท่ี  

4ºC นาน 5 นาที ไปเปตของเหลวสวนใส ใส microcentrifuge tube ใหม ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 

13,000 x g ท่ี  4ºC นาน 5 นาที อีกคร้ังและไปเปตของเหลวสวนใสใส microcentrifuge tube

ใหม ในข้ันน้ีจะไดของเหลวสวนใส ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เติมเอนไซม RNaseA (10 mg/ml)

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 50 µg/ml และบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC

นาน 30 นาที จากน้ันเติมสวนผสม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ประมาณ 

400 ไมโครลิตร ผสมดวยการ vortex ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 x g นาน 2 นาที ไปเปต

ของเหลวสวนใส ใส microcentrifuge tube หลอดใหม เติม ice cold absolute ethanol ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร ผสมดวยการกลับหลอดไปมา และ incubate ท่ีอุณหภูมิ -70ºC นาน 30 นาที หรือท่ี

อุณหภูมิ -20ºC นาน 24 ชั่วโมง หลังจากน้ันปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 x g ท่ี  4ºC นาน 5 นาที 

ไปเปตของเหลวสวนใสท้ิง ในข้ันตอนน้ี DNA จะตกตะกอนอยูท่ีกนหลอด ลาง DNA pellets ดวย 

ice cold 70% ethanol ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 x g นาน 5 นาที ไปเปตของเหลวสวนใสท้ิง

ปลอยให DNA pellets แหงท่ีอุณภูมิหองนาน 1 นาที และละลาย DNA pellets ในนํ้ากลั่นหรือ TE

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

อุณหภูมิ -20ºC จากน้ันนําไปตรวจสอบการปรากฏของplasmid บน 0.8% agarose gel ดวย gel

electrophoresis ตรวจดูการปรากฏของ plasmid DNA ดวยเคร่ือง UV transilluminator

4.2 ทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยา
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ทําการทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของเชื้อท่ีมี plasmid และด้ือตอยา

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

Lactobacillus ท่ีมี  plasmidและด้ือตอยาปฏิชีวนะเปนตัวให (donors) สวนเชื้อ Bacillus และ 

Lactobacillus ท่ีไมมี  plasmidและไวตอยาปฏิชีวนะเปนตัวรับ (recipients)

4.2.1 การเตรียมแบคทีเรียตัวรับ

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

L11.5(2) สวนแบคทีเรียตัวรับของ Bacillus คือ B. subtilis B1.6 และ B. licheniformis B10.2

เน่ืองจากแบคทีเรียตัวรับท้ัง 4 strains ไวตอยาปฏิชีวนะทุกชนิดท่ีทําการทดสอบในการศึกษาคร้ังน้ี 

ดังน้ันเพื่อใหสามารถแยกไดจากแบคทีเรียตัวให จึงตองทําใหเชื้อ Bacillus ตัวรับน้ันด้ือตอยา 

tetracycline แบบ spontaneous mutations โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB

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

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็งท่ีมี tetracycline ท่ีความเขมขน 8, 16, 32, 64 และ 128 µg/ml อบ

เลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 18-24 ชั่วโมง โดยมีชุดควบคุม คือ เชื้อท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อท่ีไมมียา tetracycline จากน้ันคัดเลือกโคโลนีท่ีเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี 

tetracycline 64 และ 128 µg/ml นํามา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมมี tetracycline และ

streak ตอเน่ืองนาน 10 วัน จากน้ันทดสอบความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี

มี tetracycline ท่ีความเขมขน 64 หรือ 128 µg/ml อีกคร้ัง จากน้ันหาคา MIC ตอยา tetracycline

โดยใชเชื้อท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมมี tetracycline เปนตัวควบคุมการทดสอบ จะไดเชื้อ

Bacillus mutants คือ B(1.6 ) tetr และ B(10.2) tetr สําหรับ Lactobacillus จะทําใหแบคทีเรีย

ตัวรับน้ันด้ือตอยา rifampicin แบบ spontaneous mutations mutants ดวยวิธีเดียวกับ Baciilus

โดยใช rifampicin ท่ีความเขมขน 8, 16, 32, 64 และ 128 µg/ml จะไดเชื้อ Lactobacillus

mutants คือ L11.1(2)rifr และ L11.5 rifr ทําการหาคา MIC ตอยา tetracycline, rifampicin และ

ยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆ

4.2.2 การทํา filter mating

ทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของ Bacillus โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียตัว

ใหและตัวรับในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC นาน 18-24

ชั่วโมง จากน้ันเจือจางดวย LB ชนิดเหลวในอัตราสวน 1:50 และเลี้ยงเชื้อตอท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 

3-7 ชั่วโมง เพื่อใหเชื้อตัวใหและตัวรับเจริญถึงระยะ mid-log phase จากน้ันผสมเชื้อตัวใหและ

ตัวรับอยางละ 750 ไมโครลิตร ใน microcentrifuge tube ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 80000 x g นาน 1
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นาที ไปเปตของเหลวสวนใสท้ิง ละลายตะกอนเซลลดวย LB ชนิดเหลวท่ีอุนท่ีอุณหภูมิ 37 ºC

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ไปเปตลงบนแผน nitrocellulose filter ท่ี pore size 0.45 ไมครอนและเสน

ผานศูนยกลางขนาด 13 มิลลิเมตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็ง อบเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิ  37 ºC

นาน 18-24 ชั่วโมง จากน้ันนําแผน filter ท่ีมีสวนผสมของเชื้อ ใสลงใน microcentrifuge tube ท่ีมี 

0.85% NSS อยู 1 มิลลิลิตร vortex เพื่อใหไดสวนผสมของเชื้อ นําแผน filter ออกและปนเหว่ียงท่ี

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

rifampicin 50 µg/ml รวมกับยาปฏิชีวนะท่ีมีความเหมาะสม ไดแก tetracycline 10 µg/ml,

erythromycin 20 µg/ml และ vancomycin 32 µg/ml คัดเลือกโคโลนีท่ีด้ือตอ tetracycline และ

ยาปฏิชีวนะท่ีเก่ียวของ ทําการสกัด plasmid จาก transconjugants และตรวจสอบการปรากฏ

ของ plasmid บน 0.8% agarose gel  สําหรับ Lactobacillus น้ัน ทดสอบความสามารถในการ

ถายทอดยีนด้ือยาดวยวิธีเดียวกัน โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียตัวใหและตัวรับในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS

ชนิดเหลว ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC นาน 24 - 48 ชั่วโมง จากน้ันเจือจางดวย MRS

ชนิดเหลวในอัตราสวน 1:50 และเลี้ยงเชื้อตอท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 3-7 ชั่วโมง เพื่อใหเชื้อตัวให

และตัวรับเจริญถึงระยะ mid-log phase แลวทําการทดสอบความสามารถในการถายทอด

plasmid ดวยวิธี filter mating เชนเดียวกับเชื้อ Bacillus
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บทที่ 4
ผลการศกึษาวิจัย

1. การแยกและตรวจพิสูจนเชื้อจากผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว

จากการแยกแบคทีเรียจากผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะจํานวน 10 ชนิด เลือกเก็บเชื้อจาก

ลักษณะท่ีโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อไดท้ังหมด 272 โคโลนี โดยเปนเชื้อท่ีมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS

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

โคโลนี หลังจากทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและอณูชีววิทยาไดเชื้อแบคทีเรียไดท้ังหมด 218

isolates ประกอบดวยเชื้อ Bacillus จํานวน 114 isolates เชื้อ Lactobacillus จํานวน 97 isolates

และเชื้อ Enterococcus จํานวน 7 isolates ผลจากการแยกเชื้อแตละชนิดโดยละเอียด มีดังน้ี

1.1 การตรวจพิสูจนเชื้อ Bacillus

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus เมื่อยอมดวยวิธี Gram stain และตรวจดูผาน

กลองจุลทรรศน พบเชื้อ Bacillus มีลักษณะเปนทอน ติดสีมวง ดังรูปท่ี 7

รูปท่ี 7 เชื้อ Bacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะ

และยอมดวย Gram stain

จากการตรวจพิสูจนเชื้อดวยวิธีทางชีวเคมีของเชื้อ Bacillus จํานวน 114 isolates ตรวจ

พบ Bacillus จํานวน 7 species ไดแก B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. mycoides,

B. cereus, B. amyloliquefaciens และ B. lentus และจากการยืนยันดวยวิธี ARDRA พบเชื้อ 

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

cluster (B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus) ดังตารางท่ี 6 โดยเชื้อมี
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รูปแบบ ดังแสดงในรูปท่ี 8 ซึ่งผลการตรวจจําแนกดวย 2 วิธีดังกลาว มีบางสวนท่ีผลการทดสอบไม

สอดคลองกัน โดยเฉพาะอยางย่ิง B. subtilis จากการตรวจทางชีวเคมี เมื่อตรวจพิสูจนดวยวิธี 

ARDRA พบวาสวนหน่ึงใหผลเปน B. subtilis cluster รายละเอียดความแตกตางจากการ

ตรวจสอบดวยวิธีชีวเคมีและ ARDRA แสดงในภาคผนวกท่ี 4

สําหรับ B. cereus เมื่อทําการยืนยันดวยวิธี ARDRA จะไดเปน B. cereus group ซึ่ง

ประกอบดวย B. cereus, B. anthrasis และ B. thuringensis ซึ่งไมสามารถแยกเชื้อท้ัง              

3 species น้ีไดดวยรูปแบบ ARDRA จึงสงเชื้อ B. cereus group จํานวน 7 isolates จึงสง PCR

products ของ 16sRNA ไปทําการตรวจหาลําดับเบสและพบวาเปน B. cereus ท้ังหมด

ตารางท่ี 6 เชื้อ Bacillus ท่ีพิสูจนยืนยันดวยวิธี ARDRA (n = 114)

เชื้อ จํานวน (%)

B. subtilis 29 (25.4)

B. licheniformis 21 (18.4)

B. cereus 7 (6.1)

B. subtilis clustera 57 (50)

a B. subtilis cluster ประกอบดวย B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus
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รูปท่ี 8 รูปแบบ ARDRA ท่ีไดจากการตรวจพิสูจนเชื้อ Bacillus (ก) 16sRNA ของ Bacillus spp. ท่ี

ไดจากการทํา PCR มีขนาด 1,140 bp (ข) ตัดดวยเอนไซม AluI และ (ค) ตัดดวยเอนไซม TaqI

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

3BS, B. subtilis cluster

bp
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1.2 การตรวจพิสูจนเชื้อ Lactobacillus

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Lactobacillus เมื่อยอมดวยวิธี Gram stain และ

ตรวจดูผานกลองจุลทรรศน พบเชื้อ Lactobacillus มีลักษณะเปนทอน ติดสีมวง ดังรูปท่ี 9

รูปท่ี 9 เชื้อ Lactobacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะ

และยอมดวย Gram stain

จากการตรวจพิสูจนเชื้อดวยวิธีทางชีวเคมีของเชื้อ Lactobacillus จํานวน 97 isolates

ตรวจพบ Lactobacillus จํานวน  4 species ไดแก L. acidophilus, L. delbrueckii, L. casei

และ L. plantarum และจากการตรวจยืนยันดวยวิธี multiplex PCR พบวาเปน L. plantarum,

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

PCR products ดังรูปท่ี 10 ซึ่งผลการตรวจจําแนกเชื้อใน 2 วิธีดังกลาวน้ัน มีบางสวนท่ีผลการ

ทดสอบไมสอดคลองกัน โดยเฉพาะอยางย่ิง L. acidoplilus จากการตรวจทางชีวเคมี เมื่อตรวจ

พิสูจนดวยวิธี multiplex PCR พบวาสวนหน่ึงใหผลเปน L. plantarum และ L. gasseri

รายละเอียดความแตกตางของ Lactobacillus ท่ีทดสอบดวยวิธีท้ัง 2 แสดงในภาคผนวกท่ี 5



46

ตารางท่ี 7 เชื้อ Lactobacillus ท่ีพิสูจนยืนยันดวยเทคนิค multiplex PCR (n = 97)

เชื้อ จํานวน (%)

L. plantarum 39 (40.2)

L. rhamnosus 27 (27.8)

L. gasseri 7 (7.2)

L. delbrueckii 15 (15.4)

L. casei group 9 (9.2)

รูปท่ี 10 การตรวจพิสูจนเชื้อ Lactobacillus ดวยวิธี multiplex PCR. เชื้อ Lactobacillus spp. ให 

PCR products ขนาด ~200 bp และแตละ species จะให PCR products ขนาดตางกัน โดย   

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

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

lane 6; L. rhamnosus 448 bp

bp
1,000

500

200

M 1 2 3 4 5 6
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1.3 การตรวจพิสูจนเชื้อ Enterococcus

เชื้อ Enterococcus ท่ีแยกไดท้ังหมดจํานวน 7 isolates เมื่อทําการยืนยัน genus

และspecies ดวยวิธี multiplex PCR พบวาเปน E. faecium ท้ัง 7 isolates ดังรูปท่ี 11

รูปท่ี 11 การตรวจพิสูจนเชื้อ Enterococcus ดวยวิธี multiplex PCR. เชื้อ Enterococcus ให 

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

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

2. ชนิดและจํานวนแบคทีเรียมีชีวิตในสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว

ผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสวนใหญมีจํานวนแบคทีเรียตามท่ีระบุบนฉลาก ยกเวน

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 3, 7, 8 และ 9 ท่ีมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวาท่ีระบุบนฉลาก และผลิตภัณฑชนิดท่ี 

10 ท่ีตรวจไมพบแบคทีเรียมีชีวิตท้ัง 3 ชนิด เมื่อพิจารณาชนิดของแบคทีเรียน้ัน พบวาผลิตภัณฑ

ทุกชนิดมีขอบกพรองในการระบุชนิดของเชื้อบนฉลาก โดยพบวาผลิตภัณฑจํานวน 8 ชนิดตรวจ

พบ species ไมตรงตามท่ีระบุบนฉลาก ผลิตภัณฑจํานวน 4 ชนิดมีการตรวจพบ species

มากกวาท่ีระบุไว ไดแก ผลิตภัณฑชนิดท่ี 1, 2, 4 และ 6 ในขณะท่ีบางผลิตภัณฑตรวจไมพบ 

species ตามท่ีระบุตามฉลาก เชน ผลิตภัณฑชนิดท่ี 5, 7, และ 9 โดยมีรายละเอียดดังน้ี

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 1 ตรวจพบจํานวนเชื้อ Bacillus ตรงตามท่ีระบุบนฉลาก แตตรวจพบ 

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

ฉลากผลิตภัณฑ เชนเดียวกับผลิตภัณฑชนิดท่ี 2  ท่ีตรวจพบจํานวนเชื้อ Bacillus ตรงตามท่ีระบุ

บนฉลากแตตรวจพบ B. licheniformis, B. subtilis cluster และ L. delbrueckii นอกเหนือจาก

ท่ีระบุบนฉลากผลิตภัณฑ สวนในผลิตภัณฑชนิดท่ี 3 มีจํานวนเชื้อ Bacillus นอยกวาท่ีระบุบน

bp
1,000

500

200
100

M 1 2 3 4 5 6 7

112 bp
215 bp
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ฉลากซึ่งผลิตภัณฑชนิดน้ีระบุวามี B. subtilis เทาน้ัน แตผลการวิจัยพบวามีเชื้อ B. subtilis

cluster ท่ีประกอบดวย B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus อยูดวย

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 4 พบเชื้อท้ัง 3 genus คือ Bacillus, Lactobacillus และ Enterococcus

มีจํานวนตรงตามท่ีระบุ แตตรวจพบ B. cereus และ L. delbrueckii นอกเหนือจากท่ีระบุไว

สําหรับผลิตภัณฑชนิดท่ี 5 พบเชื้อครบท้ัง 3 genus ตามท่ีระบุคือ Bacillus, Lactobacillus และ 

Enterococcus เชนกันแตมีจํานวนนอยกวาท่ีระบุบนฉลาก รวมท้ังยังพบแบคทีเรีย species อ่ืนๆ

ท่ีนอกเหนือจากท่ีระบุไว คือ B. subtilis cluster, L. rhamnosus และ L. gasseri แตตรวจไมพบ

B. licheniformis และ L. acidoplilus ตามท่ีระบุบนฉลากผลิตภัณฑ

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 6 ตรวจพบจํานวนเชื้อ Bacillus และ Lactobacillus ตรงตามท่ีระบุบน

ฉลาก แตตรวจพบ L.rhamnosus และ L. gasseri นอกเหนือจากท่ีระบุไว รวมถึงพบ E. faecium

ในขณะท่ีฉลากระบุวาเปน S. faecium สําหรับการตรวจพบ B. subtilis และ B. subtilis cluster

น้ันในผลิตภัณฑชนิดน้ีน้ันไมสามารถเปรียบเทียบชนิดตามท่ีระบุบนฉลากได เน่ืองจากตามฉลาก

ระบุวาเปน Bacillus spp.

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 7 ตรวจไมพบ L. acidoplilus และ E. faecium ตามท่ีระบุบนฉลาก แต

ตรวจพบ  B. subtilis cluster และ L. plantarum นอกเหนือท่ีระบุไว นอกจากน้ีจํานวน 

Lactobacillus ท่ีตรวจพบมีนอยกวาท่ีระบุไว สวนผลิตภัณฑชนิดท่ี 8 เชื้อท่ีตรวจพบไมตรงกับท่ี

ระบุบนฉลาก โดยท่ีระบุวามี B. subtilis และ L. acidoplilus น้ัน เมื่อตรวจทางหองปฏิบัติการพบ  

B. subtilis, B. subtilis cluster และ L.plantarum รวมถึงจํานวนแบคท่ีเรียท่ีตรวจพบน้ันมีนอย

กวาท่ีระบุไว และผลิตภัณฑชนิดท่ี 9 ตรวจไมพบ E. faecium และ B. licheniformis ตามท่ีระบุ 

นอกจากน้ีตามท่ีระบุวามี B. subtilis ตรวจพบวาเปน B. subtilis และ B. subtilis cluster โดยมี

จํานวน Bacillus นอยกวาท่ีระบุไว ในขณะท่ีผลิตภัณฑชนิดท่ี 10 ตรวจไมพบแบคทีเรียมีชีวิตชนิด 

Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus
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ตารางท่ี 8 ผลการตรวจชนิดและจํานวนของแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะ 

ผลิตภัณฑ ผลการตรวจทางหองปฏิบัติการ

ชนิด จํานวน สายพันธุ

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

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

L. gasseri

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

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

3 Bacillus spp. 9.4x106 B. subtilis cluster

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

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

Enterococcus spp. 1.1x107 E. faecium

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

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

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

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

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

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

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

Lactobacillus spp. 2.5x103

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

Lactobacillus spp. 4.2x108 L. plantarum

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

10 NF NF NF

NF หมายถึง ตรวจไมพบแบคทีเรียมีชีวิตชนิด Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus
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3. การปนเปอน Salmonella และ E.coli

จากการตรวจการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคชนิด Salmonella และ E.coli น้ัน ไมพบ

การปนเปอนของ Salmonella หรือ E.coli ในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะท้ัง 10 ชนิด

4. ความไวตอยาปฏิชีวนะ

การศึกษาวิจัยคร้ังน้ี ทําการทดสอบหาความไวตอยาปฏิชีวนะของ Bacillus และ 

Lactobacillus ท้ังหมดท่ีแยกได โดยคา MIC ตอยาปฏิชีวนะชนิดตางๆ ของ Bacillus และ 

Lactobacillus แสดงดังตารางท่ี 9 และ 10 เน่ืองจากคา breakpoints ของ LAB มีจากหลาย

หนวยงานและยังไมมีการกําหนดคาท่ีเปนมาตรฐานสากล ดังน้ันในการวิจัยคร้ังน้ีจึงแสดงผลความ

ไวตอยาปฏิชีวนะดวยการกระจายของคา MIC โดยเมื่อตองพิจารณาวาเชื้อน้ันๆด้ือยาหรือไม จะใช

คา breakpoints ของ SCAN โดยอัตราการด้ือตอยาปฏิชีวนะชนิดตางๆ ของ Lactobacillus และ 

Bacillus แสดงดังรูปท่ี 11

จากการศึกษาพบวา Lactobacillus ทุกตัวท่ีแยกได ด้ือตอยา gentamicin และด้ือตอ 

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

ไมด้ือตอยา chloramphenicol, erythromycin และ rifampicin สําหรับ Bacillus น้ันด้ือตอยา

ปฏิชีวนะท่ีทดสอบในอัตราตํ่ากวา Lactobacillus โดยด้ือตอยา tetracycline ในอัตราสูงสุด 

(12.2%) และไมด้ือตอยา ciprofloxacin และ gentamicin
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ตารางท่ี 9 คา MIC ตอยาปฏิชวีนะชนิดตางๆ ของ Bacillus

ตารางท่ี 10 คา MIC ตอยาปฏิชีวนะชนิดตางๆ ของ Lactobacillus

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

L. plantarum (39)

L. rhamnosus (27)

L gasseri (7)

L. delbrueckii (15)

L. casei group (9)

2 - >8

1 - 4

2 - >8

2 - >8

2 - 4

2 - 8

4 - 8

4 - 8

2 - 8

4 - 8

0.5 - >16

0.5 - >16

0.5 - >16

0.5 - >16

1 - >16

0.25 - >1

0.25 – 0.5

0.25 – 0.5

0.25 – 0.5

0.25

1 - >4

1 - >4

1 - >4

1 - >4

1 - >4

0.5 - 128

0.5 - >128

64 - >128

128 - >128

0.5 - >128

1 - 128

4 - 64

4 - 128

4 - 128

1 - 128

0.25 - 32

0.25 - 16

1 - 16

1 - 16

0.25 - 16

1 - 64

16 - 64

8 - 16

16 - 64

16 - 64

0.25 - 32

0.5 - 8

0.5 - 8

0.5 - 8

4 - 8

1 - >64

16 - >64

8 - >64

16 - >64

8 - >64

0.25 - >32

0.25 - >32

1 - >32

1 - >32

0.25 - >32

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

B. subtilis (29)

B. licheniformis (21)

B. subtilis cluster (57)

B. cereus cluster (7)

0.25 - 1

0.25 - 1

0.25 - >8

0.25 - >8

1 - 16

4 - 16

1 - 8

4 - 8

0.125

0.125

0.125 - 0.5

0.125 - 0.25

0.25 – 0.5

0.25 - >32

0.25 - >32

0.25

0.25 – 0.5

0.25 – 2

0.25 – 4

0.25 – 0.5

0.5 - 1

0.5 - 2

0.5 - 2

0.5 - 2

0.25 - 1

0.25 - 8

0.25 - 128

0.25 - 1

0.25 – 0.5

0.25 – 0.5

0.25 – 32

0.25 - 1

0.5 - 64

1 - 16

0.5 - 32

2 - 64

0.25 - >64

0.25 - 32

0.5 - >32

0.5 - 16

0.25 - >64

0.25 – 0.5

0.25 - 8

0.25 - >64

0.25 - >32

0.25 - 16

0.25 - >32

0.25 -2

nkam
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รูปท่ี 12 แผนภูมิแทงแสดงอัตราการด้ือตอยาปฏิชีวนะ  (%) ของ Lactobacillus (n = 97 ) และ Bacillus (n = 114)

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

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

VAN, vancomycin
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5. การปรากฏของยีนดื้อยา

จากการตรวจหาการปรากฏของยีนท่ีควบคุมการด้ือยาตางๆ ของเชื้อ Lactobacillus น้ัน

ตรวจพบยีน vanA ซึ่งควบคุมการด้ือตอยา vancomycin ในเชื้อ L7.3 (1)L. delbrueckii และ

ตรวจพบยีน tetW ซึ่งควบคุมการด้ือตอยา tetracycline ในเชื้อ L8.6 (1)L. plantarum ดังรูปท่ี 13

ซึ่งเชื้อ 2 ตัวน้ีไมมี plasmid แตตรวจไมพบการปรากฏของยีน tetK, tetL, tetM, tetO, tetS และ

ยีน aadE ท่ีควบคุมการด้ือตอยา streptomycin

สําหรับเชื้อ Bacillus น้ัน จากการตรวจหาการปรากฏของยีนควบคุมการด้ือตอยา 

tetracycline, vancomycin และ streptomycin เชนเดียวกับ Lactobacillus และตรวจการปรากฏ

ของยีน ermA, ermB และ ermC ท่ีควบคุมการด้ือตอยา erythromycin โดยครอบคลุมเชื้อท่ีด้ือยา

แตละชนิดและมี plasmid ดวยน้ัน ไมพบการปรากฏของยีนควบคุมการด้ือยาชนิดใดเลย

สวน E. faecium ท้ัง 7 isolates ไดถูกนํามาตรวจหาการปรากฏของยีนท้ังหมดจาก 

whole cell DNA เชนกัน พบการปรากฏของยีน  vanA ซึ่งควบคุมการด้ือตอยา vancomycin

จํานวน 2 isolates เน่ืองจากเชื้อเหลาน้ีไมสามารถเจริญเติบโตไดอีก จึงไมสามารถตรวจการ

ปรากฏของ plasmid ได

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

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

E. faecium

1,000 bp

700 bp

1,187 bp

M 1 2 3 4

~700 bp



54

6. ความสามารถในการถายทอดยีนดื้อยา

จากการตรวจหาการปรากฏของ plasmid ของ Bacillus และ Lactobacillus ท้ังหมดท่ีแยก

ไดจากผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะ พบเชื้อ Bacillus ท่ีมี plasmid จํานวน 3 isolates จากผลิตภัณฑ

สารเสริมชีวนะชนิดท่ี 8 โดยเปนเชื้อท่ีด้ือตอยา vancomycin, erythromycin และ/หรือ rifampicin ดัง

ตารางท่ี 12 สําหรับเชื้อ Lactobacillus พบเชื้อท่ีมี plasmid จํานวน 12 isolates ท่ีแยกไดจาก

ผลิตภัณฑชนิดท่ี  1, 2, 10 และ 13 โดยเปนเชื้อท่ีด้ือตอยาปฏิชีวนะตางๆ ดังตารางท่ี 13

จากการทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาในคร้ังน้ี ใชเชื้อตัวท่ีพบวามี plasmid

เปนตัวให และ spontaneous tetracycline resistant derivative ของ Bacillus และ spontaneous

rifampicin resistant derivative ของ Lactobacillus เปนตัวรับ โดยคาความไวตอยาปฏิชีวนะของ

spontaneous resistant ของ Lactobacillus และ Bacillus ท่ีใชเปนตัวรับแสดงดังตาราง 14

โดย Lactobacillus ตัวใหจํานวน 12 isolates ประกอบดวย L. plantarum จํานวน 4

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

delbrueckii อยางละ 1 isolates สวนตัวรับคือ L. plantarum L11.1(2)rifr (MIC = 128µg/ml) และ 

L. plantarum L11.5(2)rifr (MIC = 128µg/ml) สําหรับเชื้อ Bacillus ตัวใหจํานวน 3 isolates เปน B.

cereus จํานวน 2 isolates และ B. licheniformis 1 isolates สวนตัวรับ คือ B. subtilis B1.6 tetr

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

ไมพบการถายทอดยีนด้ือยาท้ังการถายทอดระหวาง species เดียวกันและการถายทอดระหวางตาง 

species ในเชื้อท่ีใชทดสอบน้ี
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ตารางท่ี 11 ความไวตอยาปฏิชวีนะของ Bacillus ท่ีมี plasmid (n = 3)

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

AMP ERY GEN KAM NEO RIF STR TET TRI VAN

1

2

3

B7.8

B7.9

B7.10

B. cereus

B. cereus

B. licheniformis

ERY- VAN

RIF-VAN

RIF-VAN

1

1

1

>32

0.25

0.25

2

1

2

2

2

2

8

8

8

8

16

8

16

4

1

0.25

0.25

16

1

1

0.25

16

16

15

a B หมายถงึ Bacillus เลขตวัแรกหมายถึงผลิตภัณฑชนิดท่ีและเลขตัวหลัง หมายถงึ โคโลนีท่ี เชน B7.8 หมายถึง Bacillus แยกไดจากผลิตภัณฑชนิดท่ี 7 โดยเปนโคโลนีท่ี 8 ท่ีเก็บไว
b AMP, ampicillin; CHP, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; ERY, erythromycin; GEN, gentamicin; KAN, kanamycin; NEO, neomycin; RIF, rifampicin; STR, streptomycin;

TET, tetracycline; TRI, trimetroprim; VAN, vancomycin

nkam
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ตารางท่ี 12 ความไวตอยาปฏิชวีนะของ Lactobacillus ท่ีมี plasmid (n = 18)

No ID Strain Resistance pattern MIC (µg/ml)

AMP CIP GEN KAM NEO RIF STR TET TRI VAN

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

L1.4

L2.1

L2.5

L10.1

L10.4

L10.10

L10.14

L10.1

L10.2

L10.5

L13.2

L13.5

L. gaseri

L. delbrueckii

L.plantarum

L. rhamnosus

L.plantarum

L. casei group

L. casei group

L. rhamnosus

L. rhamnosus

L. rhamnosus

L.plantarum

L.plantarum

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

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

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

AMP-CIP-GEN-STR-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-VAN

AMP-CIP-GEN-KAN-STR

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

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-TRI

AMP-GEN-KAN-NEO-STR

AMP-GEN-KAN-STR-TRI

AMP-CIP-GEN-KAN-STR-TRI

>8

>8

4

2

4

2

2

2

2

2

2

4

>16

>16

>16

4

16

4

4

4

4

1

0.5

0.5

4

1

1

2

1

2

2

4

4

>4

>4

>4

64

>128

128

0.5

64

64

32

64

32

>128

>128

>128

128

4

64

4

8

16

8

16

16

128

16

16

1

1

1

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

16

16

16

16

16

16

16

16

64

64

64

64

64

64

64

8

8

16

8

8

4

4

8

8

8

1

1

8

32

32

16

4

16

8

64

64

16

32

64

>32

>32

>32

4

>32

>32

0.25

16

>32

2

1

1

a B หมายถงึ Bacillus เลขตวัแรกหมายถึงผลิตภัณฑชนิดท่ีและเลขตัวหลัง หมายถงึ โคโลนีท่ี เชน B7.8 หมายถึง Bacillus แยกไดจากผลิตภัณฑชนิดท่ี 7 โดยเปนโคโลนีท่ี 8 ท่ีเก็บไว
b AMP, ampicillin; CHP, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; ERY, erythromycin; GEN, gentamicin; KAN, kanamycin; NEO, neomycin; RIF, rifampicin; STR, streptomycin;

TET, tetracycline; TRI, trimetroprim; VAN, vancomycin
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ตารางท่ี 13 คาความไวตอยาปฏิชีวนะของ spontaneous resistant ของ Lactobacillus และ Bacillus

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

L11.1(2)

L11.1(2)rifr

L11.5(2)

L11.5(2)rifr

B1.6

B1.6 tetr

B10.2

B10.2tetr

2

2

8

8

0.25

0.25

0.25

0.25

8

8

8

8

8

8

8

8

1

1

>16

>16

0.125

0.125

0.125

0.125

0.25

0.25

0.25

0.25

0.5

0.5

0.25

0.25

>4

>4

2

2

0.5

0.5

0.25

0.25

0.5

0.5

0.5

0.5

1

1

0.5

0.5

16

16

1

1

0.5

0.5

0.25

0.25

0.25

128

0.25

128

0.25

0.25

0.25

0.25

32

32

2

2

2

2

2

2

8

8

0.5

0.5

0.5

128

0.5

128

>64

>64

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25
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บทที่ 5
อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ

อภิปรายผลการทดลอง

ปจจุบันการใชสารเสริมชีวนะเปนท่ีนิยมและมีการใชอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมการ

เลี้ยงสัตวเพื่อบริโภคมากข้ึน เปนผลจากท่ีสหภาพยุโรปเพิกถอนการใชยาปฏิชีวนะเพื่อเปนสารเรง

การเจริญเติบโตในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคและประกอบกับการสนับสนุนการเลี้ยงสัตวแบบ

อินทรีย โดยท่ัวไปผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวผลิตจากจุลินทรียหลายชนิด ไดแก 

แบคทีเรีย เชื้อรา และยีสต ซึ่งจุลินทรียท่ีจะนํามาผลิตเปนสารเสริมชีวนะน้ันตองเปนไปตาม

มาตรฐานดานความปลอดภัยหรือ GRAS ซึ่งสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเปนแบคทีเรีย

ประจําถ่ินในระบบทางเดินอาหารของมนุษยหรือสัตว โดยแบคทีเรียกลุมท่ีนิยมใชเปนสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตว คือ แบคทีเรียกลุม Lactobacillus, Enterococcus และ Bacillus จากการท่ี

แบคทีเรียมีบทบาทสําคัญตอการแพรกระจายเชื้อด้ือยา ดังน้ันจึงจําเปนตองมีการคัดเลือก

แบคทีเรียท่ีจะนํามาผลิตสารเสริมชีวนะอยางเขมงวด โดยนอกจากมีความปลอดภัยตาม GRAS

แลวแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะตองเปนแบคทีเรียท่ีไมมียีนด้ือยาท่ีสามารถถายทอดได ซึ่งในยุโรป 

มีการออกขอกําหนด Regulation (EC) No. 1831/2003 ท่ีมีการกําหนดใหมีการตรวจหาการ

ปรากฏของยีนด้ือยาท่ีสามารถถายทอดไดของแบคทีเรียกอนนํามาผลิตเปนสารเสริมชีวนะ 

(Saarela et al., 2000) ในขณะท่ีประเทศไทยมีเพียงพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว 

พ.ศ. 2525 ท่ีกําหนดเพียงชนิดและจํานวนแบคทีเรียท่ีอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะไดเทาน้ัน 

แตยังไมมีการกําหนดแนวทางท่ีชัดเจนในการคัดเลือกแบคทีเรียมาผลิตเปนสารเสริมชีวนะ รวมถึง

ยังไมมีการควบคุมการใชสารเสริมในสัตวท่ีเลี้ยงเพื่อการบริโภคอยางชัดเจน ซึ่งเห็นไดจากตัวอยาง

สารเสริมชีวนะท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ีท่ีบางชนิดน้ันยังไมมีการข้ึนเลขทะเบียนอาหารสัตวอยาง

ถูกตอง นอกจากน้ีพบวาผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะท่ีมีจําหนายจริงในทองตลาดมีประมาณ 

30 ชนิด ในขณะท่ีผลิตภัณฑตามท่ีระบุใน Veterinary and Animal Health Products Directory

มีเพียง 8 ชนิดเทาน้ัน

จากการศึกษาคร้ังน้ีเชื้อ Lactobacillus ท่ีตรวจพบในสารเสริมชีวนะท้ังหมด ไดแก 

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

L. plantarum, L. delbrueckii และ L. casei  น้ันเปนชนิดท่ีอนุญาตใหใชเปนสารเสริมชีวนะ

สําหรับสัตวไดตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว ในขณะท่ี L. rhamnosus น้ันไมได
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เปนชนิดท่ีอนุญาตใหใชไดตามพระราชบัญญัติ แตเปนชนิดท่ี EU อนุญาตใหใชเปนสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตวได (Coeuret et al., 2004) ซึ่งในผลิตภัณฑชนิดท่ี 5 และ 6 ท่ีตรวจพบ 

L. rhamnosus น้ันไมมีการระบุแบคทีเรียชนิดน้ีไวบนฉลากดวย ซึ่งมีความเปนไปไดท่ีสารเสริม

ชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีจําหนายในประเทศไทยจะมี L. rhamnosus เปนสวนประกอบอยูแลว แตท่ีไม

มีการระบุบนฉลากอาจเน่ืองจากขอจํากัดในวิธีทดสอบของผูผลิตท่ีใชวิธีทางชีวเคมีในการทดสอบ

ยืนยัน species เทาน้ัน รวมท้ังอาจใชแบคทีเรียต้ังตน (seed) ตัวเดิมในการผลิตสารเสริมชีวนะมา

เปนเวลานานและไมมีการตรวจระบุยืนยัน species อีกคร้ังดวยวิธีท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน จึงยัง

ไมมีการแกไขการระบุ species ของแบคทีเรียท่ีใช ซึ่ง L. rhamnosus มีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ี

ใกลเคียงกับ L. casei , L. paracasei  และ L. plantarum เปนอยางมาก (Zhong et al., 1998)

จึงทําใหเกิดการระบุ species ท่ีผิดพลาดไดงาย

ผลการวิจัยพบวาผลิตภัณฑสวนใหญมี species ของ Lactobacillus นอกเหนือจากท่ี

ระบุบนฉลากผลิตภัณฑ เชน ผลิตภัณฑชนิดท่ี 4 พบ L. delbrueckii ซึ่งไมระบุไวบนฉลาก

ผลิตภัณฑชนิดท่ี 6 ตรวจพบ L. rhamnosus และ L. gasseri ในขณะท่ีระบุวามี L. rhamnosus

เทาน้ัน เปนตน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีท่ีพบวา Lactobacillus ท่ีตรวจพบในสาร

เสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีจําหนายในประเทศแถบยุโรปน้ันมี species ไมตรงกับขอมูลท่ีแสดงบน

ฉลากผลิตภัณฑเชนกัน (Hamilton-Miller et al., 1999) การตรวจพบ species ท่ีไมตรงกับท่ีระบุ

บนฉลากน้ันอาจเน่ืองจากความไมจําเพาะหรือขอจํากัดของเทคนิคในการจําแนกชนิดแบคทีเรีย

ของบริษัทผูผลิต ท่ีอาจมีการตรวจระบุ species ของเชื้อต้ังตนดวยการทดสอบคุณสมบัติทาง

ชีวเคมีเพียงอยางเดียว ซึ่งไมสามารถระบุชนิด species ของ Lactobacillus ไดถูกตองแมนยํา

(Bernardeau et al., 2007) นอกจากน้ีอาจเกิดจากการเก็บตัวอยางเชื้อบริสุทธิ์ของผูผลิตท่ีไมได

มาตรฐาน ทําใหเกิดการปนเปอนระหวาง Lactobacillus species ตางๆ ในเชื้อต้ังตนสําหรับการ

ผลิตสารเสริมชีวนะ ทําใหมีการปนเปอนในผลิตภัณฑรุนตอๆ มา

เชนเดียวกับเชื้อ Bacillus ในผลิตภัณฑชนิดท่ี 1, 2 และ 3 ท่ีระบุบนฉลากวาประกอบดวย 

B. subtilis เพียงชนิดเดียวน้ัน แตจากผลการทดสอบพบ Bacillus species อ่ืนๆ โดยเฉพาะอยาง

ย่ิง B. subtilis cluster ท่ีประกอบดวย B. pumilus, B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus

(Wu et al., 2005) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีของ Green และคณะ (1999) ท่ีพบวา

ผลิตภัณฑสารเสริม ชีวนะสวนใหญท่ีระบุบนฉลากวาเปน B. subtilis น้ัน เมื่อทดสอบทาง

หองปฏิบัติการแลวพบวาเปนเชื้อ Bacillus ใน species อ่ืนๆ เชน B. clausii, B. pumilus และ 

B. cereus เปนตน จากการศึกษาคร้ังน้ี species ของเชื้อ Bacillus ท่ีตรวจพบจากผลิตภัณฑ
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ท้ังหมด คือ B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus และ B. subtilis cluster ซึ่งเชื้อ B. cereus,

B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus ท่ีตรวจพบน้ัน ไมไดจัดอยูในแบคทีเรียท่ีอนุญาตให

ใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวไดตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว ในขณะท่ีใน

ยุโรปน้ันอนุญาตใหใช B. amyloliquefaciens ผลิตเปนสารเสริมชีวนะได (Guarner and

Schaafsma, 1998)

ถึงแมวา Lactobacillus และ Bacillus จะเปน GRAS ท่ีสามารถผลิตเปนสารเสริมชีวนะได

แตมีเพียงบางสายพันธุเทาน้ันท่ีสามารถนํามาใชไดจริง เน่ืองจากบางสายพันธุน้ันสรางสารพิษ

หรือกอโรคได เชน L. gasseri เปนแบคทีเรียฉวยโอกาสท่ีทําใหเกิดการติดเชื้อในระบบทางเดิน

ปสสาวะของผูปวยสูงอายุและผูปวยท่ีมีภาวะโรคเบาหวาน (Dickgieber et al., 1984)

สวน B. licheniformis ทําใหเกิดอาการ toxemia และแทงในโคได (Nieminen et al., 2007) ใน

การวิจัยคร้ังน้ีใชวิธี ARDRA ในการตรวจสอบยืนยัน Bacillus spp. ซึ่งมีประสิทธิภาพดีกวาวิธีทาง

ชีวเคมีแตก็ยังมีขอจํากัด โดยไมสามารถจําแนก B. cereus cluster ท่ีประกอบดวย B. cereus,

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

และ B. thuringensis สามารถกอโรคอาหารเปนพิษในคน สวน B. anthracis เปนสาเหตุของโรค 

anthrax ซึ่งในการวิจัยคร้ังน้ีตรวจพบ B. cereus ในผลิตภัณฑชนิดท่ี 4 แตไมมีการระบุเชื้อชนิดน้ี

ไวบนฉลาก นอกจากน้ี B. pumilus ใน B. subtilis cluster ยังสามารถกอโรคท่ีมีอาการคลาย 

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

สายพันธุท่ีสรางสารพิษหรือกอโรคน้ันกอใหเกิดผลเสียตอสุขภาพรางกายของสัตวได

สําหรับ E. faecium ท่ีตรวจพบในผลิตภัณฑชนิดท่ี 5 และ 6 น้ัน ตามขอมูลท่ีระบุบน

ฉลากเปน Streptococcus faecium ซึ่งในปจจุบัน Streptococcus กลุม D เชน E. faecium,

E. faecalis, E. durans, E. avium (Franz et al., 1999) ไดจัดเปนเชื้อกลุม Enterococcus แลว

ความผิดพลาดน้ีอาจเกิดจากความต้ังใจของผูผลิตหรือการท่ีผูผลิตใชเชื้อต้ังตนชนิดเดิมท่ีใชกันมา

นานโดยไมไดมีการตรวจระบุชนิดข้ึนใหม ซึ่งการระบุเชนน้ีถือเปนการบิดเบือนขอมูลและทําใหเกิด

ความเขาใจท่ีไมถูกตองได ซึ่งการพบเชื้อ E. faecium เปนสิ่งท่ีตองใหความระมัดระวังเพราะเชื้อ

ชนิดน้ีเปนตัวการสําคัญของการแพรกระจายเชื้อท่ีด้ือตอยา vancomycin ดวย

ในการวิจัยคร้ังน้ีไดทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียเสริมชีวนะท่ีมี

ชีวิตดวยเพื่อใหงานวิจัยสมบูรณย่ิงข้ึน ท้ังน้ีเพราะประสิทธิภาพของสารเสริมชีวนะข้ึนกับจํานวน

แบคทีเรียมีชีวิตท่ีมีอยูในผลิตภัณฑ ซึ่งในปจจุบันยังไมมีการกําหนดจํานวนท่ีแนนอนของแบคทีเรีย
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มีชีวิตเพื่อใหใหเกิดผลในการเรงการเจริญเติบโตในสัตว มีเพียงแตการแนะนําใหในจํานวนอยาง

นอย109 CFU/g (Jayamanne and Adams, 2006) เพื่อใหเกิดประโยชนตอสุขภาพสัตว โดยท่ัวไป

สารเสริมชีวนะสําหรับสัตวมีแบคทีเรียเปนสวนประกอบประมาณ 109 – 1010 CFU/g โดย

พระราชบัญญัติอาหารสัตว พ.ศ. 2525 กําหนดใหสารเสริมชีวนะท่ีเปนสวนผสมในการผลิตอาหาร

สัตวผสมสําเร็จรูปเพื่อขายไดมีเชื้อในอัตราสวนไมนอยกวา 1×105 CFU/kg ซึ่งผลิตภัณฑท้ัง 10

ชนิดท่ีศึกษาวิจัยคร้ังน้ีมีจํานวนแบคทีเรียแตละชนิดประมาณ 109 – 1010 CFU/g ซึ่งมากกวาท่ี

กําหนดตามพระราชบัญญัติ แตอยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาขอมูลท่ีแสดงบนฉลากพบวามีบาง

ผลิตภัณฑท่ีมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวาท่ีระบุบนฉลาก ไดแก ผลิตภัณฑชนิดท่ี 3, 7, 8 และ 9 และ

จากการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียของสารเสริมชีวนะชนิดท่ี 10 ไมพบแบคทีเรียมีชีวิตชนิด 

Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus ซึ่งขณะท่ีทําการตรวจน้ันยังไมถึงวันหมดอายุ 

ขอบกพรองน้ีอาจเกิดมาจากการผลิตท่ีไมไดคุณภาพต้ังแตตนหรือเน่ืองจากผลิตภัณฑชนิดน้ีเปน

ผลิตภัณฑท่ีนําเขามาจากประเทศสหรัฐอเมริกา จึงเปนไปไดท่ีระยะเวลาในการขนสงท่ียาวนาน

ประกอบกับการเก็บรักษาท่ีไมเหมาะสม ทําใหสูญเสียแบคทีเรียมีชีวิตท่ีเปนสวนประกอบดังกลาว

หรือแบคทีเรียมีชีวิตในสารเสริมชีวนะจะมีจํานวนลดลงในระหวางท่ีท่ีมีการวางจําหนาย อยางไรก็

ตามสิ่งเหลาน้ีสงผลใหสารเสริมชีวนะชนิดน้ีไมมีประสิทธิภาพใดๆ เลย

ผลการศึกษาพบวา Lactobacillus ท่ีแยกไดน้ัน ด้ือตอยาปฏิชีวนะหลายชนิดในอัตราสูง 

เชน ampicillin, kanamycin, vancomycin และ ciprofloxacin คิดเปน 91.5, 91.5, 42.7 และ 

51.2% สอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ี ท่ีพบวา Lactobacillus มักด้ือตอยา ampicillin,

vancomycin และ ciprofloxacin (Kastner et al., 2006) เชนเดียวกับการศึกษาการด้ือตอยา

ปฏิชีวนะของ LAB จํานวน 187 สายพันธุ ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะท่ีมีจําหนายในประเทศแถบ

ยุโรป พบเชื้อน้ีด้ือตอยา kanamycin, vancomycin, tetracycline, penicillin G และ 

chloramphenicol คิดเปน 79, 65, 26, 23 และ 11% ตามลําดับ โดยท่ี 68.4% ด้ือตอยาปฏิชีวนะ

หลายชนิดพรอมกัน (Temmerman et al., 2003) นอกจากน้ียังมีการศึกษาพบวา L. plantarum

(Ferain et al., 1996) และ L. rhamnosus (Tynkkynen et al., 1998) ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะด้ือ

ตอยา vancomycin โดยไมพบการปรากฏของยีน van และเปนการด้ือตอ vancomycin โดย

ธรรมชาติของเชื้อ สําหรับการด้ือยาของเชื้อ Bacillus พบวามีอัตราการด้ือยาตํ่ากวาเชื้อ 

Lactobacillus โดยสวนใหญของเชื้อด้ือตอ tetracycline คิดเปน 12.2% ในขณะท่ีการศึกษากอน

หนาน้ีพบวา Bacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะในประเทศแถบยุโรปน้ันด้ือตอ penicillin,

ampicillin และ cephalosporins (Bernhard et al., 1978) ซึ่งถาเชื้อเหลาน้ีมีการด้ือยาท่ีเกิดจาก

ปจจัยภายในและสามารถพิสูจนไดวาไมมีการถายทอดยีนด้ือยาน้ันก็ยังสามารถพิจารณาใชเปน
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สารเสริมชีวนะได (SCAN, 2003) แตถาการด้ือยาน้ันเกิดจากปจจัยภายนอก เชน การไดรับยีนด้ือ

ยาหรือตัวระบุการด้ือยาอ่ืนๆ และสามารถถายทอดไดก็จะไมสามารถนําแบคทีเรียเหลาน้ันมาใช

เปนสารเสริมชีวนะ เพราะอาจเปนสาเหตุของการแพรกระจายเชื้อด้ือยาตอไป ซึ่งขอมูลเหลาน้ีเปน

เหตุผลสําคัญในความจําเปนท่ีจะตองพิจารณาเลือกแบคทีเรียท่ีจะนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะ 

โดยทดสอบดานพันธุกรรมการด้ือยาดวย

การตรวจหาการปรากฏของยีนด้ือยาในการศึกษาคร้ังน้ี ตรวจพบยีน vanA ในเชื้อ 

L. delbrueckii ท่ีแยกไดจากผลิตภัณฑชนิดท่ี 7 และพบยีน tetW ในเชื้อ L. plantarum แยกได

จากผลิตภัณฑชนิดท่ี 8 อยางละ 1 เชื้อเทาน้ัน โดยปกติท่ีปลายของสาย peptidoglycan

ประกอบดวย D-alanyl-D-alanine แตยีน vanA ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม ligase ท่ีนํา 

D-alanyl-D-lactate มาเชื่อมแทน ทําใหยา vancomycin ไมสามารถจับกับตําแหนงเปาหมายและ

ไมสามารถออกฤทธิ์ได สงผลใหเกิดการด้ือยาข้ึน ซึ่งการแสดงออกของยีน vanA ข้ึนกับการทํางาน

ของยีน vanS และ vanR ซึ่งยีน vanA เปน structural gene อยูบน the vanA cluster ท่ี

ประกอบดวยยีนตางๆ อีก 6 ชนิด ไดแก vanR, vanS, vanH, vanX, vanY และ vanZ ท้ังยีน vanS

และ vanR ทําหนาท่ีเปนตัวควบคุมการทํางานของยีนบน cluster โดยเมื่อมีการปรากฏของตัว

เหน่ียวนํา (inducible agents) เชน vancomycin จะกระตุนกระบวนการ autophosphorylation ท่ี 

histidine residuce ของ VanS และมีการสง phosphate ไปยัง VanR จากน้ัน phosphorylated

VanR จะกระตุนการแปลรหัส (transcription) ของ structural genes บน the vanA cluster

(Fischetti et al., 2000) และสงผลใหเชื้อด้ือตอยา vancomycin และยา teicoplanin ในระดับสูง 

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

L. viridescens ซึ่งเปน clinical isolates ท่ีแยกไดจากคน เชื้อเหลาน้ีด้ือตอยา vancomycin และ

สามารถถายทอดยีนด้ือยาน้ีไปยังเชื้อ Enterococcus ได ซึ่งการด้ือยาท่ีเกิดจากยีน vanA น้ีไมใช

เปนการด้ือยาท่ีเกิดจากปจจัยภายในของเชื้อเพราะยีน vanA ไมไดปรากฏอยูบนโครโมโซมของ 

Lactobacillus โดยธรรมชาติแตเปนการไดรับการถายทอดมาจากภายนอกเซลลและยังสามารถ

ถายทอดไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนได (Lai and Kirsch, 1996) โดยมีการศึกษาพบวายีน vanA น้ัน

สามารถถายทอดไปยังแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด เชน Stapylococcus aureus,

Streptococcus pneumoniae, Bacillus spp. รวมถึง Enterococcus (Patel, 2000) ซึ่งถาเกิด

การถายทอดไปยัง Enterococcus ก็จะกลายเปนสาเหตุหน่ึงของการเกิดปญหาการด้ือตอยา 

vancomycin หรือ Vancomycin Resistant Enterococci (VRE) ข้ึนได 
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สําหรับยีน tetW น้ันจะสรางโปรตีน TetW ซึ่งเปน ribosomal protection protein ไปจับท่ี 

ribosome ซึ่งเปนตําแหนงเปาหมายในการออกฤทธิ์ของ tetracycline สงผลใหยา tetracycline

จับกับตําแหนงเปาหมายไดลดลงและเกิดการด้ือยาข้ึน โดยท่ัวไปยีน tetW พบไดในแบคทีเรียท่ีอยู

ใน rumen ของสัตวเค้ียวเอ้ือง แตมีรายงานการพบชิ้นสวน DNA ท่ีมีความคลายกับยีน tetW มาก

ถึง 99.9% ในเชื้อท่ีแยกไดจากคน ซึ่งแสดงใหเห็นถึงแนวโนมในการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรม

ระหวางเชื้อท่ีแยกไดจากคนและสัตว (Scott et al., 2000)การศึกษากอนหนาน้ีตรวจพบยีน tetW

ในเชื้อ L. paracasei ท่ีด้ือตอยา tetracycline ท่ีแยกไดจากเนยแข็ง (Huys et al., 2008) แตยังไม

เคยมีรายงานการพบยีนน้ีใน Lactobacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว ท่ีผานมาพบ

ยีน tetW ใน Lactobacillus ท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะสําหรับมนุษยซึ่งในการศึกษาคร้ังน้ันยัง

พบการปรากฏของยีน tetM ดวย (Klare et al., 2007) สวนยีน tet อ่ืนๆ ท่ีพบใน Lactobacillus ท่ี

แยกไดจากสารเสริมชีวนะ ไดแก ยีน tetS ท่ีมีการตรวจพบบน plasmid ในเชื้อ L. plantarum เปน

ตน (Huys et al., 2006) โดยปกติยีน tetW  ไมไดปรากฏอยูใน Lactobacillus โดยธรรมชาติอยู

แลว การด้ือยาท่ีเกิดจากยีน tetW น้ันเปนการด้ือยาจากปจจัยภายนอกและมีโอกาสท่ีจะถายทอด

ไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนไดเชนกัน 

การศึกษาคร้ังน้ีพบเชื้อท่ีด้ือตอยาปฏิชีวนะหลายชนิด แตผลการวิจัยไมพบการปรากฏของ

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

ศึกษาการปรากฏของยีนดังกลาวเน่ืองจากเปนยีนท่ีเคยมีรายงานการปรากฏในแบคทีเรียเสริม   

ชีวนะมากอนหนาน้ี (Dutka-Malen et al., 1995; Klare et al., 2007; Sutcliffe et al., 1996;

Werner et al., 2003) การด้ือยาในเชื้อท่ีไมมีการปรากฏของยีนท่ีทดสอบเหลาน้ีนาจะเกิดจาก

ปจจัยอ่ืนๆ เชน การกลายพันธุบนโครโมโซม กลไก multidrug efflux pump รวมถึงเกิดจากยีนด้ือ

ยาชนิดอ่ืนๆ ท่ีไมไดทําการศึกษาในคร้ังน้ี ดังน้ันจึงควรทําการศึกษากลไกการด้ือยาอ่ืนๆ ใน

แบคทีเรียเสริมชีวนะเพิ่มเติมตอไป 

นอกจากน้ียังตรวจพบยีน vanA ในเชื้อ E. faecium ซึ่งมีความสําคัญมากในแงการ

แพรกระจายยีนด้ือยาเน่ืองจากเปนท่ีทราบกันดีวายีน vanA สามารถถายทอดจาก E. faecium ท่ี

แยกไดจากสัตวไปยัง E. faecalis ท่ีแยกไดจากมนุษยได จึงอาจกอใหเกิดปญหาการด้ือตอยา 

vancomycin หรือ VRE ในมนุษยได (Lund and Edlund, 2001) รวมท้ังจากการศึกษาของ Mater

และคณะ (2008) ท่ีพบวายีน vanA ของเชื้อ Enterococcus สามารถถายทอดไปยัง  

L. acidoplilus ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะได นอกจากน้ียังมีการศึกษาพบวายีน vanA สามารถ

ถายทอดจาก E. faecium ไปยังเชื้อ E. faecium ตัวอ่ืนท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะอีกดวย (Lund and
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Edlund, 2001) ดังน้ัน E. faecium ท่ีตรวจพบยีน vanA จึงไมควรนํามาใชเปนสารเสริมชีวนะ 

เพราะอาจกลายเปนตัวการในการแพรกระจายเชื้อด้ือยาได อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีไม

สามารถศึกษาความไวตอยาปฏิชีวนะ การปรากฏของ plasmid และความสามารถในการ

ถายทอดยีนด้ือยาของ E. faecium ได เน่ืองจากเชื้อท่ีเก็บไวน้ันไมสามารถเจริญไดอีก

จากการศึกษาคร้ังน้ีตรวจพบการปรากฏของ plasmid ในเชื้อ Lactobacillus จํานวน 15

isolates และ Bacillus จํานวน 3 isolates ซึ่งการศึกษากอนหนาน้ีพบ plasmid ในเชื้อ

Lactobacillus ท่ีแยกไดจากอาหารสัตว เน้ือดิบและอุจจาระ โดยพบวา Lactobacillus แตละสาย

พันธุสามารถมี plasmid ไดหลายชนิดอยูแลว (Wang and Lee, 1997) ในขณะท่ีตรวจพบการ

ปรากฏของ plasmid ในเชื้อ Bacillus นอยกวามาก (Levanova et al., 2007) อยางไรก็ตามท่ีผาน

มามีการศึกษาพบวา B. clausii ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะน้ันมีการปรากฏของยีน erm ท่ีควบคุมการ

ด้ือตอยา erythromycin บน plasmid และสามารถถายทอดไปยัง B. subtilis, E. faeium และ    

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

Bacillus ท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะและ plasmid น้ันสามารถถายทอดได ก็จะเปนสาเหตุสําคัญของ

การแพรกระจายเชื้อด้ือยาไดไมตางจากการใชยาปฏิชีวนะเปนสารเรงการเจริญเติบโต ซึ่งใน

การศึกษาคร้ังน้ีตรวจไมพบการถายทอดยีนด้ือยาของ Lactobacillus และ Bacillus ผลการศึกษา

แสดงใหเห็นวา Lactobacillus และ Bacillus ในสารเสริมชีวนะท่ีทดสอบไมนาเปนสาเหตุของการ

ถายทอดยีนด้ือยา tetracycline, vancomycin, streptomycin และ erythromycin อยางไรก็ตาม

อาจมียีนควบคุมการด้ือตอยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือการศึกษาวิจัยคร้ังน้ีท่ีอยูบน plasmid

แลวสามารถถายทอดได รวมถึงการทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของการศึกษา

คร้ังน้ีอาจมีขอจํากัดเก่ียวกับเชื้อตัวรับท่ีไมมีความหลากหลายและอาจเปนเชื้อท่ีไมมีความสามารถ

ในการเปนตัวรับ plasmid ท่ีดี ดังน้ันจึงควรมีการศึกษาการถายทอดยีนด้ือยาโดยใชตัวรับ 

species อ่ืนๆ ตอไป

สําหรับเชื้อ Lactobacillus ท้ัง 2 isolates ท่ีตรวจพบยีน vanA และ tetW  ตามท่ีกลาว

ขางตนน้ันไมมีการปรากฏของ plasmid แสดงวา เชื้อท้ัง 2 ไมสามารถถายทอดยีน vanA และ

tetW ดวยวิธี mating ได แตไมไดหมายความวายีนท้ัง 2 ชนิดน้ีจะไมถายทอดไปยังแบคทีเรียตัว

อ่ืนๆ ไดเลย เพราะการถายทอดยีนด้ือยามีหลายแบบ เชน transformation โดยเมื่อเชื้อน้ันตายลง

แลวปลอยชิ้นสวนของยีนด้ือยาออกสูสิ่งแวดลอม แบคทีเรียตัวอ่ืนอาจจะสามารถรับชิ้นสวนของ

ยีนด้ือยาน้ันเขาไปแลวเคลื่อนท่ี (integrate) เขาสูโครโมโซมและเกิด recombination ข้ึน สงผลให

เชื้อน้ันเกิดการด้ือยาข้ึนได ซึ่งการถายทอดแบบน้ีสามารถเกิดข้ึนไดระหวางแบคทีเรียชนิดเดียวกัน
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หรือตางชนิด รวมถึงแบคทีเรียกอโรค โดยเฉพาะถาเกิดการถายทอดไปยังแบคทีเรียกอโรค ก็จะ

กอใหเกิดปญหาตอการรักษาโรคตามมาได ดังน้ันไมควรนําเชื้อท่ีพบยีนดังกลาวมาผลิตเปนสาร

เสริมชีวนะ

การศึกษาคร้ังน้ีตรวจไมพบปนเปอนของแบคทีเรียกอโรค Salmonella และ E.coli

โดยท่ัวไปโอกาสท่ีจะตรวจพบการปนเปอนของ Salmonella และ E.coli ในสารเสริมชีวนะชนิด

แหงน้ันคอนขางตํ่า เน่ืองจากสภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต แตถามีการตรวจพบการ

ปนเปอนจะแสดงใหเห็นวามีความผิดพลาดเกิดข้ึนในกระบวนการผลิต จําเปนตองมีการควบคุม

ระบบการผลิตใหไดมาตรฐาน เพราะเชื้อท้ัง 2 ชนิดน้ีไมเพียงแตเปนแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษ

เทาน้ัน แตยังมีความสําคัญตอการแพรกระจายเชื้อด้ือยา โดยมีการศึกษาพบการด้ือยาหลายชนิด

พรอมกันและสามารถถายทอดตัวระบุการด้ือยาได ซึ่งตัวระบุการด้ือยาท่ีตรวจพบคือ integrons ท่ี

สามารถแพรกระจายไดท้ังในแบคทีเรียแกรมบวกและลบ ดังน้ัน Salmonella และ E.coli อาจเปน

แหลงการแพรกระจายการด้ือยาไปยังแบคทีเรียในสารเสริมชีวนะรวมถึงแบคทีเรียกอโรคชนิดอ่ืนๆ

ตอไปได
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สรุปผลการทดลอง

จากการศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัยในแงการ

เปนสาเหตุการแพรกระจายเชื้อด้ือยาของแบคทีเรียท่ีแยกไดจากสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีเลี้ยง

เพื่อการบริโภคท่ีมีจําหนายในประเทศไทย โดยทําการศึกษาระบุสายพันธุและจํานวนของแบคเรีย 

ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะและทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของแบคทีเรียท่ี

ใชเปนสารเสริมชีวนะดังกลาว ซึ่งสามารถสรุปผลการทดลองตามวัตถุประสงคของการศึกษาได

ดังน้ี

1. แบคทีเรียในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะท่ีทําการศึกษาสวนใหญเปนแบคทีเรียด้ือยา 

โดย Lactobacillus มีอัตราการด้ือตอยาปฏิชีวนะท่ีทดสอบสูงกวา Bacillus และมีการปรากฏของ    

plasmid ท้ังในเชื้อ Lactobacillus และ Bacillus ดังน้ันแบคทีเรียเหลาน้ีอาจเปนสาเหตุสําคัญของ

การแพรกระจายของเชื้อด้ือยาได 

2. ตรวจพบยีน tetW และ vanA ในแบคทีเรียเสริมชีวนะ ซึ่งท่ีไมไดมีอยูแลวโดย

ธรรมชาติ แตไมมีการปรากฏของ plasmid ในเชื้อท่ีตรวจพบยีนดังกลาว จึงไมเกิดการถายทอดยีน

vanA และ tetW ดวยวิธี mating ได อยางไรก็ตามอาจเกิดการถายทอดยีน tetW และ vanA ดวย

วิธี transformation ไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนได โดยเฉพาะการถายทอดไปยังแบคทีเรียกอโรค ก็จะ

กอใหเกิดปญหาตอการรักษาโรคตามมาได ดังน้ันไมควรนําเชื้อท่ีพบยีนดังกลาวมาผลิตเปนสาร

เสริมชีวนะ

3. ไมพบการถายทอดยีนท่ีควบคุมการด้ือตอยา tetracycline, vancomycin,

streptomycin และ erythromycin ของ Lactobacillus และ Bacillus ในผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะ

ท่ีทําการศึกษา อยางไรก็ตามอาจมียีนด้ือยาชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือการศึกษาวิจัยคร้ังน้ีท่ีอยูบน 

plasmid แลวสามารถถายทอดได รวมถึงวิธีทดสอบความสามารถในการถายทอดยีนด้ือยาของ

การศึกษาคร้ังน้ีน้ันอาจมีขอจํากัดในเร่ืองเชื้อตัวรับท่ีไมมีความหลากหลาย ดังน้ันจึงควรมี

การศึกษาการถายทอดยีนด้ือยาอ่ืนๆ และการใชตัวรับ species อ่ืนๆ ตอไป
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4. ผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสวนใหญมีการระบุชนิดและสายพันธุของแบคทีเรียท่ีเปน

สวนประกอบบนฉลากของผลิตภัณฑท่ีไมถูกตอง แสดงถึงการระบุสายพันธุของแบคทีเรียต้ังตนท่ี

ไมมีประสิทธิภาพ อาจเปนผลจากไมนําวิธีการทดสอบใหมๆ ท่ีมีความแมนยําสูงกวามาใชทดสอบ 

รวมถึงกระบวนการผลิตท่ีไมมีคุณภาพ

5. การระบุจํานวนของแบคทีเรียบนฉลากผลิตภัณฑบางชนิดไมถูกตอง โดยผลิตภัณฑ

บางชนิดมีจํานวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตตํ่ากวาท่ีมีอยูจริง และบางชนิดไมพบแบคทีเรียท่ีมีชีวิตหลง

เหลืออยู ซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการผลิตท่ีไมมีคุณภาพ เกิดการสูญเสียแบคทีเรียมีชีวิตจากการ

เก็บรักษาท่ีไมเหมาะสม รวมถึงแบคทีเรียท่ีไมแข็งแรงทําใหไมสามารถไมสามารถมีชีวิตอยูรอดได

จนถึงกําหนดวันหมดอายุ

จากผลการศึกษาคร้ังน้ีชี้ใหเห็นถึงความจําเปนของการมีขอกําหนดในการควบคุมการ

ผลิตและการนําเขาผลิตภัณฑสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวอยางเขมงวด โดยมีการกําหนดแนวทาง

การตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑเหลาน้ีท่ีชัดเจนและถูกตองตามหลัก

วิทยาศาสตร รวมถึงสนับสนุนการศึกษาวิจัยดานคุณภาพและความปลอดภัยของสารเสริมชีวนะ

สําหรับสัตวอยางตอเน่ือง
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ขอเสนอแนะ

ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังน้ีเปนประโยชนตอการนําไปศึกษาวิจัยตอเน่ืองเพื่อเปน

แนวทางในการผลิตสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวท่ีมีคุณภาพและปลอดภัย โดยมีขอเสนอแนะ

สําหรับการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต ดังน้ี

1. ศึกษาเปรียบเทียบสายพันธุ (fingerprinting) ของแบคทีเรียท่ีตรวจพบกับสายพันธุ

ของเชื้อมาตรฐาน เน่ืองจากแบคทีเรียสปชีสเดียวกันแตละตางสายพันธุ จะมีประสิทธิภาพในการ

เรงการเจริญเติบโตท่ีแตกตางกันและสามารถกอโรคหรือสรางสารพิษท่ีตางกัน 

2. ศึกษาคุณภาพของสารเสริมชีวนะสําหรับสัตว เร่ืองจํานวนของแบคทีเรียท่ียังมีชีวิตอยู

ต้ังแตเมื่อถูกผลิตออกมา ระหวางการเก็บรักษาและเมื่อนํามาใชในฟารม ซึ่งจะทําทราบขอมูลดาน

คุณภาพของสารเสริมชีวนะเหลาน้ีวาสามารถคงคุณภาพตามท่ีระบุไดจริงหรือไม รวมถึงทราบ

ประโยชนท่ีสัตวจะไดรับจากสารเสริมชีวนะเมื่อถูกนํามาใชในฟารม 

3. ศึกษาคุณภาพและความปลอดภัยของสารเสริมชีวนะท่ีจําหนายเพื่อใชในการเลี้ยง

สัตวนํ้าเพราะมีการใชผลิตภัณฑเหลาน้ี อยางกวางขวางและใชในปริมาณมากเชนกัน

4. ศึกษาการใชแบคทีเรียตัวรับท่ีหลากหลายและเทคนิคการถายทอดยีนด้ือยาอ่ืนๆ 

เน่ืองจากการศึกษาคร้ังน้ีมีการตรวจพบวา Lacobacillus และ Bacillus มี plasmid แตไมพบการ

ถายทอดยีนด้ือยาในเชื้อเหลาน้ี ซึ่งอาจเปนผลมาจากขอจํากัดในการวิจัย เชน เทคนิคท่ีเลือกใช 

ความสามารถในการรับพลาสมิดของตัวรับ ซึ่งการศึกษาเพิ่มเติมในเร่ืองน้ีก็จะเปนประโยชนตอ

การศึกษาเร่ืองการถายทอดยีนด้ือยาตอไป
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1. คุณสมบัติทางชีวเคมีของ Lactobacillus

1.1 ระบุ genus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Oxomygen requirement

Strict aerobic
Strictly anaerobic
Facultative anaerobic/
microaerophilic

Motility
Catalase
Growth at 5oC
Growth at 15oC
Gas from glucose
Carbohydrate, acid from

Arabinose
Maltose
Melezitose
Salicin

VP
Nitrate reduced
H2S production

+
-
-

+
+
+
+
-

-
-
-
-
-
-
D

-
-
-

-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-

-
-
+

+
+
+
+
-

-
+
+
+
+
-
-

-
-
-

-
-
-
-
-

-
+
-
-
-
-
+

-
-
-

-
-
-
-
-

-
+
-
+
-
-
-

-
-
+

-
-
-
D
-

D
+
D
+
-
-
-

-
-
+

-
-
-
D
-

D
+
-
-
-
-
-

-
-
+

-
-
-
?
-

-
+
-
d
-
+
d

-
-
+

-
w/-
-
?
-

-
d
-
?
-
d
-

-
-
+

-
-
-
?
-

D
d
D
D
-
D
D

-
+
-

-
-
-
-
+

-
+
-
-
+
+
+

1. Kurthia spp. 7. Lactobacillus; group I, betabacteria

2. Brochothrix spp. 8. Arachnia propionica

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

4. Erysipelothrix spp. Corynebacterium haemolyticum

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

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

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

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

3. L. delbrueckii include L. cellobiosuss)

4. L. salivarius 10. Listeria monocytogenes; Listerella

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

insidiosa

6. L. casei 12. Arachnia propionica; Actinomyces

propionicus

13. Arcanobacterium haemolyticum;

Corynebacterium haemolyticum

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

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

ONPG
Utilization of citrate
Urease
Indole
VP
Nitrate reduction
Casein hydrolysis
Hipprate hydrolysis
Starch hydrolysis
Oxidase
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1. B. anthracis 9. B. subtilis 17. B. laterosporus

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

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

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

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

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

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

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

* All motile species may produce non-motile variants

สัญลักษณของการอานผลการทดสอบ

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

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

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

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

w Weak reaction or growth

w/- Weak reaction or no reaction with different strains: positive reactions are weak or growth is feeble.
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3. ยาปฏิชีวนะตั้งตนท่ีใชในการทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ

ยาปฏิชีวนะ ตัวทําละลาย ความเขมขนต้ังตน 

(mg/ml)

ampicillin DW; filter-sterile 100

chloramphenicol 95% ethanol 25

ciprofloxacin 0.1M NaOH; DW 50

erythromycin 95% ethanol 50

gentamicin DW; filter-sterile 40

kanamycin DW; filter-sterile 35

neomycin DW; filter-sterile 100

rifampicin methanol 25

streptomycin DW; filter-sterile 50

tetracycline 70% ethanol 10

trimethoprim dimethylacetamide 100

vancomycin DW; filter-sterile 10

4. ผลการตรวจระบุเชื้อ Bacillus ดวยวิธีทางชีวเคมีและวิธี ARDRA (n= 114)

วิธีชีวเคมี วิธี ARDRA

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

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

B. subtilis cluster (6/29)

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

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

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

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

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

วิธีชีวเคมี วิธี multiplex PCR

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

L. rhamnosus (13/42)

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

L. casei (n= 10) L. casei group (9/10), L. plantarum (1/10)

L. plantarum (n= 16) L. plantarum (16/16)

6. อาหารเล้ียงเชื้อและสารเคมี

1. Manitol Egg Yolk Polymyxin-B Agar (MYP Agar)

Beef Extract 1.0 g

Peptone 10.0 g

D-Mannitol 10.0 g

NaCl 10.0 g

Agar 15.0 g

Phenol Red 0.2% aq.soln 15.0 ml

Distilled water 1,000 ml

2. SF-Streptococcus Agar (SF Agar)

Tryptone 20.0 g

Dextrose 5.0 g

K2PO4 4.0 g

NaCl 5.0 g

Sodium Azide 0.5 g

Agar 20.0 g

Bromcresol Purple 0.2%aq.soln 32.0 mg

Distilled water 1,000 ml
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3. de Mans Rogosa and Sharpe Agar (MRS Agar)

Proteose peptone 10.0 g

Meat extract 8.0 g

Yeast extract 5.0 g

Tri-ammonium citrate 2.0 g

Sodium acetate 0.5 g

Mg2SO4.7H2O 0.1 g

K2HPO4 2.0 g

Glucose 20.0 g

Tween-80 1.0 g

Typtone 5.0 g

Agar 20.0 g

Distilled water 1,000 ml

4. Broth sugar (BS)

Peptone 10.0 g

Meat extract 3.0 g

NaCl 5.0 g

Bromthymol blue 0.2%aq.soln 15 ml

Distilled water 1,000 ml

5. Ammonium salt sugar (ASS)

(NH4)2HPO4 1.0 g

KCl 0.2 g

MgSO4.7H2O 0.2 g

Yeast extract 0.2 g

Bromcresol purple 0.2 %aq.soln 4 ml

Agar 20.0 g

Distilled water 1,000 ml
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6. Buffered Peptone Water (BPW)

Peptone 10.0 g

NaCl 5.0 g

Na2HPO4.12H2O 9.0 g

KH2PO4 1.5 g

Distilled water 1,000 ml

7. Urea Medium

Peptone 1.5 g

NaCl 5.0 g

K2HPO4 1.0 g

Agar 10.0 g

Phenol red 0.2%aq.soln 6 ml

Distilled water 1,000 ml

8. Voges Proskauer (VP)

Peptone 7.0 g

Glucose 5.0 g

NaCl 5.0 g

Distilled water 1,000 ml

9. Nitrate broth media

Peptone 5.0 g

Meat extract 3.0 g

NaCl 5.0 g

KNO3 1.0 g

Agar 20.0 g

Distilled water 1,000 ml
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10. Peptone Saline Diluting fluid (PSD)

Peptone 1.0 g

NaCl 8.5 g

Distilled water 1,000 ml

7. ขอกําหนดเกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรียท่ีใชเปนสารเสริมชีวนะสําหรับสัตวในพระราชบัญญัติ

อาหารสัตว พ.ศ .2536

กําหนดให “สารเสริมชีวนะ” เปนวัตถุท่ีเติมในอาหารสัตวและใหใชสารชนิดใดชนิดหน่ึง

หรือหลายชนิดของสารดังกลาวตามชื่อทางวิทยาศาสตรตอไปน้ีเปนสวนผสมในการผลิตอาหาร

สัตวผสมสําเร็จรูปเพื่อขายไดในอัตราสวนไมนอยกวา 1 x 105 CFU ตออาหารสัตว 1 กิโลกรัม 

ไดแก

1. Lactobacillus plantarum

2. Lactobacillus casei

3. Lactobacillus fermentum

4. Lactobacillus brevis

5. Lactobacillus bulgaricus

6. Lactobacillus acidophilus

7. Lactobacillus cellobiosus

8. Lactobacillus curvatus

9. Lactobacillus delbruekii

10. Lactobacillus lactis

11. Lactobacillus reuterii

12. Lactobacillus helveticus

13. Leuconnostoc mesenteroides

14. Streptococcus faecium cenelle 68

15. Streptococcus thermophilus

16. Streptococcus faecium

17. Streptococcus cremoris

18. Streptococcus diacetylactis

19. Streptococcus lactis

20. Streptococcus intermedius
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21. Bacillus subtilis strain BN

22. Bacillus coagulan

23. Bacillus lentus

24. Bacillus lichenifermis

25. Bacillus pumilus

26. Bacillus subtilis สเตรนท่ีไมสรางยาปฏิชีวนะ

27. Bacillus toyoi

28. Bacteroides amylophilus

29. Bacteroides capillosus

30. Bacteroides ruminocola

31. Bacteroides suis

32. Bifidobacterium adolescentis

33. Bifidobacterium animalis

34. Bifidobacterium bifidum

35. Bifidobacterium infantis

36. Bifidobacterium longum

37. Bifidobacterium thermophilum

38. Pediococcus acidilacticii

39. Pediococcus cerevisiae domosus

40. Pediococcus pentosaceus

41. Propionibacterium freudenreichii

42. Propionibacterium shermanii
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาว เวชสิริ วรรณประสาท เกิดเมื่อวันท่ี 16 กรกฏาคม พ.ศ. 2524 สําเร็จการศึกษา

สัตวแพทยศาสตรมหาบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป     

พ.ศ. 2548 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชา สัตวแพทยสาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
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