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บทคดัย่อ 
 

 
 การศกึษาครัง้นี้มวีตัถุประสงค ์ เพื่อคดัเลอืกเชือ้จลุนิทรยีใ์นกลุ่มของ Lactobacillus spp., 
Bacillus spp. และ Enterococcus faecium จากมลูไก่จ านวน 60 ตวัอยา่ง น ามาทดสอบใน
หอ้งปฏบิตักิารเพื่อหาเชือ้ทีม่คีวามไวรบัต่อยาตา้นจลุชพีตามมาตรฐานของ European Food Safety 
Authority และใหผ้ลการทดสอบคุณสมบตักิารทนกรดและน ้าด ีอยูใ่นเกณฑด์ ี เพื่อน าเชือ้ดงักล่าวมา
ใชเ้ป็น competitive exclusion (CE) เพื่อทดสอบการป้องกนัการตดิเชือ้แคมไพโลแบคเตอรใ์นไก่
เนื้อ ซึง่เชือ้จลุนิทรยีท์ีม่คีุณสมบตัผิ่านการคดัเลอืก ไดแ้ก่ Lactobacillus acidophilus 1/4, Bacillus 
subtilis 206/1 และ Enterococcus faecium 122 เมือ่น า CE ทัง้ 3 ชนิดป้อนปากใหไ้ก่เน้ือในช่วง 3 
วนัแรกตดิต่อกนั ปรมิาตรตวัละ 0.5 มลิลลิติร ท าการป้อนเชือ้ Campylobacter jejuni ความเขม้ขน้  
2 x 107 CFU/ml ใหแ้ก่ไก่เนื้อทีอ่าย ุ14 วนั ผลปรากฏว่าปรมิาณเชือ้ C. jejuni ทีแ่ยกไดจ้ากไก่เนื้อที่
อาย ุ 17, 21, 35 และ 41 วนั ในทุกกลุ่มการทดลองไมม่คีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ
ค่า FCR ทีอ่าย ุ 14 และ 41 วนั และค่าน ้าหนกัตวัทีเ่พิม่ขึน้ต่อจ านวนไก่ ทีอ่าย ุ 41 วนั ในทุกกลุ่ม
การทดลองไมม่คีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติิ 
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ABSTRACT 
 

 The aim of this study was to screen bacteria in the group of Lactobacillus spp., 
Bacillus spp. and Enterococcus faecium from 60 chicken feces bringing them to test  
antimicrobial susceptibilities which were used guidelines from European Food Safety 
Authority, acid and bile tolerances in the laboratory. The good qualified bacteria including 
Lactobacillus acidophilus 1/4, Bacillus subtilis 206/1 and Enterococcus faecium 122 were 
used as competitive exclusion for testing prevention of campylobacter infection in broilers. 
Broilers were orally inoculated with CE for 1-3 days of age consecutively, 0.5 ml in each. At 
14 days of ages, broilers were challenged with Campylobacter jejuni, 2 x 107 CFU/ml. The 
concentration of C. jejuni from all groups was not statistically different at 17, 21, 35 and 41 
days. Fed conversion ratio at 14 and 41 days and body weight gain/chicken at 41 days 
were not statistically different also. 
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บทน า 

ประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งที่สามารถผลติเนื้อไก่และไข่ไก่จ านวนมากเกนิความต้องการของ

ผูบ้รโิภคภายในประเทศ ส่งผลใหส้ามารถส่งออกผลติภณัฑเ์หล่านี้ไปจ าหน่ายยงัต่างประเทศได ้โดยใน

พ.ศ.2552 ประเทศไทยสามารถส่งออกสตัวปี์กและผลติภณัฑจ์ากสตัวปี์กไปจ าหน่ายต่างประเทศมมีลูค่า

สูงถงึ 54,000 ล้านบาท(กรมปศุสตัว์, 2554)ดงันัน้อุตสาหกรรมการผลติเนื้อไก่และไข่ไก่จงึถอืเป็น

อุตสาหกรรมส าคญัที่สามารถหล่อเลี้ยงชวีติและครอบครวัของเกษตรกรไทย ซึ่งเป็นคนส่วนใหญ่ของ

ประเทศ โดย พ.ศ.2553 มเีกษตรกรทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการผลติสตัวปี์ก รวม 2,979,763 ครวัเรอืน(กรมปศุ

สตัว,์ 2554)อย่างไรกต็ามดว้ยขอ้ก าหนดขององคก์รการคา้โลกท าใหป้ระเทศต่างๆ โดยเฉพาะประเทศ

พฒันาแล้ว ซึง่เป็นคู่คา้ส าคญัในการน าเขา้สตัวปี์กและผลติภณัฑส์ตัวปี์ก ไม่สามารถใชพ้กิดัอตัราภาษี

ในการกดีกนัการน าเขา้สนิคา้จากต่างประเทศทีม่ตี้นทุนต ่ากว่าและอาจมคีุณภาพสนิคา้ทีด่กีว่าเขา้มาใน

ประเทศของตน เพื่อประโยชน์ในการปกป้องผู้ผลติภายในประเทศได้ ดงันัน้ประเทศผู้น าเข้าสินค้า

เกษตรจงึอาศยัขอ้อ้างในเรื่องคุณภาพสนิค้า เพื่อเป็นการกดีกนัทางการคา้โดยทางอ้อม ปญัหาโรคตดิ

เชือ้ที่เกดิขึน้ในกระบวนการเลีย้งและการผลติเนื้อไก่และไข่ไก่ ถอืเป็นขอ้อ้างส าคญัในการปฏเิสธไม่รบั

ซือ้สนิคา้ของประเทศผูน้ าเขา้ โดยเฉพาะโรคทีส่ามารถตดิต่อจากสตัวปี์กมายงัมนุษยไ์ด ้เช่น โรคไขห้วดั

นก โรคตดิเชือ้ซลัโมเนลลา โรคตดิเชือ้แคมไพโลแบคเตอร์ และโรคตดิเชือ้ลสิทเีรยี เป็นต้น โรคไขห้วดั

นก และโรคติดเชื้อซลัโมเนลลา เป็นโรคติดเชื้อที่ได้รบัการศึกษาอย่างกว้างขวางและเพียงพอที่จะ

สามารถน าความรูจ้ากงานวจิยัต่างๆ มาประยุกต์ใช้ในการป้องกนัและควบคุมโรค แต่โรคติดเชื้อแคม

ไพโลแบคเตอร ์และโรคตดิเชื้อลสิทเีรยี เป็นโรคทีย่งัต้องการศกึษาวจิยัอกีมาก โดยเฉพาะโรคตดิเชื้อ

แคมไพโลแบคเตอร ์เป็นโรคทีม่อุีบตักิารณ์ของโรคในมนุษยท์ีอ่าศยัในประเทศพฒันาเพิม่ขึน้ทุกปี โดย

ในสหภาพยุโรป พ.ศ. 2542 และ  พ.ศ. 2547 พบอุบตักิารณ์ในมนุษยท์ี่ป่วยด้วยโรคล าไส้อกัเสบจาก

แคมไพโลแบคเตอร ์จ านวน120,462 คน และ183,961 คน ตามล าดบัและอุบตักิารณ์โดยรวม คอื47.6 

ต่อประชากร 100,000 คน ซึ่งสูงกว่าอุบตัิการณ์ล าไส้อกัเสบจากเชื้อซลัโมเนลลา(EFSA, 2006)ใน

ประเทศสหรฐัอเมรกิา Campylobacter enteritis เป็นสาเหตุของโรคล าไสอ้กัเสบในผูป้่วยประมาณ 2 

ลา้นคนต่อปี  ซึง่มากกว่าจ านวนผู้ป่วยที่มสีาเหตุจากการตดิเชื้อซลัโมเนลลา และชกิเจลลา (Shigella) 

รวมกนั (Tauxe et al., 1988; Tauxe, 1997) 

สตัว์ปีกเป็นแหล่งรงัโรคที่ส าคญัที่สุดของเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ โดยเฉพาะ Campylobacter 

jejuni เป็นสปีชสี์ทีพ่บไดบ้่อยในสตัวปี์ก แบคทเีรยีชนิดนี้ไม่ก่ออาการทางคลนิิกในไก่ (Shane, 2000) 

ส่งผลให้เกดิการละเลยในมาตรการป้องกนัโรคในสตัวปี์ก โดยมรีายงานว่ามากกว่ารอ้ยละ 90 ของการ

ปนเป้ือนแคมไพโลแบคเตอรม์สีาเหตุจากการบรโิภคเนื้อสตัว ์และรอ้ยละ 80 ของเคสเหล่านี้มสีาเหตุมา
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จากเนื้อสตัวปี์ก(ICGFI, 1999)โดยแคมไพโลแบคเตอรท์ีม่กัพบเป็นสาเหตุของโรคล าไสอ้กัเสบจากแคม

ไพโลแบคเตอร ์คอื Campylobacter jejuni  ในประเทศไทยมรีายงานความชุกของC.jejuni ในฝงูไก่เนื้อ

ถงึรอ้ยละ 65 (Chansiripornchai and Sasipreeyajan, 2009) ใน พ.ศ. 2536 มรีายงานการศกึษา

อุบตักิารณ์ของโรคล าไสอ้กัเสบจากแคมไพโลแบคเตอรใ์นผูป้่วยในประเทศไทย โดยท าการศกึษาในเดก็

ทีอ่ายตุ ่ากว่า 5 ปี จ านวน 416 คน พบว่ามสีาเหตุจากการตดิเชือ้แคมไพโลแบคเตอร ์61 คน หรอืรอ้ยละ 

15 (Taylor et al., 1993)โรคตดิเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์เป็นโรคตดิต่อระหว่างคนและสตัว์ที่ส าคญั 

มนุษยท์ีต่ดิเชือ้แคมไพโลแบคเตอร ์จะแสดงอาการอกัเสบของกระเพาะและล าไสอ้ย่างเฉียบพลนั แมก้าร

ปนเป้ือนเชือ้เพยีงเลก็น้อย (300-500 เซลล)์ และยงัท าใหเ้กดิอาการneuromuscular paralysis (Guillain 

Barré syndrome) ตามมา(Mishu and Blaser, 1993) แคมไพโลแบคเตอร์เป็นแบคทเีรยีทีค่าดหมายว่า

เมือ่ประเทศสมาชกิในสหภาพยโุรป ประสบความส าเรจ็ในการควบคุมแคมไพโลแบคเตอรใ์นสตัวปี์กและ

ผลติภณัฑ์จากสตัว์ปีกได้แล้ว เชื้อนี้จะได้รบัการจดัอยู่ในรายชื่อของเชื้อที่ต้องท าการตรวจสอบอย่าง

เขม้ขน้ก่อนน าเขา้ผลติภณัฑจ์ากสตัวปี์กสู่กลุ่มประเทศยโุรป เช่นเดยีวกบั ซลัโมเนลลา และไวรสัไขห้วดั

นกดงันัน้การศกึษาวธิกีารในการป้องกนัและควบคุมโรคแคมไพโลแบคเตอรใ์นไก่ในประเทศไทย ถอืเป็น

การเตรยีมตวัล่วงหน้า ในการผลิตไก่ในประเทศไทย และเป็นการป้องกันการกีดกันทางการค้าจาก

ประเทศผูน้ าเขา้เนื้อไก่และผลติภณัฑไ์ก่ทีอ่าจมขีึน้ 

นอกจากปญัหาการก่อโรคในมนุษยแ์ลว้ พบว่าการปนเป้ือนแคมไพโลแบคเตอร์ในสตัวปี์กนัน้มี

ความสมัพนัธก์บัการปรากฏของแบคทเีรยีต้านยาปฏชิวีนะในผูป้่วย ดงันัน้การลดอตัราการแพร่กระจาย

เชื้อและการตดิเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ในฝงูไก่พนัธุ์และไก่เนื้อจะสามารถช่วยลดโอกาสการตดิเชื้อใน

ผูบ้รโิภคได้ ซึง่ก่อให้เกดิผลดทีัง้ดา้นสาธารณสุขและเศรษฐกจิ แต่อุปสรรคส าคญัของการแก้ปญัหาคอื 

ขอ้มลูพืน้ฐานทางวทิยาศาสตรข์องเชือ้แคมไพโลแบคเตอรใ์นกระบวนการผลติสตัวปี์กในประเทศไทยอยู่

ในวงจ ากดัมาก โดยเฉพาะยงัไมท่ราบระบาดวทิยา จุดวกิฤตหรอืจุดเสีย่งทีเ่ป็นแหล่งสะสม และการแพร่

เชือ้เชือ้แคมไพโลแบคเตอรใ์นกระบวนการผลติสตัวปี์ก ซึง่การควบคุมโรคนี้ยงัต้องการความรูอ้ย่างมาก

ในเรื่องระบาดวทิยา การติดเชื้อ กระบวนการเกิดโรคในสตัว์ปีก เพื่อพฒันากลไกที่เหมาะสมในการ

ป้องกนัโรค ซึ่งเป็นสิง่ที่ท้าทายอย่างมากต่อนักวชิาการโรคสตัว์ปีก และประการส าคญัเป็นการเตรยีม

ขอ้มลูใหพ้รอ้มก่อนทีแ่คมไพโลแบคเตอร ์อาจประกาศใหเ้ป็นจุลชพีก่อโรคทีต่้องท าการตรวจสอบอย่าง

เขม้ขน้ในการน าเขา้สตัวปี์ก และผลติภณัฑส์ตัวปี์กของประเทศคู่คา้  

การหามาตรการช่วยลดการตดิเชือ้แคมไพโลแบคเตอรใ์นไก่ สามารถท าไดโ้ดยการใหแ้บคทเีรยี

ไม่ก่อโรคเพื่อแข่งขนัในทางเดนิอาหารของไก่ก่อนที่จะมกีารติดเชื้อ Campylobacter (competitive 

exclusion) ซึง่สอดคลอ้งกบันโยบายของทัง้สหภาพยุโรป และส านักงานคณะกรรมการอาหารและยาที่
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ประกาศห้ามใช้ยาปฏชิวีนะในการเป็นสารเร่งการเจรญิเตบิโตในสตัว์ทีเ่ลีย้งเพื่อการบรโิภค ในสหภาพ

ยุโรปแบคทีเรียที่จะน ามาใช้ในการเลี้ยงสัตว์อยู่ภายใต้การควบคุมอย่างเข้มงวดของ Regulation 

1831/2003 EU ตามแนวทางการทดสอบทีเ่สนอโดย the Scientific Committee on Animal Nutrition 

(SCAN) (Becquet, 2003)ซึง่เน้นการทดสอบความปลอดภยัต่อสตัว์มนุษย ์และสิง่แวดลอ้ม โดยประเดน็

หลกัอยู่ทีก่ารตรวจหาการปรากฏของยนีดือ้ยาทีส่ามารถถ่ายทอดได ้(SCAN, 2003) การใชแ้บคทเีรยีที่

ไม่ได้ผ่านการตรวจสอบอย่างรอบคอบโดยเฉพาะการถ่ายทอดยนีดื้อยา อาจกลายเป็นดาบสองคมที่

สรา้งปญัหาการแพรก่ระจายของเชือ้ดือ้ยาไดไ้ม่แตกต่างจากการใชย้าปฏชิวีนะ และทีผ่่านมาในประเทศ

ไทยไดม้กีารศกึษาเกี่ยวกบัแบคทเีรยีเพื่อใช้เป็น CE กนัอย่างกว้างขวาง แต่ยงัไม่มกีารทดสอบอย่าง

จรงิจงัและถูกตอ้งทัง้สายพนัธุ ์ความปลอดภยัและประสทิธภิาพ  

 

วตัถปุระสงคก์ารวิจยั 

1. พฒันาผลติภณัฑ ์CE เพื่อใชใ้นการป้องกนัการตดิเชือ้แคมไพโลแบคเตอรใ์นไก่เน้ือ 

2. ศกึษาประสทิธภิาพของ CE ในการป้องกนัการตดิเชือ้แคมไพโลแบคเตอรใ์นไก่เน้ือ 

วิธีด าเนินการวิจยั 

 การด าเนินการวจิยั ม ี5ระยะ ประกอบดว้ย 

 ระยะท่ี 1 แยกเชือ้ทีม่คีุณสมบตั ิGenerally recognized as safe (GRAS)ไดแ้ก่Lactobacillus 

spp., Bacillus spp. และ Enterococcus faecium จากมลูไก่ 

 ระยะท่ี 2 ตรวจสอบความปลอดภยัของเชือ้ตามค าแนะน าของ EFSA 

 ระยะท่ี 3 ทดสอบคุณสมบตักิารทนกรด และการทนน ้าดขีองเชือ้แบคทเีรยีทีผ่่านการคดัเลอืก 

 ระยะท่ี 4 ตรวจสอบยนืยนั species ของเชือ้ทีผ่่านการคดัเลอืกดว้ยเทคนิคทางอณูชวีวทิยา 

 ระยะท่ี 5 ทดสอบประสทิธภิาพของCE ต่อการป้องกนัการตดิเชือ้ Campylobacter jejuniในไก่

เนื้อ 
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ระยะท่ี 1 แยกเชือ้ทีม่คีุณสมบตั ิGenerally recognized as safe (GRAS) ไดแ้ก่Lactobacillus spp., 

Bacillus spp. และ Enterococcus faecium จากมลูไก่ 

 ด าเนินการเกบ็ตวัอย่างมลูไก่ จากฟารม์ไก่พื้นเมอืง จ านวน 4 ฟารม์ และฟารม์ไก่ไข่จ านวน 1 

ฟารม์ ทีไ่ม่มปีระวตักิารใชย้าปฏชิวีนะอย่างละ 10, 10, 10, 10 และ 20 ตวัอย่าง ตามล าดบั และขนส่ง

ตวัอย่างที่อุณหภูม ิ4 oC เพื่อตรวจหาเชื้อแบคทเีรยี Lactobacillus spp., Bacillus spp. และ 

Enterococcus faecium ในหอ้งปฏบิตักิารต่อไป 

การแยกเชือ้ Lactobacillus  

 แยกเชือ้ Lactobacillusโดยใชว้ธิ ีpour plate method ตามวธิมีาตรฐาน Microbiology of food 

and animal feeding stuffs-Horizontal method for the Enumeration of mesophilic Lactic acid 

bacteria(ISO-15214, 1998)โดยน าตวัอย่างมูลไก่น ้าหนัก 1 กรมั มาละลายด้วยน ้าเกลอื 0.85% 

ปรมิาตร 9 มลิลลิติร แลว้ไปเปตตวัอย่างปรมิาตร1 มลิลลิติร ลงบนจานเลีย้งเชือ้ แลว้เทอาหารเลีย้งเชือ้

ทีม่คีวามจ าเพาะชนิด de Mans Rogosa and Sharpe Agar (MRS) ปรมิาตร 20 มลิลลิติร ลงบนจาน

เลี้ยงเชื้อที่มตีวัอย่างมูลไก่ ผสมตวัอย่างและอาหารเลี้ยงเชื้อให้เขา้กนั ตัง้ทิ้งไว้จนอาหารเลี้ยงเชื้อแขง็ 

แลว้น าไปอบเลีย้งเชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ37 OC นาน 24-48 ชัว่โมง 

การแยกเชือ้ Bacillus 

 แยกเชือ้ Bacillus โดยใชว้ธิปีระยุกต์จากวธิมีาตรฐานของ Microbiology general guidance for 

enumeration of Bacillus cereus(ISO-7932, 1993)โดยใช ้loop เขีย่ตวัอย่างมลูไก่ทีล่ะลายในน ้าเกลอื 

0.85% ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ ทีม่คีวามจ าเพาะชนิด Manitol Egg Yolk Polymyxin-B agar (MYP agar) 

โดยท าการเขีย่เชือ้เพื่อแยกเชือ้เป็นโคโลนีเดีย่ว (single colony) แลว้น าไปอบเลีย้งเชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ37 OC 

นาน 24ชัว่โมง 

การแยกเชือ้ Enterococcus 

 แยกเชือ้ Enterococcusโดยใชว้ธิปีระยุกต์จากวธิมีาตรฐานของ European Community Project 

SMT4 CT98-2235 (European, 2003)โดยใช ้loop เขีย่ตวัอย่างมลูไก่ทีล่ะลายในน ้าเกลอื 0.85% ลงบน

อาหารเลีย้งเชือ้ ทีม่คีวามจ าเพาะชนิด SF-Streptococcus agar (SF agar) โดยท าการเขีย่เชือ้เพื่อแยก

เชือ้เป็นโคโลนีเดีย่ว (single colony) แลว้น าไปอบเลีย้งเชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ37 OC นาน 24-48ชัว่โมง 

การเลอืกเกบ็แบคทเีรยีชนิด Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus 
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 ลกัษณะเฉพาะทางโคโลนีของ Lactobacillus ทีเ่จรญิในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MRS จะมขีนาด

เลก็ เสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 0.5-1 มลิลเิมตร ส่วนทีเ่จรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ จะมเีสน้ผ่านศูนยก์ลาง

ประมาณ 2-3 มลิลเิมตร ลกัษณะโคโลนีมสีขีาวขุน่ รปูรา่งกลมหรอืร ี

 ลกัษณะBacillus แต่ละ species ที่สามารถเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MYP มลีกัษณะ

แตกต่างกนัดงัตารางที1่ 

ตารางที1่ลกัษณะโคโลนีของ Bacillusแต่ละ species 

   สายพนัธุ ์   ลกัษณะโคโลนี       ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 

               (มลิลเิมตร) 

B. subtilis  สเีหลอืง นูน เป็นเมอืกเลก็น้อย    2-4 

B. licheniformis  สเีหลอืงหรอืขาวใส เป็นเมอืกหนา   3-5 

B. mycoides  สเีหลอืงหรอืชมพอู่อน แบนราบ ขอบไมเ่รยีบ  3-6 

B. laterosporus  สเีหลอืงหรอืขาว นูน ขอบเรยีบ    1-3 

 

 ลกัษณะของ Enterococcusทีเ่จรญิในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด SF มขีนาดเลก็เท่าหวัเขม็หมุด เมื่อ

อบเลีย้งเชือ้นาน 48 ชัว่โมง จะมสีขีองโคโลนีแตกต่างกนั โดย Enterococcus faeciumมสีชีมพูอ่อน และ 

Enterococcus faecalis มสีแีดงเขม้ 

 เมื่อเชื้อเจรญิเตบิโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแล้ว เลอืกเก็บโคโลนีที่มลีกัษณะคล้ายกนั 1-5 โคโลนี 

โดย Lactobacillus, Bacillusและ Enterococcusจะเจรญิในอาหารเลีย้งเชื้อชนิดเหลวของ MRS, TSB 

และ BHI ตามล าดบั ปรมิาตร 4 มลิลลิติร นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้เกบ็เชือ้ปรมิาตร 1,480 ไมโครลติร ใน

กลเีซอรอล ปรมิาตร 360 ไมโครลติร ทีอุ่ณหภูม ิ-80 oC เพื่อตรวจพสิูจน์เชือ้เบือ้งต้นดว้ยคุณสมบตัทิาง

ชวีเคม ี

การตรวจพิสจูน์ชนิดแบคทีเรียเบือ้งต้นด้วยวิธีทางชีวเคมี 

การตรวจคุณสมบตัทิางสณัฐานวทิยา 
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 ตรวจดูลกัษณะของ Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus ดว้ยการยอ้มสเีซลลแ์บคทเีรยี

ดว้ยวธิ ีGram stainซึง่เมื่อส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะพบ Lactobacillus และBacillus ยอ้มตดิสมี่วง 

รปูรา่งเป็นท่อน (gram positive, rod) ส่วน Enterococcus นัน้ยอ้มตดิสมี่วง รปูร่างกลม (gram positive, 

cocci) 

การทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมเีบือ้งตน้ 

 ทดสอบคุณสมบตัิทางชีวเคมีเบื้องต้นส าหรบั Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus 

ไดแ้ก่ การท า catalase test และ oxidase test ซึง่ส าหรบั catalase test ทดสอบโดยเขีย่โคโลนีของเชือ้

แบคทเีรยีลงบนแผ่นสไลด ์หยดสารละลาย3% hydrogen peroxide (H2O2) ลงบนเชือ้แบคทเีรยี ถ้ามี

ฟองก๊าซเกดิขึน้ แสดงว่าแบคทเีรยีชนิดนัน้ให้ผลบวกต่อ catalase test ส่วน oxidase test ท าการ

ทดสอบโดยหยดสารละลาย oxidase reagent ลงบน filter paper แลว้เขีย่โคโลนีของเชือ้แบคทเีรยีลงบน

filter paperสงัเกตการณ์เปลีย่นสขีองเชือ้แบคทเีรยี โดยถ้าเปลีย่นเป็นสมี่วง แสดงว่าแบคทเีรยีชนิดนัน้

ใหผ้ลบวกต่อ oxidase test แต่หากเชื้อแบคทเีรยีไม่เปลีย่นส ีแสดงว่าใหผ้ลลบต่อการทดสอบ โดยผล

การทดสอบ catalase test และ oxidase test ส าหรบั Lactobacillus, Bacillusและ Enterococcus

สามารถสรปุไดด้งัตารางที ่2 

ตารางที่2 ผล catalase และ oxidase test ของเชื้อแบคทเีรยี Lactobacillus, Bacillus และ 

Enterococcus spp. 

แบคทเีรยี  catalase test    oxidase test 

Lactobacillus spp.  -   not tested 

Bacillus  spp.   +         - 

Enterococcus spp.  +         + 

 

การตรวจพิสจูน์ยืนยนั Lactobacillus, Bacillusและ Enterococcus ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา  

 ในขัน้ตอนแรกจะด าเนินการยืนยันเชื้อระดับจีนัสของ  LactobacillusและBacillusส่วน 

Enterococcusนัน้จะระบุถึงระดบัสปีชีส์ เนื่องจากเชื้อ Enterococcus บางชนิด เช่น Enterococcus 
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faecalis เป็นเชือ้ฉวยโอกาส (opportunistic bacteria) ทีส่ามารถก่อโรคได้ จงึไม่เหมาะสมส าหรบัการ

น ามาพฒันาเพื่อใชเ้ป็น CE ส าหรบัสตัวต่์อไป 

 การเตรยีม DNA template ดว้ยวธิ ีwhole cell boiled lysate (Kwon et al., 2004) 

 เตรยีมเลีย้งเชือ้ Lactobacillus, Bacillusและ Enterococcus ใน MRS, MYP และ SF agar 

ตามล าดบั บ่มเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูม ิ37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าโคโลนีเดี่ยวมาละลายในน ้ากลัน่ 

ปรมิาตร 50 ไมโครลติร และต้มในน ้าเดอืดนาน 10 นาท ีป ัน่แยกตะกอนที ่12,000 xg นาน 5 นาท ีเกบ็

ของเหลวส่วนใสซึง่ม ีDNA ทีอุ่ณหภมู ิ-80oC 

 การตรวจพิสจูน์ยืนยนัเช้ือLactobacillus ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา(Dubernet et al., 2002; 

Kwon et al., 2004) 

 ใชเ้ทคนิค PCR เพื่อยนืยนั genus และ species ของLactobacillusดว้ยเทคนิค multiplex PCR 

โดยใช ้primers ทีจ่ าเพาะต่อ genus คอื R16-1 และ LbLMA1-rev  และตรวจพสิูจน์ species จ านวน 7 

species ไดแ้ก่ L. casei group, L. acidophilius, L. delbrueckii, L. gasseri,  L. reuteri, L. plantarum 

และ L. rhamnosus ดว้ย primer ทีม่คีวามจ าเพาะดงัแสดงในตารางที่3 โดยท าปฏกิริยิาในปรมิาตรรวม

เท่ากบั 50 ไมโครลติร ดงันี้ 

 DNA template 10 µl 

 10 µM ของ primers 1 µl 

 2.5x PCR mastermix 25 µl 

 DNase free water ใหไ้ดป้รมิาตรวม 50 µl 

น าส่วนผสมที่เตรยีมเขา้เครื่อง PCR Thermocylcer ซึ่งขัน้ตอนส าหรบั PCR amplification 

ประกอบดว้ย 

1. Initial denaturation  94 oC, 2 นาท ี

2. Denaturation   94 oC, 20วนิาท ี

Annealing   51oC, 40วนิาท ี

Extension   68oC, 30วนิาท ี

จ านวน 35 รอบ 

3. Final extension   68oC, 7นาท ี
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จากนัน้ตรวจสอบ PCR products ใน agarose gel และยอ้มด้วยสารละลาย 0.5 µg/ml 

ethidium bromide นาน 15 นาท ีอ่านผลดว้ยเครือ่ง UV transilluminator 
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ตารางที3่ primers ทีใ่ชใ้นการพสิจูน์เชือ้ Lactobacillus 

Primers   ล าดบัเบส (5’-3’)    ความจ าเพาะ   ขนาดของ PCR products (bp)   ทีม่า 

R16-1  CTTGTA CAC ACC GCC CGT CA   Genus-specificity  250   (Dubernet et al., 2002) 

LbLMA1-rev CTC AAA ACT AAA CAAAGT TTC 

IDL03R  CCACCTTCCTCCGGTTTGTCA   All lactobacillus      

IDL04F  AGGGTGAAGTCGTAACAAGTAGCC   All lactobacillus        

IDL11F  TGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCG   L. casei group   727    

IDL22R  AACTATCGCTTACGCTACCACTTTGC  L. acidophilius   606 

IDL31F  CTGTGCTACACCTAGAGATAGGTGG  L. delbrueckii    184   (Kwon et al., 2004)  

IDL42R  ATTTCAAGTTGAGTCTCTCTCTC   L. gasseri   272 

IDL52F  ACCTGATTGACGATGGATCACCAGT  L. reuteri   1105  

IDL62R  CTAGTGGTAACAGTTGATTAAAACTGC  L. plantarum   428 

IDL73R  GCCAACAAGCTATGTGTTCGCTTGC  L. rhamnosus   448 
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การตรวจพิสจูน์ยืนยนัเช้ือBacillus ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา(Wu et al., 2006) 

 ท าการยนืยนั genus และ species ของ Bacillusด้วยเทคนิค Amplified Ribosomal DNA 

Restriction Analysis (ARDRA) ตามวธิทีีอ่ธบิายโดย Wu และคณะในปี 2006 โดยมขีัน้ตอนดงันี้ 

 1. ระบุ genus ดว้ยการเพิม่จ านวนยนี 16S rRNA ดว้ย B-K1F และ B-K1R primers โดยท า

ปฏกิริยิาในปรมิาตรรวมเท่ากบั 25 ไมโครลติร ดงันี้ 

 DNA template 5 µl 

 10 µM ของ forward primer 1 µl 

 10 µM ของ reward primer 1 µl 

 2.5x PCR mastermix 12.5 µl 

 DNase free water ใหไ้ดป้รมิาตรวม 25 µl 

น าส่วนผสมที่เตรยีมเขา้เครื่อง PCR Thermocycler ซึ่งขัน้ตอนส าหรบั PCR amplification 

ประกอบดว้ย 

1. Initial denaturation  94 oC, 3 นาท ี

2. Denaturation   94 oC, 30วนิาท ี

Annealing   63oC, 30วนิาท ี

Extension   72oC, 2นาท ี

จ านวน 25 รอบ 

3. Final extension   72oC, 10นาท ี

จากนัน้ตรวจสอบ PCR products ใน agarose gel และยอ้มด้วยสารละลาย 0.5 µg/ml 

ethidium bromide นาน 15 นาท ีอ่านผลดว้ยเครื่อง UV transilluminator โดย Bacillus จะให ้PCR 

products ขนาด 1,114 bp (ตารางที ่4) 

ตารางที4่ primers ทีใ่ชใ้นการพสิูจน์เชือ้ Bacillus 

Primers   ล าดบัเบส (5’-3’) ความจ าเพาะ  ขนาดของ PCR products (bp)  

B-K1F TCACCAAGGCRACGATGCG All Bacillus        1,114  (Wu et al., 2006) 

B-K1R CGTATTCACCGCGGCATG  
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2. ยนืยนั species ของ Bacillus โดยการตดั PCR products ดว้ยเอนไซม ์AluI และTaqI 

(Fermentas Inc., Hanover, MD, USA) ซึง่ Bacillus แต่ละ species จะใหร้ปูแบบของ DNA หลงัจาก

ถูกตดัด้วยเอนไซม ์AluI และTaqI ที่แตกต่างกนั จงึสามารถใช้ในการระบุ species ของ Bacillus ได ้

โดยท าปฏกิริยิาการตดัดว้ยเอนไซมท์ัง้ 2 ชนิด ดงันี้ 

ปฏกิริยิาการตดัดว้ยเอนไซม ์AluI ในปรมิาตร 20 µl ประกอบดว้ย 

 PCR products 10 µl 

 AluI1 µl 

 10x buffer Tango 2 µl 

 DNase free water 7 µl 

น าไป incubate ทีอุ่ณหภมู ิ37 oC นาน 6 ชัว่โมง 

ปฏกิริยิาการตดัดว้ยเอนไซมT์aqIในปรมิาตร 20 µl ประกอบดว้ย 

 PCR products 10 µl 

 TaqI1 µl 

 10x buffer Tango 2 µl 

 DNase free water 7 µl 

น าไป incubate ทีอุ่ณหภมู ิ56 oC นาน 6 ชัว่โมง 

จากนัน้ตรวจสอบรปูแบบ ARDRAใน2%agarose gel ดว้ย gel electrophoresis แลว้อ่านผล

ดว้ยเครือ่ง UV transilluminator 

การตรวจพิสูจน์ยืนยนัเช้ือEnterococcusด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา(Ke et al., 1999; 

Jackson et al., 2004) 

 ใชเ้ทคนิค PCR เพื่อยนืยนั genus และ species ของEnterococcusดว้ยเทคนิค multiplex PCR 

โดยใช ้primers ทีจ่ าเพาะต่อ genusคอื Ent1 และ Entr2 primers (ตารางที ่5)และตรวจพสิูจน์ species 

ไดแ้ก่ Enterococcus faeciumโดยท าปฏกิริยิาในปรมิาตรรวมเท่ากบั 25 µl ดงันี้  

 DNA template 5 µl 

 10 µM ของ forward primer 1 µl 
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 10 µM ของ reward primer 1 µl 

 2.5x PCR mastermix 12.5 µl 

 DNase free water ใหไ้ดป้รมิาตรวม 25 µl 

น าส่วนผสมที่เตรยีมเขา้เครื่อง PCR Thermocycler ซึ่งขัน้ตอนส าหรบั PCR amplification 

ประกอบดว้ย 

 Initial denaturation  95 oC, 4 นาท ี

 Denaturation   95oC, 30วนิาท ี

Annealing   55oC, 1นาท ี

Extension   72oC, 1นาท ี

จ านวน 25 รอบ 

 Final extension   72oC, 7นาท ี

จากนัน้ตรวจสอบ PCR products ใน agarose gel และยอ้มด้วยสารละลาย 0.5 µg/ml 

ethidium bromide นาน 15 นาท ีอ่านผลดว้ยเครือ่ง UV transilluminator 
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ตารางที5่primers ทีใ่ชใ้นการพสิจูน์เชือ้Enterococcus 

Primers   ล าดบัเบส (5’-3’)    ความจ าเพาะ   ขนาดของ PCR products (bp)    

Ent1  TACTGACAAACCATTCATGATG  Genus-specific    112   (Ke et al., 1999) 

Ent2  AACTTCGTCACCAACGCGAAC 

FM1  GAAAAAACAATAGAAGAATTAT  E. faecium    215   (Wu et al., 2006) 

FM2  TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA 
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ระยะท่ี 2 ตรวจสอบความปลอดภยัของเช้ือตามค าแนะน าของ EFSA  

 European Food Safety Authority (EFSA, 2012) ไดก้ าหนดขอ้ควรพจิารณาส าหรบัเชื้อ

แบคทเีรยีทีจ่ะน ามาใชเ้ป็น probiotics ไวว้่าควรมคีวามไวต่อยาปฏชิวีนะชนิดต่างๆ (มคี่า MICs น้อย

กว่าหรอืเท่ากบัค่า breakpoint ที่ก าหนดไว้) จ านวน 10 ชนิด ได้แก่ ampicillin, vancomycin, 

gentamicin, kanamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol 

และ tylosin ซึ่ง tylosin ใช้ส าหรบัการทดสอบความไวรบัต่อเชื้อ Enterococcus faecium เท่านัน้ ดงั

แสดงรายละเอียดในตารางที่ 6 เพื่อให้แน่ใจว่าเชื้อที่น ามาใช้เป็น competitive exclusion หรอื 

probiotics ส าหรบัสตัวจ์ะไมม่กีารถ่ายทอดยนีดือ้ยาไปสู่มนุษย ์ 

การทดสอบความไวต่อยาต้านจลุชีพ 

 น าเชือ้ Lactobacillus spp., Bacillus spp. และ Enterococcus faecium ทีแ่ยกได้จากมลูไก่ มา

ท าการทดสอบความไวต่อยาปฏชิวีนะทัง้ 10 ชนิด ได้แก่ ampicillin, vancomycin, gentamicin, 

kanamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol และ tylosin 

เพื่อคดัเลอืกหาเชือ้ที่มคีวามไวรบัต่อยาต้านจุลชพีทัง้ 10 ชนิด โดยการหาค่า MICs ดว้ยวธิ ีtwo-fold 

agar dilution method ตามวธิขีอง (CLSI, 2011) โดยใชค้่า Breakpoints ดงัแสดงในตารางที่6 โดยมี

Escherichia coli ATCC 25922 และ Staphylococcus aureus ATCC25923 เป็นเชือ้ควบคุม 

 ในการหาค่า MICs เริม่จากเพาะเชือ้แบคทเีรยีทีต่้องการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชพี และ

เชือ้แบคทเีรยีมาตรฐานลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Muller Hinton Agar (MHA; Difco, MD, USA) บ่มที่

อุณหภูม ิ37 oC นาน 24 ชัว่โมง เขีย่เชือ้ลงในน ้าเกลอื 0.85% เพื่อปรบัความเขม้ขน้ใหไ้ดเ้ท่ากบั 0.5 

Mcfarland และท าการเจอืจางอกี 10 เท่า เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของเชือ้ประมาณ 107เซลล/์มลิลลิติร ดูด

เชือ้ทีเ่ตรยีมไวป้รมิาตร 100 ไมโครลติร ใส่ลงใน microtiter plate น า multiple inoculators จุ่มลงในเชือ้

ทีเ่ตรยีมไว ้แตะลงบนอาหารเลีย้งเชื้อ MHA ทีผ่สมยาต้านจุลชพีทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ทิง้ไวจ้นจุดถ่าย

เชือ้แหง้ แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 oC นาน 20-24 ชัว่โมง อ่านผลโดยสงัเกตค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของ

ยาตา้นจลุชพีทีส่ามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้จนไมส่ามารถมองเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า 
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ตารางที6่ค่า Breakpoints (µg/ml) ของยาตา้นจลุชพีทัง้10 ชนิด    

 

 

 

Lactobacillus delbrueckii/helveticus   1 2 16 16 16 1 1 4 4 n.r.* 

Lactobacillus acidophilus group   1 2 16 16 16 1 1 4 4 n.r. 

Lactobacillus fermentum    2  n.r. 16  32 64 1 1 8  4 n.r. 

Lactobacillus reuteri    2  n.r. 8  64 64 1 1 16  4 n.r. 

Lactobacillus salivarius    4  n.r. 16  64 64 1 1 8 4 n.r. 

Lactobacillus plantarum/pentosus   2  n.r. 16  64 n.r. 1 2 32 8 n.r. 

Lactobacillus rhamnosus    4  n.r. 16  64 32 1 1 8 4 n.r. 

Lactobacillus casei/paracasei   4  n.r. 32  64 64 1 1 4 4 n.r. 

Bacillus spp.     n.r. 4 4 8 8 4 4 8 8 n.r.   

Enterococcus faecium    2 4 32 1024 128 4 4 4 16 4 

*n.r. means not required 
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ระยะท่ี 3ทดสอบคุณสมบตักิารทนกรด และการทนน ้าดขีองเชือ้แบคทเีรยีทีผ่่านการคดัเลอืก 

การทดสอบการทนกรด (Acid tolerance) (Hyronimus et al., 2000) 

 เชือ้ทีม่คีวามไวรบัต่อยาปฏชิวีนะทัง้ 9 ชนิด จะน ามาทดสอบในขัน้ตอนต่อไป ไดแ้ก่ การทนกรด 

(acid tolerance) และการทนน ้าด ี(bile tolerance)  

 การทดสอบการทนกรด ดดัแปลงจากวธิกีารของ Hyronimus และคณะ (2000) โดยน าเชื้อ

แบคทเีรยีเจรญิในอาหารเหลว MRS ทีอุ่ณหภูม ิ37 oC นาน 24 ชัว่โมง แลว้จงึแบ่งเชือ้ดงักล่าวปรมิาตร 

10 ไมโครลติร ใส่ลงใน 5 มลิลลิติรของอาหารเหลว MRS (pH 2.5) น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 oC นาน 3

ชัว่โมง ท าการเกบ็ตวัอย่างในชัว่โมงที ่0 และ 3 ของการบ่ม น าไปนับจ านวนเชือ้แบคทเีรยีดว้ยวธิ ีpour 

plate technique ดว้ยอาหารแขง็ MRS เขย่าใหเ้ชือ้และอาหารเลีย้งเชือ้กระจายทัว่ แลว้บ่มไวท้ี่อุณหภูม ิ

37 oC นาน 24-72ชัว่โมง น าผลทีไ่ดม้าค านวรหาอตัราการอยู่รอด (survival rate) ของเชือ้ทดสอบ โดย

แทนค่าในสตูร  

อตัราการอยูร่อด (%)= 
    

     
x 100 

 เมือ่ log N คอื อตัราการอยูร่อดของเชือ้ทดสอบชัว่โมงที ่3  

 เมือ่ log N0คอื อตัราการอยูร่อดของเชือ้ทดสอบชัว่โมงเริม่ตน้ 
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การทดสอบการทนน ้าดี (Acid tolerance) (Hyronimus et al., 2000) 

 การทดสอบการทนน ้าด ีดดัแปลงจากวธิกีารของ Hyronimus และคณะ (2000) โดยน าเชื้อ

แบคทเีรยีเจรญิในอาหารเหลว MRS ทีอุ่ณหภูม ิ37 oC นาน 24 ชัว่โมง แลว้จงึแบ่งเชือ้ดงักล่าวปรมิาตร 

10 ไมโครลติร ใส่ลงใน 5 มลิลลิติรของอาหารเหลว MRS ทีผ่สม oxgall bile 0.3% (Gilliland et al., 

1984)น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 oC นาน 24ชัว่โมง ท าการเกบ็ตวัอย่างในชัว่โมงที ่0 และ 24 ของการบ่ม 

น าไปนับจ านวนเชือ้แบคทเีรยีดว้ยวธิ ีpour plate technique ดว้ยอาหารแขง็ MRS เขย่าให้เชือ้และ

อาหารเลีย้งเชือ้กระจายทัว่ แลว้บ่มไวท้ีอุ่ณหภมู ิ37 oC นาน 24-72ชัว่โมง น าผลทีไ่ดม้าค านวณหาอตัรา

การอยูร่อด (survival rate) ของเชือ้ทดสอบ โดยแทนค่าในสตูร  

อตัราการอยูร่อด (%)= 
    

     
x 100 

 เมือ่ log N คอื อตัราการอยูร่อดของเชือ้ทดสอบชัว่โมงที ่24  

 เมือ่ log N0คอื อตัราการอยูร่อดของเชือ้ทดสอบชัว่โมงเริม่ตน้ 
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ระยะท่ี 4 ตรวจสอบยนืยนั species ของเชือ้ทีผ่่านการคดัเลอืกดว้ยเทคนิคทางอณูชวีวทิยา 

 ด าเนินการตรวจสอบยนืยนั species ของเชื้อที่ผ่านการคดัเลอืกด้วยเทคนิคทางอณูชวีวทิยา 

ส าหรบัเชือ้ Lactobacillus และ Bacillus ตามวธิกีารของ Kwon และคณะ (2004) และ Wu และคณะ 

(2006) ซึง่วธิปีฏบิตักิารในรายละเอยีดไดก้ล่าวไวแ้ลว้ในการทดลองระยะที ่2 
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ระยะท่ี 5ทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้ต่อการป้องกนัการตดิเชือ้ Campylobacter jejuni ในไก่เนื้อ 

 ไก่เนื้อพนัธุ ์Cobb 500 อาย ุ1 วนั ทีไ่มไ่ดผ้่านการท าวคัซนีจ านวน 210 ตวั น ามาแบ่งกลุ่ม เป็น

กลุ่มละ 21 ตวั จ านวน 10 กลุ่ม โดยไดร้บัเชือ้แบคทเีรยี CE ทีผ่่านการคดัเลอืกแลว้ไดแ้ก่ Lactobacillus 

acidophilus1/4, Bacillus subtilis 206/1 และ Enterococcus faecium 122 ซึง่ใหด้ว้ยการป้อนปากที่

อายุ 1, 2 และ 3 วนั ตดิต่อกนันาน 3 วนั โดยแต่ละเชือ้ใหป้รมิาตรเท่ากบั0.5 มลิลลิติร ดงัแสดงใน

ตารางที ่7 

สุ่มเกบ็ตวัอย่างมลูไก่ กลุ่มละ 5 ตวัอย่างทีอ่ายุ 11 วนั เพื่อตรวจสอบว่าไก่ในแต่ละกลุ่ม ไม่พบ

เชื้อแคมไพโลแบคเตอรก่์อนท าการทดลองท าการป้อนเชื้อ Campylobacter jejuni ที่แยกได้ตวัอย่าง

ล าไสไ้ก่ในฟารม์ ความเขม้ขน้ 2 x 107 CFU/ml ใหแ้ก่ไก่เนื้อทีอ่ายุ 14 วนั แลว้จงึสุ่มเกบ็ตวัอย่างมลูไก่ 

กลุ่มละ 15 ตวัอย่าง ทีอ่ายุ 17, 21, 28 และ 35 วนั เพื่อน าไปนับปรมิาณเชือ้แคมไพโลแบคเตอรใ์น

อาหารเลี้ยงเชือ้ mCCD และเมื่อสิ้นสุดการทดลองทีอ่ายุ 41วนั ผ่าเกบ็ไสต้นัเพื่อน าไปนับปรมิาณเชื้อ

แคมไพโลแบคเตอรใ์นอาหารเลีย้งเชื้อ mCCD ตลอดการทดลองมกีารชัง่น ้าหนัก 3 ครัง้ทีอ่ายุ 1, 14 

และ 41 วนั เพื่อน าไปค านวณหาค่า FCR และ body weight gain/chicken ในแต่ละกลุ่ม 
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ตารางที ่7 แสดงชนิดของ CE หรอืผลติภณัฑ ์ส าหรบัไก่เนื้อแต่ละกลุ่ม 

กลุ่มที ่  CE or product       ความเขม้ขน้ 

1  Lactobacillus acidophilus 1/4     2 x 108 CFU/ml 

2  Bacillus subtilis 206/1        2 x 108 CFU/ml 

3  Enterococcus faecium122     2 x 108 CFU/ml 

4  Lactobacillus acidophilus1/4 + Bacillus subtilis 206/1     4 x 108 CFU/ml 

5  Lactobacillus acidophilus 1/4 + Enterococcus faecium 122  4 x 108 CFU/ml 

6  Bacillus subtilis 206/1 + Enterococcusfaecium122  4 x 108 CFU/ml 

7  Lactobacillus acidophilus 1/4 + Bacillus subtilis 206/1     6 x 108 CFU/ml 

+  Enterococcus faecium 122 

8  Commercial product (AVIPROBTM)     2 x 108 CFU/ml 

9  positive control        - 

10  negative control       - 

การเจือจางตวัอย่างมลูไก่ และ cecal contents 

 ชัง่ตวัอยา่งมลูไก่ ตวัอย่างละ 0.5 กรมั มาละลายในน ้าเกลอื 0.85% ปรมิาตร 4.5 มลิลลิติร (10-

fold dilution) ท าให้เจอืจางเพื่อให้ปรมิาณเชือ้ในตวัอย่างลดลงตามล าดบั แลว้จงึน าตวัอย่างเชื้อที่ได้

ระดบัความเจอืจางต่างๆ กนั ปรมิาตร 0.1 มลิลลิติร ใส่ลงในอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ mCCD แลว้จงึกวนให้

ทัว่จานเพาะเชือ้ แลว้บ่มไวท้ีอุ่ณหภูม ิ42 oC นาน 48 ชัว่โมงทีส่ภาวะ microaerobic แลว้จงึนับปรมิาณ

เชือ้แคมไพโลแบคเตอร ์ตามวธิขีอง ISO 10272-2  

 ชัง่ตวัอย่าง cecal contents ตวัอย่างละ 1 กรมั มาละลายในน ้าเกลอื 0.85% ปรมิาตร 9 

มลิลลิติร (10-fold dilution) ท าให้เจอืจางเพื่อให้ปรมิาณเชื้อในตวัอย่างลดลงตามล าดบั แล้วจงึน า

ตวัอย่างเชื้อที่ได้ระดบัความเจอืจางต่างๆ กนั ปรมิาตร 0.1 มลิลลิติร ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแขง็ 
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mCCD แล้วจงึกวนให้ทัว่จานเพาะเชื้อ แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูม ิ42 oC นาน 48 ชัว่โมงที่สภาวะ 

microaerobicแลว้จงึนบัปรมิาณเชือ้แคมไพโลแบคเตอร ์ตามวธิขีอง ISO 10272-2 

การนับปริมาณเช้ือแคมไพโลแบคเตอร(์ISO-10272-2, 2006) 

กรณีที่ 1 ส าหรบักรณีทัว่ไป พบเชื้อแบคทเีรยีที่สงสยัว่าคอื เชื้อแคมไพโลแบคเตอรป์รมิาณ

ตัง้แต่ 15 ถงึ 150 โคโลนี ค านวณหาปรมิาณเชือ้แคมไพโลแบคเตอรต์ัง้ตน้ ไดจ้ากสตูร 

 N = 
∑ 

    [   (        )]    
 

 เมื่อ ∑ คอื ผลรวมของจ านวนโคโลนีทัง้หมดที่สงสยัว่าคอืเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์ ซึ่งมคี่า

อยา่งน้อย 15 โคโลนีใน 1 จานอาหารเลีย้งเชือ้ 

 V คอื ปรมิาณของ inoculum ทีใ่ส่ในจานอาหารเลีย้งเชือ้ มหีน่วยเป็นมลิลลิติร 

 n1 คอื จ านวนจานอาหารเลีย้งเชือ้ ทีใ่ชส้ าหรบั dilution แรกทีต่รวจพบเชือ้ 

 n2 คอื จ านวนจานอาหารเลีย้งเชือ้ ทีใ่ชส้ าหรบั dilution ทีส่องทีต่รวจพบเชือ้ 

 d คอื ค่า dilution factor ส าหรบัการท า dilution ต่างๆ 

 กรณีที2่ ส าหรบั dilution แรก ทีต่รวจพบเชือ้แบคทเีรยีทีส่งสยัว่าคอื เชือ้แคมไพโลแบคเตอร์

น้อยกว่า15โคโลนีค านวณหาปรมิาณเชือ้แคมไพโลแบคเตอรต์ัง้ตน้ ไดจ้ากสตูร 

 N = 
∑ 

          
 

 เมื่อ ∑ คอื ผลรวมของจ านวนโคโลนีทัง้หมดทีส่งสยัว่าคอืเชือ้แคมไพโลแบคเตอร ์บนอาหาร

เลีย้งเชือ้ ทัง้ 2 ถาด 

 V คอื ปรมิาณของ inoculum ทีใ่ส่ในจานอาหารเลีย้งเชือ้ มหีน่วยเป็นมลิลลิติร 

 nคอื จ านวนจานอาหารเลีย้งเชือ้ 

 dคอื ค่า dilution factor ส าหรบั initial suspension 
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ผลการวิจยั 

ระยะท่ี 1 แยกเชือ้ทีม่คีุณสมบตั ิGenerally recognized as safe (GRAS) ไดแ้ก่Lactobacillus spp., 

Bacillus spp. และ Enterococcus faecium จากมลูไก่ 

 จากตวัอย่างมลูไก่ทัง้หมดจ านวน 60 ตวัอย่าง น ามาเพาะแยกเชือ้ใน selective medium ไดแ้ก่ 

MRS, MYP และ SF agar เพื่อแยกหาเชือ้แบคทเีรยีทีม่คีุณสมบตั ิgenerally recognized as safe 

(GRAS) ซึ่งได้แก่Lactobacillus spp., Bacillus spp. และ Enterococcus faecium ตามล าดบั 

จากนัน้ด าเนินการตรวจสอบคุณสมบตัเิบือ้งต้นของ Lactobacillus, Bacillus และ Enterococcus ดว้ย

การดูลกัษณะทางสณัฐานวทิยา โดยใชก้ารยอ้มสเีซลลแ์บคทเีรยีดว้ยวธิ ีGram stain ซึง่เมื่อส่องภายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์จะพบ Lactobacillus และ Bacillus ยอ้มตดิสมี่วง รปูร่างเป็นท่อน (gram positive, rod) 

ส่วน Enterococcus นัน้ยอ้มตดิสมี่วง รปูร่างกลม (gram positive, cocci) และทดสอบคุณสมบตัทิาง

ชวีเคมเีบือ้งต้นส าหรบัเชือ้แบคทเีรยีทัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ การท า catalase test และ oxidase test และท า

การยนืยนัจนีัสของเชือ้แบคทเีรยี Lactobacillus และ Bacillus ส่วน Enterocoocus จะท าการยนืยนัสปีี

ชสีใ์หท้ราบว่าเป็น Enterococcus faecium ดงักล่าวดว้ยเทคนิค PCR เนื่องจากเชือ้ Enterococcus บาง

ชนิด เช่น Enterococcus faecalis สามารถเป็นเชือ้ฉวยโอกาส (opportunistic bacteria) ทีส่ามารถก่อ

โรคไดไ้ดจ้ านวนสเตรนรวมเท่ากบั 346 สเตรน ซึง่ไดผ้ลดงัแสดงในตารางที ่8 

 

ตารางที ่8 จ านวนสเตรนทัง้หมดของ Lactobacillus spp., Bacillus spp. และ Enterococcus faecium ที่

แยกได ้

 

Bacteria จ านวนของสเตรน 

Lactobacillus spp. 195 
Bacillus spp. 93 

Enterococcus faecium 58 

รวม 346 
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ระยะท่ี 2 ตรวจสอบความปลอดภยัของเชือ้ตามค าแนะน าของ EFSA 

 น าสเตรนที่แยกไดท้ัง้หมด 346 สเตรน มาทดสอบความไวรบัต่อยาต้านจุลชพี ซึง่ส าหรบัเชื้อ

Lactobacillus spp. Bacillus spp. ตามมาตรฐานของ EFSA ไดก้ าหนดชนิดของยาปฏชิวีนะทีต่้องผ่าน

การทดสอบจ านวน 9 ชนิด ไดแ้ก่ ampicillin, vancomycin, gentamicin, kanamycin, streptomycin, 

erythromycin, clindamycin, tetracycline และ chloramphenicol ส่วนเชื้อ Enterococcus faecium

มาตรฐานของ EFSA ได้ก าหนดชนิดของยาต้านจุลชพีที่ต้องผ่านการทดสอบจ านวน 10 ชนิด ดงั

รายละเอียดแสดงในตารางที่ 6  ได้แก่ ampicillin, vancomycin, gentamicin, kanamycin, 

streptomycin, erythromycin, clindamycin, tylosin, tetracycline และ chloramphenicol ซึ่งค่า 

breakpoints ได้แสดงไว้แล้วในส่วนของวธิดี าเนินการวจิยัซึง่ผลการทดลองพบว่า มจี านวนทัง้สิ้น 51 

สเตรนทีม่คี่า MIC น้อยกว่าหรอืเท่ากบัค่า breakpoints ทีก่ าหนดไว ้ดงัแสดงในตารางที ่9-12 

ตารางที่ 9 จ านวนสเตรนที่มคี่า MIC น้อยกว่าหรอืเท่ากับค่า breakpoints ที่ก าหนดไว้ของ 

Lactobacillus spp., Bacillus spp. และ Enterococcus faecium  

Bacteria จ านวนของสเตรน 

Lactobacillus spp. 27 

Bacillus spp. 15 
Enterococcus faecium 9 

รวม 51 
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ตารางที ่10 ค่า MIC ของ Lactobacillus spp., ทีผ่่านการคดัเลอืกจ านวน 27 สเตรน 

    MIC (µg/ml) 
ล าดบั
ที ่ สเตรน ampicillin vancomycin gentamicin kanamycin streptomycin erythromycin clindamycin tetracycline chloramphenicol 

1 L 1/3 0.5 1 2 4 4 0.5 0.25 0.5 1 

2 L 1/4 0.5 0.5 2 1 2 0.25 <0.125 0.5 2 
3 L 5/3 1 1 4 8 4 0.5 0.5 1 1 

4 L 8/1 0.25 1 1 2 1 <0.125 0.25 0.5 0.5 
5 L 8/2 0.5 0.5 2 2 8 0.5 0.5 2 1 

6 L 10/2 0.5 0.5 1 2 4 0.5 0.5 1 1 
7 L 14/4 0.25 0.5 0.5 1 2 0.25 0.25 0.5 0.5 

8 L 17/1 1 1 4 4 8 0.5 0.5 2 2 
9 L 19/1 0.5 0.5 2 4 4 0.5 0.25 1 1 

10 L 19/2 0.5 1 4 4 8 0.5 0.5 2 1 
11 L 22/2 0.5 0.5 2 2 4 0.5 0.5 1 0.5 

12 L 23/1 0.25 0.5 1 1 2 0.25 0.25 0.5 0.5 
13 L 27/1 0.125 0.5 2 2 4 0.5 0.5 1 0.5 

14 L 27/2 0.5 1 2 4 4 0.5 0.25 0.5 0.5 
15 L 28/1 0.25 0.5 1 1 2 0.5 0.5 1 0.5 
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    MIC (µg/ml) 

ล าดบัที ่ สเตรน ampicillin vancomycin gentamicin kanamycin streptomycin erythromycin clindamycin tetracycline chloramphenicol 

16 L 31/3 0.5 0.5 2 2 2 0.25 0.25 0.5 0.5 

17 L 31/4 0.5 0.5 1 1 1 0.25 0.25 0.5 1 
18 L 35/2 0.25 0.25 2 2 4 0.5 0.5 1 1 

19 L 38/1 0.25 0.5 1 1 2 0.25 0.25 0.5 0.5 
20 L 40/1 0.125 0.5 1 2 2 0.25 0.5 1 0.5 

21 L 44/1 0.25 0.5 2 2 4 0.5 0.5 1 0.5 
22 L 44/4 0.25 0.25 1 2 2 0.5 0.25 1 1 

23 L 48/1 0.5 0.5 4 4 4 0.5 0.5 2 1 
24 L 49/4 0.25 0.5 1 2 2 0.25 0.25 0.5 0.5 

25 L 50/1 0.125 0.5 0.5 2 4 0.25 0.5 1 0.5 
26 L 55/4 0.25 0.5 2 2 2 0.5 0.5 0.5 1 

27 L 58/3 0.5 0.5 4 4 4 0.5 0.5 1 1 
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ตารางที1่1ค่า MIC ของ Bacillus spp., ทีผ่่านการคดัเลอืกจ านวน 15 สเตรน 

ล าดบัที ่ สเตรน 

MIC (µg/ml) 

vancomycin gentamicin kanamycin streptomycin erythromycin clindamycin tetracycline chloramphenicol 

1 B 201/1 1 0.25 1 <2 2 2 1 2 

2 B 204/1 2 1 4 4 2 2 2 4 
3 B 205/2 2 1 2 4 <0.5 1 2 2 

4 B 206/1 2 0.5 <0.5 4 <0.5 1 0.5 2 
5 B 206/2 1 0.25 1 <2 <0.5 1 0.5 2 

6 B 210/1 2 0.5 4 4 <0.5 2 1 2 
7 B 214/2 0.5 0.25 <0.5 4 1 0.5 0.5 <1 

8 B 217/2 1 1 2 <2 <0.5 1 1 2 
9 B 220/1 1 0.25 <0.5 <2 <0.5 1 2 2 

10 B 224/1 0.5 0.5 <0.5 <2 <0.5 0.5 1 2 
11 B 227/2 1 1 <0.5 4 <0.5 2 0.5 2 

12 B 230/1 0.5 0.5 1 <2 <0.5 1 2 2 
13 B 230/2 1 0.5 <0.5 <2 <0.5 0.5 1 2 

14 B 235/1 0.5 0.5 <0.5 <2 <0.5 0.5 0.5 2 
15 B 239/1 0.5 0.25 <0.5 <2 <0.5 1 1 2 
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ตารางที ่12 ค่า MIC ของ Enterococcus faeciumทีผ่่านการคดัเลอืกจ านวน 9 สเตรน 

ล าดบัที ่ สเตรน 

MIC (µg/ml) 

ampicillin vancomycin gentamicin kanamycin streptomycin erythromycin clindamycin tylosin tetracycline chloramphenicol 

1 E 107 0.5 2 8 128 32 1 1 0.5 1 4 

2 E 110 1 4 16 256 64 2 1 1 2 4 

3 E 114 0.5 1 4 64 32 <0.5 0.5 0.5 0.5 2 

4 E 118 0.5 0.5 8 128 32 <0.5 0.5 1 1 <1 

5 E 122 2 2 16 256 64 <0.5 2 0.5 2 2 

6 E 130 1 1 8 128 32 1 1 1 2 4 

7 E 135 0.5 2 16 128 64 <0.5 1 1 1 2 

8 E 144 1 2 8 64 32 <0.5 0.5 0.5 1 4 

9 E 172 2 4 16 128 64 2 1 1 2 4 
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ระยะท่ี 3 ทดสอบคุณสมบตักิารทนกรด และการทนน ้าดขีองเชือ้แบคทเีรยีทีผ่่านการคดัเลอืก 

 น าตวัอย่างทัง้ 51 สเตรน ที่ผ่านการคดัเลอืกความไวรบัต่อยาปฏชิวีนะตามมาตรฐานของ 

EFSA มาทดสอบคุณสมบตักิารทนกรด ซึง่ผลการนับปรมิาณเชือ้ สามารถค านวณหาอตัราการอยู่รอด

ของเชือ้ทดสอบ ไดด้งัแสดงในตารางที ่13 และ 14 

ตารางที ่13 อตัราการอยูร่อดของเชือ้ทดสอบในสภาวะกรด pH 2.5 

ล าดบัที ่ สเตรน 

ปรมิาณเชือ้ (log CFU/ml) 
อตัราการอยูร่อด 

(%) 

เวลา 0 ชัว่โมง เวลา 3 ชัว่โมง   

1 L 1/3 5.98 5.66 94.60 

2 L 1/4 6.95 6.73 96.85 
3 L 5/3 6.35 5.95 93.58 

4 L 8/1 6.77 6.35 93.82 
5 L 8/2 6.65 5.86 88.11 

6 L 10/2 6.92 6.51 93.98 
7 L 14/4 6.53 6.10 93.36 

8 L 17/1 6.95 5.86 84.37 
9 L 19/1 6.63 5.45 82.27 

10 L 19/2 6.65 5.97 89.69 
11 L 22/2 6.74 6.65 98.74 

12 L 23/1 6.95 6.63 95.41 
13 L 27/1 6.57 5.97 90.87 

14 L 27/2 6.73 6.13 91.16 
15 L 28/1 6.69 6.11 91.40 

16 L 31/3 6.86 6.66 97.13 
17 L 31/4 6.96 6.73 96.78 

18 L 35/2 6.35 5.94 93.58 
19 L 38/1 6.73 6.06 90.02 

20 L 40/1 6.79 6.40 94.27 
21 L 44/1 6.53 5.96 91.41 
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22 L 44/4 6.89 6.41 93.04 
23 L 48/1 6.88 6.60 95.96 

24 L 49/4 6.52 5.90 90.46 
25 L 50/1 6.92 6.46 93.39 

26 L 55/4 6.86 6.20 90.38 
27 L 58/3 6.29 5.86 93.19 

28 B 201/1 6.53 6.63 101.57 
29 B 204/1 6.91 6.52 94.36 

30 B 205/2 6.45 5.95 92.19 
31 B 206/1 6.82 6.92 101.47 

32 B 206/2 6.65 5.99 90.04 
33 B 210/1 6.63 5.63 84.99 

34 B 214/2 6.86 6.91 100.77 
35 B 217/2 6.82 6.38 93.54 

36 B 220/1 6.53 5.97 91.43 
37 B 224/1 6.95 6.20 89.23 

38 B 227/2 6.38 5.88 92.15 
39 B 230/1 6.83 6.65 97.30 

40 B 230/2 6.86 5.91 86.16 
41 B 235/1 6.68 6.40 95.77 

42 B 239/1 6.74 6.45 95.67 
43 E 107 6.88 5.97 86.74 

44 E 110 6.95 6.63 95.36 
45 E 114 6.41 5.87 91.69 

46 E 118 6.64 5.11 77.03 
47 E 122 6.66 6.62 99.39 

48 E 130 6.80 6.27 92.25 
49 E 135 6.74 6.63 98.45 

50 E 144 6.77 5.98 88.34 
51 E 172 6.64 5.88 88.61 
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ตารางที1่4 อตัราการอยูร่อดของเชือ้ทดสอบในสภาวะทีเ่ตมิ oxgall bile 0.3% 

ล าดบัที ่ สเตรน 

ปรมิาณเชือ้ (log CFU/ml) 
อตัราการอยูร่อด 

(%) 

เวลา 0 ชัว่โมง เวลา 24 ชัว่โมง   

1 L 1/3 6.30 5.95 94.45 

2 L 1/4 6.77 7.71 113.93 
3 L 5/3 6.95 6.53 93.91 

4 L 8/1 6.82 5.95 87.12 
5 L 8/2 6.65 5.89 88.54 

6 L 10/2 6.35 6.48 102.08 
7 L 14/4 5.98 5.87 98.15 

8 L 17/1 6.58 5.88 89.36 
9 L 19/1 6.72 5.28 78.55 

10 L 19/2 6.89 7.28 105.69 
11 L 22/2 6.86 6.58 95.95 

12 L 23/1 6.73 5.95 88.48 
13 L 27/1 6.41 5.95 92.78 

14 L 27/2 6.51 6.42 98.74 
15 L 28/1 6.81 6.56 96.28 

16 L 31/3 6.87 5.91 86.03 
17 L 31/4 6.91 6.62 95.87 

18 L 35/2 6.89 7.00 101.56 
19 L 38/1 6.73 6.25 92.82 

20 L 40/1 6.69 6.38 95.31 
21 L 44/1 6.41 6.52 101.61 

22 L 44/4 6.88 6.55 95.25 
23 L 48/1 6.80 6.11 89.87 

24 L 49/4 6.53 5.63 86.22 
25 L 50/1 6.74 5.95 88.25 

26 L 55/4 5.97 5.93 99.36 
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27 L 58/3 6.53 5.89 90.28 
28 B 201/1 6.93 6.56 94.72 

29 B 204/1 6.73 6.94 103.21 
30 B 205/2 6.78 6.06 89.34 

31 B 206/1 6.69 8.76 130.97 
32 B 206/2 6.55 5.98 91.30 

33 B 210/1 6.79 6.74 99.27 
34 B 214/2 6.95 6.53 93.90 

35 B 217/2 6.89 6.95 100.87 
36 B 220/1 6.81 8.38 123.13 

37 B 224/1 6.92 7.15 103.32 
38 B 227/2 6.59 6.76 102.57 

39 B 230/1 6.88 8.12 118.16 
40 B 230/2 6.76 6.52 96.47 

41 B 235/1 6.95 6.89 99.18 
42 B 239/1 6.35 6.53 102.75 

43 E 107 5.98 4.94 82.63 
44 E 110 6.82 4.89 71.66 

45 E 114 6.64 5.10 76.72 
46 E 118 6.35 4.96 78.07 

47 E 122 6.99 6.30 90.10 
48 E 130 6.89 5.69 82.58 

49 E 135 6.64 4.98 75.06 
50 E 144 6.94 4.24 61.09 

51 E 172 6.74 5.06 75.07 
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ระยะท่ี 4 ตรวจสอบยนืยนั species ของเชือ้ทีผ่่านการคดัเลอืกดว้ยเทคนิคทางอณูชวีวทิยา 

 จากตวัอยา่งเชือ้ทีผ่่านการคดัเลอืก และน ามาทดสอบการทนกรดและการทนน ้าดทีัง้ 51 สเตรน 

เมือ่พจิารณาจากทัง้ในแงข่องความไวรบัต่อยาตา้นจลุชพี การมปีระสทิธภิาพในการทนกรด และน ้าด ีจงึ

สามารถคดัเลอืกจลุนิทรยีท์ีม่คีวามเหมาะสมในการน าไปใชเ้ป็น CE ซึง่ไดแ้ก่ Lactobacillus acidophilus 

1/4, Bacillus subtilis 206/1 และ Enterococcus faecium 122 ส าหรบัเชือ้ในกลุ่ม Lactobacillus spp. 

และ Bacillus spp. ไดแ้ก่ สเตรน L 1/4 และ B 206/1 แลว้จงึน าทัง้ 2 สเตรน มาตรวจยนืยนัสปีชสี ์ดว้ย

เทคนิค PCR ดงัทีไ่ดก้ล่าวรายละเอยีดไวใ้นส่วนของวธิดี าเนินการวจิยั 

 ผลการทดลองพบว่าสเตรน L 1/4 และ B 206/1คอื เชือ้แบคทเีรยี Lactobacillus acidophilus

และBacillus subtilis ตามล าดบั 

 

ระยะท่ี 5ทดสอบประสทิธภิาพของCE ต่อการป้องกนัการตดิเชือ้ Campylobacter jejuni ในไก่เนื้อ 

 ท าการป้อนเชือ้ Campylobacter jejuniทีแ่ยกไดต้วัอย่างล าไสไ้ก่ในฟารม์ ความเขม้ขน้ 2 x 107 

CFU/ml ใหแ้ก่ไก่เนื้อทีอ่ายุ 14 วนั จากนัน้ด าเนินการสุ่มเกบ็ตวัอย่างมลูไก่ กลุ่มละ 15 ตวัอย่าง ทีอ่าย ุ

17, 21, 28 และ 35 วนั ส่วนทีอ่ายุ 41 วนั ท าการการุณยฆาต และเกบ็ตวัอย่างไสต้นั กลุ่มละ 21 

ตวัอย่างเพื่อน ามานับปรมิาณเชือ้ Campylobacter jejuni ใน mCCD agar ไดผ้ลดงัแสดงในตารางที่15 

ซึง่ผลการทดลองพบว่าปรมิาณเชื้อ Campylobacter jejuni ในแต่ละกลุ่ม ไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมี

นยัส าคญัทางสถติ ิ
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ตารางที1่5 ปรมิาณเชือ้C. jejuniทีต่รวจพบจากตวัอยา่งมลูไก่และไสต้นั 

กลุ่ม ปรมิาณเชือ้ C. jejuni (log CFU/ml) 

  อาย ุ17 วนั อาย ุ21 วนั อาย ุ28 วนั อาย ุ35 วนั อาย ุ41 วนั 

1 5.80 ± 0.86 5.47 ± 0.64 6.18 ± 0.88 6.24 ± 0.55 6.48 ± 0.99 

2 5.94 ± 0.89 6.23 ± 0.66 6.38 ± 0.51 6.53 ± 0.71 6.75 ± 1.00 
3 6.29 ± 0.81 6.39 ± 0.73 6.39 ± 0.59 6.09 ± 0.64 6.97 ± 1.03 

4 6.43 ± 0.63 6.53 ± 0.41 6.31 ± 0.67 5.59 ± 0.45 6.01 ± 0.89 
5 6.53 ± 0.59 6.50 ± 0.57 6.56 ± 0.53 6.10 ± 0.80 6.15 ± 1.19 

6 6.22 ± 0.61 6.46 ± 0.94 6.26 ± 0.71 5.54 ± 0.37 6.02 ± 0.89 
7 5.65 ± 0.47 6.55 ± 0.62 5.81 ± 0.47 5.82 ± 0.64 5.81 ± 0.65 

8 6.78 ± 0.45 6.93 ± 0.76 6.74 ± 0.40 6.20 ± 1.02 6.52 ± 0.90 
9 6.46 ± 0.52  6.86 ± 0.40 6.74 ± 0.82 6.79 ± 0.49 6.74 ± 1.03 

10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
*n.d. = ปรมิาณเชือ้น้อยกว่า 1 log CFU/ml 

 ในการเลีย้งครัง้นี้ ไดต้รวจวดัประสทิธภิาพการเลีย้ง โดยพจิารณาจากค่า feed conversion ratio 

(FCR) และ Body weight gain/chicken ดงัแสดงในตารางที่16 ซึง่ผลปรากฏว่า ค่าทีไ่ดใ้นแต่ละกลุ่ม ไม่

มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ
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ตารางที ่16 ค่า FCR และ Body weight gain 

กลุ่ม FCR at 14 days FCR at 41 days Body weight gain/chicken at 41 days 

1 1.14 1.82 1,212.06 
2 1.19 1.84 1,256.80 

3 1.16 1.77 1,128.48 
4 1.13 1.82 1,149.85 

5 1.17 1.74 1,084.80 
6 1.15 1.78 965.34 

7 1.14 1.68 1,061.06 
8 1.15 1.72 1,263.46 

9 1.14 1.72 1,148.21 
10 1.18 1.79 1,156.47 
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การอภิปรายผลการวิจยั 

 การศกึษาและพฒันาเกี่ยวกบั competitive exclusion (CE) เริม่ต้นตัง้แต่ปี 1973 โดย Nurmi 

และ Rantala ไดท้ดลองป้อน gut content ซึง่ประกอบดว้ยจุลนิทรยีต์ามธรรมชาตใินล าไสไ้ก่ ซึง่ไดม้า

จากไก่ที่โตเต็มวัย และปลอดเชื้อซัลโมเนลลา แต่อย่างไรก็ตาม การศึกษาลักษณะดังกล่าว อาจ

ก่อใหเ้กดิความเสีย่งจากการแพร่กระจายของเชือ้แบคทเีรยีอื่นๆ ที่ไม่พงึประสงคไ์ด ้ดงันัน้ จงึควรทีจ่ะ

แยกชนิดของแบคทีเรียที่มีประโยชน์จากเดินทางอาหารของไก่ก่อน น าไปพฒันาเป็น competitive 

exclusion ส าหรบัป้อนใหไ้ก่ต่อไป นอกจากน้ีแลว้ เรือ่งความจ าเพาะของเชือ้แบคทเีรยีกบัชนิดของโฮสต์

กเ็ป็นประเดน็หน่ึงทีส่ าคญั กล่าวคอื มรีายงานการศกึษาทีร่ะบุถงึความส าคญัของ CE ทีจ่ะน ามาป้อนให้

สตัวช์นิดใด กค็วรจะแยกเชือ้ CE นัน้ไดม้าสตัวช์นิดนัน้ (host specificity) (Fuller, 1975) ดงันัน้งานวจิยั

ครัง้นี้ จงึเลอืกพฒันา competitive exclusion ทีแ่ยกได้จากมูลไก่ และน าไปทดสอบประสทิธภิาพใน

หอ้งทดลอง ก่อนน าไปป้อนใหไ้ก่เน้ือต่อไป 

 หน้าทีห่ลกัของ CE เมื่อเขา้สู่ทางเดนิอาหารของสตัว ์คอื เขา้ไปจบั receptor ในทางเดนิอาหาร 

และ/หรอื แย่งสารอาหารที่ส าคญั ท าใหเ้ชือ้โรคในกลุ่ม pathogenic bacteria เช่น Escherichia coli และ 

Salmonella spp. เป็นต้น ไม่สามารถเจรญิเตบิโตได ้(Ehrmann et al., 2002) ดงันัน้วธิหีนึ่งทีน่่าสนใจ

ในการช่วยลดและป้องกนัการตดิเชือ้แคมไพโลแบคเตอรใ์นไก่ คอื การใหแ้บคทเีรยีไม่ก่อโรคเพื่อแข่งขนั

ในทางเดนิอาหารของไก่ก่อนทีจ่ะมกีารตดิเชือ้ Campylobacter (competitive exclusion) ซึง่สอดคลอ้ง

กบันโยบายของทัง้สหภาพยโุรป และส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาทีป่ระกาศหา้มใชย้าปฏชิวีนะ

ในการเป็นสารเร่งการเจรญิเตบิโตในสตัวท์ี่เลีย้งเพื่อการบรโิภค ในสหภาพยุโรปแบคทเีรยีทีจ่ะน ามาใช้

ในการเลีย้งสตัวอ์ยู่ภายใต้การควบคุมอย่างเขม้งวดของ Regulation 1831/2003 EU ตามแนวทางการ

ทดสอบทีเ่สนอโดย the Scientific Committee on Animal Nutrition (SCAN) (Becquet, 2003)ซึง่เน้น

การทดสอบความปลอดภยัต่อสตัวม์นุษย ์และสิง่แวดลอ้ม โดยประเดน็หลกัอยู่ทีก่ารตรวจหาการปรากฏ

ของยนีดือ้ยาทีส่ามารถถ่ายทอดได ้ การใชแ้บคทเีรยีทีไ่มไ่ดผ้่านการตรวจสอบอย่างรอบคอบโดยเฉพาะ

การถ่ายทอดยนีดื้อยา อาจกลายเป็นดาบสองคมที่สร้างปญัหาการแพร่กระจายของเชื้อดื้อยาได้ไม่

แตกต่างจากการใชย้าปฏชิวีนะ  

 คุณสมบตัทิีส่ าคญัของ CE คอื นอกจากเรื่องความจ าเพาะต่อชนิดของโฮสต์แลว้ CE ควรเป็น

เชือ้ทีอ่าศยัอยู่ในระบบทางเดนิอาหารโดยปกตขิองสตัวช์นิดนัน้ๆ และมคีวามสามารถยดึเกาะกบัเซลล์

เยื่อบุล าไส ้ทนต่อสภาวะเป็นกรด ในส่วนกระเพาะอาหาร เนื่องจากในระบบทางเดนิอาหารส่วนต้นของ

สตัวปี์ก มคีวามเป็นกรดสูง เช่นทีบ่รเิวณ gizzard มคี่า pH 2.5-4.74 (Sturkie, 1976) และต้องสามารถ

ทนต่อน ้าดใีนส่วนของล าไสเ้ลก็ได ้
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 การศึกษาในครัง้นี้ คณะผู้วจิยัสามารถแยกเชื้อ Lactobacillus spp., Bacillus spp. และ

Enterococcus faecium จากมลูไก่ ไดจ้ านวน 346 สเตรน แลว้จงึน าเชือ้ดงักล่าวมาทดสอบความไวรบั

ต่อยาต้านจุลชพีทัง้ 10 ชนิด เพื่อคดัเลอืกเฉพาะเชื้อที่มคีวามไวรบัต่อยาจุลชพี จงึได้เชื้อที่ผ่านการ

คดัเลือกจ านวน 51 สเตรน น าเชื้อดงักล่าวไปทดสอบการทนกรด และการทนน ้าดี เพื่อทดสอบ

ประสทิธภิาพของ CE ในห้องปฏบิตักิารก่อนน าไปป้อนให้ไก่เนื้อ จากการผลการทดลอง ทัง้ในแง่ของ

ความไวรบัต่อยาตา้นจลุชพี การมปีระสทิธภิาพในการทนกรด และน ้าด ีจงึสามารถคดัเลอืกจุลนิทรยีท์ีม่ ี

ความเหมาะสมในการน าไปใชเ้ป็น CE ซึง่ไดแ้ก่ Lactobacillus acidophilus 1/4, Bacillus subtilis 206/1 

และ Enterococcus faecium 122 ซึง่เชื้อแบคทเีรยีทัง้ 3 ชนิด จดัอยู่ในกลุ่มทีไ่ดร้บัการรบัรองว่าเป็น

แบคทเีรยีทีม่กีารตรวจสอบโดยทัว่ไปแลว้ว่ามคีวามปลอดภยั (Generally Recognize as Safe; GRAS) 

ตามมาตรฐานขององค์การอาหารและยาของประเทศสหรฐัอเมรกิา โดยแบคทเีรยีทัง้ 3 ชนิด ผ่านการ

ทดสอบความไวรบัต่อยาตา้นจลุชพีทัง้ 10 ชนิด ว่าไมเ่กดิการดือ้ยาทีอ่าจจะส่งผ่านไปสู่ผูบ้รโิภคเนื้อสตัว์

ได ้และยงัใหผ้ลทดสอบต่อการทนกรด และการทนน ้าดทีีอ่ยูใ่นเกณฑด์มีาก  

 การวจิยัครัง้นี้ ท าการพฒันา CE ที่แยกไดจ้ากมูลไก่ ซึง่แตกต่างจากการศกึษาก่อนหน้านี้ ที่

แยกเชื้อจากอวยัวะในระบบทางเดนิอาหารของไก่ เช่น crop, proventriculus, gizzard, ileum และ 

caecum เป็นต้น (Garriga et al., 1998; Ehrmann et al., 2002) แต่เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากการมลูไก่ ใหผ้ล

การทดสอบการทนกรด และการทนน ้าด ีที่อยู่ในเกณฑด์มีากเช่นเดยีวกนั อีกทัง้ไม่จ าเป็นต้องฆ่าไก่ 

เพื่อใช้ในการคดัเลอืกหาเชื้อที่มคีวามเหมาะสมในการพฒันาเป็น CE และเชื้อดงักล่าวก็ผ่านทดสอบ

ความไวรบัต่อยาจุลชพี จากการอ่านค่า MIC ดว้ยวธิ ีtwo-fold agar dilution ซึง่มคีวามแม่นย ากว่าวธิ ี

disk diffusion method ซึง่เป็นวธิกีาร screening เบือ้งตน้เท่านัน้ 

 เมื่อน าเชือ้ CE ทัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ Lactobacillus acidophilus 1/4, Bacillus subtilis 206/1 และ

Enterococcus faecium 122 ป้อนใหไ้ก่เน้ือทีอ่ายุ 1, 2 และ 3 วนัตดิต่อกนั แลว้จงึเชื้อป้อนเชื้อ 

Campylobacter jejuni ทีค่วามเขม้ขน้ 2 x 107 CFU/ml ทีแ่ยกไดจ้ากไก่เนื้อ แก่ไก่ทดลองทีอ่ายุ 14 วนั 

และท าการนับเชื้อ C. jejuni จากไก่เนื้อทดลองทีอ่ายุ 17, 21, 28, 35 จากมลูไก่ และเมื่อสิ้นสุดการ

ทดลองทีอ่าย ุ41 วนั เกบ็ตวัอยา่ง caecum มานบัปรมิาณเชือ้ C. jejuni จากผลการทดลองพบว่าเชือ้ C. 

jejuni ทีป้่อนใหไ้ก่ทดลองสามารถ colonize ในระบบทางเดนิอาหารไดอ้ย่างรวดเรว็ ตรวจพบเชือ้ในมลู

ไก่ไดภ้ายใน 3 วนัหลงัจากการป้อนเชือ้ ปรมิาณเชือ้ C. jejuniทีต่รวจพบในแต่ละกลุ่มการทดลอง และ

ประสทิธภิาพดา้นการเลีย้ง (FCR, body weight gain/chicken) ไมพ่บความแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญั

ทางสถติ ิซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Robyn และคณะ (2013) (Robyn et al., 2013)ทีท่ าการป้อน

เชือ้ Enterococcus faecalis และทดสอบประสทิธภิาพในการป้องกนัเชือ้ C. jejuni ผลปรากฏว่า ไม่พบ
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ความแตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติิในแต่ละกลุ่มการทดลอง ซึง่ประเดน็หนึ่งทีน่่าสนใจในทีน่ี้ คอื 

ปจัจบุนันกัวทิยาศาสตรย์งัอยูร่ะหว่างการศกึษาเกีย่วกบั pathogenesis ของเชือ้ C. jejuni ว่ามกีลไกการ

ยดึเกาะกบัเซลล ์การเขา้เซลล ์และสารส าคญัทีเ่กีย่วขอ้งในแต่ละกระบวนการอย่างไร สาเหตุใดทีเ่ชือ้ C. 

jejuniสามารถอาศยัอยู่ในระบบทางเดนิอาหารของสตัว์ปีกโดยที่ไม่ท าให้สตัว์ปีกเกิดโรค ดงัที่แสดง

อาการระบบทางเดนิอาหารและระบบประสาทในมนุษย ์ซึ่งหากนักวทิยาศาสตรเ์ข้าใจในกระบวนการ

แลว้ น่าจะท าใหค้วามเขา้ใจเกี่ยวกบัเชือ้ C. jejuni มคีวามสมบูรณ์มากยิง่ขึน้ และน าไปสู่การศกึษาเพื่อ

ช่วยลดปรมิาณเชือ้ C. jejuniในสตัวปี์ก ซึง่ถอืเป็นแหล่งที่มาทีส่ าคญัส าหรบัเชือ้ชนิดนี้มาสู่มนุษยไ์ดใ้น

อนาคต 
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ภาคผนวก 
 

อาหารเล้ียงเช้ือ 

1. de Mans Rogosa and Sharpe Agar (MRS Agar) (DifcoTM, MD, USA) 

 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 

 Tryptone      5.0 g 

 Agar        15.0 g 

 Distilled water      1,000 ml 

2. Manitol Egg Yolk Polymyxin-B Agar (MYP Agar) (DifcoTM, MD, USA) 

 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% aqueous solution   15.0 ml 

 Distilled water      1,000 ml 

3. SF-Streptococcus Agar (SF Agar)(DifcoTM, MD, USA) 

 Tryptone      20.0 g 

 Dextrose      5.0 g 

 K2PO4       4.0 g 
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 NaCl       5.0 g 

 Sodium Azide      0.5 g 

 Agar       20.0 g 

 Bromocresol purple 0.2% aqueous solution  32 mg 

 Distilled water      1,000 ml 

4. Muller Hinton Agar (MHA) (DifcoTM, MD, USA) 

 Beef Extract Powder     2.0 g  

 Acid Digest of Casein     17.5 g 

 Starch       1.5 g 

 Agar        17.0 g 

 Distilled water      1,000 ml 

5. Modified charcoal cefoperazone desoxycholate agar (mCCD agar) (OxoidTM, USA) 

 Meat extract      10.0 g 

 Enzymatic digest of animal tissues   10.0 g 

 Sodium chloride     5.0 g 

 Charcoal       4.0 g 

 Enzymatic digest of casein    3.0 g 

 Sodium desoxycholate     1.0 g 

 Iron (II) sulfate      0.25 g 

 Sodium pyruvate     0.25 g 

 Agar        12.0 g 

 Distilled water      1,000 ml 

 

ยาปฏิชีวนะ 

1. Antibiotic solution for mCCD agar 1 litre 

 Cefoperazone      0.032 g 

 Amphotericin B     0.01 g 

 Water        5 ml 
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7. ประสบการณ์ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการบรหิารงานวจิยัทัง้ภายในและภายนอกประเทศ 
7.1 หวัหน้าโครงการวจิยั  

ช่ือโครงการวิจยั ระยะเวลา

ด าเนินการ 

แหล่งทุน   

1. การศกึษาความชุกของเชือ้ ออรน์ิโธ
แบคทเีรยีม ไรโนเทรเคยีอลัเลย ์ในพืน้ที่
ภาคกลางและภาคตะวนัออกของประเทศ
ไทย 
 

1 ปี ตุลาคม 2547 – 

กนัยายน 2548 

คณะสตัว

แพทยศาสตร์

จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

ปีงบประมาณ 2548 

2. การตรวจระดบัภูมคิุม้กนัต่อโรคออร์
นิโธแบคเทอรโิอซสิในไก่เนื้อและไก่พนัธุ์
เนื้อ 
 

8 เดอืนมนีาคม 2548 

– ตุลาคม 2548 

บรษิทั Eli Lilly Asia 

Inc. – Thailand 

branch) 

3. การศกึษาความสามารถในการตดิเชือ้
เขา้เซลลข์องเชือ้ Salmonella Enteritidis
กบัการปรากฏของยนีทีม่หีน้าทีใ่นการตดิ
เชือ้เขา้เซลล ์

1 ปีตุลาคม 2547 – 

กนัยายน 2548 

ทุนเงนิงบประมาณ

แผ่นดนิ 2547 

4. ความสมัพนัธข์องความสามารถในการ
ตดิเชือ้เขา้เซลลข์องเชือ้ Campylobacter 
jejuniกบัการปรากฏของยนีทีเ่กีย่วขอ้งใน
การตดิเชือ้เขา้เซลล ์

2 ปี มถุินายน 2548 - 

พฤษภาคม 2550 

ทุนส านกังานกองทุน

สนบัสนุนการวจิยั 

(สกว.) 

5. การปกป้องการใชซ้ลัโมเนลลาในไก่
เนื้อโดยใช ้competitive exclusion” (ทุน
สนบัสนุนการวจิยัจาก 

6 เดอืนมกราคม 

2549 – มถุินายน 

2549 

บรษิทั ITOCHU 

Corporation and 

ITOCHU Feed Mills 

Co., Ltd 

6. การพฒันาและทดสอบคุณลกัษณะของ
ไวโรโซมทีเ่ตรยีมจากเชือ้ไวรสัเอเวีย่นอนิ
ฟลเูอน็ซ่า ชนิดเอช5เอน็1 (H5N1) 

1 ปี มนีาคม 2549 – 

กุมภาพนัธ ์2550 

ทุนส านกังานพฒันา

วทิยาศาสตรแ์ละ

เทคโนโลยแีห่งชาต ิ

ศูนยพ์นัธุวศิวกรรม
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และ

เทคโนโลยชีวีภาพ

แห่งชาต ิ

7. การพฒันาวธิกีารทดสอบอไีลซาและ
การยบัยัง้การตกตะกอนกบัเมด็เลอืดแดง
ส าหรบัตรวจสอบแอนตบิอดต่ีอของไวรสั
หลอดลมอกัเสบตดิต่อ 

1 ปี ตุลาคม 2549 – 

กนัยายน 2550 

กองทุนรชัดาภเิษก

สมโภช จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

ปีงบประมาณ 2549 

8. การป้องกนัการตดิเชือ้บดิในไก่โดยใช ้
Immunoglobulin Y จากไขไ่ก่ 

3 เดอืน มกราคม 

2550 – มนีาคม 

2550 

ทุนสนับสนุนการวจิยั 

ส านกังาน

คณะกรรมการ

อุดมศกึษา (สกอ.) 

9. ประสทิธภิาพของวคัซนีซลัโมเนลลา
เชือ้ตายในการป้องกนัการตดิเชือ้
Salmonella Enteritidis 

8 เดอืน กรกฎาคม 

2550 – กุมภาพนัธ ์

2551 

บรษิทั กรงุเทพ เวท 

ดรกั จ ากดั 

10. การเปรยีบเทยีบวคัซนีนิวคาสเซลิ
เสตรนทีแ่ตกต่างกนัในการป้องกนัโรคนิว
คาสเซลิในไก่ 

6 เดอืน พฤศจกิายน 

2550– พฤษภาคม 

2551 

บรษิทั กรงุเทพ เวท 

ดรกั จ ากดั 

11. การศกึษาการปนเป้ือนของยาปฏชิวีนะ
ในไขไ่ก่เพื่อการบรโิภคและอตัราการดือ้ยา
ปฏชิวีนะของแบคทเีรยีปนเป้ือนในฟารม์ไก่
ไข ่

2 ปี ตุลาคม 2550 – 

กนัยายน 2552 

งบประมาณแผ่นดนิ 

2551 

12. การส ารวจยนีดือ้ยาของ อ.ี โคไล ที่
แยกไดจ้ากไก่เนื้อในประเทศไทย 

8 เดอืน กุมภาพนัธ ์

2552 – กนัยายน 

2552 

คณะสตัว

แพทยศาสตร ์

จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

ปีงบประมาณ 2552 

13. การทดสอบความไวของลนิโคสเปคตนิ 
100 ดว้ยวธิ ีdisk diffusion และวธิ ีMIC ต่อ

3 เดอืน พฤษภาคม – บรษิทั ไฟเซอร ์
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เชือ้ Ornithobacterium rhinotracheale สงิหาคม 2552 (ประเทศไทย) จ ากดั 

14. ปจัจยัความรุนแรงของเชือ้ 
Avibacterium paragallinarumทีแ่ยกไดจ้าก
ไก่ในประเทศไทย 

1 ปี ตุลาคม 2552 – 

กนัยายน 2553 

ทุน 90 ปี 

จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

15. การพฒันาวธิทีดสอบอไีลซาและวธิี
ทดสอบการตกตะกอนของซรีมัส าหรบั
ตรวจหาแอนตบิอดต่ีอ มยัโคพลาสมา กลัลิ
เซพตกุิม 

1 ปี ตุลาคม 2552 – 

กนัยายน 2553 

ทุนรชัดาภเิษก

สมโภชจฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

ปีงบประมาณ  2552 

16. ผลของสารสกดัโพลแีซคคาไรดจ์าก
เปลอืกผลทุเรยีนต่อระบบภูมคิุม้กนัและ
โคเลสเตอรอลในไก่ 

1 ปี ตุลาคม 2552 – 

กนัยายน 2553 

ทุนรชัดาภเิษก

สมโภช จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

ปีงบประมาณ 2553 

17. การทดสอบประสทิธภิาพของวคัซนี 
NOBILIS REO+IB+G+ND 

1 ปี ธนัวาคม 2552 – 

พฤศจกิายน 2553 

บรษิทั อนิเตอรเ์วท็ 

(ประเทศไทย) จ ากดั 

18. การศกึษายนีทีส่มัพนัธก์บัความรุนแรง
ของเชือ้Pasteurella multocida ทีแ่ยกได้
จากไก่ในประเทศไทย 

10 เดอืน ธนัวาคม 

2552 – กนัยายน 

2553 

คณะสตัว

แพทยศาสตร ์

จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

ปีงบประมาณ 2553 

19. ประสทิธภิาพของวคัซนีซลัโมเนลลา
เชือ้เป็นและเชือ้ตายต่อการตดิเชือ้ ซลั
โมเนลลา เอนเตอรร์ยัตดิสิ 

12 เดอืน 30 เมษายน 

2553- 31 มนีาคม 

2554 

บรษิทั โลหม์นั แอ

นิมลั เฮลธ ์(ประเทศ

ไทย) จ ากดั 

20. คุณลกัษณะทางโมเลกุลและการพฒันา
ชุดทดสอบอไีลซาในการวนิิจฉยัโรคเลอืด
จางในไก่ 

2 ปี มถุินายน 2553 - 

พฤษภาคม 2555 

ส านกังานกองทุน

สนบัสนุนการวจิยั 

(สกว.) 

21. การศกึษาการส่งผ่านเชือ้ กระบวนการ 5 ปี 2553-2558 โครงการปรญิญาเอก 
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เกดิโรค และกลยทุธใ์นการป้องกนัโรคตดิ
เชือ้ แคมไพโลแบคเตอรโิอซสิในไก่ 

กาญจนาภเิษก 

(คปก.) 

22. ประสทิธภิาพของวคัซนี Poulvac IC 
ABC Oil และ Poulvac IC ABC Gel ใน
การป้องกนัการตดิเชือ้ Avibacterium 
paragallinarum 

12 เดอืน พฤษภาคม 

2553- เมษายน 2554 

บรษิทั ไฟเซอร ์

(ประเทศไทย) จ ากดั 

23. ผลของสารสกดัเจลพอลแิซคคาไรด์
จากเปลอืกทุเรยีน Durio zibethinus ต่อการ
ตอบสนองทางภูมคิุม้กนัและโคเลสเตอรอล
ในไก่ 

1 ปี ตุลาคม 2552 – 

กนัยายน 2553 

ทุน 90 ปี 

จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

24. การทดสอบความไวต่อยาต้านจลุชพี
ดว้ยวธิ ีdisk sensitivity และวธิ ีminimum 
inhibitory concentration ต่อ ออรน์ิโธ
แบคทเีรยีม ไรโนเทรเคยีอลัเลย ์

6 เดอืน ตุลาคม 

2553- เมษายน 2554 

บรษิทั โนวารต์สิ 

จ ากดั 

25. การท าลายฤทธิไ์วรสัหลอดลมอกัเสบ
ตดิต่อดว้ยยาฆา่เชือ้ชนิดต่างๆ 

6 เดอืน ธนัวาคม 

2553- มถุินายน 

2554 

บรษิทั โนวารต์สิ 

จ ากดั 

26. ประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตายซัล
โมเนลลาต่อการตดิเชือ้ ซลัโมเนลลา กลัลนิา
รมุ 
 

12 เดอืน มถุินายน 

2554- พฤษภาคม 

2555 

ทุนสนับสนุนการวจิยั 

บรษิทั ฟิลโบร ์

(ประเทศอสิราเอล) 

จ ากดั  

27. ประสทิธภิาพของวคัซนีซลัโมเนลลาต่อ
การตดิเชือ้ S. Enteritidis 

 

12 เดอืน มนีาคม 

2555- กุมภาพนัธ ์

2556 

ทุนสนับสนุนการวจิยั 

บรษิทั อนิเตอรเ์วท็ 

(ประเทศไทย) จ ากดั 

28. การเปรยีบเทยีบความคงตวัของอะมอก
ซซีลิลนิ 

6 เดอืน พฤษภาคม 

2555- พฤศจกิายน 

2556 

บรษิทั เวอรแ์บค 

(ประเทศไทย) จ ากดั 

29. การตกคา้งของ kitasamicin ในไก่เนื้อ 12 เดอืน กนัยายน 

2555- สงิหาคม 2556 

บรษิทั ออคตา้เมมโม

เรยีล จ ากดั 
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30. ประสทิธภิาพของวคัซนี Volvac AC 
gold Emul (โคไรซาชนิดสื่อน ้ามนั) และ 
Volvac AC gold Bacterin  (โคไรซาชนิดสื่อ
เ จ ล )  ใ น ก า ร ป้ อ ง กั น ก า ร ติ ด เ ชื้ อ 
Avibacterium paragallinarum 

ระยะเวลา 12 เดอืน 

ตุลาคม 2555- 

กนัยายน 2556 

บรษิทั Boehringer 

Ingelheim  จ ากดั 

31. การเปรียบเทียบโปรแกรมวัคซีนนิว
คาสเซลิในไก่เนื้อ”  

ระยะเวลา 12 เดอืน 

ธนัวาคม 2555- 

พฤศจกิายน 2556 

บรษิทั ฟิลโบร ์

(ประเทศอสิราเอล) 

32. ประสทิธภิาพของวคัซนีของวคัซนี IC 
oil และ IC gel ในการป้องกนัการตดิเชื้อ 
Avibacterium paragallinarum 

12 เดอืน ธนัวาคม 

2555- พฤศจกิายน 

2556 

บรษิทั Pfizer Animal 

Health จ ากดั 

33. การใช ้competitive exclusion (CE) ใน
การป้องกนัการติดเชื้อแคมไพโลแบคเตอร์
ในสตัวปี์ก 

12 เดอืน ตุลาคม 

2555- กนัยายน 

2556 

ทุนสนับสนุนการวจิยั 

คณะกรรมการวจิยั

แห่งชาต ิระยะเวลา 

34. การพัฒนาชุดทดสอบอีไลซาส าหรับ
การตรวจวดัแอนตบิอดต่ีอโรคหวดัหน้าบวม 

12 เดอืน ตุลาคม 

2556-กนัยายน 2557 

รชัดาภเิษกสมโภช 

จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

35. ประสทิธภิาพของวคัซนีซลัโมเนลลาต่อ
การตดิเชื้อซลัโมเนลลา” ทุนสนับสนุนการ
วจิยั 

12 เดอืน มถุินายน 

2557-พฤษภาคม 

2558 

บรษิทั โซเอตสิ 

(ประเทศไทย) จ ากดั 

 

7.2 งานวจิยัทีท่ าเสรจ็แลว้ (ไมเ่กนิ 5 ปี)  
7.2.1 Sohsuebngarm, D., Sasipreeyajan, J., Nithiuthai, S. and Chansiripornchai, N. 

2014 The Efficacy of Artisunate, Chloroquin, Doxycyclin, Primaquine and 
Combination of Artisunate and Primaquin against Avian Malaria in Broilers. J. 
Vet Med. Sci (inpress) 

7.2.2 Sarueng, E., Wanasawaeng, W., Sasipreeyajan, J. and Chansiripornchai, N. 
2014. Efficacy of Live Infectious Bronchitis Vaccine Programs against Infection 
by QX-like Strain of Infectious Bronchitis Virus. Thai J. Vet. Med. 44(2): 187-194. 
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7.2.3 Sarachai, C., Sasipreeyajan, J. and Chansiripornchai, N. 2014. Characterization 
of Avian Influenza H5N1 Virosome. Pakistan Vet J. 34(2): 201-204. 

7.2.4 Noonkhokhetkong, T., Chukiatsiri, K., Sasipreeyajan, J. and Chansiripornchai, N. 
2013. Determination of Antimicrobial Susceptibility, Antimicrobial Resistance 
Genes and In Vivo Testing of Antimicrobial Susceptibility of Avibacterium 
paragallinarum.43(4): 525-531. 

7.2.5 Wanasawaeng, W., Buatong, J., Chaichote, S. andChansiripornchai, N. 2013. 
Molecular characterization of chicken infectious anemia virus outbreaks during 
2008-2011 in Thailand. Thai J Vet Med. 43(4): 497-520. 

7.2.6 Bengtong, P.,Thomrongsuwannakij, T. and Chansiripornchai, N. 2013. 
Inactivation of Infectious Bronchitis Virus with various kinds of disinfectants. Thai 
J. Vet. Med. 43: 405-409.   

7.2.7 Chansiripornchai, N., Pongthanes, S., Chansiripornchai, P. and Wanasawaeng, 
W. 2013. Development of Enzyme-Linked Immunosorbent Assay to Detect 
Antibodies against Chicken Infectious Anemia Virus. Thai J. Vet. Med. 43: 353-
357.   

7.2.8 Kitprathaung, N., Ngamrojanavanich, N., Chansiripornchai, P., Pongsamart, S. 
and Chansiripornchai, N. 2013. Effect of polysaccharide gel extracted from Durio 
zibethinus rind on immune responses, bacteria counts and cholesterol quantities 
in chickens. Thai J. Vet. Med. 43: 251-258. 

7.2.9 ปิยะรตัน์ จนัทร์ศิรพิรชัย และนิวตัร จนัทร์ศิริพรชยั. 2556. รายงานสัตว์ป่วย : 
ประสทิธผิลและผลข้างเคยีงของอะมทิราซในการรกัษาโรคขีเ้รือ้นขุมขนแบบทัว่ตวัใน
สุนขั. สตัวแพทยสาร. 64: 29-40.  

7.2.10 Chansiripornchai, N., Wanasawaeng, W., Wongchidwan, N., Chaichote, S. and 
Sasipreeyajan, J. 2012. Application of Real-time Polymerase Chain Reaction for 
Quantitative Detection of Chicken Infectious Anemia Virus. Thai J. Vet. Med. 
533-536.  

7.2.11 Chukiatsiri, K., Sasipreeyajan, J., Blackall, P.J., Yuwatanichsampan, S. and 
Chansiripornchai, N. 2012. Serovar identification, antimicrobial sensitivity and 
virulence of Avibacterium paragallinarum isolated from chickens in Thailand. 
Avian Dis. Avian Dis. 56: 359-364. 

7.2.12 Chansiripomchai, P., Chansiripomchai, N. and Pongsamart, S. 2012. 
Antibacterial Activity of Polysaccharide Gel from Durian Rinds against 
Staphylococcus Intermedius Isolated from Dogs. Indian Vet. J. 89 (2) : 74 – 75 
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7.2.13 Chansiripornchai, N., Mooljuntee, S. and Boonkhum, P. 2011. Antimicrobial 
Sensitivity of Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) Isolated from Chickens 
During 2007-2010. Thai J. Vet. Med. 41(4): 519-522. 

7.2.14 Pohuang, T., Chansiripornchai, N., Tawatsin, A. and Sasipreeyajan, J. 2011. 
Sequence analysis of S1 genes of infectious bronchitis virus isolated in Thailand 
during 2008-2009: Identification of natural recombination in the field isolates. 
Virus Genes. 43(2): 254-260. 

7.2.15 Mooljuntee, S. and Chansiripornchai, N. 2011. The toxin producing genes of 
Pasteurella multocida isolated from chickens in Thailand. Proc. 10th 
Chulalongkorn University Veterinary Annual conference, April 20-21, 2011. p. 
A15.  

7.2.16 Pohuang, T., Chansiripornchai, N., Tawatsin, A.and Sasipreeyajan, J.2011. 
Development of RT-PCR Combined with Nested PCR for the Detection of 
Infectious Bronchitis Virus Development and application of one-step RT-PCR 
combined with nested PCR for detection of infectious bronchitis virus. Indian 
Vet. J. 88(3): 15-17.  

7.2.17 Wanasawaeng, W. and Chansiripornchai, N. 2010. Molecular differentiation of 
Infectious Laryngotracheitis virus among Chick Embryo Origin, Tissue Culture 
Origin, and Field Isolates. Thai J. Vet. Med. 40(4): 393-398.   

7.2.18 Chukiatsiri, K., Chotinun, S. and Chansiripornchai, N. 2010. An Outbreak of 
Avibacterium paragallinarum serovar B in a Thai Layer Farm. Thai J. Vet. Med. 
40(4): 441-444. 

7.2.19 Mooljuntee, S., Chansiripornchai, P. and Chansiripornchai, N. 2010. Prevalence 
of the Cellular and Molecular Antimicrobial Resistance against E. coli Isolated 
from Thai Broilers. Thai J. Vet. Med. 40(3):311-315. 

7.2.20 Rawiwet, V., Chansiripornchai, P. and Chansiripornchai, N. 2010. Comparison of 
the efficacy of enrofloxacin against Escherichia coli or Pasteurella multocida 
infection in layer chickens. Thai J. Vet. Med. 40(3):297-301. 

7.2.21 Chansiripornchai, P. and Chansiripornchai, N. 2010. Treatment of chronic 
generalized demodicosis in dogs using doramectin and amitraz. Indian Vet. J. 
87(11): 1139-1141. 

7.2.22 Sarachai, C., Sasipreeyajan, J. and Chansiripornchai, N. 2010. Avian influenza 
virus (H5N1) inactivation by Binary Ethylenimine. Thai J. Vet. Med. 40(1):30-34. 
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7.2.23 Sarachai, C., Chansiripornchai, N. and Sasipreeyajan, J. 2010. Efficacy of 
infectious bursal disease vaccine in broiler chickens receiving different 
vaccination programs. Thai J. Vet. Med. 40(1):1-8. 

7.2.24 Pohuang, T., Chuachan, K., Chansiripornchai, N. and Sasipreeyajan, J. 2009. 
Efficacy of various strains of infectious bronchitis vaccine against 
nephropathogenic infectious bronchitis virus isolated from chickens in Thailand. 
Thai J. Vet. Med. 39(4): 319-324. 

7.2.25 Chansiripornchai, P. and Chansiripornchai, N. 2009. Efficacy of permetrin at a 
prophylactic dose for ectoparasite infection. Thai J. Vet. Med. 39(4): 343-347. 

7.2.26 Rawiwet, V.and Chansiripornchai, N. 2009. The efficacy of E. coli aroA-live 
vaccine in broilers against avian E. coli serotype O78 infection. Thai J. Vet. Med. 
39(4): 337-342. 

7.2.27 Chansiripornchai, N. 2009. Comparative Efficacy of Enrofloxacin and 
Oxytetracycline for different administration times in broilers after experimental 
infection with avian pathogenic Escherichia coli.Thai J. Vet. Med. 39(3): 231-236. 

7.2.28 Pohuang, T., Chansiripornchai, N., Tawatsin, A.and Sasipreeyajan, J.2009. 
Pathogenesis of a new genotype infectious bronchitis virus isolated in chickens. 
Indian Vet J. 86(11): 1110-1112.  

7.2.29 Chukiatsiri, K, Sasipreeyajan, J., Neramitmansuk, W. and Chansiripornchai, N. 
2009. Efficacy of Autogenous Killed Vaccine of Avibacterium paragallinarum. 
Avian Dis. 53(3): 382-386. 

7.2.30 Pohuang, T., Chansiripornchai, N., Tawatsin, A.and Sasipreeyajan, J.2009. 
Detection and molecular characterization of infectious bronchitis virus isolated 
from the recent outbreaks in commercial flocks in Thailand. J. Vet. Sci. 10(2): 
219-223. 

7.2.31 Chansiripornchai, N., and Sasipreeyajan, J. 2009. PCR detection of four 
virulence-associated genes of Campylobacter jejuni isolates from Thai broilers 
and their abilitiesof adhesion to and invasion of INT-407 cells. J. Vet. Med. Sci. 
71(6): 839-844.  

7.2.32 Chansiripornchai, N. and Sasipreeyajan, J. 2009. Comparison of the efficacy of 
the immune complex and conventionally live vaccine in broilers against 
infectious bursal disease infection. Thai J. Vet. Med. 39(2): 115-120. 
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7.2.33 Wanasawaeng, W., Tawatsin, A., Sasipreeyajan, J., Poomvises, P. and 
Chansiripornchai, N. 2009. Development of inactivated Newcastle disease 
vaccine using palm oil as an Adjuvant. Thai J. Vet. Med. 39(1): 9-16. 

7.2.34 Chansiripornchai, N., Chukiatsiri, K. and Sasipreeyajan, J. 2009. Efficacy of the 
autogenous and commercial killed vaccines prepared form aluminium hydroxide 
gel adjuvant of Avibacterium paragallinarium. Proc. The 5th International Poultry 
Science Conference 2009. 10-13 March 2009, Taba, Egypt. p. 218.  

7.3 งานวจิยัทีก่ าลงัท า  
7.3.1 เรื่อง “การพฒันาชุดทดสอบอไีลซาส าหรบัการตรวจวดัแอนตบิอดต่ีอโรคหวดัหน้าบวม ” 

ทุนสนับสนุนการวจิยั รชัดาภเิษกสมโภช จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ระยะเวลา 12 เดอืน 
ตุลาคม 2556-กนัยายน 2557 

7.3.2 เรื่อง “ประสทิธภิาพของวคัซนีซลัโมเนลลาต่อการตดิเชือ้ซลัโมเนลลา” ทุนสนับสนุนการ
วิจัย บริษัท โซเอติส (ประเทศไทย) จ ากัด ระยะเวลา 12 เดือน มิถุนายน 2557-
พฤษภาคม 2558 
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6. สาขาวชิาการทีม่คีวามช านาญพเิศษ  
6.1 Moleculargenetics of bacteria 

6.2 Molecular mechanisms of antimicrobial resistance 

7. ประสบการณ์ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการบรหิารงานวจิยัทัง้ภายในและภายนอกประเทศ  
  7.1 หวัหน้าโครงการ 

ช่ือโครงการวิจยั ระยะเวลา

ด าเนินการ 

แหล่งทุน   

1. การศกึษาคุณสมบตัทิางอณูชวีวทิยาของ 

MexXY และ OpmG ในการขบัออกยา

กลุ่มอะมโินไกลโคไซดใ์นซโูดโมนาสแอรจูโิน

ซ่า 

สงิหาคม  8452 –

กรกฎาคม  8442  

ส านกังานกองทุนวจิยั

(สกว) 

2. การเฝ้าระวงัการดือ้ต่อยาฆา่เชือ้และยา

ปฏชิวีนะของ Salmonella spp. และ

Escherichia coli สายพนัธุท์ีแ่ยกไดใ้น

ประเทศไทย 

ตุลาคม2548 –

กนัยายน2549 

 

สภาวจิยัแห่งชาต ิ

งบประมาณแผ่นดนิ

ประจ าปีงบประมาณ 

8452 

3. การผลติโพลโีครนอลแอนตบีอดีท้ีม่ ี

ความจ าเพาะต่อโปรตนี 

ของระบบมลัตดิรกัซอ์ฟิรกัซใ์นเชือ้สโูดโม

นาสแอรจูโินซา 

สงิหาคม2549 – 

กรกฎาคม2550 

ทุนรชัดาภเิษก

สมโภช จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

4. การดือ้ยาและการถ่ายทอดยนีดือ้ยาของ

จลุนิทรยีใ์นสารเสรมิชวีนะส าหรบัสตัวท์ี่

จ าหน่ายในประเทศไทย 

ตุลาคม2549 –

กนัยายน2550 

สภาวจิยัแห่งชาติ

งบประมาณแผ่นดนิ

ประจ าปีงบประมาณ 

8442 

5. การตรวจหาและศกึษาลกัษณะทาง

พนัธุกรรมของยนีดือ้ยาในเชือ้ซาลโมเนลล่า

เมษายน2550 – 

มนีาคม255 

ทุนรชัดาภเิษก

สมโภชจฬุาลงกรณ์
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ทีแ่ยกไดจ้ากไก่และสุกรในประเทศไทย มหาวทิยาลยั 

6. การศกึษาพนัธุกรรมการดือ้ยาและปจัจยั

ในการก่อความรุนแรงของโรคของเชือ้ซาล

โมเนลล่า เอน็เทอรกิ้าทีแ่ยกไดจ้ากห่วงโซ่

อาหาร 

พฤษภาคม 2551- 

พฤษภาคม 2553 

ส านกังานกองทุนวจิยั 

(สกว) 

7. การศกึษา integrating conjugative 
elements (ICEs) ในเชือ้วบิรโิอทีแ่ยกไดจ้าก
กุง้ทะเลเพาะเลีย้งในประเทศไทย 

กุมภาพนัธ-์ กนัยายน

2552 

คณะสตัว

แพทยศาสตร ์

จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 

8. การศกึษาอนิทรกิรอนสใ์นPseudomonas 
aeruginosaและ Acinetobacter baumannii 

 ทุนรชัดาภเิษก

สมโภช จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั 
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5. ประวตักิารศกึษา 
มหาวทิยาลยั ปรญิญา สาขาวชิา ปีทีไ่ดร้บัพ.ศ. 
Tokyo University of 
Agriculture and Technology 
(Japan) 
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จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั สพ.บ. 
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สตัวแพทยศาสตร ์ 2537 

 

6. สาขาวชิาทีม่คีวามช านาญพเิศษ พษิวทิยาของสารก าจดัแมลงกลุ่มต่างๆ 
7. ประสบการณ์ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการบรหิารงานวจิยัทัง้ภายในและภายนอกประเทศ 

7.1 หวัหน้าโครงการวจิยั  

ช่ือโครงการวิจยั ระยะเวลา

ด าเนินการ 

แหล่งทุน   

1. ผลของแผ่นปิดแผลของเจลทุเรยีนต่อการปิด

ของบาดแผลผวิหนงับนตวัสุกรและสุนขั 

1 ปี ตุลาคม 2547 – 

กนัยายน 2548 

งบประมาณแผ่นดนิ

ประจ าปีงบประมาณ 

2547-2548 
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Preliminary Study of Polysaccharide Gel Extracted from the Fruit-Hulls of Durian 
(Durio zibethinus Murr.) on Immune Responses and Cholesterol Reduction in 
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7.2.14 Chansiripornchai, P. and Chansiripornchai, N. 2008. Treatment of Generalized 
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7.2.15 พรรณพชิญา ฟุ้งวทิยา ปิยะรตัน์ จนัทรศ์ริพิรชยั นิวตัร จนัทรศ์ริพิรชยั ชาญณรงค ์รอด
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มะขามป้อมต่อเชื้อซลัโมเนลลา ไทฟิมูเรยีมที่แยกได้จากไก่. ประมวลการประชุม
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7.2.16 Chansiripornchai, N., Chansiripornchai, P. and Pongsamart, S. 2007. A 
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(Durio zibethinus Murr.) on Immune Responses and Cholesterol Reduction in 
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7.3 งานวจิยัทีก่ าลงัท า  
7.3.1 เรื่อง “การพฒันาชุดทดสอบอีไลซาส าหรบัการตรวจวดัแอนติบอดต่ีอโรคหวดั

หน้าบวม” ทุนสนับสนุนการวจิยั รชัดาภเิษกสมโภช จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
ระยะเวลา 12 เดอืน ตุลาคม 2556-กนัยายน 2557 

7.3.2 เรื่อง “ประสทิธภิาพของวคัซีนซลัโมเนลลาต่อการติดเชื้อซลัโมเนลลา” ทุน
สนับสนุนการวิจยั บรษิัท โซเอติส (ประเทศไทย) จ ากัด ระยะเวลา 12 เดือน 
มถุินายน 2557-พฤษภาคม 2558 
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