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บทคัดย่อ: โปรไบโอตกิเป็นจลุนิทรีย์ท่ีส่งผลดีตอ่โฮสต์โดยการปรับปรุงความสมดลุของจลุนิทรีย์ในล�ำไส้ โดย
การศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือประเมินคณุลกัษณะของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากมลูไก่ประดูห่างด�ำ เพ่ือ
ให้ได้แบคทีเรียโปรไบโอตกิ ชนิดใหม ่ๆ ท่ีมีประสทิธิภาพ และสามารถน�ำไปตอ่ยอดงานวิจยัได้ตอ่ไป โดยท�ำการ
เก็บตวัอยา่งมลูลกูไก่ พนัธุ์ประดูห่างด�ำ 80 ตวั โดยวธีิ Cloacal swap และน�ำมาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ MRS 
ผสม 0.3% CaCo

3
 ได้แบคทีเรียจ�ำนวน 400 ไอโซเลท เม่ือท�ำการทดสอบพบเพียง 1 ไอโซเลท คือ ASAT-PD18 

ท่ีตดิสแีกรมบวก มีรูปร่างแบบแทง่ (bacilli) ให้ผลลบตอ่การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์คาตาเลส 
มีความสามารถการทนตอ่เกลอืน�ำ้ดี มีความสามารถในการยอ่ยแป้ง โปรตีน และไขมนั มีความสามารถในการ
ทนกรด-ดา่ง มีความสามารถตอ่การยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียก่อโรค และถึงจะพบวา่ ASAT-PD18 มีความไวตอ่สาร
ปฎิชีวนะ แตเ่ม่ือพิจารณาคณุสมบตัติา่งๆ ร่วมกนั จงึอาจสรุปได้วา่เชือ้ ASAT-PD18 นา่จะเป็นแบคทีเรียโปร
ไบโอตกิท่ีมีประสทิธิภาพ และสามารถน�ำไปตอ่ยอดงานวิจยัในการทดสอบในการปรับปรุงสขุภาพและการเจริญ
เตบิโตของสตัว์ตอ่ไป
ค�ำส�ำคัญ: โปรไบโอตกิ, ไก่ประดูห่างด�ำ

ABSTRACT: Probiotics are microorganisms that are beneficial to the host by improving the balance 
of intestinal microflora. The objective of this study was to evaluated the characteristics of bacteria that 
can be isolated from Pradu Hang Dam chickens’ feces to get the new effectively probiotic bacteria to 
continue to extend researches. By collecting samples from 80 Pradu Hang Dam chickens by Cloacal 
swap method and culture them on MRS mixed with 0.3% CaCo3. From 400 isolates, there was 1 isolate 
ASAT-PD18 that was bacilli shape with gram positive, negative to the ability to produce catalase 
enzymes, had ability to bile salts tolerance, had ability to digest starch, protein and fat, tolerance to 
acid-base, Capable to inhibiting pathogenic bacteria. Therefore, ASAT-PD18 was sensitive to antibiotics 
but when considering various properties, it may be concluded that ASAT-PD18 is probably to be an 
effective probiotic bacterium to continue the extended researches in improving the health and growth 
of animals.
Keywords: Probiotic, Pradu Hang Dam chickens
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บทน�ำ

	 แ บ ค ที เ รี ย ท่ี อ า ศั ย อ ยู่ ใ น ล� ำ ไ ส้ โ ด ย
ธรรมชาตขิองสิง่มีชีวิต หรือ Normal flora จะท�ำ
หน้าท่ีเป็นเกราะป้องกนัเชือ้โรคซึง่อาจสง่ผลกระทบ
ตอ่การยอ่ยอาหาร และการดดูซมึสารอาหาร 
อาหารเสริมชนิดจลุนิทรีย์ท่ีมีชีวิต หรือ โปรไบโอตกิ 
เป็นจุลินทรีย์ท่ีส่งผลดีต่อโฮสต์โดยการปรับปรุง
ความสมดลุของจลุนิทรีย์ในล�ำไส้ (Fuller, 1989) ซึง่
โปรไบโอติกท่ีมีศักยภาพท่ีมีรายงานว่ามีผลดีต่อ
สตัว์ คือ แบคทีเรียกรดแลคตกิ (Gusils et al., 
1999a)   โดยแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีมีคณุสมบตัิ
เป็นโปรไบโอตกิท่ีมีศกัยภาพ ต้องประกอบด้วย
คณุสมบตัิตา่ง ๆ ดงันี ้ คือ ความต้านทานตอ่กรด
ดา่งและเกลือน�ำ้ดี ซึง่มีความส�ำคญัอยา่งย่ิงตอ่การ
อยู่รอดและการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในทาง
เดนิอาหาร (Chou and Weimer, 1999) ความ
สามารถในการเจริญเตบิโตท่ีรวดเร็ว และความ
สามารถในการต่อต้านการเจริญเติบโตของเชือ้โรค
ท่ีส�ำคญั เชน่ Escherichia coli และ Salmonella 
spp.  (Ehrmann et al., 2002; Gusils et al., 
1999b) และคณุสมบตัใินการยอ่ยสารอาหาร ทัง้
โปรตีน ไขมนั และคาร์โบไฮเดรต ซึง่มีรายงานวา่ 
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการเปลี่ยนอาหารเป็น
เนือ้ได้ (Lee et al., 2001) ดงันัน้คณุสมบตัเิหลา่นี ้
จงึเป็นข้อก�ำหนดเบือ้งต้นส�ำหรับการเลือกโปรไบโอ
ตกิท่ีเหมาะสม (Taheri et al., 2009)  โดยงานวิจยันี ้
มี วัตถุประสงค์ เ พ่ือประเ มินคุณลักษณะของ
แบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากมลูไก่ประดูห่างด�ำ ซึง่
อาจได้แบคทีเรียโปรไบโอติกชนิดใหม่ๆ  ท่ีมี
ประสทิธิภาพ และสามารถน�ำไปตอ่ยอดงานวิจยัทัง้
ในการทดสอบคณุสมบตัขิัน้สงู และทดสอบในการ
ปรับปรุงสขุภาพ และการเจริญเตบิโตของสตัว์ตอ่ไป

วธีิการศกึษา

	 ท�ำการเก็บตวัอยา่งมลูลกูไก่ อาย ุ 1 – 2 
สปัดาห์ พนัธุ์ประดูห่างด�ำ คละเพศ รวมทัง้หมด 80 
ตวั โดยวิธี ป้ายจากทวารร่วม (Cloacal swap) โดย
น�ำตวัอยา่งมลูไก่ท่ีเก็บ ตวัอยา่งละ 1 กรัม เจือจาง
ในน�ำ้เกลือ ความเข้มข้น 0.9% ท่ีผา่นการฆา่เชือ้
แล้ว และไปเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ deMan 

Rogosa-Sharpe (MRS) agar ผสมกบั 0.3% 
แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCo3) บม่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (Axelsson,1993) 
จากนัน้เก็บโคโลนีเชือ้ท่ีรอบโคโลนีเป็นสีใส และ
ท�ำให้บริสทุธ์ิโดยการขีด (Streak) เชือ้ลงบนจาน
เพาะเชือ้ท่ีมีอาหารแข็ง MRS จากนัน้น�ำมาย้อมสี
แกรม 
	 ท�ำการคดัเลือกเฉพาะแบคทีเรียท่ีมีสีแก
รมบวกเทา่นัน้ เข้าทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์คา
ตาเลส  (Catalase Test) (ไพรัตน์, 2549) และคดั
เลือกเฉพาะแบคทีเรียท่ีให้ผลคาตาเลสเป็นลบเข้า
ทดสอบความสามารถการทนตอ่เกลือน�ำ้ดี โดย
ผสมเกลือน�ำ้ดีความเข้มข้นร้อยละ 0.3 และ 0.5 ใน 
อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง MRS (Conway et al., 1987) 
จากนัน้คดัเลือกเฉพาะแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญได้
ในเกลือน�ำ้ดีทัง้ 2 ความเข้มข้นมาทดสอบความ
สามารถในการยอ่ยโปรตีน ไขมนั และคาร์โบไฮเดรต 
(Michael and Pelezar, 1995)  น�ำแบคทีเรียท่ี
สามารถยอ่ยโปรตีน ไขมนั และคาร์โบไฮเดรตได้มา
ทดสอบความสามารถความทนตอ่กรด- ดา่ง ระดบั 
pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 โดยผสม 1 N HCl 
และ 1N NaOH ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว MRS และ
ตรวจผลการเจริญจากความขุ่นของอาหารเหลว 
(Jin et al., 1998) จากนัน้ทดสอบความไวของเชือ้
ตอ่สารปฏิชีวนะ (Susceptibility Antibiotic Disc) 
โดยวิธีการกระจายตัวบนจานเพาะเชือ้แบคทีเรีย  
(Agar Disc Diffution Method) โดยใช้แผน่ยา 
(Antibiotic Disc) จ�ำนวน 5 ชนิด ได้แก่ Ampicillin 
(10µ), Colistin (10µ), Norfloxacin (10µ), 
Penicillin (10 IU), Sulphamethoxazole/
Trimethoprim (25µ) และทดสอบความสามารถ
ของเ ชื อ้แบคทีเ รีย ท่ีคัด เลือกได้ต่อการยับยั ง้
แบคทีเรียก่อโรค Salmonella typhymurium, 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ 
Streptococcus agalactiae (รุจา, 2544)

ผลการศกึษา

	 ท�ำการเก็บตวัอยา่งมลูลกูไก่ อาย ุ 1 – 2 
สปัดาห์ คละเพศ รวมทัง้หมด 80 ตวั สามารถแยก
เชือ้จลุนิทรีย์ได้ จ�ำนวน 400  ไอโซเลท ท่ีให้โคโลนี
เชือ้ท่ีรอบโคโลนีเป็นสีใสบนอาหารเลีย้งเชือ้ MRS 
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ผสม 0.3% CaCo3 โดยเม่ือน�ำไปท�ำการย้อมสีแก
รม พบแบคทีเรียท่ีตดิสีแกรมบวกจ�ำนวน 120 ไอโซ
เลท โดยทัง้ 120 ไอโซเลทนีใ้ห้ผลลบตอ่การสร้าง
เอนไซม์คาตาเลส จ�ำนวน 65 ไอโซเลท ดงันัน้ จงึ
เหลือเชือ้จุลินทรีย์ท่ีน�ำไปทดสอบขัน้ตอนต่อไป
จ�ำนวนทัง้สิน้ 65 ไอโซเลท โดยให้ช่ือแตล่ะไอโซเลท 
เป็นสญัลกัษณ์ ASAT-PD ล�ำดบัท่ี 1 – 65 
	 ความสามารถในการทนตอ่เกลือน�ำ้ดี น�ำ
แบคทีเรียท่ีย้อมตดิสีแกรมบวก และให้ผลลบตอ่
การสร้างเอนไซม์คาตาเลส จ�ำนวน 65 ไอโซเลท มา

ทดสอบความทนทานการทนต่อเกลือน�ำ้ดีท่ีระดบั
ความเข้มข้นร้อยละ 0.30 และ 0.50 โดยแบคทีเรียท่ี
คดัแยกสามารถทนตอ่เกลือน�ำ้ดีได้ทัง้ 2 ความเข้ม
ข้นมี 12 ไอโซเลท  ได้แก่ ASAT-PD1, ASAT-PD8, 
ASAT-PD9, ASAT-PD11, ASAT-PD18, ASAT-
PD19, ASAT-PD20, ASAT-PD25, ASAT-PD30, 
ASAT-PD40, ASAT-PD41, ASAT-PD55 ดงัแสดง
ใน Table 1

Table 1 The probiotic efficiency of each isolated bacteria

Bacterial 
isolate

Tolerance to 
0.3 % Bile

Tolerance to 
0.5 % Bile

Protei 
Utilization

Starch 
Utilization

Lipid 
Utilization

ASAT-PD1 + + + - -
ASAT-PD8 + + + - -
ASAT-PD9 + + - - -
ASAT-PD11 + + - - -
ASAT-PD18 + + + + +
ASAT-PD19 + + - - -
ASAT-PD20 + + - - -
ASAT-PD25 + + + - -
ASAT-PD30 + + + - -
ASAT-PD40 + + + - -
ASAT-PD41 + + - - -

ASAT-PD55 + + - - +

	 ความสามารถในการยอ่ยโปรตีน ไขมนั 
และคาร์โบไฮเดรต น�ำแบคทีเรียท่ีย้อมตดิสีแกรม
บวก ให้ผลลบตอ่การสร้างเอนไซม์คาตาเลส และมี
ความสามารถในการทนตอ่เกลือน�ำ้ดี จ�ำนวน 12 ไอ
โซเลท มาทดสอบการยอ่ยโปรตีน ไขมนั และ
คาร์โบไฮเดรต โดยพบแบคทีเรียสามารถยอ่ย
โปรตีนได้จ�ำนวน 6 ไอโซเลท ได้แก่  ASAT-PD1, 
ASAT-PD8, ASAT-PD18, ASAT-PD25, ASAT-
PD30, ASAT-PD40 ยอ่ยไขมนัได้ 2 ไอโซเลท ได้แก่ 
ASAT-PD18, ASAT-PD55 และยอ่ยแป้งได้เพียง 1 
ไอโซเลท คือ ASAT-PD18 ดงัแสดงใน Table 1 
ความสามารถในการทนตอ่กรด-ดา่ง น�ำแบคทีเรีย 
ASAT-PD18 เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว MRS ท่ี

ปรับให้มีสภาพความเป็นกรด – ดา่ง ตา่ง ๆ คือ 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 ด้วย 1 N HCl และ 1N 
NaOH และตรวจผลการเจริญจากความขุน่ของ
อาหารเหลว พบวา่แบคทีเรีย ASAT-PD18 ได้
สามารถทนกรด – ดา่ง ได้ทกุระดบั 
	 ความไวของเชือ้ตอ่สารปฏิชีวนะ น�ำ
แบคทีเรีย ASAT-PD18 ทดสอบความไวของเชือ้ตอ่
สารปฏิชีวนะโดยวิธี Agar Disc Diffution Method 
โดยน�ำเชือ้แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้จ�ำนวน 1 ไอโซเลต 
มาท�ำการทดสอบกบัแผน่ยา (Antibiotic Disc) 
จ�ำนวน 5 ชนิด ได้แก่ Ampicillin (10µ), Colistin 
(10µ), Norfloxacin (10µ), Penicillin (10 IU), 
Sulphamethoxazole/Trimethoprim (25µ) พบวา่ 
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ยาปฏิชีวนะทัง้ 5 ชนิด สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย 
ASAT-PD18 ได้ทกุชนิด ดงัแสดงใน Table 2
	 ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของ
เชือ้แบคทีเรียก่อโรค เม่ือน�ำมาทดสอบการยบัยัง้
การเจริญของเชือ้แบคทีเรียก่อโรคด้วยวิธีการกระ
จายตวับนอาหารเพาะเลีย้งแบคทีเรีย และสงัเกต

ความกว้างรัศมีการยบัยัง้ พบวา่ เชือ้แบคทีเรีย 
ASAT-PD18 สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ 
Salmonella typhymurium, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus และ Streptococcus 
agalactiae ได้

Table 2 The diameter of inhibition zone (mm.) of antibiotics against isolated bacteria

Antibiotic Ampicillin 
(10µ)

Penicillin 
(10 IU)

Colistin 
(10µ)

Norfloxacin 
(10µ)

Sulphamethoxazole/
Trimethoprim (25µ)

Diameter of 
inhibition zone 
(mm.)

10.2 3.2 3.0 2.6 2.4

สรุปและวจิารณ์

	 แบคทีเรียของระบบทางเดินอาหารมี
ความจ�ำเพาะส�ำหรับสตัว์แต่ละชนิดท่ีแตกต่างกัน 
(Fuller, 1975) ดงันัน้เพ่ือให้ได้โปรไบโอตกิสายพนัธุ์
ท่ีเหมาะสมส�ำหรับการพฒันาโปรไบโอตกิในไก่ มี
ความจ�ำเป็นต้องแยกแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) 
ใหม่ๆ  อยูเ่สมอ โดยควรใช้การคดักรองแบคทีเรียท่ี
งา่ย รวดเร็ว และครอบคลมุการเลือกสายพนัธุ์หนึง่
หรือหลายสายพนัธุ์ เพ่ือให้ได้โปรไบโอตกิท่ีอาจมี
ประสิทธิภาพสงูจากแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จ�ำนวน
มาก (Taheri et al., 2009)   โดยแบคทีเรียกรดแล
คติกจะสร้างกรดแลคติกแล้วท�ำปฏิกิ ริยากับ 
CaCO3 ได้เป็นอนพุนัธ์เชิงซ้อนของ Ca(C3H6O3)2 
ท�ำให้เกิดน�ำ้ และคาร์บอนไดออกไซด์ (Moorehead 
and Shumway, 2008) ซึง่สารเชิงซ้อน 
Ca(C3H6O3)2 ท�ำให้เกิดเป็นสว่นใสรอบโคโลนี 
นอกจากนีแ้บคทีเรียกรดแลคติกท่ีนิยมน�ำมาท�ำโปร
ไบโอตกิจะเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างทอ่น 
และไมส่ร้างเอนไซม์คาตาเลส เชน่ แบคทีเรียใน
สกลุของ Lactobacillus (รุ่งโรจน์ และคณะ, 2561) 
ซึง่จากผลการทดลองจาก 400 ไอโซเลท พบ
แบคทีเรียท่ีย้อมตดิสีแกรมบวก และให้ผลลบตอ่
การสร้างเอนไซม์คาตาเลส จ�ำนวน 65 ไอโซเลท
	 ความทนทานต่อน�ำ้ดีเป็นอีกคุณสมบัติ
หนึ่งท่ีจ�ำเป็นส�ำหรับโปรไบโอติกท่ีจะสามารถรอด
ชีวิตในล�ำไส้เลก็ (Kim et al., 2007) ดงันัน้การทน

ต่อเกลือน�ำ้ดีจึงเป็นการทดสอบท่ีใช้คดัแยกแบคที
เรียโปรไบโอตกิ โดยพบวา่มี 12 ไอโซเลท จาก 65 ไอ
โซเลทของแบคทีเรียท่ีย้อมตดิสีแกรมบวก และให้
ผลลบตอ่การสร้างเอนไซม์คาตาเลส ท่ีสามารถทน
ตอ่เกลือน�ำ้ดีได้
	 แบคทีเรียโปรไบโอติกมีการผลิตเอนไซม์ 
โดยเฉพาะ exogenous enzyme และมกัพบวา่
แบคทีเรียท่ีแยกได้จะผลติเอนไซม์ Protease ใน
ปริมาณท่ีใกล้เคียงกนั แตม่กัจะแสดงกิจกรรม 
Amylase ท่ีตา่งกนั (Taheri et al., 2009) ซึง่จาก
การศกึษาของ Kim et al. (2007) ไมพ่บเอนไซม์ 
lipase ในแบคทีเรียโปรไบโอติกท่ีศกึษา ซึง่
สอดคล้องกบัการคดัแยกโปรไบโอติกในครัง้นีท่ี้พบ
วา่ แบคทีเรียสว่นใหญ่สามารถยอ่ยโปรตีนได้ โดยมี
เพียง 2 ชนิดท่ีสามารถยอ่ยไขมนั และพบเพียงชนิด
เดียวท่ีสามารถยอ่ยแป้งได้
	 ความสามารถในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย
ก่อโรคของแบคทีเรียกรดแลกตกิ อาจแสดงถงึความ
สามารถในการแย่งจบัพืน้ท่ีกบัเชือ้โรคท่ีอยู่ในล�ำไส้ 
(competitive exclusion) โดย Jin et al. (1996) 
และ Ehrmann et al. (2002) อธิบายวา่ แบคทีเรีย 
lactobacilli ท่ีแยกได้จากล�ำไส้ไก่สามารถยบัยัง้การ
เจริญเตบิโตของเชือ้ Salmonella spp. และ E. coli 
ได้โดยการผลติกรดอินทรีย์ ซึง่จากผลการศกึษาครัง้
นีพ้บวา่เชือ้แบคทีเรีย ASAT-PD18 สามารถยบัยัง้
การเจริญของเชือ้ Salmonella typhymurium, 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ 



KHON KAEN AGR. J. 47 SUPPL.2 : (2019).	 1069

Streptococcus agalactiae ได้ นอกจากนีก้าร
ทดสอบความไวของยาปฏิชีวนะมีความส�ำคญัเช่น
กันเน่ืองจากการใช้ยาปฏิชีวนะหลายชนิดเป็นสาร
เตมิแตง่อาหารสตัว์  (Taheri et al., 2009)   ทัง้นี ้
จากการทดลองพบวา่ ASAT-PD18 มีความไวตอ่
ยา Ampicillin, Colistin, Norfloxacin, Penicillin 
และ Sulphamethoxazole/Trimethoprim 
	 อยา่งไรก็ตาม จากการคดัแยกคณุสมบตัิ
ของเชือ้จลุนิทรีย์โปรไบโอติกจากมลูไก่ประดูห่างด�ำ 
จ�ำนวน 80 ตวัอยา่ง ท่ีสามารถแยกเชือ้ได้ 400 ไอโซ
เลท พบเพียง 1 ไอโซเลท คือ ASAT-PD18 ท่ีตดิสีแก
รมบวก มีรูปร่างแบบแทง่ (bacilli) การจดัเรียงตวั
ของเซลล์เป็นแบบเด่ียว (Single) และให้ผลลบตอ่
การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์คา
ตาเลส มีความสามารถการทนตอ่เกลือน�ำ้ดี มีความ
สามารถในการยอ่ยแป้ง โปรตีน และไขมนั มีความ
สามารถในการทนกรด-ดา่ง มีความสามารถตอ่การ
ยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียก่อโรค และถงึจะพบวา่ ASAT-
PD18 มีความไวตอ่สารปฎิชีวนะ แตเ่ม่ือพิจารณา
คณุสมบตัิตา่ง ๆ ร่วมกนั จงึอาจสรุปได้วา่เชือ้ 
ASAT-PD18 นา่จะเป็นแบคทีเรียโปรไบโอตกิท่ีมี
ประสทิธิภาพ และสามารถน�ำไปตอ่ยอดงานวิจยัได้
ตอ่ไป
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