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กิตติกรรมประกาศ 
 
คณะผู้วิจัยขอขอบคุณ 
 ส ำนักงำนคณะกรรมกำรพิเศษเพื่อประสำนงำนโครงกำรอันเนื่องมำจำกพระรำชด ำริ 
(ส ำนักงำน กปร.) ทีใ่ห้ทุนสนับสนุนกำรวิจัย ประจ ำปีงบประมำณ 2558 
 ศูนย์ศึกษำกำรพัฒนำพิกุลทอง อันเนื่องมำจำกพระรำชด ำริ จังหวัดนรำธิวำส ศูนย์วิจัยและ
ศึกษำธรรมชำติป่ำพรุสิรินธร และป่ำพรุโต๊ะแดง จังหวัดนรำธิวำส ที่กรุณำให้ควำมช่วยเหลือในกำร
ประสำนงำน และเป็นสถำนท่ีในกำรเก็บตัวอย่ำงส ำหรับกำรท ำวิจัย 
 คุณพลีชีพ หล ำหัส ศูนย์วิจัยและศึกษำธรรมชำติป่ำพรุสิรินธร จังหวัดนรำธิวำส ที่กรุณำให้
ควำมช่วยเหลือในกำรเก็บตัวอย่ำง 
 นำงสำวเจนจิตต์ คงก ำเนิด ผู้อ ำนวยกำรสถำบันวิจัยสุขภำพสัตว์น  ำชำยฝั่งสงขลำ อ.เมือง   
จ.สงขลำ และ ผศ.ดร.นเรศ ซวนยุก หัวหน้ำศูนย์วิจัยสุขภำพสัตว์น  ำ  กิจกำร ศุภมำตย์ คณะ
ทรัพยำกรธรรมชำติ มหำวิทยำลัยสงขลำนครินทร์ อ.หำดใหญ่ จ.สงขลำ ที่กรุณำให้ควำมอนุเครำะห์
เชื อก่อโรคในปลำเพื่อใช้ในกำรท ำวิจัย 
 คณะเภสัชศำสตร์ มหำวิทยำลัยสงขลำนครินทร์ อ.หำดใหญ่ จ.สงขลำ ซึ่งเป็นสถำนที่ส ำหรับ
กำรท ำวิจัยในครั งนี  
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บทคัดย่อ 
 

งำนวิจัยนี มีวัตถุประสงค์ที่จะค้นหำเชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียโดยเฉพำะเชื อ Lactobacillus 
spp. และเชื อ Bacillus spp. จำกดิน ตะกอนตมและจำกทำงเดินอำหำรของสัตว์น  ำที่มีคุณสมบัติควำม
เป็นโพรไบโอติก (probiotic) จำกป่ำพรุโต๊ะแดง จังหวัดนรำธิวำส เพื่อน ำไปใช้ส ำหรับป้องกันและ
รักษำโรคติดเชื อในสัตว์น  ำเศรษฐกิจ หรืออำจจะพัฒนำเป็นโพรไบโอติกส ำหรับใช้ในคน  ซึ่งสำมำรถ
แยกเชื อ Lactobacillus spp. ได้ 150 isolate และเชื อ Bacillus spp. ได้ 122 isolate จำกเชื อทั งหมด
นี ได้คัดเลือกเชื อ 3 isolate คือ Lactobacillus spp. รหัส LS7 ที่แยกได้จำกดิน และ รหัส LF8 ที่แยก
ได้จำกปลำ และ Bacillus sp. รหัส BS48 ที่แยกได้จำกดิน ที่สำมำรถยับยั งเชื อก่อโรคในปลำ 2 ชนิด
และเชื อก่อโรคในคน 7 ชนิดได้ดี มำจ ำแนกสำยพันธุ์โดยกำรท ำ 16S rDNA sequencing พบว่ำ เชื อ 
LS7, LF8 และ BS48 เป็นเชื อ Lactobacillus  pentosus, Lactobacillus plantarum และ Bacillus 
subtilis ตำมล ำดับ 

น ำเชื อ LS7, LF8 และ BS48 มำศึกษำคุณสมบัติต่ำง ๆ โดยใช้เชื อ L. rhamnosus GG ซึ่ง
เป็นโพรไบโอติกที่ส ำคัญมำเปรียบเทียบ เม่ือศึกษำถึงสำรออกฤทธิ์ในกำรยับยั งเชื อก่อโรคที่เชื อ
เหล่ำนี สร้ำงขึ น พบว่ำ LS7, LF8 สำมำรถสร้ำงกรดแลคติก และกรดอะซีติกได้สูง ส่วน BS48 ไม่ได้
สร้ำงกรดทั ง 2 ชนิด ทั งเชื อ LS7 และ LF8 สร้ำง H2O2 ได้สูง ส่วน BS48 สร้ำงได้ปำนกลำง เชื อ LF8 
และ BS48 สร้ำงสำรที่ลูกท ำลำยด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีนและควำมร้อนซึ่งอำจจะเป็นสำรโปรตีนใน
กลุ่มแบคเทอริโอซิน เชื อทั ง 3 ตัว มีควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับเมือกในทำงเดินอำหำรและเมือก
ที่ติดตัวปลำของปลำนิล (Oreochromis niloticus) ได้ดี ถ้ำเชื อสำมำรถเกำะกับเมือกปลำได้ดีจะมี
โอกำสอยู่กับทำงเดินอำหำรของปลำและที่ตัวปลำได้นำน  สำมำรถยับยั งกำรเกำะของเชื อก่อโรคของ
ปลำคือ Aeromonas hydrophila และ Streptococcus  agalactiae ต่อเมือกของล ำไส้ปลำได้ดี และ
สำมำรถเกำะกลุ่มกับเชื อก่อโรคได้ ซึ่งเป็นกลไกอย่ำงหนึ่งในกำรป้องกันไม่ให้เชื อก่อโรคเข้ำไปยึด
เกำะกับเมือกหรือเซลล์ของปลำ เชื อ LS7 และ LF8 เกำะกลุ่มกันเองได้ดี สำมำรถสร้ำงไบไอฟิล์มได้
สูง ส่วน BS48 เกำะกลุ่มกันเองได้น้อยและสร้ำงไบโอฟิล์มได้ต่ ำ กำรที่เชื อเกำะกลุ่มกันเองได้ดีและ
สร้ำงไบโอฟิล์มได้เป็นกลไกอย่ำงหนึ่งที่จะท ำให้เชื อเกำะกับเมือกหรือเซลล์ของปลำและป้องกันกำร
เกำะของเชื อโรคกับตัวปลำได้ เชื อทุกตัวมีปริมำณลดลงเมื่ออยู่ในกรด pH 2  แต่จะทนต่อ pH 3-pH 6 
ได้นำนกว่ำ 3 ชม. และทนน  ำดีของปลำ 10% (v/v)  ได้ กำรที่เชื อทนกรดและทนน  ำดีได้จะท ำให้เชื อ
นั นมีโอกำสมีชีวิตรอดเม่ือผ่ำนกระเพำะอำหำรที่เป็นกรดและส่วนที่มีน  ำดีในทำงเดินอำหำร ไปเจริญ
ในล ำไส้ได้ เนื่องจำก BS48 สำมำรถสร้ำงสปอร์ท่ีทนต่อสภำพแวดล้อมต่ำง ๆ ได้ดี จึงได้น ำสปอร์ของ
เชื อนี มำเตรียมเป็นเพลเลตอำหำรปลำลอยพบว่ำได้สูตรของเพลเลตที่เหมำะสม คือมีเชื ออยู่ประมำณ 



ค 
 

4.1x108 สปอร์ต่อกรัม ควำมกร่อนน้อยกว่ำ 1% และสำมำรถลอยน  ำได้นำนกว่ำ 30 นำที เพลเลตนี 
สำมำรถใช้เป็นต้นแบบของผลิตภัณฑ์เพื่อกำรน ำส่งโพรไบโอติกให้กับปลำหรือสัตว์น  ำได้ 

เม่ือน ำเชื อไปศึกษำควำมสำมำรถในกำรเป็นโพรไบโอติกส ำหรับคนพบว่ำเชื อ LS7 ทน
น  ำย่อยในกระเพำะอำหำรจ ำลอง pH 2 ได้นำนกว่ำ LF7 และ BS48  เชื อ LS7 กับ LF8 ทนน  ำดี 
0.3% (w/v) ได้ดีกว่ำ BS48 เชื อทุกตัวทนต่อน  ำย่อยในล ำไส้เล็กจ ำลองและน  ำในช่องคลอดจ ำลองได้
นำนกว่ำ 4 ชม. เชื อ LS7 และ LF8 เกำะกับ Caco-2 ซึ่งเป็นเซลล์จำกล ำไส้และ HeLa ซึ่งเป็นเซลล์
ในช่องคลอดของคนได้ดีกว่ำ BS48 และทุกตัวสำมำรถยับยั งกำรเกำะของเชื อ Escherichia coli และ 
Gardnerella vaginalis ต่อ Caco-2 และ HeLa ตำมล ำดับได้ดี ซึ่งคุณสมบัติหลำยอย่ำงของเชื อทั ง 3 
ตัว มีข้อดีใกล้เคียงกับ L. rhamnosus GG ที่ใช้เปรียบเทียบ สรุปได้ว่ำเชื อ L. pentosus LS7,  
L. plantum LF8 มีคุณสมบัติที่เหมำะสม สำมำรถน ำไปพัฒนำเป็นโพรไบโอติกในปลำหรือสัตว์น  ำและ
ในคนได้ ส่วน B. subtilis BS48 เหมำะท่ีจะใช้เป็นโพรไบโอติกในปลำหรือสัตว์น  ำได้ แต่ไม่เหมำะที่จะ
น ำมำใช้ในคน อย่ำงไรก็ตำมกำรที่จะน ำเชื อโพรไบโอติกไปใช้ให้เกิดประโยชน์ที่แท้จริงนั น  จะต้องมี
กำรศึกษำปัจจัยที่เกี่ยวข้องอื่น ๆ  รวมถึงดูประสิทธิผลของเชื อเม่ือน ำไปใช้จริงในภำคสนำม และถ้ำ
เป็นโพรไบโอติกส ำหรับคนจะต้องประเมินถึงควำมปลอดภัย และมีผลยืนยันประสิทธิผลทำงคลินิก
ประกอบด้วย 
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ค้าหลัก: ป่ำพรุโต๊ะแดง, โพรไบโอติก (probiotic), Lactobacillus spp. Bacillus spp., Lactobacillus 

pentosus LS7, Lactobacillus plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
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สารบัญเรื่อง 
 
 
กิตติกรรมประกาศ 
บทคัดย่อ 
สารบัญเรื่อง 
สารบัญตาราง 
สารบัญรูปภาพ 
สัญญลักษณ์และค้าย่อ 
 
บทที่ 1 บทน้า 

ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำท่ีท ำกำรวิจัย 
แลคติกแอซิดแบคทีเรีย (Lactic acid bacteria) 
บำซิลลัสสปีซสี์ (Bacillus spp.) 
เชื อก่อโรคในปลำและเชื อโพรไบโอติกท่ีเก่ียวข้องในงำนวิจัย 
เพลเลต (Pellet) 
กำรคัดเลือกเชื อส ำหรับใช้เป็นโพรไบโอติก 
ป่ำพรุโต๊ะแดง (Tou Dang peat swamp forest) 
วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

 
บทที่ 2 วิธีด้าเนินการวิจัย 
1.  เชื อแบคทีเรียที่ใช้ในกำรศึกษำ และสภำวะในกำรเพำะเลี ยง 
2.  กำรเก็บตัวอย่ำงดิน ตะกอนตม และสัตว์น  ำ จำกป่ำพรุโต๊ะแดง จังหวัดนรำธิวำส 
3.  วิธีแยกเชื อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. จำกดิน ตะกอนตม และทำงเดินอำหำร

ของสัตว์น  ำ 
4. ศึกษำควำมสำมำรถในกำรยบัยั งเชื อก่อโรคในปลำและเชื อก่อโรคในคนของเชื อ 

Lactobacillus spp. และ Bacillus spp.  โดยใช้ spot method 
5.  กำรจ ำแนกเชื อ Lactobacillus spp. และ Bacillus sp. ด้วยกำรท ำ 16S rDNA sequencing 

5.1  ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงกรดแลคติก (lactic acid), กรดอะซีติก (acetic acid) 
และ hydrogen peroxide 

5.2  ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงสำรยับยั งเชื อท่ีอำจจะเป็นโปรตีนหรือแบคเทอริโอซิน 
6. กำรศึกษำสำรออกฤทธิ์ในกำรยับยั งเชื อก่อโรคของ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, 

B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG 
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สารบัญเรื่อง (ต่อ) 
 

6.1  ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงกรดแลคติก (lactic acid) และกรดอะซิติก (acetic 
acid)  

6.2  ควำมสำมำรถในกำรผลิต hydrogen peroxide 
6.3  ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงสำรยับยั งเชื อท่ีอำจจะเป็นโปรตีนหรือแบคเทอริโอซิน  

7.  กำรศึกษำควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ 
8.  ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะของเชื อกับเมือกท่ีติดตัวปลำและเมือกจำกทำงเดินอำหำรของ

ปลำ 
8.1  กำรเตรียมเชื อท่ีใช้ทดสอบ 
8.2  กำรเตรียมเมือกท่ีติดตำมตัวปลำและเมือกจำกทำงเดินอำหำรของปลำ 
8.3  กำรวัดปริมำณโปรตีนของเมือกจำกปลำ 
8.4  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับเมือกท่ีติดตัวปลำและเมือกจำก

ทำงเดินอำหำรของปลำ 
8.5  ควำมสำมำรถในกำรแทรกตัวเข้ำไปในเมือกปลำ 
8.6  กำรทดสอบว่ำเชื อยึดเกำะกับเมือกของปลำแบบจ ำเพำะเจำะจงหรือไม่ 
8.7  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรแย่งกำรยึดเกำะกับเมือกของปลำระหวำ่งเชื อ 

Lactobacillus spp. และ B. subtilis BS48 กับเชื อก่อโรคของปลำด้วยกลไก 
competitive exclusion 

9.  ควำมสำมำรถในกำรเกำะกลุ่มกับเชื อก่อโรคและกำรทดสอบควำมไม่ชอบน  ำของผิวเซลล์  
9.1  ควำมสำมำรถในกำรเกำะกลุ่มกับเชื อก่อโรค 
9.2  กำรทดสอบควำมไม่ชอบน  ำของผิวเซลล์ 

10. ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงไบโอฟิล์ม  
11. ควำมสำมำรถในกำรทนตอ่สภำพแวดล้อมท่ีรุนแรงในทำงเดินอำหำรของปลำ 

11.1 กำรเตรียมเชื อท่ีใช้ทดสอบ 
11.2  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อ pH ในทำงเดินอำหำรจ ำลองของปลำ  
11.3  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน  ำดีของปลำ 

12.  กำรเตรียมเพลเลตต้นแบบจำกเชื อ Bacillus subtilis BS48 
12.1  กำรเตรียมสปอร์ของเชื อ B. subtilis BS48  
12.2  กำรเตรียมสูตรเพลเลต 
12.3  ศึกษำสมบัติทำงกำยภำพของเพลเลต 

13. ควำมสำมำรถของเชื อในกำรมชีีวิตรอดในสภำวะจ ำลองของทำงเดินอำหำรและช่องคลอด
ของคน 

13.1  กำรเตรียมเชื อส ำหรับกำรทดสอบ 
13.2  ควำมสำมำรถทนต่อน  ำย่อยในกระเพำะอำหำรจ ำลอง 
13.3   ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน  ำดี  

หน้า 
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ฉ 
 

สารบัญเรื่อง (ต่อ) 
 

13.4  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน  ำย่อยในล ำไส้เล็กจ ำลอง 
13.5  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน  ำในช่องคลอดจ ำลอง 
13.6  ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับเซลล์ผนังล ำไส้และเซลล์ช่องคลอดของคน 
13.7   ควำมสำมำรถในกำรยับยั งกำรยึดเกำะของเชื อก่อโรคในทำงเดินอำหำรและ

ช่องคลอด 
14. สถิติท่ีใช้ในกำรวิเครำะห ์
 
บทที่ 3 ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
1. ผลจำกกำรเก็บตัวอย่ำงดิน ตะกอนตมและสัตว์น  ำจำกป่ำพรุโต๊ะแดง จังหวัดนรำธิวำส 
2. ผลกำรแยกเชื อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. จำกดิน ตะกอนตมและทำงเดิน

อำหำรของสัตว์น  ำจำกป่ำพรุโต๊ะแดง  
3. ควำมสำมำรถในกำรยับยั งเชื อก่อโรคของปลำและของคนของเชื อ Lactobacillus spp. และ 

Bacillus pp. ท่ีแยกได้ 
4. กำรจ ำแนกเชื อ Lactobacillus spp. และ Bacillus sp. ด้วยกำรท ำ 16S rDNA sequencing 
5.  กำรศึกษำสำรออกฤทธิ์ในกำรยับยั งเชื อก่อโรคของ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8 

และ B. subtilis BS48 
6.  กำรศึกษำควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ 
7. ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับเมือกจำกทำงเดินอำหำรของปลำและเมือกท่ีติดตัวปลำ 

7.1 ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับเมือกจำกทำงเดินอำหำรของปลำและเมือกท่ีติด
ตัวปลำ 

7.2 ควำมสำมำรถในกำรแทรกตัวเข้ำไปในเมือกจำกทำงเดินอำหำรของปลำและ
เมือกท่ีติดตัวปลำ 

7.3  กำรทดสอบว่ำเชื อยึดเกำะกับเมือกของปลำแบบจ ำเพำะเจำะจงหรือไม่ 
7.4  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรแย่งกำรยึดเกำะกับเมือกของปลำกบัเชื อก่อโรค

ในปลำ 
8.  ควำมสำมำรถในกำรเกำะกลุ่ม (co-aggregation) กับเชื อก่อโรค 
9.  กำรทดสอบควำมไม่ชอบน  ำของผิวเซลล์ 
10.  ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงไบโอฟิล์ม 
11.  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อสภำพแวดล้อมท่ีรุนแรงในทำงเดนิอำหำรของปลำ 

11.1  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อ pH 2, pH 3, pH 5 และ pH 6 
11.2  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน  ำดีของปลำ 

12.  กำรเตรียมเพลเลตอำหำรปลำต้นแบบจำกเชื อ Bacillus subtilis BS48 
13.  กำรศึกษำศักยภำพของเชื อท่ีแยกได้ส ำหรับใช้เป็นโพรไบโอติกในคน 

13.1  ควำมสำมำรถทนต่อน  ำย่อยในกระเพำะอำหำรจ ำลอง 

หน้า 
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สารบัญเรื่อง (ต่อ) 
 

13.2  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อเกลือน  ำดี (bile salt) 
13.3  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน  ำย่อยในล ำไส้จ ำลอง  
13.4  ควำมสำมำรถในกำรทนน  ำในช่องคลอดจ ำลอง 
13.5  ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับ Caco-2 cell และ HeLa cell 
13.6.  ควำมสำมำรถในกำรยับยั งกำรยึดเกำะของเชื อก่อโรคในทำงเดินอำหำรและ

ช่องคลอด   
 

บทที่ 4 สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 
บทที่ 5 เอกสารอ้างอิง 
 
ประวัติผู้วิจัย 
 

หน้า 
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  สารบัญตาราง  

   หน้า 
ตารางที ่ 2.1 สูตรในกำรเตรียมเพลเลตของเชื อ Bacillus subitilis BS48 

 
26 

ตารางที ่ 3.1 ผลกำรแยกเชื อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. จำกดินและ
ตะกอนตม 50 ตัวอย่ำงและจำกสัตว์น  ำ 100 ตัวอย่ำง จำกป่ำพรุโต๊ะแดง 
จังหวัดนรำธิวำส ได้ Lactobacillus spp. 150 isolate และ Bacillus spp. 
122 isolate 
 

39 

ตารางที ่ 3.2 จ ำนวน isolate ของ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. ท่ีสำมำรถ
ยับยั งเชื อก่อโรคในปลำและเชื อก่อโรคในคนด้วย spot method (จ ำแนก
กลุ่มจำกขนำดของ inhibition zone)  
 

39 

ตารางที ่ 3.3 เปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนของ 16s rDNA เปรียบเทียบกับสำยพันธุ์ท่ี
ใกล้เคียงกับเชื อ Lactobacillus LS7 
 

41 
 

 
ตารางที ่ 3.4 เปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนของ 16s rDNA เปรียบเทียบกับสำยพันธุ์ที่

ใกล้เคียงกับเชื อ Lactobacillus LF8 
 

41 

ตารางที ่ 3.5 เปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนของ 16s rDNA เปรียบเทียบกับสำยพันธุ์ท่ี
ใกล้เคียงกับเชื อ Bacillus B48 
 

42 

ตารางที ่ 3.6 ปริมำณกรดแลคติกและกรดอะซีติกท่ีผลิตโดยเชื อ Lactobacillus 
pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum  LF8 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG ใน MRSB บ่มเพำะในสภำวะ anaerobe ท่ีอุณหภูมิ 37 
°C, 48 ชม. และ Bacillus subtilis  BS48 ท่ีเลี ยงใน BHIB บ่มเพำะท่ี
อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. และควำมสำมำรถในกำรสร้ำง hydrogen 
peroxide ของเชื อทั ง 3 ชนิด 
 

44 

ตารางที ่ 3.7 ผลของเอนไซม์ย่อยโปรตีนและควำมร้อนต่อสำรชีวภำพท่ีผลิตโดย 
Lactobacillus pentosus LS7, Lactobacillus plantarum LF8, Bacillus 
subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG ท่ีควำมเข้มข้น 50x 
ของควำมเข้มข้นตั งต้น  ต่อกำรยับยั งเชื อก่อโรคในปลำ Aeromonas 
hydrophila และ Streptococcus agalactiae 

45 
 
 
 
 
 
 



ฌ 
 

  สารบัญตาราง (ต่อ)  

   หน้า 
ตารางที ่ 3.8 แสดงค่ำควำมไวของเชื อ Lactobacillus pentosus LS7, Lactobacillus 

plantarum LF8 และ Bacillus subtilis BS48 ต่อยำปฏิชีวนะ 
 

46 

ตารางที ่ 3.9 แสดงระดับควำมไม่ชอบน  ำของผิวเซลล์ 
 

54 

ตารางที ่ 3.10 สมบัติทำงกำยภำพของเพลเลต 
 

61 

ตารางที ่ 3.11 จ ำนวนสปอร์ของ Bacillus subtilis BS48 ท่ีอยู่รอดในเพลเลตในสภำวะ
น  ำย่อยในกระเพำะอำหำรจ ำลอง 
 

63 
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  สารบัญรูป  

   หน้า 
รูปที่ 2.1 ตัวอย่ำงดิน (ก) และกำรเตรียมตัวอย่ำงดิน (ข) 

 
12 

รูปที่ 2.2 วิธีเก็บตัวอย่ำงจำกทำงเดินอำหำรของปลำ (ก-ง) 
 

13 

รูปที่ 2.3 กระบวนกำรเตรียมเพลเลตดว้ยวิธี extrusion – spheronization 
 

27 

รูปที่ 3.1 ลักษณะโคโลนีของเชื อ Lactobacillus  spp. บนอำหำรเลี ยงเชื อ de Man 
Rogosa and Sharpe agar  (ก),  รูปร่ำงของเชื อเป็นรูปแท่ง ติดสีแกรม
บวก (ข) 
 

38 

รูปที่ 3.2 ลักษณะโคโลนีของเชื อ Bacillus  spp.  บนอำหำร brain heart infusion 
agar (ก), รูปร่ำงของตัวเชื อเป็นรูปแท่ง ติดสีแดง และสปอร์ย้อมติดสีเขียว
จำกกำรย้อมสปอร์ (ข) 
 

38 

รูปที่ 3.3 Inhibition zone รอบ ๆ spot ของเชื อ Lactobacillus sp. (ก), และ Bacillus 
sp. (ข) ท่ีแยกได้จำกดินต่อเชื อ Aeromonas hydrophila จำกกำรทดสอบ
ฤทธิ์กำรยับยั งเชื อก่อโรคปลำด้วย spot method 
 

40 

รูปที่ 3.4 Inhibition zone ของสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพจำก Bacillus subtilis BS48 
ต่อเชื อก่อโรคในปลำ Aeromonas hydrophila 
 

45 

รูปที่ 3.5 ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะเมือกของปลำนิลของเชื อ Lactobacillus  
pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
และ Lactobacillus rhamnosus GG กับเมือกจำกล ำไส้และเมือกท่ีติดตัว
ปลำ 
 

48 

รูปที่ 3.6 ควำมสำมำรถในกำรแทรกตัวเข้ำไปในเมือกจำกล ำไส้ (ก), และเมือกท่ีติด
ตัวปลำ (ข) ของปลำนิลโดยเชื อ Lactobacillus  pentosus LS7, 
Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG 
 
 

49 
 
 
 
 
 
 
 



ฎ 
 

  สารบัญรูป (ต่อ)  

   หน้า 
รูปที่ 3.7 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะของเชื อ Lactobacillus  

pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
และ Lactobacillus rhamnosus GG กับเมือกจำกล ำไส้ของปลำนิล bovine 
serum albumin และพื นผิวท่ีเป็น polystyrene  
 

50 

รูปที่ 3.8 ควำมสำมำรถในกำรยับยั งกำรเกำะของเชื อ   Aeromonas hydrophila (ก), 
และเชื อ Streptococcus agalactiae (ข), ด้วยกลไก competitive exclusion 
ของ Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, 
Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG บนเมือกจำก
ล ำไส้ของปลำนิล, * =  p < 0.05 เปรียบเทียบกับ HA เดี่ยว ๆ หรือ SA 
เดี่ยว ๆ 
 

52 

รูปที่ 3.9 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ควำมสำมำรถในกำรเกิดกำรเกำะกลุ่มของเชื อ 
Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus 
subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG กับเชื อก่อโรคของปลำ 
Aeromonas hydrophila และ Streptococcus agalactiae, * =  p < 0.05 
เปรียบเทียบกับ LS7 และ GG 
 

53 

รูปที่ 3.10 กำรเกิดกำรเกำะกลุ่ม (co-aggregation) ของ Lactobacillus  pentosus LS7 
กับเชื อก่อโรคในปลำ Aeromonas hydrophila  
 

54 

รูปที่ 3.11 ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงไบโอฟิล์มของเชื อ Lactobacillus  pentosus LS7, 
Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG, เชื อท่ีมีค่ำ OD สูงแสดงว่ำสร้ำงไบโอฟิล์มได้ดี  * =  p < 
0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ GG, * * =  p < 0.05 เปรียบเทียบกับ LF8 และ 
GG (วัดค่ำ OD ท่ีควำมยำวคลื่น 600  นำโนเมตร)  

55 

รูปที่ 3.12 ควำมสำมำรถในกำรทนต่อ pH 2, pH 3, pH 5 และ  pH 6 ของ 
Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus plantarum LF8, Bacillus 
subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG, * =  p < 0.05 
(เปรียบเทียบกับจ ำนวนเชื อเริ่มต้น)  
 

56 
 
 
 
 
 



ฏ 
 

  สารบัญรูป (ต่อ)  

   หน้า 
รูปที่ 3.13 ควำมสำมำรถในกำรมีชีวิตรอดของเชื อ Lactobacillus  pentosus LS7, 

Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG ใน 10% (v/v) น  ำดีของปลำนิล  
 

57 

รูปที่ 3.14 ตัวเชื อ (vegetative cell) และสปอร์ของเชื อ (endospore) ของ Bacillus 
subtilis BS48 จำกกล้องจุลทรรศน์ก ำลังขยำย 10X100 เท่ำ 
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รูปที่ 3.15 สปอร์ของเชื อ Bacillus subtilis BS48 ในน  ำเกลือ 
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รูปที่ 3.16 ลักษณะของเพลเลตในแตล่ะสตูรต ำรับ (ต่ำงก ำลังขยำย)  
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รูปที่ 3.17 ลักษณะพื นผิวของเพลเลตภำยใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน (ต่ำงก ำลัง 
ขยำย)  
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รูปที่ 3.18 ควำมสำมำรถในกำรลอยน  ำของเพลเลตสูตรต่ำงๆ เมื่อเวลำผ่ำนไป 30 นำที 
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รูปที่ 3.19 ควำมสำมำรถในกำรลอยน  ำของเพลเลตท่ีเวลำต่ำง ๆ 
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รูปที่ 3.20 ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน  ำย่อยในกระเพำะอำหำรจ ำลอง pH 2, pH 3 
และ pH 4 ของ Lactobacillus  pentosus LS7,  Lactobacillus plantarum 
LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG, * =  p < 
0.05 (เปรียบเทียบกับจ ำนวนเชื อเริ่มต้น) 
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รูปที่ 3.21 ควำมสำมำรถในกำรมีชีวิตรอดในน  ำดี (0.3% w/v oxgall) ของเชื อ 
Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus 
subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG * =  p < 0.05 
(เปรียบเทียบกับจ ำนวนเชื อเริ่มต้น) 
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รูปที่ 3.22 ควำมสำมำรถในกำรมีชีวิตรอดในน  ำย่อยจ ำลองของล ำไส้ของคน pH 6.8 
ของเชื อ Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, 
Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG  
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รูปที่ 3.23 ควำมสำมำรถในกำรมีชีวิตรอดในน  ำในช่องคลอดจ ำลองของคน ของเชื อ 
Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus 
subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG  
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สารบัญรูป (ต่อ) 
   หน้า 

รูปที่ 3.24 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะของเชื อ Lactobacillus  
pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
และ Lactobacillus rhamnosus GG กับ Caco-2 cell, *= p<0.05 
(เปรียบเทียบกับ LS7 และ GG) 
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รูปที่ 3.25 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะของเชื อ Lactobacillus  
pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
และ Lactobacillus rhamnosus GG กับ HeLa cell * =  p < 0.05 
(เปรียบเทียบกับ LS7 และ GG)  
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รูปที่ 3.26 กำรยึดเกำะของเชื อ Lactobacillus  pentosus LS7 กับ Caco-2 cell (ภำพ
จำกกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน, SEM)  
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รูปที่ 3.27 กำรยึดเกำะของเชื อ Lactobacillus  pentosus LS7 กับ HeLa cell (ภำพ
จำกกล้อง inverted microscope)  
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รูปที่ 3.28 กำรยับยั งกำรยึดเกำะของเชื อ Escherichia coli ของ Lactobacillus  
pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
และ Lactobacillus rhamnosus GG กับ Caco-2 cell,  * =  p < 0.05 
(เปรียบเทียบกับกำรยึดเกำะของ E. coli เดี่ยว ๆ)  

71 

รูปที่ 3.29 กำรยับยั งกำรยึดเกำะของเชื อ Gardnerella vaginalis ของ Lactobacillus  
pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
และ Lactobacillus rhamnosus GG กับ HeLa cell ,  * =  p < 0.05 
(เปรียบเทียบกับกำรยึดเกำะของ G. vaginalis เดี่ยว ๆ)  
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สัญลักษณ์และค้าย่อ 
 

ATCC American Type Culture Collection 
BSA Bovine serum albumin 
CFU Colony forming unit 
DNA Deoxyribonucleic acid 
PBS Phosphate buffer saline  
PCR Polymerase chain reaction 
rpm Round per minute 
ng Nanogram 
IU International Unit 

l Microliter 
g Microgram 
m Micrometer 
mole Micromole  
°C Degree Celsius 
ชม. ชั่วโมง 
มก. มิลลิกรัม 
มคก. ไมโครกรัม 
มล. มิลลิลิตร 
มคล. ไมโครลิตร 

  
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
BHIA Brain heart infusion agar 
BHIB Brain heart infusion broth 
DSM Difco sporulation medium 
MHA Mueller-Hinton agar 
MHB Mueller-Hinton broth 
MRSA de Man Rogosa and Sharpe agar 
MRSB de Man Rogosa and Sharpe broth 
SCDB Soybean-casein digest broth 
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สัญลักษณ์และค้าย่อ (ต่อ) 
 

เชื้อจุลินทรีย์ 
 
A. hydrophila  Aeromonas hydrophila 
E. coli  Esherichia coli 
G. vaginalis   Gardnerella vaginalis 
L. pentosus LS7 Lactobacillus pentosus LS7 
L. pantarum LF8 Lactobacillus plantarum LF8 
L. rhamnosus GG  Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) 
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
S. aureus   Staphylococcus aureus   
S. agalactiae  Streptococcus agalactiae 
S. sonnei  Shigella sonnei 
S. Typhimurium S. Typhimurium 
V. Cholerae  Vibrio cholerae 
 

-----------------------------------



บทที่ 1 
บทน้า 

 
ความส้าคัญและที่มาของปัญหาที่ท้าการวิจัย 

ประเทศไทยเป็นแหล่งทรัพยำกรธรรมชำติทำงอำหำรที่อุดมสมบูรณ์ และมีอุตสำหกรรมกำร
เพำะเลี ยงสัตว์น  ำที่เจริญก้ำวหน้ำท ำให้ประเทศไทยเป็นแหล่งวัตถุดิบที่ใช้ผลิตอำหำรที่ส ำคัญแห่งหนึ่ง
ของโลก แต่ละปีจะมีรำยได้จำกกำรส่งออกสัตว์น  ำจำกธรรมชำติ และสัตว์น  ำที่เพำะเลี ยงโดยเฉพำะ
ปลำและกุ้งเป็นจ ำนวนเงินหลำยพันล้ำนบำท อย่ำงไรก็ตำมอุตสำหกรรมกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำยัง
ประสบปัญหำในหลำยด้ำน ซึ่งส่งผลต่อกำรส่งออกสินค้ำและเศรษฐกิจของประเทศ  ปัญหำส ำคัญของ
กำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำอย่ำงหนึ่งคือ กำรเกิดโรคติดเชื อในสัตว์ ซึ่งมีสำเหตุมำจำกหลำยปัจจัย เช่น กำร
เลี ยงสัตว์ที่หนำแน่นเกินไป มีสำรอินทรีย์ที่หลงเหลือจำกอำหำรที่ให้สัตว์กินสะสมอยู่ในน  ำจ ำนวนมำก 
เกิดควำมไม่สมดุลกันระหว่ำงเชื อจุลินทรีย์ในตัวสัตว์และจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม ท ำให้เชื อก่อโรคหรือ
เชื อฉวยโอกำส (opportunistic bacteria) เพิ่มจ ำนวนมำกขึ น ท ำให้สัตว์ล้มป่วยหรือตำย (Austin et 
al., 1995)  เชื อก่อโรคในสัตว์น  ำหรือในปลำที่พบบ่อยได้แก่เชื อแบคทีเรียแกรมลบ เช่น Aeromonas 
hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptococcus agalactiae, Yersinia ruckeri และ Vibrio 
anquillarum  (Balcázar et al., 2008) เชื อ Aeromonas hydrophila เป็นเชื อก่อโรคที่ส ำคัญ ท ำให้
ปลำเกิดเป็นแผลที่ล ำตัว เกล็ดหลุด เม็ดเลือดแตกตำมจุดต่ำง ๆ และเกิดกำรติดเชื อในกระแสเลือด 
โรคที่เกิดจำกเชื อชนิดนี พบได้ทั่วโลกและท ำให้เกิดกำรสูญเสียทำงเศรษฐกิจจ ำนวนมำก (Austin and 
Austin, 1999) นอกจำกนี พบว่ำในปลำน  ำจืดสำมำรถพบเชื อโรคของคนอยู่ในทำงเดินอำหำรได้ เช่น 
เชื อ Aeromonas caviae, Aeromonas jandaei, Aeromonas sobria, Aeromonas veronii, 
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella spp. และ Staphylococcus aureus (Sugita 
et al., 1996) กำรใช้ยำปฏิชีวนะในกำรป้องกัน และรักษำโรคติดเชื อในกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำในระดับ
อุตสำหกรรมเป็นสิ่งที่ท ำกันอย่ำงแพร่หลำย และยังนิยมใช้ยำปฏิชีวนะเพื่อกระตุ้นกำรเจริญเติบโต
ของสัตว์อีกด้วย (Van den Bogaard and Stobberingh, 2000) พบว่ำยำปฏิชีวนะหลำยชนิดสำมำรถ
กระตุ้นกำรเจริญเติบโตของสัตว์บกและสัตว์น  ำได้ดี (Wierup, 2001; Phillips, et al., 2004) อย่ำงไรก็
ตำมกำรใช้ยำปฏิชีวนะในทำงเกษตรกรรมและกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำกันอย่ำงกว้ำงขวำงท ำให้เกิดเชื อ
โรคที่ดื อยำขึ น เนื่องจำกยีนดื อยำของเชื ออยู่บนพลำสมิด (plasmid) ของแบคทีเรียและสำมำรถถ่ำย
ถอดไปยังแบคทีเรียอื่น ๆ ได้โดยเฉพำะเชื อที่ก่อโรคเม่ือมีโรคติดเชื อที่ดื อยำขึ นกับคนหรือสัตว์ท ำให้
กำรใช้ยำปฏิชีวนะรักษำโรคไม่ได้ผล ซึ่งจะเป็นอันตรำยและเกิดควำมเสียหำยขึ นอย่ำงมำกทั งในทำง
กำรแพทย์และทำงเกษตรกรรม (Schwarz et al., 2001; Akinbowale et al., 2006) ปัญหำของเชื อดื อ
ยำเห็นได้ชัดในอุตสำหกรรมกำรเลี ยงกุ้งทั่วโลกโดยเฉพำะอุตสำหกรรมกำรเลี ยงกุ้งในประเทศไทย 
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เนื่องจำกมีกำรเพำะเลี ยงกุ้งกันเป็นจ ำนวนมำก มีกำรใช้ยำปฏิชีวนะที่ไม่ถูกวิธีหรือใช้มำกเกินควำม
จ ำเป็น ท ำให้เชื อเกิดกำรดื อยำและไม่สำมำรถรักษำโรคติดเชื อด้วยยำปฏิชีวนะได้ ท ำให้อุตสำหกรรม
กำรเลี ยงกุ้งต้องขำดทุนจ ำนวนมำก (Karunasagar et al., 1994; Moriarty, 1999) พบว่ำผลผลิตกุ้ง
ของไทยลดลงประมำณ 40% จำกปี พ.ศ. 2537 ถึง พ.ศ. 2543  เนื่องจำกมีกำรระบำดของเชื อ
แบคทีเรียและเชื อไวรัสในกุ้ง จำกผลของอันตรำยที่เกิดจำกเชื อที่ดื อยำปฏิชีวนะท ำให้องค์กร และ
ประเทศต่ำง ๆ ทั่วโลก เช่น สหภำพยุโรป (EU) ประเทศสหรัฐอเมริกำได้ออกกฎหมำยในกำรใช้ยำ
ปฏิชีวนะในกำรเลี ยงสัตว์อย่ำงเข้มงวด (Delsol et al., 2005; Nawaz et al., 2001) สหภำพยุโรปได้
ออกกฎห้ำมใช้ยำปฏิชีวนะหลำยชนิด เช่น avoparcin, virginiamycin, spiramcin, tylosin และ 
bacitracin ผสมลงในอำหำรสัตว์เพื่อกระตุ้นกำรเจริญเติบโตของสัตว์ (Delsol et al., 2005) ใน
ประเทศไทยมีกำรห้ำมใช้ chloramphenicol ในกำรเลี ยงสัตว์ตั งแต่ปี พ.ศ. 2548 แต่พบว่ำสหภำพ
ยุโรปตรวจพบยำปฏิชีวนะนี ในสัตว์น  ำที่น ำเข้ำจำกประเทศไทย เป็นผลให้สหภำพยุโรปต้องยกเลิก
กำรน ำเข้ำกุ้งจำกประเทศไทยเป็นกำรชั่วครำว (Heckman, 2004) เนื่องจำกปัญหำกำรดื อยำของเชื อ
แบคทีเรียดังที่กล่ำวแล้ว ปัจจุบันผู้ประกอบกำรปศุสัตว์หรือกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำได้หันมำใช้
เชื อจุลินทรีย์ที่เป็นโพรไบโอติก (probiotic) มำทดแทนกำรใช้ยำปฏิชีวนะในกำรเลี ยงสัตว์ และก ำลัง
เป็นท่ีนิยมกันมำกขึ นเรื่อย ๆ (Veseeharan and Ramasamy, 2003) 

 ค ำว่ำโพรไบโอติก (probiotic) เป็นค ำมำจำกภำษำกรีก แปลว่ำเพื่อชีวิต (for life) (Gismondo 
et al., 1999) มีคนให้ค ำจ ำกัดควำมของค ำว่ำโพรไบโอติกมำกมำยแต่ที่นิยมน ำมำอ้ำงถึงคือค ำจ ำกัด
ควำมของ Fuller (1989) มีใจควำมว่ำ โพรไบโอติกคือ “เชื อจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตซึ่งเสริมกับอำหำรและมี
ประโยชน์ต่อเจ้ำบ้ำนโดยท ำให้เกิดสมดุลของเชื อจุลินทรีย์ในทำงเดินอำหำร” (“a live microbial feed 
supplement that beneficially affects the host animal by improving its intestinal microbial 
balance” โดยท่ัวไปแล้วประโยชน์ของโพรไบโอติกคือช่วยปรับสภำพสมดุลของเชื อประจ ำถิ่นใน
ทำงเดินอำหำร ยับยั งเชื อก่อโรค ช่วยส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกัน และช่วยสร้ำงสำรอำหำรที่มีประโยชน์
กับร่ำงกำย (Vaughan et al., 2002) ปัจจุบันนี คนนิยมบริโภคโพรไบโอติกในรูปของผลิตภัณฑ์อำหำร
สุขภำพ (functional food) กันเป็นจ ำนวนมำกเพื่อกำรมีสุขภำพที่ดี และนิยมน ำโพรไบโอติกมำใช้
ป้องกันหรือรักษำโรคในสัตว์ และช่วยเร่งกำรเจริญเติบโตในสัตว์ (Sullivan and Nord, 2002; Senok 
et al.,, 2005) 

 ในกำรค้นหำเชื อโพรไบโอติกส ำหรับใช้ในกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำ มีบำงส่วนที่ต้องค ำนึงถึงคือ 
สัตว์น  ำมีควำมสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสิ่งแวดล้อมคือน  ำ ซึ่งเชื อก่อโรคที่อยู่ในน  ำสำมำรถเข้ำไปสู่ร่ำงกำย
ของสัตว์และเพิ่มจ ำนวนในตัวสัตว์ได้โดยตรง เชื อสำมำรถเข้ำสู่ร่ำงกำยสัตว์ได้จำกกำรกินอำหำรและ
กำรหำยใจผ่ำนเหงือกอยู่ตลอดเวลำ (Hansen and Olafsen, 1999; Verschuere et al., 2000) ซึ่ง
ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงสัตว์บกกับสิ่งแวดล้อมรอบตัวจะมีควำมแตกต่ำงกับสัตว์น  ำ ดังนั นจึงได้มีกำร
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ปรับปรุงค ำจ ำกัดควำมของค ำว่ำโพรไบโอติกเสียใหม่เพื่อให้เหมำะกับกำรน ำมำใช้กับสัตว์น  ำ  
Verschuer และ คณะ (2000) ได้เสนอว่ำโพรไบโอติกคือ “เชื อจุลินทรีย์ที่มีชีวิตที่เป็นตัวเสริมท ำให้
เกิดประโยชน์ต่อเจ้ำบ้ำนโดยเข้ำไปจัดกำรสภำพควำมเป็นอยู่ของเชื อจุลินทรีย์ในตัวเจ้ำบ้ำนและ
สิ่งแวดล้อม ปรับปรุงและส่งเสริมอำหำรให้มีคุณค่ำยิ่งขึ น เพิ่มกำรตอบสนองของเจ้ำบ้ำนต่อเชื อก่อ
โรค หรือไปพัฒนำสภำพแวดล้อมให้ดีขึ น”  

ได้มีกำรศึกษำเชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรีย (lactic acid bacteria) และน ำเชื อนี มำใช้เป็นโพร
ไบโอติกในคนและสัตว์มำช้ำนำน พบว่ำเชื อแลคติกแอซิดบำงสำยพันธุ์สำมำรถพบได้ในทำงเดิน
อำหำรของสัตว์น  ำที่มีสุขภำพดี (Ringø and Gatesoupe, 1998; Hagi et al., 2004) นอกจำกนี ยังมี
เชื ออื่น เช่น เชื อบำซิลลัส (Bacillus spp.) และเชื อยีสต์ ก็นิยมน ำมำใช้เป็นโพรไบโอติกในสัตว์น  ำ 
บำซิลลัสเป็นเชื อที่สร้ำงสปอร์ มีควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะได้ดี สำมำรถผลิตสำรยับยั งเชื อก่อโรค
คือ แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) ซึ่งเป็น เปปไทด์  และเชื อนี ยังช่วยกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันได้อีก
ด้วย (Barbosa et al., 2005) พบว่ำผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกของเชื อบำซิลลัสสำมำรถเพิ่มผลผลิตของ
กำรเลี ยงกุ้งได้ดีเทียบเท่ำกับกำรใช้ยำปฏิชีวนะ (Decamp and Moriarty, 2006) และยังมีกำรน ำเชื อ
ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae มำใช้ในกำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรเพิ่มภูมิคุ้มกันและผลิตสำร
ยับยั งเชื อก่อโรคในสัตว์น  ำด้วยเช่นกัน (Van der Aa Kühle et al., 2005)  

มีงำนวิจัยที่ได้แสดงให้เห็นว่ำ เชื อโพรไบโอติกมีผลต่อสัตว์น  ำในด้ำนต่ำง ๆ เช่น ช่วยผลิต
เอนไซม์ในกำรย่อยอำหำร เพิ่มระบบภูมิคุ้มกัน แย่งเชื อก่อโรคจับกับรีเซฟเตอร์ (receptor) ในทำง
เดินอำหำร หรือแย่งอำหำรกับเชื อก่อโรค จำกกำรศึกษำของ Baijagi และ คณะ (2004) พบว่ำเม่ือให้
เชื อ Bacillus subtilis และ Bacillus circulans ลงในอำหำรปลำที่มีใบพืชเป็นส่วนประกอบเพื่อเลี ยง
ปลำ Labeo rohita พบว่ำท ำให้เชื อบำซิลลัสในทำงเดินอำหำรของปลำเพิ่มขึ น กำรเจริญเติบโตของ
ปลำเพิ่มขึ น อัตรำกำรเปลี่ยนแปลงสำรอำหำร (feed conversion ratio) ก็เพิ่มขึ นด้วย ซึ่งผู้วิจัยได้
อธิบำยว่ำอำจจะเป็นเพรำะบทบำทของเอนไซม์ย่อยเซลลูโลส (cellulolytic enzyme) และ เอนไซม์
ย่อยแป้ง (amylolytic enzyme) ที่เชื อนี ปล่อยออกมำนอกเซลล์ กำรศึกษำกำรแย่งกันจับรีเซฟเตอร์
ของเชื อโพรไบโอติกกับเชื อก่อโรค มีข้อมูลสนับสนุนจำกกำรท ำวิจัยจ ำนวนมำก Vine และ คณะ 
(2004) ได้ท ำกำรทดลองใช้เชื อโพรไบโอติก 5 สำยพันธุ์กับเชื อก่อโรค 2 สำยพันธุ์แย่งจับกับรีเซฟ
เตอร์ท่ีเมือกในทำงเดินอำหำรของปลำ พบว่ำเมื่อมีเชื อโพรไบโอติกยึดเกำะอยู่ที่เมือกของปลำอยู่ก่อน
จะสำมำรถยับยั งกำรยึดเกำะของเชื อก่อโรคได้ นอกจำกนี ยังมีรำยงำนที่แสดงให้เห็นว่ำโพรไบโอ
ติกสำมำรถแย่งอำหำรและแหล่งพลังงำนกับเชื อก่อโรคได้ดี ท ำให้เชื อก่อโรคถูกยับยั งหรือถูกก ำจัดไป 
(Rico-Mora et al., 1998; Verschuere et al., 1999)    เชื อโพรไบโอติกยังช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกันของ
สัตว์น  ำ จำกกำรศึกษำของ Itami และ คณะ (1998) ได้น ำเปปติโดกลัยแคน (peptidoglycan) ที่สกัด
ได้จำกเชื อ Bifidobacterium thermophilum มำให้กุ้ง Kuruma กิน แล้วใส่เชื อโรค Vibrio penaeicida 
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ลงไป พบว่ำสำมำรถเพิ่มอัตรำกำรรอดชีวิตของกุ้งได้ ซึ่งผู้ท ำกำรทดลองได้อธิบำยว่ำมีสำเหตุมำ
จำกเปปติโดกลัยแคนไปกระตุ้นภูมิคุ้มกันของกุ้ง ท ำให้เซลล์แกรนูโลซัย (granulocytes) มีจ ำนวน
เพิ่มขึ นและเพิ่มอัตรำกำรจับกินเชื อโรคได้มำกกว่ำเซลล์แกรนูโลซัยของกุ้งที่ไม่ได้รับเปปติโตกลัยแคน 

นอกจำกนี มีกำรทดลองใส่เชื อโพรไบโอติกลงในถังฟักไข่ของปลำทะเล พบว่ำอัตรำกำรรอด
ของตัวอ่อน ขนำดและกำรเจริญเติบโตของตัวอ่อนจะดีกว่ำไข่ที่ไม่ได้ใส่โพรไบโอติก ไข่ปลำที่ฟักรวม
กับโพรไบโอติกจะมีเชื อแบคทีเรียอื่นมำเจริญที่ไข่ปลำและแย่งอำหำรได้น้อยกว่ำไข่ที่ไม่มีโพรไบโอติก 
(Kennedy et al., 1998) Gilberg และ คณะ (1997) ได้น ำเชื อ Carnobacterium divergens ซึ่งเป็น
เชื อในกลุ่มแลคติกแอซิดแบคทีเรียที่แยกมำจำกทำงเดินอำหำรของคนมำให้ปลำ cod fry กิน แล้วใส่
เชื อโรค Vibrio anquillarum ลงไป พบว่ำปลำสำมำรถเพิ่มควำมต้ำนทำนต่อเชื อโรคได้ดี และเม่ือ
สิ นสุดกำรทดลองปลำที่มีชีวิตรอดจะมีเชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียเจริญอยู่ในทำงเดินอำหำรจ ำนวน
มำก Veseeharan และ Ramasamy (2003) ได้ศึกษำกำรเลี ยงกุ้งกุลำด ำ (Panaeus monodon) โดย
ให้กุ้งกินเชื อบำซิลลัส จำกผลที่ได้ผู้วิจัยได้ให้ควำมเห็นว่ำกำรใช้เชื อบำซิลลัสในกำรเลี ยงกุ้งสำมำรถ
ทดแทนกำรใช้ยำปฏิชีวนะได้ และกำรศึกษำของ Rengpipat และ คณะ (2003) โดยให้กุ้งกุลำด ำกิน
อำหำรเสริมที่มีเชื อไพรไบโอติกบำซิลลัส (BS11) พบว่ำกุ้งที่ได้รับโพรไบโอติกจะมีอัตรำกำรรอดชีวิต
และอัตรำกำรเจริญเติบโตได้ดีกว่ำกุ้งที่ไม่ได้รับโพรไบโอติก 

 
แลคติกแอซิดแบคทีเรีย (Lactic acid bacteria) 

 แลคติกแอซิดแบคทีเรีย เป็นเชื อแกรมบวก (Gram-positive) ไม่เคลื่อนที่และไม่สร้ำงสปอร์ 
พบได้ในอำหำรหมักดองและผลิตภัณฑ์นม ซึ่งกำรใช้เชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียมำผลิตนมเปรี ยว
หรือโยเกิร์ตเพื่อใช้เป็นอำหำรมีมำเป็นเวลำนับพันปี แลคติกแอซิดแบคทีเรียจัดเป็นเชื อในกลุ่มที่
ปลอดภัย (Generally Recogniazed as Safe, GRAS) นอกจำกนี เชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียยังเป็น
เชื อประจ ำถิ่น (normal flora) ในทำงเดินอำหำรและในช่องคลอดของคน ในทำงเดินอำหำรของสัตว์ 
และในพืช  เชื อในกลุ่มนี สำมำรถหมักน  ำตำลกลูโคสและน  ำตำลบำงชนิดให้ได้กรดแลคติก ( lactic 
acid) เชื อในกลุ่มนี มีหลำยจีนัส ได้แก่ Lactobacilli, Pediococci, Bifidobacteria และ Enterococci มี
เชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียหลำยสำยพันธุ์ที่ได้รับกำรคัดเลือกมำใช้เป็นโพรไบโอติกในคนและสัตว์ 
เช่น Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus 
faecium และมีกำรใช้เชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียเป็นโพรไบโอติกในกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำซึ่งได้ผลดี 
(Verschuere et al., 2000)  
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บาซิลลัสสปีซีส์ (Bacillus spp.) 

 แบคทีเรียในจีนัสบำซิลลัส เป็นเชื อแกรมบวก (Gram-positive) รูปแท่ง พบได้ในดิน เชื อบำง
สำยพันธุ์ได้รับกำรคัดเลือกมำใช้เป็นโพรไบโอติกของสัตว์ (Alexopoulos et al., 2004) เนื่องจำกเชื อ
บำซิลลัสสำมำรถสร้ำงสปอร์ได้ท ำให้เชื อมีชีวิตรอดและทนต่อสภำพแวดล้อมได้ดี และสำมำรถน ำมำ
เตรียมให้อยู่ในรูปของอำหำรสัตว์ได้ง่ำย ในระหว่ำงกำรเลี ยงเชื อสำมำรถท ำให้เชื อผลิตสปอร์ได้ใน
ปริมำณที่สูง ได้ผลิตภัณฑ์ของเชื อที่มีคุณภำพดี เม่ือกินสปอร์ของเชื อเข้ำไปสปอร์สำมำรถเจริญเป็น
ตัวเซลล์ มีกำรน ำเชื อ Bacillus subtilis  มำใช้เป็นโพรไบโอติกในกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำ และสัตว์บก 
เพื่อใช้ป้องกันและรักษำโรค (Farzanfar, 2006)  เนื่องจำกเชื อบำซิลลัสไม่สร้ำงโคโลนีในทำงเดิน
อำหำรจึงจัดเป็นเชื อในกลุ่ม transient flora เชื อบำซิลลัสมีศักยภำพสูงที่สำมำรถช่วยกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันในทำงเดินอำหำรได้ดี (Sanders et al., 2003) กำรงอกของสปอร์ของเชื อบำซิลลัสจะ
เกิดขึ นในที่ที่มีอำหำร น  ำ อุณหภูมิ และ pH ที่พอเหมำะ สปอร์ของเชื อบำซิลลัสที่ใช้เป็นโพรไบโอติก
ควรงอกเป็นตัวเซลล์ได้ดีในทำงเดินอำหำรของสัตว์ ขณะท่ีมีกำรงอกของสปอร์จะมีกระบวนกำรเมตำ
บอลิซึมเกิดขึ นมำกมำย สำรที่หลั่งออกมำจำกกำรงอกของสปอร์จะมีผลยับยั งเชื อก่อโรคได้ 
 

เชื้อก่อโรคในปลาและเชื้อโพรไบโอติกที่เก่ียวข้องในงานวิจัย 

Aeromonas hydrophila 
เป็นเชื อแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง สร้ำงเอนไซม์ออกซิเดส (oxidase positive) และทดสอบ

อินโดลให้ผลบวก (indole positive)  เคลื่อนท่ีโดยใช้ polar flagella พบในภูมิอำกำศแถบร้อน เจริญที่
อุณหภูมิต่ ำได้ (4 °C) อำศัยอยู่ในปลำน  ำจืด หรือน  ำกร่อย สำมำรถมีชีวิตอยู่ได้ทั งในสภำพ aerobe 
และ anaerobe ย่อยเจลลำติน และฮีโมโกลบินได้ สำมำรถทนต่อยำปฏิชีวนะหลำยชนิด               
A. hydrophila เป็นโรคของปลำและสัตว์ครึ่งบกครึ่งน  ำ (Hazen et al., 1978) และเป็นเชื อก่อโรคใน
คน เป็นโรคที่ก่อให้เกิดควำมเสียหำยทำงเศรษฐกิจมำกในกำรเลี ยงปลำดุก ปลำนิล กบ  และปลำน  ำ
จืดอื่น ๆ มักจะพบบ่อยในบ่อที่เลี ยงให้อำหำรสด หรือเลี ยงแบบผสมผสำน เชื อนี จะอำศัยอยู่ในแหล่ง
น  ำ โดยเฉพำะแหล่งน  ำที่มีสำรอินทรีย์สูง ควำมเครียดที่เกิดจำกควำมหนำแน่นในกำรเลี ยง กำรขนส่ง 
ปริมำณออกซิเจนทีต่่ ำ กำรให้อำหำรทีไม่ดี ล้วนเป็นสำเหตุเหนี่ยวน ำให้ปลำติดเชื อ  อำกำรที่
แสดง ออก และลักษณะรอยโรคมีควำมหลำกหลำย แต่อำกำรที่ปรำกฏร่วมกันในกำรติดเชื อแต่ละ 
serotype คือ อำกำรมีเลือดออก (hemorrhage) ที่ผิวหนัง ช่องปำก และกล้ำมเนื อซึ่งมักเกิดร่วมกับ
กำรมีแผลหลุมที่ชั น  epidermis บำงครั งอำจพบลักษณะเป็นแผลหลุมลึก (furunculosis) เหมือนกับ
รอยโรคที่เกิดจำก A. salmonicida   นอกจำกนี มักพบอำกำรตำโปน (exophthalmus) และ ท้องมำร 
(ascites) ได้   อำกำรอื่น ๆ  ที่อำจพบได้แก่  อำกำร เกล็ดตั ง ท้องกำง ครีบเปื่อย (fin  rod)   เม่ือผ่ำ
ซำกจะพบม้ำมโต ไตบวม  และเม่ือท ำกำรตรวจอวัยวะต่ำงๆ  ของสัตว์ที่ติดเชื อทำงจุลพยำธิวิทยำมัก
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พบจุดเนื อตำย หลำยบริเวณที่ม้ำม ตับ ไต และหัวใจ ซึ่งจะพบไปพร้อม ๆ กับกำรปรำกฏของ
แบคทีเรียรูปแท่ง เชื อ A. hydrophila สำมำรถติดต่อสู่คนได้โดยท ำให้เกิดอำกำรต่ำงๆ  ในคนได้แก่ 
myonecrosis, cellulitis และ  ecthyma gangrenosum (ชนกันต์ จิตมนัส, 2556) 
 

Streptococcus agalactiae 
 เป็นเชื อแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่ำงกลม มักเรียงตัวต่อกันเป็นสำยโซ่ สำมำรถ สร้ำง
สำรพิษเบตำฮีโมไลซิน (beta hemolysin) ท ำลำยเม็ดเลือดแดงได้ ชนิดของสัตว์น  ำที่ติดเชื อได้ ทั ง
ปลำน  ำจืดและปลำน  ำเค็ม จะพบโรคมำกใน ปลำนิล (tilapia)  ปลำ  hybrid striped bass และปลำ 
rainbow trout อำกำรและรอยโรค  เป็นอำกำรของโรคจำกกำรที่มีภำวะติดเชื อแบคทีเรียในกระแส
เลือด หลังจำกนั นในรำยติดเชื อเรื อรัง (chronic form) ส่วนใหญ่จะพบอำกำรของระบบประสำท 
(central nervous system) เนื่องจำกเป็นบริเวณที่เชื อเข้ำไปรุกรำนโดยส่วนใหญ่   อำกำรเฉียบพลัน 
(acute) ของกำรติดเชื อในกระแสเลือดได้แก่กำรมีจุดหรือปื้นเลือดออกที่ครีบต่ำง ๆ  ผิวหนัง และ 
serosal surface  บำงครั งอำจพบแผลหลุม (ulcer) ได้ ลักษณะทำงจุลพยำธิวิทยำจะพบ 
meningoencephalitis, polyserositis, epicarditis, myocarditis  และ  cellulitis นอกจำกนี ยังพบ
แบคทีเรียรูปร่ำงกลมจ ำนวน มำกที่บริเวณต่ำง ๆ  ดังกล่ำวด้วย  ในรำยเรื อรังมักพบ granulomas 
หรือ granulomatous มีงำนวิจัยหลำยชิ นที่ก ำลังพัฒนำวัคซีนเพื่อป้องกันโรคติดเชื อชนิดนี  นิลุบล กิจ
อ้นเจริญ และ คณะ(2549) ทดลองใช้วัคซีนเชื อตำยกับปลำนิลที่เลี ยงไว้ในกระชังในแม่น  ำชี จ.
มหำสำรคำม พบว่ำปลำท่ีได้รับวัคซีนมีอัตรำกำรตำยต่ ำกว่ำปลำที่ไม่ได้รับวัคซีน 
 

Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 

 L. rhamnosus GG แยกครั งแรกจำกอุจจำระของคนสุขภำพดีโดย S. Gorbach และ Goldin 
ในปี ค.ศ. 1985 (Gorbach, 2000) และจำกกำรศึกษำพบว่ำใช้รักษำผู้ป่วย colitis ได้ผลดี (Gorbach 
et al., 1987) สำมำรถสร้ำงโคโลนีในทำงเดินอำหำรของสัตว์ฟันแทะได้ (Banasaz et al., 2002) และ
ทำงเดินอำหำรของคน (colonic mucosa) (Alander et al., 1999) กำรเกำะของเชื อที่ mucosa ท ำให้
เกิดกำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันให้สร้ำง mucosal IgA และท ำให้เกิดกำร uptake antigen ที่ 
Payer’s Patches (Gorbach, 2000) L. rhamnosus GG เป็นเชื อโพรไบโอติกที่ได้รับกำรศึกษำทำง
คลินิกอย่ำงแพร่หลำย เชื อนี สำมำรถเกำะกับเซลล์ในทำงเดินอำหำรของคน และสำมำรถอยู่ใน
ทำงเดินอำหำรของคนสุขภำพดีได้นำนกว่ำ 1 สัปดำห์เมื่อได้รับเชื อโดยกำรกิน (Alader et al., 1999) 
สำมำรถสร้ำงไบโอฟิล์มบนพื นผิวที่ไม่ใช้พื นผิวชีวภำพ เช่น polystyrene ซึ่งคุณสมบัติต่ำง ๆ จะมีผล
มำจำกอำหำรเลี ยงเชื อ และสภำวะท่ีใช้ และสภำวะของทำงเดินอำหำร เช่น pH ควำมดันออสโมติกที่
สูง กำรมีหรือไม่มีน  ำดี หรือ มิวซิน (mucin) ร่วมด้วย เชื อสำมำรถสร้ำงไบโอฟิล์มได้เมื่อเลี ยงใน de 
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Man Rogosa and Sharpe broth (MRSB) ที่ไม่มีกลูโคสเป็นแหล่งคำร์บอน และเม่ือมีมิวซินร่วมด้วย
ควำมสำมำรถในกำรเกำะจะเพิ่มขึ นถึง 20% ในทำงตรงก้นข้ำมถ้ำอยู่ใน pH ที่ต่ ำจะลดกำรสร้ำงไบโอ
ฟิล์ม (Lebeer et al., 2007) นอกจำกนี เชื อตัวอื่น เช่น  L. rhamnosus 183 ที่แยกมำจำกนมเมื่อ
น ำมำเลี ยงใน MRSB สำมำรถสร้ำงไบโอฟิล์มบนผิว polystyrene ได้ และสำมำรถยับยั งกำรเกำะของ
เชื อโรค คือ Escherichia coli และ Salmonella spp. ได้ดี (Bujnakova and Kmet,  2012) 
 

เพลเลต (Pellet) 

 ในกำรน ำส่งเชื อโพรไบโอติกให้ปลำนั นนิยมให้เชื อร่วมไปกับอำหำร โดยเตรียมอำหำรผสม
กับเชื อโพรไบโอติกแล้วเตรียมให้อยู่ในรูปของเพลเลตเพื่อให้ปลำกิน ซึ่งปลำจะได้รับอำหำรและได้รับ
โพรไบโอติกไปพร้อมกัน เพลเลตหมำยถึง มวลอนุภำคที่จับกลุ่มกัน มีรูปร่ำงค่อนข้ำงกลมหรือกลม 
เตรียมจำกสำรเคมีหลำกหลำย และมีกำรใช้ในอุตสำหกรรมต่ำงๆ ตัวอย่ำงเพลเลต ได้แก่ ปุ๋ย อำหำร
สัตว์ ยำเพลเลต เป็นต้น ในทำงทำงเภสัชกรรม เพลเลตหมำยถึงอนุภำคกลม ซึ่งมีขนำดระหว่ำง 200 
ไมโครเมตร ถึง 2 มิลลิเมตร  
 กำรเตรียมเพลเลตมีหลำยวิธี วิธีที่ได้รับควำมนิยมในอุตสำหกรรมคือ วิธีกลิ งให้กลม วิธีอัดให้
เป็นเส้นน ำมำตัดแล้วท ำให้กลม โดยใช้เครื่อง spheronizer นอกจำกนี สำมำรถเตรียมเพลเลตด้วยวิธี
พ่นแห้ง (spray dry) และแช่เยือกแข็ง (lyophilization) ส ำหรับเพลเลตที่ใช้เป็นอำหำรปลำ มีทั งชนิด
จมน  ำและชนิดลอยน  ำ โดยชนิดลอยน  ำ เรียกว่ำ floating pellet  จำกกำรศึกษำของ 
Wiwattanapatapee และคณะ (2004) พบว่ำส่วนประกอบส ำคัญที่ท ำให้เพลเลตมีคุณสมบัติลอยน  ำได้ 
คือ hydrogenated vegetable oil (HVO) เนื่องจำกน  ำมันพืชมีคุณสมบัติไม่ชอบน  ำ (hydrophobicity) 
และมีควำมหนำแน่นต่ ำกว่ำน  ำ (0.57 กรัม/มิลลิลิตร) และใช้ microcrystalline cellulose เป็นสำรก่อ
เพลเลต จำกกำรศึกษำของ Solomon และคณะ (2011) ได้ท ำให้เพลเลตลอยน  ำโดยกำรใส่ยีสต์ 
(Saccahromyces cerevisae) ลงในสูตรอำหำรปลำเพื่อให้เกิดกำรหมักของยีสต์กลำยเป็นก๊ำซ
คำร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ระหว่ำงกระบวนกำรผลิต เกิดเป็นรูพรุนภำยในเพลเลตส่งผลให้เพลเลต
ลอยน  ำได้ 
 
การคัดเลือกเชื้อส้าหรับใช้เป็นโพรไบโอติก 

 ทั งเชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียและเชื อบำซิลลัสมีสำยพันธุ์ของเชื ออยู่ในแต่ละกลุ่มเป็นจ ำนวน
มำก แต่มีเชื อเพียงบำงสำยพันธุ์เท่ำนั นที่สำมำรถแสดงคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกที่ดีได้ ดังนั นจึงต้อง
มีกำรคัดเลือกสำยพันธุ์ของเชื อที่เหมำะสม เชื อที่ใช้เป็นโพรไบโอติกนั นจะต้องเจริญเติบโตได้ดีใน
ทำงเดินอำหำรของสัตว์และถ้ำเป็นสัตว์น  ำเชื อจะต้องเจริญได้ดีในน  ำที่เป็นที่อยู่อำศัยของสัตว์น  ำ
เหล่ำนั นด้วย หลักกำรในกำรเลือกเชื อเพื่อใช้เป็นโพรไบโอติกได้แก่ 
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- สำมำรถผลิตสำรที่ใช้ยับยั งเชื อก่อโรค เช่น กรดแลคติก กรดไขมันสำยสั น (short chain 
fatty acids) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) และสำรประเภทโปรตีนคือแบคเทอริโอ
ซิน (bacteriocin) ซึ่งสำรเหล่ำนี อำจจะมีควำมสำมำรถในกำรท ำลำยเชื อโดยตรงหรือไปท ำให้
สภำพแวดล้อมไม่เหมำะสม เช่น ท ำให้มี pH ต่ ำมำกจนเชื อก่อโรคเจริญเติบโตไม่ได้ (Verschuere et 
al., 2000; Irianto and Austin, 2002) 

- ท ำให้เกิดประโยชน์กับสัตว์อย่ำงใดอย่ำงหนึ่ง เช่น ช่วยกระตุ้นท ำให้สัตว์เจริญเติบโตได้ดี 
โดยกำรสร้ำงสำรอำหำร วิตำมิน เช่น ไบโอติน (biotin) วิตำมินบี 12 ช่วยยับยั งเชื อก่อโรคท ำให้สัตว์มี
สุขภำพดี หรือช่วยเสริมระบบภูมิคุ้มกันท ำให้สัตว์สำมำรถต้ำนทำนโรคติดเชื อได้ดี (Fuller, 1992; 
Irianto and Austin, 2002) 

- สำมำรถมีชีวิตรอดและเจริญเติบโตในทำงเดินอำหำรของสัตว์น  ำได้เป็นเวลำยำวนำน
พอที่จะแสดงคุณสมบัติของโพรไบโอติกที่ดี (Verschuere et al., 2000) 

- มีควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับทำงเดินอำหำรของสัตว์น  ำได้ดี เชื อที่ยึดเกำะได้ก็จะท ำให้
สำมำรถสร้ำงโคโลนีขึ นในทำงเดินอำหำร เชื อเจริญเพิ่มจ ำนวนคลอบคลุมผนังล ำไส้ท ำให้เชื อก่อโรค
ไม่สำมำรถยึดเกำะที่ผนังล ำไส้ได้ และถูกก ำจัดออกไป (Fuller, 1992; Jöborn et al., 1997; 
Nikoskelainen et al., 2001). 

- เม่ือเตรียมเชื อให้อยู่ในรูปของผลิตภัณฑ์เพื่อให้กับสัตว์ เชื อควรมีชีวิตรอดได้ในขณะที่ผ่ำน
กระบวนกำรผลิต ในระหว่ำงที่เก็บ ระหว่ำงกำรขนส่ง และในขณะที่น ำไปใช้ (Fuller, 1992) 

- เชื อโพรไบโอติกจะต้องไม่เป็นเชื อที่ก่อโรคหรือมีพิษ ต้องไม่เป็นแหล่งของยีนที่ดื นยำที่
อำจจะแพร่กระจำยยีนดื อยำไปให้เชื อก่อโรค และไม่มีผลข้ำงเคียงกับสัตว์ที่ได้รับโพรไบโอติกนั น  
(Fuller, 1992). 

-  เชื อที่ใช้เป็นโพรไบโอติกควรแยกได้จำกสัตว์ชนิดเดียวกันหรืออยู่ในสิ่งแวดล้อมเดียวกันกับ
สัตว์ที่จะเอำโพรไบโอติกไปใช้ เนื่องจำกเชื อโพรไบโอติกจะเจริญได้ดีในสภำพที่เชื อเคยอยู่แต่เดิม 
(Alvandi et al., 2004) อย่ำงไรก็ตำมกำรใช้เชื อโพรไบโตติกกับสัตว์ที่ไม่ใช่แหล่งที่มำของเชื อก็มีผู้
นิยมน ำมำใช้มำกเช่นเดียวกัน ซึ่งจะต้องพิสูจน์ว่ำเชื อนั นยังคงแสดงคุณสมบัติของกำรเป็นโพรไบโอ
ติกที่ดีได้ 
 
ป่าพรุโต๊ะแดง (Tou Dang peat swamp forest) 

ป่ำพรุโต๊ะแดง เป็นป่ำพรุแหล่งสุดท้ำยที่เหลืออยู่ในประเทศไทย มีอำณำเขตติดสำมอ ำเภอ
ของจังหวัดนรำธิวำส คืออ ำเภอตำกใบ อ ำเภอสุไหงโกลก และอ ำเภอสุไหงปำดี มีพื นที่ทั งหมด
ประมำณ 192 ตำรำงกิโลเมตร ในบริเวณตรงกลำงป่ำพรุมีลักษณะเป็นป่ำทึบคิดเป็นพื นที่ประมำณ 
80 ตำรำงกิโลเมตร ป่ำพรุมีลักษณะเป็นพื นที่ต่ ำมีน  ำจืดขังอยู่มีต้นไม้ขึ นอยู่หนำแน่น มีซำกต้นไม้ 
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ใบไม้ ดินทับถมกันเป็นเวลำยำวนำน เกิดกระบวนกำรตำมธรรมชำติท ำให้ดินกลำยเป็นถ่ำนดินเลน 
(peat) ที่อุดมไปด้วยสำรอินทรีย์ มีลักษณะนุ่มสำมำรถซับน  ำได้ดี เนื่องจำกบริเวณนี อยู่ใกล้ทะเลใน
บำงช่วงในสมัยโบรำณจะมีน  ำเค็มจำกทะเลเข้ำมำขังอยู่ และท ำให้เกิดเป็นป่ำชำยเลน เม่ือน  ำทะเล
แห้งไปก็จะมีน  ำจืดมำขังแทนต้นไม้ป่ำชำยเลนก็ตำยทับถมกัน โครงสร้ำงของดินในป่ำพรุแห่งนี จึงมี
ลักษณะเป็นชั น 2-3 ชั นสลับกันระหว่ำงถ่ำนดินเลนและตะกอนดินจำกทะเล ดินส่วนล่ำงที่อยู่ลึกมีอำยุ
ประมำณ 6,000-7,000 ปี ดินที่ผิวหน้ำจะมีอำยุประมำณ 700-1,000 ปี ป่ำชำยเลนเป็นระบบนิเวศน์ที่
อุดมสมบูรณ์และมีควำมซับซ้อน มีพืชและสัตว์อำศัยอยู่จ ำนวนมำก ต้นไม้มีรำกที่แข็งแรง งอกแผ่
กระจำยไปประสำนกับรำกของต้นอื่น ท ำให้ช่วยพยุงล ำต้นที่มีขนำดใหญ่ให้อยู่ในดินโคลนและน  ำขัง
ได้ดี ท ำให้ต้นไม้ในป่ำพรุขึ นรวมกันเป็นกลุ่ม ๆ เม่ือต้นไม้ต้นหนึ่งล้มก็จะดึงเอำต้ นอื่น ๆ ที่อยู่
ใกล้เคียงล้มลงไปด้วย จำกกำรส ำรวจพบว่ำในป่ำพรุโต๊ะแดงมีพันธุ์ไม้ประมำณ 109 วงศ์ จ ำนวน 450 
ชนิดพืชไร้ดอกจ ำพวกเฟิร์นประมำณ 15 วงศ์ จ ำนวน 40 ชนิด พืชมีดอก เช่น ปำหนันช้ำง 
(Goniothalamus giganteus),  หลุมพี (Eleiodoxa conferta) และกะพ้อแดง (Licuala paludosa) พบ
สัตว์เลี ยงลูกด้วยนมหลำยชนิด บำงชนิดเป็นสัตว์ที่หำยำกใกล้สูญพันธุ์ เช่น เสือด ำ (Panthera 
pardus), แมวป่ำหัวแบน (Prionailurus planiceps), กระรอกบินแก้มแดง (Hylopetes spadiceus), 
นำกจมูกขน (Lutra sumatrana) เป็นต้น ภำยในป่ำพบนกอย่ำงน้อย 217 ชนิด ในจ ำนวนนี มีอยู่ 3 
ชนิดที่ได้รับกำรบันทึกว่ำเป็นสำยพันธุ์ที่ก ำลังถูกคุกคำมและเสี่ยงต่อกำรสูญพันธุ์ ได้แก่ นกตะกรุม 
(Leptoptilos dubius), นกฟินฟุท (Heliopais personata) และนกเปล้ำใหญ่ (Treron capellei) พบ
พันธุ์ปลำที่หำยำกและพบได้เฉพำะถิ่นในป่ำพรุแห่งนี  เช่น ปลำดุกล ำพัน (Clarias nieuhofii), ปลำกะ
แมะ (Chaca bankanensis), ปลำก้ำงพระร่วงป่ำพรุ (Kryptopterus macrocephalus), ปลำเข็มช้ำง 
(Hemiramphodon pogonog-nathus), ปลำกัดน  ำแดง (Betta pi) เป็นต้น (http://www.thai-
tour.com/eng/ narathiwat/ sirindhorn-peat-swamp-forest/) 

 เนื่องจำกป่ำพรุโต๊ะแดงมีควำมเป็นเอกลักษณ์เฉพำะตัวทั งภูมิศำสตร์และสิ่งมีชีวิตทั งพืชและ
สัตว์ คำดว่ำป่ำพรุโต๊ะแดงน่ำจะเป็นแหล่งของเชื อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์อยู่จ ำนวนมำกที่ยังไม่ได้รับ
กำรศึกษำค้นคว้ำ ดังนั นกำรค้นหำเชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียและเชื อบำซิลลัส จำกทำงเดินอำหำร
ของสัตว์น  ำ ดิน และตะกอนตมจำกป่ำพรุแห่งนี เพื่อใช้ประโยชน์ในกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำและอำจจะใช้
เป็นโพรไบโอติกของคนจึงนับเป็นสิ่งที่น่ำสนใจอย่ำงยิ่ง 

 เนื่องจำกเห็นว่ำขั นตอนกำรคัดเลือกเชื อโพรไบโอติกที่จะใช้ในสัตว์มีวิธีกำรใกล้เคียงกันกับ
กำรคัดเลือกเชื อโพรไบโอติกที่ใช้ในคน ดังนั นโครงกำรนี จึงขยำยงำนเพิ่มขึ นบำงส่วนเพื่อคัดแยก
เฉพำะเชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรียซึ่งอำจจะมีศักยภำพที่จะน ำมำใช้เป็นโพรไบโอติกในทำงเดินอำหำร
และในช่องคลอดของคน ในกำรเลือกเชื อส ำหรับใช้ในคนนั นมุ่งเน้นเชื อที่สำมำรถทนต่อสภำวะ
แวดล้อมในทำงเดินอำหำรได้ดี สำมำรถยึดเกำะและเจริญเติบโตและออกฤทธิ์ในทำงเดินอำหำรเพื่อ
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ยับยั งเชื อก่อโรค  ขณะเดียวกันเชื อแลคติกแอซิดแบคทีเรีย เช่น Lactobacillus spp. ก็เป็นเชื อประจ ำ
ถิ่นในช่องคลอดของคนซ่ึงจะคอยควบคุมเชื อก่อโรคต่ำง ๆ ในช่องคลอดไว้ ในบำงสภำวะเม่ือเชื อกลุ่ม
นี ลดลง ท ำให้เชื อก่อโรคเจริญเติบโตขึ นส่งผลให้เกิดกำรติดเชื อในช่องคลอด ปัจจุบันนี นอกจำกจะ
รักษำโรคติดเชื อในช่องคลอดด้วยยำปฏิชีวนะแล้วยังมีกำรให้โพรไบโอติกเพื่อใช้ในกำรป้องกันและ
รักษำโรคติดเชื อด้วย 
  
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพื่อคัดแยกเชื อแลคติกแอซดิแบคทีเรีย โดยเฉพำะ Lactobacillus spp. และเชื อบำซิลลัส 
สปีซีส์จำกทำงเดินอำหำรของสัตว์น  ำ ดิน และตะกอนตมท่ีได้จำกป่ำพรุโต๊ะแดง จังหวัดนรำธิวำส 

2. เพื่อศึกษำคุณสมบัติควำมเป็นโพรไบโอติกของเชื อ Lactobacillus spp.  และเชื อบำซิลลัส 
สปีซีส์ เพื่อใช้เป็นโพรไบโอติกในกำรเพำะเลี ยงสัตว์น  ำ 

3. เพื่อศึกษำคุณสมบัติควำมเป็นโพรไบโอติกของเชื อ Lactobacillus spp.  และเชื อบำซิลลัส 
สปีซีสท์ี่มีคุณสมบัติเหมำะสมที่อำจจะน ำไปใช้เป็นโพรไบโอติกในคนได้ 
 

------------------------------------ 



บทที่ 2 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 

1. เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ศึกษำ และสภำวะในกำรเพำะเลี้ยง 

เชื้อก่อโรคในปลา Aeromonas hydrophila เชื้อที่ 1, 2 และ Streptococcus agalactiae เชื้อที่ 
1, 2 (แยกได้จากแหล่งของเชื้อที่ต่างกัน) ได้รับความอนุเคราะห์จาก นางสาวเจนจิตต์ คงก าเนิด 
ผู้อ านวยการสถาบันวิจัยสุขภาพสัตว์น้ าชายฝั่งสงขลา อ.เมือง จ.สงขลา Aeromonas hydrophila เชื้อ
ที่ 3 ได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.นเรศ ซวนยุก หัวหน้าศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์น้ ากิจการ        
ศุภมาตย์ คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา อาหารที่ใช้
เลี้ยงเชื้อคือ brain heart infusion broth (BHIB) (Dfico, USA) หรือ brain heart infusion agar 
(BHIA) บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C, 24-48 ชม. 

เชื้อก่อโรคในทางเดินอาหารและเชื้อก่อโรคในช่องคลอดของคนได้แก่ Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Vibrio cholerae, Escherichia 
coli, Shigella sonnei และเชื้อก่อโรคในช่องคลอดได้แก่ Gardnerella vaginalis ได้จากโรงพยาบาล
สงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา อาหารที่ใช้เลี้ยงเชื้อคือ BHIB (Dfico, USA) บ่มเพาะเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 °C, 24-48 ชม.  

Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) ซื้อมาจาก American Type Culture 
Collection (ATCC) (P.O.Box 1549, Manssas, VA 20108-1549, 703-365-2007 FAX: 703, email: 
sale@atcc.org) อาหารที่ใช้เลี้ยงเชื้อคือ de Man Rogosa and Sharpe broth (MRSB) หรือ de Man 
Rogosa and Sharpe agar (MRSA) ในสภาวะ anaerobe โดยเลี้ยงเชื้อใน anaerobic jar ที่ใส่ 
Anaerocult® (Merck, Germany) เพื่อท าให้เกิดสภาวะ anaerobe บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C, 24-
48 ชม. 
 
2. กำรเก็บตัวอย่ำงดิน ตะกอนตม และสัตว์น้ ำ จำกป่ำพรุโต๊ะแดง จังหวัดนรำธิวำส 

วิธีเก็บตัวอย่ำงดินและตะกอนตม 

 เก็บตัวอย่างดินและตะกอนตม มาจากป่าพรุโต๊ะแดง จังหวัดนราธิวาส การเก็บตัวอย่างดินที่
อยู่เหนือน้ า จะใช้พลั่วตักดิน ส่วนดินที่เป็นตะกอนตมจะใช้เครื่องมือส าหรับตักดินใต้น้ า โดยเก็บ
ตัวอย่างดินมาจุดละประมาณ 500 กรัม ใส่ในถุงพลาสติก เก็บในกล่องโฟมแช่น้ าแข็ง ส่งตัวอย่างดิน
ทั้งหมดไปยังห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ 
จ.สงขลา เพื่อท าการเตรียมตัวอย่างดิน ดังแสดงในรูปที่ 2.1 และแยกเชื้อแลคติกแอซิดแบคทีเรีย
โดยเฉพาะเชื้อในจีนัส Lactobacillus และเชื้อในจีนัส Bacillus ทันท ี 
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รูปที่ 2.1 ตัวอย่างดิน (ก) และการเตรียมตัวอย่างดิน (ข) 

 
วิธีเก็บตัวอย่ำงสัตว์น้ ำ 

น าสัตว์น้ าที่จับได้จากป่าพรุโต๊ะแดง ประกอบด้วย ปลา กุ้ง หอย ที่ยังมีชีวิต เพื่อแยกเชื้อจาก
ทางเดินอาหารของสัตว์เหล่านั้น ท าความสะอาดตัวสัตว์ให้สะอาด น าปลาหรือสัตว์อื่น ๆ มาวางลงบน
กระดาษฟอยล์อะลูมิเนียม ใช้ส าลีชุบแอลกอฮอล์เช็ดมีดคัดเตอร์ กรรไกรและปากคีบเพื่อท าความ
สะอาด แล้วกรีดที่ท้องของปลาให้เปิดออก ใช้ปากคีบจับที่ทางเดินอาหารของปลาแล้วตัดทางเดิน
อาหารทั้งหมดน ามาใส่ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ MRSB ส าหรับแยกเชื้อ Lactobacillus pp. และใส่
ตัวอย่างลงใน BHIB ส าหรับแยกเชื้อ Bacillus spp. ดังแสดงในรปูท่ี 2.2 ถ้าเป็นสัตว์น้ าขนาดเล็ก เช่น 
กุ้งจะใส่สัตว์ทั้งตัวลงในอาหาร การเก็บตัวอย่างหอย เปิดฝาหอยออก ดึงล าไส้หอยออกจากเปลือก
หอยน ามาใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ปิดฝาเกรียวทันทีให้แน่น  พันที่ฝาด้วยแผ่นพาราฟิล์มเพื่อป้องกัน
การรั่วซึมของอาหารเลี้ยงเชื้อ แช่อาหารเลี้ยงเชื้อลงในกล่องโฟมที่มีน้ าแข็ง ส่งตัวอย่างไปยัง
ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา ที่คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เพื่อท าการแยกเชื้อใน
จีนัส Lactobacillus และเชื้อในจีนัส Bacillus ทันท ี

 
3.  วิธีแยกเชื้อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. จำกดิน ตะกอนตม และทำงเดินอำหำร

ของสัตว์น้ ำ 

 วิธีแยก Lactobacillus spp. จำกดิน 

 ชั่งตัวอย่างดินมา 50 กรัม ใส่ใน buffered peptone water 450 มล. ผสมให้เข้ากัน แล้วท า 
10-fold serial dilution ด้วย buffered peptone water แล้ว pour plate ด้วย Rogosa agar ซึ่งเป็น 
selective medium ส าหรับ Lactobacillus spp. บ่มเพาะเชื้อในสภาวะ anaerobe (ในการท าให้เกิด
สภาวะ anaerobe นั้นจะเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus spp. ซึ่งอยู่บนอาหารแข็งหรืออาหารเหลวใน 

ก ข 
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anaerobic jar ที่ใส่ Anaerocult® (Merck, Germany) เพื่อท าให้เกิดสภาวะ anaerobe ดังนั้นเม่ือ
กล่าวถึงการเลี้ยงเชื้อในสภาวะ anaerobe ในการทดลองต่าง ๆ ในล าดับต่อไปจะใช้วิธีการดังกล่าวนี้) 
ที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. น าเชื้อที่เจริญบน Rogosa agar มา streak ซ้ าบน MRSA จนได ้isolate 
colony ที่บริสุทธิ์น าเชื้อมาย้อมแกรม (Gram stain) และทดสอบการสร้างเอนไซม์คาตาเลส (catalase 
test) เลือกเชื้อที่เป็นแกรมบวก รูปแท่ง ไม่สร้างเอนไซม์คาตาเลส เบื้องต้นจัดเป็นเชื้อ  Lactobacillus 
spp. น าเชื้อมาเลี้ยงต่อใน MRSB บ่มเพาะเชื้อในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. แล้วใส่
กลีเซอรีน (glycerine) ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อให้ได้ความเข้มข้น 20% (v/v) ผสมให้เข้ากันแบ่งใส่
หลอด cryotube น าไปเก็บไว้ในตู้แช่แข็ง -80 °C ส าหรับไว้ศึกษาในขั้นต่อไป 

 

  

  
  

รูปที่ 2.2 วิธีเก็บตัวอย่างจากทางเดินอาหารของปลา (ก-ง) 

 
 วิธีย้อมแกรม (Gram’s stain) 

หยดน้ ากลั่นลงบนแผ่นสไลด์ ใช้ลูปน าเชื้อไปใส่ที่หยดน้ า ป้ายเชื้อให้เป็นฟิล์มบาง ๆ วางให้
แห้ง แล้วน าแผ่นสไลด์ไปผ่านเปลวไฟเพื่อให้ความร้อนช่วยตรึงเซลล์ให้ติดแน่นอยู่กับแผ่นสไลด์ ท า
การย้อมแกรมโดยใช้ชุดสีส าหรับย้อมแกรม หยดสารละลายสี crystal violet ลงบนเชื้อให้ท่วมทิ้งไว้ 
30 วินาที แล้วล้างด้วยน้ า แล้วใส่สารละลาย Gram’s iodine ลงบนเชื้อ 30 นาที ล้างด้วยน้ า แล้วล้าง
ด้วย 95% alcohol 10-20 วินาที ล้างด้วยน้ า หยดสารละลายสี safranin ลงบนเชื้อให้ท่วมทิ้งไว้ 20-
30 วินาที ล้างด้วยน้ า วางให้แห้งก่อนน าไปดูด้วยด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้ก าลังขยาย 10x100 เท่า 
แบคทีเรียที่เป็นแกรมบวกจะติดสีม่วงแดง ส่วนแบคทีเรียท่ีเป็นแกรมลบจะติดสีชมพูแดง 

 

ก ข 

ค ง 
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วิธีทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์คำตำเลส (Catalase test)  

 ใช้ส าลีพันปลายไม้น าเชื้อมาป้ายลงบนสไลด์แล้วหยด 3% (v/v) hydrogen peroxide บนเชื้อ 
ถ้าเชื้อสร้างเอนไซม์คาตาเลสจะให้ฟองก๊าซฟู่ออกมา แต่ถ้าเชื้อไม่สร้างเอนไซม์คาตาเลสจะไม่เกิด
ฟองก๊าซ  

 
วิธีแยกเชื้อ Bacillus spp. จำกดิน 

ชั่งตัวอย่างดินมา 50 กรัม ใส่ใน buffered peptone water 50 มล. แลว้เจือจาง 1:10 ด้วย 
buffered peptone water แล้วน าไปแช่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ทีอุ่ณหภูมิ 80 °C, 10 
นาที เพื่อฆ่าเชื้อที่เป็น vegetative cell ให้เหลือแต่สปอร์ท่ีทนความร้อนได้ แล้วเจือจางแบบ 10-fold 
serial dilution ด้วย buffered peptone water แล้ว pour plate ด้วย BHIA บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 
°C, 72 ชม. เพื่อให้สปอร์งอกเป็น vegetative cell  แล้วน ามาเลี้ยงใน Difco sporulation medium 
(DSM) เพื่อให้เชื้อสร้างสปอร์อีกครั้งหน่ึง โดยบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C, 72 ชม.  ท าการย้อม 
แกรม และย้อมสปอร์ ทดสอบการสร้างเอนไซม์คาตาเลส คัดเลอืกเชื้อที่เป็นรูปแท่ง สร้างสปอร์ ติดสี
แกรมบวก สร้างเอนไซม์คาตาเลส เบื้องต้นจัดเป็นเชื้อ Bacillus spp. น าเชื้อมาเลี้ยงใน BHIB ที่
อุณหภูมิ 37 °C, 72 ชม.แล้วใส่กลีเซอรีนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อให้ได้ความเข้มข้น 20% (v/v) แบ่ง
ใส่หลอด cryotube น าไปเก็บไว้ในตู้แช่แข็ง -80 °C ส าหรับไว้ศึกษาในขั้นต่อไป 

 
วิธีแยกเชื้อ Lactobacillus spp. จำกทำงเดินอำหำรของสัตว์น้ ำ 

 น าหลอดของอาหาร MRSB ที่ใส่ทางเดินอาหารของสัตว์น้ าไปบ่มเพาะในสภาวะ anaerobe 
ที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. แยกทางเดินอาหารของสัตว์น้ าทิ้งไป น าส่วนอาหารเลี้ยงเชื้อมาท า 10-fold 
serial dilution ด้วย buffered peptone water แล้ว pour plate ด้วย Rogosa agar บ่มเพาะเชื้อใน
สภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. น าเชื้อที่เจริญบน Rogosa agar มา streak ซ้ าบน 
MRSA จนได้ isolate colony บริสุทธิ์ น าเชื้อมาย้อมแกรม และทดสอบการสร้างเอนไซม์คาตาเลส 
เลือกเชื้อที่เป็นแกรมบวก รูปแท่ง ไม่สร้างเอนไซม์คาตาเลส เบื้องต้นจัดเป็นเชื้อ Lactobacillus spp. 
น าเชื้อมาเลี้ยงต่อใน MRSB บ่มเพาะเชื้อในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. แล้วใส่กลี
เซอรีนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อให้ได้ความเข้มข้น 20% (v/v) แบ่งใส่หลอด cryotube น าไปเก็บไว้ในตู้
แช่แข็ง -80 °C ส าหรับเป็นสต๊อคเพื่อไว้ศึกษาในขั้นต่อไป ก่อนจะน าเชื้อที่เป็นสต๊อคไปใช้ทุกการ
ทดลองที่จะกล่าวถึงในล าดับต่อไปจะน าเชื้อที่เป็นสต๊อคมา subculture 2 ครั้งใน MRSB โดยบ่มเพาะ
ในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. 
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วิธีแยกเชื้อ Bacillus spp. จำกทำงเดินอำหำรของสัตว์น้ ำ 

น าหลอดของอาหาร BHIB ที่ใส่ทางเดินอาหารของสัตว์น้ าไปบ่มเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 °C, 48 
ชม. แล้วถ่ายเชื้อลงใน DSM เพื่อให้เชื้อที่เป็น Bacillus spp. สร้างสปอร์ โดยบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 
37 °C, 72 ชม. น าไปแช่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 80 °C, 10 นาที เพื่อฆ่าเชื้อที่เป็น 
vegetative cell ให้เหลือแต่สปอร์ท่ีทนความร้อนได้ แล้วเจือจางแบบ 10-fold serial dilution ด้วย 
buffered peptone water ท าการ pour plate ด้วย BHIA บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C, 72 ชม. 
เพื่อให้สปอร์งอกเป็น vegetative cell  น าเชื้อมาเลี้ยงใน DSM เพื่อให้เชื้อสร้างสปอร์อีกครั้งหน่ึง โดย
บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C, 72 ชม. ท าการย้อมแกรม และย้อมสปอร์ และทดสอบการสร้าง
เอนไซม์คาตาเลส คัดเลือกเชื้อที่เป็นรูปแท่ง สร้างสปอร์ ติดสีแกรมบวก สร้างเอนไซม์คาตาเลส 
เบื้องต้นจัดเป็นเชื้อ Bacillus spp. น าเชื้อมาเลี้ยงใน BHIB ที่อุณหภูมิ 37 °C, 72 ชม. แล้วใส ่        
กลีเซอรีนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อให้ได้ความเข้มข้น 20% (v/v) แบ่งใส่หลอด cryotube น าไปเก็บไว้
ในตู้แช่แข็ง -80 °C ส าหรับไว้ศึกษาในขั้นต่อไป ก่อนจะน าเชื้อที่เป็นสต๊อคไปใช้ทุกครั้งจะน าเชื้อมา 
subculture 2 ครั้งใน BHIA โดยบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. 

 
4. ศึกษำควำมสำมำรถในกำรยับยั้งเชื้อก่อโรคในปลำและเชื้อก่อโรคในคนของเชื้อ 

Lactobacillus spp. และ Bacillus spp.  โดยใช้ spot method 

น าเชื้อ Lactobacillus spp. มาเลี้ยงใน MRSB ในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 
ชม. และเลี้ยงเชื้อ Bacillus spp. ใน BHIB ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. น าเชื้อแต่ละชนิดมา 5 มคล. 
หลดลงบน BHIA โดยหยด 3 ต าแหน่งต่อหนึ่งเชื้อ น าจานของ Lactobacillus spp. ไปบ่มเพาะใน
สภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. และบ่มเพาะเชื้อ Bacillus spp. ใน BHIA ที่อุณหภูมิ  
37 °C, 48 ชม. เพื่อให้เชื้อผลิตสารยับยั้งเชื้อก่อโรคและปล่อยสารออกมารอบ ๆ บริเวณที่เชื้อเจริญ
อยู ่ น าเชื้อโรคของปลาคือ Aeromonas hydrophila 3 เชื้อคือ  A. hydrophila-1, A. hydrophila-2,    
A. hydrophila-3 และเชื้อ Streptococcus agalactiae 2 เชื้อคือ S. agalactiae-1, S. agalactiae-2 
และเชื้อก่อโรคในคน 7 ชนิดได้แก่ Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Salmonella Typhimurium, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Shigella sonnei และเชื้อก่อโรคใน
ช่องคลอดได้แก่ Gardnerella vaginalis  มาเลี้ยงใน BHIB อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. ปรับความขุ่น
ของเชื้อให้ได้เท่ากับ 0.5 McFarland turbidity standard แล้วผสมเชื้อ 0.1 มล. ต่อ 100 มล. ของ 
BHIA soft agar (มี agar ผสมอยู่ 0.8%) ที่ท าให้ปราศจากเชื้อแล้วและมีอุณหภูมิ 50 °C ปิเปต
ส่วนผสม 4 มล. เททับโคโลนีของ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. ที่เตรียมไว้ วางให้แข็งตัว 
น าจานเพาะเชื้อทั้งหมดไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 °C, 16-18 ชม. แล้วสังเกตโซนใสหรือ inhibition 
zone ที่เกิดขึ้นรอบ ๆ โคโลนีของเชื้อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. 
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5.  กำรจ ำแนกเชื้อ Lactobacillus spp. และ Bacillus sp. ด้วยกำรท ำ 16S rDNA sequencing 

ผลจากการแยกเชื้อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. จากดิน ตะกอนตม และทางเดิน
อาหารของสัตว์น้ า และได้ท าการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคของปลาและเชื้อก่อโรค
ของคน ได้ค้นพบเชื้อ 3 isolate ประด้วย Lactobacillus รหัส LS7 และ รหัส LF8 ซึ่งแยกได้จากดิน 
และจากทางเดินอาหารของปลาตามล าดับ (L = Lactobacillus, S = soil, F = Fish หรือสัตว์น้ า)  และ
เชื้อ Bacillus รหัส BS48 (B = Bacillus) ที่แยกได้จากดิน ที่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคของปลา 2 สาย
พันธุ์และของคน 7 สายพันธุ์ได้ดี จึงได้น าเชื้อนี้มาจ าแนกชนิดถึงระดับสปีซีส์โดยการท า 16S rDNA 
sequencing แล้วท าการเปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์กับนิวคลีโอไทด์ของสายพันธุ์ของเชื้อใน data base 
เพื่อจ าแนกสปีซีส์ การศึกษาในล าดับต่อไปจะศึกษาในรายละเอียดของเชื้อที่แยกได้ทั้ง 3 ตัวนี้ เพื่อดู
คุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติกส าหรับจะน ามาใช้ในปลาหรือในคนในอนาคต ส าหรับการท า 16S 
rDNA sequencing ได้ส่งไปท าที่ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (National 
Center for Genetic Engineering and Biotechnology) (BIOTEC) กระทรวงวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลย ี ซึ่งมีขั้นตอนการทดลองดังนี้ 
 

PCR amplification of 16S rDNA 

 DNA template ส าหรับการท า PCR amplification ใช้ “Genomic DNA mini kit 
(Blood/culture cell)” (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan)   DNA ส าหรับ coding เป็น 16S rRNA จะ 
amplify ด้วยวิธี PCR โดยใช้ Tag polymerase, ตามวิธีการของ Kawasaki และคณะ (1993), 
Yamada และคณะ (2000) และ Katsura et al.,  (2001) ผลผลิตของ PCR ส าหรับการหาล าดับเบส
ของ 16S rDNA จะเตรียมโดยใช้ primer 2 ตัวคือ 20F (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCA G-3) ที่
ต าแหน่ง 9-27 ของ 16S โดยใช้ E. coli numbering system  (Brosius et al.,  1981) และ 1500R 
(5’-GTTACCTTGTTACGACTT-3) ต าแหน่งที่ 1509-1542 บน 16S rDNA โดยใช้ the E. coli 
numbering system (Brosius et al.,  1981) การท า PCR amplification จะใช้เครื่อง DNA Engine 
Dyad Thermal Cycle (Bio-Rad Laboratories)  ในหลอดของ reaction mixture ประกอบด้วย 15-20 

ng template DNA, primer ทั้ง 2 ตัว ตัวละ 2.0 moles, 2.5 units Tag polymerase, 2.0 mM 

MgCl2, 0.2 mM dNTP and 10 l 10xTag buffer, pH 8.8 ที่มี (NH4)2SO4 ซึ่งประกอบด้วย 750 
mM Tris-HCl, 200 mM (NH4)2SO4) และ 0.1%Tween 20 ซึ่งได้โปรแกรมการท างานของเครื่องคือ
ให้มี initial denaturation step ที่ 94 °C, 3 นาที 25 รอบของ denaturation ที่ 94 °C, 1 นาที ท าให้
เกิด annealing ที ่ 50 °C, 1 นาที และท าให้เกิด elongation ที่ 72 °C, 2 นาที ตามด้วยการ 
amplification ล าดับสุดท้ายที่ 72 °C, 3 นาที น าผลจากการท า PCR ไปวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose 
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gel electrophoresis และท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ GenepHlowTM gel/PCR Kit (Geneaid Biotech Ltd., 
Taiwan) น าผลของ PCR ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์แล้วเก็บไว้ที่ -20 °C เพื่อน าไปใช้ในข้ันตอนต่อไป 

 
Direct sequencing of 16S rDNA 

 Direct sequencing ของ single band และ ผลผลิตจาก PCR ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ (ca. 
1500 base, บน 16S rDNA ด้วย E. coli numbering system; (Brosius et al.,  1981) ดังนั้นผลของ 
PCR ที่บริสุทธิ์จะท าในเครื่อง ABI Prism© 373XL DNA sequence (Applied Biosystem, Foster 
City, USA)  Primer ตัวที่ใช้คือ 27F (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) หรือ 800R (5’-
TAC CAG GGT ATC TAA TCC-3) และ 518F (5’-CCA GCA GCC GTA ATA CG-3’) หรือ 
1492R (5’-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3) ส าหรับ single strand 16S rDNA 
sequencing  และใช้ primer 4 ตัวได้แก่ 27F, 518F, 800R และ 1492R ส าหรับ double strands 
16S  

 
Sequencing analysis  

 The nucleotide sequencing ที่ได้จาก primer ทั้งหมด จะถูก assemble โดยใช้ Cap contig 
assembly program ซึ่งเป็น accessory ที่ใช้ใน Biedit (Biological sequencing alignment editor) 
Program (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.htm) การ identification ของ phylogenetic 
neighbor จะใช้ BLASTN (Altschul et al.,  1997) program เทียบกับ database ของ type strains ที่
มี validly published prokaryotic names (Kim et al.,  2012) 30 sequence ที่มีคะแนนสูงสุดจะถูก
เลือกเพื่อใช้ในการค านวณเปรียบเทียบความเหมือนโดยใช้ global alignment algorithm (Myer & 
Miller, 1988) ซึ่งอยู่ใน The EzTaxon-e server (http//eztaxon-e.ezbiocloud.net/;Kim et al.,  
2012) 

  

 หมำยเหต ุ

 ผลจากการจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อพบว่า LS7 เป็นเชื้อ Lactobacillus pentosus, LF8 เป็น
เชื้อ Lactobacillus plantarum และ  BS48 เป็นเชื้อ Bacillus subtilis  ซึ่งจะใช้ชือ่เหล่านี้ในการทดลอง
ต่อ ๆ ไป โดยเชื้อแต่ละตัวจะมีรหัสเดิมต่อท้ายเพื่อให้ทราบที่มา และได้น าเชื้อ Lactobacillus 
rhamnosus GG ATCC 53103 ซึ่งเป็นโพรไบโอติกทีส่ าคัญของคนมาศึกษาเปรียบเทียบกับเชื้อที่
แยกได้และจะเรียกชื่อ L. rhamnosus GG และเชื้อโรคของปลาท่ีใช้ทดสอบในการทดลองต่อ ๆ ไปคือ 
A. hydrophila-1 ซึ่งจะเรียกชื่อ A. hydrophila และ S. agalactiae-1 ซึ่งจะเรียกชื่อ S. agalactiae 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.htm)%20การ
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6. กำรศึกษำสำรออกฤทธิ์ในกำรยับยั้งเชื้อก่อโรคของ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, 

B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG 

สารออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคของเชื้อในกลุ่มแลคติกแอซิดแบคทีเรียประกอบด้วยกรด
ต่าง ๆ เช่น กรดแลคติก กรดอะซีติก short chain fatty acids และอื่น ๆ เชื้อบางสายพันธุ์อาจจะผลิต 
hydrogen peroxide หรือผลิตสารประเภทโปรตีนที่เรียกว่า bacteriocin เชื้อที่มีความสามารถในการ
สร้างสารเหล่านี้ได้หลายชนิดและมีปริมาณมาก จะมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ดี เนื่องจากสาร
เหล่านี้จะออกฤทธิ์ร่วมกันในการฆ่าเชื้อ ซึง่ในการศึกษาส่วนน้ีจะหาปริมาณกรดแลคติก กรดอะซีติก 
ความสามารถในการผลิต hydrogen peroxide และ พิสูจน์ว่าสารออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อส่วนหน่ึง
อาจจะเป็นสารโปรตีนหรือ bacteriocin จากเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis 
BS48 และเชื้อ L. rhamnosus GG 

 
6.1 ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงกรดแลคติก (lactic acid) และกรดอะซิติก (acetic acid)  

น าเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, L. rhamnosus GG มาเลี้ยงในสภาวะ 
anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. ส่วนเชื้อ B. subtilis BS48 เลี้ยงใน BHIB ที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 
ชม. น าเชื้อมาปั่นเหวี่ยงด้วยความแรง 3,000 g, 10 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4 °C กรองด้วยแผ่นกรองรูขนาด 
0.22 µm เพื่อให้ปราศจากเชื้อ น าไปทดสอบหาปริมาณกรดแลคติกและกรดอะซิติก โดยใช้ high 
performance liquid chromatography (HPLC) ใช้คอลลัมน์ (column) C18 (150x4.4 มม., 5 µm) 
อุณหภูมิของคอลลัมน์ 40 °C ฉีดตัวอย่าง 20 มคล. เข้าไปในเครื่อง HPLC และวัดหาปริมาณสารโดย
ใช้แสง UV ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร เฟสเคลื่อนท่ี (mobile phase) ประกอบด้วย 25 mM 
KH2PO4, pH 2.5 :methanol, 97:3  ก าจัดก๊าซก่อนใช้และอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีเท่ากับ 0.3 
มล./นาที โดยใช้กรดแลคติกและกรดอะซีติกที่เป็น HPLC เกรด เป็นมาตรสารฐานในการวัด 

 
6.2 ควำมสำมำรถในกำรผลิต hydrogen peroxide 

น าเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG มา
ทดสอบความสามารถในการผลิต hydrogen peroxide เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MRSA ใส่สาร hemin 
5 มก./มล., vitamin K, 0.01 มก./มล., horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich, USA) 0.05 มก./
มล., 3,3’, 5,5’-tetramethylbenzidine (Sigma-Aldrich, USA) 0.05 มก./มล. ท าการ smear 
Lactobacillus spp. ลงบน MRSA น าเชื้อ Lactobacillus spp.ไปบ่มเพาะเชื้อในสภาวะ anaerobe ที่
อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. น าจานเพาะเชื้อมาให้สัมผัสกับอากาศ แล้วสังเกตโคโลนีของเชื้อว่ามีสีน้ า
เงินหรือสีน้ าตาลหรือไม่ ซึ่งแสดงว่าเชื้อมีการสร้าง hydrogen peroxide โดยประเมินจากสีของโคโลนี 
ถ้ามีสีน้ าเงินแสดงว่าสร้างได้ดี ถ้าเป็นสีน้ าตาลแสดงว่าสร้างได้ปานกลาง ถ้ามีสีน้ าตาลอ่อนแสดงว่า
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สร้างได้น้อย ถ้ามีสีขาวแสดงว่าไม่สร้าง hydrogen peroxide ส าหรับเชื้อ B. subtilis BS48 ทดสอบ
โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ BHIA แทนโดยมีส่วนประกอบอื่นและวิธีการทดสอบเหมือนกันและน าจาน
เพาะเชื้อไปบ่มเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. แล้วสังเกตสีของโคโลนีท่ีเกิดขึ้น 

 
6.3 ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงสำรยับยั้งเชื้อที่เป็นโปรตีนหรือแบคเทอริโอซิน  

เลี้ยงเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8  และ L. rhamnosus GG ในอาหาร MRSB 
ในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. และเลี้ยงเชื้อ  B. subtilis BS48 ในอาหาร BHIB บ่ม
เพาะเชื้อทีอุ่ณหภูมิ  37 °C, 48 ชม. น าเชื้อที่เลี้ยงได้มาปั่นเหวี่ยงด้วยความแรง 3,000 g, 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 °C แยกเอาส่วนใสมากรองด้วยแผ่นกรองรูขนาด 0.22 µm เพื่อท าให้ปราศจากเชื้อแล้ว
น าไปท า freeze-dry เพื่อให้เป็นผงแห้ง น าผงแห้งที่ได้มาละลายน้ าให้มีความเข้มข้นเป็น 50 เท่า 
(50x) ของความเข้มข้นเริ่มต้น น าไปใส่เอนไซม์ย่อยโปรตีนได้แก่ proteinase K และ pepsin ให้ได้
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 มก./มล. น าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 °C, 2 ชม. เพื่อให้เอนไซม์ออกฤทธิ์
และดูว่าสารที่ออกฤทธิ์นั้นเป็นสารพวกโปรตีนที่ไวต่อเอนไซม์หรือไม่ และต้องการจะศึกษาว่าสาร
ยับย้ังเชื้อถูกท าลายได้ด้วยความร้อนหรือไม่ โดยน าผงแห้งที่เป็นสารยับย้ังเชื้อมาละลายน้ าให้ได้ 50x 
ส่วนหน่ึงน าไปต้มในน้ าเดือดอุณหภูมิ 100 °C,15 นาที อีกส่วนหน่ึงน าไปเข้าหม้อนึ่งอัดไอน้ าอุณหภูมิ 
121 °C, ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว 15 นาที น าเชื้อก่อโรคในปลา A. hydrophila และ             
S. agalactiae มาเลี้ยงใน BHIB ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. ปรับความขุ่นให้ได้เท่ากับ 0.5 
McFarland turbidity standard เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton agar (MHA) จานละ 16 มล. 
วางให้แข็งตัวเพื่อเตรียมเป็น base layer และเตรียม MHA ส่วนท่ีเป็น seed layer โดยน า MHA มา
ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยหม้อนึ่งอัดไอน้ าแล้วน าไปแช่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ให้อุณหภูมิเย็นลงที่ 
50 °C ใส่เชื้อก่อโรคของปลาลงไป 0.1 มล. ต่ออาหาร 100 มล. เทลงในจานเพาะเชื้อที่เป็น base 
layer จานละ 4 มล. วางให้แข็งตัวบนพื้นเรียบ โดยใช้ 2 จานต่อเชื้อ 1 ชนิด แล้ววาง cylinder cup ลง
ไป 3 cup ต่อหนึ่งจานเพาะเชื้อ น าสารละลายท่ีเตรียมไว้ใส่ลงไปใน cylinder cup 300 มคล./cup น า
จานเพาะเชื้อไปบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C, 16-18 ชม. สังเกตการเกิด inhibition zone รอบ 
cylinder cup แล้ววัดเสน้ผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone ที่เกิดขึ้นเปรียบเทียบขนาดของ 
inhibition zone ของสารท่ีไม่ผ่านการใส่เอนไซม์และผ่านการให้ความร้อน 

 
7.  กำรศึกษำควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ 

เชื้อที่เป็นไพรไบโอติกที่ทนต่อยาปฏิชีวนะซึ่งจะเป็นข้อดีคือ ในการเลี้ยงสัตว์น้ าที่จ าเป็นต้อง
ใช้ยาปฏิชีวนะ จะสามารถใช้ยาปฏิชีวนะร่วมกับเชื้อโพรไบโอติกได้ ซึ่งจะช่วยลดการใช้ยาปฏิชีวนะลง
อย่างไรก็ตาม การดื้อต่อยาปฏิชีวนะอาจจะเกิดจากยีนที่พลาสมิดของเชื้อและอาจจะถ่ายถอดไปยัง
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เชื้อก่อโรคได้ แต่ถ้ายีนดื้อยานั้นอยู่บนโครใมโซมจะมีการถ่ายทอดไปยังเชื้อก่อโรคได้ยาก แต่ถ้าเชื้อ
ไม่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะตัวใดแสดงว่าเชื้อนั้นมีความปลอดภัยจากยีนดื้อยา ในเบื้องต้นจะท าการทดสอบ
ดูว่าเชื้อแลคติกแอซิดแบคทีเรียและเชื้อบาซิลลัสมีความไวต่อยาปฏิชีวนะมากน้อยเพียงใด ซึ่งทดสอบ
โดยใช้ disc diffusion method น าเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8  มาเลี้ยงใน MRSB ใน
สภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. และน าเชื้อ B. subtilis BS48 มาเลี้ยงใน BHIB ที่
อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. ปรับเชื้อให้มีความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland turbidity standard ใช้ส าลีพัน
ปลายไม้ป้ายเชื้อ Lactobacillus spp. ลงบน MRSA ถี่ ๆ ให้ทั่วจาน แล้วหมุนจานไปครั้งละ 60 องศา 
2 ครั้ง ทุกครั้งที่หมุนจานไปให้บ้ายเชื้อซ้ าให้ทั่วผิวหน้า ส่วน B. subtilis BS48 ให้ท าเช่นเดียวกันแต่
ป้ายเชื้อลงบน MHA วาง disc ของยาปฏิชีวนะลงบนจานเพาะเชื้อ โดยยาแต่ละชนิดให้ทดสอบ 3 ซ้ า 
ยาปฏิชีวนะที่ใช้ได้แก่ Ampicillin (10 µg), Bacitracin (10 IU), Cefoperazone (75 µg), Ceftazidime 
(30 µg), Cephalotin (30 µg), Kanamycin (30 µg), Norfloxacin (10 µg), Penicillin G (10 IU), 
Polymyxin B (300 IU) และ Streptomycin (10 µg)  น าจานเพาะเชื้อไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 °C, 
16-18 ชม. วัด inhibition zone รอบแผ่น disc แล้วแปลผลค่าความไวของเชื้อต่อยาปฏิชีวนะตาม
เกณฑ์ของ the National Committee for Clinical Laboratory Standards (2012) 

 
8.  ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะของเชื้อกับเมือกที่ติดตัวปลำและเมือกจำกทำงเดินอำหำร

ของปลำ 

8.1 กำรเตรียมเชื้อที่ใช้ทดสอบ 

ความสามารถในการยึดเกาะของเชื้อที่เป็นโพรไบโอติกเป็นคุณสมบัติอย่างหนึ่งท่ีส าคัญ ถ้า
เชื้อสามารถยึดเกาะกับเมือกที่ติดตัวปลา และเมือกจากทางเดินอาหารของปลาได้ดี จะท าให้เชื้อนั้นมี
โอกาสเจริญเติบโตอยู่กับตัวปลาได้นาน สามารถป้องกันเชื้อโรคที่เกิดกับปลาได้ น า L. pentosus 
LS7, L. plantarum LF8, และ L. rhamnosus GG มาเลี้ยงใน MRSB ในสภาวะ anaerobe ทีอ่ณุหภูมิ 
37 °C, 24 ชม. และน าเชื้อ B. subtilis BS48 มาเลี้ยงใน BHIB ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. น าเชื้อมา
ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 °C ด้วยความแรง 3,000 g, 10 นาที ล้างตะกอนของเชื้อที่ได้ด้วย 10 mM 
phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS)   2 ครั้ง น าเชื้อมากระจายตัวใน PBS วัดความขุ่นด้วย
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้ได้ค่า OD เท่ากับ 0.6-0.7 เพื่อท าให้
เชื้อได้จ านวนเท่ากันคือประมาณ 107-108 cfu/มล. น าเชื้อที่ได้มานับด้วย plate count method เพื่อ
เปรียบเทียบกับค่า OD ที่วัดได้ 

ส าหรับเชื้อก่อโรคของปลาที่จะใช้ทดสอบน้ัน เลี้ยงเชื้อ A. hydrophila และ S. agalactiae ใน 
BHIB ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. แล้วเตรียมเชื้อให้มีปริมาณ 107-108 cfu/มล. ตามวิธีการท่ีกล่าวแล้ว
ข้างต้น 
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8.2 กำรเตรียมเมือกที่ติดตัวปลำและเมือกจำกทำงเดินอำหำรของปลำ 

น าปลานิล (Oreochromis niloticus) มาเลี้ยงไว้เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เพื่อให้แน่ใจว่าปลาไม่มี
โรค แยกเมือกจากปลาทันทีที่ท าให้ปลาตายโดยใช้วิธีการของ Cohen และ Laux (1995) การน าเมือก
ที่ติดตัวปลาและทางเดินอาหารของปลา ใช้สเปตตูลายาง (rubber spatula) ขูดเมือกเบา ๆ  น าเมือก
ที่ได้ใส่ลงใน PBS ท าการปั่นเหวี่ยงท่ีความแรง 12,000  g,  5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เพื่อก าจัดเซลล์ที่
ติดมาออกไป แบ่งใส่ cryotube หลอดละ 1 มล. เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 °C จนกว่าจะน ามาใช้ใน
การศึกษาต่อไป 

 

8.3 กำรวัดปริมำณโปรตีนของเมือกจำกปลำ 

น าเมือกที่ได้มาวัดปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธีของ Lowry และ คณะ (1951) ซึ่งดัดแปลงโดย 
Miller และ Hoskins (1981) และใช้ bovine serum albumin เป็นโปรตีนมาตรฐาน เมือกที่ใช้ส าหรับ
การทดสอบต่าง ๆ จะปรับให้มีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 0.5 มก./มล. 

 

8.4  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับเมือกที่ติดตัวปลำและเมือกจำก

ทำงเดินอำหำรของปลำ 

ท าการทดสอบความสามารถในการยึดเกาะกับเมือกที่ติดตัวปลาและเมือกจากทางเดินอาหาร
ของปลาโดยตัดแปลงมาจากวิธีของ Balcázar และคณะ (2007) น าเมือกปลามาให้ยึดติด 
(immobilize) ใน 96-well microtiter plate  โดยใส่เมือกความเข้มข้น 0.5 มก./มล. ลงไปหลุมละ 100 
มคล. โดยบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C,  1 คืน ดูดส่วนของเมือกที่ไม่ยึดติดกับหลุมออก แล้วล้าง  2 ครั้ง
ด้วย PBS  250 มคล. น าเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, และ L. rhamnosus GG และ  
B. subtilis BS48 ที่เตรียมไว้ในข้อ 8.1 ใส่ลงไป 100 มคล.ต่อหลุม น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 °C, 1 ชม. 
เชื้อที่ไม่ยึดเกาะจะถูกล้างออกด้วย PBS 250 มคล. 2 ครั้ง แล้วเติม 0.05% triton X-100 ลงไป 250 
มคล. บ่มไว้ 10 นาที เพื่อย่อยเมือกและท าให้แบคทีเรียที่ยึดเกาะหลุดออกมา น าเชื้อมาเจือจางแบบ 
10-fold serial dilution และน าไปนับจ านวนเชื้อโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อและอุณหภูมิที่บ่มเพาะที่
เหมาะสมกับ Lactobacillus spp. และ B. subtilis BS48 ดังที่ได้กล่าวแล้วข้างต้น การทดลองแต่ละ
ครั้งท า 3 ซ้ า เปอร์เซ็นต์ของเชื้อที่ยึดเกาะจะค านวณเปรียบเทียบกับจ านวนเชื้อที่ใส่ลงไปในหลุม 

 
8.5 ควำมสำมำรถในกำรแทรกตัวเข้ำไปในเมือกปลำ 

น าเมือกปลาที่มีปริมาณโปรตีน อย่างละ 0.5 มก./มล. 100 มคล. ใส่ลงใน 96-well microtiter 
plate บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C, 1 คืน เทส่วนของเมือกที่ไม่ยึดติดกับหลุมออก แล้วล้าง  2 ครั้งด้วย 
PBS 250 มคล. น าเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus 



22 
 

GG ที่เตรียมไว้ในข้อ 8.1 มาทดสอบการแทรกตัวเข้าไปในเมือก ตามวิธีการของ Cohen และ Laux, 
(1995) โดยใส่เชื้อลงใน microtiter plate หลุมละ 100 มคล. น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 °C เป็นเวลา 1, 
2, 3 และ 4 ชม. โดยเชื้อ 1 ตัวจะใช้  3 หลุมกับทุกเวลาที่ใช้บ่ม จากนั้นดูดส่วนที่เป็นของเหลวออก
จากหลุม เชื้อที่ไม่ยึดเกาะจะถูกล้างออกด้วย PBS 250 มคล. 2 ครั้ง แล้วเติม 0.05% triton X-100 ลง
ไป 250 มคล. บ่มไว้ 10 นาที เพื่อย่อยเมือกและท าให้แบคทีเรียที่แทรกตัวเข้าไปในเมือกหลุดออกมา 
น าเชื้อมาเจือจางแบบ 10-fold serial dilution และน าไปนับจ านวนเชื้อโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อและ
อุณหภูมิที่บ่มเพาะท่ีเหมาะสมกับ Lactobacillus spp. และ B. subtilis BS48  เปอร์เซ็นต์ของเชื้อที่ยึด
เกาะจะค านวณเปรียบเทียบกับจ านวนเชื้อที่แทรกเข้าไปในเมือกกับปริมาณของเชื้อเริ่มต้นที่ใส่ลงไป 

 

8.6 กำรทดสอบว่ำเชื้อยึดเกำะกับเมือกของปลำแบบจ ำเพำะเจำะจงหรือไม่ 

ท าการเปรียบเทียบการยึดเกาะของเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis 
BS4 และ L. rhamnosus GG  ต่อเมือกของปลา bovine serum albumin (BSA)  (Sigma-Aldrich, 
USA) และกับพื้นผิว microtiter plate well ซึ่งเป็นพลาสติก polystyrene น า BSA ที่มีปริมาณโปรตีน 
0.5 มก./มล. และเมือกปลาที่มีปริมาณโปรตีน 0.5 มก./มล. 100 มคล. ใส่ลงใน 96-well microtiter 
plate บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C, 1 คืน เทส่วนของเมือกที่ไม่ยึดติดกับหลุมออก แล้วล้าง 2 ครั้งด้วย PBS 
250 มคล. ท าการทดสอบการยึดเกาะของเชื้อเหมือนวิธีการท่ีกล่าวไว้ในหัวข้อ 7.4 

 
8.7  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรแย่งกำรยึดเกำะกับเมือกของปลำระหว่ำงเชื้อ 

Lactobacillus spp. และ B. subtilis BS48 กับเชื้อก่อโรคของปลำด้วยกลไก 

competitive exclusion 

น าเมือกจากทางเดินอาหารของปลาที่มีปริมาณโปรตีน 0.5 มก./มล. 100 มคล. ใส่ลงใน 96-
well microtiter plate บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C, 1 คืน ดูดส่วนของเมือกที่ไม่ยึดติดกับหลุมออก แล้วล้าง 
2 ครั้งด้วย PBS 250 มคล. การทดสอบการเกิด competitive exclusion ใส่เชื้อ Lactobacillus spp. 
และ Bacillus subtilis BS48 ที่เตรียมไว้ในหัวข้อ 8.1   100 มคล. ลงในหลุมที่เตรียมไว้ น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 25 °C, 1 ชม. (และให้เว้นหลุมที่ไม่ใส่เชื้อเอาไว้ส่วนหนึ่ง) ล้างเชื้อที่ไม่เกาะออก 2 ครั้งด้วย 
PBS pH 7.4 ก่อนจะใส่เชื้อก่อโรค A. hydrophila หรือ S. agalactiae 100 มคล. ลงไปทุกหลุม  น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 25 °C, 1 ชม. ล้างเชื้อที่ไม่เกาะออก 2 ครั้งด้วย PBS pH 7.4 แล้วเติม 0.05% triton 
X-100 ลงไป 250 มคล. บ่มไว้ 10 นาที เพื่อย่อยเมือกและท าให้เชื้อก่อโรคที่เกาะเมือกหลุดออกมา 
น าเชื้อมาเจือจางแบบ 10-fold serial dilution และน าไปนับจ านวนเชื้อโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อและ
อุณหภูมิที่บ่มเพาะที่เหมาะสมกับ A. hydrophila และ S. agalactiae การทดลองแต่ละครั้งท า 3 ซ้ า  
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เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของเชื้อก่อโรคที่ยึดเกาะบนเมือกปลาขณะที่ มีเชื้อ Lactobacillus spp. และ  
B. subtilis BS48 กับทีไ่ม่มีเชื้อเหล่านี้เกาะอยู่บนเมือกปลามาก่อน 

 

9. ควำมสำมำรถในกำรเกำะกลุ่มกับเชื้อก่อโรคและกำรทดสอบควำมไม่ชอบน้ ำของผิวเซลล์  

9.1 ควำมสำมำรถในกำรเกำะกลุ่มกับเชื้อก่อโรค 

การศึกษาการเกาะกลุ่มของเชื้อโพรไบโอติกกับเชื้อก่อโรคจะท าตามวิธีของ Handley และ 
คณะ (1987) โดยน าเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ                 
L. rhamnosus GG และเชื้อก่อโรค A. hydrophila และ S. agactiae ที่เลี้ยงไว้ มาปรับความขุ่นของ
เชื้อแต่ละชนิดให้ได้ค่า OD ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.6-0.7 น าเชื้อ L. pentosus 
LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG มา 0.5 มล. ผสมกับเชื้อก่อโรค 
0.5 มล. ปั่นผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer น าเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 22 °C, 4 ชม. แล้ววัดค่า 
OD ของเชื้อ ส่วนเชื้อที่เป็น control ใช้เชื้อแต่ละชนิดเดี่ยว ๆ เชื้อละ 1 มล. แล้วค านวณเปอร์เซ็นต์
ของการเกาะกลุ่มของเชื้อโดยใช้สมการของ Handley และ คณะ (1987) เปอร์เซ็นต์การเกาะกลุ่ม = 
[(SC + LC)/2 ) (S + L)/(SC + LC)/2]x100 ซึ่ง SC และ LC คือค่า  OD ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตรของเชื้อที่เป็น control ของเชื้อก่อโรคและเชื้อโพรไบโอติกที่ทดสอบตามล าดับ หลังจากบ่มไว้ 4 
ชม. (S + L) คือค่า  OD ของเชื้อที่ผสมกันหลังจากบ่มไว้ 4 ชม. 

 
9.2 กำรทดสอบควำมไม่ชอบน้ ำของผิวเซลล์ 

ผิวเซลล์แบคทีเรียที่มีความไม่ชอบน้ า (surface hydrophobicity) สูงจะมีโอกาสรวมกลุ่ม
กันเอง (autoaggregation) ได้ดี การไม่ชอบน้ าของผิวเซลล์แสดงด้วยค่า SAT (SAT value) ตามวิธี
ของ Pascual และ คณะ (2008) โดยน าเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, และ               
L. rhamnosus GG และ B. subtilis BS48 ที่เลี้ยงไว้ 24 ชม. มาปรับปริมาณของเชื้อด้วย 0.02 โมล/
ลิตร sodium phosphate pH 6.8 ให้ได้ปริมาณเชื้อเท่ากับ 109 cfu/มล. และน ามาผสมกับสารละลาย 
ammonium sulfate ที่ความเข้มข้น 4.0, 2.0, 1.5 และ 0.5  โมล/ลิตร บนสไลด์แก้วโดยใช้เชื้อและ 
ammonium sulfate ปริมาณเท่า ๆ กัน แล้วมองด้วยกล้องจุลทรรศน์ ความเข้มข้นของ ammonium 
sulfate ที่ท าให้แบคทีเรียรวมกลุ่มกันเองก าหนดให้เป็นค่า SAT  ถ้าค่า SAT < 0.5 โมล/ลิตร, 0.5-1.5 
โมล/ลิตร และ > 1.5 โมล/ลิตร แสดงว่าผิวของเซลล์มีความไม่ชอบน้ า สูง ปานกลาง และ ต่ า 
ตามล าดับ 
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10. ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงไบโอฟิล์ม  

ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) ของ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8,    
B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG จะท าการวิเคราะห์โดยใช้สี crystal violet ซึ่งดัดแปลงมา
จากวิธีของ Morohoshi และ คณะ (2008) น าเชื้อ 108 cfu/มล. มาเจือจาง 100 เท่าด้วย soybean-
casein digest broth (SCDB) น าเชื้อที่ได้มา 200 มคล. ใส่ลงใน 96-well microtiter plate 3 หลุม 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 15 °C, 24 ชม. แล้วน าสารละลายสี 1% crystal violet ใส่ลงในหลุม หลุมละ 25 
มคล. วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่น ต่อมาใส่ 95% ethanol ลงไป 200 มคล. 
เพื่อละลายสี crystal violet น าไปวัดค่า OD ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate 
reader และวัดค่า OD ของหลุมที่เป็น control ซึ่งใช้ SCDB อย่างเดียว น าค่า OD ที่ได้ไปลบออกจาก
ค่า OD ที่ได้จากหลุมที่ใส่เชื้อ เชื้อที่ให้ค่า OD สูงแสดงว่าสามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ดี 

 

11. ควำมสำมำรถในกำรทนต่อสภำพแวดล้อมที่รุนแรงในทำงเดินอำหำรของปลำ 

11.1 กำรเตรียมเชื้อที่ใช้ทดสอบ 

น า L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, และ L. rhamnosus GG มาเลี้ยงใน MRSB ใน
สภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. และน าเชื้อ B. subtilis BS48 มาเลี้ยงใน BHIB ที่
อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. น าเชื้อมาปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 °C ด้วยความแรง 3,000 g, 10 นาที ล้าง
ตะกอนของเชื้อที่ได้ด้วย 10 mM phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS)   2 ครั้ง น าเชื้อมากระจาย
ตัวใน PBS วัดความขุ่นด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้ได้ค่า 
OD เท่ากับ 0.6-0.7 เพื่อท าให้ได้เชื้อจ านวนเท่ากันคือประมาณ 107-108 cfu/มล. โดยเจือจางเชื้อด้วย 
PBS แล้วนับจ านวนเชื้อดัวย plate count method โดยใช้   MRSA ส าหรับ  Lactobacillus spp. และ 
BHIA ส าหรับ B. subtilis BS48 เพื่อเปรียบเทียบกับค่า OD ที่วัดได้ 

 
11.2 ควำมสำมำรถในกำรทนต่อ pH ในทำงเดินอำหำรจ ำลองของปลำ  

น า PBS มาปรับ pH ด้วย HCl ให้ได้ pH  2.0, 3.0, 5.0 และ 6.0 (Prasad et al.,  1998) น า 
PBS ที่ปรับ pH แล้วมา 4.5 มล. และใส่เชื้อที่เตรียมไว้ จากข้อ 11.1 ลงไป 0.5 มล. น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 25 °C นับจ านวนเชื้อที่มีชีวิตที่เวลา 0, 1, 2, และ 3 ชม. ตามวิธีในหัวข้อ 11.1 

 
11.3 ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน้ ำดีของปลำ 

วิธีการทดสอบน้ าดีของปลาดัดแปลงมาจากวิธีของ Nikoskelainen และคณะ (2001) เก็บน้ าดี
จากถุงน้ าดีของปลานิล น ามาเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C จนกว่าจะน ามาใช้ ก่อนใช้น าน้ าดีมาเจือจาง
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ด้วย PBS ให้มีความเข้มข้น 10% แล้วน ามา 4.5 มล. ใส่เชื้อที่เตรียมไว้จากข้อ 11.1 ลงไป 0.5 มล. 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 °C, 1.5 ชม. นับจ านวนเชื้อที่มีชีวิตรอด ตามวิธีในหัวข้อ 11.1 
 

12. กำรเตรียมเพลเลตต้นแบบจำกเชื้อ Bacillus subtilis BS48 

 เนื่องจากเชื้อ B. subtilis BS48 เป็นเชื้อที่สร้างสปอร์ สามารถทนต่อสภาวะแวดล้อมที่รุนแรง
ของกระบวนการเตรียมเพลเลตได้ดีกว่าเชื้อ Lactobacillus spp. จึงใช้เชื้อนี้มาเตรียมเป็นเพลเลตลอย
น้ าต้นแบบเพื่อท าเป็นอาหารปลา ซึ่งเป็นวิธีการน าส่งเชื้อโพรไบโอติกไปให้ปลาหรือสัตว์เลี้ยงได้ใน
อนาคต 

 

12.1 กำรเตรียมสปอร์ของเชื้อ B. subtilis BS48  

 เลี้ยง B. subtilis BS48 บน BHIA slant ที่อุณหภูมิ 37 °C,  24 ชม. ใช้น้ าเกลือปราศจากเชื้อ 
3 มล. และเม็ดแก้ว (glass bead) ปราศจากเชื้อ 3-4 เม็ด ใส่ลงไปในหลอดของเชื้อเขย่าเบา ๆ เพื่อให้
เม็ดแก้วขูดเชื้อออกมาจากผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นดูดเชื้อทั้งหมดใส่ลงในขวด Roux ที่
บรรจุ Difco sporulation medium (DSM) ไว้ 250 มล. และใส่เม็ดแก้วลงไป 4-5 เม็ด ตะแคงขวดไป
มาให้เม็ดแก้วกลิ้งเพื่อกระจายเชื้อให้ทั่วผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ น าไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 °C, 
5 วัน ใส่น้ าเกลือลงไปในขวด 35 มล. กลิ้งเม็ดแก้วไปมาเพื่อน าเชื้อออกจากผิวหน้าของอาหาร น า
เชื้อมาท า heat shock ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 80 °C, 10 นาท ี เพื่อท าลายตัวเชื้อให้
เหลือแต่สปอร์ น าสปอร์ไปตรวจนับจ านวนโดยการท า 10-fold serial dilution แล้วนับเชื้อโดยวิธี 
spread plate ด้วย BHIA เกบ็สปอร์ของเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C ส าหรับการเตรียมเป็นเพลเลต  

 
12.2 กำรเตรียมสูตรเพลเลต 

วัตถุดิบที่ใช้เพื่อการเตรียมเพลเลตประกอบด้วยอาหารและส่วนประกอบอื่น ๆ ได้แก่ ปลาป่น
, แป้งสาลี, ร าละเอียด, น้ าม้นพืช, พรีมิกซ์ (แร่ธาตุรวม), microcrystalline celluloses (Avicel 
PH101™) เป็นสารช่วยในการยึดเกาะ, น้ าตาล, ยีสต์  และสปอร์ของเชื้อ B. subtilis BS48 น าสปอร์
ที่ได้ไปเตรียมเป็นเพลเลตกับวัตถุดิบ 3 สูตร ดังแสดงในตารางที่ 2.1 ซึ่งต้องการให้เพลเลตที่ได้มีเชื้อ
รอดชีวิตอยู่ในเพลเลตได้สูง และสามารถลอยน้ าได้นาน และมีความกร่อนต่ า 
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         ตำรำงที่ 2.1 สูตรในการเตรียมเพลเลตลอยน้ าของเชื้อ Bacillus subitilis BS48 

 
ส่วนประกอบในต ำรับ            สูตรท่ี 1             สูตรท่ี2              สูตรท่ี 3 

ปลาป่น  52.5 กรัม 52.5 กรัม 52.5  กรัม 

แป้งสาลี  30   กรัม 30   กรัม 30   กรัม 

ร าละเอียด  30   กรัม 30   กรัม 30    กรัม 

น  ามันพืช  6     กรัม 25   กรัม 6     กรัม 

พรีมิกซ์ (แร่ธาตุรวม)  0.15 กรัม 0.15  กรัม 0.15  กรัม 

Avicel PH101™ 

น  าตาล 

ยีสต์ 

 10.5 กรัม 

 7     กรัม 

 7     กรัม 

10.5  กรัม 

- 

- 

10.5  กรัม 

- 

- 

B. subtilis BS48  spore suspension 

 

 40   มล. 
8.26x108 cfu 

25 มล. 
8.57x108 cfu 

43 มล. 
8.62x108 cfu 

หมายเหตุ: จ านวนเชื้อแบคทีเรียในแต่ละต ารับควรมีไม่น้อยกว่า 107 cfu/กรัม 
 

วิธีเตรียมเพลเลตด้วยวิธี extrusion – spheronization  

ผสม Avicel PH101™, ปลาป่น, แป้งสาลี, ร าละเอียด, น้ าตาล, ยีสต์, พรีมิกซ์ และ น้ ามันพืช
เข้าด้วยกัน ใช้เวลา 3 นาที ในเครื่องผสมปั่นผสม เติม bacterial spore suspension ลงไป นวดผสม
ให้เข้ากันจนได้เป็น damp mass น า damp mass มาเข้าเครื่อง extruder ซึ่งมีรูขนาด 2 มม. จะได้ 
extrudate  น า extrudate มาท าให้กลมด้วยเครื่อง spheronizer ด้วยความเร็วรอบ 800 rpm เป็น
เวลา 5 นาที จะได้เพลเลต แล้วน าเพลเลตมาท าให้แห้งด้วยตู้อบลมร้อน (hot air oven) ที่อุณหภูมิ 
50 °C เป็นเวลา 6 ชม. ยกเว้นสูตรต ารับที่ 1 ใส่น้ าตาลและยีสต์เพิ่มเติมจากส่วนประกอบหลัก เพื่อให้
ยีสต์หมักน้ าตาลกลายเป็น CO2 เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการผลิต  ท าให้เกิดรูพรุนภายในเพลเลต
ภายหลังการอบแห้ง โดยใช้ผ้าปิดภาชนะที่บรรจุเพลเลตไว้หมักเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ก่อนน าเพลเลตไป
อบแห้ง กระบวนการผลิตเพลเลตแสดงในรูปท่ี 2.3 
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รูปที่ 2.3 กระบวนการเตรียมเพลเลตด้วยวิธี extrusion – spheronization 

 

12.3 ศึกษำสมบัติทำงกำยภำพของเพลเลต 

12.3.1  กำรประเมินขนำด (size) 

สุ่มตัวอย่างเพลเลตแต่ละต ารับ (n=100) วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโดยใช้เครื่อง antibiotic 
zone reader แล้วหาค่าเฉลี่ย  

 
12.3.2   กำรประเมินควำมกร่อน (friability) 

น าเพลเลต 5 กรัม ผสมกับ glass bead (เส้นผ่านศูนย์กลาง 2 มม.) ใช้เครื่อง friabilator 
หมุนด้วยความเร็ว 25 rpm เป็นเวลา 4 นาที จากนั้นค านวณ % ความกร่อน ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง
ในแต่ละต ารับ แล้วหาค่าเฉลี่ย (ควรมี % ความกร่อนน้อยกว่า 1 %) 
 

  ความกร่อน  
น้ าหนักของเพลเลตที่หายไป

น้ าหนักของเพลเลตเริ่มต้น
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12.3.3   กำรประเมินควำมสำมำรถในกำรลอยน้ ำ (floating ability)  

สุ่มตัวอย่างเพลเลตของแต่สตูรต ารับ (n=100) มากระจายในบีกเกอร์ขนาด 250 มล. ซึ่งมีน้ า
กลั่น 100 มล. ที่อุณหภูมิห้อง นับจ านวนเพลเลตที่ลอยอยู่บนผิวน้ ากลั่น บันทึกจ านวนเพลเลตที่ลอย
อยู่บนผิวน้ ากลั่น เมื่อเวลาผ่านไป 0, 5, 10, 20 และ 30 นาที  ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้งในแต่ละต ารับ  

 

  ความสามารถในการลอยน้ า   
จ านวนเพลเลตที่ลอยน้ า

จ านวนของเพลเลตเริ่มต้น
      

 

12.3.4 กำรศึกษำลักษณะของเพลเลตโดยใช้ เครื่อง scanning electron microscope  

ศึกษาลักษณะของเพลเลตที่เตรียมขึ้น โดยใช้เครื่อง scanning electron microscope (SEM) 
(JSM-5800LV, JEOL, Japan) เตรียมตัวอย่างโดยน าเพลเลตมาวางบนแท่นวางตัวอย่างแล้วท าการ
เคลือบด้วยทอง จากนั้นน าตัวอย่างที่เคลือบทองแล้วมาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน เพื่อดู
ลักษณะพื้นผิว และลักษณะสปอร์ของเชื้อแบคทีเรียในเพลเลต  

 
12.3.5 กำรหำจ ำนวนเชื้อแบคทีเรีย (viable bacteria) ในเพลเลต  

น า เพลเลต 0.5 กรัม ใส่ลงในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 4.5 มล. เขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 30 นาที  เจือจางเชื้อที่ปลดปล่อยออกมาแบบ 10-fold serial dilution ในน้ าเกลือ (0.85% 
NaCl) หาจ านวนเชื้อด้วยวิธี spread plate โดยใช้ BHIA จากนั้นเพาะเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 
ชม. ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้งในแต่ละต ารับ นับจ านวนเชื้อแล้วหาค่าเฉลี่ย 

 

12.3.6 วิธีกำรหำจ ำนวนเชื้อที่รอดชีวิตในเพลเลตเมื่ออยู่ในสภำวะกระเพำะอำหำร

จ ำลอง (simulated gastric condition) 

เตรียม simulated gastric solution โดยใช้ normal saline pH 2 (ปรับ pH โดยใช้ 1M HCl) 
น าเพลเลต 0.5 กรัม ใส่ลงใน normal saline pH 1.5 ปริมาตร 4.5 มล. บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้อง หา
จ านวนเชื้อเม่ือเวลาผ่านไป 1 และ 2 ชม. ท าการเจือจางเชื้อที่ปลดปล่อยออกมาแบบ 10-fold serial 
dilution ในน้ าเกลือ หาจ านวนเชื้อด้วยวิธี spread plate โดยใช้ BHIA เพาะเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 
°C, 24 ชม. ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้งในแต่ละต ารับ แล้วหาค่าเฉลี่ย 
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กำรศึกษำศักยภำพของเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8 และ B. subtilis 

BS48 เป็นโพรไบโอติกในทำงเดินอำหำรและช่องคลอดของคน  

การศึกษาในขั้นตอนนี้จะศึกษาศักยภาพของเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8 และ 
B. subtilis BS48 เปรียบเทียบกับเชื้อโพรไบโอติกส าหรับใช้ในคนคือ L. rhamnosus GG  

 

13. ควำมสำมำรถของเชื้อในกำรมีชีวิตรอดในสภำวะจ ำลองของทำงเดินอำหำรและช่อง

คลอดของคน 

13.1 กำรเตรียมเชื้อส ำหรับกำรทดสอบ 

 น า L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, และ L. rhamnosus GG มาเลี้ยงใน MRSB ใน
สภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. และเลี้ยง B. subtilis BS48 ใน BHIB ที่อุณหภูมิ 37 
°C, เมื่อเลี้ยงเชื้อทั้งหมดครบ 24 ชม. แล้ว น าเชื้อมาปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 °C ด้วยความแรง 3,000 
g, 10 นาที ล้างตะกอนของเชื้อที่ได้ด้วย PBS pH7.4, 2 ครั้ง น าเชื้อที่ได้ไปใช้ทดสอบความสามารถ
ในการทนต่อน้ าดี น้ าย่อยในกระเพาะอาหารจ าลอง (simulated gastric fluid) น้ าย่อยในล าไส้เล็ก
จ าลอง (simulated intestinal fluid) และน้ าในช่องคลอดจ าลอง (simulated vaginal fluid) 

 

13.2 ควำมสำมำรถทนต่อน้ ำย่อยในกระเพำะอำหำรจ ำลอง 

เตรียมน้ าย่อยในกระเพาะอาหารจ าลอง โดยน า PBS มาปรับ pH ให้ได้ pH 2, 3 และ 4 ด้วย 
1 N HCl แล้วเติมเอนไซม์เปปซิน (pepsin, Sigma-Aldrich, USA) ให้ได้ความเข้มข้น 3 กรัม/ลิตร ใส่
เชื้อลงไปให้มีจ านวนเชื้อเท่ากับ 108 cfu/มล. น า L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, และ          
L. rhamnosus GG ไปบ่มเพาะในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C ส่วน B. subtilis BS48 น าไป
บ่มเพาะที่อุณหภูมิที่ 37 °C นับจ านวนเชื้อที่เวลา 0, 1, 2 และ 3 ชม. ค านวณเปอร์เซ็นต์ของเชื้อที่
รอดชีวิต 

 
13.3  ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน้ ำดี  

เตรียมน้ าดีโดยการน า น า PBS pH 7.4 มาเติมน้ าดี (oxgall, Sigma-Aldrich, USA) ให้ได้
ความเข้มข้น  0.3 % (w/v) ใส่เชื้อลงไปให้มีจ านวนเชื้อเท่ากับ 108 cfu/มล. น า L. pentosus LS7,    
L. plantarum LF8, และ L. rhamnosus GG ไปบ่มในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C ส่วน B. 
subtilis BS48 น าไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 °C นับจ านวนเชื้อที่เวลา 0, 1, 2, และ 3 ชม. ค านวณ
เปอร์เซ็นต์ของเชื้อที่รอดชีวิต  
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13.4 ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน้ ำย่อยในล ำไส้เล็กจ ำลอง 

เตรียมน้ าย่อยในล าไส้เล็กจ าลองโดยน า PBS มาปรับ pH ด้วย 1N NaOH ให้ได้ pH 6.8 
แล้วเติมเอนไซม์แพนครีเอติน (pancreatin, Sigma-Aldrich, USA) ให้ได้ความเข้มข้น 1 กรัม/ลิตร ใส่
เชื้อลงไปให้มีจ านวนเชื้อเท่ากับ 108 cfu/มล. น า L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, และ           
L. rhamnosus GG ไปบ่มเพาะในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C ส่วน B. subtilis BS48 น าไป
บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 °C นับจ านวนเชื้อที่เวลา 0, 1, 2, 3, และ 4 ชม. ค านวณเปอร์เซ็นต์ของเชื้อที่
รอดชีวิต 

 

13.5 ควำมสำมำรถในกำรทนต่อน้ ำในช่องคลอดจ ำลอง 

เตรียมน้ าในช่องคลอดจ าลองโดยละลาย sodium acetate (Ajax Finechem Pty Ltd, 
Australia) 68.04 กรัม ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 1000 มล. และปรับ pH โดยใช้ glacial acetic 
acid ให้ได้ pH 4.4 แล้วใส่เชื้อที่เตรียมไว้ลงไปให้มีปริมาณเชื้อเท่ากับ 108 cfu/มล. น า L. pentosus 
LS7, L. plantarum LF8, และ L. rhamnosus GG ไปบ่มเพาะในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C 
ส่วน B. subtilis BS48 น าไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 °C นับจ านวนเชื้อที่เวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชม. 
ค านวณเปอร์เซ็นต์ของเชื้อที่รอดชีวิต 

จากการทดลองที่ 13.2-13.5 นับจ านวนเชื้อที่รอดชีวิตที่เวลาต่าง ๆ แล้ว จึงน ามาค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตจากสมการ 

  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต = (N1/N0)x100  
   N1  =  จ านวนเชื้อที่รอดชีวิตที่เวลาต่าง ๆ 
   N0  = จ านวนเชื้อเริ่มต้นก่อนการทดสอบ 
 
13.6 ควำมสำมำรถในกำรยึดเกำะกับเซลล์ผนังล ำไส้และเซลล์ช่องคลอดของคน 

เชื้อที่สามารถยึดเกาะกับผนังล าไส้หรือช่องคลอดได้ดีสามารถจะมีชีวิตรอดและเพิ่มจ านวนใน
ทางเดินอาหารและช่องคลอดได้ การศึกษาการยึดเกาะของเชื้อที่ผนังล าไส้ของคนจะใช้เซลล์
เพาะเลี้ยง คือ Caco-2 ซึ่งเป็นเซลล์ adenocarcinoma ของล าไส้ใหญ่ แต่แสดงคุณสมบัติเหมือนกับ
เซลล์ที่ผนังส าไส้เล็กคือเม่ือเลี้ยงให้เซลล์เจริญเติบโตและเกิดการ differentiate แล้วจะสร้างไมโครวิล
ไล (microvilli) และเอนไซม์ของเซลล์ผนังล าไส้เล็กได้ ส่วนเซลล์ผนังช่องคลอดของคนที่ใช้คือ HeLa 
cell เป็น cell line ที่เป็นตัวแทนของเซลล์ในช่องคลอด ซึ่งเซลล์ทั้ง 2 ชนิดนิยมใช้ในการศึกษาทาง
เภสัชกรรมและทางการแพทย์มาก  
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13.6.1 กำรเพำะเลี้ยง Caco-2 cell 

 Caco-2 cell (ATCC HTB-37) เป็น adenocarcinoma ของคนซึ่งซื้อมาจาก American 
Type Culture Collection (ATCC) (P.O.Box 1549, Mansssas, VA 20108-1549, 703-365-2007 
FAX: 703, email: sale@atcc.org) อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใช้คือ minimum essential medium (MEM) 
(Gibco, USA) ที่ประกอบด้วย L-glutamine, 17% (v/v) fetal bovine serum (Gibco, USA), 100 
µg/ml streptomycin sulfate ผสมกับ 100 IU/ml penicillin G (Gibco, USA)  เก็บเซลล์ไว้ในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่มี 5% (v/v) dimethylsulfoxide (DMSO) เป็น cryoprotectant แช่ในไนโตรเจนเหลวเม่ือ
ต้องการน าเซลล์มาใช้ต้องน ามาอุ่นในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 °C ประมาณ 3-5 วินาที จนอาหาร
เลี้ยงเซลล์เริ่มละลาย แล้วน าส่วนที่ละลายมาประมาณ 0.5 มล. ไปใส่ลงในอาหารที่เตรียมมาใหม่ 10 
มล. แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความแรง 1,000 g ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที แยกส่วนใสทิ้งไป น า
ส่วนตะกอนที่เป็นเซลล์ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์หลอดใหม่ประมาณ 5 มล. แล้วน าไปใส่ tissue 
culture flask ขนาด 25 มล. บ่มเพาะในตู้บ่มเพาะที่มีบรรยากาศประกอบด้วยอากาศ 95% และ CO2 
5% ตรวจเช็คการเจริญเติบโตของเซลล์ทุกวันด้วยกล้อง inverted microscope และเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลล์ทุก 2-3 ในช่วง 6 วันแรก และเปลี่ยนทุกวันหลังจากนั้น  

 
13.6.2 กำรท ำ passage Caco-2 cell 

 เม่ือเซลล์เจริญเติบโตครอบคลุมพื้นที่ culture flask ประมาณ 80% (80% confluence) ดูด
อาหารอาหารเลี้ยงเซลล์ออกไป แล้วใส่ 0.1 M phosphate buffer pH 7.4,  5 มล. เพื่อล้างเซลล์ ท า
การล้างเซลล์ 3 รอบ ก่อนจะใส่ trypsin EDTA (1:25) 3 มล. ให้ท่วมเซลล์ แล้วบ่มที่ 37 °C ใน
บรรยากาศทีป่ระกอบด้วยอากาศ 95% และ CO2 5% 1 นาที เซลล์จะถูกย่อยให้แยกออกจากกันแล้ว
หลุดลอกออกมาจากผิวพลาสติกของ flask ให้กระแทก flask กับสันมือเบา ๆ เพื่อให้เซลล์หลุดออก
จากผิวพลาสติกโดยสมบูรณ์ ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 7 มล. แล้วถ่ายเชื้อลงในหลอดพลาสติก ขนาด  
15 มล. น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความแรง 1,000 g ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที เม่ือทิ้งส่วนใสออกไป ใส่อาหาร
เลี้ยงเซลล์ลงไป 2-3 มล. แล้วนับจ านวนเซลล์ โดยน าเซลล์มา 100 มคล. ผสมกับ trypan blue 100 
มคล. บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วน าไปใส่ใน haemocytometer เพื่อนับจ านวนเซลล์ภายใต้ 
inverted microscope เซลล์ที่มีชีวิตจะไม่ติดสี ส่วนเซลล์ที่ตายจะติดสีน้ าเงิน เม่ือทราบความเข้มข้น
ของเซลล์แล้ว เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ก่อนจะน าไปใส่ใน culture flask ใหม่เพื่อเพาะเลี้ยงต่อไป 
หรือน าไปใช้ในการทดลอง 
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13.6.3 กำรเก็บรักษำ Caco-2 cell 

 ผสม DMSO 1 มล. กับอาหารเลี้ยงเซลล์ 9 มล. เก็บไว้ในตู้เย็น น าเซลล์ที่เลี้ยงไว้ 80% 
confluence มาล้างด้วย PBS 10 มล. 3 รอบแล้วใส่ trypsin EDTA 3 มล. บ่มเพาะในตู้บ่มเพาะที่มี
บรรยากาศประกอบด้วยอากาศ 95% และ CO2 5% อุณหภูมิ 37 °C, 1 นาที เซลล์จะถูกย่อยให้แยก
ออกจากกันแล้วหลุดลอกออกมาจากผิวพลาสติกของ flask ให้กระแทก flask กับสันมือเบา ๆ เพื่อให้
เซลล์หลุดออกจากผิวพลาสติกโดยสมบูรณ์ ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 7 มล. แล้วถ่ายเซลล์ลงใน
หลอดพลาสติก ขนาด  15 มล. น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความแรง 1,000 g ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
เมื่อทิ้งส่วนใสออกไป ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 5.5 มล. แล้วใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี DMSO ที่แช่เย็น
ไว้ที่ละหยดพร้อมกับเขย่าภาชนะเบา ๆ จะได้ส่วนผสมของเซลล์กับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี DMSO 5% 
(v/v) แล้วแบ่งเซลล์ใสใน cryotube หลอดละ 1 มล. แล้วน าไปเก็บไว้ในตู้ -80 °C 1 คืน ก่อนจะน าไป
แช่ใน ไนโตรเจนเหลว 

 
13.6.4 กำรเพำะเลี้ยง HeLa cell 

 HeLa cell (ATCC CCL-2.2TM) เป็นเซลล์ cervical carcinoma ของคน ซึ่งซื้อมาจาก 
American Type Culture Collecion อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใช้คือ Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM, Gibco, USA) ซึ่งมี L-glutamine, 10%v/v fetal bovine serum (Gibco, USA), 
100 IU/มล. penicillin G ผสมกับ streptomycin sulfate (Gibco, USA) การเก็บรักษาเซลล์จะเก็บใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใส่ 10% dimethylsulfoxide (DMSO) เป็น cryoprotectant เก็บในไนโตรเจนเหลว 
เม่ือต้องการน าเซลล์มาใช้ต้องน ามาอุ่นในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 °C ประมาณ 3-5 วินาที จน
อาหารเลี้ยงเซลล์เริ่มละลาย แล้วน าส่วนที่ละลายมาประมาณ 0.5 มล. ไปใส่ลงในอาหารที่เตรียมมา
ใหม่ 10 มล. แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความแรง 1,000 g ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที แยกส่วนใส
ทิ้งไป น าส่วนตะกอนที่เป็นเซลล์ใส่ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์หลอดใหม่ประมาณ 5 มล. แล้วน าไปใส่ลง
ใน tissue culture flask ขนาด 25 มล. บ่มเพาะในตู้บ่มเพาะที่มีบรรยากาศประกอบด้วยอากาศ 95% 
และ CO2 5% อุณหภูมิ 37 °C ตรวจเช็คการเจริญเติบโตของเซลล์ทุกวันด้วยกล้อง inverted 
microscope และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2-3 วัน ในช่วง 6 วันแรก และเปลี่ยนทุกวันหลังจากนั้น  

 
13.6.5 กำรท ำ passage HeLa cell 

 เมื่อเซลล์เจริญเติบโตครอบคลุมพื้นที่ culture flask ประมาณ 80% (80% confluence) ก าจัด
อาหารเลี้ยงเซลล์ออกไป แล้วใส่ 0.1 M phosphate buffer pH 7.4  5 มล. เพื่อล้างเซลล์ ท าการล้าง
เซลล์ 3 รอบ ก่อนจะใส่ trypsin EDTA (1:25) 3 มล. ให้ท่วมเซลล์ แล้วบ่มที่ 37 °C ในบรรยากาศซึ่ง
ประกอบด้วย อากาศ 95% และ CO2 5% ที่อุณหภูมิ 37 °C, 1 นาที เซลล์จะถูกย่อยให้แยกออกจาก
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กันแล้วหลุดลอกออกมาจากผิวพลาสติกของ flask ให้กระแทก flask กับสันมือเบา ๆ เพื่อให้เซลล์
หลุดออกจากผิวพลาสติกโดยสมบูรณ์ ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 7 มล. แล้วถ่ายเชื้อลงในหลอด
พลาสติก ขนาด  15 มล. น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความแรง 1,000 g ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เม่ือทิ้ง
ส่วนใสออกไป ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 2-3 มล. แล้วนับเซลล์ โดยน าเซลล์มา 100 มคล. ผสมกับ 
trypan blue แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วน าไปใส่ใน haemocytometer เพื่อนับจ านวนเซลล์
ภายใต้ inverted microscope เซลล์ที่มีชีวิตจะไม่ติดสี ส่วนเซลล์ที่ตายจะติดสีน้ าเงิน เม่ือทราบความ
เข้มข้นของเซลล์แล้ว ให้เจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ก่อนจะน าไปใส่ใน culture flask ใหม่เพื่อ
เพาะเลี้ยงต่อไป หรือน าไปใช้ในการทดลอง 

 
13.6.6 กำรเก็บรักษำ HeLa cell 

 ผสม DMSO 1 มล. กับอาหารเลี้ยงเซลล์ 9 มล. แล้วเก็บไว้ในตู้เย็น น าเซลล์ที่เลี้ยงไว้ 80% 
confluence มาล้างด้วย PBS 10 มล. 3 รอบแล้วใส่ trypsin EDTA 3 มล. น าไปบ่มในบรรยากาศซึ่ง
ประกอบด้วย อากาศ 95% และ CO2 5% อุณหภูมิ 37 °C,  1 นาที เซลล์จะถูกย่อยให้แยกออกจาก
กันแล้วหลุดลอกออกมาจากผิวพลาสติกของ flask ให้กระแทก flask กับสันมือเบา ๆ เพื่อให้เซลล์
หลุดออกจากผิวพลาสติกโดยสมบูรณ์ ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 7 มล. แล้วถ่ายเซลล์ลงในหลอด
พลาสติก ขนาด  15 มล. น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความแรง 1,000 g ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เม่ือทิ้ง
ส่วนใสออกไป ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 5.5 มล. แล้วใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี DMSO ที่แช่เย็นไว้ที่ละ
หยดพร้อมกับเขย่าภาชนะเบา ๆ จะได้ส่วนผสมของเซลล์กับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี DMSO 5% (v/v) 
แล้วแบ่งเซลล์ใสใน cryotube หลอดละ 1 มล. น าไปเก็บไว้ในตู้ -80 °C 1 คืน ก่อนจะน าไปแช่ใน 
ไนโตรเจนเหลว 

 
13.6.7  กำรเตรียมเชื้อ Lactobacillus spp. และ Bacillus sp. เพื่อทดสอบกำรยึดเกำะ

กับเซลล์ 

 น า L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, และ L. rhamnosus GG มาเลี้ยงใน MRSB ใน
สภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. และเลี้ยง B. subtlis BS48 ที่อุณหภูมิ 37 °C, 24 ชม. 
BHIB น าเชื้อมาปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 °C ด้วยความแรง 3,000 g, 10 นาที ล้างตะกอนของเชื้อที่ได้
ด้วย 10 mM phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS)   2 ครั้ง น าเชื้อมากระจายตัวใน MEM ที่ไม่ใส่
ยาปฏิชีวนะ ส าหรับการศึกษาการยึดเกาะกับ Caco-2 cell และกระจายตัวใน DMEM ที่ไม่ใส่ยา
ปฏิชีวนะ ส าหรับการศึกษาการยึดเกาะกับ HeLa cell โดยปรับเชื้อให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 109 cfu/
มล. 
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13.6.8  กำรยึดเกำะของเชื้อ Lactobacillus spp. และ Bacillus sp. กับ Caco-2 cell 

และ HeLa cell 

  ใส่ Caco-2 cell 5x105 cell ลงในแต่ละหลุมของ 24 well tissue culture plate (Corning Inc, 
USA) ใส่อาหาร MEM น าไปเลี้ยงในตู้บ่มเพาะที่มีบรรยากาศซึ่งประกอบด้วยอากาศ 95% และ CO2 
5% อุณหภูมิ 37 °C เปลี่ยนอาหารทุก 2-3 วัน ในระยะ 6 วันแรก และเปลี่ยนอาหารทุกวันหลัง
จากนั้นจนครบ 21 วัน ซึ่งเป็นระยะ late post confluence culture เพื่อให้เซลล์มีการ differentiate 
สร้าง microvilli ก่อนท าการทดสอบการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรีย ส าหรับ HeLa cell น าเซลล์ 5x105 
cell ใส่ลงในแต่ละหลุมของ 24 well tissue culture plate ใส่อาหาร DMEM น าไปเลี้ยงในตู้บ่มเพาะ ที่
มีบรรยากาศซึ่งประกอบด้วย อากาศ 90% และ CO2 10% อุณหภูมิ 37 °C เปลี่ยนอาหารทุก 2 วัน 
ในระยะ 4 วันแรก และเปลี่ยนอาหารทุกวันหลังจากนั้นจนครบ 7 วัน ก่อนท าการทดสอบการยึดเกาะ
ของเชื้อแบคทีเรีย 

 ก่อนท าการวิเคราะห์การยึดเกาะ ล้างผิวหน้าของเซลล์ด้วย PBS pH 7.2, 2 ครั้ง น าเชื้อ 
Lactobacillus spp. และ B. subtilis BS48 ที่มีปริมาณเชื้อ 108  cfu/มล. จ านวน  1 มล.ใส่ลงในแต่ละ
หลุมของเซลล์ที่เตรียมไว้ โดยทดสอบ 3 หลุม ต่อหนึ่งเชื้อ น าไปบ่มเพาะในตู้บ่มเพาะที่มีบรรยากาศ
ซึ่งประกอบด้วยอากาศ95% และ CO2  5% อุณหภูมิ 37 °C 1 ชม. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งไปล้าง
ด้วย PBS pH 7.4, 2 ครั้งเพื่อก าจัดเชื้อที่ไม่ยึดเกาะทิ้งไป แล้วใส่ 0.05% Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, USA) 1 มล. บ่มไว้ 10 นาที เพื่อให้ย่อยท าลายเซลล์ให้เชื้อที่เกาะหลุดออกมา น าเชื้อจากแต่
ละหลุมมาใส่ใน half strength MRSB แล้วท า 10-fold serial dilution น าแต่ละ dilution มา spread 
ลงบน MRSA แล้วบ่มเพาะในสภาวะ anaerobe ที่ 37 °C, 48 ชม. นับจ านวนเชื้อที่เกาะเซลล์ และ
ศึกษาการเกาะของเซลล์ด้วยกล้อง inverted microscope และ scanning electron microscope 
(SEM) 

 เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะ =   (N1/N0)x100 
   N1 = จ านวนเชื้อที่ยึดเกาะ 
   N0 = จ านวนเชื้อที่ใส่ลงไปในหลุม     
 
13.7   ควำมสำมำรถในกำรยับยั้งกำรยึดเกำะของเชื้อก่อโรคในทำงเดินอำหำรและ

ช่องคลอด 

การศึกษาความสามารถในการยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียก่อโรคกับเซลล์ล าไส้และเซลล์
ช่องคลอดของคนท าตามวิธีของ Matijasič  และคณะ (2006) ท าการเลี้ยง Lactobacillus spp. เซลล์ 
Caco-2 และ HeLa ใน 24-well culture plate เหมือนวิธีการท่ีกล่าวแล้วข้างต้น ส่วนเชื้อที่เป็นตัวแทน
ของเชื้อก่อโรคในทางเดินอาหารคือ Escherichia coli โดยเลี้ยงเชื้อใน BHIB ส่วนเชื้อที่เป็นตัวแทน
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ของเชื้อในช่องคลอดคือ Gardnerella vaginalis เลี้ยงใน BHIB เช่นเดียวกัน บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 
°C, 24 ชม. น าเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบทุกชนิดมาล้างด้วย PBS pH 7.4, 2 ครั้ง ปรับความขุ่นของ
เชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis LS48, L. rhamnosus GG, E. coli,            
G. vaginalis ให้ได้ 108 cfu/มล. กับ MEM หรือ DMEM ที่ไม่ใส่ยาปฏิชีวนะ 

การทดสอบการเกิด competition ให้น าเชื้อ Lactobacillus spp. หรือ B. subtilis (500 มคล.) 
และเชื้อก่อโรค (500 มคล. ใส่ลงในหลุมของเซลล์ที่จะทดสอบพร้อมกัน (Ganon et al.,  2004) แล้ว
บ่มไว้ที่ 37 °C, 30 นาท ีล้างเชื้อที่ไม่เกาะออก 2 ครั้ง ด้วย PBS pH 7.4 

การทดสอบการเกิด exclusion ใส่เชื้อ Lactobacillus spp. หรือ B. subtilis BS48 (500 
มคล.) ลงในหลุมของเซลล์ที่จะทดสอบก่อน บ่มไว้ที่ 37 °C, 30 นาที แล้วล้างเชื้อที่ไม่เกาะออก 2 ครั้ง
ด้วย PBS pH 7.4 ก่อนจะใส่เชื้อก่อโรค (500 มคล.) ลงไปบ่มไว้อีก 30 นาที แล้วล้างเชื้อที่ไม่เกาะ
ออก 2 ครั้งด้วย PBS pH 7.4 

การทดสอบ replacement ท าเช่นเดียวกับการทดสอบการเกิด exclusion แต่สลับให้เชื้อก่อ
โรคลงในเกาะกับเซลล์ก่อนแล้วจึงใส่เชื้อ Lactobacillus spp. หรือ B. subtilis BS48 ลงไปทีหลัง 

จากการทดลองทั้ง 3 วิธี เม่ือล้างเชื้อที่ไม่ยึดเกาะออกแล้วให้ใช้ 0.05% (v/v) Triton X-100 
น าเชื้อที่ยึดเกาะออกมาจากเซลล์  บ่มเพาะเชื้อแต่ละชนิดเพื่อนับจ านวนโคโลนี โดยเลี้ยงเชื้อ 
Lactobacillus spp. ใน MRSA บ่มเพาะในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37°C, 24-48 ชม., 
Escherichia coli เลี้ยงใน MaConkey agar ส่วน Gardnerella vaginalis เลี้ยงใน BHIA ที่ใส่ 15 มก./
มล. hemin บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C, 24-48 ชม. ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเชื้อแต่
ละชนิด 

 

14. สถิติที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ 

 ผลจากการทดลองแต่ละการศึกษาจะแสดงในรูปของค่าเฉลี่ยจากการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า 
ค่าความคลาดเคลื่อน (variation) แสดงด้วยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) และใช้ 
Student’s t test ในการเปรียบเทยีบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ความเชื่อมั่น P < 0.05 

 

---------------------------------------- 

 
 



บทที่ 3 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
 
1. ผลจากการเก็บตัวอย่างดิน ตะกอนตมและสัตว์น ้าจากป่าพรุโต๊ะแดง จังหวัดนราธิวาส 

 ตัวอย่างดินและตะกอนตมที่เก็บได้จากจุดต่าง ๆ ของป่าพรุโต๊ะแดง จังหวัดนราธิวาส จ านวน 50 
ตัวอย่าง ประกอบไปด้วยดินแห้ง 32  ตัวอย่าง และดินที่เป็นตะกอนตม 18  ตัวอย่าง ลักษณะของดินใน
ป่าพรุโต๊ะแดงเกิดจากการทับถมของซากพืชซากสัตว์ทั้งบนพื้นดินและในน้ ามาเป็นเวลายาวนาน ดินจึงมี
ความอุดมสมบูรณ์ของสารอินทรีย์สูง เป็นแหล่งอาหารและเป็นที่อยู่อาศัยของพืชและสัตว์ รวมถึง
จุลินทรียท์ี่เป็นประโยชน์ 

ในป่าพรุโต๊ะแดงมีสัตว์อาศัยอยู่เป็นจ านวนมาก ทั้งสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม นก สัตว์เลื้อยคลาน 
สัตว์ครี่งบกครึ่งน้ าและสัตว์น้ า เช่น ปลา ปู กุ้ง หอย จากการเก็บตัวอย่างสัตว์น้ าที่อาศัยอยู่ในป่าพรุโต๊ะ
แดงได้ตัวอย่างสัตว์น้ าทั้งหมด 100  ตัวอย่าง ประกอบด้วยปลา 78 ตัวอย่าง กุ้ง 11  ตัวอย่าง   หอย 3 
ตัวอย่าง  ปลาท่ีจับได้บางชนิดเป็นปลาประจ าถิ่นที่มีอยู่เฉพาะที่ ป่าพรุโต๊ะแดงเท่านั้น เช่นปลาดุกร าพัน 
(Clarias nieuhofil) และปลากะแมะ (Chaca bankanensis)  

จากตัวอย่างดิน ตะกอนตม และจากสัตว์น้ าที่ได้จากป่าพรุโต๊ะแดงได้น ามาแยกเชื้อแลคติกแอซิด
แบคทีเรีย โดยเฉพาะ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. และน ามาศึกษาคุณสมบัติของความเป็น
โพรไบโอติก เพื่อใช้ในการป้องกันและรักษาโรคติดเชื้อในปลาเศรษฐกิจ หรืออาจจะพัฒนามาใช้เป็นโพร
ไบโอติกในคน ดังรายละเอียดท่ีจะได้กล่าวถึงต่อไป 
 
2.  ผลการแยกเชื อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. จากดิน ตะกอนตมและทางเดิน

อาหารของสัตว์น ้าจากป่าพรุโต๊ะแดง 
Lactobacillus spp.  

ในการศึกษาครั้งนี้ได้แยกเชื้อแลคติกแอซิดแบคทีเรียจากดิน ตะกอนตมและทางเดินอาหารของ
สัตว์น้ าจากป่าพรุโต๊ะแดงได้ 200 isolate เม่ือน าเชื้อมาเลี้ยงบนอาหาร de Man Rogosa and Sharpe 
agar (MRSA) ซึ่งเป็นอาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus spp. พบว่าโคโลนีที่เจริญเติบโตบนอาหาร
ดังกล่าวมีลักษณะกลมนูนและมีสีขาวดังแสดงในรูปที่ 3.1 ก ได้น าเชื้อทั้งหมดมาทดสอบคุณสมบัติ
เบื้องต้น โดยการย้อมแกรม และทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส (catalase) จากผลการทดสอบได้
คัดเลือกเชื้อที่ติดสีแกรมบวก รูปแท่ง ดังแสดงในรูปที่ 3.1 ข และให้ผลคะตะเลสเป็นลบ ซึ่งเป็น
คุณสมบัติเบื้องต้นของเชื้อ Lactobacillus spp. ได้ 150 isolate โดยเป็นเชื้อจากดินและตะกอนตม 68 
isolate ให้รหัสเป็น Lactobacillus  LS1-LS68 (L = Lactobacillus, S = Soil เพื่อให้ทราบว่ามีที่มาจาก
ดินหรือตะกอนตม)  และเป็นตัวอย่างจากสัตว์น้ า  82  isolate ให้รหัสเป็น Lactobacillus LF1-LF82 (F 
= Fish เพื่อให้ทราบที่มาว่ามาจากทางเดินอาหารของปลาหรือสัตว์น้ า) ดังผลสรุปในตารางที่ 3.1 
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Bacillus spp. 

ผลจากการแยกเชื้อจากดิน ตะกอนตม และจากสัตว์น้ า จากป่าพรุโต๊ะแดง ได้เชื้อ 182 isolate ที่
อาจจะเป็นเชื้อ Bacillus spp. น าเชื้อมาย้อมแกรม ย้อมสปอร์ และทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส 
(catalase) จากผลการทดสอบได้คัดเลือกเชื้อที่เป็นรูปแท่ง ติดสีแกรมบวก ให้ผลคะตะเลสเป็นบวก และ
สร้างสปอร์ได้  122 isolate เม่ือน ามาเลี้ยงบน  brain heart infusion agar (BHIA) จะได้โคโลนีสีขาว 
ขอบเป็นหยักดังแสดงในรูปที่ 3.2 (ก) และเม่ือท าการย้อมสปอร์จะเห็นตัวเซลล์ติดสีแดงและสปอร์ติดสี
เขียวดังแสดงในรูปที่ 3.2 (ข) ซึ่งเป็นคุณสมบัติเบื้องต้นเของ Bacillus spp. โดยเป็นเชื้อจากดินและ
ตะกอนตม 98 isolate ให้รหัสเป็น Bacillus  BS1-BS98 (B = Bacillus, S = Soil เพื่อให้ทราบว่ามีที่มา
จากดินหรือตะกอนตม) และเป็นตัวอย่างจากสัตว์น้ า  24  isolate ให้รหัสเป็น Bacillus BF1-BF24 (F = 
Fish เพื่อให้ทราบที่มาว่ามาจากทางเดินอาหารของปลาหรือสัตว์น้ า) ดังผลสรุปที่แสดงในตารางที่ 3.1  
 
3.  ความสามารถในการยับยั งเชื อก่อโรคของปลาและของคนของเชื อ Lactobacillus spp. และ 

Bacillus pp. ที่แยกได้ 
 เม่ือทดความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคของปลา 2 ชนิดคือ Aeromonas hydrophila  3 

เชื้อ และ Streptococcus agalactiae 2 เชื้อ ที่มีที่มาต่างกัน และเชื้อก่อโรคในคน 7 ชนิดได้แก่ 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Vibrio cholerae, 
Escherichia coli และ Shigella sonnei  ของเชื้อ Lactobacillus spp. จ านวน 150 isolate และเชื้อ 
Bacillus spp. 122 isolate ที่แยกได้ โดยใช้ spot method จากผลที่แสดงในตารางที่ 3.2 พบว่า เชื้อ 
Lactobacillus spp. ที่ไม่สามารถฆ่าเชื้อก่อโรคในสัตว์และในคนได้คือไม่เกิด inhibition zone 135 
isolate และฆ่าเชื้อได้บางชนิดและมีฤทธิ์ปานกลางคือมี inhibition zone อยู่ในช่วง 7-12 มม. จ านวน 13 
isolate และสามารถฆ่าเชื้อทุกชนิดได้ดีมากคือมี inhibition zone อยู่ในช่วง 12-19 มม. จ านวน 2 
isolates เป็นเชื้อที่แยกได้จากดิน 1 isolate คือ Lactobacillus LS7 และเชื้อที่แยกได้ปลา 1 isolate คือ 
Lactobacillus LF8 ส่วนเชื้อ Bacillus spp. ที่ไม่สามารถฆ่าเชื้อก่อโรคในปลาและในคนได้มี 121 isolate 
ฆ่าเชื้อทุกชนิดได้ดีมากคือมี inhibition zone อยู่ในช่วง 12-19 มม. จ านวน 1 isolate เป็นเชื้อที่แยกได้
จากดิน คือ Bacillus  BS48  
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รูปที่ 3.1   ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Lactobacillus  spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ de Man Rogosa and 

Sharpe agar  (ก),  รูปร่างของเชื้อเป็นรูปแท่ง ติดสีแกรมบวก (ข) 
 
 
 
 

 

 

 
รูปที่ 3.2   ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus  spp.  บนอาหาร brain heart infusion agar (ก), รูปร่าง

ของตัวเชื้อเป็นรูปแท่ง ติดสีแดง และสปอร์ย้อมติดสีเขียวจากการย้อมสปอร์ (ข) 
 
 
 
 

ก ข 

ก ข 
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ตารางที่ 3.1  ผลการแยกเชื้อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. จากดินและตะกอนตม 50 
ตัวอย่างและจากสัตว์น้ า 100 ตัวอย่าง จากป่าพรุโต๊ะแดง จังหวัดนราธิวาส ได ้
Lactobacillus spp. 150 isolate และ Bacillus spp. 122 isolate 

 
แหล่งที่มาของเชื อและเชื อ จ้านวน isolate รหัสของ isolate 

ดินและตะกอนตม   
Lactobacillus spp.  68 LS1-LS68 
Bacillus spp.  98 BS1-BS98 

สัตว์น ้า ปลา กุ้ง หอย   
Lactobacillus spp.  82 LF1-LF82 
Bacillus spp.  24 BF1-BF24 

 
 
ตารางที่ 3. 2  จ านวน isolate ของ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. ที่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคใน

ปลาและเชื้อก่อโรคในคนด้วย spot method (จ าแนกกลุ่มจากขนาดของ inhibition zone) 
 
 

เชื อก่อโรค 
Lactobacillus spp. Bacillus spp. 

Inhibition zone (มม.) Inhibition zone (มม.) 
ไม่ม ี 7-12 12-19 ไม่ม ี 7-12 12-19 

เชื อก่อโรคในปลา       
A. hydrophila-1 137 11 2* 121 0 1** 
A. hydrophila-2 135 13 2* 121 0 1** 
A. hydrophila-3 136 12 2* 120 1 1** 
S. agalactiae-1 139 9 2* 120 1 1** 
S. agalactiae-2 137 11 2* 121  1** 
เชื อก่อโรคในคน       
S. aureus 139 9 2* 121 0 1** 
P. aeruginosa 141 7 2* 121 0 1** 
S. Typhimurium 142 6 2* 121 0 1** 
V. cholerae 141 6 2* 121 0 1** 
E. coli 137 10 2* 120 1 1** 
S. sonnei 136 11 2* 121 0 1** 
G. vaginalis 137 10 2* 121 0 1** 
*   =  Lactobacillus LS7 และ Lactobacillus LF8 
**  =  Bacillus BS48 
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รูปที่ 3.3   Inhibition zone รอบ ๆ spot ของเชื้อ Lactobacillus sp. (ก), และ Bacillus sp. (ข) ที่แยกได้

จากดินต่อเชื้อ Aeromonas hydrophila จากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อก่อโรคปลาด้วย 
spot method 

 
4.  การจ้าแนกเชื อ Lactobacillus spp. และ Bacillus sp. ด้วยการท้า 16S rDNA sequencing 

จากความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในปลาและเชื้อก่อโรคในคนได้ดี ของเชื้อ 3 isolate ที่
แยกได้คือ Lactobacillus LS7, Lactobacillus LF8 และ Bacillus BS48 จึงได้ท าการ identify เชื้อเพื่อให้
ทราบชื่อในระดับสปีซีส์ ด้วยการใช้เทคนิคทาง molecular biotechnology ด้วยวิธี polymerase chain 
reaction (PCR) เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA  และน าผลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล าดับ     
นิวคลีโอไทด์ของสายพันธุ์ของเชื้อมาตรฐานใน data base เพื่อให้ทราบถึงสปีซีส์ของเชื้อที่แยกได้ ซึ่ง
ได้ผลการทดลองดังนี้ 

Lactobacillus LS7: มีล าดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ (5’-3’) 
CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAAC

TGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCT
TCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGG
GACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCG
TAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAA
ACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACG
CATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATT
GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAG
AGTTTGTAACACAAGGACAA 

 
เม่ือเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียใน data base พบว่ามี

ล าดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ Lactobacillus pentosus มากที่สุดคือ 99.72% ดังผลเปรียบเทียบที่แสดง
ในตารางที่ 3.3 

ก ข 
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ตารางที่ 3.3  เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของ 16s rDNA เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกับเชื้อ 
Lactobacillus LS7 

 

 
 

Lactobabacillus LF8: มีล าดับนิวคลิโอไทด์ดังนี้ (5’-3’) 
TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGA

GTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATG
GTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTA
GCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTC
TGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGT
ATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAG
GCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAG
CTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGG 

เม่ือเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียใน data base พบว่ามี
ล าดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ Lactobacillus plantarum มากที่สุดคือ 100% ดังผลเปรียบเทียบที่แสดง
ในตารางที่ 3.4 

 
ตารางที่ 3.4  เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของ 16s rDNA เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกับเชื้อ 

Lactobacillus LF8 
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Bacillus BS48: มีล าดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ (5’-3’) 
TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG

GTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAG
ATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAG
AAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCA
ACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT TCCC GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG 

เม่ือเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียใน data base พบว่ามี
ล าดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ Bacillus subtilis มากที่สุดคือ 99.95% ดังผลเปรียบเทียบที่แสดงใน
ตารางที่ 3.5 

 
ตารางที่ 3.5  เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของ 16s rDNA เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกับเชื้อ 

Bacillus B48 

 
 

จากผลการจ าแนกเชื้อ Lactobacillus LS7, Lactobacillus LF8 และ Bacillus BS48 ได้ให้ชื่อ
ใหม่เป็น L. pentosus LS7, L. plantarum LF8 และ B. subtilis BS48 ตามล าดับ โดยจะใช้ชื่อนี้ ในการ
ทดลองในหัวข้อต่อ ๆ ไป ซึ่งผลการทดลองในหัวข้อต่อไปนี้จะเป็นผลการศึกษาคุณสมบัติของความเป็น
โพรไบโอติกของเชื้อทั้ง 3 ตัวนี้ โดยศึกษาถึงสารออกฤทธิ์ที่ใช้ท าลายเชื้อก่อโรคในปลาที่ผลิตออกมา 
เช่น กรดแลคติก กรดอะซีติก สารออกฤทธิ์ที่เป็นโปรตีนหรือ bacteriocin และ hydrogen peroxide, 
ความไวต่อยาปฏิชีวนะ ความสามารถในการยึดเกาะกับเมือกจากทางเดินอาหารของปลา และ เมือกที่ติด
ตัวปลาความสามารถในการแย่งกันยึดเกาะกับเมือกในทางเดินอาหารของปลากับเชื้อก่อโรคในปลา 
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ความสามารถในการเกาะกลุ่มกับเชื้อก่อโรค ความไม่ชอบน้ าของผิวเซลล์ ความสามารถในการสร้างไบ
โอฟิล์ม ความสามารถในการทนต่อสภาวะที่รุนแรงในทางเดินอาหารของปลา  ซึ่งในการทดลองต่าง ๆ 
เหล่านี้ได้ใช้เชื้อ Lactobacillus rhamnosus GG ซึ่งเป็นโพรไบโอติกที่ส าคัญที่ใช้ป้องกันและรักษาโรคติด
เชื้อในคน เป็นตัวเปรียบเทียบ ควบคู่กันไป 
 
5.  การศึกษาสารออกฤทธิ์ในการยับยั งเชื อก่อโรคของ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8 และ 

B. subtilis BS48 
5.1  ความสามารถในการสร้างกรดแลคติก (lactic acid), กรดอะซีติก (acetic acid) และ 

hydrogen peroxide 
จากตารางที่ 3.6 พบว่าเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8 สามารถสร้างกรดแลคติกและ

กรดอะซตีิกได้ปริมาณใกล้เคียงกันและเมื่อเปรียบเทียบกับ L. rhamonosus GG จะเห็นว่าเชื้อนี้ผลิตกรด
แลคติกได้สูงกว่า แต่ผลิตกรดอะซีติกได้ใกล้เคียงกัน ส่วน B. subtilis BS48 ไม่สร้างทั้งกรดแลคติกและ
กรดอะซีติก  เชื้อ Lactobacillus spp. จะสร้างกรดแลคติกและกรดอะซีติกภายในเซลล์จากการสลายสาร
คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate catabolism)  (Magni et al., 1999) โดยผ่านกระบวนการ 
homofermentative หรือ heterofermentative   Nagoba และคณะ (2008) รายงานว่ากรดอะซิติก 0.5% 
(v/v) สามารถจ าจัดเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ได้ และที่ความเข้มข้น 0.25-0.5% (v/v) สามารถ
ออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได้ (Landis, 2008) ดังนั้นฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อของ    
L. pentosus LS7 และ L. plantarum LF8 ส่วนหนึ่งมาจากกรดแลคติกและกรดอะซีติกที่สร้างขึ้น ส่วน   
B. subtilis BS48 คาดว่าออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อด้วยสารอย่างอื่นท่ีไม่ใช่กรดแลคติกหรือกรดอะซีติก 

ผลจากการตรวจสอบความสามารถในการผลิต hydrogen peroxide (H2O2) ของเชื้อที่แยกได้ทั้ง 
3 ตัวและเชื้อ L. rhamnosus GG ดังแสดงในตารางที่ 3.6  พบว่าเชื้อ Lactobacillus spp. ทุกตัวสามารถ
ผลิต H2O2ได้ในปริมาณที่สูง เนื่องจากโคโลนีของเชื้อบนอาหารที่ใช้ทดสอบมีสีน้ าเงิน ส่วนเชื้อ           
B. subtilis BS48 ผลิต H2O2 ได้ปานกลางเนื่องจากโคโลนีบนอาหารที่ทดสอบมีสีน้ าตาล  H2O2 เป็นสาร
ออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อของ Lactobacillus spp. แต่อย่างไรก็ตามมีเชื้อเพียงบางสายพันธุ์เท่านั้นที่
สามารถผลิต H2O2 ได้ Lactobacillus spp. ที่ผลิต H2O2 ได้จะใช้ flavoproteins เปลี่ยนออกซิเจนเป็น 
H2O2 และเนื่องจากเชื้อไม่มี heme protein catalase จึงท าให้มี H2O2 สะสมในปริมาณที่มากเกินกว่าที่
เชื้อจะสลายได้หมด ดังนั้น H2O2 ที่เกิดขึ้นจึงสามารถฆ่าเชื้ออื่นได้โดยเฉพาะเชื้อที่ไม่มี H2O2-
scavenging enzymes เช่น catalase, peroxidase (Mosbah and Mosbah, 2009) ดังนั้นสารที่ออกฤทธิ์
ในการยับย้ังเชื้อก่อโรคของปลาในครั้งนี้ส่วนหน่ึงจะมาจากฤทธิ์ของ H2O2 ร่วมด้วย 
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ตารางที่ 3.6  ปริมาณกรดแลคติกและกรดอะซีติกที่ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus pentosus LS7, 
Lactobacillus  plantarum  LF8 และ Lactobacillus rhamnosus GG ใน MRSB บ่ม
เพาะในสภาวะ anaerobe ที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. และ Bacillus subtilis  BS48 ที่
เลี้ยงใน BHIB บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 °C, 48 ชม. และความสามารถในการสร้าง 
hydrogen peroxide ของเชื้อทั้ง 3 ชนิด 

 
 

เชื อ 
ปริมาณ (มก./มล.)±SD ระดับการสร้าง 

hydrogen peroxide กรดแลคติก กรดอะซีติก 
L. pentosus LS7 4.21±0.39 2.63±0.27 *3+ 
L. plantarum LF8 3.91±0.21 2.21±0.33 3+ 
B. subtilis BS48 0.0 0.0 2+  
L. rhamnosus GG 6.5±0.19 2.91±0.02 3+ 
*3+, 2+, 1+, - คือระดับการความสามารถในการสร้าง hydrogen peroxide สูง, ปานกลาง, น้อย, และไม่
สร้าง ตามล าดับ 
 

5.2 ความสามารถในการสร้างสารยับยั งเชื อที่อาจจะเป็นโปรตีนหรือแบคเทอริโอซิน 
จากตารางที่ 3.7  เมื่อน าสารท่ีเชื้อ Lactobacillus spp. และ B. subtilis BS48 สร้างขึ้นแล้ว 

lyophilize ให้เป็นผงแห้ง แล้วละลายน้ าให้มีความเข้มข้นเป็น 50x ของความเข้มข้นเดิม แบ่งเป็นแต่ละ
ส่วนไปย่อยด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีน หรือน าไปให้ความร้อนเพื่อดูว่าฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคของปลา
ลดลงหรือไม่ พบว่า L. pentosus LS7 และ B. subtilis BS48 ออกฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อลดลงอย่างมี
นัยส าคัญเม่ือถูกย่อยด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีนและเม่ือถูกความร้อน ซึ่งสังเกตได้จากขนาดของ inhibition 
zone ที่ลดลง ลักษณะของ inhibition zone ดังแสดงในรูปที่ 3.4 ส่วนเชื้อ L. plantarum LF8 และ         
L. rhamnosus GG ขนาดของ inhibition zone ลดลงเลก็น้อย  ซึ่งจากผลที่ได้นี้อาจจะกล่าวได้ว่าฤทธิ์ใน
การยับยั้งเชื้อของ L. pentosus LS7 มาจากฤทธิ์ของกรดแลคติก กรดอะซีติก และ short chain fatty 
acids อื่น ๆ ที่ไม่ได้ตรวจวัด H2O2 และสารพวกโปรตีนหรือสาร bacteriocin ที่ไวต่อการท าลายด้วย
เอนไซม์ย่อยโปรตีนและความร้อน ส่วน L. plantarum LF8 นั้นอาจจะไม่สร้างสารยับยั้งเชื้อประเภท
โปรตีน ดังนั้นฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อเกิดจากกรดแลคติก กรดอะซีติก  short chain fatty acids และ H2O2 
เพียงส่วนเดียว ส่วน L. rhamnosus GG เป็นท่ีทราบกันดีว่าเชื้อนี้ไม่ได้สร้างสาร bacteriocin (Yan and 
Polk, 2012) แต่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้ออื่นได้ดีเพราะฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อเกิดจากกรดแลคติก กรดอะซีติก 
และ short chain fatty acids อื่น ๆ และ H2O2 ที่มีปริมาณสูง เช่นเดียวกับ L. plantarum LF8 
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รูปที่ 3.4 Inhibition zone ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก Bacillus subtilis BS48 ต่อเชื้อก่อโรคใน

ปลา Aeromonas hydrophila 
 
ตารางที่ 3.7  ผลของเอนไซม์ย่อยโปรตีนและความร้อนต่อสารชีวาพที่ผลิตโดย Lactobacillus pentosus 

LS7, Lactobacillus plantarum LF8, Bacillus subtilis LS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG ที่ความเข้มข้น 50x ของความเข้มข้นตั้งต้น  ต่อการยับยั้งเชื้อก่อโรคใน
ปลา Aeromonas hydrophila และ Streptococcus agalactiae 

 
 
 
เชื อที่ผลิตสาร/เชื อ

ก่อโรค 

 Inhibition zone (มม.)±SD   
สารที่ผลิตจากเชื อ 

50x 
ย่อยด้วย 

proteinase K 
(1 มก./มล.) 

ย่อยด้วย 
pepsin 

(1 มก./มล.) 

    ความร้อน (°C) 
  100                      121 

  15 นาที ความดัน 15 
ปอนด์/ตารางนิ ว

15 นาที 

L. pentosus LS7      
A. hydrophila 16.32±0.07 *12.12±0.42 *12.32±0.44 14.32±0.32 *12.32±0.31 
S. agalactiae 17.35±0.42 *13.32±0.53 *11.32±0.27 15.32±0.47 *11.32±0.47 

L. plantarum LF8      
A. hydrophila 15.12±0.43 13.35±0.62 12.32±0.39 13.62±0.45 12.42±0.17 
S. agalactiae 15.32±0.53 12.62±0.47 13.32±0.48 13.52±0.47 12.62±0.27 

B. subtilis BS48      
A. hydrophila 16.82±0.47 *12.32±0.53 *10.32±0.47 *12.82±0.42 *12.32±0.69 
S. agalactiae 17.42±0.38 *12.32±0.37 *11.62±0.39 *12.20±0.45 *11.42±0.52 

L. rhamnosus GG      
A. hydrophila 16.82±0.47 16.52±0.43 16.32±0.57 15.82±0.42 14.32±0.69 
S. agalactiae 17.89±0.42 17.26±0.58 17.08±0.89 16.23±0.59 16.02±0.88 

* =  แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสารที่ไม่ถูกท าลายด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีนหรือความ
ร้อน (p < 0.05) 
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6.  การศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
 จากการศึกษาความไวของเชื้อต่อยาปฏิชีวนะพบว่า L. pentosus LS7 และ L. plantarum LF8 

ไวต่อยาปฏิชีวนะและทนต่อยาปฏิชีวนะเหมือนกันคือ ไวต่อ Bacitracin, Cefoperazone, Cefazidime, 
Cephalotin, Penicillin G และทนต่อ Ampicillin, Kanamycin, Norfloxacin, Polymyxin B, และ 
Streptomycin ส่วน B. subtilis BS48 ไวต่อ Ampicillin, Bacitracin, Cefoperazone, Ceftazidime, 
Cephalotin, Penicillin G, Polymyxin B และทนต่อยา Kanamycin, Norfloxacin และ Streptomycin ดัง
แสดงในตารางที่ 3.8 เชื้อแลคติกแอซิดแบคทีเรียอาจจะเป็นแหล่งของยีนดื้อยาถ่ายทอดไปยังแลคติก
แอซิดแบคทีเรียอื่นหรือเชื้อก่อโรคได้ อย่างไรก็ตามมีการศึกษาที่ชี้ให้เห็นว่า ยีนดื้อยาเป็นลักษณะ
เฉพาะตัวที่ไม่ส่งต่อไปยังแบคทีเรียอื่น (Salminen et al., 1998)  ถ้าเชื้อโพรไบโอติกที่ดื้อยาและไม่
ถ่ายทอดยีนดื้อยาไปยังเชื้ออื่นก็จะเป็นข้อดี ที่จะสามารถใช้โพรไบโอติกนั้นได้อย่างปลอดภัยและสามารถ
ใช้ร่วมกับการใช้ยาปฏิชีวนะได้ (Cebeci and Gürakan, 2003)  

 

ตารางที่ 3.8 แสดงค่าความไวของเชื้อ Lactobacillus pentosus LS7, Lactobacillus plantarum LF8 
และ Bacillus subtilis LS48 ต่อยาปฏิชีวนะ 

 
ยาปฏิชีวนะ Inhibition zone (mm)  

L. pentosus LS7 L. plantarum LF8 B. subtilis BS48 
Ampicillin (10 µg) R(-) 

S(14.3±0.2) 
S(25.3±0.3) 
S(25.2±0.3) 
S(20.4±0.4) 

R(-) 
R(-) 

R(-) S(23.2±0.3) 
S(14.3±0.3) 
S(20.4±0.2) 
S(25.2±0.4) 
S(20.2±0.5) 
R(10.3±0.3) 
R(8.2±0.4) 

Bacitracin (10 unit) S(15.5±0.1) 
Cefoperazone (75 µg) S(20.3±0.3) 
Ceftazidime (30 µg) S(27.2±0.2) 
Cephalothin (30 µg) S(20.2±0.2) 
Kanamycin (30 µg) R(-) 
Norfloxacin (10 µg) R(-) 
Penicillin G (10 unit) S(23.5±0.2) 

R(-) 
R(-) 

S(25.3±0.4) S(20.4±0.2) 
S(25.3±0.2) 

R(-) 
Polymyxin B (300 unit) R(-) 
Streptomycin (10 µg) R(-) 
S = Sensitive, R = Resistance  
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7. ความสามารถในการยึดเกาะกับเมือกจากทางเดินอาหารของปลาและเมือกที่ติดตัวปลา 
7.1 ความสามารถในการยึดเกาะกับเมือกจากทางเดินอาหารของปลาและเมือกที่ติดตัว

ปลา 
ความสามารถในการยึดเกาะของ L.  pentosus LS7, L.  plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ 

L. rhamnosus GG กับเมือกที่ติดตัวปลานิลเท่ากับ 18.3, 20.5, 16.2 และ 19.4% ตามล าดับเมื่อเทียบ
กับปริมาณเชื้อที่ใส่ลงไปให้ยึดเกาะทั้งหมด และความสามารถในการยึดเกาะกับเมือกจากผิวหนังของ
ปลานิลเท่ากับ 14.2, 14.6, 12.8 และ 15.2% ตามล าดับ ดังแสดงในรูปท่ี 3.5 การยึดเกาะที่จ าเพาะ
เจาะจงของเชื้อโพรไบโอติกต่อเมือกของปลาเป็นสิ่งส าคัญในการก าจัดเชื้อก่อโรคด้วยกลไก competitive 
exclusion (Bengmark,1998; Ouwehand et al.,1999) การยึดเกาะเมือกเป็นข้ันตอนการเริ่มต้นของการ
เกิด colonization (Ouwehand et al., 1999) มีการศึกษาที่แสดงให้เห็นว่า การยึดเกาะของเชื้อแลคติก
แอซิดแบคทีเรียท่ีแยกได้จากปลา ได้แก่ Lactobacillus sakei, Lactococcus lactis และ Leuconostoc 
mesenteroides สามารถป้องกันการเกิดโรค furunculosis ในปลา rainbow trout ได้ (Balcázar et al., 
2007) และการเกาะของเชื้อที่ mucosa ของล าไส้เล็กเป็นการส่งเสริมการกระตุ้นการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกันอีกด้วย (Nikoskelainen et al., 2003)  Balcázar และคณะ 2007 พบว่าการเกิด colonization 
ของเชื้อที่ได้จากปลาจะสัมพันธ์กับการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน humoral immune response ที่ไม่
เจาะจง เช่น เกิดการกระตุ้นการท างานของ complement และการท างานของ lysozyme นอกจากนี้ยังมี
รายงานว่าเชื้อโพรไบโอติกของคนได้แก่ L. rhamnosus GG ATCC 53103, L. bulgaricus, L. johnsonii 
La1, และ L. lactis Bb12  สามารถเกาะกับเมือกของปลาได้เช่นเดียวกับการเกาะกับเมือกจากล าไส้ของ
คน (Ouwehand et al., 1999).  
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รูปที่ 3.5  ความสามารถในการยึดเกาะเมือกของปลานิลของเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7, 
Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG 
กับเมอืกจากล าไส้และเมือกที่ติดตัวปลา 

 
7.2 ความสามารถในการแทรกตัวเข้าไปในเมือกจากทางเดินอาหารของปลาและเมือกที่

ติดตัวปลา 
จากการทดลองการแทรกตัวของเชื้อเข้าไปในเมือกปลา จากรูปที่ 3.6 พบว่า เม่ือเวลาผ่านไป 1-

4 ชม. เชื้อที่เกาะที่เมือกปลาทั้ง 4 เชื้อ ยังคงมีปริมาณเท่าเดิม แสดงว่าเชื้อไม่ได้แทรกตัวเข้าไปในเมือก
คาดว่าเชื้อจะเกาะติดอยู่กับผิวของเมือกเท่านั้น โดยปริมาณของเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum 
LF8, B. subtilis  B48 และ L. rhamnosus GG มีเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะที่เมือกจากล าไส้ของปลาเท่ากับ 
18.2, 20.3, 16.1 และ 19.5% ตามล าดับ ส่วนที่ยึดเกาะที่เมือกที่ติดตัวปลา เท่ากับ 14.3, 14.6, 12.3 
และ 15.3% ตามล าดับ ตลอดเวลา 4 ชม. ซึ่งถ้าเชื้อสามารถแทรกตัวเข้าสู่เมือกปลาได้สูงก็จะสามารถ
เกาะติดอยู่กับตัวของสัตว์ได้นาน ในการศึกษาการแทรกตัวเข้าไปในเมือกจากทางเดินอาหารของคน
พบว่าเชื้อโพรไบโอติกของคนคือ  L. rhamnosus ATCC 53103 และ L. bulgaricus สามารถแทรกเข้สู่
เมือกของคนได้ดี  (Salas-Jara et al., 2016.) แต่ในการศึกษานี้พบว่าเชื้อที่แยกได้ทั้ง 3 ตัว และเชื้อ    
L. rhamnosus GG ไม่สามารถแทรกตัวเข้าไปในเมือกปลาได ้
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รูปที่ 3.6  ความสามารถในการแทรกตัวเข้าไปในเมือกจากล าไส้ (ก), และเมือกที่ติดตัวปลา (ข) ของ
ปลานิลโดยเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus 
subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG 

 

ก 

ข 
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7.3 การทดสอบว่าเชื อยึดเกาะกับเมือกของปลาแบบจ้าเพาะเจาะจงหรือไม่ 
เพื่อยืนยันว่าเชื้อที่ศึกษาเกาะกับเมือกปลาแบบจ าเพาะเจาะจงหรือไม่ ได้ท าการทดสอบการเกาะ

ของเชื้อทั้ง 4 ตัวกับเมือกจากล าไส้ของปลา, bovine serum albumin (BSA), พื้นผิว polystyrene ดัง
แสดงในรูปที่ 3.7 พบว่าในขณะที่เชื้อที่แยกได้ทั้ง 3 ตัวเกาะกับเมือกจากล าไส้เล็กของปลาได้ดี แต่ไม่มี
เชื้อตัวใดที่สามารถเกาะกับ BSA หรือ polystyrene ได้ ส่วนเชื้อ L. rhamnosus GG สามารถเกาะกับ 
BSA และ polystyrene ได้ ซึ่งตรงกับผลงานวิจัยของ Nikoskelainen และคณะ (2001) ที่ได้รายงานว่า 
Bifidobacterium lactis Bb12, L. bulgaricus และ  L. rhamnosus GG ATCC 53103 สามารถเกาะกับ 
BSA, polystyrene และ gelatin ได้ดีกว่าสายพันธุ์อื่น  ซึ่งผลการทดลองนี้เป็นตัวชี้ให้เห็นว่าการเกาะของ
เชื้อทั้ง 3 ตัวกับเมือกปลาเป็นการเกาะที่จ าเพาะเจาะจง และน่าจะมีการท างานของสารบางอย่างที่เป็น
ตัวกลาง นักวิจัยหลายกลุ่มพบว่ามีสาร carbohydrate-specific molecules ที่ผิวของเซลล์ของเชื้อเป็นตัว
จัดการให้เกิดการเกาะของเชื้อแลคติกแอซิดแบคทีเรีย (Mukai et al.,1992; Gusilsetal. 1999; Servin 
and Coconnier, 2003).  
 
 

 
 
รูปที่ 3.7   เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความสามารถในการยึดเกาะของเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7, 

Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG 
กับเมือกจากล าไส้ของปลานิล bovine serum albumin และพื้นผิวที่เป็น polystyrene  
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7.4  การทดสอบความสามารถในการแย่งการยึดเกาะกับเเมือกของปลากับเเชื อก่อโรค

ในปลา 

 ในการทดสอบการแย่งจับกับเมือกของปลานั้น เม่ือให้เชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, 
B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG เกาะที่เมือกจากล าไส้ของปลาก่อนแล้วใส่เชื้อก่อโรค          
A. hydrophila และ S. agalactiae ลงไปจับกับเมือกทีหลังเปรียบเทียบกับที่ไม่มีเชื้อเหล่านี้เกาะอยู่ก่อน
พบว่า เชื้อที่เกาะอยู่ที่เมือกก่อนสามารถยับยั้งการเกาะด้วยกลไก competitive exclusion ได้ดี เม่ือ
พิจารณาผลการเกาะของเชื้อก่อโรคในรูปที่ 3.8 ท าให้ทราบว่า  A. hydrophila เกาะกับเมือกปลาลดลงได้ 
42.7, 45.1, 28.9 และ 45.2% เม่ือมีเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ  
L. rhamnosus GG เกาะอยู่ก่อน ตามล าดับ และสามารถลดการเกาะของเชื้อ S. agalactiae ได้ 39.7, 
47.1, 39.9 และ 39.2% ตามล าดับ  ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับรายงานอื่น ๆ ที่แสดงให้เห็นว่าเชื้อ
โพรไบโอติกสามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเชื้อก่อโรคได้ด้วยกลไกการแย่งจับกับ attachment site 
ท าให้เชื้อก่อโรคไม่สามารถสร้างโคโลนีและเจริญเติบโตได้  (Rinkinen et al., 2003; Chabrillón et al., 
2005) มีรายงานว่ามีเชื้อโพรไบโอติกหลายชนิดรวมถึง Lactobacillus และ Lactococcus ที่สามารถ
ยับยั้งการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียในทางเดินอาหารได้ (Kimoto et al., 1999; Mukai et al., 2002; 
Gueimonde et al., 2006) กลไกอย่างหนึ่งคือการที่เชื้อโพรไบโอติกสร้างสารยับยั้งออกมา หรือกลไก
ของ steric hindrance หรือเกิดจากการแย่งจับกับ receptor ของเซลล์เป้าหมาย การศึกษาในครั้งนี้
พบว่า L.  pentosus LS7, L.  plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG ลดการเกาะ
ของ A. hydrophila และ S. agalactiae ต่อเมือกจากทางเดินอาหารของปลานิลได้สูงอย่างมีนัยส าคัญ (p 
< 0.05)   
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รูปที่ 3.8 ความสามารถในการยับยั้งการเกาะของเชื้อ   Aeromonas hydrophila (ก), และเชื้อ 

Streptococcus agalactiae (ข), ด้วยกลไก competitive exclusion ของ Lactobacillus  
pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG บนเมือกจากล าไส้ของปลานิล, * =  p < 0.05 เปรียบเทียบกับ HA เดี่ยว ๆ
หรือ SA เดี่ยว ๆ 
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8. ความสามารถในการเกาะกลุ่ม (co-aggregation) กับเชื อก่อโรค 

 การเกาะกลุ่มกับเชื้อก่อโรคของเชื้อที่น าไปใช้เป็นโพรไบโอติกเป็นกลไกอย่างหนึ่งที่จะยับยั้ง 
ไม่ให้เชื้อก่อโรคไปเกาะกับเมือกหรือเซลล์ที่ทางเดินอาหารของปลาและที่ตัวปลาได้ จากรูปที่ 3.9 และ 
3.10 พบว่าเชื้อ L. pentosus LS7 และ L. rhamnosus GG สามารถเกาะกลุ่มกับเชื้อก่อโรคทั้ง 2 ชนิดคือ 
A. hydrophila และ S. agactiae ได้ดี ใกล้เคียงกัน  รองลงมาคือ L. plantarum LF8 และ B. subtilis  
BS48 ตามล าดับ ความสามารถในการเกิด co-aggregation ขึ้นกับสายพันธุ์ของเชื้อโพรไบโอติกและเชื้อ
ก่อโรค และขึ้นกับเวลาของการเกิดการเกาะกลุ่ม (Collado et al., 2008) และมีรายงานว่าการเกิด เกาะ
กลุ่มของ Lactobacillus spp. จะเป็นด่านป้องกันที่ส าคัญในการเกาะตัวและสร้างโคโลนีของเชื้อก่อโรคใน
ทางเดินอาหาร (Pelletier et al., 1997) 
 
 

 
รูปที่ 3.9   เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความสามารถในการเกิดการเกาะกลุ่มของเชื้อ Lactobacillus  

pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG กับเชื้อก่อโรคของปลา Aeromonas hydrophila และ Streptococcus 
agalactiae, * =  p < 0.05 เปรียบเทียบกับ LS7 และ GG 
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รูปที่ 3.10  การเกิดการเกาะกลุ่ม (co-aggregation) ของ Lactobacillus  pentosus LS7 กับเชื้อก่อโรค

ในปลา Aeromonas hydrophila  
 

9.  การทดสอบความไม่ชอบน ้าของผิวเซลล์ 

จากการน าเชื้อ L. pentosus  LS7, L. plantarum LF8,  B. subtilis B48 และ L. rhamnosus GG 
มาทดสอบดูการรวมกลุ่มของเซลล์โดยผสมกับ ammonium sulfate ความเข้มข้นต่าง ๆ บนสไลด์แล้ว
ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่า เชื้อ L. pentosus  LS7, L. rhamnosus GG, L. plantarum LF8 และ B. 
subtilis B48 รวมกลุ่มกันได้ดีที่ความเข้มข้นของ ammonium sulfate เท่ากับ 0.4, 0.4,  1.5 และ 2 โมล/
ลิตร ตามล าดับ จากเกณฑ์ของค่า SAT value ดังแสดงในตารางที่ 3.9 จึงจัดว่า L. pentosus  LS7 และ 
L. rhamnosus GG มีผิวเซลล์ที่ไม่ชอบน้ ามาก มีโอกาสรวมกลุ่มกันได้สูง ส่วน L. plantarum LF8 มี
ความชอบน้ าปานกลางมีความสามารถที่จะรวมกลุ่มกันได้รองลงมา ส่วน B. subtilis B48 ผิวเซลล์ชอบ
น้ าจึงรวมกลุ่มกันได้ยาก การที่เชื้อโพรไบโอติกสามารถรวมกลุ่มกันได้ดี จะมีโอกาสเกาะกับเมือกหรือ
เซลล์ของปลาได้สูง ซึ่งจะช่วยป้องกันไม่ให้เกิดการเกาะของเชื้อก่อโรคได้ 

 
ตารางที่ 3.9 แสดงระดับความไม่ชอบน้ าของผิวเซลล์ 

 
เชื อ SAT value (Ammonium 

sulfate โมล/ลิตร) 
ที่ท้าให้เซลล์รวมกลุ่มกัน 

Surface hydrophobicity 

L. pentosus  LS7 0.4 High  hydrophobicity 
L. plantarum LF8 1.5 Intermediate hydrophobicity 
B. subtilis  BS48 2 Hydrophilic 
L. rhamnosus GG 0.4 High  hydrophobicity 
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10. ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม 

 จากรูปที่ 3.11  แสดงให้เห็นว่า  L. plantarum LF8  มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มได้ดี
ที่สุดใกล้เคียงกับ L. rhamonosus GG รองลงมาคือ L. pentosus LS7 และ B. subtilis BS48 ซึ่งมีค่า 
OD ที่ ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ของ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ 
L. rhamonosus GG เท่ากับ 0.74, 0.88 และ 0.40 ตามล าดับ เชื้อที่มีค่า OD สูงแสดงว่ามีความสามารถ
ในการเกิดไบโอฟิล์มได้ดี มีรายงานว่า L. rhamonosus GG สามารถสร้างไบโอฟิล์มบนพื้นผิวที่ไม่ใช่วัสดุ
ชีวภาพได้ดี เช่น polystyrene โดยที่อาหารเลี้ยงเชื้อ สภาวะต่าง ๆ เช่น pH หรือการมีหรือไม่มีน้ าดีและ 
mucin ร่วมด้วยจะมีอิทธิพลต่อการสร้างไบโอฟิล์มอย่างมาก  (Salas-Jara, et al., 2016) การที่เชื้อ
สร้างไบโอฟิล์มได้ดีจะท าให้เชื้ออยู่กับล าไส้ปลาได้นานและสามารถแสดงคุณสมบัติที่ดีของการเป็นโพร
ไบโอติกได้ ช่วยป้องกันการเกาะของเชื้อก่อโรค ป้องกันการถูกท าลายด้วยยาปฏิชีวนะ (Lewis, 2001) 
และสามารถท าลายไบโอฟิล์มของเชื้อก่อโรคได้โดยการสร้างสารต่าง ๆ มาท าลายฟิล์ม เช่น 
bisosurfactant หรือสาร expolysaccharide (Kiran et al., 2015)  หรือ bacteriocin จากการวิจัยพบว่ามี
ยีนหลายตัวที่สร้างสารโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ Lactobacillus spp. (Marzorati 
et al., 2011) 
 

 
รูปที่ 3.11  ความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  

plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG, เชื้อที่มีค่า 
OD สูงแสดงว่าสร้างไบโอฟิล์มได้ดี  * =  p < 0.05 เม่ือเปรียบเทียบกับ GG, * =  p < 0.05 
เปรียบเทียบกับ LF8 และ GG (วัดค่า OD ทีค่วามยาวคลื่น 600  นาโนเมตร 
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11. ความสามารถในการทนต่อสภาพแวดล้อมที่รุนแรงในทางเดินอาหารของปลา 

11.1 ความสามารถในการทนต่อ pH 2, pH 3, pH 5 และ pH 6 

จากรูปที่ 3.12 แสดงให้เห็นว่า L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis B48 และ      
L. rhamnosus GG ทนต่อ pH ที่ต่ าได้ดี เชื้อทุกตัวมีชีวิตรอดได้ระดับหนึ่งที่ pH 2 เม่ือเวลาผ่านไป 1 
ชม. และเม่ือเวลาผ่านไปครบ 3 ชม. เชื้อทั้ง 4 ตัวมีชีวิตรอดได้ประมาณ 22, 8, 0 และ 12% ตามล าดับ 
พบว่า B. subtilis BS48 ทนต่อ pH 2 ได้น้อยกว่า Lactobacillus spp. ส่วนที่ pH 3, pH 5 และ pH 6 
เชื้อทุกตัวมีชีวิตรอดได้ทั้งหมดตลอดเวลา 3 ชม.  การทนกรดที่ pH ต่ าได้ เป็นคุณสมบัติที่ส าคัญอย่าง
หนึ่งของโพรไบโอติกที่จะสามารถมีชีวิตรอดได้เม่ือผ่านกระเพาะอาหารของปลาท่ีมี pH ต่ า 

 
 

  
L. pentosus LS7 L. plantarum LF8 

  

  
B. subtilis BS48 L. rhamnosus GG 

 
รูปที่ 3.12   ความสามารถในการทนต่อ pH 2, pH 3, pH 5 และ  pH 6 ของ Lactobacillus  pentosus 

LS7, Lactobacillus plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG, * =  p < 0.05 (เปรียบเทียบกับจ านวนเชื้อเริ่มต้น) 
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11.2 ความสามารถในการทนต่อน ้าดีของปลา 

 ความสามารถในการทนต่อน้ าดีของปลาเป็นคุณสมบัติที่ดีของโพรไบโอติกที่จะมีโอกาสมีชีวิตอยู่
ได้ในทางเดินอาหารของปลา แต่อย่างไรก็ตามยังมีความคิดเห็นที่ต่างกันว่าเชื้อควรจะทนต่อน้ าดีของ
ปลาที่ความเข้มข้นเท่าไรจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าเชื้อ Lactobacillus spp. และ B. subtilis BS48 
สามารถทนต่อน้ าดี 10% (v/v) ของปลานิลได้ตลอดเวลา 1.5 ชม. จ านวนเชื้อไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญเม่ือเทียบกับเชื้อเริ่มต้น ดังแสดงในรูปที่ 3.13  เช่นเดียวกับกับการทดลองของ  (Balcázar และ
คณะ (2008) ที่แสดงให้เห็นว่าเชื้อโพรไบโอติกบางตัวทนต่อน้ าดีของปลาที่ความเข้มข้น 10% (v/v) ได้ 
 

 
 

รูปที่ 3.13  ความสามารถในการมีชีวิตรอดของเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  
plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG ใน 10% 
(v/v) น้ าดีของปลานิล  

 

12. การเตรียมเพลเลตอาหารปลาต้นแบบจากเชื อ Bacillus subtilis BS48 

เนื่องจากเชื้อ B. subtilis BS48 มีคุณสมบัติที่ดีน่าจะน าไปใช้เป็นโพรไบโอติกส าหรับปลาได้ และ
ยังเป็นเชื้อที่สร้างสปอร์ได้ มีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมได้ดีและสามารถทนต่อสภาวะที่ใช้ในการ
เตรียมเพลเลตได้ ในการเตรียมผลิตภัณฑ์ต้นแบบนี้ต้องการจะเตรียมเพลเลตที่เป็นอาหารปลาผสมด้วย
เชื้อ B. subtilis BS48 ที่สามารถลอยน้ าได้นาน มีปริมาณเชื้อที่มีชีวิตรอดอยู่ในต ารับได้สูง และมีความ
เป็นเพลเลตที่ดีคือมีความกร่อนต่ าคงรูปอยู่ได้นาน 

 ในการเตรียมเชื้อ เมื่อท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. subtilis BS48 ในสภาวะเร่งให้เชื้อสร้างสปอร์เป็น
เวลา 5 วัน น าเชื้อมาย้อมสปอร์ เม่ือส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์สปอร์ติดสีเขียวของ malachite green 
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ในขณะท่ีตัวเชื้อติดสีแดงของ safranin แสดงให้เห็นว่า เชื้อ B. subtilis สามารถสร้างสปอร์ได้จ านวนมาก 
ดังแสดงในรูปที่ 3.14 

 

 
 
รูปที่ 3.14  ตัวเชื้อ (vegetative cell) และสปอร์ของเชื้อ (endospore) ของ Bacillus subtilis BS48 จาก

กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 10X100 เท่า 
 

 หลังท า heat shock ในอ่างควบคุมอุณหภูมิเพื่อท าลายตัวเชื้อให้เหลือแต่สปอร์น าสปอร์มา
เตรียมได้เป็น spore suspension ดังรูปที่ 3.15 เม่ือท าการตรวจนับสปอร์โดยวิธี spread plate พบว่า 
spore suspension มีความเข้มข้นของเชื้อเท่ากับ 9.6x108 cfu/มล. ซึ่งมีปริมาณสปอร์เพียงพอที่จะ
น าไปใช้ในการเตรียมเพลเลต 

 

 
 

รูปที่ 3.15 สปอร์ของเชื้อ Bacillus subtilis BS48 ในน้ าเกลือ 

ตัวเชื้อ (สีแดง) 

สปอร ์(สีเขียว) 
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ผลการเตรียมเพลเลตด้วยวิธี extrusion – spheronization 
เพลเลตมีส่วนประกอบหลักในต ารับ ได้แก่ ปลาป่น แป้งสาลี ร าละเอียด น้ ามันพืช พรีมิกซ์ และ 

Avicel PH101TM ทั้ง 3 สูตรต ารับมีส่วนประกอบหลักในปริมาณเท่ากัน แต่มีความแตกต่างกันใน
ส่วนผสมที่ช่วยในเรื่องความสมารถในการลอยน้ าของเพลเลต โดยสูตรต ารับที่ 1 ใส่น้ าตาลและยีสต์
เพิ่มเติมจากส่วนประกอบหลัก เพื่อให้ยีสต์หมักน้ าตาลให้กลายเป็น CO2 ในระหว่างกระบวนการผลิต   
โดยใช้ผ้าปิดภาชนะที่บรรจุเพลเลตไว้เกิดการหมักเป็นเวลา 3 ชม. ก่อนน าเพลเลตไปอบแห้งก็จะท าให้
เกิดรูพรุนขึ้นภายในเพลเลต  สูตรต ารับที่ 2 ใส่น้ ามันพืชในปริมาณมากขึ้นเป็น 25 กรัม ซึ่งอาศัยความ
หนาแน่นของน้ ามันที่น้อยกว่าน้ า เป็นตัวช่วยท าให้เพลเลตสามารถลอยน้ าได้ และสูตรต ารับที่ 3 มี
เฉพาะส่วนประกอบหลักของต ารับ ไม่มีการเติมส่วนผสมที่ช่วยให้เพลเลตลอยตัว เพลเลตทั้ง 3 สูตร
ต ารับ มีลักษณะกลมสีน้ าตาล ดังแสดงในรูปที่ 3.16 เม่ือศึกษาลักษณะของเพลเลตภายใต้เครื่อง SEM 
พบว่า เพลเลตทั้ง 3 สูตรต ารับ มีลักษณะกลม พื้นผิวค่อนข้างขรุขระ มองไม่เห็นสปอร์ เนื่องจากถูกบด
บังด้วยส่วนประกอบต่าง ๆ ในต ารับ  ดังแสดงในรูปที่ 3.17 อย่างไรก็ตามเม่ือน าเพลเลตไปนับจ านวน
สปอร์ท่ีมีชีวิตรอดปรากฏว่ายงัมีเชื้ออยู่ปริมาณสูงได้มาตรฐานคือมีเชื้อประมาณ 108 cfu/กรัม 
 
 

   
สูตรท่ี 1  สูตรท่ี 2 สูตรท่ี 3 

   
สูตรท่ี 1  สูตรท่ี 2 สูตรท่ี 3 

 
รูปที่ 3.16  ลักษณะของเพลเลตในแต่ละสูตรต ารับ (ต่างก าลังขยาย) 
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สูตรท่ี 1  สูตรท่ี 2 สูตรท่ี 3 

   
สูตรท่ี 1  สูตรท่ี 2 สูตรท่ี 3 

 
รูปที่ 3.17 ลักษณะพื้นผิวของเพลเลตภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน (ต่างก าลังขยาย) 

 
ผลการศึกษาสมบัติทางกายภาพของเพลเลต 
ขนาด (size) 
จากการประเมินขนาดของเพลเลตดังแสดงในตารางที่ 3.11 พบว่าเพลเลตมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 

1.93 – 2.13 มม. โดยสูตรต ารับที่ 1 มีขนาดอนุภาคใหญ่ที่สุด ขนาดเฉลี่ย 2.13 ± 0.10 มม. เนื่องจากมี
ส่วนผสมของยีสต์ เม่ือเกิดกระบวนการหมักยีสต์จะได้ CO2 ส่งผลให้มีรูพรุนเกิดขึ้นในเพลเลต และเพล
เลตมีขนาดขยายใหญ่ขึ้นกว่าสูตรต ารับอื่นๆ เล็กน้อย รองลงมาคือสูตรต ารับที่ 3 และ 2 ตามล าดับ โดย
สูตรต ารับที่ 2 มีการเติมน้ ามันในปริมาณมากกว่าสูตรอื่น เนื้อ damp mass ที่ได้มีความนุ่ม เกิดการก่อ
ตัวเป็นเพลเลตได้ง่าย  

 
ความกร่อน (friability)  
จากผลการประเมินความกร่อนของเพลเลต ดังแสดงในตารางที่ 3.11 โดยใช้เครื่อง friabilator 

พบว่า ทุกสูตรต ารับมีเปอร์เซ็นต์ความกร่อนน้อยกว่า 1%  ซึ่งเป็นไปตามมาตรฐานเรื่องคุณสมบัติความ
กร่อนของเพลเลต 
 
 
 

5000x

xxX 

5000x 
5000x 

200x 200x 200x 
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ความสามารถในการลอยน ้า (floating ability) 
จากการประเมินความสามารถในการลอยน้ าเม่ือเวลาผ่านไป 1, 5, 10, 20, และ 30 นาที พบว่า 

สูตรต ารับที่ 2 มีความสามารถในการลอยน้ ามากที่สุด ซึ่งมีจ านวนเพลเลตที่ลอยน้ าเม่ือเวลาผ่านไป 30 
นาทีสูงถึง 98% ในขณะที่สูตรต ารับที่ 1 และ 3 มีจ านวนเพลเลตลอยน้ าเม่ือเวลาผ่านไป 30 นาทีน้อย
กว่า 50 % ดังแสดงในรูปที่ 3.18, 3.19 และตารางที่ 3.11 แสดงให้เห็นว่าการท าให้เพลเลตลอยน้ าโดย
การใช้น้ ามันดีกว่าการใช้ยีสต์  
 

ตารางที่ 3.10 สมบัติทางกายภาพของเพลเลต 

สมบัติทางกายภาพ 
สูตรต้ารับที่  

1 2 3 
ขนาดเส้นผา่นศูนย์กลางของเพลเลต (มม.) 2.13 ± 0.10 1.93 ± 0.08 2.04 ± 0.07 
% ความกร่อน 0.35 ± 0.03 0.72 ± 1.20 0.53 ± 0.28 
% เพลเลตที่ลอยน้ าเมื่อเวลาผ่านไป 30 นาท ี 47 ± 5.86 98 ± 0.58 32 ± 9.07 

 
 

 
 

รูปที่ 3.18  ความสามารถในการลอยน้ าของเพลเลตสูตรต่างๆ เมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที 
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รูปที่ 3.19 ความสามารถในการลอยน้ าของเพลเลตที่เวลาต่าง ๆ 

 
จ้านวนเชื อแบคทีเรียที่รอดชีวิตในเพลเลต  
จากการนับจ านวนเชื้อแบคทีเรียในเพลเลตโดยวิธี spread plate หลังผ่านกระบวนการผลิตเพล

เลต ซึ่งผ่านการอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 oC เป็นเวลา 6 ชม. พบว่า ทั้ง 3 สูตร มีปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตใน
เพลเลตประมาณ 108 cfu/กรัม ซึ่งเป็นเป็นไปตามเป้าหมายที่ก าหนดไว้คือ ประมาณ 107/กรัม เนื่องจาก
เป็นปริมาณ ที่เหมาะสมต่อการน ามาใช้ประโยชน์ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า (Newaj-Fyzul et al., 2013) 
อย่างไรก็ตามการมีปริมาณเชื้อที่มากกว่า 107 ก็ยิ่งจะมีผลดีเพราะสัตว์น้ าจะได้รับเชื้อในปริมาณที่มาก
เพียงพอ โดยสูตรที่ 1, 2 และ 3 มีเชื้อแบคทีเรียเท่ากับ 3.1 x 108 cfu/กรัม, 4.1 x 108 cfu/กรัม และ 4.8 
x 108 cfu/กรัม ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 3.12 

 
การหาจ้านวนเชื อแบคทีเรียในเพลเลตเมื่ออยู่ในสภาวะกระเพาะอาหารจ้าลอง 

(simulated gastric condition)  
จากการนับจ านวนเชื้อแบคทีเรียในเพลเลต เม่ือเพลเลตอยู่ภายใต้สภาวะกระเพาะอาหารจ าลอง

เมื่อเวลาผ่านไป 1 ชม. สูตรท่ี 1, 2 และ 3 มีเชื้อแบคทีเรียเท่ากับ 1.3 x 108 cfu/กรัม, 3.2 x 108 cfu/กรัม 
และ1.5 x 108 cfu/กรัม ตามล าดับ ในขณะที่เม่ือเวลาผ่านไป 3 ชม. พบว่า สูตรที่ 1, 2 และ 3 มีเชื้อ
แบคทีเรียเท่ากับ 1.3 x 108 cfu/กรัม, 3.1 x 108 cfu/กรัม และ 1.4 x 108 cfu/กรัม ตามล าดับ แสดงให้
เห็นว่าสปอร์ของเชื้อ B. subtilis ในเพลเลต สามารถทนต่อสภาวะกรดในกระเพาะอาหารจ าลอง 
เนื่องจากเม่ือเพลเลตอยู่ในสภาวะเป็นกรดเป็นเวลา 1 และ 3 ชม. ดังผลที่แสดงในตารางที่ 3.11 ทั้ง 3 
สูตรต ารับมีจ านวนเชื้อแบคทีเรียที่รอดชีวิตในเพลเลตสูง คาดว่าส่วนประกอบในต ารับของเพลเลตจะช่วย
ป้องกันเชื้อไม่ให้ถูกท าลายด้วยกรดด้วยส่วนหน่ึง ดังผลที่แสดงในตารางที่ 3.11 
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ตารางที่ 3.11  จ านวนสปอร์ของ Bacillus subtilis BS48 ที่อยู่รอดในเพลเลตในสภาวะน้ าย่อยใน
กระเพาะอาหารจ าลอง 

สภาวะที่ทดสอบ 
จ้านวนสปอร์ (cfu/กรัม) ในสูตรที่ 
1 2 3 

หลังผ่านกระบวนการผลิต  3.1 x 108 4.1 x 108 4.8 x 108 
เมื่อเพลเลตอยู่ในสภาวะกระเพาะอาหาร

จ าลอง เป็นเวลา 1 ชม. 
2.3 x 108 3.2 x 108 1.5 x 108 

เมื่อเพลเลตอยู่ในสภาวะกระเพาะอาหาร
จ าลอง เป็นเวลา 3 ชม. 

2.3 x 108 3.1 x 108     1.4 x 108 
 

 

 จากการเตรียมเพลเลตที่บรรจุสปอร์ของเชื้อ B. subtilis  BS48 3 สูตรต ารับ เม่ือท าการประเมิน
สมบัติทางกายภาพของเพลเลตพบว่า ทั้ง 3 สูตรมีความกร่อนได้มาตรฐาน มีเชื้อที่มีชีวิตรอดอยู่ในเพล
เลตประมาณ 108 cfu/กรัม และทนทานต่อน้ าย่อยจ าลองในกระเพาะอาหารได้นานกว่า 3 ชม. แต่สูตรที่ 
2 สามารถลอยน้ าได้นานที่สุด ซึ่งคิดว่าสูตรที่ 2 เป็นสูตรที่เหมาะสมที่จะน าไปศึกษาเพื่อเป็นการน าส่ง
โพรไบโอติกส าหรับใช้ป้องกันและรักษาโรคในปลาต่อไป 
 

13. การศึกษาศักยภาพของเชื อที่แยกได้ส้าหรับใช้เป็นโพรไบโอติกในคน 

 ในการศึกษาศักยภาพของเชื้อส าหรับใช้เป็นโพรไบโอติกในคนนั้น จะศึกษาเพื่อน าไปใช้ในการ
ป้องกันและรักษาโรคติดเชื้อในทางเดินอาหารและในช่องคลอด โดยศึกษาความสามารถในการทนต่อ
น้ าย่อยในกระเพาะอาหารล าลอง การทนต่อน้ าดี การทนต่อน้ าย่อยในล าไส้เล็กจ าลอง การทนต่อน้ าใน
ช่องคลอดจ าลอง ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ล าไส้ของคนคือ Caco-2 ความสามารถในการยึด
เกาะกับเซลล์ในช่องคลอดของคนคือ HeLa cell และความสามารถในการแย่งกันยึดเกาะกับเชื้อก่อโรค
ในทางเดินอาหารและเชื้อก่อโรคในช่องคลอด 

 

13.1 ความสามารถทนต่อน ้าย่อยในกระเพาะอาหารจ้าลอง 

เม่ือน า L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG มาใส่
ในน้ าย่อยในกระเพาะอาหารจ าลองที่ pH 2, pH 3 และ pH 4 โดยมีเอนไซม์ papsin ร่วมด้วย แล้วดูการ
มีชีวิตรอดที่เวลา 1-3 ชม. จากรูปที่ 3.20 พบว่าที่ pH 2 เม่ือเวลาผ่านไป 1 ชม. ปริมาณเชื้อที่มีชีวิตรอด
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มต้น และเม่ือเวลาผ่านไปครบ 3 ชม.             
L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG มีชีวิตรอดอยู่ประมาณ 
47, 0, 0 และ 47% ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า L. pentosus LS7 และ L. rhanosus GG สามารถทนต่อ 
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pH 2 ได้ใกล้เคียงกัน ส าหรับที่ pH 3 และ pH 4 เชื้อทุกตัวมีชีวิตรอดอยู่ได้ดีปริมาณเชื้อที่รอดชีวิต
ใกล้เคียงกับปริมาณเชื้อเริ่มต้นเม่ือเวลาผ่านไป 3 ชม.  
 
 

 
 

    L. pentosus LS7    L. plantarum LF8 
  
  

  
    B. subtilis BS48         L. rhamnosus GG 

 

รูปที่ 3.20  ความสามารถในการทนต่อน้ าย่อยในกระเพาะอาหารจ าลอง pH 2, pH 3 และ pH 4 ของ 
Lactobacillus  pentosus LS7,  Lactobacillus plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
และ Lactobacillus rhamnosus GG, * =  p < 0.05 (เปรียบเทียบกับจ านวนเชื้อเริ่มต้น) 

 
13.2 ความสามารถในการทนต่อน ้าดี (bile salt) 

จากรูปที่ 3.21 พบว่า L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ  
L. rhamnosus GG ที่อยู่ใน 0.3% (w/v) oxgall เม่ือเวลาผ่านไป 1 ชม. เชื้อทุกตัวมีปริมาณลดลงอย่างมี
นัยส าคัญเม่ือเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มต้น และลดลงเรื่อย ๆ จนถึงชั่วโมงที่ 3 โดย L. pentosus LS7,  
L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG จะมีชีวิตรอดอยู่ ประมาณ 46, 43, 0 และ 
45% ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า Lactobacillus spp. ทนต่อน้ าดีได้นานกว่า 3 ชม. ขณะที่ B. subtilis 
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BS48 ทนได้ประมาณ 2 ชม. ในขณะที่ Thirabunyanan และ Thongwittaya (2012) รายงานว่าเชื้อ  
B. subtilis ทนต่อน้ าดี 0.3% (w/v) ได้นานกว่า 3 ชม. ทั้งน้ีคาดว่าผลที่ต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของเชื้อ 
 

 
รูปที่ 3.21   ความสามารถในการมีชีวิตรอดในน้ าดี (0.3%  (w/v) oxgall) ของเชื้อ Lactobacillus  

pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG,  * =  p < 0.05 (เปรียบเทียบกับจ านวนเชื้อเริ่มต้น) 

 

13.3 ความสามารถในการทนต่อน ้าย่อยในล้าไส้จ้าลอง  

จากการทดสอบการมีชีวิตรอดของเชื้อ  L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 
และ L. rhamnosus GG มาใส่ในน้ าย่อยในกระเพาะอาหารจ าลองที่ pH 6.8 ที่มีเอนไซม์ pancreatin จาก
รูปที่ 3.22 พบว่าเชื้อทุกตัวมีชีวิตรอดได้ดี ปริมาณเชื้อไม่ลดลงตลอดเวลา 4 ชม. ที่ท าการทดลอง และ
เอนไซม์ pancreatin ก็ไม่มีผลต่อเชื้อ 
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รูปที่ 3.22    ความสามารถในการมีชีวิตรอดในน้ าย่อยจ าลองของล าไส้ของคน  pH 6.8 ของเชื้อ 

Lactobacillus  pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 
และ Lactobacillus rhamnosus GG  

 
คุณสมบัติที่ส าคัญอย่างหนึ่งของโพรไบโอติกที่จะใช้กับทางเดินอาหารของคนคือจะต้องทนต่อ 

สภาวะรุนแรงในกระเพาะอาหารและล าไส้เล็กส่วนต้นได้ (Morelli, 2007) เป็นที่ทราบกันว่า pH ที่ต่ าและ
เอนไซม์ย่อยโปรตีน pepsin จะเป็นสิ่งขัดขวางที่ส าคัญไม่ให้เชื้อแบคทีเรียแปลกปลอมมีชีวิตอยู่ได้ใน
ทางเดินอาหาร  ปกติ pH ของกระเพาะอาหารอาจจะต่ าได้ถึง 1.5 และอาจจะสูงได้ถึง 6 หลังจาก
รับประทานอาหาร แต่โดยทั่วไป pH จะอยู่ในช่วง 2.5-3.5 (Holzapfel et al., 1998) เชื้อ L. pentosus 
LS7 สามารถทน pH 2 ได้นานกว่า 3 ชม. ส่วนเชื้อ L. plantarum LF8 และ B. subtilis BS48 ทนต่อ pH 
2 ได้ไมเ่กิน 3 ชม. แต่เชื้อทุกตัวทนต่อ pH 3 และ pH 4 ได้ จึงคาดว่าเชื้อเหล่านี้ถ้าน าไปใช้เป็นโพรไบโอ
ติกในคนจะมีชีวิตรอดไปถึงล าไส้เล็กได้ดี ส าหรับน้ าดีจะเป็นอันตรายกับเซลล์ของแบคทีเรีย เนื่องจากท า
ให้โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลง ความสามารถในการทนต่อน้ าดีจึงเป็นปัจจัยอย่าง
หนึ่งที่จะบอกได้ว่าเชื้อสามารถมีชีวิตรอดอยู่ในล าไส้เล็กได้ (Succi et al., 2005) นอกจากนี้เชื้อที่เป็น
โพรไบโอติกควรจะทนต่อเอนไซม์ pancreatin ซึ่งเชื้อที่คัดเลือกมาทั้ง 3 ตัว สามารถทนต่อเอนไซม์ 
pancreatin ได้ อย่างไรก็ตามคุณสมบัติแต่ละอย่างก็จะขึ้นกับสายพันธุ์ของเชื้อที่ทดสอบ จากผลการ
ทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะน้ าย่อยในกระเพาะอาหารจ าลอง ความสามารถในการทนต่อ
น้ าดี และความสามารถในการทนต่อน้ าย่อยในล าไส้เล็กจ าลองของเชื้อ Lactobacillus spp. สอดคล้องกับ
การทดลองอื่น ๆ ที่มีผู้เคยศึกษามาก่อน (Turchi et al., 2013; Ryu and Chang, 2013; Yu et al., 
2013) 
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13.4 ความสามารถในการทนน ้าในช่องคลอดจ้าลองของคน 

 จากการศึกษาความสามารถในการทนต่อน้ าในช่องคลอดจ าลองของ จากรูปที่ 3.23  พบว่า เชื้อ 
L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ L. rhamnosus GG มีชีวิตได้ 98-99% 
ตลอดเวลา 4 ชม. ของการทดสอบ ตามปกติช่องคลอดของคนจะมี pH  ประมาณ 4-4.5 เนื่องจากมี 
lactic acid bacteria เป็นเชื้อประจ าถิ่น โดยเฉพาะเชื้อ Lactobacillus spp. (Boris and Barbes, 2000) 
กรดที่เชื้อสร้างขึ้นจะช่วยยับยั้งและท าลายเชื้อก่อโรคที่จะเข้าไปในช่องคลอดซึ่งเป็นกลไกในการป้องกัน
เชื้อก่อโรคในช่องคลอดที่ส าคัญอย่างหนึ่ง การที่เชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8 และ เชื้อ  
B. subtilis BS48 ทนต่อ pH 4.4 ได้ ก็จะมีโอกาสรอดชีวิตอยู่ในช่องคลอดได้นาน 
 

 
รูปที่ 3.23  ความสามารถในการมีชีวิตรอดในน้ าในช่องคลอดจ าลองของคน ของเชื้อ Lactobacillus  

pentosus LS7, Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus 
rhamnosus GG  

 

 13.5 ความสามารถในการยึดเกาะกับ Caco-2 cell และ HeLa cell 

ความสามารถในการยึดเกาะของเชื้อ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 
เปรียบเทียบกับโพรไบโอติกของคนคือ L. rhamnosus GG ต่อเซลล์ Caco-2 และ HeLa  ดังแสดงในรูป
ที่ 3.24 และ 3.25 ตามล าดับ ความสามารถในการเกาะของ L. pentosus LS7, L. plantarum LF8,  
B. subtilis BS48 และ L. rhamonosus GG ต่อ Caco-2 cell เท่ากับ 98.63, 88.84, 68.14 และ 98.82% 
ตามล าดับ ความสามารถในการเกาะกับ HeLa เท่ากับ 97.6, 90.6, 66.36 และ 98.19.19% ตามล าดับ 
รูปที่ 3.26 แสดงการเกาะของ L. pentosus LS7 กับ Caco-2 ซึ่งแสดงให้เห็นการเกาะของเชื้อกับ 
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microvilli ของเซลล์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน (SEM) และรูปที่ 3.27 แสดงการเกาะของ  
L. pentosus LS7 กับ HeLa cell ภายใต้กล้อง inverted microscope  
 ความสามารถในการเกาะของเชื้อกับ epithelial cell เป็นเกณฑ์ที่ส าคัญอย่างหนึ่งในการคัดเลือก
เชื้อโพรไบโอติก เชื้อที่สามารถเกาะกับเซลล์ได้ดีก็จะท าให้มีชีวิตอยู่ในเจ้าบ้านได้นานและสามารถแสดง
คุณสมบัติของความเป็นโพรไบโอติกในเรื่องต่าง ๆ ได้ แต่การศึกษาการเกาะของเชื้อภายในร่างกายคน 
(In Vivo) หรือสัตว์เป็นสิ่งที่ท าได้ยากจึงต้องมีการพัฒนาวิธีการยึดเกาะนอกกาย (In Vitro) (Blum et al., 
1990) ในการทดลองในครั้งนี้ Caco-2 cell เป็นเซลล์ของคนซึ่งเป็น colon carcinomas แต่มีลักษณะทาง 
phenotypes ที่แสดงออกเหมือนกับเซลล์ที่ intestinal mucosa ที่ชื่อว่า enterocyte และ goblet cells 
และมีการ differentiate เหมือน enterocyte คือมี microvilli และ enzyme เหมือนกับ enterocyte แต่ไม่
สร้าง mucus จึงจัดเป็น non-mucus secreting small intestine-type enterocytes (Lewandowska et 
al., 2005) ส่วน HeLa cell จะเป็น cervical carcinoma ของคนจึงใช้เป็นตัวแทนของ vaginal epithelia 
cell เชื้อ Lactobacillus spp. ทั้ง 3 สายพันธุ์และ B. subtilis BS48 สามารถยึดเกาะได้ทั้ง 2 เซลล์ โดย 
L. pentosus LS7 จะยึดเกาะได้ดีเทียบเท่ากับ L. rhamnosus GG และยึดเกาะได้ดีกว่า L. plantarum 
LF8 และ B. subtilis BS48 อย่างมีนัยส าคัญ แสดงว่า L. pentosus LS7 มีโอกาสที่จะเจริญในล าไส้เล็ก
และช่องคลอดของคนได้ดีกว่าเชื้ออีก 2 ตัว นอกจากนี้ยังมีการใช้ HeLa cell เป็นแบบในการศึกษาการ
ยึดเกาะจากหลายงานวิจัย (Atassi et al., 2006, Martin et al., 2012, Tropcheva et al., 2011) จาก
การศึกษาของ Tropcheva และคณะ (2011) ได้ทดลองความสามารถในการเกาะของ L. plantarum 
AC131 กับ HeLa cell พบว่า สายพันธุ์ AC131 สามารถยึดเกาะกับ HeLa cell ได้ดีมาก อย่างไรก็ตาม 
L. plantarum LF8 มีความสามารถในการเกาะกับ Caco-2 cell และ HeLa cell ได้สูง ส่วน B. subtilis 
BS48 มีความสามารถในการเกาะกับเซลล์ทั้ง 2 ชนิดได้ในปริมาณที่ต่ ากว่า  
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รูปที่ 3.24   เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความสามารถในการยึดเกาะของเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7, 

Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus 
GG กับ Caco-2 cell, * =  p < 0.05 (เปรียบเทียบกับ LS7 และ GG) 

 

 
 

รูปที่ 3.25  เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความสามารถในการยึดเกาะของเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7, 
Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus GG 
กับ HeLa cell * =  p < 0.05 (เปรียบเทียบกับ LS7 และ GG) 
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รูปที่ 3.26   การยึดเกาะของเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7 กับ Caco-2 cell (ภาพจากกล้อง

จุลทรรศน์อิเลคตรอน, SEM) 
 
 

 
 

รูปที่ 3.27   การยึดเกาะของเชื้อ Lactobacillus  pentosus LS7 กับ HeLa cell (ภาพจากกล้อง inverted 

microscope) 
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13.6. ความสามารถในการยับยั งการยึดเกาะของเชื อก่อโรคในทางเดินอาหารและช่อง

คลอด   

การยับยั้งการเกาะของ E.coli: L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 และ  
L. rhamnosus GG แสดงให้เห็นว่าเม่ือมีเชื้อเหล่านี้สามารถยับยั้งการเกาะของ E. coli บน Caco-2 cell 
ได้  ดังแสดงในรูปที่ 3.28 และเปอร์เซ็นต์การยับย้ังดังต่อไปนี้ 

 

 
 

รูปที่ 3.28    การยับยั้งการยึดเกาะของเชื้อ Escherichia coli ของ Lactobacillus  pentosus LS7, 
Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus 
GG กับ Caco-2 cell,  * =  p < 0.05 (เปรียบเทียบกับการยึดเกาะของ E. coli เดี่ยว ๆ) 

 
 L. pentosus LS7 ยับยั้งการเกาะแบบ competition, exclusion และ deplacement ได้เท่ากับ 
10.2, 12.1 และ 5.2%   ตามล าดับ  
 L. plantarum LF8 ยับยั้งการเกาะแบบ competition, exclusion และ deplacement ได้เท่ากับ 
10.8, 9.0 และ 5.1% ตามล าดับ  
 B. subtilis BS48 ยับยั้งการเกาะแบบ competition, exclusion และ deplacement ได้เท่ากับ   
0.7, 1.5 และ 1.1% ตามล าดับ  
 L. rhamnosus GG ยับยั้งการเกาะแบบ competition, exclusion and deplacement ได้เท่ากับ 
17, 19 และ 13.9 % ตามล าดับ  



72 
 

การยับยั้งการเกาะของ G. vaginalis: L. pentosus LS7, L. plantarum LF8, B. subtilis BS48 
และ L. rhamnosus GG แสดงให้เห็นว่าเม่ือมีเชื้อเหล่านี้สามารถยับยั้งการเกาะของ G. vaginalis บน 
HeLa cell ได้  ดังแสดงในรูปที่ 3.29  และเปอร์เซ็นต์การยับย้ังดังต่อไปนี้ 
 

 

 
รูปที่ 3.29    การยับยั้งการยึดเกาะของเชื้อ Gardnerella vaginalis ของ Lactobacillus  pentosus LS7, 

Lactobacillus  plantarum LF8, Bacillus subtilis BS48 และ Lactobacillus rhamnosus 
GG กับ HeLa cell ,  * =  p < 0.05 (เปรียบเทียบกับการยึดเกาะของ G. vaginalis เดี่ยว 
ๆ) 

 
 L. pentosus LS7 ยับยั้งการเกาะแบบ competition, exclusion และ deplacement ได้เท่ากับ 
11, 13.1 และ 5.2%   ตามล าดับ  
 L. plantarum LF8 ยับยั้งการเกาะแบบ competition, exclusion and deplacement ได้เท่ากับ 
8.1, 9.8 และ 4.3% ตามล าดับ  
 B. subtilis BS48 ยับยั้งการเกาะแบบ competition, exclusion และ deplacement ได้เท่ากับ   
1.1, 1.2 และ 1.5% ตามล าดับ  
 L. rhamnosus GG ยับยั้งการเกาะแบบ competition, exclusion และ deplacement ได้เท่ากับ 
17.9, 17.6 และ 14.8 % ตามล าดับ  
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จะเห็นได้ว่า Lactobacillus spp. ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถยับยั้งการเกาะของเชื้อก่อโรค
ของทางเดินอาหารและเชื้อก่อโรคในช่องคลอดได้อย่างมีนัยส าคัญเม่ือเปรียบเทียบกับการเกาะของเชื้อ
ก่อโรคที่ไม่มีเชื้อ Lactobacillus spp. เข้าไปเกี่ยวข้อง เชื้อที่ยับยั้งการเกาะได้ดีที่สุดโดยรวมคือ          
L. rhamnosus GG รองลงมาคือ L. pentosus LS7 และ L. plantarum LF8 ตามล าดับ ส่วนเชื้อ  
B. subtilis BS48 ยับยั้งการเกาะของเชื้อก่อโรคทั้ง 2 ตัวได้น้อย ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญกับการ
เกาะของเชื้อโรคที่ไม่มี B. subtilis BS48 เข้าไปเกี่ยวข้อง 

กลไกในการป้องกันการเกาะของเชื้อก่อโรคบนผิวเซลล์อาจจะเกิดจาก การเกิด non-specific 
hindrance ของ receptor กับเชื้อก่อโรค หรือเกิดจากการที่เชื้อโพรไบโอติกไปแย่งเชื้อก่อโรคจับกับ 
binding site (Matijasic et al., 2006) ซึ่งการยับยั้งการเกาะที่เกิดขึ้นนี้จะเจาะจงกับเชื้อโพรไบโอติกและ
เชื้อก่อโรคแต่ละชนิด (Collado et al., 2005)  Gueimonde และคณะ (2006) ได้รายงานว่า การยับยั้ง
การเกาะของเชื้อ enteropathogens โดยเชื้อ Lactobacillus spp. ต่าง ๆ จะมีความจ าเพาะเจาะจงกันสูง 
ซึ่งจะช้ีให้เห็นว่าต้องมีการทดลองการยับยั้งการเกาะของเชื้อก่อโรคกับเชื้อ Lactobacillus ตัวต่อตัวจึงจะ
บอกว่าเชื้อ Lactobacillus sp. ตัวนั้นสามารถยับยั้งการเกาะของเชื้อก่อโรคตัวไหนได้ดี ความสามารถใน
การยับยั้งการเกาะของเชื้อก่อโรคโดยเชื้อโพรไบโอติกด้วยกลไก  competition, exclusion และ 
displacement ได้มีการศึกษากันหลากหลาย (Candela et al., 2008, Stober et al., 2010, Zhang et 
al., 2010) Lee และคณะ (2003) รายงานว่า L. rhamnosus GG และ L. casei Shirota สามารถเกิดการ
แย่งจับกับเชื้อก่อโรคในทางเดินอาหาร แบบ competition, exclusion และ displacement ได้ แต่ระดับ
ความสามารถในการยับย้ังการเกาะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของเชื้อก่อโรค 
 

---------------------------------------- 

 
 
 

 
 
 



บทที่ 4 

สรุปผลการวิจยัและข้อเสนอแนะ 
 

1. การเก็บตัวอย่างดิน ตะกอนตม และตัวอย่างสัตว์น ้าจากป่าพรุโต๊ะแดง จังหวัดนราธิวาส ได้
ตัวอย่างดินและตะกอนตมทั งหมด 50 ตัวอย่าง และตัวอย่างสัตว์น ้า 100 ตัวอย่าง เม่ือน้ามาแยก
เชื อ Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. ได้เชื อ Lactobacillus spp. 150 isolate และได้เชื อ 
Bacillus spp. 122 isolate 

 
2. เม่ือน้าเชื อที่แยกได้มาทดสอบความสามารถในการยับยั งเชื อก่อโรคในปลาคือ Aeromonas 

hydrophila และ Streptococcus agalactiae  และเชื อก่อโรคในคน 7 ชนิดได้แก่ Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Vibrio cholerae, Escherichia 
coli, Shigella sonnei และ Gardnerella vaginalis พบว่าเชื อ Lactobacillus spp. มีฤทธิ์ยับยั งเชื อ
ก่อโรคบางชนิดได้ 13 isolate และยับยั งเชื อก่อโรคได้ทุกชนิด 2 isolate คือ Lactobacillus รหัส 
LS7 ที่แยกได้จากดิน และ รหัส LF8 ที่แยกได้จากปลา และ Bacillus ที่ยับยั งเชื อก่อโรคได้บาง
ชนิด 1 isolate และยับยั งเชื อทุกชนิด 1 isolate คือรหัส BS48 ที่แยกได้จากดิน  

 
3. คัดเลือกเชื อ Lactobacillus LS7, LF8 และ Bacillus BS48 ที่สามารถฆ่าเชื อก่อโรคได้ทุกชนิดไป

จ้าแนกสายพันธุ์ของเชื อ โดยการท้า 16S rDNA sequencing แล้วเทียบนิวคลีโอไทด์กับนิวคลิโอ
ไทด์ของเชื อที่มีอยู่ใน data base พบว่า LS7 เป็นเชื อ  Lactobacillus pentosus, LF8 เป็นเชื อ  
Lactobacillus plantarum และ BS48 เป็นเชื อ Bacillus subtilis 

 
4. น้าเชื อ L. pentosus LS7, L. plantum LF8 และ B. subtilis BS48 มาศึกษาคุณสมบัติความเป็น

โพรไบโอติกเพื่อใช้ในการป้องกันหรือรักษาโรคติดเชื อในปลาและสัตว์น ้าเทียบกับโพรไบติกที่
ส้าคัญคือ L. rhamnosus GG พบว่าเชื อ LS7, LF8 สร้างสารที่ยับยั งเชื อก่อโรคหลายชนิด ได้แก่ 
กรดแลคติก กรดอะซีติก H2O2  และ LF8 สร้างสารที่ไวต่อเอนไซม์ย่อยโปรตีนซึ่งอาจจะเป็นสาร
ในกลุ่มแบคเทอริโอซินอีกด้วย ส่วน BS48 สร้าง H2O2  และสารยับยั งเชื อที่ไวต่อเอนไซม์ย่อย
โปรตีน แต่ไม่สร้างกรดแลคติกหรือกรดอะซีติก เชื อทั ง 3 ตัวมีความสามารถในการเกาะกับเมือก
ในทางเดินอาหารและเมือกที่ติดตัวปลาของปลานิลได้ดี แต่ไม่สามารถแทรกตัวเข้าไปในเมือกปลา
ได้ สามารถยับยั งการเกาะของเชื อก่อโรคในปลาคือ A. hydrophila และ S. agalactiae ด้วยกลไก 
competitive exclusion ได้ดี เชื อ LS7 และ LF8 สามารถเกาะกลุ่มกับเชื อทั ง 2 ตัวได้ดีกว่า BS48 
ซึ่งการเกาะกลุ่มกับเชื อก่อโรคจะท้าให้เชื อก่อโรคเกาะกับเมือกหรือเซลล์ของตัวปลาไม่ได้ เชื อ 



75 
 

LS7 และ LF8 สร้างไบโอฟิล์มได้ดี ซึ่งจะช่วยท้าให้เกาะกับเมือกหรือเซลล์ของปลาได้ดีและจะช่วย
ยับยั งการเกาะของเชื อโรคได้อีกด้วย ส่วน BS48 สร้างไบโอฟิล์มได้น้อยกว่าเชื ออื่น  เชื อทั ง 3 ตัว
ทน pH 2 ได้ประมาณ 2-3 ชั่วโมง แต่ทน pH3, pH5 และ pH6 ได้นานกว่า 3 ชม. และทนต่อน ้าดี
ของปลา 10% (v/v) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเชื อจะมีโอกาสมีชีวิตรอดได้เม่ือผ่านกระเพาะอาหารที่เป็น
กรดของปลาและมีชีวิตรอดในสภาวะที่มีน ้าดีของล้าไส้เล็กได้ ซึ่งในภาพรวมเชื อ LS7, LF8 และ 
BS48 มีคุณสมบัติที่ดีใกล้เคียงกับ L. rhamnosus GG  ซึ่งเชื อทั ง 3 ตัวมีศักยภาพที่จะน้าไป
พัฒนาเป็นโพรไบโอติกส้าหรับปลาหรือสัตว์น ้าอื่นได้ 

 
5. เนื่องจากเชื อ BS48 เป็นเชื อที่สร้างสปอร์ที่ทนทานต่อสิ่งแวดล้อม ทนทานต่อสภาพรุนแรงต่อ

กระบวนการผลิตได้ดีกว่า LS7 และ LF8 จึงได้น้าเชื อนี มาเตรียมเพลเลตอาหารปลาลอยน ้าที่ใส่
สปอร์ของเชื อนี ลงไปเพื่อให้ปลากินเปรียบเทียบกัน  3 สูตร พบว่าสูตรที่เตรียมได้ทุกสูตรมีเชื อ
มากกว่า 108 cfu/กรัม และมีความกร่อนน้อยกว่า 1% เป็นไปตามเป้าหมายแต่สูตรที่ 2 สามารถ
ลอยน ้าได้นานเกินกว่า 30 นาที ซึ่งดีกว่าอีก 2 สูตร โดยสูตรที่ 2 มีส่วนประกอบเป็นปลาป่น 52.5 
กรัม แป้งสาลี 30 กรัม ร้าละเอียด 30 กรัม น ้ามันพืช 25 กรัม พรีมิกซ์ (แร่ธาตุรวม) 0.15 กรัม 

Avicel PH101  10.5 กรัม BS48   สปอร์  8.57x108 cfu/กรัม คาดว่าสูตรของเพลเลตนี 
สามารถน้าไปเป็นต้นแบบในการผลิตเพลเลตลอยน ้าเพื่อน้าไปใช้ในภาคสนาม ส้าหรับเป็นตัว
น้าส่งโพรไบโอติกไปสู่ปลาหรือสัตว์น ้าได้ 

 
6. เม่ือน้าเชื อทั ง 3 ตัวไปประเมินความเป็นไปได้ที่จะน้าไปใช้เป็นโพรไบโอติกในคน พบว่าเชื อ LS7 

ทนต่อน ้าย่อยในกระเพาะอาหารจ้าลอง pH 2 ได้นานกว่า 3 ชม. ส่วน LF8, BS48 ทนได้ประมาณ 
2 ชม. ทุกตัวทนต่อน ้าย่อยในล้าไส้เล็กจ้าลองได้เกิน 4 ชม.  LS7 และ LF8 ทนต่อน ้าดี 0.3% 
(w/v) ได้นานกว่า 3 ชม. แต่ BS48 ทนได้เพียง 2 ชม. เชื อทุกตัวทนต่อน ้าในช่องคลอดจ้าลองได้
นานกว่า 4 ชม. เชื อ LS7 และ LF8 สามารถยึดเกาะกับเซลล์ Caco-2 ซึ่งเป็นเซลล์ล้าไส้ของคน 
และ HeLa ซึ่งเป็นเซลล์ในช่องคลอดของคนได้ดีกว่า BS48 อย่างมีนัยส้าคัญ เม่ือศึกษา
ความสามารถในการยับยั งการเกาะของเชื อก่อโรคในทางเดินอาหารของคนคือ E. coli และเชื อก่อ
โรคในช่องคลอดของคนคือ  G. vaginalis พบว่าเชื อทั ง 3 ตัวสามารถยับยั งการเกาะของเชื อก่อ
โรคทั ง 2 ชนิดได้ดี ซึ่งคุณสมบัติต่าง ๆ ของ LS7 และ LF8 ที่ทดสอบใกล้เคียงกับคุณสมบัติของ
เชื อ L. rhamnosus GG  จากผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่าเชื อ LS7 และ LF8 มีโอกาสที่จะมี
ชีวิตรอดเมื่อผ่านกระเพาะอาหารที่มีกรดสูงและล้าไส้เล็กส่วนต้นที่มีเกลือน ้าดี และมีโอกาสที่จะไป
เจริญที่ล้าไส้และในช่องคลอดได้ สามารถยึดเกาะกับเซลล์ของล้าไส้ได้ดี และยับยั งการเกาะของ
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เชื อก่อโรคกับเซลล์ได้ดี ส่วน BS48 มีคุณสมบัติที่ด้อยกว่าซึ่งอาจจะไม่เหมาะในการน้าไปใช้เป็น
โพรไบโอติกของคน และเชื อในกลุ่มนี ก็ไม่เป็นที่นิยมน้ามาใช้กับคน  

 
7. จากผลการวิจัยสรุปได้ว่าในดิน ตะกอนตม และสัตว์น ้า จากป่าพรุโต๊ะแดง มีเชื อแลคติกแอซิด

โดยเฉพาะเชื อในจีนัส Lactobacillus spp. และ Bacillus spp. ที่เป็นประโยชน์สามารถน้ามาศึกษา
และพัฒนาเป็นโพรไบโอติกส้าหรับป้องกันและรักษาโรคติดเชื อในสัตว์และในคนได้ และคาดว่ายัง
มีเชื อที่เป็นประโยชน์ด้านอื่น ๆ อีกมาก จากเชื อที่แยกได้ 3 ตัว คือ L. pentosus LS7,  
L. plantarum LF8 และ B. subtilis BS48 ทุกตัวมีคุณสมบัติเหมาะสมที่จะใช้เป็นโพรไบโอติกใน
ปลาหรือสัตว์น ้าอื่น ๆ  และ L. pentosus LS7 และ L. plantrum LF8 เหมาะที่จะใช้เป็นโพรไบโอ
ติกในคนได้ นอกเหนือจากคุณสมบัติที่ได้ศึกษาไปแล้วนี  อาจจะศึกษาคุณสมบัติความเป็นไพรไบ
โอติกด้านอื่น ๆ ในอนาคต เช่น ความสามารถในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในสัตว์และในคน 
ความสามารถในการปรับปรุงสภาพแวดล้อมในการเลี ยงสัตว์น ้าให้ดีขึ น เป็นต้น  อย่างไรก็ตาม
การที่จะน้าเชื อโพรไบโอติกมาใช้ให้เกิดประโยชน์ได้จริงนั น จะต้องมีการศึกษาในเรื่องต่าง ๆ ที่
เกี่ยวข้องให้รอบด้าน เช่น ศึกษาถึงวิธีการเพาะเลี ยงเชื อให้มีปริมาณมากเพียงพอที่จะน้ามาใช้ 
ศึกษาการตั งสูตรต้ารับอาหารเพื่อให้เชื อมีชีวิตรอดในอาหารให้มากและยาวนานที่สุด ศึกษา
วิธีการน้าส่งเชื อโพรไบโอติกให้ไปถึงเป้าหมายอย่างมีประสิทธิภาพ  ศึกษาประสิทธิผลในการ
ป้องกันและรักษาโรคในภาคสนาม ศึกษาผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม และเม่ือต้องการน้าเชื อโพร
ไบโอติกมาใช้ในคนจะต้องค้านึงถึงความปลอดภัย และประสิทธิผลของการป้องกันและรักษาโรค
โดยมีข้อมูลทางคลินิกมาสนับสนุน 
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