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บทคัดยอ
 การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาคุณสมบัติโปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 180 ไอโซเลต ที่
คัดแยกไดจากอุจจาระของเด็กแรกเกิด คุณสมบัติโปรไบโอติกท่ีศึกษา ไดแก การยอยสลายเม็ดเลือดแดงของคน การทน
ตอสภาวะท่ีพบในระบบทางเดินอาหาร ไดแก การทนกรดและเกลือนํ้าดี การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับความรุนแรงของ
การกอโรค และการจําแนกชนิดแบคทีเรยี ผลการศึกษาพบวา มีแบคทีเรยีกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัตเิปนโปรไบโอติก จาํนวน 
4 ไอโซเลต คือ KM1-CMP3, KM2-CMP4, KM2-CMP11 และ KM3-CMP2 โดยทุกไอโซเลตไมยอยสลายเม็ดเลือดแดง
ของคน สามารถทนตอสภาวะความเปนกรดและสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดีซึ่งทุกไอโซเลตมีเซลลที่รอดชีวิตมากกวา 80 % ผล
การตรวจหายีนที่เก่ียวของกับความรุนแรงของการกอโรคพบวา แบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 4 ไอโซลเลต ไมมียีน cytolysin 
A และ gelatinase E ผลการจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยวิธีการเพิ่มจํานวนและตรวจสอบลําดับเบสของยีน 16S ribosomal 
RNA พบวา เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 4 ไอโซลเลต เปนเชื้อ Enterococcus faecalis ดังนั้น เชื้อเหลานี้จึงเหมาะสมท่ี
จะนําไปทดสอบความเปนโปรไบโอติกในข้ันตอไป ไดแก การทดสอบกับเซลลเพาะเลี้ยงและสัตวทดลอง

คําสําคัญ: แบคทีเรียกรดแลคติก โปรไบโอติก เอ็นเทอโรคอคไค เด็กแรกเกิด 

Abstract
 This study aimed to characterize the probiotic properties of 180 lactic acid bacteria (LAB) from infant 

feces. These properties included hemolysis, survival in simulated gastrointestinal tract conditions (acid and 
bile salt tolerance), detection of virulent-associated genes (cytolysin A and gelatinase E), and bacterial strain 

identifi cation. The results found that four isolates, KM1-CMP3, KM2-CMP4, KM2-CMP11, and KM3-CMP2, dem-

onstrated good probiotic properties. These four isolates were negative for hemolysis activity and were able to 

survive in acidic (after 3 h exposure to gastric juice pH3.0) and bile salt conditions (after 24 h exposure to 0.3% 
Ox gall) with more than 80 percent of cells surviving. The four isolates did not carry any virulent-associated 

genes. Bacterial strain identifi cation by 16S ribosomal RNA amplifi cation, sequencing, and comparison found 
that the four isolates were identifi ed as Enterococcus faecalis. Therefore, these E. faecalis strains can be further 

used for the probiotic characterization in cell cultures and animal models. 
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บทนํา 

 โปรไบโอติก (probiotic) คือ จุลินทรียที่ยังมีชีวิตซึ่ง

เมื่อรางกายไดรับในปริมาณที่พอเหมาะจะกอประโยชนตอ

รางกายได [1] โปรไบโอติกสวนใหญเปนเชื้อแบคทีเรีย

กรดแลคติก (Lactic acid bacteria, LAB) ซึ่งประกอบดวย

หลายจีนสั ไดแก Pediococcus, Leuconostoc, Streptococ-

cus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus และ 

Bifidobacterium [2] จากการศึกษาพบวาแบคทีเรียโปรไบ
โอติกมีประโยชนตอรางกายคนหลายประการ เชน ชวย

เสริมสรางระบบภูมิคุมกัน ทําลายเชื้อกอโรคในระบบทาง
เดินอาหาร และชวยปรับสภาวะสมดุลในบริเวณลําไสหรือ
ในระดับเยื่อบุเมือก [3], [4] เปนตน

 แตอยางไรก็ตามเพื่อใหไดโปรไบโอติกสายพันธุที่ดี
ตามตองการน้ัน จําเปนตองมีการคัดเลือกและศึกษาเบื้อง
ตนเกี่ยวกับคุณสมบัติโปรไบโอติกท่ีสําคัญ ไดแก ความ
สามารถของเช้ือในการทนตอสภาวะความเปนกรดและ
เอนไซมในกระเพาะอาหาร (gastric juice) ตลอดจนทนตอ

เกลือนํ้าดี (bile salt) ในลําไสเล็ก ซึ่งเปนสภาวะท่ีพบไดใน
ระบบทางเดินอาหารของคน จากการศึกษากอนหนานี ้พบ
วา แบคทีเรียโปรไบโอติกท่ีคัดแยกไดจากรางกายหรือ
อจุจาระของคนจะมีคุณสมบัตโิปรไบโอติกท่ีดีกวาแบคทีเรยี
กรดแลคติกท่ีคัดแยกจากอาหารหรือแหลงอ่ืนๆ ทั้งน้ี เชื้อ 
LAB ที่คัดแยกไดจากคนจะมีความสามารถในการทนตอ
สภาวะในทางเดินอาหารของคนไดดี เชน ทนสภาวะกรด
และดาง ทนตอการทําลายจากเอนไซม ตลอดจนมีความ
สามารถในการยึดเกาะกับลําไสของคนไดดีกวา [5] เปนตน
 การวิจยักอนหนานี ้คณะผูวจิยัไดทาํการคัดแยกเชือ้ 
LAB จากอุจจาระเด็กแรกเกิดท่ีด่ืมนมแม ซึ่งเปนเด็กแรก
เกิดอายุระหวาง 8-10 วัน จํานวน 10 คน ในเขตอําเภอ
วารินชาํราบ จงัหวัดอุบลราชธานี ซึง่สามารถแยกเช้ือ LAB 

ไดจํานวน 300 ไอโซเลต ในจํานวนนี้มี 180 ไอโซเลตที่มี
คุณลักษณะเปนแบคทีเรียรูปรางกลม และติดสีกรัมบวก 

(gram positive cocci) ซึ่งยังไมไดทําการศึกษาคุณสมบัติ
โปรไบโอติก ดังน้ัน งานวิจัยคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อ

ศกึษาคุณสมบัตโิปรไบโอติกของเช้ือ LAB ทีคั่ดแยกไดจาก

อุจจาระของเด็กแรกเกิดท่ีด่ืมนมแมและคัดเลือกเชื้อ LAB 
ทีมี่คุณสมบัตโิปรไบโอติกท่ีดีไปทําการจําแนกเช้ือ ทัง้นีห้าก

ไดเชื้อ LAB ที่มีคุณสมบัติโปรไบโอติกท่ีดี จะสามารถนํา

เชือ้ดังกลาวไปทดสอบความเปนโปรไบโอติกกับเซลลเพาะ
เลี้ยงและสัตวทดลองตอไป 

  

วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 1. แบคทีเรียและอาหารเล้ียงเช้ือ

 แบคทีเรยีท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี ้ประกอบดวย LAB 

จํานวนทั้งหมด 180 ไอโซเลต ที่คัดแยกจากอุจจาระของ

เด็กแรกเกิดอายุระหวาง 8-10 วัน และด่ืมน้ํานมแมเทานั้น 

ในเขตอําเภอวารินชําราบ จังหวัดอุบลราชธานี แบคทีเรีย 

Lactobacillus plantarum NCIMB8826 ซึง่เปนแบคทีเรยีสายพนัธุ

อางอิงท่ีมีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกท่ีดีและท่ีถูกนําไปใช

กันอยางแพรหลายในการเปนสายพันธุอางอิง เชื้อ LAB 
และ L. plantarum NCIMB8826เพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียง
เชื้อ deMan, Rogosa and Shape (MRS) ทั้งชนิดเหลว 
(MRS broth) และชนิดแข็ง (MRS agar)
 2. การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงคน
 การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงคน (he-
molysis) โดยการนําเชือ้ LAB แตละไอโซเลตมาทําขดีแบบ 
simple streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ blood agar บมท่ี
อณุหภมิู 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง แลวสังเกต
การเกิด hemolysis ทั้ง 3 ลักษณะ คือ ß-hemolysis (ยอย
สลายแบบสมบูรณ ซึ่งจะพบ clear zone ใสรอบๆรอยขีด
เชือ้), α-hemolysis (ยอยสลายบางสวน) และ γ-hemolysis 
(ไมยอยสลายเม็ดเลือดแดง) เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 
ที่มีความสามารถในการยอยสลายเม็ดแดงแบบ ß-และ 
α-hemolysis จะไมนําไปใชในการทดสอบข้ันตอนตอไป
 3. การทดสอบการทนกรดและเกลือนํ้าดี 
 ทดสอบความสามารถของเช้ือ LAB แตละไอโซเลต
ในการทนตอสภาวะความเปนกรดและเกลือนํา้ดี (Acid and 
bile salt tolerance test) ซึ่งเปนสภาวะท่ีพบในระบบทาง
เดินอาหารของคน ตามวิธีการของ Lee et al. [6]
 การเตรียมเซลล ทําโดยเพาะเลี้ยงเชื้อ LAB แตละ
ไอโซเลตในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร บมท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 

ชัว่โมง แลวทําการปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 3000 rpm เปน

เวลา 5 นาที ลางเซลลแบคทีเรยีดวยสารละลาย phosphate 
buffered saline (PBS) จํานวน 2 คร้ัง แลวปรับปริมาณ
เชื้อใหมีคาเทียบเทากับ McFarland No.1 

 การทดสอบการทนกรดทําไดโดยนําเชือ้ LAB แตละ

ไอโซเลต ที่ปรับปริมาณเชื้อแลว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละสาย synthetic gastric juice (NaCl 2 กรัม, 

pepsin 3.2 กรัม, ละลายในน้ํา 1 ลิตร, pH 3.0) ปริมาตร 
900 ไมโครลิตร ลงในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จาก
นัน้นาํมานับจาํนวนเซลลทีร่อดชีวติโดยการทํา serial dilu-
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tion และ drop plate บนอาหาร MRS agar และคํานวณให

อยูในคา log
10
CFU โดยเปรียบจํานวนเซลลเริม่ตน (กําหนด

เปน 0h) และจํานวนเซลลของชุดทดสอบ (กําหนดเปน 3h) 

แลวคิดเปนคารอยละเซลลที่รอดชีวิต (% of cell survival) 

ตามสมการดังนี้ 

 % of cell survival = (log cfu
3h
/log cfu

0h
) x 100

 การทดสอบความสามารถของเช้ือ LAB ในการทน

ตอสภาวะท่ีมีความเขมขนของเกลือนํา้ดี (bile salt) โดยนํา
เชื้อ LAB แตละไอโซเลตท่ีปรับความเขมขน ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย 0.3% bile salt (Ox gall 30 
กรัม ละลายในน้ํา 1 ลิตร, pH 8.0) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร 
ลงใน microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนัน้บมท่ีอณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาใหนบั
จํานวนเซลลที่รอดชีวิตเชนเดียวกับวิธีการทดสอบการ
ทนกรด และคิดเปนคารอยละเซลลที่รอดชีวิต (% of cell 
survival) ตามสมการดังน้ี 
 % of cell survival = (log cfu

24h
/log cfu

0h
) x 100

 ในการทดสอบความสามารถของเช้ือ LAB ในการ
ทนตอสภาวะความเปนกรดและเกลือนํ้าดี จะคัดเลือกเอา
เฉพาะเชื้อ LAB ที่มีคาการมีชีวิตรอดต้ังแต 80% ขึ้นไป 
เพือ่ไปทดสอบในการข้ันตอนตอไป การทดสอบการทนกรด
และเกลือนํ้าดีจะใชเชื้อ L. plantarum NCIMB 8826 เปนสาย
พันธุอางอิง
 4. การตรวจหายีนเกี่ยวของกับปจจัยรุนแรง 
 ตรวจหายีนทีเ่กีย่วของกับการสงเสริมทําใหเชือ้ LAB 
สามารถกอโรคได หรือ virulent-associated gene โดยใช
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ตามวิธีการ
ของ Tan et al. [7] ในการเพิม่จํานวนยีนเปาหมาย ซึง่ตรวจ
หายีน 2 ชนิด ไดแก cytolysin A (cylA) และ gelatinase E 
(gelE) เร่ิมตนจากการสกัด genomic DNA ของเชื้อ LAB 

แตละไอโซเลต โดยใชชดุสกัดสําเรจ็รปู Genomic real DNA 

extraction จากนั้นนํา DNA ที่ไดไปทํา PCR ซึ่งใช primer 

ดังแสดงในตารางท่ี 1 โดย PCR มีองคประกอบ คือ 10x 
PCR buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl

2
 buffer 

ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, 1.25 mM dNTP ปริมาตร 
8 ไมโครลิตร, 10 μM forward (F) primer และ 10 μM 

reverse (R) primer อยางละ 1 ไมโครลิตร และ Taq poly-

merase จํานวน 0.02 ยูนิต ปรับปริมาตรสุดทายดวยนํ้า
กล่ันชนิด DNase-free water ใหได 50 ไมโครลิตร ทํา

ปฏิกิริยา PCR เปนจํานวน 30 รอบ และมีสภาวะดังแสดง
ในตารางท่ี 2 ตรวจสอบ PCR product ดวยเทคนิค gel 

electrophoresis โดยใชความเขมขนของ agarose gel 

เทากับ 1% ในสารละลาย 1XTAE ใชความตางศักยที่ 100 

volt เปนเวลา 30 นาที

ตารางที่ 1  ไพรเมอร (primer) ที่ใชในการทํา PCR ของ

 แตละยีน

หมายเหตุ F และ R คือ forward และ reverse primer ตามลําดับ
bp คือ base pair

ตารางที่ 2 สภาวะท่ีใชในการทํา PCR ของแตละยีน

5. การจําแนกเชื้อโดยวิธี 16S rRNA sequencing
 จําแนกเช้ือ LAB ที่ผานการคัดเลือกคุณสมบัติ
โปรไบโอติก โดยเทคนิค 16S ribosomal RNA sequencing 
ใช genomic DNA ของเชื้อ LAB แตละไอโซเลตจากการ

ทดลองข้ันตอนที่ 2.4 มาทําการเพิ่มจํานวนยีนเปาหมาย 
คือ 16S ribosomal RNA ดวยวิธีการ PCR ซึ่งใช primer 
คือ 27F (5’-agagtttgatcctggctcag-3’) และ 1492R (5’-ggt-

taccttgttacgactt 3’) โดยองคประกอบ PCR มีองคประกอบ

เชนเดียวกับข้ันตอนที่ 2.4 สวนสภาวะท่ีใชทําปฎิกิริยา 

PCR มีดังนี้ คือ Pre-denaturation (94 องศาเซลเซียส, 

4 นาที), Denaturation (94 องศาเซลเซียส, 1 นาที), 
Annealing (48 องศาเซลเซียส, 30 วินาที), Extention 

(72 องศาเซลเซียส, 2 นาที), Final extention (72 องศา
เซลเซียส, 10 นาที) เปนจํานวน 30 รอบ นํา PCR product 

มาทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดน้ํายาสําเร็จรูป Gel/PCR DNA 

Fragments Extraction Kit และทํา DNA sequencing 

ยีน ไพรเมอร (ลําดับเบสจากดาน 5’ ถึง 3’)
ขนาด
(bp)

อาง
อิง

cylA F TGGATGATAGTGATAGGAAGT 517 

[7]

R TCTACAGTAAATCTTTCGTCA

gelE F AATTGCTTTACACGGAACGG 547 

R AGCCATGGTTTCTGGTTGTC

ขั้นตอน อุณหภูมิ
(องศาเซลเซียส)

เวลา
(นาที)

Pre-denaturation 95 5
Denaturation 95 0.3
Annealing 48 (สําหรับ cylA)

53 (สําหรับ gelE)
0.3

Extension 72 0.25 (สําหรับ 
cylA และ 
gelE)

Final extension 72 7
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แลวเปรียบเทียบความเหมือนลําดับเบสของ 16S rRNA 

ของเชื้อ LAB แตละไอโซเลตกับฐานขอมูล National 

center for Biotechnology Information (NCBI data base) 

เพื่อจําแนกเช้ือตอไป [8]

 6. การขอจริยธรรมการวิจัยในมนุษย

 งานวิจัยนี้ผานการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยใน

มนุษย มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ณ วันท่ี 30 พฤษภาคม 

2556 โดยยึดหลักเกณฑตามคําประกาศเฮลซิงกิ (declara-

tion of Helsinki) 

ผลการวิจัย
 ผลการทดสอบเช้ือ LAB ในการยอยสลายเม็ดเลือด
แดงของคนพบวา เชือ้ LAB ทัง้ 180 ไอโซเลต ไมยอยสลาย
เม็ดเลือดแดงคน คือ ผลการทดสอบเป นลักษณะ 
γ-hemolysis 
 การทดสอบความสามารถการทนตอสภาวะความ
เปนกรดและสภาวะท่ีมีเกลอืนํา้ดีของเชือ้ LAB จาํนวน 180 
ไอโซเลต พบวา มีเชือ้ LAB เพยีง 13 ไอโซเลต จากท้ังหมด 
180 ไอโซเลต ที่สามารถทนตอสารละลาย gastric juice ที่
มีคาความเปนกรดเทากับ 3.0 เปนเวลา 3 ชัว่โมง ซึง่ท้ัง 13 
ไอโซเลต มีเซลลที่รอดชีวิตมากกวา 80 % เม่ือเปรียบกับ
จาํนวนเซลลตัง้ตน ดังแสดงไวในตารางท่ี 3 และเม่ือเปรียบ
เทียบคาเซลลที่รอดชีวิตกับสายพันธุอางอิง (reference 
strain) คือ เชื้อ L. plantarum NCIMB8826 ซึ่งเปน
แบคทีเรียโปรไบโอติกท่ีถูกใชกันอยางแพรหลายในระดับ
หองปฏิบัติการในการทดสอบเปรียบเทียบกับคุณสมบัติ

โปรไบโอติกของสายพันธุอื่นๆ พบวา เชื้อ LAB ทั้ง 13 

ไอโซเลต ในการศึกษาคร้ังนีส้ามารถอยูรอดในสภาวะความ

เปนกรดไดใกลเคียงกันหรือสูงกวาสายพันธุอางอิง โดย

เฉพาะอยางยิ่งสายพันธุ KM1-CMP7, KM3-CMP3 และ 

KM3-CMP7 ซึ่งมีเซลลที่รอดชีวิตไดในสภาวะความเปน

กรดไดมากกวา 90 % สวนความสามารถในการทนเกลือ

นํา้ดี (bile salt) ซึง่เปนสภาวะทีพ่บไดในบริเวณสวนตนของ

ลําไสของคน พบวา เชื้อ LAB ทั้ง 13 ไอโซเลต มีเซลลที่

รอดชีวิตมากกวา 80 % ดังแสดงไวในตารางท่ี 3 
 ผลการตรวจหายีนเกีย่วของกับปจจยัรุนแรงของการ
กอโรค ทั้ง 2 ยีน คือ cytolysin A (cylA) และ gelatinase 
E (gelE) โดยเทคนิค PCR และ gel electrophoresis 
พบวา ในจํานวนเชื้อ LAB ทั้ง 13 ไอโซเลต ที่ผานการคัด
เลือกความสามารถในการทนกรดและเกลือนํ้าดี สามารถ
ตรวจพบยีน cylA ซึ่งมีขนาด 517 bp ในเชื้อ LAB จํานวน 
6 ไอโซเลต ไดแก KM1-CMP7, KM2-CMP2, KM2-CMP7, 
KM2-CMP9, KM2-CMP10 และ KM2-CMP12 (รูปท่ี 1) 
สวนผลการตรวจหายีน gelE ซึ่งมีขนาด 547 bp พบวามี
เพียง 3 ไอโซเลต เทานั้นที่มียีน gelE ไดแก KM3-CMP3, 
KM3-CMP6 และ KM3-CMP7 ดังแสดงในรูปท่ี 1 ดังนั้น
เชื้อ LAB ที่มียีนเกี่ยวของกับปจจัยรุนแรงของการกอโรค 
ทัง้ 2 ยนี ดังกลาว คือ cylA และ gelE จงึไมเหมาะสมสําหรับ
นําไปใชเปนสายพันธุโปรไบโอติกตอไป ดังนั้นมีเชื้อ LAB 
เพียง 4 ไอโซเลต จากท้ังหมด 180 ไอโซเลต ไดแก KM1-
CMP3, KM2-CMP4, KM2-CMP11 และ KM3-CMP2 ที่มี
คุณสมบัติโปรไบโอติกท่ีดี

ตารางที่ 3 ความสามารถของเช้ือ LAB ในการทนตอสภาวะความเปนกรด (gastric juice) และสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดี 

 (bile salt)

ไอโซเลต
เซลลเริ่มตน
(CFU/ml)

Gastric Juice Tolerance
ระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

Bile Salt Tolerance
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต
(CFU/ml)

% of cell 
survival

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต
(CFU/ml)

% of cell 
survival

L. plantarum 

NCIMB8826
5.2 x 107 7.0 x 106 88.71 5.5 x 106 87.36

 KM1-CMP3 6.4 x 107 5.5 x 106 86.35 4.0 x 106 84.57

 KM1-CMP7 5.2 x 107 9.5 x 106 90.43 7.5 x 106 89.10

 KM2-CMP2 5.1 x 107 4.5 x 106 86.32 2.1 x 107 94.86

 KM2-CMP4 5.4 x 107 4.5 x 106 86.09 3.0 x 106 83.81

 KM2-CMP7 6.3 x 107 7.5 x 106 88.15 1.6 x 107 92.37
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ตารางที่ 3 (ตอ) ความสามารถของเช้ือ LAB ในการทนตอสภาวะความเปนกรด (gastric juice) และสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดี 

 (bile salt)

ไอโซเลต
เซลลเริ่มตน

(CFU/ml)

Gastric Juice Tolerance

ระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

Bile Salt Tolerance

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต

(CFU/ml)

% of cell 

survival

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต

(CFU/ml)

% of cell 

survival

 KM2-CMP9 5.6 x 107 6.0 x 106 87.48 1.8 x 107 93.48

 KM2-CMP10 4.9 x 107 2.4 x 106 83.01 2.0 x 106 81.98

 KM2-CMP11 5.9 x 107 4.8 x 106 85.96 1.1 x 107 90.40

 KM2-CMP12 8.5 x 107 9.5 x 106 88.00 1.9 x 107 91.79

 KM3-CMP2 5.1 x 107 7.0 x 106 88.81 2.0 x 106 81.75

 KM3-CMP3 5.2 x 107 1.1 x 107 91.04 4.5 x 106 86.27

 KM3-CMP6 6.0 x 107 3.5 x 106 84.13 4.0 x 106 84.88

 KM3-CMP7 5.9 x 107 1.3 x 107 91.59 5.5 x 106 86.78

รูปที่ 1  ผลการตรวจหายีน CylA และ GelE ในเชื้อ LAB จํานวน 13 ไอโซเลต

 DNA marker ประกอบดวยดีเอนเอขนาด 300, 400, 500, 600 และ 700 bp.

 ผลการจําแนกเชื้อ LAB ทั้ง 4 ไอโซเลต โดยเทคนิค 
PCR ในการเพ่ิมจํานวนยีนตรงตําแหนง 16S rRNA และ

ตรวจสอบลําดับยีนดังกลาวดวยวิธ ีDNA sequencing และ
เปรียบเทยีบกับลําดับเบสของ DNA ของเชือ้ทัง้ 4 ไอโซเลต 

กับยีน 16S rRNA ของเชื้อแบคทีเรียในฐานขอมูล NCBI 

พบวายีนตรงตําแหนง 16S rRNA ของเชื้อ LAB ทั้ง 4 

ไอโซเลต มีความเหมือน (identity) กับยีน 16S rRNA ของ

เชื้อ Enterococcus faecalis (ตารางท่ี 4) ดังนั้น จึงสรุปได
วาเชื้อ LAB ทั้ง 4 ไอโซเลต ไดแก KM1-CMP3, KM2-

CMP4, KM2-CMP11, และ KM3-CMP2 เปนเชื้อ Entero-

coccus faecalis 
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ตารางที่ 4  ผลการจําแนกเชื้อ LAB โดยเปรียบเทียบความเหมือนของยีน 16S rRNA ของเชื้อ LAB กับเชื้อแบคทีเรียใน

 ฐานขอมูล NCBI data base

Isolate Gene similarity in NCBI data base* % of identity Identifi ed bacteria

KM1-CMP3 Enterococcus faecalis strain P26-24 16S ribosomal RNA 

gene, partial sequence
98

Enterococcus faecalis

KM2-CMP4 Enterococcus faecalis strain SK23.001 16S ribosomal 

RNA gene, partial sequence
98

Enterococcus faecalis

KM2-CMP11 Enterococcus faecalis gene for 16S ribosomal RNA, par-

tial sequence, strain: APUIK-20
99

Enterococcus faecalis

KM3-CMP2 Enterococcus faecalis partial 16S rRNA gene, isolate 

OCL2 72
Enterococcus faecalis

*แสดงผลเฉพาะยีนที่มีความเหมือนมากท่ีสุด

สรุปและเสนอแนะ 
 การศึกษาครั้งนี้ไดศึกษาคุณสมบัติโปรไบโอติก 
เบือ้งตนของเชือ้ LAB ทีคั่ดแยกไดจากอุจจาระของเดก็แรก
เกดิท่ีด่ืมเฉพาะนมแมและเปนเด็กท่ีมีอายุระหวาง 8-10 วนั
หลังคลอด โดยใชเชื้อ LAB ทั้งหมด 180 ไอโซเลต โดยทุก
ไอโซเลตเปนแบคทีเรียชนิด gram positive cocci 
 จากการศึกษาการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของคน 
พบวาเชื้อ LAB ทุกไอโซเลตไมยอยสลายเม็ดเลือดแดง 
(γ-hemolysis) ซึ่งสอดคลองกับคุณสมบัติทั่วไปของเช้ือ
แบคทีเรียท่ีจะนํามาใชเปนโปรไบโอติกท่ีโดยท่ัวไปจะไมมี
คุณสมบัติการยอยสลายเม็ดเลือดแดง ทั้งนี้โดยท่ัวไปแลว
เชือ้ LAB จะไมสรางเอนไซมทีมี่ผลทําลายเม็ดเลือดแดง แต
มีรายงานวา LAB บางชนิด เชน เชื้อ Lactobacillus pen-
tosus บางสายพันธุสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ 
α-hemolysis แตไมพบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ 
ß-hemolysis [9]
 โดยท่ัวไป แบคทีเรยีท่ีจะนาํมาใชเปนโปรไบโอตกิใน

ระบบทางเดินอาหาร จะตองสามารถอยูรอดในสภาวะท่ีไม
เหมาะสมท้ังสภาวะความเปนกรดในกระเพาะอาหาร และ
เกลือนํ้าดีในลําไสเล็ก ทั้งนี้รางกายของคนจะสรางกรด 

(gastric juice) ประมาณ 2.5 ลิตร และน้ําดี (bile) 1 ลิตร
ตอวัน [10], [11] จากผลการทดสอบความสามารถของเช้ือ 

LAB ทั้ง 180 ไอโซเลต ในการทนตอสภาวะความเปนกรด
และสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดี ซึ่งการทดสอบน้ีไดเลียนแบบ

สภาวะที่พบไดตามระบบทางเดินอาหารของคนพบวา มี

เชื้อ LAB จํานวน 13 ไอโซเลต เทานั้นที่สามารถทนตอ
สภาวะดังกลาวได โดยท้ังหมดสามารถทนตอความเปน

กรดและเกลือนํ้าดี ซึ่งมีคาเซลลที่รอดชีวิตมากกวา 80 % 

อยางไรก็ตาม มีการศึกษาพบวาอัตราการรอดชีวติของเชือ้ 

LAB ในระบบทางเดินอาหารของคน ขึ้นอยูกับหลายปจจัย 
เชน ระยะเวลาท่ีเชื้อเดินทางผานระบบทางเดินอาหารและ
การใชตวันาํสง (matrices) สาํหรบัใชผสมกับเชือ้ LAB เชน 
อาหารกลุมผลิตภัณฑนม โยเกิรต [12] เพื่อเพิ่มอัตราการ
รอดชีวติของแบคทีเรยี ดังนัน้ เชือ้ LAB ทีมี่คาการรอดชีวติ
ตํ่า อาจแกไขเพื่อเพิ่มจํานวนเซลลที่รอดชีวิตดวยวิธีการ
ดังกลาวนีไ้ด ซึง่เปนจดุท่ีนาจะนาํไปทดสอบและพฒันาตอไป
 เมื่อนําเชื้อ LAB ทั้ง 13 ไอโซเลต ที่สามารถทนตอ

ความเปนกรดและเกลือนํา้ดีไปทดสอบตรวจหายีนเกีย่วกับ
ปจจัยรุนแรงของการกอโรค 2 ยีน คือ cytolysin A (cylA) 
และ gelatinase E (gelE) ซึ่งท้ัง 2 ยีน มักพบในเช้ือ
แบคทีเรียกลุม Enterococcus sp. [13] โดยยีน cylA เปน
ยีนสําหรับการสรางโปรตีนไซโตไลซิน (cytolysin) ซึ่งเปน

สาเหตุของการกอโรคเย่ือหุมหัวใจอักเสบ (endocarditis) 
และโรคติดเชื้อภายในลูกตา (endophthalmitis) [14] สวน

ยนี gelE เปนยนีสาํหรบัการสรางโปรตนีเจลาตเินส (gelati-

nase) ซึ่งจะลดประสิทธิภาพการทํางานของเซลลในระบบ
ภมิูคุมกันทาํใหเกดิการติดเชือ้ไดดี [15] ซึง่ผลการตรวจหา
ยีนทั้ง cylA และ gelE พบวาในจํานวนเชื้อ LAB ทั้ง 13 

ไอโซเลต ที่ผานการคัดเลือกการทนกรดและเกลือนํ้าดี มี

เพียง 4 ไอโซเลต ที่ไมมียีน cylA และ gelE ไดแก ไอโซเลต 
KM1-CMP3, KM2-CMP4, KM2-CMP11, และ KM3-

CMP2 และเม่ือจําแนกเชื้อ LAB ทั้ง 4 ไอโซเลต โดยวิธีการ

ทางอณูวิทยา คือ วิธี PCR และ 16S rRNA sequencing 
พบวาเชื้อทุกไอโซเลตเปนเชื้อ Enterococcus faecalis ดัง

นั้น เชื้อ E. faecalis ทั้ง 4 ไอโซเลตนี้ จึงเหมาะสมนําไปใช

ในการทดสอบคุณสมบัตคิวามเปนโปรไบโอติกในข้ันสูงตอ
ไปได เชน การทดสอบความสามารถในการเกาะติดลําไส
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ในเซลลเพาะเลี้ยง และการกระตุนระบบภูมิคุมกันในสัตว

ทดลอง เปนตน ซึ่งคุณสมบัติเหลานี้เปนคุณสมบัติพื้นฐาน

ของเชื้อแบคทีเรียท่ีจะนําไปใชเปนโปรไบโอติก

กิตติกรรมประกาศ

 งานวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากวิทยาลัย

แพทยศาสตร และการสาธารณสุข  มหาวิทยาลัย

อุบลราชธานี ขอขอบคุณ นางสาวมาลัย ศิลารัมย และ

นางสาวไพเราะ แสนหวัง ซึง่ชวยเหลอืในการเตรียมอาหาร
เลี้ยงเชื้อ สารเคมี และอุปกรณการทดลอง
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