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บทคัดยอ
 การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาคุณสมบัติโปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 180 ไอโซเลต ที่
คัดแยกไดจากอุจจาระของเด็กแรกเกิด คุณสมบัติโปรไบโอติกท่ีศึกษา ไดแก การยอยสลายเม็ดเลือดแดงของคน การทน
ตอสภาวะท่ีพบในระบบทางเดินอาหาร ไดแก การทนกรดและเกลือนํ้าดี การตรวจหายีนที่เกี่ยวของกับความรุนแรงของ
การกอโรค และการจําแนกชนิดแบคทีเรยี ผลการศึกษาพบวา มีแบคทีเรยีกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัตเิปนโปรไบโอติก จาํนวน 
4 ไอโซเลต คือ KM1-CMP3, KM2-CMP4, KM2-CMP11 และ KM3-CMP2 โดยทุกไอโซเลตไมยอยสลายเม็ดเลือดแดง
ของคน สามารถทนตอสภาวะความเปนกรดและสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดีซึ่งทุกไอโซเลตมีเซลลที่รอดชีวิตมากกวา 80 % ผล
การตรวจหายีนที่เก่ียวของกับความรุนแรงของการกอโรคพบวา แบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 4 ไอโซลเลต ไมมียีน cytolysin 
A และ gelatinase E ผลการจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยวิธีการเพิ่มจํานวนและตรวจสอบลําดับเบสของยีน 16S ribosomal 
RNA พบวา เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 4 ไอโซลเลต เปนเชื้อ Enterococcus faecalis ดังนั้น เชื้อเหลานี้จึงเหมาะสมท่ี
จะนําไปทดสอบความเปนโปรไบโอติกในข้ันตอไป ไดแก การทดสอบกับเซลลเพาะเลี้ยงและสัตวทดลอง

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 จุลินทรียที่ยังมีชีวิตซึ่ง

เมื่อรางกายไดรับในปริมาณที่พอเหมาะจะกอประโยชนตอ

รางกายได [1] โปรไบโอติกสวนใหญเปนเชื้อแบคทีเรีย

กรดแลคติก (Lactic acid bacteria, LAB) ซึ่งประกอบดวย

หลายจีนสั ไดแก Pediococcus, Leuconostoc, Streptococ-

cus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus และ 

Bifidobacterium [2] จากการศึกษาพบวาแบคทีเรียโปรไบ
โอติกมีประโยชนตอรางกายคนหลายประการ เชน ชวย

เสริมสรางระบบภูมิคุมกัน ทําลายเชื้อกอโรคในระบบทาง
เดินอาหาร และชวยปรับสภาวะสมดุลในบริเวณลําไสหรือ
ในระดับเยื่อบุเมือก [3], [4] เปนตน

 แตอยางไรก็ตามเพื่อใหไดโปรไบโอติกสายพันธุที่ดี
ตามตองการน้ัน จําเปนตองมีการคัดเลือกและศึกษาเบื้อง
ตนเกี่ยวกับคุณสมบัติโปรไบโอติกท่ีสําคัญ ไดแก ความ
สามารถของเช้ือในการทนตอสภาวะความเปนกรดและ
เอนไซมในกระเพาะอาหาร (gastric juice) ตลอดจนทนตอ

เกลือนํ้าดี (bile salt) ในลําไสเล็ก ซึ่งเปนสภาวะท่ีพบไดใน
ระบบทางเดินอาหารของคน จากการศึกษากอนหนานี ้พบ
วา แบคทีเรียโปรไบโอติกท่ีคัดแยกไดจากรางกายหรือ
อจุจาระของคนจะมีคุณสมบัตโิปรไบโอติกท่ีดีกวาแบคทีเรยี
กรดแลคติกท่ีคัดแยกจากอาหารหรือแหลงอ่ืนๆ ทั้งน้ี เชื้อ 
LAB ที่คัดแยกไดจากคนจะมีความสามารถในการทนตอ
สภาวะในทางเดินอาหารของคนไดดี เชน ทนสภาวะกรด
และดาง ทนตอการทําลายจากเอนไซม ตลอดจนมีความ
สามารถในการยึดเกาะกับลําไสของคนไดดีกวา [5] เปนตน
 การวิจยักอนหนานี ้คณะผูวจิยัไดทาํการคัดแยกเชือ้ 
LAB จากอุจจาระเด็กแรกเกิดท่ีด่ืมนมแม ซึ่งเปนเด็กแรก
เกิดอายุระหวาง 8-10 วัน จํานวน 10 คน ในเขตอําเภอ
วารินชาํราบ จงัหวัดอุบลราชธานี ซึง่สามารถแยกเช้ือ LAB 

ไดจํานวน 300 ไอโซเลต ในจํานวนนี้มี 180 ไอโซเลตที่มี
คุณลักษณะเปนแบคทีเรียรูปรางกลม และติดสีกรัมบวก 

(gram positive cocci) ซึ่งยังไมไดทําการศึกษาคุณสมบัติ
โปรไบโอติก ดังน้ัน งานวิจัยคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อ

ศกึษาคุณสมบัตโิปรไบโอติกของเช้ือ LAB ทีคั่ดแยกไดจาก

อุจจาระของเด็กแรกเกิดท่ีด่ืมนมแมและคัดเลือกเชื้อ LAB 
ทีมี่คุณสมบัตโิปรไบโอติกท่ีดีไปทําการจําแนกเช้ือ ทัง้นีห้าก

ไดเชื้อ LAB ที่มีคุณสมบัติโปรไบโอติกท่ีดี จะสามารถนํา

เชือ้ดังกลาวไปทดสอบความเปนโปรไบโอติกกับเซลลเพาะ
เลี้ยงและสัตวทดลองตอไป 

  

วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 1. แบคทีเรียและอาหารเล้ียงเช้ือ

 แบคทีเรยีท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี ้ประกอบดวย LAB 

จํานวนทั้งหมด 180 ไอโซเลต ที่คัดแยกจากอุจจาระของ

เด็กแรกเกิดอายุระหวาง 8-10 วัน และด่ืมน้ํานมแมเทานั้น 

ในเขตอําเภอวารินชําราบ จังหวัดอุบลราชธานี แบคทีเรีย 

Lactobacillus plantarum NCIMB8826 ซึง่เปนแบคทีเรยีสายพนัธุ

อางอิงท่ีมีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกท่ีดีและท่ีถูกนําไปใช

กันอยางแพรหลายในการเปนสายพันธุอางอิง เชื้อ LAB 
และ L. plantarum NCIMB8826เพาะเลี้ยงในอาหารเล้ียง
เชื้อ deMan, Rogosa and Shape (MRS) ทั้งชนิดเหลว 
(MRS broth) และชนิดแข็ง (MRS agar)
 2. การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงคน
 การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงคน (he-
molysis) โดยการนําเชือ้ LAB แตละไอโซเลตมาทําขดีแบบ 
simple streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ blood agar บมท่ี
อณุหภมิู 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง แลวสังเกต
การเกิด hemolysis ทั้ง 3 ลักษณะ คือ ß-hemolysis (ยอย
สลายแบบสมบูรณ ซึ่งจะพบ clear zone ใสรอบๆรอยขีด
เชือ้), α-hemolysis (ยอยสลายบางสวน) และ γ-hemolysis 
(ไมยอยสลายเม็ดเลือดแดง) เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 
ที่มีความสามารถในการยอยสลายเม็ดแดงแบบ ß-และ 
α-hemolysis จะไมนําไปใชในการทดสอบข้ันตอนตอไป
 3. การทดสอบการทนกรดและเกลือนํ้าดี 
 ทดสอบความสามารถของเช้ือ LAB แตละไอโซเลต
ในการทนตอสภาวะความเปนกรดและเกลือนํา้ดี (Acid and 
bile salt tolerance test) ซึ่งเปนสภาวะท่ีพบในระบบทาง
เดินอาหารของคน ตามวิธีการของ Lee et al. [6]
 การเตรียมเซลล ทําโดยเพาะเลี้ยงเชื้อ LAB แตละ
ไอโซเลตในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร บมท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 

ชัว่โมง แลวทําการปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 3000 rpm เปน

เวลา 5 นาที ลางเซลลแบคทีเรยีดวยสารละลาย phosphate 
buffered saline (PBS) จํานวน 2 คร้ัง แลวปรับปริมาณ
เชื้อใหมีคาเทียบเทากับ McFarland No.1 

 การทดสอบการทนกรดทําไดโดยนําเชือ้ LAB แตละ

ไอโซเลต ที่ปรับปริมาณเชื้อแลว 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 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จาก
นัน้นาํมานับจาํนวนเซลลทีร่อดชีวติโดยการทํา serial dilu-
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tion และ drop plate บนอาหาร MRS agar และคํานวณให

อยูในคา log
10
CFU โดยเปรียบจํานวนเซลลเริม่ตน (กําหนด

เปน 0h) และจํานวนเซลลของชุดทดสอบ (กําหนดเปน 3h) 

แลวคิดเปนคารอยละเซลลที่รอดชีวิต (% of cell survival) 

ตามสมการดังนี้ 

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

0h
) x 100

 การทดสอบความสามารถของเช้ือ LAB ในการทน

ตอสภาวะท่ีมีความเขมขนของเกลือนํา้ดี (bile salt) โดยนํา
เชื้อ LAB แตละไอโซเลตท่ีปรับความเขมขน 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 จากนัน้บมท่ีอณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาใหนบั
จํานวนเซลลที่รอดชีวิตเชนเดียวกับวิธีการทดสอบการ
ทนกรด และคิดเปนคารอยละเซลลที่รอดชีวิต (% of cell 
survival) ตามสมการดังน้ี 
 % of cell survival = (log cfu

24h
/log cfu

0h
) x 100

 ในการทดสอบความสามารถของเช้ือ LAB ในการ
ทนตอสภาวะความเปนกรดและเกลือนํ้าดี จะคัดเลือกเอา
เฉพาะเชื้อ LAB ที่มีคาการมีชีวิตรอดต้ังแต 80% ขึ้นไป 
เพือ่ไปทดสอบในการข้ันตอนตอไป การทดสอบการทนกรด
และเกลือนํ้าดีจะใชเชื้อ L. plantarum NCIMB 8826 เปนสาย
พันธุอางอิง
 4. การตรวจหายีนเกี่ยวของกับปจจัยรุนแรง 
 ตรวจหายีนทีเ่กีย่วของกับการสงเสริมทําใหเชือ้ LAB 
สามารถกอโรคได หรือ virulent-associated gene โดยใช
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ตามวิธีการ
ของ Tan et al. [7] ในการเพิม่จํานวนยีนเปาหมาย ซึง่ตรวจ
หายีน 2 ชนิด ไดแก cytolysin A (cylA) และ gelatinase E 
(gelE) เร่ิมตนจากการสกัด genomic DNA ของเชื้อ LAB 

แตละไอโซเลต โดยใชชดุสกัดสําเรจ็รปู Genomic real DNA 

extraction จากนั้นนํา DNA ที่ไดไปทํา PCR ซึ่งใช primer 

ดังแสดงในตารางท่ี 1 โดย PCR มีองคประกอบ 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 อยางละ 1 ไมโครลิตร และ Taq poly-

merase จํานวน 0.02 ยูนิต ปรับปริมาตรสุดทายดวยนํ้า
กล่ันชนิด DNase-free water ใหได 50 ไมโครลิตร ทํา

ปฏิกิริยา PCR เปนจํานวน 30 รอบ และมีสภาวะดังแสดง
ในตารางท่ี 2 ตรวจสอบ PCR product ดวยเทคนิค gel 

electrophoresis โดยใชความเขมขนของ agarose gel 

เทากับ 1% ในสารละลาย 1XTAE ใชความตางศักยที่ 100 

volt เปนเวลา 30 นาที

ตารางที่ 1  ไพรเมอร (primer) ที่ใชในการทํา PCR ของ

 แตละยีน

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

ตารางที่ 2 สภาวะท่ีใชในการทํา PCR ของแตละยีน

5. การจําแนกเชื้อโดยวิธี 16S rRNA sequencing
 จําแนกเช้ือ LAB ที่ผานการคัดเลือกคุณสมบัติ
โปรไบโอติก โดยเทคนิค 16S ribosomal RNA sequencing 
ใช genomic DNA ของเชื้อ LAB แตละไอโซเลตจากการ

ทดลองข้ันตอนที่ 2.4 มาทําการเพิ่มจํานวนยีนเปาหมาย 
คือ 16S ribosomal RNA ดวยวิธีการ PCR ซึ่งใช primer 
คือ 27F (5’-agagtttgatcctggctcag-3’) และ 1492R (5’-ggt-

taccttgttacgactt 3’) โดยองคประกอบ PCR มีองคประกอบ

เชนเดียวกับข้ันตอนที่ 2.4 สวนสภาวะท่ีใชทําปฎิกิริยา 

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) เปนจํานวน 30 รอบ นํา PCR product 

มาทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดน้ํายาสําเร็จรูป Gel/PCR DNA 

Fragments Extraction Kit และทํา DNA sequencing 

ยีน ไพรเมอร (ลําดับเบสจากดาน 5’ ถึง 3’)
ขนาด
(bp)

อาง
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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แลวเปรียบเทียบความเหมือนลําดับเบสของ 16S rRNA 

ของเชื้อ LAB แตละไอโซเลตกับฐานขอมูล National 

center for Biotechnology Information (NCBI data base) 

เพื่อจําแนกเช้ือตอไป [8]

 6. การขอจริยธรรมการวิจัยในมนุษย

 งานวิจัยนี้ผานการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยใน

มนุษย มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ณ วันท่ี 30 พฤษภาคม 

2556 โดยยึดหลักเกณฑตามคําประกาศเฮลซิงกิ (declara-

tion of Helsinki) 

ผลการวิจัย
 ผลการทดสอบเช้ือ LAB ในการยอยสลายเม็ดเลือด
แดงของคนพบวา เชือ้ LAB ทัง้ 180 ไอโซเลต ไมยอยสลาย
เม็ดเลือดแดงคน คือ ผลการทดสอบเป นลักษณะ 
γ-hemolysis 
 การทดสอบความสามารถการทนตอสภาวะความ
เปนกรดและสภาวะท่ีมีเกลอืนํา้ดีของเชือ้ LAB จาํนวน 180 
ไอโซเลต พบวา มีเชือ้ LAB เพยีง 13 ไอโซเลต จากท้ังหมด 
180 ไอโซเลต ที่สามารถทนตอสารละลาย gastric juice ที่
มีคาความเปนกรดเทากับ 3.0 เปนเวลา 3 ชัว่โมง ซึง่ท้ัง 13 
ไอโซเลต มีเซลลที่รอดชีวิตมากกวา 80 % เม่ือเปรียบกับ
จาํนวนเซลลตัง้ตน ดังแสดงไวในตารางท่ี 3 และเม่ือเปรียบ
เทียบคาเซลลที่รอดชีวิตกับสายพันธุอางอิง (reference 
strain) คือ เชื้อ L. plantarum NCIMB8826 ซึ่งเปน
แบคทีเรียโปรไบโอติกท่ีถูกใชกันอยางแพรหลายในระดับ
หองปฏิบัติการในการทดสอบเปรียบเทียบกับคุณสมบัติ

โปรไบโอติกของสายพันธุอื่นๆ พบวา เชื้อ LAB ทั้ง 13 

ไอโซเลต ในการศึกษาคร้ังนีส้ามารถอยูรอดในสภาวะความ

เปนกรดไดใกลเคียงกันหรือสูงกวาสายพันธุอางอิง โดย

เฉพาะอยางยิ่งสายพันธุ KM1-CMP7, KM3-CMP3 และ 

KM3-CMP7 ซึ่งมีเซลลที่รอดชีวิตไดในสภาวะความเปน

กรดไดมากกวา 90 % สวนความสามารถในการทนเกลือ

นํา้ดี (bile salt) ซึง่เปนสภาวะทีพ่บไดในบริเวณสวนตนของ

ลําไสของคน พบวา เชื้อ LAB ทั้ง 13 ไอโซเลต มีเซลลที่

รอดชีวิตมากกวา 80 % ดังแสดงไวในตารางท่ี 3 
 ผลการตรวจหายีนเกีย่วของกับปจจยัรุนแรงของการ
กอโรค ทั้ง 2 ยีน คือ cytolysin A (cylA) และ gelatinase 
E (gelE) โดยเทคนิค PCR และ gel electrophoresis 
พบวา ในจํานวนเชื้อ LAB ทั้ง 13 ไอโซเลต ที่ผานการคัด
เลือกความสามารถในการทนกรดและเกลือนํ้าดี สามารถ
ตรวจพบยีน cylA ซึ่งมีขนาด 517 bp ในเชื้อ LAB จํานวน 
6 ไอโซเลต ไดแก KM1-CMP7, KM2-CMP2, KM2-CMP7, 
KM2-CMP9, KM2-CMP10 และ KM2-CMP12 (รูปท่ี 1) 
สวนผลการตรวจหายีน gelE ซึ่งมีขนาด 547 bp พบวามี
เพียง 3 ไอโซเลต เทานั้นที่มียีน gelE ไดแก KM3-CMP3, 
KM3-CMP6 และ KM3-CMP7 ดังแสดงในรูปท่ี 1 ดังนั้น
เชื้อ LAB ที่มียีนเกี่ยวของกับปจจัยรุนแรงของการกอโรค 
ทัง้ 2 ยนี ดังกลาว คือ cylA และ gelE จงึไมเหมาะสมสําหรับ
นําไปใชเปนสายพันธุโปรไบโอติกตอไป ดังนั้นมีเชื้อ LAB 
เพียง 4 ไอโซเลต จากท้ังหมด 180 ไอโซเลต ไดแก KM1-
CMP3, KM2-CMP4, KM2-CMP11 และ KM3-CMP2 ที่มี
คุณสมบัติโปรไบโอติกท่ีดี

ตารางที่ 3 ความสามารถของเช้ือ LAB ในการทนตอสภาวะความเปนกรด (gastric juice) และสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดี 

 (bile salt)

ไอโซเลต
เซลลเริ่มตน
(CFU/ml)

Gastric Juice Tolerance
ระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

Bile Salt Tolerance
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต
(CFU/ml)

% of cell 
survival

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต
(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 (ตอ) ความสามารถของเช้ือ LAB ในการทนตอสภาวะความเปนกรด (gastric juice) และสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดี 

 (bile salt)

ไอโซเลต
เซลลเริ่มตน

(CFU/ml)

Gastric Juice Tolerance

ระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

Bile Salt Tolerance

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต

(CFU/ml)

% of cell 

survival

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต

(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 ประกอบดวยดีเอนเอขนาด 300, 400, 500, 600 และ 700 bp.

 ผลการจําแนกเชื้อ LAB ทั้ง 4 ไอโซเลต โดยเทคนิค 
PCR ในการเพ่ิมจํานวนยีนตรงตําแหนง 16S rRNA และ

ตรวจสอบลําดับยีนดังกลาวดวยวิธ ีDNA sequencing และ
เปรียบเทยีบกับลําดับเบสของ DNA ของเชือ้ทัง้ 4 ไอโซเลต 

กับยีน 16S rRNA ของเชื้อแบคทีเรียในฐานขอมูล NCBI 

พบวายีนตรงตําแหนง 16S rRNA ของเชื้อ LAB ทั้ง 4 

ไอโซเลต มีความเหมือน (identity) กับยีน 16S rRNA ของ

เชื้อ Enterococcus faecalis (ตารางท่ี 4) ดังนั้น จึงสรุปได
วาเชื้อ LAB ทั้ง 4 ไอโซเลต ไดแก KM1-CMP3, KM2-

CMP4, KM2-CMP11, และ KM3-CMP2 เปนเชื้อ Entero-

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

 ฐานขอมูล 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 
 การศึกษาครั้งนี้ไดศึกษาคุณสมบัติโปรไบโอติก 
เบือ้งตนของเชือ้ LAB ทีคั่ดแยกไดจากอุจจาระของเดก็แรก
เกดิท่ีด่ืมเฉพาะนมแมและเปนเด็กท่ีมีอายุระหวาง 8-10 วนั
หลังคลอด โดยใชเชื้อ LAB ทั้งหมด 180 ไอโซเลต โดยทุก
ไอโซเลตเปนแบคทีเรียชนิด gram positive cocci 
 จากการศึกษาการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของคน 
พบวาเชื้อ LAB ทุกไอโซเลตไมยอยสลายเม็ดเลือดแดง 
(γ-hemolysis) ซึ่งสอดคลองกับคุณสมบัติทั่วไปของเช้ือ
แบคทีเรียท่ีจะนํามาใชเปนโปรไบโอติกท่ีโดยท่ัวไปจะไมมี
คุณสมบัติการยอยสลายเม็ดเลือดแดง ทั้งนี้โดยท่ัวไปแลว
เชือ้ LAB จะไมสรางเอนไซมทีมี่ผลทําลายเม็ดเลือดแดง แต
มีรายงานวา LAB บางชนิด เชน เชื้อ Lactobacillus pen-
tosus บางสายพันธุสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ 
α-hemolysis แตไมพบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ 
ß-hemolysis [9]
 โดยท่ัวไป แบคทีเรยีท่ีจะนาํมาใชเปนโปรไบโอตกิใน

ระบบทางเดินอาหาร จะตองสามารถอยูรอดในสภาวะท่ีไม
เหมาะสมท้ังสภาวะความเปนกรดในกระเพาะอาหาร และ
เกลือนํ้าดีในลําไสเล็ก ทั้งนี้รางกายของคนจะสรางกรด 

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

LAB ทั้ง 180 ไอโซเลต ในการทนตอสภาวะความเปนกรด
และสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดี ซึ่งการทดสอบน้ีไดเลียนแบบ

สภาวะที่พบไดตามระบบทางเดินอาหารของคนพบวา มี

เชื้อ LAB จํานวน 13 ไอโซเลต เทานั้นที่สามารถทนตอ
สภาวะดังกลาวได โดยท้ังหมดสามารถทนตอความเปน

กรดและเกลือนํ้าดี ซึ่งมีคาเซลลที่รอดชีวิตมากกวา 80 % 

อยางไรก็ตาม มีการศึกษาพบวาอัตราการรอดชีวติของเชือ้ 

LAB ในระบบทางเดินอาหารของคน ขึ้นอยูกับหลายปจจัย 
เชน ระยะเวลาท่ีเชื้อเดินทางผานระบบทางเดินอาหารและ
การใชตวันาํสง (matrices) สาํหรบัใชผสมกับเชือ้ LAB เชน 
อาหารกลุมผลิตภัณฑนม โยเกิรต [12] เพื่อเพิ่มอัตราการ
รอดชีวติของแบคทีเรยี ดังนัน้ เชือ้ LAB ทีมี่คาการรอดชีวติ
ตํ่า อาจแกไขเพื่อเพิ่มจํานวนเซลลที่รอดชีวิตดวยวิธีการ
ดังกลาวนีไ้ด ซึง่เปนจดุท่ีนาจะนาํไปทดสอบและพฒันาตอไป
 เมื่อนําเชื้อ LAB ทั้ง 13 ไอโซเลต ที่สามารถทนตอ

ความเปนกรดและเกลือนํา้ดีไปทดสอบตรวจหายีนเกีย่วกับ
ปจจัยรุนแรงของการกอโรค 2 ยีน คือ cytolysin A (cylA) 
และ gelatinase E (gelE) ซึ่งท้ัง 2 ยีน มักพบในเช้ือ
แบคทีเรียกลุม Enterococcus sp. [13] โดยยีน cylA เปน
ยีนสําหรับการสรางโปรตีนไซโตไลซิน (cytolysin) ซึ่งเปน

สาเหตุของการกอโรคเย่ือหุมหัวใจอักเสบ (endocarditis) 
และโรคติดเชื้อภายในลูกตา (endophthalmitis) [14] สวน

ยนี gelE เปนยนีสาํหรบัการสรางโปรตนีเจลาตเินส (gelati-

nase) ซึ่งจะลดประสิทธิภาพการทํางานของเซลลในระบบ
ภมิูคุมกันทาํใหเกดิการติดเชือ้ไดดี [15] ซึง่ผลการตรวจหา
ยีนทั้ง cylA และ gelE พบวาในจํานวนเชื้อ LAB ทั้ง 13 

ไอโซเลต ที่ผานการคัดเลือกการทนกรดและเกลือนํ้าดี มี

เพียง 4 ไอโซเลต ที่ไมมียีน cylA และ gelE ไดแก ไอโซเลต 
KM1-CMP3, KM2-CMP4, KM2-CMP11, และ KM3-

CMP2 และเม่ือจําแนกเชื้อ LAB ทั้ง 4 ไอโซเลต โดยวิธีการ

ทางอณูวิทยา คือ วิธี PCR และ 16S rRNA sequencing 
พบวาเชื้อทุกไอโซเลตเปนเชื้อ Enterococcus faecalis ดัง

นั้น เชื้อ E. faecalis ทั้ง 4 ไอโซเลตนี้ จึงเหมาะสมนําไปใช

ในการทดสอบคุณสมบัตคิวามเปนโปรไบโอติกในข้ันสูงตอ
ไปได เชน การทดสอบความสามารถในการเกาะติดลําไส
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ในเซลลเพาะเลี้ยง และการกระตุนระบบภูมิคุมกันในสัตว

ทดลอง เปนตน ซึ่งคุณสมบัติเหลานี้เปนคุณสมบัติพื้นฐาน

ของเชื้อแบคทีเรียท่ีจะนําไปใชเปนโปรไบโอติก

กิตติกรรมประกาศ

 งานวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากวิทยาลัย
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อุบลราชธานี ขอขอบคุณ นางสาวมาลัย ศิลารัมย และ

นางสาวไพเราะ แสนหวัง ซึง่ชวยเหลอืในการเตรียมอาหาร
เลี้ยงเชื้อ สารเคมี และอุปกรณการทดลอง
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