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บทคัดย่อ 

วัตถุประสงคแ์ละที่มา : ปัญหาหลักที่กระทบต่อการเลีย้งไก่ไข่ในประเทศไทยโดยเฉพาะอย่างยิ่งผลกระทบต่อการ
เจริญเติบโตและประสิทธิภาพการผลิตไข่คือโรคระบาดและความเครียดอันเนื่องมาจากความรอ้น การเสริมแบคทีเรีย              
โพรไบโอติกที่มีชีวิตในอาหารไก่ไดร้ับการยอมรับอย่างกว้างขวางว่ามีประสิทธิภาพลดการติดเชื ้อ  และช่วยส่งเสริม                
สขุภาพไก่ทดแทนการใชย้าปฏิชีวนะ ที่ปัจจุบนัถูกสั่งหา้มใชอ้ย่างเขม้งวดในหลายประเทศและรวมถึงประเทศไทย อีกทัง้
กรดแกมม่า – อะมิโนบิวทิรกิ (สารกาบา้) มีบทบาทช่วยลดผลกระทบจากความเครียดอนัเนื่องมาจากความรอ้นท่ีมีต่อการ
เจรญิและประสิทธิภาพการผลิตไข่ไก่ได ้ดงันัน้การคน้พบสายพนัธุ์แบคทีเรียโพรไบโอติกที่สามารถผลิตสารกาบา้ไดค้วบคู่
กันและมีความจ าเพาะสงูต่อทางเดินอาหารของไก่นบัไดว้่าเป็นกลยุทธที่มีศกัยภาพเพื่อน ามาใชใ้นการเลีย้งไก่ไข่และการ
ผลิตไข่ งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงคเ์พื่อคดัเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกที่สามารถผลิตสารกาบา้ไดโ้ดยคดัแยกมาจากทางเดิน
อาหารของไก่ไข่เพื่อเป้าหมายในการลดผลกระทบจากปัญหาดังกล่าว และเพื่อทดสอบการรอดชีวิตของโพรไบโอติก           
หลงัการขึน้รูปเป็นผงผลิตภณัฑ ์
วิธีด าเนินการวิจัย : คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากทวารร่วมของไก่ไข่โดยเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร de Man 
Rogosa and Sharpe (MRS) จากนัน้ทดสอบคุณสมบตัิโพรไบโอติกเบือ้งตน้ของแบคทีเรียทุกไอโซเลตดงักล่าวในระดับ         
in vitro ได้แก่ กิจกรรมย่อยเม็ดเลือดแดงในอาหารแข็งสูตร sheep blood (แอลฟ่า เบต้า และแกมม่า - ฮีโมไลซีส) 
ความสามารถในการเจริญภายใตส้ภาวะกรด (pH 2.0 2.5 3.0 และ 3.5) และน า้ดี (เขม้ขน้รอ้ยละ 0.3 และ 1.0 (w/v)) 
คุณสมบตัิความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลท์ี่ประเมินจากความสามารถของเซลลใ์นการจบักนัเองเมื่อทดสอบดว้ยการเติม
สารโทลูอีน ความไวต่อยาปฏิชีวนะจ านวน 13 ชนิดโดยแปลผลเทียบกับมาตรฐานของ the Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) และฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารบางชนิด ไดแ้ก่ Escherichia coli, Salmonella 
Typhi และ Staphylococcus aureus ด้วยเทคนิค spot on lawn จากนั้นทดสอบความสามารถการผลิตสารกาบ้า                   
ในอาหารเหลวสูตร MRS ที่เสริมด้วยสารโมโนโซเดียมกลูตาเมตความเข้มข้นรอ้ยละ 0.5 (w/v) วิเคราะห์สารกาบา้                   



 

                         วารสารวทิยาศาสตรบ์รูพา ปีที่ 30 (ฉบบัที่ 1)  มกราคม  –  เมษายน  พ.ศ. 2568 
                               BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 30 (No.1)  January  –  April   2025                                 บทความวิจยั 
 

 

 

 

 352 
 

เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพดว้ยเทคนิคทางสเปกโทรโฟโตเมทรีและโครมาโทกราฟีผิวบาง ตามล าดับ  ระบุชนิดของ                  
ไอโซเลตที่คดัเลือกดว้ยการวิเคราะหล์ าดบันิวคลิโอไทดข์องยีน 16S rRNA เทียบกับฐานขอ้มลู GenBank และทา้ยที่สุด 
ท าการขึน้รูปเป็นผงโพรไบโอติกโดยผสมกับร  าข้าวแลว้ท าแหง้ดว้ยเทคนิคการท าแหง้แบบเยือกแข็ง และทดสอบการ                 
รอดชีวิตเมื่อเก็บรกัษาผงโพรไบโอติกที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12 สปัดาหใ์นถุงอลมูิเนียม
ฟอยลปิ์ดสนิท 
ผลการวิจัย : ผลการศึกษาพบว่าสามารถคดัแยกแบคทีเรียแกรมบวก ไม่ผลิตเอนไซมค์ะตะเลส และผลิตกรดจ านวน 42 
ไอโซเลตจากตวัอย่างมลูที่เก็บจากรูทวารร่วมของไก่ไข่ แบ่งเป็นแบคทีเรียรูปรา่งกลมและท่อนจ านวน 5 และ 37 ไอโซเลต 
ตามล าดบั ภายหลังการทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกเบือ้งตน้พบว่าไอโซเลต LH5 ซึ่งเซลลม์ีรูปร่างกลม เรียงตวัเป็นคู่
และสายสัน้มีศกัยภาพเป็นโพรไบโอติกไดด้ีที่สดุเมื่อทดสอบภายใตส้ภาวะจ าลองของทางเดินอาหารไก่ โดยสามารถเจรญิ
ได้ที่  pH 2.0 – 3.5 และมีน ้าดีความเข้มข้นสูงรอ้ยละ 1.0 (w/v) พืน้ผิวเซลล์แสดงคุณสมบัติความไม่ชอบน ้าระดับ                   
ปานกลาง โดยมี ค่ า  %CSH เ ท่ ากับ  57 ไ วต่ อยาปฏิชี วนะชนิด  penicillin, ampicillin, vancomycin, cefoxitin, 
chloramphenicol, clindamycin, ceftriaxone, ciprofloxacin, cephalothin และ rifampicin แต่ต้านยาปฏิชีวนะชนิด 
gentamycin, erythromycin และ nalidixic acid ไอโซเลต LH5 สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคชนิด                     
S. Typhi ที่ เป็นแบคทีเรียก่อโรคอันตรายสาเหตุของการระบาดของโรค Salmonellosis และยับยั้ง S. aureus ด้วย                  
ไอโซเลตนีไ้ม่แสดงคุณสมบตัิการสลายเม็ดเลือดแดงในอาหารแข็ง sheep blood (แกมม่า - ฮีโมไลซีส) และไดร้บัการระบุ
ชนิดเป็น Enterococcus faecium ด้วยค่า %similarity รอ้ยละ 100 E. faecium LH5 ยังสามารถผลิตสารกาบ้าไดใ้น
ปริมาณ 09.05 mg/L ซึ่งสามารถตรวจพบไดอ้ย่างชดัเจนบนแผ่นอลมูิเนียมที่เคลือบดว้ยซิลิกาเจล นอกจากนี ้เซลลข์อง          
E. faecium LH5 ในผงโพรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูงถึงรอ้ยละ 95.39 + 0.07 และ 94.15 + 0.19 หลังการเก็บรกัษา 12 
สปัดาห ์ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสและอณุหภมูิหอ้ง (ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) ตามล าดบั และไม่แตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญั (p>0.05) ระหว่างอณุหภมูิทัง้สองระดบัในแต่ละสปัดาห ์
สรุปผลการวิจัย : E. faecium LH5 เป็นแบคทีเรียที่มีศักยภาพเป็นโพรไบโอติกและสามารถผลิตสารกาบา้ได ้เซลลม์ี
ความเสถียรต่อกระบวนการขึน้รูปเป็นผงแหง้และการเก็บรกัษาไวท้ี่อุณหภูมิหอ้ง ดงันัน้จึงมีแนวโนม้ใชป้ระโยชนเ์ป็นสาร
เสริมชีวนะในอาหารไก่ไข่ต่อไป อย่างไรก็ตาม จ าเป็นตอ้งศึกษาผลของการเสริม E. faecium LH5 ที่มีต่อสมรรถนะการ
เจรญิและประสิทธิภาพการผลิตไข่ไก่ทัง้ภายใตส้ภาวะความเครียดอนัเนื่องจากความรอ้นและภาวะการติดเชือ้ก่อโรคก่อน
การประยกุตใ์ชจ้รงิในลกัษณะของอาหารเสรมิสตัว ์
ค าส าคัญ : โพรไบโอติก ; สารกาบา้ ; ไก่ไข ่; ความเครียดอนัเนื่องจากความรอ้น ; อาหารเสรมิสตัว ์
 

Abstract  
Background and Objectives : Main problems affecting the raising of laying hens in Thailand, especially on the 
growth and efficiency of egg production are the epidemics and heat stress. Supplementation of viable probiotic 
cells to poultry diet has been widely accepted as an effective treatment in the reduction of infection and 
promoting poultry health instead of the use of antibiotics treatment. Nowadays, the antibiotics supplementation 
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in the livestock production is restricted and controlled in many countries including Thailand. In addition, the 
gamma – aminobutyric acid (GABA) substance plays a significant role in mitigation of heat stress impacts on 
growth and egg production efficiency of laying hens. Thus, the discovery of GABA - producing probiotic strain, 
a dual - functional feed supplement, with high specificity to poultry gastrointestinal tract is a promising strategy 
for the laying hens raising and egg production. The objectives of this research were then to screen the probiotic 
strains capable of GABA production from the digestive tract of laying hens for the application in feed 
supplement purposes, especially reduction of the impacts from above mentioned problems and to investigate 
the survivability of the probiotic cells after the formulation of product powder.  
Methodology : Isolation of lactic acid bacteria from the cloaca of laying hens was conducted on de Man Rogosa 
and Sharpe (MRS) agar. Those isolates were subjected to the preliminary in vitro tests of their probiotic 
properties. The tests included the investigation of hemolytic activity (alpha -, beta - and gamma - hemolysis) on 
sheep blood agar, the growth ability under the acid conditions (pH 2.0, 2.5, 3.0 and 3.5) and the presence of 
bile (0.3 and 1.0% (w/v)), the cell surface hydrophobicity (%CSH) assessed by the auto-aggregation ability of 
cells after toluene addition, the antibiotic susceptibility on 13 antibiotics interpreted according to the standard 
protocol of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), and the antimicrobial activity against some 
enteric pathogens; i.e. Escherichia coli, Salmonella Typhi and Staphylococcus aureus, using the spot on lawn 
technique. Subsequently, the ability of the selected isolates on GABA production in MRS broth supplemented 
by 0.5% (w/v) monosodium glutamate was studied. GABA was quantitatively and qualitatively determined by 
using spectrophotometry method and thin layer chromatography (TLC), respectively. Finally, species 
identification of the selected isolate by the analysis of 16S rRNA gene nucleotide sequencing and used to query 
GenBank via BLAST was investigated. Furthermore, probiotic powder was formulated by mixing with rice bran 
and drying by freeze-drying process for further study of the cell survivability when stored at 4oC and room 
temperature for 12 weeks in the sealed aluminum foil bag.        
Main Results : The results showed that 42 isolates of lactic acid bacteria were obtained from the feces samples 
collected from laying hens cloaca. They were Gram-positive bacteria, non-catalase producing bacteria and 
capable of acid production. Moreover, it was found that their morphology of cell shapes were coccus and rod 
(5 cocci- and 37 rod-shape isolates). After the preliminary test of probiotic properties, it was investigated that 
isolate LH5, a coccus shape bacterium that occurs in pairs and short chains, exhibited the highest potential of 
probiotic properties when tested under the simulated conditions of poultry digestive tract. It could grow at all 
tested pH levels (2.0–3.5) and high bile concentration of 1.0% (w/v). Its cell surface hydrophobicity was at the 
moderate level with the cell surface hydrophobicity value of 57%. The isolate LH5 was susceptible to penicillin, 
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ampicillin, vancomycin, cefoxitin, chloramphenicol, clindamycin, ceftriaxone, ciprofloxacin, cephalothin and 
rifampicin, while resisted to three antibiotics, i.e. gentamycin, erythromycin and nalidixic acid. This isolate 
possessed the antimicrobial activity against two pathogenic bacteria, i.e. S. Typhi, a harmful pathogen causing 
Salmonellosis outbreak in poultry, and S. aureus. The isolate LH5 did not show a hemolytic activity on sheep 
blood agar (gamma-hemolysis). Subsequently, the isolate LH5 was identified as Enterococcus faecium with 
the similarity of 100%. It could also produce GABA of 39.05 mg/L and GABA could be obviously detected on 
silica gel - coated aluminum sheet with high intensity.  In addition, the formulation of probiotic powder was 
achieved. The survival rate of E. faecium LH5 in probiotic powder was high at 95.39 + 0.07 and 94.15 + 0.19 
% after the 12 weeks of storage at 4oC and room temperature (approximately 30oC), respectively, and not 
significantly different (p>0.05) comparing between both temperatures at each week.  
Conclusions : Enterococcus faecium LH5 bacterium was a potential GABA producing probiotic. Its cells were 
stable during the formulation process into a powder form and the storage at room temperature. Therefore, it 
was a promising probiotic strain for further utilization as the feed additive in laying hens. However, a study on 
the effect of E. faecium LH5 supplementation on growth performances and the efficiency of egg production 
under the challenge of either heat stress or pathogenic infection is necessary to be further investigated before 
applying as a feed supplement.       
Keywords : probiotics ; GABA ; laying hens ; heat stress ; feed supplements 
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Introduction 

ขอ้มลูสถิติจากกระทรวงพาณิชยร์ายงานว่าปี พ.ศ. 2563-2567 ประเทศไทยผลิตไข่ไก่ออกสู่ตลาดปีละประมาณ 
15,000 ล้านฟอง ซึ่งมาจากการเลีย้งแบบขังกรง แบบปล่อยในโรงเรือนและแบบปล่อยอิสระ การเลีย้งไก่ในระดับ
อุตสาหกรรมท าใหไ้ก่อยู่อย่างหนาแน่นในโรงเรือน ไก่ไดร้บัความเครียดจากสภาวะแวดลอ้มและโรคระบาดที่ส่งผลต่อ                
การเจริญและผลผลิตต่างๆ ท าใหแ้กปั้ญหาดว้ยการใชย้าปฏิชีวนะ (antibiotic) เพื่อเร่งการเจริญเติบโตและรกัษาโรค                
แต่ปัจจุบันหลายประเทศสั่งห้ามหรือควบคุมการใช้ยาปฏิชีวนะในการเลีย้งไก่อย่างเข้มงวด เนื่องจากข้อกังวลดา้น
ผลกระทบที่มีต่อสุขภาพทั้งสัตวแ์ละมนุษย์ ความปลอดภัยทางอาหาร และส่ิงแวดล้อม (Salim et al., 2018) ดังนั้น               
การเสริมอาหารสัตวด์ว้ยแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีชีวิต (viable probiotics) แทนการใช้ยาปฏิชีวนะจึงแพร่หลายขึน้               
โดยโพรไบโอติกสามารถส่งเสริมให้เกิดสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส ้ลดการติดเชือ้ก่อโรค ส่งเสริมภูมิคุม้กัน ปรับปรุง
สณัฐานวิทยาของเซลลเ์ยื่อบุผิวในล าไส ้เพิ่มการหลั่งของเอนไซมย์่อยอาหาร สงัเคราะหส์ารส่งเสริมสขุภาวะใหแ้ก่สัตว ์
เช่น กรดไขมนัสายสัน้ (short chain fatty acids; SCFAs) เอนไซม ์และวิตามิน เป็นตน้ และลดอตัราการตาย (Kim et al., 
2024) ในกรณีการเลีย้งไก่ไข่ พบว่าโพรไบโอติกช่วยปรบัปรุงการผลิตไข่ น า้หนกัไข่ มวลไข่ และอตัราการแลกเนือ้ ช่วยลด
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ระดับคอเลสเตอรอลในเลือดและในไข่แดง และสามารถลดความเครียดจากอากาศรอ้น (heat stress) ได ้(Sobczak & 
Kozlowski, 2015; Mangan & Siwek, 2024) กระทรวงเกษตรและสหกรณข์องไทยไดอ้อกประกาศลงวนัท่ี 21 พฤศจิกายน 
พ.ศ.2559 ก าหนดให้แบคทีเรียและฟังไจจ านวน 48 ชนิดสามารถใช้เป็นวัตถุเติมในอาหารสัตวท์ี่เรียกว่า “สารเสริม                
ชีวนะ” ซึ่งส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแ้ก่ สกุล (genus) Lactobacillus sp., Streptococcus sp. และ 
Bifidobacterium sp.  

การเลี ้ยงไก่ในหลายประเทศ และรวมถึงประเทศไทยมีแนวโน้มเผชิญกับปัญหาที่ ไก่เกิดความเครียด                    
อันเนื่องมาจากความรอ้น ส่งผลต่ออัตราการเผาผลาญอาหาร ภูมิคุม้กัน ประสิทธิภาพการวางไข่ และคุณภาพของไข่              
ที่ลดลง (Gil et al., 2023) ไม่เพียงเท่านั้น สภาพอากาศที่รอ้นยังส่งผลในเชิงลบต่อฮอรโ์มนที่เก่ียวขอ้งกับกระบวนการ              
เมแทบอลิซึม ระบบต่อมไรท้่อ ความสมดุลของกรด-เบส สภาวะออกซิเดชั่น ระบบย่อยอาหารและระบบสืบพนัธุข์องไก่ไข่ 
(Kim & Lee,  2023) กลยทุธต่างๆ ไดถ้กูน ามาใชเ้พื่อลดผลกระทบดงักล่าวนอกเหนือการเสรมิยาปฏิชีวนะลงในอาหารไก่ 
เช่น การปรบัปรุงสภาวะอากาศในพืน้ที่เลีย้ง การปรบัปรุงสายพนัธุไ์ก่ และการจดัการดา้นอาหารไก่ เป็นตน้ (Elhussiny           

et al., 2021) มีรายงานว่า การเสริมอาหารและน า้ดว้ยกรดแกมม่า-อะมิโนบิวทิริกหรือสารกาบา้ (-aminobutyric acid, 
GABA) ช่วยลดผลกระทบจากปัญหาดงักล่าวในไก่ไข่ ทัง้ยงัช่วยปรบัปรุงผลผลิตและคณุภาพของไข่ไก่จากการส่งเสรมิให้
มีการดูดซึมแคลเซียมและฟอสฟอรสัมากขึน้และปรบัปรุงค่าดัชนีบ่งชีสุ้ขภาพอื่นๆ เช่น ระดับไขมันในเลือดและภาวะ
ภมูิคุม้กนัของไก่ได ้(Park & Kim, 2015; Elkomy et al., 2020) สารกาบา้เป็นกรดอะมิโนที่ไม่ใช่องคป์ระกอบในโครงสรา้ง
โปรตีน ท าหนา้ที่เป็นสารยับยัง้การส่ือประสาท (inhibitory neurotransmission) ท าใหร้ะบบประสาทผ่อนคลาย ลดความ
ดนัเลือด กระตุน้การดูดซึมแร่ธาตุ กระตุน้ภูมิคุม้กันและยงัส่งผลลดอุณหภูมิแกนกลางของร่างกายไดอ้ีกดว้ย นอกจากนี ้
สารกาบา้ยังมีกลไกเพิ่มระดับเอนไซมท์ี่มีบทบาทเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ  ไดแ้ก่ superoxide dismutase (SOD) และ 
glutathione peroxidase (GSH-Px) ซึ่งลว้นมีส่วนช่วยส่งเสริมการเจริญและผลผลิตไข่ไก่เช่นกัน  (Zhang et al., 2012; 
Zhu et al., 2015; Park & Kim, 2015; Jeong et al., 2020; Kolupaev et al., 2024)  กาบ้าพบได้ทั้ ง ในจุ ลินทรีย์  พืช                 
และสตัว ์แต่สารกาบา้ที่ผลิตในเชิงการคา้นิยมผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกและยีสต ์(Diana et al., 2014; Kim et al., 
2018)  แบคที เรียกรดแลคติกหลายชนิดที่ ผลิตสารกาบ้าได้นั้น พบว่ามีศักยภาพเป็นโพรไบโอติกด้วย   เช่น 
Levilactobacillus brevis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lentilactobacillus buchneri, 
Limosilacobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus paracasei และ  Lactiplantibacillus 
plantarum (Devi et al., 2023) ซึ่งเมื่อโพรไบโอติกสามารถเจริญยึดครองพืน้ที่ (colonization) ในล าไสจ้ะสามารถผลิต
สารกาบา้และถูกดูดซึมไปใชป้ระโยชน์ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ จึงเกิดเป็นประเด็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งในการคัดเลือก          
โพรไบโอติกที่จ  าเพาะต่อไก่ไข่และเป็นชนิดที่สามารถผลิตสารกาบา้ได้ เพื่อการใชป้ระโยชนต์่อยอดเป็นสารเสริมชีวนะ
ส่งเสริมสขุภาพและเพิ่มผลผลิตไก่ไข่ในอนาคต โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทยที่เผชิญกับปัญหาสภาวะแวดลอ้มที่มี
อุณหภูมิสงู งานวิจยัที่ศึกษาผลของการเสริมโพรไบโอติกสายพนัธุท์ี่ผลิตสารกาบา้ที่มีต่อสมรรถนะการเจริญและผลผลิต
ไข่ไก่ภายใต้สภาวะความเครียดจากความรอ้นยังมีค่อนข้างน้อย พบเพียงการศึกษาของ Zhu et al. (2015) ที่เสริม
แบคทีเรีย Lactobacillus sp. ที่ผลิตสารกาบา้ไดล้งในอาหารช่วยให้ไก่ไข่พันธุ์ Hy-Line brown ที่เลีย้งภายใตส้ภาวะ
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อณุหภมูิสงูมีผลผลิตไข่ น า้หนกัไข่ รูปทรงไข่ คณุภาพไข่ ดชันีบ่งชีภ้าวะเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) ในเลือด และ
สมรรถนะการเจริญดีขึน้ งานวิจยัครัง้นี ้จึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากทางเดินอาหารของไก่ที่มี
คณุสมบตัิเป็นโพรไบโอติกและสามารถผลิตสารกาบา้ได ้และทดสอบการรอดชีวิตของโพรไบโอติกดงักล่าวภายหลงัการขึน้
รูปเป็นผงผลิตภณัฑเ์พื่อการพฒันาต่อยอดเป็นผลิตภณัฑเ์สริมอาหารส าหรบัสตัวปี์กโดยเฉพาะอย่างยิ่งการเลีย้งไก่ไข่ใน
อนาคต รองรบัระบบการเลีย้งไก่ทัง้แบบอินทรียแ์ละทั่วไป  

 

Methodology 
1. การคดัแยกเชือ้แบคทเีรียกรดแลคตกิจากทางเดนิอาหารไก ่

ใช้ก้านส าลีปลอดเชือ้กวาดในรูทวารร่วมของไก่ไข่ลึกประมาณ 1-2 นิว้ แช่ส าลีดังกล่าวในอาหารเหลวสูตร                
de Mann, Rogosa and Sharpe (MRS, Himedia, India) ทนัที และบ่มในสภาวะไรอ้อกซิเจน อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เพาะเลีย้งบนอาหารเพาะเชือ้ MRS agar ที่เสริมสารอินดิเคเตอรช์นิด bromocresol purple            
ที่ความเขม้ขน้ 50 ppm คดัเลือกโคโลนีเดี่ยวที่ติดสีแกรมบวก (Gram positive) ไม่สรา้งเอนโดสปอร ์(endo-spore) และ
ไม่สรา้งเอนไซมค์ะตาเลส (catalase) เพื่อใชใ้นการศกึษาต่อไป   
2. การทดสอบเพือ่คดัเลือกแบคทเีรียกรดแลคตกิทีม่ีคณุสมบตัเิป็นโพรไบโอตกิระดบั in vitro 

การย่อยเม็ดเลือดแดง (hemolytic activity) ทดสอบโดยขีดเชือ้ลงบนอาหารเพาะเชือ้ blood agar (Biomerieux, 
France) จากนัน้บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง สภาวะไรอ้ากาศ บนัทึกลกัษณะอาหารรอบโคโลนี ไดแ้ก่ ไม่เกิดการ

ย่อยเม็ดเลือดแดง (-hemolysis) มีการย่อยเม็ดเลือดแดงบางส่วน (-hemolysis) และมีการย่อยเม็ดเลือดแดงอย่าง
สมบรูณ ์(β-hemolysis)  

การทนต่อสภาวะกรดและน า้ดีในทางเดินอาหาร (acid and bile tolerant ability) โดยเตรียมเซลลแ์ขวนลอยใน
สารละลาย phosphate-buffered saline (PBS) ความเขม้ขน้ 50 mM pH 7.4 ใหม้ีความขุ่นเท่ากบัระดบั 0.5 McFarland 
แลว้เพื่อใชเ้ป็นหวัเชือ้ในการทดสอบ โดยในการทดสอบความสามารถทนกรดนั้นท าไดโ้ดยการถ่ายหัวเชือ้  50 µL ลงใน
อาหารเหลวสตูร MRS ที่ปรบัค่า pH เท่ากับ 2.0 2.5 3.0 และ 3.5 ในขณะที่การทดสอบความสามารถทนต่อน า้ดีนัน้ ปรบั 
pH เริ่มตน้ของอาหารเหลว MRS เป็น 7.0 และเติมน า้ดี (bovine bile, Sigma) ใหม้ีความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.3 และ 1.0 (w/v) 
ทัง้สองการทดสอบบ่มภายใตส้ภาวะไรอ้ากาศเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างในชั่วโมงที่             
0  3 และ 6 เพื่อวดัการเจรญิของแบคทีเรียดว้ยการวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (Sirisopapong 
et al., 2023)  

ความสามารถของแบคทีเรียในการยึดเกาะบนเซลลเ์ยื่อบุล าไสท้ าการวดัทางออ้มจากค่าความไม่ชอบน า้ของ
พืน้ผิวเซลล ์(cell surface hydrophobicity, CSH) ดังวิธีที่ดัดแปลงจาก Rodríguez-Sánchez et al. (2021) โดยเตรียม
เซลลแ์ขวนลอยในสารละลาย phosphate-buffered saline (PBS) ความเขม้ขน้ 50 mM pH 7.4 ปรบัใหม้ีค่าการดูดกลืน
แสงความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรเท่ากับ 0.50 ผสมเซลลแ์ขวนลอยดังกล่าวและสารโทลูอีนในอัตราส่วน 3 และ 1 
มิลลิลิตร ตามล าดบั เขย่าใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 90 วินาที และตัง้ทิง้ไวใ้หแ้ยกชัน้ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที วดัค่าการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรของชัน้วฏัภาคน า้และค านวณค่า %CSH จากสดัส่วนการลดลงของค่าการ
ดดูกลืนแสง 

ความไวต่อยาปฏิชีวนะ (antibiotic susceptibility) ของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลตที่คดัเลือกไดม้ีการทดสอบ
โดยใช้แผ่น  susceptibility antibiotic disc (Oxoid™,  Germany)  จ านวน 13 ชนิด ซึ่ งครอบคลุมกลุ่มยาปฏิชีวนะ 
(antibiotic class) ทั้ง 10 กลุ่ม (Maasjost et al., 2015) โดยวางแผ่นยาปฏิชีวนะแต่ละชนิดลงบนอาหารแข็งสูตร MRS              
ที่เกล่ียเซลลแ์ขวนลอยของแบคทีเรียกรดแลคติกไว ้โดยก าหนดปริมาณเชือ้ที่ระดบั 0.5 McFarland จากนัน้บ่มที่อณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส สภาวะไรอ้ากาศ 24 ชั่วโมง แลว้วัดขนาดของบริเวณยับยั้ง ( inhibition zone) ที่เกิดขึน้รอบแผ่นยา
ปฏิชีวนะ แปลผลความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยเทียบขนาดของบริเวณยับยั้งกับคู่มือ Clinical & Laboratory Standards 
Institute (CLSI) ปี ค.ศ.2017  

ความสามารถตา้นแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร ทดสอบโดยใชเ้ทคนิค  spot on lawn โดยทดสอบการยบัยัง้
แบคทีเรีย Escherichia coli, Salmonella Typhi และ Staphylococcus aureus บันทึกผลการทดลองโดยการวัดขนาด
บรเิวณยบัยัง้รอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติก 
3. การทดสอบความสามารถผลิตสารกาบา้โดยแบคทเีรียกรดแลคตกิ 

น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้มาเพาะเลี ้ยงในอาหารเหลว MRS ที่มีส่วนผสมของ monosodium 
glutamate (MSG) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.5 (w/v) (Han et al., 2023) เพาะเลีย้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะไร้
อากาศ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ป่ันเหวี่ยงแยกเซลลท์ี่ความเร็วรอบ 8,000 g เป็นเวลา 5 นาที ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส น าสารละลายส่วนใสที่ไดม้าท าการวิเคราะหส์ารกาบา้ทัง้เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพดว้ยวิธีการทางสเปกโตร
โฟโตเมทรีและเทคนิค thin layer chromatography (TLC) โดยการวิเคราะหส์ารกาบา้ดว้ยเทคนิค TLC ใชแ้ผ่นซิลิกาเจล
ส าเร็จรูป รุ่น F254 (Merck, Germany) เป็นวัฏภาคคงที่ สารละลายผสมของ butanol: acetic acid: deionized water 
อัตราส่วน 5:2:2 (v/v/v) เป็นวัฏภาคเคล่ือนที่ ท าให้แถบสารปรากฏโดยการจุ่มในสารละลาย ninhydrin ความเขม้ขน้             
รอ้ยละ 2 (w/v) อบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนกระทั่งปรากฏแถบสาร (Phuengjayaem et al., 2021) ในขณะที่              
การวิเคราะหป์รมิาณสารกาบา้ใชว้ิธีทางสเปกโทรโฟโตเมทรีที่อา้งอิงจาก Zhang et al. (2014) ค านวณปรมิาณสารกาบา้
โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายกาบ้า (Sigma-Aldrich,  U.S.)  ที่ เตรียมในช่วงความเข้มข้นตั้งแต่                                
0 – 100 mg/L    
4. การจดัจ าแนกแบคทเีรีย  

ระบสุปีชีส ์(species) ของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลตที่มศีกัยภาพเป็นโพรไบโอติกและผลิตสารกาบา้ดว้ยการ
วิเคราะหล์ าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน 16S rRNA โดยเตรียมดีเอ็นเอดว้ยชุดสกัดส าเร็จรูป  TIANamp Bacteria DNA Kit 
(TIANGEN, China) จากนั้นเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน  16S rRNA ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใชไ้พรเมอร ์27F และ 1492R  (Frank et al., 2008) น าไปหาล าดบันิวคลิโอไทดข์องชิน้ส่วนดีเอ็นเอที่ได ้(ATGC 
Co., Ltd, Thailand)  และวิเคราะห์ผลโดยเทียบกับฐานข้อมูล BLAST ของ the National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื่ อระบุสปีชีส์ของแบคที เรีย  และศึกษาความสัมพันธ์เชิง
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วิวัฒนาการกับแบคทีเรียชนิดอื่น โดยสร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 11.0.10 ตามวิ ธีการของ 
Neighbour-joining method (Tamura et al., 2021) โดยเลือกใชค้่า Bootstrap ที่ 1,000 
5. การทดสอบขึน้รูปผงแบคทเีรียโพรไบโอตกิและทดสอบการรอดชีวติ 

เพาะเลีย้งแบคทีเรียไอโซเลตที่คดัเลือกไดใ้นอาหารเหลวสตูร MRS ปรมิาตร 3.5 ลิตร ใชถ้งัปฏิกรณช์ีวภาพขนาด 
5 ลิตร (WINPACT, รุ่น FS-06, USA) ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ไม่เติมอากาศ กวนที่อัตราเร็ว 50 rpm และ               
ไม่ควบคุม pH เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เก็บตะกอนเซลลด์ว้ยการป่ันเหวี่ยง ลา้งดว้ยสารละลาย NaCl เขม้ขน้รอ้ยละ 
0.85 (w/v) 1 ครัง้ จากนัน้น าตะกอนเซลลไ์ปผสมกบัผงร  าขา้วสายพนัธุห์อมมะลิ 105 ปริมาณ 100 กรมั ที่ผ่านการฆ่าเชือ้ 
โดยค านวณใหม้ีปรมิาณเชือ้เริ่มตน้ประมาณ 108 – 109 CFU/g แลว้น าไปท าแหง้ดว้ยเครื่องท าแหง้แบบเยือกแขง็ (Drawell 
DW-12N, China) เมื่อแหง้แลว้ บดเป็นผงและแบ่งบรรจใุนถงุอลมูิเนียมฟอยลท์ี่ปิดสนิท แบ่งเก็บรกัษาที่อณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียสและที่อณุหภมูิหอ้ง (30 องศาเซลเซียสโดยประมาณ) เป็นเวลา 12 สปัดาห ์เก็บตวัอย่างเพื่อวิเคราะหจ์ านวนเซลล์
ที่มีชีวิต (log CFU/g) จากการเพาะเลีย้งบนอาหาร MRS agar โดยเปรียบเทียบจ านวนเซลลท์ี่มีชีวิตก่อนและหลังการ                
ท าแหง้และระหว่างการเก็บรกัษาที่อุณหภูมิต่างๆ ในแต่ละสัปดาห ์ทั้งนี ้เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของจ านวนเซลลท์ี่มีชีวิต               
โดยวิเคราะห ์ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่นอย่างนอ้ยรอ้ยละ 95 (p<0.05) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของแต่ละชุดการ
ทดลองโดยวิธีของ Duncan ดว้ยโปรแกรมส าเรจ็รูป SPSS V.29 

 

Results 
1. การคดัเลือกแบคทเีรียกรดแลคตกิทีม่ศีกัยภาพเป็นโพรไบโอตกิ 

ผลการทดลองคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากรูทวารร่วมของไก่จ านวน 3 ตวัอย่าง พบว่ามีแบคทีเรียจ านวน
ทัง้สิน้ 42 ไอโซเลต ท่ีสามารถเจรญิและเกิดเป็นโคโลนีสีครีม ลกัษณะนูน และผลิตกรดขึน้มาโดยสงัเกตจากสีของอาหาร
แข็งบริเวณรอบโคโลนีที่เปล่ียนเป็นสีเหลือง และจากการตรวจสอบเบือ้งตน้พบว่าทั้งหมดเป็นแบคทีเรียที่ไม่สรา้งสปอร ์
ใหผ้ลการทดสอบเอนไซมค์ะตะเลสเป็นลบ และมีรูปรา่งกลมจ านวน 5 ไอโซเลต และรูปรา่งท่อนจ านวน 37 ไอโซเลต ต่อมา
ไดท้ าการทดสอบศกัยภาพในการเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกของทัง้ 42 ไอโซเลต ผลการศกึษาแสดงใน Table 1 และ 2 โดย

พบว่ามีแบคทีเรียทั้งสิน้ 28 ไอโซเลตที่ไม่ย่อยเม็ดเลือดแดง (-hemolysis) ในขณะที่มีแบคทีเรียจ านวน 4 และ 10                 

ไอโซเลตที่พบมีการย่อยเม็ดเลือดแดงทัง้ในลกัษณะ -hemolysis และ β-hemolysis ตามล าดบั ดงันัน้จึงไดน้ าแบคทีเรีย
ทัง้ 28 ไอโซเลตดงักล่าวมาทดสอบในประเด็นอื่นต่อไป โดยการทดสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียภายใตส้ภาวะจ าลอง
ของกระเพาะอาหารพบว่าแต่ละไอโซเลตสามารถรอดชวีิตและเจรญิไดใ้นระดบัท่ีแตกต่างกนั (Table 1) ทัง้นีไ้อโซเลต LH5 
สามารถทนต่อสภาวะกรดไดด้ีที่สุด โดยเป็นเพียงไอโซเลตเดียวที่รอดชีวิตและเจริญไดด้ีที่ระดับ pH 2.0 ในขณะที่มี
แบคทีเรีย 14 ไอโซเลตที่เจริญไดท้ี่ pH ระดับตัง้แต่ 2.5 ขึน้ไป และไอโซเลตที่เหลือสามารถเจริญไดเ้มื่อ pH สูงกว่า 3.0 
และผลทดสอบการรอดชีวิตในอาหารเหลวที่มีการเติมน า้ดีซึ่ งเป็นการจ าลองสภาวะของล าไสเ้ล็กส่วนตน้ พบว่ามีเพียง             
ไอโซเลต LH21 ที่ไม่สามารถเจริญได้ในน ้าดีทุกระดับ (Table 1) จากผลการทดสอบทั้งสองนี ้ท  าให้สามารถสรุปว่า
แบคทีเรียไอโซเลต LH5 LH9 LH34 LH37 LH38 LH40 LH42 LH44 LH45 LH49 LH50 และ LH52 มีโอกาสรอดชีวิตจาก
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สภาวะรุนแรงในทางเดินอาหารส่วนตน้ได ้ต่อมาทุกไอโซเลตไดถู้กประเมินความสามารถในการยึดเกาะผนังล าไสใ้หญ่        
โดยทางออ้มจากค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลแ์บคทีเรีย ผลการทดสอบแสดงดงั Table 1 เช่นกัน พบว่ามีทัง้สิน้ 13 
ไอโซเลตที่มีค่า %CSH ในระดับสูง โดยมีค่าสูงกว่ารอ้ยละ 70 และมีจ านวน 11 และ 4 ไอโซเลตที่มีค่า %CSH ในช่วง            
รอ้ยละ 30-70 (ระดบัปานกลาง) และ 0-30 (ระดบัต ่า) ตามล าดบั ตามเกณฑก์ารแบ่งระดบัของ Boutchard et al. (2015) 
ซึ่งหากพิจารณาแบคทีเรียในกลุ่มที่มีศกัยภาพรอดชีวิตจากล าไสเ้ล็กส่วนตน้แลว้ พบว่ามีเพียงไอโซเลต LH34 และ LH40 
เท่านั้นที่แทบไม่มีความสามารถยึดบนผนังล าไส้ใหญ่ได้ และไอโซเลต LH5 ที่สามารถทนต่อสภาวะกรดได้ดีที่สุด                 
มีค่า %CSH ในระดบัปานกลาง นอกจากนี ้ผลการทดลองยงัพบว่าไอโซเลต LH5 LH50 และ LH52 มีความสามารถยบัยัง้
การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคได ้2 ชนิด ไดแ้ก่ S. Typhi และ S. aureus โดยสรา้งบริเวณยบัยัง้ขนาดเฉล่ีย 8.33 - 11.67 
และ 14.33 – 15.00 มิลลิเมตร ตามล าดับ ในขณะที่ไอโซเลตที่เหลือสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้เพียง 1 ชนิด                  
อย่างไรก็ตาม มีแบคทีเรียกรดแลคติกมากถึง 19 ไอโซเลตท่ีไม่แสดงฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคท่ีน ามา
ทดสอบครัง้นีไ้ด ้(Table 1)  

นอกจากการทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกพืน้ฐานเหล่านีแ้ลว้ แบคทีเรียทั้ง 28 ไอโซเลตไดถู้กน ามาทดสอบ
ความไวต่อยาปฏิชีวนะ 13 ชนิด โดยบันทึกขนาดบริเวณยับยั้งที่เกิดขึน้รอบแผ่นยาปฏิชีวนะและแปลผลโดยเทียบ                    
กับมาตรฐานของ The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ผลการทดสอบแสดงดัง Table 2 ซึ่ง                  
พบว่าแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตมีความไวต่อยาปฏิชีวนะในระดบัที่แตกต่างกัน ไอโซเลต LH18 มีความไวต่อยาปฏิชีวนะ
มากที่สดุถึง 11 ชนิด รองลงมา ไดแ้ก่ ไอโซเลต LH5 และ LH38 ที่ไวต่อยาปฏิชีวนะ 10 ชนิด ในขณะท่ีไอโซเลต LH1 LH7 
LH9 LH21 LH23 LH26 LH30 และ LH42 เป็นกลุ่มที่ไวต่อยาปฏิชีวนะนอ้ยที่สุด (ดือ้ยาปฏิชีวนะ) โดยตา้นยาปฏิชีวนะ
มากถึง 7-9 ชนิด ทัง้นีย้า vancomycin เป็นยาปฏิชีวนะที่พบว่ามีเชือ้ดือ้ยามากที่สดุถึง 26 ไอโซเลต ส่วนยา ampicillin, 
cephalothin และ chloramphenicol มีประสิทธิภาพยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติกได้ถึง 27 ไอโซเลต หากพิจารณา                   
จากผลการทดสอบทัง้หมดดงัที่รายงานไวข้า้งตน้พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลตที่มีศกัยภาพน ามาประยุกตใ์ชเ้ป็น                
โพรไบโอติกในสัตว์ได้ ได้แก่ LH5 LH50 และ LH52 เนื่องจากมีแนวโน้มรอดชีวิตจากสภาวะความเป็นกรดและ                        
น ้าดีระดับสูงในทางเดินอาหารส่วนต้นของไก่ไข่ได้ดีที่สุด พื ้นผิวเซลล์แบคทีเรียแสดงคุณสมบัติความไม่ชอบน ้า                         
ซึ่งส่งเสรมิใหเ้ซลลย์ึดเกาะและเจริญบนผนงัล าไสไ้ดด้ี ประกอบกบัมีความสามารถต่อตา้นแบคทีเรียก่อโรค S. Typhi และ 
S. aureus ได้ อย่างไรก็ตาม ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะชี ้ให้เห็นว่า LH50 และ LH52 ต้านยาปฏิชีวนะ              
มากถึง 6 ชนิด ดงันัน้ไอโซเลต LH5 จึงเป็นเพียงไอโซเลตเดียวมีความน่าสนใจที่จะถกูคดัเลือกไปประยกุตใ์ชเ้ป็นสารเสริม
ชีวนะกลุ่มโพรไบโอติกในการเลีย้งไก่ไข่ต่อไป 
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Table 1 The results of probiotic property tests in the lactic acid bacteria isolated from the cloaca of laying hens  
Isolates Growth under the acidic 

condition 
Growth under the 
presence of bile 

% CSH Antimicrobial activity (mm) 

pH2 pH2.5 pH3 pH3.5 0.3% 1.0% E. coli S. Typhi S. aureus 

LH1 - - ++ ++ ++ ++ 74.32 - - - 
LH2 - - - ++ ++ ++ 54.58 - - - 
LH3 - - - ++ ++ ++ 50.16 - - - 
LH4 - - - ++ ++ ++ 44.42 - - - 
LH5 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 56.68 - 11.67 14.33 
LH6 - - - ++ ++ ++ 16.42 - - - 
LH7 - - - ++ ++ ++ 52.84 - - 11.00 
LH8 - - - ++ ++ ++ 18.44 - - 11.67 
LH9 - ++ ++ ++ ++ ++ 48.11 - - 10.00 
LH10 - - + ++ ++ ++ 55.38 - - 14.67 
LH11 - - ++ ++ ++ ++ 68.30 - 9.33 - 
LH18 - - ++ ++ ++ ++ 52.66 - - - 
LH21 - + + + - - 88.78 - - - 
LH23 - - ++ ++ ++ ++ 90.16 - - - 
LH25 - - ++ ++ ++ ++ 89.12 - - - 
LH26 - - ++ ++ ++ ++ 82.60 - - - 
LH30 - + - - ++ ++ 92.95 - - - 
LH33 - - ++ ++ ++ ++ 85.99 9.33 - - 
LH34 - ++ ++ ++ ++ ++ 2.66 - - - 
LH37 - ++ ++ ++ ++ ++ 68.40 - - - 
LH38 - ++ ++ ++ ++ ++ 67.21 - - - 
LH40 - ++ - ++ + ++ 0.00 - - - 
LH42 - ++ ++ ++ ++ ++ 76.42 - - - 
LH44 - ++ ++ + ++ ++ 74.94 - - - 
LH45 - ++ ++ + ++ ++ 71.02 - - - 
LH49 - ++ ++ + ++ ++ 82.24 - - - 
LH50 - ++ ++ + ++ ++ 75.56 - 8.33 14.67 
LH52 - ++ ++ + ++ ++ 83.10 - 10.00 15.00 

Note:  “-” = no growth, “+” = growth with A600 < 1.000, “++” = growth with A600 > 1.000 
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2. การทดสอบความสามารถผลิตสารกาบา้โดยโพรไบโอตกิทีค่ดัเลือกไดแ้ละการระบสุปีชีส ์
แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต LH5 ไดถู้กน ามาทดสอบความสามารถในการผลิตสารกาบา้ ทัง้นีม้ีการทดสอบ

ความสามารถดงักล่าวของไอโซเลต LH50 และ LH52 ดว้ยเพื่อการเปรียบเทียบ ผลการทดสอบพบว่าไอโซเลต LH5 ผลิต
สารกาบ้าได้ในปริมาณ 39.05 ± 0.003 mg/L และตรวจพบได้บนแผ่นซิลิกาเจลโดยปรากฏแถบสารกาบ้าขึน้เหนือ                
แถบของสาร MSG (Figure 1) อย่างไรก็ตาม พบว่าไอโซเลต LH50 และ LH52 ผลิตสารกาบ้าได้เช่นกัน โดยผลิต                    
ในปริมาณ 2.14 ± 0.003 และ 4.52 ± 0.004 mg/L ตามล าดับ ซึ่งต ่ากว่าผลผลิตโดยไอโซเลต LH5 อย่างชัดเจน ดังนัน้               
ในการศึกษาครัง้นี ้ ไอโซเลต LH5 จึงมีความเหมาะสมที่ถูกคดัเลือกน าไปประยุกตใ์ชเ้ป็นอาหารเสริมกลุ่มโพรไบโอติก                
ที่มีความสามารถผลิตสารกาบา้ เพื่อเป้าหมายในการแก้ไขปัญหาการเลีย้งไก่ไข่ดังที่ระบุไว้แลว้ ไอโซเลต LH5 เป็น
แบคทีเรียที่สรา้งกรดแลคติก โคโลนีสีครีม รูปร่างกลมนูน (Figure 2A) เจริญไดใ้นสภาวะที่ไรอ้ากาศ และรูปร่างของเซลล์
เมื่อศึกษาผ่านกลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนพบว่าเป็นทรงกลม อยู่เป็นคู่หรือต่อกนัเป็นสายสัน้ (Figure 2B) และเมื่อศกึษา
ล าดับนิวคลิโอไทดข์องยีน 16S rRNA ท าใหส้ามารถระบุสปีชีสไ์ดเ้ป็นแบคทีเรีย Enterococcus faecium และแผนภาพ 
dendrogram ที่ แสดงการจัดกลุ่มคลัสเตอร์แบคทีเรียจากฐานข้อมูล GenBank และไอโซเลต LH5 ในรูปแบบ 
phylogenetic tree แสดงใหเ้ห็นว่า E. faecium LH5 มีความสมัพนัธอ์ยู่ในกลุ่มของ E. faecium (Figure 2C) 
 

 
Figure 1  The analysis of -aminobutyric acid (GABA) production by the isolated lactic acid bacteria from the  
                cloaca of laying hens using thin layer chromatography  
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Table 2  The antibiotic susceptibility of the lactic acid bacteria isolated from the cloaca of laying hens 
Isolates  P AM KF VA CRO FOX C E CC GM CIP NA RD 
LH1 R S R S R R S MS R R R R S 
LH2 R S S R S S S R R R S MS R 
LH3 R S S R S S S R R S S S R 
LH4 R S S R S S S R R S S S R 
LH5 MS S S S MS MS S R MS R MS R S 
LH6 R S S R S S S R R S S MS MS 
LH7 R S S R S R S R R R R R R 
LH8 MS S S R S S S R R R S MS R 
LH9 R R S R S S S R R R S MS R 
LH10 MS S S S S R S R R R S R S 
LH11 R S S R S S S R R S S S R 
LH18 S S S S S S S S S R MS R S 
LH21 MS S S R R R S R R R R R S 
LH23 R S S R R R S S R S R R S 
LH25 MS S S R S R S S S R R R S 
LH26 MS S MS R MS R S R R R R R S 
LH30 MS S MS R R R S R R R R R S 
LH33 S S S R MS R S R S R MS R S 
LH34 S S S R S MS S MS R R MS R S 
LH37 S S S R S MS R MS S R MS R S 
LH38 S S S R S MS S MS MS R MS R S 
LH40 MS S S R S R S R R R S R S 
LH42 R MS MS R R R S R R R S R S 
LH44 MS S S R S R S R MS R MS R S 
LH45 MS S S R S R S MS R R MS R S 
LH49 MS S S R S R S R R R S R S 
LH50 MS S S R S R S R R R S R S 
LH52 MS S S R S R S R R R S R S 

Note:  “R”, “MS” and “S” represent resistant, intermediate and susceptible, respectively. The list of antibiotics:  
           P = Penicillin (10 µg); AMP = Ampicillin (10 µg); VA = Vancomycin (30 µg); FOX = Cefoxitin (30 µg);  
           C = Chloramphenicol (30 µg); CC = Clindamycin (2 µg); CRO = Ceftriaxone (30 µg); GM = Gentamicin  
           (10 µg); CIP = Ciprofloxacin (5 µg); KF = Cephalothin (30 µg); E = Erythromycin (15 µg);  
           RD = Rifampicin (5 µg); NA = Nalidixic acid (30 µg)  
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3. การทดสอบขึน้รูปผงเชือ้แบคทเีรียโพรไบโอตกิและทดสอบการรอดชีวติ 
มวลเซลล์สดของ E. faecium LH5 และที่ผ่านการท าแห้งแสดงดัง Figure 3 โดยพบว่าเซลล์มีการรอดชีวิต

ภายหลังการท าแห้งรอ้ยละ 86.54 (ค านวณจากหน่วย log CFU) และมีจ านวนเซลลท์ี่มีชีวิตเริ่มตน้ในผงโพรไบโอติก               
9.17 log CFU/g ต่อมาเมื่อเก็บรักษาผงโพรไบโอติกภายใตอุ้ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิห้องพบว่าเซลล์
ค่อนขา้งมีความเสถียรและรอดชีวิตสูง มีการลดลงของจ านวนเซลลท์ี่มีชีวิตเพียงเล็กนอ้ยตลอดการเก็บรกัษาเป็นเวลา                 
3 เดือน โดยเมื่อสิน้สุดการทดลองมีการลดลงในระดบัไม่เกิน 0.5 log CFU ดังผลการทดลองใน Table 3 คิดเป็นรอ้ยละ
การรอดชีวิต 95.39 + 0.07 และ 94.15 + 0.19 ตามล าดับ เมื่อเทียบกับจ านวนเซลลเ์ริ่มตน้ในผงโพรไบโอติก อีกทั้ง                     
แม้พบว่าจ านวนเซลลท์ี่มีชีวิตในผงโพรไบโอติกแต่ละสัปดาหท์ี่เก็บรักษาภายใตอุ้ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสสูงกว่าผง                  
โพรไบโอติกที่เก็บในอณุหภมูิหอ้ง แต่ไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05)  

 

 
 
Figure 2  The morphology of Enterococcus faecium LH5 colony on MRS agar (A) and its cell morphology  
                studied under the scanning electron microscope (B) and the phylogenetic tree based on 16S rRNA  
                gene sequences showing the relationship of E. faecium LH5 with strains of closely related species.  
                Confidence values on the branches were obtained for 1,000 bootstrap replicates with MEGA  
                11.0.10 software (C) 
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            Figure 3  The biomass of Enterococcus faecium LH5 probiotic; fresh (A) and powder (B) form  

 
Table 4  The viable cell count of probiotic E. faecium LH5 in the powder form after storage at 4oC and the  
               room temperature (30 oC) for 12 weeks 

Storage time (week) Viable cell count (log CFU/g)  
4°C Room temperature (30oC) 

0 8.89 + 0.05f  8.89 + 0.02d 
1 8.76 + 0.60ef  8.70 + 0.01cd 
2 8.75 + 0.01e  8.67 + 0.01bcd 
3 8.63 + 0.02cd  8.56 + 0.02abc 
4 8.67 + 0.06de  8.51 + 0.04abc 
5 8.59 + 0.01bcde  8.51 + 0.03abc 
6 8.54 + 0.06abcd  8.40 + 0.13ab 
7 8.41 + 0.10ab  8.42 + 0.16abc 
8 8.50  0.03abcd  8.40  0.12ab 
9 8.39  0.09a  8.46  0.12abc 
10 8.40  0.10a  8.34  0.07a 
11 8.46  0.04abc  8.37  0.11a 
12 8.48  0.07abcd  8.39  0.19ab 

Note: Different superscript letters in each column represent significant difference at p<0.05. The means  
          between 2 treatments of temperature at each week are not significantly different (p>0.05) by t-test. 
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Discussion 
คุณสมบัติพืน้ฐานของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่จะน ามาใชเ้ป็นสารเสริมชีวนะส าหรบัไก่คือจ าเป็นตอ้งรอดชีวิต

ภายใตส้ภาวะกรดในกระเพาะอาหารและน า้ดีในล าไสเ้ล็กส่วนตน้ ซึ่งการศึกษาครัง้นีพ้บว่ามีแบคทีเรียกรดแลคติกหลาย
ไอโซเลตที่มีคณุสมบตัิพืน้ฐานดงักล่าว ทัง้นีแ้บคทีเรียที่ทนกรดมีกลไกที่ส  าคญัผ่านกลุ่มยีนท่ีควบคมุการขบัโปรตรอน (H+) 
และไอออนบวกออกจากเซลลอ์ย่างมีประสิทธิภาพ อีกทั้งมีกลุ่มยีนที่ควบคุมการสังเคราะหแ์ละเผาผลาญกรดอะมิโน                
ไดเ้ป็นสารเมแทบอไลทท่ี์มีฤทธ์ิเป็นด่างเพ่ือปรบัสภาวะความเป็นกรด-ด่างโดยรอบเซลลใ์หเ้ป็นกลาง (Chen et al., 2024) 
ทั้งนีท้างเดินอาหารส่วนตน้ของไก่ที่ต่อจากหลอดอาหารคือถุงพักอาหาร (crop) กระเพาะแท ้(proventriculus) และกึ๋น 
(gizzard) ซึ่งล้วนมีความเป็นกรดที่ระดับต่างกัน โดยถุงพักอาหารของไก่ไข่มี pH ตั้งแต่ 4.1 – 6.8 ขึน้กับสายพันธุ์ 
(Kierończyk et al., 2016; Hervo et al., 2024) กระเพาะแท้และกึ๋นมี  pH โดยประมาณ  4.2 – 5.27 และ 1.2 – 4.0 
ตามล าดับ (Morgan et al., 2014; Recoules et al., 2019) ส่วนน า้ดีของไก่ประกอบไปด้วยกรดน า้ดี (bile acids) และ
เกลือน ้าดี (bile salts) ซึ่งมีการคอนจูเกต (conjugation) กับกรดอะมิโน taurine เป็นส่วนใหญ่ และน ้าดีมีปริมาณ                   
ของแข็งทั้งหมด (total solid) เป็นองคป์ระกอบประมาณรอ้ยละ 19.8 โดยน า้หนักแห้ง (Tancharoenrat et al., 2022)  
นอกเหนือจากบทบาทช่วยส่งเสริมการย่อยไขมันในทางเดินอาหารแล้ว เกลือน ้าดียังสามารถยับยั้งการเจริญของ                  
จุลินทรีย์ปนเป้ือนหลายชนิด แต่แบคทีเรียโพรไบโอติกและแบคทีเรียก่อโรคบางชนิด เช่น Salmonella sp. และ                
Shigella sp. ซึ่งเป็นเชือ้ก่อโรคส าคญัในสตัวปี์กมีกลไกทางชีวภาพในการตา้นฤทธ์ิของเกลือน า้ดีได ้(Gunn, 2000) ส่วนใน
กรณีของโพรไบโอติกกลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria พบว่าใชก้ลไกการผลิตเอนไซมก์ลุ่ม bile salt hydrolase กลไก
การขบัเกลือน า้ดีออกจากเซลล ์(active efflux of bile acids/salts) และการปรบัเปล่ียนองคป์ระกอบของเยื่อหุม้เซลลแ์ละ
ผนงัเซลล ์(Ruiz et al., 2013) โดยทั่วไปแลว้ การคดัเลือกโพรไบโอติกที่ทนน า้ดีที่ระดบัความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.15 – 0.30 
(w/v) ถือว่าเพียงพอและเป็นที่ยอมรับในการน ามาใช้เสริมในอาหารสัตวปี์ก (Xu et al., 2023) แต่ในการศึกษาครัง้นี ้               
ไดท้ดสอบถึงระดบัความเขม้ขน้รอ้ยละ 3.0 (w/v) เนื่องจากปัจจุบนัไดม้ีงานวิจยัที่พบว่าการเสริมกรดน า้ดีเพิ่มในอาหาร
เลีย้งไก่ไข่ช่วยปรบัปรุงสมรรถนะการเจริญ เมแทบอลิซึมของไขมนั และสมดุลจุลินทรียใ์นทางเดินอาหารไก่ไข่ได้  (Yang          
et al., 2022) ดงันัน้ แบคทีเรียที่คดัเลือกไดใ้นการศึกษาครัง้นีจ้ึงมีโอกาสรอดชีวิตจากล าไสเ้ล็กไดม้ากขึน้ในภาวะที่มีน า้ดี
ความเขม้ขน้สงูกว่าที่พบในทางเดินอาหารไก่ไข่ทั่วไป เพื่อเคล่ือนยา้ยต่อไปเจรญิยึดครอง (colonization) ที่ผนงัล าไสใ้หญ่ 

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัแยกจากทางเดินอาหารไก่ไดถู้กประเมินความสามารถในการยึดเกาะผนงัล าไสใ้หญ่
โดยทางออ้มจากค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลแ์บคทีเรีย ซึ่งโดยทั่วไปคือบริเวณที่เป็นองคป์ระกอบไขมันของส่วน
ห่อหุม้เซลล ์หากมีมากจะท าใหม้ีค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลส์งู ค่านีส้มัพนัธก์บัแรง Van der Waals และแรงไฟฟ้า
สถิตยท์ี่ท  าให้เซลลม์ีความสามารถในการยึดเกาะผนังล าไส ้ (adhesion ability) สูง นอกจากนีย้ังมักมีความสัมพันธ์              
เชิงบวกกับความสามารถของเซลล์ในการจับกันเอง (auto-aggregation) และการจับกันระหว่างแบคทีเรียต่างชนิด 
(coaggregation) ซึ่งเป็นคุณสมบตัิที่ดีของโพรไบโอติก (Chantanawilas et al., 2024) ทัง้นีล้  าไสข้องสตัวปี์กมีความยาว
ที่สัน้กว่าของมนุษย ์อาหารไหลผ่านใชเ้วลาเพียง 2 - 3.5 ชั่วโมง ดงันัน้โพรไบโอติกตอ้งมีความสามารถยึดเกาะผนงัล าไส้
ไดด้ีเพื่อการเจรญิยึดครองและป้องกนัการยึดครองพืน้ผิวล าไสโ้ดยแบคทีเรียก่อโรค รายงานของ Ben-Miled et al. (2023) 
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พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีค่า %CSH สูงมักเป็นแบคทีเรียจากสกุล Lactobacillus sp. และ Bifidobacterium sp. 
ในขณะท่ีกลุ่มที่มีค่าปานกลางและต ่าอยู่ในสกุล Enterococcus sp., Leuconostoc sp. และ Pediococcus sp. และจาก
การรายงานค่า %CSH ของแบคทีเรีย Salmonella sp. จ านวนกว่า 22 serotypes ที่ก่อโรคทางเดินอาหารไดท้ั้งในคน                  
และสัตวปี์กโดย Abdallah et al. (2014) พบว่ามีค่าอยู่ในช่วงตั้งแต่ 0.29 + 0.56 ถึง 29.55 + 0.1 ซึ่งต ่ากว่าแบคทีเรีย                    
ส่วนใหญ่ที่คัดแยกไดใ้นการศึกษานี ้ดังนั้น จึงคาดว่าแบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลตซึ่งมีค่า %CSH ระดับปานกลางและสูง
เหล่านี ้จะมีความสามารถในการแข่งขันเจริญยึดครองพื ้นที่บนล าไส้ได้ดีกว่า Salmonella sp. ซึ่งแบคทีเรียกลุ่ม 
Salmonella sp. เป็นเชือ้ก่อโรคทางเดินอาหารรุนแรงในสัตวปี์กคือโรค Salmonellosis ซึ่งมีอาการหลักคือทอ้งร่วง ซึม               
ไม่กินอาหารและตาย มกัพบว่ามีปนเป้ือนของเชือ้ในเนือ้ไก่สดและไข่ไก่ซึ่งก่อโรคต่อไปในผูบ้ริโภคได ้มีรายงานว่าลกูไก่
อายุ 1 วันสามารถเกิดการติดเชือ้ S. Enteritidis ไดแ้มไ้ดร้บัเพียง 1-5 เซลล ์(Shaji et al., 2023) จึงตอ้งมีมาตรการเฝ้า
ระวงัการแพรร่ะบาดในฟารม์สตัวปี์กทั่วโลกอย่างเขม้งวด 

ประเด็นความสามารถในการตา้นยาปฏิชีวนะของโพรไบโอติกยังคงเป็นที่ถกเถียงอย่างกวา้งขวาง เนื่องจาก
นกัวิจยับางกลุ่มมีความเห็นว่าโพรไบโอติกควรเป็นสายพนัธุท์ี่สามารถตา้นยาปฏิชีวนะไดห้ลากหลายเนื่องจากสามารถ
รอดชีวิตไดม้ากกว่าหากผูบ้ริโภค (คนและสตัว)์ ตอ้งมีการรกัษาอาการเจ็บป่วยดว้ยยาปฏิชีวนะ แต่นกัวิจยักลุ่มที่คดัคา้น
กงัวลถึงโอกาสที่อาจมีการส่งถ่ายยีนตา้นยาปฏิชีวนะเหล่านีจ้ากโพรไบโอติกไปยงัจุลินทรียก์่อโรคต่างๆ ในทางเดินอาหาร 
ท าให้จุลินทรียก์่อโรคเหล่านีก้ลายเป็นสายพันธุ์ดือ้ยาและยากต่อการรักษา (Sharma et al., 2017) งานวิจัยในครัง้นี ้                
มีความกงัวลถึงความเส่ียงของปัญหาการดือ้ยาของจลิุนทรียก์่อโรคเช่นกัน จึงสนบัสนุนการใชโ้พรไบโอติกชนิดที่ไวต่อยา
ปฏิชีวนะในการพฒันาเป็นอาหารเสรมิในไก่ไข่ครัง้นี ้

แบคทีเรียไอโซเลต LH5 ที่ถูกคัดเลือกเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกในการศึกษาครัง้นี ้พบว่าถูกระบุสปีส์เป็น 
Enterococcus faecium ซึ่ ง เ ป็นหนึ่ ง ในสมาชิกของแบคที เ รียกลุ่ม  enterococci  ที่ ถูกรายงานว่ามีคุณสมบัติ                           
โพรไบโอติกมากว่า 20 ปีและถูกใช้เชิงการคา้เพื่อเป็นอาหารเสริมในสัตวโ์ดยปราศจากผลข้างเคียง เช่น E. faecium 
SF68® และ E. faecium strain11181 ซึ่งได้รับอนุญาตจาก the European Food Safety Authority (EFSA) ให้ใช้เป็น
อาหารเสริมเพื่อใชขุ้นและเพิ่มสมรรถนะการเจริญของสัตวห์ลายชนิด (Zommiti et al., 2022) สกุล Enterococcus sp.        
ยงัถูกพบเป็นสดัส่วนสงูสดุในการศกึษาคดัแยกแบคทีเรียโพรไบโอติกจากล าไสไ้ก่เนือ้และไก่ไข่  โดยพบในสดัส่วนรอ้ยละ 
76.2 รองลงมาคือ Lactococcus sp. และ Streptococcus sp. และในสกุล Enterococcus sp. นีพ้บชนิด E. faecium,      
E. faecalis และ E. avium เป็นสัดส่วนสูงสุดคือรอ้ยละ 42.8 12.0 และ 9.5 ตามล าดับ (Carvajal et al., 2023) ในกรณี
ของการเลีย้งไก่ไข่นั้น มีหลายงานวิจัยที่ใชโ้พรไบโอติกชนิด E. faecium เพื่อปรบัปรุงคุณภาพการเลีย้งทดแทนการใช้            
ยาปฏิชีวนะ ไม่ว่าจะเป็น E. faecium DSM7134 ที่ช่วยเพิ่มผลผลิตไข่ ความหนาเปลือกไข่ และการย่อยไดข้องสารอาหาร 
และยงัช่วยลดจ านวนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอรม์ในไก่พนัธุ ์ ISA brown (Park et al., 2016) นอกจากนี ้E. faecium ยงัช่วย
ลดระดบัไตรกลีเซอไรดแ์ละภาวะความเครียดออกซิเดชั่นในเลือด เพิ่มระดบั IgG ลดการติดเชือ้ S. Enteritidis ปรบัสมดุล
ของจุลินทรียใ์นทางเดินอาหารโดยลดแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroides, Desulfovibrio, Synergistes และ Sutterella แต่เพิ่ม
แบคทีเรียกลุ่ม Barnesiella, Butyricimonas และ Biophila (Huang et al., 2022) ผลการศกึษาเหล่านีล้ว้นยนืยนัศกัยภาพ
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ของ E. faecium ในการเป็นโพรไบโอติกได ้ส าหรบัประเทศไทยนัน้ E. faecium ไดถู้กระบุไวใ้นรายชื่อโพรไบโอติกส าหรบั
ใชใ้นอาหารคน (ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ เรื่อง “การใชจุ้ลินทรียโ์พรไบโอติกในอาหาร” ลงวนัที่ 27 มิถุนายน 2554) 
แต่กรณีอาหารสตัว ์ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ ์ลงวนัท่ี 21 พฤศจิกายน 2559 เรื่อง “ก าหนดวตัถทุี่เติมในอาหาร
สตัว ์ปริมาณการใช ้และเงื่อนไขในการหา้มผลิต น าเขา้ หรือขายอาหารสตัว”์ ไดร้ะบุเป็นชนิด Streptococcus faecium 
ไว้ ซึ่งเป็นชื่อชนิดเดิมของ E. faecium (Zhou et al., 2020) ข้อมูลเหล่านี ้ช่วยสร้างความมั่นใจว่า E. faecium LH5                     
ที่คดัเลือกไดน้ีม้ีโอกาสและศักยภาพน าไปใชป้ระโยชนเ์ป็นโพรไบโอติกในไก่ไข่ได ้อีกทั้งการเป็นแบคทีเรียที่คดัแยกจาก
ทางเดินอาหารไก่จึงมีโอกาสสงูที่สามารถรอดชีวิตและเจรญิภายใตส้ภาวะทางเดินอาหารของไก่ได ้(Gibson et al., 2004; 
Carvajal et al., 2023) เช่นเดียวกับรายงานของ Khalifa & Ibrahim (2023) ซึ่งคดัแยกโพรไบโอติก E. faecium CF2 จาก
มูลไก่แลว้น ากลับไปเสริมในอาหารเลีย้งไก่พันธุ ์white leghorns แลว้พบว่าช่วยปรบัปรุงน า้หนักตวั ลดการตาย ลดการ 
ติดเชือ้ S. Enterica ในมา้มและต่อมไทมสั และตรวจพบสาร proinflammatory cytokine ชนิด interleukin 1 β ในล าไส้
ลดลง 

ผลผลิตสารกาบา้โดย Enterococcus faecium LH5 ที่ไดย้งัอยู่ในระดบัต ่าเมื่อเทียบกบัแบคทีเรียชนิดอื่นท่ีเคยมี
รายงานก่อนหนา้นี ้อย่างไรก็ตาม สภาวะดงักล่าวอาจไม่ใช่สภาวะที่เหมาะสมในการเจรญิและผลิตสารกาบา้ ทัง้นีก้ลยทุธ
เพื่อเพิ่มระดับการสังเคราะหส์ารกาบา้โดยแบคทีเรียอาจท าไดโ้ดยการกระตุน้การแสดงออกของยีนที่ควบคุมการผลิต
เอนไซม์ glutamic acid decarboxylase (GAD) ไม่ว่าจะเป็นยีน gadA และ gadB และการผลิต glutamate/GABA 
antiporter GadC โดยยีน gadC ซึ่งท าหนา้ที่แลกเปล่ียน GABA และ glutamate โดยน า GABA ที่สงัเคราะหใ์นเซลลอ์อก
นอกเซลล ์ในขณะเดียวกนัน า glutamate จากนอกเซลลเ์ขา้มาในเซลล ์(Yao et al., 2023; Tan et al., 2024) การดดัแปลง
พนัธุกรรมหรือการหาสภาวะที่เหมาะสมทัง้สารอาหารและส่ิงแวดลอ้มใหเ้หมาะต่อการแสดงออกของยีนเหล่านีอ้าจเป็น        
กลยุทธที่มีประสิทธิภาพในกรณีเพาะเลีย้งแบคทีเรียในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพื่อผลิตสารกาบา้ แต่กลยุทธ์เหล่านีอ้าจ                 
ไม่เหมาะสมนักเมื่อน าแบคทีเรียดังกล่าวเป็นสารเสริมชีวนะในสัตวแ์ละมนุษย ์อย่างไรก็ตาม E. faecium ที่อาศัยใน
ทางเดินอาหารอาจถกูกระตุน้ใหส้งัเคราะหส์ารกาบา้เพิ่มขึน้ไดผ่้านกลไกระบบ quorum sensing (QS) ซึ่งเป็นการส่ือสาร
ผ่านสารเมแทบอไลทข์องประชากรจุลินทรียใ์นทางเดินอาหารไก่ ดังเช่นที่มีศึกษาโดยงานวิจัยของ Tan et al. (2024)             
จากรายงานท่ีผ่านมา E. faecium BS5 ซึ่งถกูคดัแยกจากผลิตภณัฑน์มของประเทศอินเดยีไดถ้กูรายงานวา่มีศกัยภาพเป็น
โพรไบโอติกและผลิตสารกาบา้ได ้(BS et al., 2021) ในขณะที่ E. avium JS-N6B4 ที่แยกจากแมลงที่เป็นอาหารมนุษย ์
(Jo et al., 2019) และ E. avium GL1 ที่คดัแยกไดจ้ากเครื่องดื่ม Daqu ของประเทศจีน (Li et al., 2024) เป็นสายพนัธุ์ที่
ผลิตสารกาบา้ไดใ้นปริมาณสูงมากถึง 13.68 และ 206 g/L ตามล าดับ แบคทีเรียกรดแลคติกชนิดอื่นที่มีศักยภาพผลิต           
สารกาบา้ไดใ้นปริมาณสูงและผ่านการทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกเช่นกัน ยกตัวอย่างเช่น Weisella confusa G2 
(246.2 mg/L) แยกไดจ้ากถั่วเขียวหมกัของประเทศอินเดีย (Devi et al., 2023) และ Levilactobacillus brevis ในปรมิาณ 
4 -8 g/L ดว้ย conversion ratio สงูถึงรอ้ยละ 89 (Casertano et al., 2023) แต่อย่างไรก็ตาม ขอ้ไดเ้ปรียบของ E. faecium 
LH5 จากงานครัง้นีใ้นการประยกุตใ์ชเ้ป็นอาหารเสริมในไก่คือเป็นโพรไบโอติกที่มีโอกาสรอดชีวิตสงูและเจริญในทางเดิน
อาหารของไก่ควบคู่กบัการการผลิตสารกาบา้ดงัที่ไดก้ล่าวไวแ้ลว้ 
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อย่างไรก็ตาม มีรายงานว่า E. faecium แบคทีเรียที่ทนต่อความรอ้นไดด้ีโดยสามารถทนอณุหภมูิการพาสเจอไรซ์
ที่ 62.5 องศาเซลเซียสไดน้านถึง 20 นาที (Martínez et al., 2003; Špelina et al., 2007) จึงอาจเป็นเหตุผลช่วยใหอ้ตัรา
การรอดชีวิตของเซลลท์ี่สงูเมื่อเก็บรกัษาที่อณุหภมูิหอ้ง ประกอบกบั E. faecium เป็นแบคทีเรียกลุ่ม facultative anaerobe 
ซึ่งแมเ้จรญิไดด้ีในสภาวะที่ไรอ้อกซิเจน แต่ภายใตส้ภาวะที่มีออกซิเจนเล็กนอ้ยก็ยงัสามารถเจรญิไดแ้ต่ไม่สงูมาก (Kalode 
& Patil, 2023) ออกซิเจนเป็นสาเหตุการตายของโพรไบโอติกหลายชนิดดว้ย เพราะออกซิเจนเป็นพิษต่อเซลลแ์บคทีเรีย
กลุ่ม obligate anaerobe ซึ่งไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญโดยท าใหเ้กิดการสะสมของ O2

-  OH- และ H2O2 ขึน้ภายใน
เซลลแ์ต่ไม่มีกลไกที่มีประสิทธิภาพในการก าจัด reactive oxygen species เหล่านี ้นอกจากนีย้ังพบว่า H2O2 ขัดขวาง
กิจกรรมของ fructose-6-phosphofructoketolase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ส  าคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึมของน ้าตาล               
(Cruz et al., 2009) ข้อมูลเหล่านี ้ชี ้ให้เห็นว่านอกจาก E. faecium LH5 มีศักยภาพเป็นโพรไบโอติกที่ผลิตสารกาบา้                  
ไดแ้ลว้ยังมีความเป็นไปไดใ้นการขึน้รูปเป็นผลิตภัณฑ์ผงโพรไบโอติกที่มีความคงตัวสูง ความคงตัวของโพรไบโอติก                 
E. faecium LH5 นีอ้าจเป็นผลเชิงบวกมาจากร าขา้วที่ผสมเป็นสารจับตวั (carrier) ในการท าแหง้ดว้ย เนื่องจากร าขา้ว                
มีสารพฤกษเคมี (phytochemicals) หลายชนิดท่ีออกฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ (antioxidation activity) ไม่ว่าจะเป็นวิตามิน E 

สาร tocotriennols สาร -oryzanol และสารประกอบฟีนอลิก เช่น coumaric acid, ferulic acid และ syringic acid                
เป็นตน้ (Gul et al., 2015) และที่ส  าคญัที่สดุ ผลิตภณัฑโ์พรไบโอติกเมื่อน าไปใชง้านผสมในอาหารสตัวแ์ลว้ ตอ้งมีจ านวน
เซลลท์ี่มีชีวิตรวมกันไม่นอ้ยกว่า 105 CFU ต่ออาหารสัตว ์1 กิโลกรมั ตามขอ้ก าหนดของประกาศกระทรวงเกษตรและ
สหกรณ ์ลงวนัท่ี 21 พฤศจิกายน 2559 เรื่อง “ก าหนดวตัถทุี่เติมในอาหารสตัว ์ปรมิาณการใช ้และเงื่อนไขในการหา้มผลิต 
น าเขา้ หรือขายอาหารสตัว”์ 
 

Conclusions 
สามารถคดัเลือกแบคทีเรีย Enterococcus faecium LH5 ไดจ้ากระบบทางเดินอาหารไก่ ซึ่งแบคทีเรียไอโซเลตนี ้

มีศักยภาพเป็นโพรไบโอติกและยังมีความสามารถผลิตสารกาบ้าได้ นอกจากนี ้ E. faecium LH5 มีความเสถียรต่อ
กระบวนการท าแหง้ดว้ยเทคนิคการท าแหง้แบบแช่เยือกแข็งและอุณหภูมิการเก็บรกัษาที่ อุณหภูมิหอ้ง โดยรอดชีวิตได้
ประมาณรอ้ยละ 95 หลังเก็บรักษาเป็นเวลา 12 สัปดาห ์ดังนั้น ผลการทดลองชีใ้หเ้ห็นว่าแบคทีเรีย E. faecium LH5                
มีความเป็นไปไดใ้นการขึน้รูปเป็นผลิตภณัฑส์ารเสรมิชีวนะกลุ่มโพรไบโอติกส าหรบัเสรมิในอาหารไก่ไข่ โดยเฉพาะอย่างยิง่
การน ามาใชป้ระโยชนใ์นการเลีย้งไก่ไข่ของประเทศไทยซึ่งเผชิญกับปัญหาอากาศรอ้น อย่างไรก็ตาม ยังมีความจ าเป็น
ทดสอบผลของการเสรมิ E. faecium LH5 ต่อสมรรถนะการเจรญิและคณุภาพผลผลิตไข่ไก่ต่อไป  
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