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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ศศิ วิมล : ผลของสารเสริมชีวนะ Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อสมรรถภาพการเจริญเติบโต การ
ย่อยได้ของสารอาหาร จ านวนจุลชีพในไส้ตันและสัณฐานวิทยาของล าไส้เล็กในไก่เนื้อ (EFFECTS OF PROBIOTICS 
BACILLUS SUBTILIS AND BACILLUS LICHENIFORMIS SUPPLEMENTATION ON GROWTH PERFORMANCE, 
NUTRIENT DIGESTIBILITY, CECAL MICROBIOTA  AND SMALL INTESTINAL MORPHOLOGY IN BROILERS. ) อ.
ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. น.สพ. ดร. จักรกริศน์ เนื่องจ านงค์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. น.สพ. ดร. กฤษ 
อังคนาพร, 64 หน้า. 

การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการเสริมสารเสริมชีวนะ (Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis) 
ต่อสมรรถภาพการเจริญเติบโต การย่อยได้ของสารอาหาร จ านวนจุลชีพในไส้ตันและ สัณฐานวิทยาของล าไส้เล็กในไก่เนื้อ โดย
ท าการศึกษาในไก่เนื้อเพศเมียพันธุ์ Ross 308 อายุ 1 วันจ านวน 288 ตัว ท าการสุ่มไก่ออกเป็น 4 กลุ่มๆ ละ 6 ซ้ าๆ ละ 12 ตัว โดย
เลี้ยงในโรงเรือนเปิด ภายในสภาพแวดล้อมเดียวกันจนถึงอายุ 42 วันและใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely 
Randomized Design; CRD) อาหารที่ใช้ในการทดลองมีทั้งหมด 4 สูตร คือ 1) อาหารควบคุม 2) อาหารควบคุมเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ 
Amoxycillin  200 พีพีเอ็ม (ppm) 3) อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 2.5 x 107โคโลนีต่อ
กิโลกรัม (CFU/kg) อาหาร และ 4) อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 5 x 107โคโลนีต่อ
กิโลกรัม (CFU/kg) อาหาร ท าการเก็บล าไส้เล็กส่วนเจจูนัมเพื่อวัดค่าสัณฐานวิทยา รวมถึงพารามิเตอร์อื่นๆ ได้แก่ สมรรถภาพการ
เจริญเติบโต สัมประสิทธิ์การย่อยได้บริเวณล าไส้เล็กส่วนปลาย จ านวนจุลินทรีย์ในไส้ตันและ ค่า pH ในล าไส้เล็กส่วนเจจูนัม โดยท าการ
เก็บข้อมูลรวมทั้งหมด 2 ช่วงเวลาได้แก่ ช่วงวันที่ 21 และ 42 ของการทดลอง 

ผลการศึกษาเมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 42 วันพบว่า อัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวันและ อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็น
น้ าหนักตัวของไก่กลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin และกลุ่มที่ได้รับการเสริมชีวนะ Bacillus subtilis และ Bacillus 
licheniformis ทั้งสองกลุ่ม ดีขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P <0.05) แต่ค่าปริมาณอาหารที่กินเฉลี่ยต่อวันไม่มีความแตกต่างกัน 
(P>0.05) การย่อยได้บริเวณล าไส้เล็กส่วนปลาย พบว่าในวันที่ 42  ของการทดลองกลุ่มที่ได้รับสารเสริมชีวนะที่ระดับ 5 x 107โคโลนี
ต่อกิโลกรัม (CFU/kg) อาหารมีค่าการย่อยได้ของน้ าหนักวัตถุแห้ง และโปรตีนเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P <0.05) ในขณะที่ค่า
การย่อยได้ของไขมันพบว่าทุกกลุ่มไม่มีความแตกต่างกัน ในวันที่ 21 ของการทดลอง ไก่กลุ่มที่ได้รับสารเสริมชีวนะทั้งสองระดับมี
จ านวนเชื้อ Lactic acid bacteria และค่า Lactobacillus : E. coli ratio เพิ่มขึ้น (P <0.05) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนวันที่ 42 
ของการทดลอง ไก่ที่ได้รับสารเสริมชีวนะที่ระดับ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัม (CFU/kg) อาหาร มีจ านวนเชื้อ Bacillus spp., Lactic 
acid bacteria และค่า Lactobacillus : E. coli ratio เพิ่มขึ้น (P <0.05) และมีประชากร E. coli ลดลง (P< 0.05) อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ อย่างไรก็ตามไม่มีการตรวจพบเชื้อ Salmonella spp. ในทุกกลุ่มการทดลอง ผลค่าสัณฐานวิทยาในล าไส้ พบว่าในวันที่ 21 
และ 42 ของการทดลองสารเสริมชีวนะ Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ทั้งสองระดับมีความสูงของวิลไลเพิ่มขึ้น (P 
<0.05) นอกจากนี้อัตราส่วนของวิลไลต่อคริปท์ในกลุ่มที่เสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ที่ระดับ 5 x 107โคโลนี
ต่อกิโลกรัม (CFU/kg) อาหารดีขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (P <0.05) ส่วนค่า pH ในล าไส้พบว่า ไม่มีความแตกต่างกันในทุก
กลุ่มการทดลอง (P>0.05) ผลการทดลองสรุปได้ว่า การเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ที่ระดับ 5 x 107โคโลนี
ต่อกิโลกรัม (CFU/kg) อาหาร สามารถปรับปรุงความสมดุลของจุลินทรีย์ในไส้ตัน สัณฐานวิทยาในล าไส้เล็ก และการย่อยได้บริเวณล าไส้
เล็กส่วนปลาย อย่างไรก็ดีการเสริมสารเสริมชีวนะทั้งสองระดับสามารถเพิ่มสมรรถภาพการเจริญเติบโตในไก่เนื้อได้ไม่แตกต่างกัน 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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SASI VIMON: EFFECTS OF PROBIOTICS BACILLUS SUBTILIS AND BACILLUS LICHENIFORMIS 
SUPPLEMENTATION ON GROWTH PERFORMANCE, NUTRIENT DIGESTIBILITY, CECAL MICROBIOTA  AND 
SMALL INTESTINAL MORPHOLOGY IN BROILERS. . ADVISOR: ASSOC. PROF. CHACKRIT NUENGJAMNONG, 
CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. KRIS ANGKANAPORN, pp. 

The experiment aims to investigate the effects of supplementing probiotics (Bacillus subtilis and 
Bacillus licheniformis) on growth performance, ileal digestibility, cecal microbiota and small intestinal morphology 
in broilers. Two hundred and eighty-eight, day-old female Ross-308 broiler chicks were randomly allotted to 4 
treatments with six replicates of 12 birds on the basis of equal average BW in a completely randomized design. 
Dietary treatments were T1) basal diet (control), T2) basal diet supplemented with 200 ppm Amoxycillin, T3) 
basal diet supplemented with Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis at the level of 2.5 x 107 CFU/kg feed and 
T4) basal diet supplemented with Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis at the level of 5 x 107 CFU/kg feed. 
Jejunum was collected to investigate small intestinal morphology. In addition, growth performance, ileal 
digestibility, cecal microbiota and pH in jejunum were determined. 

Supplementation of Amoxycillin (T2) and probiotics (T3 and T4) improved (P < 0.05) average daily gain 
and feed conversion ratio but there was no significant difference in average daily feed intake (P>0.05) at d 42. 
Diet contained probiotics at the level of 5x107 CFU/kg feed increased ileal dry matter and protein digestibility 
(P<0.05). In addition, there was no difference in ileal fat digestibility among groups (P>0.05). At d 21 birds 
supplemented with Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis in both groups showed the higher numbers of 
caecal Lactic acid bacteria and Lactobacillus: E. coli ratio. Moreover, at d 42 birds supplemented with probiotics 
at the level of 5x107 CFU/kg feed higher numbers of caecal Lactic acid bacteria, Bacillus spp and Lactobacillus: E. 
coli ratio in T3 and T4. In addition, caecal E. coli count was decreased (P< 0.05) in broilers fed diet supplemented 
with probiotics at the level of 5x107 CFU/kg feed. However, Salmonella spp. was not detected in all groups. Birds 
supplemented with the probiotics in both groups had higher villus height (P<0.05) than other groups. Moreover, 
supplementation of probiotics at the level of 5x107 CFU/kg feed increased (P < 0.05) villus height to crypt depth 
ratio in jejunum. No significant difference was detected (P> 0.05) for pH in jejunum. In conclusion, diets 
composed of probiotics (Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis) at the level of 5x107 CFU/kg feed improve the 
balance of intestinal microbiota, small intestinal morphology and ileal digestibility. Moreover, there was no 
significant difference in growth performance between probiotics at both levels. 
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ขอกราบขอบพระคุณอาจารย์ที่ปรึกษาหลัก รศ. น.สพ.ดร. จักรกริศน์ เนื่องจ านงค์ ที่ให้
ค าปรึกษาแนะน า แก้ปัญหาด้านการวิจัย หาทุนสนับสนุนการวิจัย การวิ เคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการ การวิเคราะห์ข้อมูล แก้ไขและเรียบเรียงวิทยานิพนธ์ให้สมบูรณ์และส าเร็จไปด้วยดี 
อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม รศ. น.สพ.ดร. กฤษ  อังคนาพร รวมทั้งคณะกรรมการการสอบวิทยานิพนธ์ 
ที่ได้กรุณาให้ค าแนะน าและตรวจ แก้ไขวิทยานิพนธ์ ให้มีความถูกต้องและสมบูรณ์ยิ่งขึ้น และ
ขอขอบพระคุณหน่วยงานและผู้มีรายนามต่อไปนี้ที่ให้ความอนุเคราะห์ และช่วยให้การศึกษาวิจัย
ครั้งนี้ส าเร็จลงได้  

1) ภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ความ
อนุเคราะห์สถานที่ท าการทดลองภาคสนาม และห้องปฏิบัติการในการวิเคราะห์ทางเคมี 

2) หน่วยชีวเคมี คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ความอนุเคราะห์
เครื่องมือทางห้องปฏิบัติการในการวิเคราะห์ทางเคมี  

3) ภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้
ความอนุเคราะห์สถานที่และเครื่องมือทางห้องปฏิบัติการในการวิเคราะห์สัณฐานวิทยาในล าไส้ 

4) บริษัท เค เอ็ม พี ไบโอเทค จ ากัด จังหวัดชลบุรีที่ให้ความอนุเคราะห์เงินทุนและสาร
เสริมชีวนะในการทดลอง 

5) บริษัท เอ อี เค บรีดเดอร์ฟาร์ม ที่ให้ความอนุเคราะห์ไก่ทดลอง  

6) บริษัท พนัสโภคภัณฑ์ ที่ให้ความอนุเคราะห์อาหารทดลอง 

7) คณาจารย์ภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ทุก
ท่านที่ได้อบรมสั่งสอนและให้ความรู้กับข้าพเจ้าตั้งแต่อดีตจวบจนปัจจุบัน  

สุดท้ายนี้ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ ขอบคุณน้องสาว ที่คอยให้ก าลังใจและ
ส่งเสริมการศึกษาของข้าพเจ้าด้วยดีตลอดมา ขอบคุณส าหรับมิตรภาพ ก าลังใจและความ
ช่วยเหลือทั้งหมดจากเพ่ือนและรุ่นพี่ ตลอดจนเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการ เจ้าหน้าที่ธุรการ ภาควิชา
สัตวบาลทุกท่าน ที่คอยให้ค าปรึกษาและแนะน าทั้งการทดลองภาคสนาม การวิเคราะห์ทาง
ห้องปฏิบัติการและอ านวยความสะดวกในการท าวิจัยเป็นอย่างดี ท าให้การท าวิจัยส าเร็จลุล่วงไป
ด้วยดี 
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บทที่ 1 บทน า 

ปัจจุบันธุรกิจการเลี้ยงไก่เนื้อได้เข้ามามีบทบาทส าคัญต่อระบบเศรษฐกิจของประเทศไทย ทั้ง
ในด้านการส่งออกและการบริโภคภายในประเทศ โดยในด้านการส่งออกมีสัดส่วนเพ่ิมขึ้นอย่าง
ต่อเนื่องในปี พ.ศ. 2557 ประเทศไทยส่งออกเนื้อไก่และผลิตภัณฑ์รวม 545,802 ตันคิดเป็นมูลค่ากว่า 
73,497 ล้านบาท (ส านักงานการค้าต่างประเทศ, 2558) ซึ่งตลาดส่งออกที่ส าคัญของไทยได้แก่ญี่ปุ่น
และสหภาพยุโรป 

จากสภาวะการแข่งขันที่สูงขึ้นในตลาดโลก จึงมีการใช้ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) ในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตให้มีปริมาณมากขึ้นเพ่ือให้ตอบสนองความต้องการของผู้บริโภคและ ส าหรับ
การส่งออกนั้นการใช้ยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงไก่เพ่ือการส่งออกนั้นถือว่าเป็นปัญหาที่ส าคัญเนื่องจาก 
อาจท าให้จุลินทรีย์ก่อโรคมีการพัฒนาจนเชื้อเกิดการดื้อยาได้ และหากมีการตกค้างในเนื้อไก่อาจจะ
เป็นอันตรายต่อผู้บริโภค (Ahmad, 2006) จากมาตรการป้องกันความปลอดภัยผู้บริโภคของสหภาพ
ยุโรปซึ่งเป็นตลาดส่งออกที่ส าคัญ ได้มีนโยบายปฏิเสธการน าเข้าไก่ที่มีการใช้ยาปฏิชีวนะเช่น 
Avopacin, Tylosin, Virginiamycin, Bacitracin และ Spiramycin (Carol et al., 2011) เป็นสาร
เร่งการเจริญเติบโตในอาหารนั้น ก่อให้เกิดผลกระทบโดยตรงต่อการส่งออกไก่ของไทยเป็นอย่างมาก 
ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพ่ือหาสิ่งทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะดังกล่าว  

การเสริมสารเสริมชีวนะ (Probiotics) ในผลิตภัณฑ์อาหารไก่เป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถ
แก้ปัญหาการใช้ยาปฏิชีวนะได้ โดยสารเสริมชีวนะต้องสามารถเจริญเติบโต มีชีวิตรอดจากสภาวะ
ต่างๆ ในกระบวนการผลิตอาหาร และมีจ านวนในผลิตภัณฑ์อย่างน้อย 106-107 โคโลนีต่อกิโลกรัม 
(CFU/kg) (FAO/WHO, 2001) ทั้งนี้สารเสริมชีวนะเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์และปลอดภัยต่อ
ผู้บริโภค มีคุณสมบัติในการปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารโดยการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ก่อโรค (Chandramouli et al., 2004) จึงช่วยให้ระบบการย่อยอาหารของ
ไก่ดีขึ้น สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันท าให้ไก่มีสุขภาพดีและมีประสิทธิภาพการใช้อาหารที่ดี  (Ahmad, 
2006) อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพของสารเสริมชีวนะจะขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง เช่น การคัดเลือก
สายพันธุ์ ระดับที่ใช้ทดลอง ความสามารถของสายพันธุ์ที่ทนต่อสภาพแวดล้อม และจ านวนตัวที่มีชีวิต 
(Hong et al., 2005) โดยแบคทีเรียสกุล Bacillus spp. มีการน ามาใช้เป็นสารเสริมชีวนะกันมาก
เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่สร้างสปอร์ได้ซึ่งเป็นโครงสร้างที่ท าให้ทนความร้อน รังสี  pH ที่เป็นกรดหรือ
ด่างรุนแรง สามารถทนต่อสภาพความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร และพิษจากสารเคมีได้ดี 
(Nicholson et al., 2000) นอกจากนี้สปอร์ยังคงท างานได้แม้จะต้องผ่านเครื่องอัดเม็ดอาหารที่มี
ความร้อนและความดันสูง จึงมั่นใจได้ว่าเป็นจุลินทรีย์ที่ท างานได้ดีในตัวสัตว์ อย่างไรก็ตามข้อมูลที่
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เกี่ยวข้องกับการใช้สารเสริมชีวนะกลุ่ม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ในไก่เนื้อ ใน
ประเทศไทยยังมีไม่มากนัก ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะน าจุลินทรีย์สายพันธุ์ดังกล่าวไปทดลองใช้ใน
อาหารไก่เนื้อเพ่ือเพ่ิมศักยภาพการผลิต และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ทดแทนยาปฏิชีวนะใน
อุตสาหกรรมการผลิตไก่เนื้อในประเทศไทยได้ ดังนั้นการทดลองในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผล
ของสารเสริมชีวนะ Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อสมรรถภาพการเจริญเติบโต
การย่อยได้ของสารอาหาร  จ านวนจุลชีพในไส้ตัน และสัณฐานวิทยาในล าไส้ของไก่เนื้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

10 

บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ระบบทางเดินอาหารของไก่  
1.ปาก (mouth) 

ไก่จะมีลักษณะของปากที่แตกต่างจากสัตว์ชนิดอ่ืนๆ คือ ไก่จะไม่มีริมฝีปาก ไม่มีฟันและแก้ม 
แต่จะมีปากยื่นยาวออกมาเป็นจะงอยซึ่งใช้ท าหน้าที่จิกและฉีกอาหารเข้าปาก ลิ้นของไก่มีลักษณะแข็ง
รูปร่างคล้ายหัวลูกศรท าหน้าที่ในการบังคับหรือดันให้อาหารไหลลงสู่หลอดอาหาร ภายในปากของไก่
จะมีต่อมน้ าลายอยู่บริเวณด้านข้างทั้งสองข้าง ท าหน้าที่ผลิตน้ าลายที่มีฤทธิ์เป็นด่างอ่อนๆ ท าให้
อาหารเปียกชื้นและอ่อนนุ่ม ประกอบไปด้วยเอนไซม์ ptyalin (amylase) ซึ่งใช้ในการย่อยแป้งและ
เปลี่ยนแป้งเป็นน้ าตาล อย่างไรก็ตามการย่อยในปากเกิดขึ้นเพียงเล็กน้อยเนื่องจากอาหารจะอยู่ใน
ปากเพียงระยะสั้นๆ อาหารส่วนใหญ่จะถูกย่อยในอวัยวะส่วนอื่นๆ (North, 1984) 

 
2.หลอดอาหาร (esophagus or gullet) 

เป็นท่อกล้ามเนื้อท าหน้าที่ในการล าเลียงอาหารจากปากไปยังกระเพาะ ตอนปลายของหลอด
อาหารจะขยายออกเป็นกระเพาะพัก ซึ่งมีในสัตว์ปีกทุกชนิด หลอดอาหารมีลักษณะพิเศษคือสามารถ
ขยายตัวได้มาก (North, 1984) 
 
3.กระเพาะพัก (crop) 

หลังจากที่อาหารผ่านจากปาก จะเคลื่อนลงสู่หลอดอาหารและจะเข้าสู่กระเพาะพักซึ่งเป็น
หลอดอาหารส่วนที่ขยายใหญ่ขึ้น ท าหน้าที่เป็นที่พักอาหารไว้ชั่วคราว เพ่ือให้อาหารนิ่มลงโดยอาหาร
จะถูกพักไว้เป็นเวลานานเท่าใดนั้นขึ้นอยู่กับขนาดของอาหาร ปริมาณของอาหารที่ไก่กินและปริมาณ
อาหารที่อยู่ในกระเพาะบดในกระเพาะพักนั้นจะไม่มีการผลิตเอนไซม์ใดๆออกมา (North, 1984) 

 
4.กระเพาะแท้ (true stomach or proventriculus) 

เป็นอวัยวะที่มีลักษณะเป็นกระเปาะ อยู่ทางด้านหลังของกระเพาะพักอยู่ในต าแหน่ งก่อน
กระเพาะบดมีชื่อเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า glandular stomach เพราะเป็นส่วนที่เต็มไปด้วยต่อมน้ าย่อย 
กระเพาะส่วนนี้จะมีการสร้างน้ าย่อย (gastric juice) ซึ่งประกอบไปด้วยเอนไซม์เพปซิน (pepsin) 
และกรดเกลือ (hydrochloric acid) โดยเอนไซม์เพปซิน ท าหน้าที่ย่อยโปรตีนโมเลกุลใหญ่ให้มีขนาด
ที่เล็กลง และกรดเกลือท าหน้าที่ปรับสภาพความเป็นกรดด่างของอาหารโดยเปลี่ยนอาหารในสภาพที่
เป็นด่าง ให้เป็นกรดและช่วยในการย่อยโปรตีน เนื่องจากกระเพาะส่วนนี้มีขนาดเล็กและสั้น ท าให้
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อาหารผ่านไปสู่กระเพาะบดอย่างรวดเร็ว การย่อยจะเกิดขึ้นเพียงเล็กน้อยแต่การย่อยจะมีต่อเนื่อง
มากขึ้นไปขณะที่อาหารผ่านเข้าไปอยู่ในกระเพาะบด (North, 1984) 
 
5.กระเพาะบด (gizzard or ventriculus) 

เป็นอวัยวะที่มีผนังหนาและมีกล้ามเนื้อที่แข็งแรงจึงเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า muscular stomach 
มีรูปร่างคล้ายก้อนกล้ามเนื้อสีแดงค่อนข้างกลมแบน เชื่อมต่อระหว่างกระเพาะบดกับล าไส้เล็กส่วนต้น 
(duodenum) ประกอบด้วยกล้ามเนื้อ 2 คู่ ผิวภายในประกอบด้วยเยื่อบุหนา ซึ่งจะมีการสึกหรอหรือ 
เปลี่ยนแปลงใหม่อยู่เสมอ กระเพาะบดนี้ท าหน้าที่บดเคี้ยวอาหารแทนฟัน ท าให้อาหารมีขนาดเล็กลง 
เป็นการเพ่ิมพ้ืนที่ผิวให้กับอาหารซึ่งจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อย ภายในกระเพาะบดจะพบว่า
มีก้อนกรวดและก้อนหินก้อนเล็กๆอยู่ เกิดจากการจิกกินของไก่เองหรือจากการเสริมลงไปในอาหาร
ของไก่ซึ่งมีประโยชน์ในการช่วยบดย่อยอาหารเนื่องจากกระเพาะส่วนนี้ไม่มี การผลิตเอนไซม์ออกมา 
ในขณะที่กระเพาะบดมีอาหารอยู่ กล้ามเนื้อจะท างานอยู่ตลอดเวลาจนกว่ากระเพาะจะว่าง เมื่อมี
อาหารเข้ามาใหม่จะมีการเริ่มท างานใหม่ อาหารที่ถูกบดละเอียดแล้วจะถูกผสมคลุกเคล้ากับน้ าย่อยที่
ได้จากกระเพาะแท้ อาหารที่ละเอียดแล้วจะผ่านกระเพาะบดไปสู่ล าไส้เล็กภายใน 2-3 นาที แต่ถ้า
อาหารที่ไก่กินเป็นอาหารที่มีขนาดใหญ่ หยาบ อาจอยู่ในกระเพาะบดนานถึง 4-5 ชั่วโมงได้ (North, 
1984) 
 
6.ล าไส้เล็ก (small intestine) 

เป็นท่อทางเดินอาหารที่ต่อจากกระเพาะบด ไปสู่ล าไส้ใหญ่ แบ่งออกเป็น 3 ส่วนคือ ล าไส้เล็ก
ส่วนต้น (duodenum) ล าไส้เล็กส่วนกลาง (jejunum) และล าไส้เล็กส่วนท้าย (ileum) ล าไส้เล็กส่วน
ต้นเป็นท่อทางเดินอาหารที่มีลักษณะโค้งเป็นลูป (loop) เรียกว่า duodenal loop เป็นที่ยึดของตับ
อ่อน (pancreas) ซึ่งตับอ่อนจะท าหน้าที่ในการผลิตน้ าย่อย (pancreatic juice) เข้าสู่ล าไส้เล็ก ซึ่งจะ
ประกอบไปด้วนเอนไซม์อะไมเลส (amylase) ทริปซิน (trypsin) และไลเปส (lipase) น้ าย่อยจากตับ
อ่อนมีลักษณะค่อนข้างเป็นด่าง จึงช่วยให้สภาพในล าไส้เป็นกลาง ช่วยให้การย่อยอาหารเกิดได้ดีขึ้น 
นอกจากนี้ยังมีน้ าดีที่ผลิตจากตับและเก็บไว้ในถุงน้ าดี ซึ่งมีลักษณะเป็นของเหลวสีเขียวเหลือง มีความ
เป็นด่างจะผ่านเข้าไปสู่ส่วนล่างของล าไส้ทางท่อน้ าดี น้ าดีมีหน้าที่ช่วยปรับสภาพความเป็นกรดด่าง
ของอาหารให้เป็นกลางและท าให้ไขมันกระจายตัวได้ดี กระบวนการย่อยจะเสร็จสิ้นสมบูรณ์ในส่วน
ของล าไส้เล็ก ซึ่งในไก่ท่ีโตเต็มวัยมีความยาวประมาณ 150 เซนติเมตร (North, 1984) 
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7.ไส้ตัน (ceca)  
เป็นล าไส้ตัน 2 อันที่มีลักษณะคล้ายกับถุงเล็กๆ ตอนปลายขยายใหญ่กว่าตอนโคน มีความ

ยาวประมาณ 10-15 เซนติเมตร เชื่อมต่อกับท่อทางเดินอาหารบริเวณรอยต่อระหว่างล าไส้เล็กกับ
ล าไส้ใหญ่ ภายในไส้ตันเต็มไปด้วยอาหารจากล าไส้เล็กและจะมีอาหารเข้าออกอยู่ตลอดเวลา ไส้ตันไม่
มีหน้าที่ส าคัญในการย่อยอาหารโดยเฉพาะในไก่ที่กินอาหารผสมย่อยง่าย แต่ในไก่ที่กินอาหารที่มีใย
อาหารสูง การย่อยอาหารอาจเกิดขึ้นได้บ้างโดยอาศัยจุลินทรีย์ในไส้ตันเป็นตัวช่วย นอกจากนี้ไส้ตัน
อาจช่วยดูดซึมน้ าจากอาหารได้บ้างเล็กน้อย (North, 1984) 
 
8.ล าไส้ใหญ่ (large intestine or rectum or colon) 

อยู่ต่อจากล าไส้เล็กและสิ้นสุดที่ทวารร่วม ในไก่ล าไส้ใหญ่มีขนาดใหญ่กว่าล าไส้เล็กถึง 2 เท่า
แต่มีความยาวสั้นมากคือ มีความยาวเพียง 10 เซนติเมตรเท่านั้น กระบวนการย่อยอาหารในล าไส้เล็ก
อาจจะต่อเนื่องถึงล าไส้ใหญ่ กากอาหารหรืออาหารที่ผ่านการย่อยแล้วและอาหารบางส่วนที่ไม่ถูกย่อย
หรือย่อยไม่ได้จะเคลื่อนตัวมาอยู่ในล าไส้ส่วนนี้เพ่ือการขับถ่ายออก นอกจากนี้จะมีการดูดซึมน้ าออก
จากกากอาหารเข้าสู่ร่างกายท าให้กากอาหารมีลักษณะแห้ง (North, 1984) 

 
9.ทวารร่วม (cloaca) 

เป็นอวัยวะส่วนที่อยู่ปลายสุดของระบบการย่อยอาหารของไก่ เป็นแหล่งรวมของสิ่งต่างๆ 
ก่อนจะออกนอกตัวไก่ผ่านทางทวารหนัก (vent) ของไก่ รวมทั้งอุจจาระ ปัสสาวะและไข่ของแม่ไก่ ถ้า
เปิดทวารร่วมจะเห็นช่องอุจจาระของล าไส้ใหญ่อยู่ทางขวาและช่องไข่ออกอยู่ทางด้านซ้ายของตัวไก่ 
(North, 1984) 

 
เนื่องจากทางเดินอาหารของไก่มีหลายส่วนท าให้มีค่า pH แตกต่างกันออกไปดังแสดงในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 ค่า pH ในทางเดนิอาหารของไก่  

ต าแหน่ง (Position) pH 
Crop 4.00-6.30 
Proventriculus 3.17-4.80 
Gizzard 2.5-4.74 
Duodenum 5.70-6.00 
Jejunum 5.80-5.90 
Ileum 6.30-6.40 
Rectum or colon 6.30-6.40 
Ceca 5.70-8.40 
Cloaca 5.40-8.40 

ที่มา: (Sturkie, 1976) 
จากตารางที่ 1 พบว่า pH ในทางเดินอาหารของไก่แต่ละส่วนมีความแตกต่างกันโดยอยู่

ในช่วง 2.5-8.4 อย่างไรก็ตาม pH ของน้ าย่อยในทางเดินอาหารไก่โดยเฉพาะส่วนกระเพาะแท้และ
กระเพาะบด สามารถลดต่ าลงถึง 0.5-2.0 (Sturkie, 1976) 
 
จุลินทรีย์ในทางเดินอาหารของสัตว์ปีก 

ในทางเดินอาหารของสัตว์ปีกประกอบด้วยจุลินทรีย์หลายชนิด โดยลูกไก่ที่เพ่ิงฟักออกจากไข่ 
จะปราศจากเชื้อจุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร แต่จะได้รับจากสิ่งแวดล้อมภายนอก เช่น อาหาร วัสดุรอง
พ้ืน เป็นต้น ท าให้มีการเจริญของกลุ่มจุลินทรีย์ต่างๆ (Karpinska et al., 2001) นอกจากนี้พบว่า
ทางเดินอาหารแต่ละส่วนของไก่ประกอบด้วยจุลินทรีย์ที่แตกต่างกันทั้งชนิดและปริมาณ ในส่วนของ
กระเพาะพักจะพบจุลินทรีย์ในกลุ่ม Lactobacillus spp. เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งเกาะอยู่บนเยื่อบุของ
กระเพาะพัก ส่วนที่กระเพาะแท้และกระเพาะบด ตรวจพบจุลินทรีย์ได้น้อยชนิด ซึ่งอาจเป็นผลมาจาก
ภาวะความเป็นกรดค่อนข้างสูง (pH1-2) (Barrow, 1994) ในส่วนของล าไส้เล็กสามารถตรวจพบ
จุลินทรีย์ในกลุ่ม Bacillus spp., Enterococcus spp. และจุลินทรีย์ที่สร้างกรดแลคติก โดยพบว่า
จุลินทรีย์ในกลุ่ม Lactobacillus spp. จะมีปริมาณมากที่สุดในล าไส้เล็กส่วนปลายโดยเฉลี่ย 1012 -
1015 โคโลนีต่อกรัม (CFU/g) (ธวัชชัยและคณะ 2547) ไส้ตันเป็นส่วนของทางเดินอาหารมีจุลินทรีย์
เป็นจ านวนมาก ซึ่งตรวจพบได้มากกว่า 200 ชนิด ในไส้ตันไก่แรกเกิดถึงอายุ 3 วัน จุลินทรีย์ที่พบมาก
ที่สุดคือกลุ่ม Enterococcus spp. และเมื่อไก่มีอายุตั้งแต่ 2 สัปดาห์ขึ้นไป จะตรวจพบจุลินทรีย์ใน
กลุ่ม Bacteroidesspp. และ Eubacteriumspp. เพ่ิมข้ึน (Paul et al., 2000) 
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จุลินทรีย์ในทางเดินอาหารสามารถแบ่งตามผลต่อสุขภาพสัตว์ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ดังนี้ 
1. ประเภทที่ก่อให้เกิดโรค (pathogenic microflora) จัดเป็นกลุ่มที่ก่อให้เกิดโรคในสัตว์เช่น E.coli
หรือ Salmonella spp. ซึ่งเป็นสาเหตุให้เกิดอาการท้องร่วง ซึ่งแบคทีเรียที่ให้โทษเหล่านี้จะเจริญได้ดี
ในทางเดินอาหารของสัตว์อายุน้อยมากกว่าสัตว์ที่โตเต็มที่แล้ว และความเครียดต่างๆเป็นปัจจัยที่
ส่งเสริมให้แบคทีเรียเหล่านี้เจริญเติบโตได้ดี ท าให้เกิดภาวะท้องร่วงและอาหารไม่ย่อยโดยมีกลไกดังนี้ 

1.1 แบคทีเรียเหล่านี้ย่อยสลายโปรตีน (proteolysis) ในทางเดินอาหารเพ่ือการด ารงชีพ และ
จากกระบวนการย่อยสลายโปรตีนจะท าให้ได้แอมโมเนีย (NH3) ซึ่งเป็นพิษโดยตรงต่อล าไส้ 

1.2 ท าให้เกิดกระบวนการดีคาร์บ็อกซิเลชัน (decarboxylation) ของไทโรซีน (tyrosine) เป็น 
ไทรามีน (tyramine) ซึ่งเป็นตัวที่ท าให้เส้นเลือดฝอยบริเวณล าไส้หดตัว (vasoconstriction) 
ท าให้เลือดไปเลี้ยงผนังล าไส้ลดลง ผนังล าไส้อ่อนแอ การดูดซึมอาหารจึงน้อยลง 

1.3 ท าให้เกิดกระบวนการดีคอนจูเกชัน (deconjugation) ของน้ าดี ส่งผลให้น้ าดีสูญเสีย
ประสิทธิภาพในการย่อยไขมัน การดูดซึมหน่วยย่อยของกรดไขมัน (fatty acid) ลดลง 

2. ประเภทที่ไม่ก่อให้เกิดโรค (non-pathogenic microflora) พวกนี้เป็นจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์และ
ยังท าหน้าที่ควบคุมปริมาณจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคมิให้มีมากเกินไปจนเป็นอันตรายต่อร่างกาย หาก
ร่างกายปราศจากจุลินทรีย์เหล่านี้ร่างกายจะอ่อนแอและเกิดโรคได้ง่ายซึ่งจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ ได้แก่  
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Streptococcus themophilus และ
Bacillus subtilis เป็นต้น 
 

จากการศึกษาที่ผ่านมา สารเสริมชีวนะสามารถยับยั้ง E. coli และ Salmonella spp. ซึ่ง
เป็นแบคทีเรียก่อโรคที่มักเพ่ิมจ านวนในทางเดินอาหารของไก่ ท าให้ส่งผลดีต่อการลดอัตราความเสี่ยง
ในการติดเชื้อทั้งนี้เนื่องจากเชื้อ E. coli จัดเป็นเชื้อหนึ่งที่ก่อให้เกิดความเสียหายอย่างมากต่อ
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ เพราะนอกจากจะก่อให้เกิดโรคและท าให้ไก่ตายแล้ว ยังมีผลเสียต่อการ
เจริญของลูกไก่และมีผลเสียต่อคุณภาพของซากไก่อีกด้วย (วรการและคณะ 2550ก) ทั้งนี้เกรียงศักดิ์ 
(2533) รายงานว่า ไก่กระทงมีอัตราการเป็นโรคติดเชื้อจาก E. coli มากถึง 81 เปอร์เซ็นต์ในช่วงอายุ 
25-32 วัน ส าหรับ Salmonella spp. พบว่า เป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดปัญหาในการส่งออกเนื้อไก่และ
ผลิตภัณฑ์จากเนื้อไก่ไปแข่งขันในตลาดโลก เนื่องจากประเทศคู่ค้าจะไม่รับสินค้าที่ปนเปื้อนเชื้อ 
Salmonella spp. ทั้งนี้เนื่องจากไก่และไข่ถูกจัดว่าเป็นแหล่งของเชื้อ Salmonella spp.  ที่ส าคัญ
ที่สุดแหล่งหนึ่ง เพราะไก่มีความชุก (prevalence) ในการติดเชื้อดังกล่าวสูง ประกอบกับมีการเลี้ยง
จ านวนมากเพ่ือการบริโภคทั่วโลก โดยโรคในไก่ที่เกิดจาก Salmonella spp. แบ่งออกเป็น 3 โรค
ได้แก่ โรคขี้ขาว (pullorum disease) โรคไทฟอยด์ (fowl typhoid) และโรคพาราไทฟอยด์ 
(paratyphoid) ซึ่งเชื้อที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคพาราไทฟอยด์ คือ Salmonella Enteritidis และ
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Salmonella Typhimurium และเชื้อกลุ่มดังกล่าวยังส่งผลต่อสุขภาพอนามัยของมนุษย์ โดยอาจ
ก่อให้เกิดอาการป่วยที่รุนแรงและอาจท าให้ผู้บริโภคเสียชีวิตได้ (Murry et al., 2004) ดังนั้นการน า
สารเสริมชีวนะที่ผลิตได้ไปเสริมในอาหารไก่กระทงจึงอาจช่วยลดความเสี่ยงจากอัตราการติดเชื้อและ
อัตราการตายของไก่ที่เกิดจาก Salmonella spp. และ E. coli อีกทั้งยังช่วยให้ประเทศลดอัตราการ
สูญเสียมูลค่าการส่งออกเนื้อไก่ไปต่างประเทศได้ นอกจากนี้ยังช่วยเพ่ิมสมรรถภาพในการผลิตของไก่
ได้ โดยไม่ท าให้เกิดการตกค้างของสารอันตรายในเนื้อไก่ที่ใช้เป็นอาหารมนุษย์ซึ่งจะสร้างความ
ปลอดภัยทางด้านอาหาร (food safety) ให้แก่ผู้บริโภคอีกด้วย 

ปัจจุบันได้น าจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์มาใช้ในรูปของสารเสริมชีวนะผสมในอาหารของคนและ
สัตว์ ซึ่งจะกล่าวรายละเอียดของสารเสริมชีวนะดังต่อไปนี้ 

 
สารเสริมชีวนะ (probiotics) 

 สารเสริมชีวนะเป็นค าในภาษากรีกแปลว่าเพ่ือชีวิต (Gibson and Fuller, 2000) ซึ่งน ามาใช้
เป็นครั้งแรกในรายงานการวิจัยของ Lilly และ Stillwell (1965) โดยกล่าวว่า สารเสริมชีวนะเป็นสาร
ชนิดหนึ่งที่จุลินทรีย์ผลิตออกมาและสามารถช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่งได้ 
ซึ่งเป็นการท างานที่ตรงกันข้ามกับยาปฏิชีวนะที่ท าลายจุลินทรีย์เกือบทุกชนิดในระบบทางเดินอาหาร
รวมทั้งจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (normal flora) ที่มีประโยชน์ด้วย ต่อมา Fuller (1989) ได้ให้ค าจ ากัด
ความใหม่ว่าสารเสริมชีวนะเป็นจุลินทรีย์ที่ยังมีชีวิตใช้เป็นอาหารเสริม (feed supplement) มีผล
ช่วยปรับระดับความสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารของสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ จากนั้นก็มี
การให้ค าจ ากัดความของสารเสริมชีวนะที่หลากหลาย ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าสารเสริมชีวนะเป็น
จุลินทรีย์ที่มีชีวิต เมื่อบริโภคเข้าไปแล้วสามารถท าให้เกิดประโยชน์ต่อร่างกายผู้บริโภคในด้านที่อาหาร
ทั่วๆ ไปให้ไม่ได้ นั่นคือสามารถสนับสนุนและส่งเสริมสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่โดยกระตุ้นภูมิคุ้มกันและ
ก่อให้เกิดความสมดุลทางโภชนะและจุลินทรีย์ในล าไส้ (Isolauri et al., 2004) 

จุลินทรีย์หลายสายพันธุ์ถูกน ามาศึกษาโดยพิจารณาจากความสามารถในการส่งผลดีต่อ
สุขภาพของตัวสัตว์ซึ่งจุลินทรีย์ที่นิยมใช้เป็นสารเสริมชีวนะในปัจจุบันประกอบด้วยทั้งเชื้อแบคทีเรีย 
ยีสต์และเชื้อราหลากหลายสายพันธุ์ (Gaggia et al., 2010) กลุ่มของเชื้อแบคทีเรียเช่น จุลินทรีย์สาย
พันธุ์ Lactobacillus spp., Bacillus spp., Enterococcus spp. และ Bifidobacterium กลุ่มของ
ยีสต์ เช่น Saccharomyces และกลุ่มของเชื้อราเช่น Aspergillus 
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คุณสมบัติของจุลินทรีย์ท่ีใช้เป็นสารเสริมชีวนะ 
Fuller (1989) ได้กล่าวถึง คุณสมบัติของจุลินทรีย์ที่จะน ามาใช้เป็นสารเสริมชีวนะ ดังนี้ 

- เป็นสายพันธุ์ที่มีความสามารถในการก่อประโยชน์แก่ตัวสัตว์ เช่นความสามารถในการเพ่ิม
สมรรถภาพการเจริญเติบโตหรือต้านทานเชื้อก่อโรค 

- เป็นจุลินทรีย์ที่ผ่านการคัดเลือกแล้วว่าเป็นที่ยอมรับและมีความปลอดภัย (GRAS = Generally 
Recognized As Safe) ไม่ท าให้เกิดโรค ไม่เป็นพิษและต้องไม่เป็นเชื้อฉวยโอกาสก่อให้เกิดโรคเมื่อ
ร่างกายของสัตว์อ่อนแอ (Lin et al., 2007) 

- สามารถทนสภาวะความเป็นกรดของน้ าย่อยในกระเพาะอาหาร (Tsai et al., 2005) ซึ่งเป็น
ปัจจัยส าคัญที่ท าให้จุลินทรีย์สามารถด ารงชีวิตอยู่ภายในระบบทางเดินอาหารของสัตว์ได้ ดังนั้นการ
คัดเลือกสารเสริมชีวนะในสัตว์ต่างๆ เช่น ไก่ ควรค านึงถึงลักษณะทางกายภาพและ  pH ในระบบ
ทางเดินอาหารของสัตว์ เนื่องจากในระบบทางเดินอาหารของไก่ตั้งแต่หลอดอาหารจนถึงล าไส้เล็ก
ส่วนต้นอยู่ในสภาพเป็นกรด (3.17 – 6.4) ล าไส้เล็กส่วนปลายเกือบจะเป็นกลาง ส่วนล าไส้ใหญ่ตรง
ไส้ตันและทวารร่วม มี pH เป็นกรดถึงด่าง (5.40 – 8.40) โดยทั่วไปทางเดินอาหารของไก่ จะสั้นกว่า
มนุษย์และสัตว์จ าพวกสุกรและโค ระยะเวลาที่อาหารผ่านจึงสั้นกว่า คือประมาณ 2 ชั่วโมง 30 นาที 
(Parkhurst and Mountney, 1988) นอกจากนี้ Jin และคณะ (1998) รายงานว่าการทนกรดของ
แบคทีเรียในไก่อาจไม่ส าคัญมากเท่ากับสัตว์อ่ืน ที่มีอัตราการผ่านของอาหารนานกว่า อย่างไรก็ตาม  
pH ของน้ าย่อยในทางเดินอาหารของไก่ สามารถลดลงต่ าถึง 0.5 – 2.0 ได้ จึงมีผลต่อการอยู่รอดของ
จุลินทรีย์สารเสริมชีวนะ ดังนั้นสารเสริมชีวนะที่ใช้ส าหรับไก่ควรเลือกจุลินทรีย์ที่เหมาะสมกับ pH 
ของระบบทางเดินอาหารของไก่หรือใช้เทคนิคการเคลือบ เพ่ือให้คงทนและแตกตัวในล าไส้เล็กส่วน
ปลายเพื่อหลีกเลี่ยงสภาวะที่อยู่ใน pH ระดับต่ า 

- มีความคงตัวสามารถออกฤทธิ์ได้แม้จะเก็บไว้เป็นระยะเวลานานและอยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม 
อนึ่งหากใช้สารเสริมชีวนะในระดับต่ า (ต่ ากว่า 1x 105 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร ตามค าแนะน า

ของกรมปศุสัตว์) จะส่งผลให้ไม่สามารถทราบถึงประสิทธิภาพการเจริญเติบโตที่เกิดขึ้น 
 
กลไกการท างานของสารเสริมชีวนะ 

- รักษาสภาวะสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร (Maxwell et al., 1983) โดยการ
แก่งแย่งโภชนะกันระหว่างจุลินทรีย์ที่เป็นสารเสริมชีวนะกับจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค และกลุ่ม
จุลินทรีย์ที่เป็นสารเสริมชีวนะแย่งพ้ืนที่ในการจับตัวกับเยื่อบุล าไส้ท าให้จุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคมา
เกาะและเพ่ิมจ านวนไม่ได้ (Fuller, 1989) นอกจากนี้จุลินทรีย์ที่เป็นสารเสริมชีวนะเหล่านี้ มี
ความสามารถในการต่อต้านการเกาะของเชื้อจุลินทรีย์ใหม่บนผนังล าไส้โดยกระบวนการที่เรียกว่า 
Competitive Exclusion ซึ่งเป็นกลไกการต่อต้านการเกาะของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดใหม่โดยจุลินทรีย์
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เดิม ขณะเดียวกันจะส่งผลให้จุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ เช่น Lactobacillus spp. เพ่ิมจ านวนมากขึ้น 
จึงท าให้เกิดความสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร 

- จุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์บางตัวมีการสร้างสารคล้ายยาต้านจุลชีพและสารอ่ืนๆซึ่งคอยควบคุม
จุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคได้ (Ng et al., 2009) เช่นแบคเทอริโอซิน hydrogen peroxide และ 
organic acids บางชนิด ซึ่งแบคเทอริโอซินและ hydrogen peroxide ที่จุลินทรีย์กลุ่มแลคติกผลิต
ขึ้นนั้น จะออกฤทธิ์ในการท าลายเชื้อจุลินทรีย์โดยตรงส่วน  organic acids โดยเฉพาะกรดไขมัน
ระเหยได้เช่นกรดแลคติกจะช่วยลด pH ของระบบทางเดินอาหาร จึงไม่เหมาะสมส าหรับการเพ่ิม
จ านวนตัวของเชื้อจุลินทรีย์ใหม่ 

- กระตุ้นการสร้างและการท างานของเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหาร เช่น Bacillus subtilis
สามารถสังเคราะห์เอนไซม์ได้ทั้ง อะไมเลส และ โพรทีเอส (Giannenas et al., 2012) ท าให้อาหาร
ในระบบทางเดินอาหารถูกย่อยได้เพ่ิมมากขึ้น การใช้ประโยชน์ได้ของโภชนะของสัตว์เพ่ิมมากขึ้น 
(Roselli et al., 2005) 

- มีการสร้างน้ าย่อยที่ร่างกายไม่สามารถสร้างได้เช่นกลุ่ม Lactobacillus spp. สามารถสร้าง
น้ าย่อย ß -galactosidase ที่มีผลในการช่วยลดปริมาณน้ าตาล lactose ในอาหารซึ่งเป็นสาเหตุของ
การท้องเสียได ้(Macfarlane and Cummings, 1999) 

- จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกันโรคในทางเดินอาหารให้สูงขึ้น (Ng et al., 2009)
ป้องกันการติดเชื้อต่าง ๆ ซึ่งมักเข้าสู่ร่างกายตามระบบเยื่อบุ (mucosal immunity) โดยไปกระตุ้น
การท างานของเซลล์เม็ดเลือดขาวที่ท าหน้าที่ท าลายสิ่งแปลกปลอม (macrophages) และเซลล์
เพชฌฆาต (natural killers cells, NK cell) (Chiang et al., 2000) รวมทั้งมีส่วนในการควบคุม
กระบวนการหลั่งสารป้องกันการอักเสบและการติดเชื้อในร่างกายสัตว์ (Roselli et al., 2005) 
 
Bacillus strains 

Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียที่มีรูปร่างของเซลล์เป็นรูปแท่งตรงเรียงตัวกันเป็นคู่ เส้นสาย
วงกลมหรือ สี่เหลี่ยมติดสีแกรมบวกมี spore ที่สามารถทนความร้อน รังสี ความเป็นกรดด่างที่รุนแรง
ได้ดีเป็นพวกที่ไม่สามารถสร้างอาหารเองได้ ต้องการอินทรีย์สารเป็นอาหารสามารถเกิดกระบวนการ
หมักหรือกระบวนการหายใจทนต่อสภาวะแวดล้อมที่เลวร้ายได้เช่นทนความร้อนและทนความเค็มได้ดี 
ทดสอบการสร้างเอนไซม์คาตาเลส (Catalase Test) ให้ผลเป็นบวกแบคทเีรียในตระกูลนี้ สามารถพบ
ได้หลายแหล่งบางสายพันธุ์อาจก่อให้เกิดโรคในสัตว์มีกระดูกสันหลังหรือสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง 
(Holt et al., 1994) 
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Bacillus subtilis 
 Snealth และคณะ (1986) รายงานว่า Bacillus subtilis เป็นแบคทีเรียแกรมบวก แบบที่

ต้องการออกซิเจน (Aerobic Bacteria) หรือต้องการออกซิเจนเพียงเล็กน้อย (Facultative 
Anaerobic Bacteria) พบได้โดยทั่วไป เช่น ในดิน น้ าจืด น้ าเค็ม เป็นต้น เชื้อ Bacillus subtilis เป็น
เชื้อที่ไม่ท าให้เกิดโรค มีรูปร่างเป็นแท่งตรง เจริญได้ดีทีค่่าความเป็นกรดด่างระหว่าง 5.5-8.5 อุณหภูมิ
ระหว่าง 28-40 องศาเซลเซียส และสามารถเจริญเติบโตได้แม้จะอยู่ในอุณหภูมิที่สูงถึง 55 องศา
เซลเซียส (Breed et al., 1957) สามารถสร้าง Hydrolytic enzyme ที่สามารถแยกสลาย 
Polysaccharide, Nucleic acid และ Lipid ได้ 
 
Bacillus licheniformis 

Breed และคณะ (1957) กล่าวว่า Bacillus licheniformis เป็นแบคทีเรียแกรมบวกแบบที่
ต้องการออกซิเจน (Aerobic Bacteria) หรือต้องการออกซิเจนเพียงเล็กน้อย (Facultative 
Anaerobic Bacteria) พบโดยทั่วไปในดินและอาหาร มีรูปร่างเป็นแท่งตรง ส่วนใหญ่ไม่มีโทษ เจริญ
ได้ดีที่ค่าความเป็นกรดด่างระหว่าง 5.5-8.5 อุณหภูมิระหว่าง 32 – 45 องศาเซลเซียส ซึ่งอุณหภูมิ
สูงสุดที่เจริญเติบโตได้อยู่ในช่วง 50-56 องศาเซลเซียส เป็นสิ่งมีชีวิตที่ย่อยสลายอินทรีย์สาร 
(Saprophyte) ในดิน เชื้อตัวนี้เหมาะส าหรับย่อยสลายสารอินทรีย์ ช่วยให้ไม่เน่าเหม็นและไม่เกิดแก๊ส
พิษขณะเน่าเปื่อย 
 
บทบาทส าคัญของเชื้อ Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 
1. ผลิตเอนไซม์โพรทีเอสออกมาย่อยโปรตีน  

โพรทีเอส (protease) คือกลุ่มเอนไซม์ไฮโดรเลส (hydrolase) ซึ่งสามารถย่อยสลายพันธะ
เพปไทดข์องสายโปรตีน รวมทั้งพันธะเอไมด์และเอสเทอร์ของกรดแอมิโน (Adler-Nissen, 1986) ซึ่ง
เอนไซม์โพรทีเอส สามารถแบ่งตามการเกิดไฮโดรไลซิสของพันธะเพปไทด์ได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ
ดังนี้ 
1.1 Endopeptidases คือกลุ่มเอนไซม์ที่ย่อยพันธะเพปไทด์ซึ่งอยู่ภายในสายโมเลกุลของโปรตีนได้
เป็นสายโซ่เพปไทด์สั้นๆ เอนไซม์กลุ่มเอนโดเปปติเดสจากพืชหรือจุลินทรีย์ มีประสิทธิภาพในการย่อย
สลายสูงเนื่องจากมีความจ าเพาะต่อซับสเตรท (Substrate) ที่เป็นเพปไทด์โมเลกุลใหญ่หลายชนิดและ
ซับสเตรทที่เป็นโปรตีน ท าให้สามารถย่อยสลายโปรตีนได้อย่างรวดเร็ว  ยกตัวอย่างเช่น Serine 
endopeptidases, Cysteine endopeptidases, Aspartic endopeptidases และ Metallo 
endopeptidases 
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1.2 Exopeptidases คือกลุ่มเอนไซม์ที่ย่อยพันธะเพปไทดด์้านปลายโซ่ของโมเลกุล โดยเริ่มจากปลาย
ด้านกลุ่มแอมิโน เรียก N-terminal หรือทางปลายด้านกลุ่มคาร์บอกซิล เรียก C-terminal ของสาย
โปรตีน เช่น Aminopeptidase, Carboxypeptidase และ Dipeptidase 

เอนไซม์ที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis เป็นเอนไซม์ที่
อยู่ในกลุ่มของ Serine endopeptidases ซึ่งมีกรดแอมิโนซีรีน (serine) อยู่ในต าแหน่งที่เป็นบริเวณ
เร่ง เอนไซม์กลุ่มนี้จัดเป็นประเภท alkaline protease โดยมี pH ที่เหมาะสมกับการท างานของ
เอนไซม์อยู่ในช่วง 7 ถึง 11 และจากรายงานก่อนหน้านี้ของ Wu และคณะ (2011) ที่ท าการทดลอง
ลักษณะการเจริญเติบโต และความสามารถในการทนทานต่อสภาพแวดล้อมในล าไส้ของเชื้อ Bacillus 
subtilis KD1 ในหลอดทดลองพบว่า Bacillus subtilis KD1 สามารถผลิตเอนไซม์โพรทีเอสออกมา
ได้สูงมาก โดยสามารถผลิตได้สูงสุดถึง 1,369.3 ยูนิตต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ยังสามารถทนทานต่อ
กรดในกระเพาะอาหารและเกลือน้ าดีได้ดีมากอีกด้วย  
 
2. ผลิตสารแบคเทอริโอซิน  

Dick (1993) รายงานว่า Bacillus spp. เป็นจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการสร้างสาร
ปฏิชีวนะแบคเทอริโอซินที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก แบคเทอริโอซินเป็น    
เพปไทด์ที่สังเคราะห์โดยไรโบโซม โดยแบคเทอริโอซินที่อยู่ในสภาพพร้อมท างาน  (active form) 
ประกอบด้วยกรดแอมิโน 20-60 กรดแอมิโน ส่วนใหญ่จะมีประจุสุทธิเป็นบวกหรือเป็นกรดอย่างอ่อน 
ในสายเพปไทด์จะประกอบด้วยส่วนที่ชอบน้ า (Hydrophilic) และส่วนที่ไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) 
ซึ่ งมีคุณสมบัติที่คล้ายคลึงกับสารปฏิชีวนะ อย่างไรก็ตามฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินมีความ
เฉพาะเจาะจงมากกว่าสารปฏิชีวนะ โดยมีฤทธิ์ในการฆ่าหรือยับยั้งการเจริญเติบโตเฉพาะแบคทีเรียที่
อยู่ในสายพันธุ์เดียวกันหรือสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกันเท่านั้น (Brink et al., 1994) แบคทีเรียที่มียีน    
แบคเทอริโอซินจะสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินเพ่ือท าลายเซลล์ของแบคทีเรียที่ไม่มียีนภูมิคุ้มกัน
แบคเทอริโอซินได้ ในขณะเดียวกันจะไม่ท าลายเซลล์ของแบคทีเรียผู้ผลิตแบคเทอริโอซินเนื่องจากมี
การสร้างภูมิคุ้มกัน ซึ่งแบคเทอริโอซินที่จุลินทรีย์ในกลุ่มของ Bacillus spp. ผลิตได้นั้นเป็นกลุ่มของ
เพปไทด์ที่มีขนาดน้อยกว่า 5 กิโลดาลตัน โดยเรียกแบคเทอริโอซินในกลุ่มนี้ว่าแลนติไบโอติก 
(lantibiotic) แบคเทอริโอซินในกลุ่มนี้แรกเริ่มจะถูกสังเคราะห์ให้อยู่ในรูปของสายเพปไทด์ที่ยังไม่
พร้อมท างาน (prepeptide) จึงจ าเป็นต้องผ่านกระบวนการดัดแปลงสายเพปไทด์ในกระบวนการ
ดัดแปลงหลังกระบวนการแปลรหัส เพ่ือให้ได้สายเพปไทด์ที่พร้อมท างาน ส าหรับการออกฤทธิ์โดยท า
ให้เกิดช่องว่างที่เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย (McAuliffe et al., 2001) 
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3. ผลิตกรดแลคติก 
กรดแลคติกเป็นกรดอินทรีย์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์ อยู่ในรูปของโมเลกุลไม่แตกตัวท าให้สามารถ

แพร่เข้าไปในเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ท าให้ไซโตพลาสซึมภายในเซลล์ของจุลินทรีย์ มีสภาวะเป็น
กรดสูง ส่งผลให้แรงขับเคลื่อนโพรตอน (electrochemical proton gradient) เพ่ือน า H+ ภายใน
เซลล์ของจุลินทรีย์ออกนอกเซลล์เสียไป ท าให้ระบบขนส่งผิดปกติ เซลล์จึงถูกท าลาย  (Ammor et 
al., 2006) กรดแลคติกยับยั้งได้ท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ แต่แบคทีเรียแกรมลบ
จะมีความไวต่อกรดมากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก (Maragkoudakis et al., 2006) โดย Asahara และ
คณะ (2004) ได้ท าการศึกษาในหนู mice ที่ได้รับเชื้อ E. coli พบว่าการได้รับสารเสริมชีวนะสายพันธุ์ 
Bacillus spp. สามารถเพ่ิมอัตราการมีชีวิตรอดในหนู mice ได้โดยที่ Bacillus spp. จะผลิตกรด  
แลคติกซึ่งส่งผลให้ค่า pH ในล าไส้เล็กของหนู mice ต่ าลง ส่งผลให้สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อ E. coli ได ้
 
การใช้สารเสริมชีวนะในสัตว์ปีก 

การใช้สารเสริมชีวนะเป็นอาหารเสริมส าหรับสัตว์ เริ่มมีมาตั้งแต่ปี ค.ศ. 1965 โดยมีการน า
สารเสริมชีวนะมาผสมกับอาหาร เพ่ือปรับปรุงสุขภาพของสัตว์และช่วยต้านทานเชื้อก่อโรค ซึ่งใน
ขณะนั้นมีการสันนิษฐานว่าสารเสริมชีวนะมีผลต่อการรักษาอาการท้องร่วงและลดจุลินทรีย์ก่อโรคที่
อยู่ในระบบทางเดินอาหารได้ซึ่งสาเหตุที่มีการน าสารเสริมชีวนะมาใช้นั้นเนื่องจาก ในอดีตมีการใช้ยา
ปฏิชีวนะเพ่ือกระตุ้นสมรรถภาพการเจริญเติบโตของไก่ยับยั้งการเกิดโรค ซึ่งอาหารไก่ทั่วๆไปจะมีการ
ผสมยาปฏิชีวนะ 4-10 กรัมต่อตันและมีการใช้ยาปฏิชีวนะมากกว่า 1 อย่างขึ้นไปเพ่ือเป็นสารเร่งการ
เจริญเติบโต อย่างไรก็ตามการใช้ยาปฏิชีวนะอย่างต่อเนื่อง อาจท าให้จุลินทรีย์ก่อโรคเกิดการดื้อยา
รวมทั้งมีการตกค้างของยาในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ได้ ซึ่งส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคโดยตรง นอกจากนี้ยังมี
ผลท าลายเชื้อจุลินทรีย์ ที่เป็นเชื้อเจ้าถิ่นที่มีประโยชน์ในระบบทางเดินอาหารได้  (Capurso, 2001) 
นอกจากนีม้ีการทดลองเลี้ยงไก่แบบไม่ให้ยาปฏิชีวนะในอาหารพบว่า ลูกไก่มีอัตราการเจริญเติบโตช้า
และมีประสิทธิภาพในการใช้อาหารน้อยลง (Ahmad, 2006) ดังนั้นจึงมีการน าสารเสริมชีวนะไปใช้ใน
การเลี้ยงไก่ เพื่อเพ่ิมสมรรถภาพการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการใช้สารอาหาร ซึ่งท าให้ไก่มีการ
น าสารอาหารที่ได้รับไปใช้ประโยชน์ได้มากขึ้น ซึ่งประสิทธิภาพและกิจกรรมของสารเสริมชีวนะมี
ความแตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ (Pascual et al., 1999) โดยจุลินทรีย์เหล่านี้ต้องได้รับการ
คัดเลือกมาอย่างดีแล้วว่ามีลักษณะการท างานที่เหมาะสมต่อการเป็นสารเสริมชีวนะ มีความคงตัวต่อ
สิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่ ไม่ถูกย่อยหรือท าลายได้ง่ายและไม่เป็นพิษต่อไก่ ส าหรับการศึกษาการเสริม
สารเสริมชีวนะมีหลายรูปแบบด้วยกันตัวอย่างงานวิจัยได้แก่ 
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Opanlinski และคณะ (2007) ท าการทดลองโดยใช้ไก่เนื้อเพศผู้ พันธุ์ Ross จ านวน 1,200 
ตัวโดยท าการทดลองที่อายุ 1-42 วัน รายงานว่าการเสริม Bacillus subtilis ในอาหารไก่เนื้อที่ระดับ 
8X105 และ 3X105 โคโลนีต่อกรัม (CFU/g) อาหาร ไม่ส่งผลให้น้ าหนักตัวในช่วง วันที่ 21, 35และ 42 
มีความแตกต่างกัน แต่พบว่าปริมาณการกินอาหารเพ่ิมสูงขึ้น (P<0.05) และกลุ่มที่ได้รับอาหารเสริม 
Bacillus subtilis มีประสิทธิภาพการใช้อาหารดีขึ้น (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
 

Sen และคณะ (2012) รายงานว่าการเสริม Bacillus subtilis LS 1-2 ในอาหารไก่เนื้อพันธุ์ 
Ross  จ านวน 320 ตัวที่ระดับ 1X107, 1X108 และ 1X109 โคโลนีต่อกิโลกรัม  อาหาร มีผลท าให้
สมรรถภาพการเจริญเติบโต การย่อยได้ที่ปรากฏเพ่ิมขึ้นแบบ linear (P<0.05) เมื่อระดับของ 
Bacillus subtilis LS 1-2 เพ่ิมข้ึน และวันที่ 35 ของการทดลอง ไก่เนื้อที่ได้รับ Bacillus subtilis LS 
1-2 มีจ านวนเชื้อ Clostridium และ Coliform ในไส้ตันลดลง (linear, P < 0.05) นอกจากนี้ยังท า
ให้ความสูงของวิลไลและสัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์ในส่วนของล าไส้เล็กส่วนต้น และล าไส้เล็กส่วน
ปลายเพ่ิมข้ึนอีกด้วย (linear, P <0.05) 

 
Lee และคณะ (2010) รายงานว่าการเสริม Bacillus subtilis ที่ระดับ 1.5 X 105 โคโลนีต่อ

กรัม (CFU/g) อาหาร ในอาหารไก่เนื้อที่อายุ 1-21 วันพบว่า ความสูงของวิลไลในล าไส้เล็กส่วนปลาย
เพ่ิมสูงขึ้นจาก 760 เป็น 1011 µm และความลึกของคริปท์ลดลงจาก 240 เป็น 169 µm เมื่อเทียบ
กับกลุ่มควบคุม (P<0.05)  
 

Molna´r และคณะ (2011) รายงานว่าการเสริม Bacillus subtilis ในรูปแบบผงปริมาณ 
500 กรัมต่อตันอาหาร ในอาหารไก่เนื้อที่ระดับความเข้มข้น 4 ระดับคือ 7.27 x 108, 7.27 x 109, 
7.27 x 1010 และ 7.27 x 1011 โคโลนีต่อกรัม (CFU/g) อาหารตามล าดับ ท าให้น้ าหนักตัวเพ่ิมขึ้นและ
ประสิทธิภาพการใช้อาหารดีขึ้นแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
นอกจากนี้ยังท าให้มีการลดลงของประชากร E. coli ในล าไส้เล็กส่วนปลายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P <0.05) 

 
 Wu และคณะ (2011) ท าการทดลองโดยการเสริม Bacillus subtilis KD1 ในอาหารไก่เนื้อ

โดยใช้ไก่จ านวน 50 ตัว เสริมในรูปแบบผงปริมาณ 100 กรัมต่อตันอาหาร ที่ระดับความเข้มข้น 3 
ระดับคือ 1×109, 5 × 109 และ 1× 1010 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารตามล าดับ พบว่าอัตราการ
เจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวันของกลุ่มที่ได้รับการเสริม Bacillus subtilis KD1 ที่ระดับ 1010 โคโลนีต่อ
กิโลกรัมดีขึ้น (P <0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และสามารถเปลี่ยนแปลงจ านวนจุลินทรีย์
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ในล าไส้ได้ โดยการเพ่ิมประชากรของเชื้อ Lactobacillus และลดประชากรของเชื้อ E. coli          
(P <0.05) แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  
 

Xiaolu และคณะ (2012) ท าการทดลองในไก่เนื้อจ านวน 900 ตัว เพ่ือศึกษาผลของการ
เสริม Bacillus licheniformis ที่ระดับ 5.6 x 109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร (CFU/ml) ในน้ าดื่มพบว่า กลุ่ม
ที่ได้รับการเสริม Bacillus licheniformis มีน้ าหนักตัวเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) และมี
ประสิทธิภาพการใช้อาหารดีขึ้น (P<0.05) ในสัปดาห์ที่ 3-6 และ 0-6 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 
จากหลายงานวิจัยสามารถสรุปได้ว่า การใช้สารเสริมชีวนะช่วยปรับสภาพภายในล าไส้ของ

สัตว์ให้ดีขึ้น ท าให้ล าไส้มีความเป็นกรดเพ่ิมมากขึ้น โดยการผลิตกรดอินทรีย์และยังมีการหลั่งสาร
ยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคต่าง ๆ รวมทั้งช่วยกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน ท าให้สัตว์มีสุขภาพดีส่งผลให้
ประสิทธิภาพการผลิตของสัตว์เพ่ิมมากขึ้นเทียบเท่ากับการใช้ยาปฏิชีวนะ (Toghyani and 
Tabeidian, 2011) และลดอัตราการตายของสัตว์ภายในฟาร์ม (Lodemann et al., 2006) 

แต่ทั้งนี้การใช้สารเสริมชีวนะอาจไม่ให้ผลดีอย่างสม่ าเสมอทุกครั้งไป เนื่องจากการใช้สาร
เสริมชีวนะให้มีประสิทธิภาพนั้นขึ้นอยู่กับปัจจัยต่อไปนี้ (Fuller, 1989) 

1. สายพันธุ์ของเชื้อสารเสริมชีวนะควรเป็นสายพันธุ์ที่มีความทนต่อสภาพในทางเดินอาหาร ไม่ถูก
ย่อยหรือถูกท าลายโดยง่าย  

2. ปริมาณที่ใช้ ควรใช้ตามค าแนะน าจากทางผู้ผลิตเนื่องจากสารเสริมชีวนะแต่ละชนิด ต่างมี
ปริมาณการใช้ที่เหมาะสมแตกต่างกันไป  

3. สภาพการเก็บรักษา ควรเก็บไว้ในที่แห้งและเย็น เพ่ือคงสภาพของสารเสริมชีวนะไว้จนกว่าจะใช้
งาน  

4. ลักษณะของอาหารและการให้สารเสริมชีวนะร่วมกับการใช้ยาซึ่งการใช้ยาเพ่ือก าจัดจุลชีพหรือ
น้ าที่มีส่วนผสมของคลอรีนร่วมกับการใช้สารเสริมชีวนะ จะส่งผลให้สารเสริมชีวนะท่ีเสริมตายด้วย ท า
ให้ไม่ได้ผลตามท่ีต้องการและยังท าให้ต้นทุนการผลิตสูงเกินกว่าความจ าเป็น  

5. อายุและสุขภาพของสัตว์ โดยพบว่าการใช้สารเสริมชีวนะในช่วงที่สัตว์ก าลังหย่านมหรือมีอายุ
น้อยและสัตว์ที่มีสุขภาพดีจะให้ผลตอบสนองได้ดีกว่าสัตว์ที่มีอายุมากและสัตว์ที่ก าลังป่วย 

อย่างไรก็ตามข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับการใช้สารเสริมชีวนะกลุ่ม Bacillus subtilis และ 
Bacillus licheniformis ในไก่เนื้อในประเทศไทยยังมีไม่มากนัก ด้วยเหตุนี้จึงเกิดความสนใจที่จะน า
จุลินทรีย์สายพันธุ์ดังกล่าวไปทดลองใช้ในไก่เนื้อเพ่ือเพ่ิมศักยภาพการผลิตและสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ทดแทนยาปฏิชีวนะในอุตสาหกรรมการผลิตไก่เนื้อในประเทศไทยได้  
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บทที่ 3 อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

การทดลองครั้งนี้ได้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลองของคณะสัตว
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Approval No. 1431002) 

 
3.1 สัตว์ทดลองและการจัดการ 

 ไก่เนื้อเพศเมียพันธุ์ Ross 308 อายุ 1 วันจ านวน 288 ตัว โดยท าการเลี้ยงรวมกันที่ความ
หนาแน่น 12 ตัวต่อตารางเมตรเป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์ ในโรงเรือนเปิด ท าการสุ่มแบ่งลูกไก่
ออกเป็น 4 กลุ่มๆ ละ 6 ซ้ าๆ ละ 12 ตัว แต่ละกลุ่มทดลองจะมีน้ าหนักเฉลี่ยที่ไม่แตกต่างกัน ไก่ทุกตัว
ได้รับอาหารแบบกินเต็มที่ (ad libitum) และมีน้ าดื่มอย่างเพียงพอตลอดระยะเวลาการทดลองไก่ทุก
ตัวได้รับวัคซีนนิวคาสเซิล (Newcastle disease, ND) และวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อ (Infections 
bronchitis, IB) จากโรงฟัก  

 
3.2 อาหารทดลอง 

อาหารทดลองมี 4 สูตรดังแสดงในตารางที่ 2 ประกอบด้วย 1) อาหารกลุ่มควบคุม 2) อาหาร
ควบคุมเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ Amoxycillin 200 พีพีเอ็ม (ppm) 3) อาหารควบคุมเสริมด้วย 
Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 2.5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารและ 4) อาหาร
ควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร
ตามล าดับ อาหารทุกสูตรมีค่าพลังงานและโปรตีนไม่น้อยกว่าความต้องการของไก่เนื้อพันธุ์ Ross 308 
(Aviagen, 2012) ส่วนประกอบของอาหารทดลองแสดงในตารางที่ 3 นอกจากนี้ท าการสุ่มตัวอย่าง
อาหารทดลองทุกสูตร โดยสุ่มจ านวน 1 จุด (100 ก.) ต่อถุง รวม 12 ถุง น ามารวมกันให้ได้จ านวน 
1,200 กรัม เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือท าการวิเคราะห์ต่อไป 
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ตารางท่ี 2 อาหารทดลอง 

กลุ่มทดลอง         อาหารทดลอง 
1                     อาหารกลุ่มควบคุม 

     2                     อาหารควบคุมเสริมยาปฏิชีวนะ Amoxycillin  200 พีพีเอ็ม (ppm) 
     3                     อาหารควบคุมเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 
                           2.5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร 
     4                     อาหารควบคุมเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 
                           5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร 
 
ตารางท่ี 3 ส่วนประกอบของอาหารทดลอง (g/kg) 
วัตถุดิบ Starter Grower Finisher 

ข้าวโพด 436.4 459 489.7 
มันส าปะหลัง 60 80 100 
ถั่วเหลืองไขมันเต็ม 85 80 75 
กากถั่วเหลือง 320 281.3 240 
หินเกลือ 50% 5.4 5.6 5.5 
หินปูน 13.1 12 11.1 
โมโนไดแคลเซียม 14.8 14.4 13.3 
น้ ามันร าข้าว 48.5 51.8 53.6 
ดีแอลเมทไธโอนีน 2.6 2.4 2.4 
แอลไลซีน 0.3 0 0 
โคลีน คลอไรด์75% 1.9 1.5 1.4 
สารดูดซับสารพิษ 2 2 1 
พรีมิกซ์ 8 8 5 
โซเดียมไบคาร์บอเนต 1 1 1 
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3.3 สารเสริมชีวนะส าหรับการทดลอง 
สารเสริมชีวนะท่ีใช้ในการทดลองผลิตโดยบริษัท เค เอ็ม พี ไบโอเทค จ ากัดจังหวัดชลบุรี ซึ่ง

เป็นผลิตภัณฑ์ชีวภาพในรูปแบบผง ประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis และ Bacillus 
licheniformis ที่คัดเลือกสายพันธุ์แล้วมีความเข้มข้นอยู่ที่ 1010 โคโลนีต่อกิโลกรัมของผลิตภัณฑ์ โดย
มีการเสริมลงไปในรูปแบบ การป้อนเชื้อโดยตรง (direct fed microbials) คือการให้สารเสริมชีวนะ
ควบคู่ไปกับอาหารของไก่เนื้อตามปกติ 
 
3.4 การเก็บข้อมูล 

3.4.1. อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ์ 
บันทึกอุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ์ในโรงเรือน เวลา 8.00 และ 16.00 น. ทุกวัน พบว่าช่วง

ทดลองอุณหภูมิมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 30.0 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์เฉลี่ย 72% 
 
3.4.2. สมรรถภาพการเจริญเติบโต 

บันทึกน้ าหนักตัวและปริมาณอาหารที่กินในแต่ละกลุ่มในวันเริ่มต้น วันที่ 21 ของการทดลอง
และสิ้นสุดการทดลอง (42 วัน) โดยมีการบันทึกจ านวนไก่ตายทุกวัน จากนั้นน าข้อมูลที่ได้ค านวณหา
ปริมาณอาหารที่กินต่อตัวต่อวัน น้ าหนักตัวที่เพ่ิมขึ้นและประสิทธิภาพการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ าหนัก
ตัว  

ในระหว่างวันที่ 18-20 และ 39-41 ของอายุไก่ทดลอง ท าการผสมสารบ่งชี้การย่อยได้ acid 
insoluble ash (AIA) ปริมาณร้อยละ 2 ในอาหาร ให้ไก่กินต่อเนื่องเป็นเวลา 3 วัน ในวันที่ 21 และ 
42 ของอายุไก่ท าการสุ่มไก่ ซ้ าละ 2 ตัว เพ่ือการุณยฆาตโดยการฉีด sodium pentobarbital เกิน
ขนาด (100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ าหนักตัว) ด้วยเข็มฉีดยาเบอร์ 22G ขนาด 1.5 นิ้ว เข้าที่หัวใจ 
(intracardiac injection) จากนั้นเปิดซากเพ่ือท าการเก็บตัวอย่าง 

 
3.4.3 การย่อยได้ปรากฏของล าไส้เล็กส่วนปลาย 

เก็บตัวอย่างอาหารในส่วนล าไส้เล็กส่วนปลาย ( ileal content) ตั้งแต่บริเวณ Meckel‖s 
diverticulum ถึง Ileocecal junction โดยวิธีการรูดเบาๆจากนั้นน าตัวอย่างที่ได้จากไก่ 2 ตัวในแต่
ละซ้ าในปริมาณที่เท่ากันมารวมกันเป็น 1 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 6 ตัวอย่างต่อกลุ่ม เก็บใส่กล่อง
พลาสติกแล้วเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณโภชนะตามวิธีการของ 
AOAC (1990) และวิเคราะห์  AIA ทั้งในอาหารและอาหารในล าไส้เล็กส่วนปลาย ตามวิธีการของ 
Angkanaporn และคณะ (1996) 
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3.4.4.จ านวนของเชื้อแบคทีเรีย 
ในวันที่ 21 และ 42 ของการทดลองจะมีการเก็บตัวอย่างล าไส้ส่วนไส้ตัน เพ่ือน ามาตรวจหา

จ านวนของเชื้อแบคทีเรียโดยท าการเก็บตัวอย่างใส่ในถุงพลาสติกที่เตรียมไว้แล้วน าไปแช่ในถังน้ าแข็ง
ทันทีจากนั้นน าตัวอย่างที่ได้ไปตรวจวิเคราะห์ปริมาณเชื้อ Bacillus spp. (Inhouse method, 2005) 
Lactic acid bacteria (ISO, 1998) E. coli (ISO, 2005) และ Salmonella spp. (ISO, 2002) 
 
3.4.5.การหาค่าสัณฐานวิทยาในล าไส้ 

ในวันที่ 21 และ 42 ของการทดลองจะมีการเก็บตัวอย่างของล าไส้เล็กส่วนกลาง บริเวณจุด
กึ่งกลางระหว่าง Bile duct entry กับ Meckel ―s diverticulum ความยาวประมาณ 2 เซนติเมตร
จากนั้นน ามาแช่ใน 10 % buffered formalin เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาค่าสัณฐานวิทยาในล าไส้ทาง
ห้องปฏิบัติการตามวิธีของ Tsirtsikos และคณะ (2012) 
 
3.4.6 การวัดค่า pH ของของเหลวในล าไส้ 

วัดค่า pH ของของเหลวในล าไส้โดยใช้ pH Meter ตามวิธีของ Veerle และคณะ (2004)โดย
วัดค่า pH ของของเหลวในล าไส้บริเวณเหนือกึ่งกลางของล าไส้เล็กส่วนกลาง ในวันที่  21 และ 42 
ของการทดลอง 
 
3.5 การวิเคราะห์ทางเคมี 
3.5.1. การวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนะของอาหาร 

น าอาหารทดลองทุกสูตรที่สุ่มเก็บไว้ไปวิเคราะห์หาคุณค่าทางโภชนะโดยประมาณ
(proximate analysis) ได้แก่ โปรตีน ไขมัน เยื่อใย เถ้า แคลเซียม และฟอสฟอรัส ตามวิธีการของ 
AOAC (1990) ดังแสดงในตารางที่ 5 

 
3.5.2. การวิเคราะห์หาเถ้าที่ไม่ละลายในกรด (acid insoluble ash) 

ชั่ง ileal content ที่ผ่านการอบจนแห้งจ านวน 1 กรัม และอาหารทดลองจ านวน 2 กรัมใส่
ในถ้วยเผา (crucible) (Pyrex®, England) แยกกันตัวอย่างละถ้วย จากนั้นน าไปอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นลงในโถดูดความชื้น (dessicator) จดบันทึกน้ าหนักหลัง
อบเพ่ือค านวณหาร้อยละของความชื้นในตัวอย่าง แล้วน าไปเผาต่อที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 8 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นลงในโถดูดความชื้น แล้วน าไปชั่งน้ าหนักเพ่ือค านวณหาร้อยละของเถ้า
จากนั้น น าถ้วยเผาที่มีเถ้าของอาหารทดลอง และ ileal content ไปต้มในกรดไฮโดรคลอริก ความ
เข้มข้น 4 N เป็นเวลา 30 นาที บนเตาให้ความร้อน (hot plate) โดยท าภายในตู้ดูดควันเมื่อครบเวลา
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แล้ว น าถ้วยเผาที่มีเถ้ามาล้างตะกอนด้วยน้ ากลั่นโดย suction pump แล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 ชั่วโมง น าไปเผาและต้มอีกครั้งเพ่ือให้แน่ใจว่าสิ่งที่เหลืออยู่คือเถ้าที่ไม่
ละลายในกรด สุดท้ายน าไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นลงใน
โถดูดความชื้นแล้วน าไปชั่งน้ าหนักถ้วยเผาจนได้น้ าหนักคงที่ ค านวณหาร้อยละของเถ้าที่ไม่ละลายใน
กรด acid insoluble ash AIA (%) ตามสมการ 
 
 
 

Wf = น้ าหนักถ้วยเผาและเถ้าที่ไม่ละลายในกรด 
We = น้ าหนักถ้วยเผา 
Ws = น้ าหนักตัวอย่าง 
 
ค านวณหาค่าสัมประสิทธิ์การย่อยได้ของโภชนะไขมันและโปรตีนปรากฏที่ล าไส้เล็กส่วน

ปลาย (apparent nutrient ileal digestibility; ID) ดังสมการ 
 
 
 

 
3.6 การวิเคราะห์หาจ านวนของเชื้อแบคทีเรีย 
3.6.1. การวิเคราะห์หาจ านวนของเชื้อ Bacillus spp. 
วิธีการทดสอบ 

 เตรียมตัวอย่างสารตั้งต้นโดยการละลายตัวอย่างกับ Peptone salt solution (PSS) ใน
อัตราส่วน 1 : 9 (ตัวอย่าง :PSS) จากนั้นดูดสารละลายตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหาร MYP 
agar จ านวน 2 จานเพาะเชื้อ ท าทั้งหมด 3 ระดับการเจือจางที่ต่อเนื่องกัน ใช้ spreader เกลี่ย
ส่วนผสมให้ทั่วผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ น าไปบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-
24 หรือ 42-48 ชั่วโมง จากนั้นน ามานับจ านวนโคโลนีจากจานเพาะเชื้อที่มีจุลินทรีย์    15 โคโลนี 
โดยนับ 2 ระดับการเจือจางที่ต่อเนื่องกัน  

เลือกโคโลนีเพ่ือท าการยืนยันการทดสอบผล 5โคโลนี โดยใช้ loop เขี่ยแล้ว streak บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MYP agar และ Blood agar บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18-24 ชั่วโมง  

 

AIA (%) = 
Wf – We 

X 100 
Ws 

ID = 1- 
(อัตราส่วนโภชนะ/AIA)ileal content 

 
(อัตราส่วนโภชนะ/AIA) diet 
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อ่านผลการทดสอบ        MYP agar           =      โคโลนีสีเหลือง 
                     Blood agar          =      ไม่เกิด heamolysis 
                     Gram‖s stain        =      large gram positive bacilli 
 

รายงานผลการทดสอบ Bacillus spp. ต่อ 1กรัม 
จากนั้นน าไปยืนยันผลอีกครั้งใน Nitrate broth และ Ammonium salt sugar ว่าเป็นเชื้อ Bacillus 
subtilis และ Bacillus licheniformis 
โดยใน Nitrate broth ผล +   =   สีแดง    ใน Ammonium salt sugar ผล +   =   สีเหลือง 

                   ผล −   =   สีเหลือง                                     ผล −   =   สีม่วง 
 

รายงานผลการทดสอบ Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis group ต่อ 1กรัม 
 
การค านวณผลการทดสอบ 
ใช้สูตรดังนี้ 

จ านวนโคโลนีท่ีผ่านการยืนยันผล

จ านวนโคโลนีท่ีน ามายืนยนัผล
 

จ านวนโคโลนีท้ังหมดที่นับไดจ้ากจานเพาะเชื้อ

ปริมาณที่ท าการทดสอบ   ระดบัการเจอืจาง
 

 
การรายงานผลการทดสอบ  

      รายงานผลเป็นจ านวน Bacillus spp. ต่อ 1 กรัม โดยแสดงจ านวนระหว่าง 1.0 – 9.9 คูณ
ด้วย 10x เมื่อ x เป็นค่าก าลังของ 10 โดยการรายงานผลการทดสอบควรระบุถึงอุณหภูมิที่ใช้ในการบ่ม
เพาะเชื้อหรือรายงานเกี่ยวกับรายละเอียดของปัจจัยที่มีผลกระทบต่อผลการทดสอบด้วยซึ่งในกรณีที่
ผลการทดสอบน้อยกว่า 104 โคโลนีต่อกรัม (CFU/g) ให้รายงานผลว่า presumptive Bacillus spp.
ส่วนการยืนยันผลการทดสอบว่าเชื้อที่ได้เป็นเชื้อที่อยู่ในกลุ่มของ Bacillus subtilis และ Bacillus 
licheniformis นั้น หากผลการทดสอบให้ผลไม่ตรงกับในตาราง Biochemical test ให้รายงานผลว่า 
Bacillus spp. ในขณะที่หากผลการทดสอบตรงกับตาราง Biochemical test ให้รายงานผลว่า 
Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis group 
 
3.6.2. การวิเคราะห์หาจ านวนของเชื้อ lactic acid bacteria 
วิธีการทดสอบ 
 เตรียมตัวอย่างสารตั้งต้นโดยการละลายตัวอย่างกับ Peptone salt solution (PSS) ใน
อัตราส่วน 1 : 9 (ตัวอย่าง :PSS) จากนั้นดูดสารละลายตัวอย่าง 1 มิลลิลิตรลงในจานเพาะเชื้อ ท า
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ทั้งหมด 3 ระดับการเจือจางที่ต่อเนื่องกัน จากนั้นเท MRS agar  ที่เตรียมไว้ประมาณ 15 มิลลิลิตร 
ลงบนจานเพาะเชื้อที่มีตัวอย่าง ท าการผสมอาหารเลี้ยงเชื้อเข้าด้วยกันแล้วตั้งทิ้งไว้ให้อาหารแข็งตัว 
น าไปบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30   1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72   3 ชั่วโมง จากนั้นคัดเลือกจาน
เพาะเชื้อที่มีโคโลนี 15 – 300 โคโลนี จากสองระดับการเจือจางที่ต่อเนื่องกันและน าไปค านวณหา
จ านวน lactic acid bacteria ต่อ 1กรัม 
 

การค านวณผลการทดสอบ 
คัดเลือกจานเพาะเชื้อที่มีจ านวนโคโลนีน้อยกว่า 300 โคโลนี ทั้ง 2 จานเพาะเชื้อ นับจ านวน

โคโลนีที่ขึ้นทั้ง 2 จานที่มาจากการเจือจางเดียวกัน โดยนับ 2 ระดับการเจือจางที่ต่อเนื่องกนั 
ใช้สูตรดังนี้ 

N         =  
∑ 

   (         ) 
 

 
N         =   จ านวนจุลินทรีย์ที่มีหน่วยเป็น โคโลนีต่อกรัม (CFU/g) 

∑      =   ผลรวมของจ านวนโคโลนีที่เจริญในจานเพาะเชื้อจาก 2 การเจือจางที่ต่อเนื่องกัน 
V          =   ปริมาตรเป็นมิลลิลิตรของสารละลายตัวอย่างที่ใส่ในแต่ละจานเพาะเชื้อ 
n1         =   จ านวนจานเพาะเชื้อของระดับการเจือจางแรก 
n2         =   จ านวนจานเพาะเชื้อของระดับการเจือจางที่สอง 
d          =    dilution factor ของระดับการเจือจางแรก 
 
การรายงานผลการทดสอบ 

      รายงานผลเป็นจ านวน lactic acid bacteria ต่อ 1กรัม โดยแสดงจ านวนระหว่าง 1.0 – 9.9 
คูณด้วย 10x  เมื่อ x เป็นค่าก าลังของ 10 โดยที่การรายงานผลควรระบุถึงอุณหภูมิที่ใช้ในการบ่มเพาะ
เชื้อ หรือรายงานเกี่ยวกับรายละเอียดของปัจจัยที่มีผลกระทบต่อผลการทดสอบด้วย 
 
3.6.3. การวิเคราะห์หาจ านวนของเชื้อ E. coli 
วิธีการทดสอบ 

      เตรียมเจือจางตัวอย่างตั้งต้นและเจือจางสารละลายตัวอย่าง จากนั้นแบ่งการทดลองออกเป็น 
2 กลุ่ม กลุ่มแรก ปิเปตสารละลายเจือจางตัวอย่างตั้งต้น 10 มิลลิลิตร ลง double – lauryl sulfate 
tryptosebroth ทั้งหมด 3หลอด ส่วนกลุ่มที่สอง ปิเปตสารละลายเจือจางตัวอย่าง 10-1, 10-2, 10-3

และ 10-4 จ านวน 1มิลลิลิตร ลง single – lauryl sulfate tryptose broth ที่ระดับละ 3 หลอด รวม 
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4 ระดับการเจือจาง จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37   1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24  2  
ชั่วโมง ในกรณีอาหารเลี้ยงเชื้อขุ่น เกิดก๊าซน้อยหรือไม่เกิดก๊าซให้เพาะเลี้ยงต่อที่ 48  2 ชั่วโมง น า
หลอดที่เกิดก๊าซถ่ายลงในอาหาร EC broth เพาะเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 44  1 องศาเซลเซียสใน 
water bath เป็นเวลา 24  2 ชั่วโมง ในกรณีอาหารเลี้ยงเชื้อขุ่น เกิดก๊าซน้อยหรือไม่เกิดก๊าซให้
เพาะเลี้ยงต่อที่ 48  2 ชั่วโมง น าหลอดที่เกิดก๊าซถ่ายลงในอาหาร tryptone water เพาะเลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 44   1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 2 ชั่วโมงเม่ือครบตามเวลาที่ก าหนดแล้วน าไปทดสอบ
ด้วย Indole reagent หากสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเป็นสีแดงผลจะเป็น positive รายงาน
ผลทดสอบเป็น MPN E. coli ต่อ 1 กรัม 

 
การค านวณผลการทดสอบ 

น าค่าที่ได้จากการทดสอบ ค านวณค่า MPN จากตาราง MPN ซึ่งการเจือจางสูงสุดคือการเจือ
จางที่มีความเข้มข้นของตัวอย่างน้อยที่สุดโดยมีหลักการเลือกดังแสดงในตารางที่ 4 

กรณีที่1 หากมีอย่างน้อยที่สุดมี 1 ระดับการเจือจางให้ผลบวกทั้ง 3 หลอด ให้เลือกระดับการเจือ
จางสูงสุดที่ให้ผลบวกท้ัง 3 หลอด และเลือกระดับการเจือจางที่สูงขึ้นมาอีก 2 ระดับ น าไปค านวณหา
ค่า MPN จากตาราง MPN ดังตัวอย่างที่ 1  

กรณีที่2 เลือกการเจือจางสูงสุดซึ่งไม่มีหลอดที่ให้ผลบวก และเลือกการเจือจางที่ต่ ากว่าอีก 2 
อันดับ น าไปค านวณค่า MPN ดังตัวอย่างที่ 2  

กรณีที่3 หากไม่มีไม่มีระดับการเจือจางที่ให้ผลบวกทั้ง 3 หลอด ให้เลือก 3 ระดับการเจือจางที่
สูงสุด โดยการเจือจางท่ีระดับตรงกลางต้องมีอย่างน้อยท่ีสุดให้ผลบวก 1 หลอด น าจ านวนที่ให้ผลบวก
ทั้ง 3 ระดับการเจือจาง ค านวณหาค่า MPN จากตาราง MPN ดังตัวอย่างที่ 3  

กรณีที่4 และ 5 หากมีอย่างน้อย 1 ระดับการเจือจางใน 3 ระดับการเจือจางแรกซึ่งไม่มีหลอดที่
ให้ผลบวก ให้เลือกระดับการเจือจางที่ต่ าสุดที่ไม่ให้ผลบวกและการเจือจางที่ต่ าลงไปอีกสองระดับ
ตามล าดับคือ เจือจาง 10 และ 100 เท่าของการเจือจางระดับแรก ตัวอย่างที่ 4 และ 5 ยกเว้นเมื่อพบ
หลอดที่ให้ผลบวกเพียงการเจือจางระดับแรกของตัวอย่างจึงจ า เป็นต้องเลือกการเจือจางสามระดับ
แรกเพ่ือค านวณหาค่า MPN ถึงแม้ว่าอีกสองระดับการเจือจางไม่มีหลอดที่ให้ผลบวก 
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ตารางท่ี 4 ตัวอย่างการเลือกจ านวนหลอดที่แสดงค่า positive เพ่ือน าไปเปรียบเทียบกับตาราง MPN 

 จ านวนหลอดที่แสดงค่า positive จากจ านวน 3 หลอดในแต่
ละการเจือจางของตัวอย่าง 

MPN/ml/g 

 ตั ว อ ย่ า ง
น้ า10 ml 

1 ml 10-1 ml 10-2 ml 10-3 ml   

ตัวอย่าง ตั ว อ ย่ า ง
ผง 1 g 

10-1 g 10-2 g 10-3 g 10-4 g ตั ว อ ย่ า ง
น้ า 

ตัวอย่างผง 

1 3 3 2 1 0 1.5 x 101 1.5 x 102 

2 3 3 3 0 0 2.4 x 101 2.4 x 102 
3 2 2 1 1 0 7.4 7.4 x 101 

4 3 3 0 0 0 2.4 2.4 x 101 
5 2 2 0 1 0 2.1 x 10-1 2.1 

 
การค านวณจากตาราง MPN 

น าจ านวนตัวเลขที่เลือกไว้จากการเจือจาง 3 อันดับ ที่ต่อเนื่องกันไปเปรียบเทียบกับตาราง 
MPN โดยค่าที่ได้จากตาราง MPN น ามาคูณด้วยสัดส่วนกลับของระดับการเจือจางที่ต่ าสุด (ค่าความ
เข้มข้นของตัวอย่างสูงสุด) 
 
การรายงานผลการทดสอบ 

รายงานผลเป็นจ านวน E. coli ต่อ 1 กรัมโดยแสดงจ านวนระหว่าง 1.0 – 9.9 คูณด้วย 10x 

เมื่อ x เป็นค่าก าลังของ 10 
 
3.6.4. การวิเคราะห์หาจ านวนของเชื้อ Salmonella spp. 
วิธีการทดสอบ 

เริ่มจากการเตรียมตัวอย่างทดสอบ (Pre-enrichment) 25 กรัม ใส่ลงใน Buffered 
peptone water (BPW) ปริมาตร 225 มิลลิลิตรจากนั้นน าไปบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37   1 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา18   2 ชั่วโมง ซึ่งขั้นตอน pre-enrichment นี้มีเ พ่ือท าให้เซลล์ของ 
salmonella spp. ที่บาดเจ็บฟ้ืนคืนสภาพเป็นเซลล์ที่แข็งแรง เจริญและเพ่ิมจ านวนจนถึงระดับที่
ตรวจพบได้ ในขั้นนี้จะต้องเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่เหมาะสมต่อการเจริญ (nonselective 
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broth) จากนั้นเมื่อครบเวลาที่ก าหนด น าตัวอย่างออกมาจากตู้อบและถ่ายลงอาหารเหลว selective 
enrichment โดยท าทั้งหมด 2 แบบด้วยกันคอื  
แบบท่ีหนึ่ง ปิเปตเชื้อ 0.1 มิลลิลิตร ลงใน RVS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 
41.5  1 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24   3 ชั่วโมง 
แบบที่สอง ปิเปตเชื้อ 1 มิลลิลิตร ลงใน KMTTn broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มเพาะเชื้อที่
อุณหภูมิ 37  1 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24  3 ชั่วโมง 

จากนั้นน าตัวอย่างมาทดสอบเพ่ือคัดเลือกเชื้อต่อ โดยใช้ sterile loops จุ่มลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ (RVS broth และ KMTTn broth) และ streak เชื้อลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง 
(selective solid media) 2 ชนิดคือ XLD agar และ BGA agar น าไปบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37  1 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24  3 ชั่วโมง 

ยืนยันลักษณะโคโลนีที่สงสัยว่าเป็น salmonella spp. จาก XLD agar และ BGA agar ถ้า
ให้ผลบวกเลือกมา 1 โคโลนี ถ้าโคโลนีแรกให้ผลลบ ให้เลือกเพ่ิมอีก 4 โคโลนี และน าโคโลนีที่ได้มา 
streak บน nutrient agar และบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37  1 องศาเซลเซียสเป็นเวลา24   3 
ชั่วโมงข้ันตอนต่อไปจึงท าการทดสอบสมบัติทางชีวเคมี (biochemical test) เพ่ือยืนยันผลโดยใช้ TSI 
agar, urea agar, L-Lysine decaboxylation medium, b-Galactosidaes reagent, VP- 
reaction, Indole reaction และน าไปทดสอบยืนยันทางซีรัมวิทยา (serological confirmation) 
โดยการ ทดสอบการตกตะกอนได้แก่การทดสอบ O-antigen, Vi-antigen และ H-antigen 
 
การรายงานผลการทดสอบ 

รายงานผลการทดสอบว่าพบเชื้อหรือไม่พบเชื้อ salmonella spp. ในตัวอย่าง 25 กรัม ที่
ท าการทดสอบ 
 
3.7 การวิเคราะห์หาค่าสัณฐานวิทยาในล าไส้ 

 ท าการศึกษาล าไส้เล็กในส่วนกลาง เนื่องจากเป็นส่วนของล าไส้ไก่ที่มีการดูดซึมอาหารมาก
ที่สุด โดยการตัดชิ้นเนื้อหนา 6 ไมโครเมตร (จ านวน 4 ชิ้นต่อล าไส้) ด้วยเครื่อง Microtome จากนั้น
วางชิ้นเนื้อที่ตัดแล้วบนแผ่นสไลด์ ย้อมด้วยสี Hematoxylin & Eosin ตามวิธีของ Tsirtsikos และ
คณะ (2012) เมื่อย้อมเสร็จให้น าแผ่น coverslip มาปิดทับเนื้อเยื่อที่ย้อมไว้บนแผ่นสไลด์แล้วทิ้งไว้
ประมาณ 2 วันก่อนที่จะน าไปส่องกล้องจุลทรรศน์ เนื่องจากหากน าไปส่องทันทีสีที่ย้อมอาจจะยังไม่
แห้งท าให้แผ่น coverslip เลื่อนได้ ซึ่งจะส่งผลให้เนื้อเยื่อท่ีย้อมไว้เสียหาย 

 เมื่อครบก าหนด 2 วัน ท าการถ่ายภาพตัวอย่างชิ้นเนื้อจ านวนทั้งหมด 4 ภาพโดยใช้กล้อง
ดิจิตอล Micropublisher 5.0 (Qimage, Surrey, BC, Canada) ที่เชื่อมต่อกับกล้องจุลทรรศน์ชนิด
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แสงสว่าง (Olympus, Tokyo, Japan) น าภาพที่ได้มาวิเคราะห์หาค่าความสูงของวิลไลและความลึก
ของคริปท์ โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ Image-PRO®PLUS 6.0 (Media Cybernatics, Inc, 
Bethesda,MD, USA) ซึ่งในแต่ละภาพท าการวัดจ านวน 5 จุดจากนั้นน าค่าที่ได้มาหาค่าเฉลี่ยของ 
VH/CD 

 วิธีการวัดความสูงของวิลไลและความลึกของคริปท์ตามวิธีของ Tsirtsikos และคณะ (2012)  
4.1 ความสูงของวิลไลวัดจาก villus tip ถึง villus-crypt junction  
4.2 ความลึกของคริปทว์ัดความลึกระหว่าง 2 วิลไลที่อยู่ติดกัน 
 

การวิเคราะห์ข้อมูล 

 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ส าหรับข้อมูล การย่อยได้
บริเวณล าไส้เล็กส่วนปลาย จ านวนจุลชีพในไส้ตันและสัณฐานวิทยาของล าไส้เล็กส่วนกลาง รวมถึงค่า 
pH ของของเหลวในล าไส้ น าข้อมูลจากไก่ 2 ตัวต่อซ้ า มาหาค่าเฉลี่ย คิดเป็น 1 ข้อมูลต่อซ้ า ส าหรับ
ข้อมูลด้านสมรรถภาพการเจริญเติบโตข้อมูลมาจาก 1 คอกต่อซ้ า จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์
ความแปรปรวนระหว่างกลุ่มทดลองด้วย one-way ANOVA และน ามาเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหว่างค่าเฉลี่ยของแต่ละกลุ่มทดลอง โดยวิธีการ Duncan‖s new multiple range test ก าหนด
ระดับนัยส าคัญที่ P<0.05 (SAS, 2002) 
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บทที่ 4 ผลการทดลอง 

อาหารทดลอง 
ผลของการน าอาหารที่ใช้ในการทดลองมาวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการพบว่า อาหารระยะที่ 1

ระยะที่ 2 และระยะที่ 3  มีค่าพลังงานอยู่ที่ 3,050 กิโลแคลอรี่ 3,100 กิโลแคลอรี่และ 3,150 กิโล
แคลอรี่ตามล าดับ มีค่าโปรตีนอยู่ที่ 215 กรัม 200 กรัมและ180 กรัมต่อกิโลกรัมตามล าดับ ส าหรับ
ส่วนประกอบอื่นๆ ได้แก่ ไขมัน เยื่อใย เถ้า แคลเซียมและฟอสฟอรัส แสดงในตารางที่ 5 

 
สมรรถภาพการเจริญเติบโต 

ผลของการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อสมรรถภาพการ
เจริญเติบโต แสดงในตารางที่ 6 พบว่า ในช่วงอายุ 22-42 วันและ 1-42 วัน อัตราการเจริญเติบโต
เฉลี่ยต่อวัน และอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ าหนักตัวของไก่กลุ่มที่ได้รับการเสริม Bacillus subtilis 
และ Bacillus licheniformis ดีขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P <0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมแต่ไม่แตกต่างจากกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin ทางด้านของอัตราการตายพบว่ากลุ่ม
ที่ได้รับการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ทั้งสองระดับ มีอัตราการตายต่ า
กว่ากลุ่มท่ีได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin และกลุ่มควบคุม 
 
การย่อยได้บริเวณล าไส้เล็กส่วนปลาย 

ผลของการย่อยได้บริเวณล าไส้เล็กส่วนปลายพบว่าในวันที่ 42  ของการทดลองกลุ่มที่ได้รับ
การเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ทั้งสองระดับมีค่าการย่อยได้ของวัตถุแห้ง
(Dry matter) เพ่ิมขึ้นแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (P <0.05) 
นอกจากนี้การเสริมสารเสริมชีวนะที่ระดับ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร ยังท าให้การย่อยได้ของ
โปรตีนเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(P <0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมแต่ไม่แตกต่างจาก
กลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin ในขณะที่ค่าการย่อยได้ของไขมันพบว่าทุกกลุ่มไม่มีความ
แตกต่างกัน แสดงในตารางที่ 7 
 
จ านวนเชื้อแบคทีเรีย 

ผลของการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อจ านวนเชื้อแบคทีเรีย 
แสดงในตารางที่ 8 พบว่าในวันที่ 21 กลุ่มที่ได้รับ Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 
ทั้งสองระดับมีจ านวนเชื้อ Lactic acid bacteria และค่า Lactobacillus : E. coli ratio เพ่ิมขึ้น   
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(P<0.05) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin แต่ไม่
แตกต่างจากกลุ่มควบคุม ในขณะที่วันที่ 42 ของการทดลอง ไก่ที่ได้รับอาหารเสริม Bacillus subtilis
และ Bacillus licheniformis ที่ระดับ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร มีจ านวนเชื้อ Bacillus 
spp. และ Lactic acid bacteria เพ่ิมขึ้น (P <0.05) ขณะที่ประชากร E. coli ลดลง (P<0.05) และ
เมื่อน าค่าที่ได้มาค านวณ Lactobacillus : E. coli ratio พบว่ากลุ่มที่ได้รับสารเสริมชีวนะที่ระดับ    
5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมนี้ มีค่า Lactobacillus : E. coli ratio เพ่ิมขึ้น (P <0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin และกลุ่มควบคุม ส่วนเชื้อ Salmonella spp. 
พบว่าไม่มีการตรวจพบเชื้อชนิดนี้ในทุกกลุ่มการทดลอง 
 
สัณฐานวิทยาในล าไส้ 

  ในวันที่ 21 และ 42 ของการทดลอง ไก่กลุ่มที่ได้รับการเสริม Bacillus subtilis และ 
Bacillus licheniformis ทั้งสองระดับมีความสูงของวิลไลเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 1: T3 และ T4) แตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P <0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin (รูปที่ 
1: T2) และกลุ่มควบคุม (รูปที่ 1: T1) ในส่วนของความลึกของคริปท์พบว่ากลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ 
Amoxycillin มีความลึกของคริปท์น้อยกว่ากลุ่มอ่ืนๆ แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ดัง
แสดงในรูปที่ 1 (T2) นอกจากนี้การเสริมสารเสริมชีวนะที่ระดับ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร 
พบว่ามีแนวโน้มที่สามารถท าให้ความลึกของคริปท์น้อยลงได้เช่นเดียวกันในวันที่ 42 ของการทดลอง 
จากนั้นเมื่อน าค่าที่ได้มาค านวณอัตราส่วนของวิลไลต่อคริปท์พบว่าไก่กลุ่มที่ได้รับการเสริม  Bacillus 
subtilis และ Bacillus licheniformis ทั้งสองระดับและกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin มี
อัตราส่วนของวิลไลต่อคริปท์เพ่ิมขึ้นแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุมในวันที่ 21 ของการทดลอง ส่วนในวันที่ 42 ของการทดลองกลุ่มที่ได้รับการเสริม 
Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ที่ระดับ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารและกลุ่ม
ที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin มีสัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดังแสดงในตารางที่ 9 
 
pHของของเหลวในล าไส้ 

ผลของการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ในช่วง 1-42 วัน แสดงใน
ตารางที่ 10 พบว่าค่า pH ของของเหลวในล าไส้บริเวณเหนือกึ่งกลางของล าไส้เล็กส่วนกลางของไก่
เนื้อทุกกลุ่ม ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางท่ี 5 องค์ประกอบทางเคมีของอาหารทดลอง (กรัม/กิโลกรัม) 

 Starter (1-21 วัน) Grower (21-35 วัน) Finisher (35-42 วัน) 
พลังงาน (kcal/kg) 3,050 3,100 3,150 
โปรตีน 215 200 180 
ไขมัน 65 70 75 
เยื่อใย 35 40 40 
เถ้า 57.6 50.6 51.5 
แคลเซียม 9 8.5 8 
ฟอสฟอรัส 4 3.8 3.5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

37 

ตารางที่ 6 ผลของการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อสมรรถภาพการ
เจริญเติบโต  

 
อาหารทดลอง1/ SEM P-value 

T1 T2 T3 T4   
วันที่ 1–21       
อัตราการเจริญเติบโต (ก./ตัว/วัน) 39.74 41.51 40.24 40.60 0.34 0.309 
ปริมาณอาหารที่กิน (ก./ตัว/วัน) 63.33 63.97 63.57 65.86 0.51 0.296 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ าหนักตัว 1.59 1.54 1.58 1.62 0.01 0.101 
วันที่ 22–42       
อัตราการเจริญเติบโต (ก./ตัว/วัน) 2/ 66.60b 74.86a 74.46a 74.64a 1.09 0.008 
ปริมาณอาหารที่กิน (ก./ตัว/วัน) 150.85 157.20 149.11 148.02 1.73 0.246 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ าหนักตัว 2/ 2.29b 2.00a 2.10ab 1.98a 0.04 0.034 
วันที่ 1–42       
อัตราการเจริญเติบโต (ก./ตัว/วัน) 2/ 53.17b 58.18a 57.35a 57.74a 0.63 0.007 
ปริมาณอาหารที่กิน (ก./ตัว/วัน) 107.63 110.58 106.34 106.94 0.97 0.446 
อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ าหนักตัว 2/ 2.03b 1.90a 1.86a 1.85a 0.02 0.029 
อัตราการตาย (%) 5.00 6.67 1.67 0.00 0.98 0.053 
1/อาหารทดลอง T1 = อาหารควบคุม, T2 = อาหารควบคุมเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ Amoxycillin 200
มก./กก.อาหาร, T3 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 2.5 
x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารและT4 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus 
licheniformis 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร ตามล าดับ 
2/ ค่าเฉลี่ยในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรยกต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ 
P<0.05 
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ตารางที่ 7 ผลของการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อการย่อยได้บริเวณ
ล าไส้เล็กส่วนปลาย (%) 

 
อาหารทดลอง1/ SEM P-value 

T1 T2 T3 T4   
สัมประสิทธิ์การย่อยได้ปรากฏวันที่ 21       
วัตถุแห้ง 0.65 0.69 0.68 0.68 0.01 0.087 
โปรตีน 0.78 0.81 0.80 0.80 0.77 0.428 
ไขมัน 0.75 0.78 0.77 0.77 1.63 0.908 
สัมประสิทธิ์การย่อยได้ปรากฏวันที่ 42       
วัตถุแห้ง2/ 0.70b 0.75a 0.73a 0.74a 0.01 0.002 
โปรตีน2/ 0.75 b 0.81a 0.79ab 0.80a 0.76 0.034 
ไขมัน 0.76 0.80 0.79 0.80 0.83 0.387 
1/อาหารทดลอง T1 = อาหารควบคุม, T2 = อาหารควบคุมเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ Amoxycillin  200
มก./กก.อาหาร, T3 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 2.5 
x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารและ T4 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus 
licheniformis 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร ตามล าดับ 
2/ ค่าเฉลี่ยในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรยกต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ 
P<0.05 
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ตารางที่ 8 ผลของการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อจ านวนเชื้อ
แบคทีเรีย (log10 cfu/g) 

 
อาหารทดลอง1/ SEM P-value 

T1 T2 T3 T4   
วันที่ 21       
Bacillus spp. 4.67 5.27 4.54 4.84 0.11 0.069 
Lactic acid bacteria 2/ 7.24ab 6.80b 7.65a 7.82a 0.10 0.001 
E. coli 4.97 4.52 4.69 4.67 0.07 0.15 
Salmonella spp. ND ND ND ND - - 
Lactobacillus : E. coli ratio2/ 1.29a 1.04b 1.37a 1.40a 0.04 0.001 
วันที่ 42       
Bacillus spp. 2/ 3.58c 4.18b 4.58a 4.63a 0.09 <.001 
Lactic acid bacteria 2/ 6.90bc 6.69c 7.30ab 7.57a 0.10 0.010 
E. coli2/ 5.07b 4.53a 4.75ab 4.55a 0.08 0.037 
Salmonella spp. ND ND ND ND - - 
Lactobacillus : E. coli ratio2/ 1.19b 1.15b 1.33ab 1.49a 0.03 0.001 
1/อาหารทดลอง T1 = อาหารควบคุม, T2 = อาหารควบคุมเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ Amoxycillin 200
มก./กก.อาหาร, T3 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 2.5 
x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารและT4 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus 
licheniformis 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร ตามล าดับ 
2/ ค่าเฉลี่ยในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรยกต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ 
P<0.05 
ND= Not Detected 
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ตารางที่ 9 ผลของการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อสัณฐานวิทยาใน
ล าไส้ (µm) 

 
อาหารทดลอง1/ SEM 

P-
value 

T1 T2 T3 T4   

วันที่ 21       
ความสูงของวิลไล2/ 546.36b 511.57b 719.06a 697.50a 1.15 <.001 
ความลึกของคริปท์2/ 80.01a 53.67b 82.61a 80.48a 3.03 <.001 
สัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์2/ 6.97b 9.53a 8.78a 8.69a 0.26 <.001 
วันที่ 42       
ความสูงของวิลไล2/ 616.54b 554.19c 686.85a 675.28a 3.56 0.001 
ความลึกของคริปท์2/ 102.72a 68.59b 89.49a 82.59ab 3.45 0.001 
สัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์2/ 6.38b 8.21a 7.60ab 8.45a 0.27 0.019 
1/อาหารทดลอง T1 = อาหารควบคุม, T2 = อาหารควบคุมเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ Amoxycillin  200
มก./กก.อาหาร, T3 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 2.5 
x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารและ T4 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus 
licheniformis 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร ตามล าดับ 
2/ ค่าเฉลี่ยในแถวเดียวกันที่มีตัวอักษรยกต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ 
P<0.05 
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                       T1                                                     T2 
 

 
                       T3                                                     T4 
 
รูปที่ 1 แสดงสัณฐานวิทยาในล าไส้เล็กส่วนกลาง (µm) จากตัวอย่างในวันที่ 42 ของการทดลอง 
T1 = อาหารควบคุม, T2 = อาหารควบคุมเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ Amoxycillin 200 มก./กก.อาหาร, 
T3 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 2.5 x 107 โคโลนีต่อ
กิโลกรัมอาหารและT4 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis  
5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร 
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ตารางท่ี 10 ผลของการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ต่อ pH ของ
ของเหลวในล าไส้เล็กส่วนกลาง 

 
อาหารทดลอง1/ SEM P-value 

T1 T2 T3 T4   
ตัวอย่างล าไส้เล็กส่วนกลาง       
วันที่ 21 6.16 6.27 6.09 6.17 0.03 0.277 
วันที่ 42 5.98 6.31 5.80 5.92 0.10 0.304 
1/อาหารทดลอง T1 = อาหารควบคุม, T2 = อาหารควบคุมเสริมด้วยยาปฏิชีวนะ Amoxycillin 200
มก./กก.อาหาร, T3 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis 2.5 
x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารและ T4 = อาหารควบคุมเสริมด้วย Bacillus subtilis และ Bacillus 
licheniformis 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร ตามล าดับ 
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บทที่ 5 วิจารณ์และสรุป 

สมรรถภาพการเจริญเติบโต 
ในการทดลองครั้งนี้พบว่าการเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ใน

อาหารไก่มีอัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวันและอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ าหนักตัวเพ่ิมขึ้นในช่วง 
1-42 วัน เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (P<0.05) โดยผลที่ได้สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่มีการ
เสริม Bacillus subtilis (25 และ50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมอาหารของไก่เนื้อ) พบว่าสามารถเพ่ิมอัตรา
การเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน ปริมาณการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ าหนักตัวและปริมาณอาหารที่กินเฉลี่ยต่อ
วัน (Khaksefidi and Ghoorchi, 2006) นอกจากนี้ Fritts และคณะ (2000) ก็ได้รายงาน
เช่นเดียวกันนี้ว่าการเสริม Bacillus subtilis C-3102 ในอาหารไก่เนื้อที่ระดับ1 x 107 โคโลนีต่อ
กิโลกรัมอาหาร สามารถเพ่ิมอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ าหนักตัวและอัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อ
วันที่อายุ 42 วันได้ ซึ่งการเพ่ิมสมรรถภาพการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพในการใช้อาหารของไก่
เนื้อที่มาจากการเสริมสารเสริมชีวนะสายพันธุ์ต่างๆนั้น (Kabir et al., 2004) น่าจะเป็นผลที่เกิดมา
จากกลไกการท างานด้านต่างๆ ของสารเสริมชีวนะเช่น การเพ่ิมปริมาณอาหารที่กินท าให้สัตว์กิน
อาหารได้มากขึ้นเนื่องจากจุลินทรีย์บางชนิดสังเคราะห์สารปรุงแต่งรสชาติธรรมชาติและสารเคมีหอม 
ซึ่งสามารถกระตุ้นให้สัตว์เจริญอาหารมากขึ้น (คนึงนิจ, 2540) การเพ่ิมการย่อยได้ของอาหาร (Shim 
et al., 2010) โดยการเพ่ิมปริมาณของเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ย่อยอาหารและการผลิตแอมโมเนียที่ลดลง 
(Jin et al., 1998) การรักษาสมดุลของประชากรจุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร (Fuller, 1989) และเพ่ิม
การเผาผลาญของจุลินทรีย์ (Jin et al., 1996) ซึ่งปริมาณของจุลินทรีย์มีความสัมพันธ์กับความ
ต้องการใช้พลังงานในตัวไก่ เนื่องจากหากจ านวนจุลินทรีย์ในล าไส้ยิ่งมาก ไก่จะได้รับพลังงานจาก
สารอาหารน้อยลงตามจ านวนจุลินทรีย์ในล าไส้ โดยเป็นผลมาจากความต้องการพลังงานของจุลินทรีย์
ในกระบวนการย่อยและดูดซึมสารอาหารจากตัวไก่ ดังนั้นหากมีเชื้อก่อโรคอยู่ในล าไส้ของไก่และเพ่ิม
จ านวนมากขึ้นอย่างต่อเนื่อง ประสิทธิภาพในการดูดซึมอาหารของไก่จะลดลง ส่งผลโดยตรงต่ออัตรา
แลกเนื้อที่เกษตรกรจะได้รับซึ่งจะต่ าลงตามประสิทธิภาพการดูดซึมอาหารของไก่ด้วย (Kenny et al., 
2011) ในขณะที่การเสริมสารเสริมชีวนะลงไปนั้น จะช่วยให้เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคถูกยับยั้ง และลด
จ านวนลงจากการท างานด้านการแก่งแย่งพ้ืนที่ยึดเกาะพ้ืนผิวเยื่อบุล าไส้และสารอาหารจาก
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค ซึ่งการยับยั้งจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค ส่งผลให้การเจริญเติบโตและเมแทบอลิซึม
ของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ดีขึ้น (Graminha et al., 2008) ช่วยให้ไก่ได้รับสารเมแทบอไลต์ที่มี
ประโยชน์จากการเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์เช่น กรดอินทรีย์ (กรดแลคติก) เอนไซม์ (อะไมเลส และ
โพรทีเอส) และสารต้านจุลชีพ ซึ่งในการทดลองครั้งนี้การเพ่ิมสมรรถภาพการเจริญเติบโตอาจเกิดขึ้น
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จากการย่อยได้ของอาหารที่เพ่ิมขึ้น การปรับปรุงสุขภาพของล าไส้และจ านวนจุลินทรีย์ในทางเดิน
อาหาร สอดคล้องกับผลการทดลองของพารามิเตอร์ดังกล่าว นอกจากนี้ยังพบว่ากลุ่มที่ได้รับสารเสริม
ชีวนะทั้งสองระดับ มีอัตราการตายต่ ากว่ากลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin และกลุ่มควบคุม 
โดยอัตราการตายของไก่กลุ่มที่ 1 กลุ่มที่ 2 กลุ่มที่ 3 และกลุ่มที่ 4 อยู่ที่ 5.00%, 6.67%, 1.67%  
และ 0.00% ตามล าดับ ในท านองเดียวกัน Teo และคณะ (2007) รายงานว่าไก่เนื้อพันธุ์ Ross กลุ่ม
ที่ได้รับสารเสริมชีวนะ Bacillus subtilis PB6 ที่ระดับ 1 x 108 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร มีอัตราการ
ตายอยู่ที่ 3% ซึ่งน้อยกว่ากลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะและกลุ่มควบคุมที่มีอัตราการตาย 8% และ 9% 
ตามล าดับ โดย Song และคณะ (2014) รายงานว่าอัตราการตายที่เพ่ิมขึ้นในไก่เนื้ออาจเป็นผลมาจาก
ความเครียดที่เกิดจากอากาศร้อน เพราะความเครียดจากความร้อนที่เกิดขึ้นส่งผลโดยตรงต่อสุขภาพ
ของไก่เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคบางชนิด เช่นเชื้อ E. Coli ซึ่งเป็นเชื้อประจ าถิ่นที่มีอยู่ไม่มากใน
ทางเดินอาหาร แต่เมื่อไก่อยู่ในช่วงที่อ่อนแอหรือมีสุขภาพไม่ดี เชื้อก่อโรคที่มีจ านวนน้อยเหล่านี้จะ
กลายเป็นเชื้อฉวยโอกาสเพ่ิมจ านวนและสร้างชีวพิษที่เป็นอันตรายต่อตัวไก่ และท าให้ไก่ตายได้ ซึ่งไก่
ที่มีการตายในการทดลองครั้งนี้ก็อาจจะเป็นผลเนื่องมาจากความเครียดที่เกิดจากอากาศร้อน
เช่นเดียวกัน เพราะในการทดลองมีการเลี้ยงไก่ในโรงเรือนแบบเปิด ซึ่งบางวันมีอุณหภูมิในโรงเรือนที่
วัดได้สูงถึง 35 องศาเซลเซียส และการที่กลุ่มที่ได้รับสารเสริมชีวนะมีการตายที่น้อยกว่ากลุ่มควบคุม
และกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะนั้น เป็นเพราะการเสริมสารเสริมชีวนะสามารถช่วยเพ่ิมจุลินทรีย์ที่มี
ประโยชน์และลดจ านวนเชื้อที่ก่อโรคได้ ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองท่ีได้ในพารามิเตอร์ดังกล่าว 

 
การย่อยได้บริเวณล าไส้เล็กส่วนปลาย 

จากการทดลองครั้งนี้พบว่าในวันที่ 42 ของการทดลอง กลุ่มที่ได้รับการเสริม Bacillus 
subtilis และ Bacillus licheniformis ทั้งสองระดับมีค่าการย่อยได้ของวัตถุแห้งเพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (P <0.05) นอกจากนี้การเสริมสารเสริมชีวนะที่
ระดับ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร ยังท าให้การย่อยได้ของโปรตีนเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P <0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมแต่ไม่แตกต่างจากกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ ผลการ
ทดลองนี้สอดคล้องกับ Kim และคณะ (2011) รายงานว่าสารเสริมชีวนะ (Lactobacillus 
acidophilus และ Bacillus subtilis ) ที่ระดับ 1 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร สามารถเพ่ิมการ
ย่อยได้ของวัตถุแห้งและโปรตีน ซึ่งเป็นผลที่เกิดมาจากความเข้มข้นของเอนไซม์ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ใน
สารเสริมชีวนะเพ่ิมข้ึน ในทางตรงข้ามการปรับปรุงการย่อยได้ของสารอาหารในไก่ที่ได้รับยาปฏิชีวนะ
นั้น เกิดจากการมีสารอาหารที่เหลือให้ไก่ดูดซึมและเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน เนื่องจากยาปฏิชีวนะจะเข้าไป
ยับยั้งการเจริญเติบโตและยับยั้งเมแทบอลิซึมของเชื้อจุลินทรีย์ทุกชนิดที่อยู่ในล าไส้ (Mountzouris 
et al., 2010) นอกจากนี้ Kim และคณะ (2011) รายงานว่า การท างานของเอนไซม์และการดูดซึม
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สารอาหารที่ถูกย่อยในล าไส้ ถือว่าเป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการย่อยได้ของอาหาร สารเสริมชีวนะ 
สามารถเพ่ิมการพัฒนาและการท างานของของเอนไซม์ในไก่ได้ (Collington et al., 1990) จากการ
เพ่ิมจ านวนจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ (Bacillus spp., Bifidobacteria และLactobacillus spp.) ใน
ระบบทางเดินอาหาร โดยจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์เหล่านี้สามารถผลิตเอนไซม์ที่ช่วยย่อยอาหาร หรือ
สารอ่ืนๆ ที่เป็นโภชนะที่จ าเป็นต่อสัตว์เช่น เบต้ากาแลคโตซิเดส เซลลูเลส โพรทีเอส และเพคติเนส 
เป็นต้น (Vicente et al., 2007) ส่งผลให้อาหารในระบบทางเดินอาหารเช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตีน 
และแร่ธาตุถูกย่อยได้เพ่ิมมากข้ึน (Simon et al., 2001) การใช้ประโยชน์ได้ของโภชนะในสัตว์จึงเพ่ิม
มากขึ้นตามไปด้วย (Roselli et al., 2005) อีกทั้งยังเป็นการลดปริมาณสารอาหารที่เหลือส าหรับเชื้อ
แบคทีเรียก่อโรค อย่างไรก็ตามในวันที่ 21 ของการทดลองพบว่าค่าการย่อยได้ในแต่ละกลุ่มไม่มีความ
แตกต่างกัน ซึ่งการย่อยได้ที่แตกต่างกันในแต่ละช่วงอายุนี้อาจเกิดจากการพัฒนาการท างานของ
เอนไซม์ในตัวไก ่รวมไปถึงการหลั่งกรดแอมิโนภายในเซลล์และเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์ที่มีการเสริม
เข้าไป (Li et al., 2008) ซึ่งนักวิจัยท่านอ่ืนได้รายงานในท านองเดียวกันนี้ว่าการเสริมสารเสริมชีวนะ
ในไก่เนื้อ สามารถเพ่ิมการย่อยได้ที่ล าไส้เล็กส่วนปลายของโปรตีนและกรดแอมิโนต่างๆ 6-11% และ
เพ่ิม ADG ได้ประมาณ 8% ในวันที่ 42 เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่  21 ของการทดลอง (Li et al., 
2008) เช่นเดียวกับรายงานของ Apata (2008) พบว่าสารเสริมชีวนะ (Lactobacillus bulgaricus ) 
ที่ระดับ 1 x 106 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร สามารถเพ่ิมการย่อยได้ของโปรตีนและไขมันในไก่เนื้ออายุ 
42 วัน  
 
จ านวนเชื้อแบคทีเรีย 

การเสริมสารเสริมชีวนะ Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ในอาหารไก่เนื้อ
ของการทดลองครั้งนี้พบว่า ไก่ที่ได้รับสารเสริมชีวนะที่ระดับ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร มี
จ านวนเชื้อ Bacillus spp. และ Lactic acid bacteria เพ่ิมข้ึน (P <0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่
ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin และกลุ่มควบคุม ขณะที่ประชากร E. coli ลดลง (P <0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมแต่ไม่แตกต่างจากกลุ่มที่ ได้รับยาปฏิชีวนะ เช่นเดียวกับรายงานของ 
Mountzouris และคณะ (2010) ซึ่งท าการศึกษาศักยภาพของสารเสริมชีวนะ (Lactobacillus 
salivarius ) ที่ระดับ 1 x 108 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร พบว่าไก่ที่ได้รับสารเสริมชีวนะมีจ านวนเชื้อ 
Lactobacillus ในไส้ตันเพ่ิมขึ้นและเชื้อ E. coli ลดลง (P <0.05) แต่ในทางตรงกันข้าม Molnar 
และคณะ (2011) รายงานว่าการเสริม Bacillus subtilis ที่ระดับ 1 x 108 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร 
ไม่สามารถท าให้จ านวนเชื้อ Lactic acid bacteria ในล าไส้เล็กส่วนปลายหรือไส้ตันเพ่ิมขึ้น           
(P >0.05) เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มควบคุม (Jin et al., 1996) La Ragione และคณะ (2001) รายงาน
ว่าการเพ่ิมจ านวนจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์และลดจ านวนจุลินทรีย์ที่ก่อโรค เป็นผลมากจากการแก่งแย่ง
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พ้ืนที่ยึดเกาะผนังล าไส้ระหว่างสารเสริมชีวนะกับเชื้อก่อโรค ท าให้เชื้อก่อโรคไม่สามารถตั้งถิ่นฐานใน
ทางเดินอาหารของไก่ได้ โดย Neish (2002) รายงานว่าการยึดเกาะของสารเสริมชีวนะที่ครอบครอง
พ้ืนที่ของเซลล์เยื่อบุในระบบทางเดินอาหารเป็นกลไกการป้องกันโดยขัดขวางการเกาะติดของ
แบคทีเรียก่อโรคเช่น E. coli และ Salmonella spp. ซึ่ง Holzapfel และ Schillinger (2002) ได้
อธิบายถึงกลไกในการเข้ายึดเกาะล าไส้สัตว์ว่าการยึดเกาะเริ่มตั้งแต่สารเสริมชีวนะเกาะติดกับผนัง
ล าไส้แล้วก่อตัวเพ่ิมจ านวนในส่วน luminal contents ของสัตว์ซึ่งทราบได้จากการศึกษาตัวอย่าง
กระเพาะอาหารของสุกรในกระเพาะพักและไส้ตันของไก่ต่อมาสารเสริมชีวนะจะยึดเกาะบริเวณ  
receptor ที่ผิวหน้าท าให้เชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคถูกก าจัดออกไปจากล าไส้ (Gusils et al., 2002) 
สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Duangjitcharoen และคณะ (2009) ที่รายงานว่าสารเสริมชีวนะ 
(Lactobacillus plantarum SS2) สามารถเกาะติดและอาศัยอยู่ในล าไส้ของหนูขาวได้ โดยท าการ
ย้อมสีเรืองแสง ให้กับสารเสริมชีวนะสายพันธุ์คัดเลือกและป้อนให้หนูขาวกิน เมื่อเวลาผ่านไปจึงน า
ผนังล าไส้ส่วนต่างๆ ของหนูขาวมาตรวจสอบการเรืองแสงด้วยเครื่อง Flow cytometry พบว่าสาร
เสริมชีวนะที่หนูกิน มีการเกาะติดบริเวณล าไส้เล็ก (P>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มควบคุมที่
ไม่ได้ป้อนสารเสริมชีวนะ นอกจากนี้จากผลการทดลองในครั้งนี้จะเห็นได้ว่า การลดจ านวน
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคนั้น การใช้สารเสริมชีวนะหรือยาปฏิชีวนะจะให้ผลที่ไม่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม
การใช้ยาปฏิชีวนะอย่างต่อเนื่องอาจท าให้เกิดการดื้อยาของจุลินทรีย์ก่อโรค อีกทั้งเกิดการตกค้างของ
สารในผลิตภัณฑ์เนื้อไก่ ซ่ึงส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคโดยตรง และยังมีผลท าลายเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็นเชื้อ
ประจ าถิ่น (normal flora) ที่มีประโยชน์ในระบบทางเดินอาหารได้ โดยจะเห็นได้จากพารามิเตอร์
ของเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ (Bacillus spp. และ Lactic acid bacteria) ในการทดลองครั้งนี้ที่
พบว่า กลุ่มที่ได้รับสารเสริมชีวนะมีจ านวนของเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์มากกว่ากลุ่มที่ได้รับยา 
Amoxycillin อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P <0.05) ซึ่งผลของการท าลายเชื้อประจ าถิ่นจากการใช้ยา
ปฏิชีวนะจะท าให้จุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารขาดความสมดุลได้ (Capurso, 2001) ในขณะที่
สารเสริมชีวนะสามารถรักษาและปรับความสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส้  จากการผลิตสารต้านเชื้อ
แบคทีเรีย (เช่น กรดแลคติกและแบคเทอริโอซิน ที่สามารถลดการยึดเกาะของเชื้อ E. coli ได้) การ
ยับยั้งและแข่งขันกับเชื้อก่อโรคในการยึดเกาะกับเยื่อบุผิวล าไส้ และการยับยั้งการผลิตชีวพิษของเชื้อ
ก่อโรค (Roselli et al., 2007) ซึ่งการรักษาความสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส้จากการใช้             
สารเสริมชีวนะที่กล่าวมาข้างต้นพบว่าสอดคล้องกับผลจากทดลองในครั้งนี้คือ อัตราส่วนของ 
Lactobacillus : E. coli ratio ในกลุ่มที่ได้รับสารเสริมชีวนะเพ่ิมขึ้น (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin และกลุ่มควบคุม เช่นเดียวกับการทดลองของ Molna´r และ
คณะ  (2011) ที่พบว่าอัตราส่วนของ Lactobacillus : E. coli ratio ในล าไส้เล็กส่วนปลายของไก่ที่
ได้รับสารเสริมชีวนะ (Bacillus subtilis) ที่ระดับ 1 x 108  โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหารเพ่ิมข้ึน (P<0.05) 
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เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้การเพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ 
ลดจ านวนเชื้อที่ก่อให้เกิดโรค โดยอัตราส่วนของเชื้อที่มีประโยชน์ต่อเชื้อท่ีก่อโรคเพ่ิมขึ้นนั้น เป็นผลมา
จากความสามารถในการเกาะติดผนังล าไส้ของสัตว์และความสามารถในการผลิตสารต้านเชื้อ
แบคทีเรียตามที่ได้ศึกษามาข้างต้น ทางด้านของเชื้อ Salmonella spp. จากการศึกษาในครั้งนี้พบว่า
ไม่มีการพบเชื้อชนิดนี้ในทุกกลุ่มการทดลอง สอดคล้องกับรายงานของ Molna´r และคณะ (2011) ที่
มีการเสริม Bacillus subtilis ในอาหารไก่เนื้อพบว่า ไม่มีการตรวจพบเชื้อ Salmonella spp. ใน
ล าไส้เช่นเดียวกัน 
 
สัณฐานวิทยาในล าไส้ 

การศึกษาสัณฐานวิทยาในล าไส้ได้แก่ความสูงของวิลไล ความลึกของคริปท์  รวมทั้งสัดส่วน
ของวิลไลต่อคริปท์ เป็นตัวที่บ่งบอกถึงสุขภาพในล าไส้ของไก่ Salim และคณะ (2013) รายงานว่าไก่ที่
มีสุขภาพล าไส้ดี เช่น วิลไลที่ยาวและหนา สามารถช่วยเพ่ิมพ้ืนที่ผิวที่ใช้ในการดูดซึมสารอาหารมาใช้
ในการเจริญเติบโตและการสร้างผลผลิตในไก่ได้ (Loddi et al., 2004) ซึ่งสุขภาพของล าไส้ที่ดีนั้น 
ไม่ได้มีผลดีต่อการใช้ประโยชน์สารอาหารเพียงอย่างเดียวแต่ยังส่งผลต่อระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายไก่
อีกด้วย McReynolds และคณะ (2009) รายงานว่าหากล าไส้ของไก่มีความสมบูรณ์แข็งแรงดี 
สามารถช่วยป้องกันการติดเชื้อต่างๆที่เกิดจากจุลินทรีย์ก่อโรคได้ซึ่งในการทดลองครั้งนี้พบว่ากลุ่มที่
ได้รับสารเสริมชีวนะทั้งสองระดับมีความสูงของวิลไลเพ่ิมขึ้นแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะและกลุ่มควบคุมทั้งสองช่วงการทดลอง โดย 
Samanya และ Yamauchi (2002) ได้รายงานเช่นเดียวกันว่า ความสูงของวิลไลในล าไส้เล็กส่วนต้น
และส่วนปลายเพ่ิมขึ้นในไก่ที่ได้รับการเสริม Bacillus subtilis ที่ระดับ1 x 108 โคโลนีต่อกิโลกรัม
อาหาร ท านองเดียวกับ Gunal และคณะ (2006) ที่รายงานว่าการเสริมสารเสริมชีวนะ 
Lactobacillus acidophilus ที่ระดับ 6 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร สามารถเพ่ิมความสูงของ
วิลไลในล าไส้เล็กส่วนกลางและส่วนปลายได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมทั้งในวันที่ 21 และ 42 ของการทดลอง ซึ่งการที่สารเสริมชีวนะสามารถ
เพ่ิมความสูงของวิลไลได้นั้น เนื่องมาจากสารเสริมชีวนะมีส่วนช่วยในการลดการเกาะติดและตั้งถิ่น
ฐานของเชื้อก่อโรคที่มีส่วนในการท าลายเยื่อบุผิวของล าไส้ได้ จากการแก่งแย่ง พ้ืนที่ยึดเกาะเยื่อบุผิว
ล าไส้ ผลิต exogenous enzymes เช่นโพรทีเอส อะไมเลส และไซลาเนส (Mathlouthi et al., 
2002) ผลิตสารต้านเชื้อแบคทีเรีย และยับยั้งการผลิตชีวพิษของเชื้อก่อโรค ท าให้เยื่อบุผิวล าไส้ไม่มี
การอักเสบหรืออักเสบน้อยลง การหมุนเวียนของ epithelium cell เพ่ิมขึ้น ความสูงของวิลไลจึง
เพ่ิมขึ้น (Sharifi et al., 2012) นอกจากนี้ Santin และคณะ (2001) รายงานว่าความสูงของวิลไลที่
เพ่ิมขึ้นอาจเกิดจากการเสริมสารเสริมชีวนะกลุ่มยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae ที่ระดับ 0.1 
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และ 0.2% ในอาหารไก่เนื้อ) ท าให้ได้รับกรดไขมันสายสั้น (short chain fatty acids) เพ่ิมมากขึ้น 
และกรดไขมันสายสั้นที่ได้จากการหมักของเชื้อจุลินทรีย์ในสารเสริมชีวนะเหล่านี้ จะไปกระตุ้นให้เกิด
การเพ่ิมจ านวนของ epithelium cell (Ichikawa et al., 1999) ซึ่ง Sakata และคณะ (1999) ได้
รายงานในท านองเดียวกันนี้ว่า การเสริมสารเสริมชีวนะ Lactobacillus casei ที่ระดับ 1 x 107 

โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร สามารถเพ่ิมระดับการผลิต epithelium cell ในคริปท์ของล าไส้เล็กส่วน
ปลายของหนูได้ถึง 40% ในส่วนของกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะซึ่งมีความสูงของวิลไลน้อยกว่ากลุ่มที่
ได้รับสารเสริมชีวนะเนื่องจาก การใช้ยาปฏิชีวนะจะไปจ ากัดการขยายตัวเพ่ือเพ่ิมจ านวน และการตั้ง
ถิ่นฐานของเชื้อจุลินทรีย์มีประโยชน์ในล าไส้เช่น Lactobacillus และ Bifidobacteria ท าให้เอนไซม์
ที่ได้จากการผลิตของจุลินทรีย์มีน้อยลง (Mathlouthi et al., 2002) การผลิตกรดไขมันสายสั้นลดลง 
การหมุนเวียนของ epithelium cell ก็ลดลงตามการผลิตกรดไขมัน ส่งผลให้ความสูงของวิลไลลดลง
ตามไปด้วย (Oliveira et al., 2008) ทางด้านความลึกของคริปท์ จากการทดลองพบว่ากลุ่มที่ได้รับ
การเสริมยาปฏิชีวนะ Amoxycillin มีความลึกของคริปท์น้อยลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอ่ืนๆ ซึ่ง Miles และคณะ (2006) รายงานว่า ความลึกของคริปท์ที่มากขึ้น 
เนื่องจากวิลไลมีการอักเสบจากการถูกท าลายโดยชีวพิษที่เชื้อก่อโรคผลิต ท าให้การหมุนเวียนของ 
epithelium cell ที่มีการสร้างในส่วนของคริปท์เพ่ือขึ้นไปแทนที่ในส่วนของวิลไลนั้นเร็วขึ้น โดยการ
สร้าง epithelium cell จากคริปท์ขึ้นไปแทนที่อย่างรวดเร็วนี้ต้องใช้พลังงานสูง และสารอาหาร
ส าหรับน าไปใช้ในการสร้าง epithelium cell นี้มีไม่เพียงพอ เมื่อวิลไลถูกท าลายจากชีวพิษมากๆ จึง
ท าให้อัตราการเจริญหรือการเพิ่มจ านวนของ epithelium cell ในคริปท์ลดลง ส่งผลให้คริปท์ลึกมาก
ขึ้น (Teo and Tan, 2007) โดยในการทดลองครั้งนี้ กลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะมีความลึกของคริปท์น้อย
กว่ากลุ่มอ่ืนนั้นอาจจะเกิดจาก เมื่อมีการเสริมยาปฏิชีวนะเข้าไปสามารถช่วยลดจ านวนเชื้อก่อโรคได้     
ชีวพิษท่ีได้รับจากเชื้อก่อโรคก็มีปริมาณน้อยลง ส่งผลให้การอักเสบของวิลไลลดลง การหมุนเวียนของ 
epithelium cell จึงเป็นไปอย่างปกติ (Uni et al., 1998) ซึ่งผลที่ได้จากการทดลองของ Tsirtsikos 
และคณะ (2012) ก็รายงานในท านองเดียวกันว่า ยาปฏิชีวนะสามารถลดความลึกของคริปท์ได้ โดย
การเข้าไปท าลายเชื้อจุลินทรีย์ทุกชนิดในทางเดินอาหาร ส่งผลให้มีการลดลงของชีวพิษที่ผลิตจาก
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค ซึ่งเป็นสาเหตุในการท าให้เยื่อบุผิวล าไส้เสียหายหรืออักเสบและท าให้คริปท์ลึกขึ้น 
(Oliveira et al., 2008) ทั้งนี้ในวันที่ 42 ของการทดลอง การเสริมสารเสริมชีวนะที่ระดับ 5 x 107 

โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร พบว่ามีแนวโน้มที่สามารถท าให้คริปท์ลึกน้อยลงได้เช่นเดียวกัน และเมื่อน า
ค่าท่ีได้จากการทดลองมาค านวณสัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์พบว่า การเสริมยาปฏิชีวนะและสารเสริม
ชีวนะที่ระดับ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร สามารถเพ่ิมสัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (P<0.05) ซึ่งผลที่ได้รับในการศึกษาครั้งนี้มีความ
สอดคล้องกับรายงานของ Samanya และ Yamauchi (2002) ที่ว่าสัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์เพ่ิมขึ้น
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จากการเสริมสารเสริมชีวนะ Bacillus subtilis ที่ระดับ1 x 108 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร 
เช่นเดียวกับรายงานของ Awad และคณะ (2010) ซึ่งได้ท าการเสริม Lactobacillus salivarius 
และ Lactobacillus reuteri ที่ระดับ1 x 108 โคโลนีต่อกิโลกรัมในอาหารไก่เนื้อ พบว่าสามารถเพ่ิม
สัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์ได้ โดย Chiou และคณะ (1996) รายงานว่า การหาค่าสัดส่วนวิลไลต่อ 
คริปท์จะท าให้ทราบถึงประสิทธิภาพในการดูดซึมอาหารของล าไส้ได้ โดยสัดส่วนที่สูงแสดงว่ามี
ความสามารถในการดูดซึมสูง ซึ่งในการทดลองครั้งนี้สัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์ในล าไส้เล็กส่วนกลาง
ของกลุ่มที่ได้รับสารเสริมชีวนะและกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
แสดงให้เห็นว่าการท าหน้าที่ดูดซึมสารอาหารในล าไส้เล็กส่วนกลางของสองกลุ่มนี้ดีกว่ากลุ่มควบคุม 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองในพารามิเตอร์สมรรถภาพการเจริญเติบโตของทั้งสองกลุ่มดังกล่าว  
และผลของลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ ถือว่า เป็นไปในทิศทางเดียวกับ
รายงานของ Giannenas และคณะ (2012) ที่ได้อธิบายเกี่ยวกับสัณฐานวิทยาในล าไส้ว่าโครงสร้าง
ของเยื่อบุผิววิลไลและความลึกของคริปท์ได้รับอิทธิพลจากอาหารที่ไก่ได้รับ กล่าวคือหากมี
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคปริมาณมากในล าไส้ สามารถเป็นตัวที่ชักน าให้เยื่อบุผิวของวิลไลในล าไส้มีการ
เปลี่ยนแปลงไปในทางที่ไม่ดีอย่างรวดเร็วเนื่องจาก เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคมีการผลิต ชีวพิษออกมาเช่น 
ชีวพิษชิกา (Shiga toxin) ที่ผลิตจากเชื้อ E. coli O157:H7 ซึ่งสามารถท าลายเยื่อบุผิวล าไส้ให้มีการ
อักเสบ ส่งผลโดยตรงต่อความสูงของวิลไลและความลึกของคริปท์ เพราะความสูงของวิลไลและ
สัดส่วนของวิลไลต่อคริปท์ที่เพ่ิมขึ้น เกิดจากปริมาณการหมุนเวียน (turnover) ของ epithelial cell 
(Miles et al., 2006) ในท านองเดียวกัน Yason และคณะ (1987) ก็ได้รายงานว่าพ้ืนผิวเยื่อบุของ  
วิลไลในล าไส้กับสิ่งที่อยู่ในล าไส้มีความใกล้ชิดกันอย่างมาก การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของล าไส้ เช่น วิลไลที่สั้นลงหรือคริปท์ที่ลึกขึ้น จึงมีความสัมพันธ์กับปริมาณชีวพิษที่ได้รับจาก
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 
 
pHของของเหลวในล าไส้ 

Knarreborg และคณะ (2008) ศึกษากลไกการต่อต้านเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคจากการใช้สาร
เสริมชีวนะพบว่า สามารถต่อต้านจุลินทรีย์ก่อโรคได้ โดยการสร้างข้อจ ากัดของสภาพแวดล้อมในล าไส้
ของสัตว์ ได้แก่การสร้างสภาวะแวดล้อมให้เป็นกรดโดยผลิตกรดอินทรีย์โดยเฉพาะกรดไขมันระเหยได้ 
เช่น กรดแลคติกอะซีติค โพรพิโอนิก และบิวทีริก เพื่อลดค่า pH ในล าไส้สัตว์ลงให้ไม่เหมาะสมส าหรับ
การขยายตั วของ เชื้ อจุ ลินทรี ย์ ใหม่และยับยั้ งการ เจริญเติบโตของเชื้ อจุ ลินทรีย์ ก่ อโรค                
(Van Immerseel et al., 2006) แต่จากการทดลองในครั้งนี้พบว่าค่า pH ในล าไส้ของไก่เนื้อทั้งสอง
ช่วงการทดลอง ( 21 และ 42 วัน) ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม สอดคล้องกับการศึกษาของ Sergey และคณะ (2008) ที่ได้ท าการศึกษา
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ผลของการเสริมสารเสริมชีวนะ (Lactobacillus sobrius DSM 16698 ที่ระดับ 1 x 1010 โคโลนีต่อ
กิโลกรัมอาหาร ) ต่อสุขภาพล าไส้รายงานว่า ค่า pH ในล าไส้เล็ก ไส้ตัน และล าไส้ใหญ่ของกลุ่มที่ได้รับ
สารเสริมชีวนะกับกลุ่มควบคุมไม่มีความแตกต่างกัน ในทางตรงข้าม Asahara และคณะ (2004) 
รายงานว่าสารเสริมชีวนะสายพันธุ์ Bifidobacterium breve ที่ระดับ 1 x 109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร 
สามารถผลิตกรดอะซีติค ซึ่งส่งผลให้ค่า pH ในล าไส้เล็กของหนูทดลองต่ าลงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ท าให้สามารถเพ่ิมอัตราการมีชีวิตรอดในหนูทดลองได้ 
อย่างไรก็ดีค่า pH ในล าไส้ที่ไม่มีความแตกต่างกันนี้ Sergey และคณะ (2008) อธิบายว่าค่า pH ที่
ลดลงเป็นเพียงสิ่งที่เกิดขึ้นตามมาจากการท าหน้าที่ของกลไกหลักอ่ืนๆ เช่น การผลิตกรดที่มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งหรือท าลายเชื้อก่อโรค (Klein et al., 1998) ดังนั้นค่าของ pH ในล าไส้ที่ลดลงจึงยังไม่
ชัดเจน  

 
ในการทดลองครั้งนี้มีการใช้สารเสริมชีวนะที่ระดับ 2.5 x 107 และ 5 x 107 โคโลนีต่อ

กิโลกรัมอาหาร ซึ่งถือว่าอยู่ในช่วงที่แนะน าว่ามีประสิทธิภาพที่ดีที่สุดคืออยู่ในช่วง 107–109 โคโลนีต่อ
กิโลกรัมอาหาร (Patterson and Burkholder, 2003) โดยผลของสมรรถภาพการเจริญเติบโต การ
ย่อยได้ของโปรตีน และค่าสัณฐานวิทยาในล าไส้ของไก่ที่ได้รับสารเสริมชีวนะที่ระดับ 5 x 107 โคโลนี
ต่อกิโลกรัมอาหาร ไม่แตกต่างกับกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะ Amoxycillin แต่ดีกว่ากลุ่มควบคุม ในขณะ
ที่ผลของจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อตัวสัตว์ (Lactic acid bacteria และ Bacillus spp.) มี
จ านวนสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยาปฏิชีวนะและ
กลุ่มควบคุม ดังนั้นจึงสามารถน าสารเสริมชีวนะที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้มาใช้เป็นสารเสริมการ
เจริญเติบโตในไก่เนื้อ ทดแทนการใช้ยาปฏิชีวนะท่ีมีปัญหาในเรื่องของสารตกค้างในเนื้อไก่ได้ 

 
สรุปผลการทดลอง 

ผลที่ได้จากการทดลองครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า การเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus 

licheniformis ระดับ 2.5 x 107 และ 5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร สามารถเพ่ิมสมรรถภาพการ

เจริญเติบโตในไก่ได้ ในขณะที่การเสริม Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis ที่ระดับ     

5 x 107 โคโลนีต่อกิโลกรัมอาหาร สามารถเพ่ิมการย่อยได้ ปรับปรุงความสมดุลของจุลินทรีย์ และ

สัณฐานวิทยาในล าไส้ได้ดีกว่าและยังสามารถใช้แทนยาปฏิชีวนะในไก่เนื้อได้ 
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