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ภำคผนวก 3 

ค ำอธิบำยเพิ่มเติมเกี่ยวกับข้อมูลประกอบกำรยื่นขอประเมินควำมปลอดภัย 
และคุณสมบัติกำรเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกในอำหำร 

1. ผลกำรตรวจเอกลักษณ์ (identification) ของจุลินทรีย ์และกำรเรียกชื่อ (nomenclature) 
ผลการตรวจเอกลักษณ์ของสกุล (genus) ชนิด (species) และสายพันธุ์ (strain) ด้วยวิธีการที่ถูกต้อง

และเป็นปัจจุบัน ทั้งลักษณะการแสดงออก (phenotype) และทางลักษณะพันธุกรรม (genotype) และการ
เรียกชื่อ (nomenclature) ของจุลินทรีย์นั้น ต้องเป็นชื่อวิทยาศาสตร์ที่ยอมรับและใช้อยู่ในปัจจุบัน กรณีมีการ
เปลี่ยนชื่อวิทยาศาสตร์ใหม่ให้ระบุชื่อเดิมด้วย พร้อมแหล่งอ้างอิง รวมถึงระบุชื่อที่ใช้ในการค้า (ถ้ามี) 

ตัวอย่างแหล่งอ้างอิงการเรียกชื่อจุลินทรีย์ เช่น The International Commission on the Taxonomy 
of Fungi (ICTF) หรือ List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature (LPSN) 

1.1 กำรตรวจเอกลักษณ์ทำงลักษณะกำรแสดงออก (phenotype)  
 เช่น การย้อมสีกรัม (gram staining) การเจริญในอาหารจ าเพาะ (selective media) ลักษณะ

สัณฐานวิทยาของเซลล์ (cell morphology) หรือลักษณะพิเศษของสายพันธุ์ (strain) 
1.2 กำรตรวจเอกลักษณ์ทำงลักษณะพันธุกรรม (genotype) แล้วแต่กรณี ดังนี้  

1.2.1 แบคทีเรีย: วิเคราะห์รหัสพันธุกรรมตลอดจีโนม (whole genome sequencing: WGS) ทั้ง
องค์ประกอบพันธุกรรมของโครโมโซมและนอกโครโมโซม เช่น พลาสมิด (plasmid) เพ่ือใช้ในการระบุชนิด 
(species) ของจุลินทรีย์ (taxonomic assignment) โดยสามารถใช้เทคนิคต่าง ๆ ที่เหมาะสม เช่น การจัดท า
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenomics) หรือ การหาค่าความเหมือนของล าดับกรดนิวคลีโอไทด์ 
(average nucleotide identity: ANI) หรือการเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของยีนที่เหมาะสมในการระบุชนิด 
(species) ของแบคทีเรียนั้น ๆ (เช่น 16S rRNA gene หรือ housekeeping genes อ่ืน ๆ) หรือวิธี อ่ืนที่
เหมาะสม โดยใช้สายพันธุ์อ้างอิงและฐานข้อมูลที่เหมาะสม (เช่น type strain, reference genome เป็นต้น)   

1.2.2 ยีสต์และรา: วิเคราะห์รหัสพันธุกรรมตลอดจีโนม (whole genome sequencing: WGS) 
และระบุชนิด (species) ของจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิคการจัดท าความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenomic) 
กรณีไม่มีผล WGS ควรมีผลเปรียบเทียบความเหมือนของยีนหรือส่วนของสารพันธุกรรมที่เป็นที่ยอมรับว่า
สามารถระบุชนิด (species) ของยีสต์หรือราในกลุ่มนั้น ๆ ได้  

ทั้งนี้ ผลการวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมตลอดจีโนม (whole genome sequencing: WGS) ควรมี
คุณภาพและความถูกต้องเท่าที่เทคโนโลยีในปัจจุบันสามารถท าได้  โดยอ้างอิงหลักการตาม European Food  
Safety Authority (EFSA) ฉบับล่าสุด 

2. ผลกำรทดสอบคุณสมบัติกำรเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก   
2.1 กำรทนต่อสภำวะควำมเป็นกรดในกระเพำะอำหำร (resistance to gastric acidity) 

 ทดสอบการทนต่อสภาวะความเป็นกรด โดยระบุค่า pH และระยะเวลาที่ทดสอบให้สอดคล้องกับ
สภาวะในระบบการย่อยอาหารของมนุษย์ รายงานผลเป็นร้อยละของการรอดชีวิต และแสดงวิธีการค านวณ 
พร้อมระบุหน่วยให้ชัดเจน และมีข้อมูลเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ควบคุมที่เหมาะสม 
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2.2 กำรทนต่อสภำวะของเกลือน้ ำดี (bile salt resistance) 
 ทดสอบการทนต่อสภาวะของเกลือน้ าดี โดยระบุชนิดและความเข้มข้นของเกลือน้ าดีที่ใช้  เช่น 

bovine หรือ ox gall และระยะเวลาที่ทดสอบให้สอดคล้องกับสภาวะในระบบการย่อยอาหารของมนุษย์ 
รายงานผลเป็นร้อยละของการรอดชีวิต และแสดงวิธีการค านวณ พร้อมระบุหน่วยให้ชัดเจน และมีข้อมูล
เปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ควบคุมที่เหมาะสม 

2.3 ควำมสำมำรถในกำรเกำะติดกับเยื่อมูก หรือ เซลล์ผิวเยื่อบุของมนุษย์หรือ เซลล์ไลน์ (adherence 
to mucus and/or human epithelial cells and cell line) 

ทดสอบความสามารถในการเกาะติดกับเยื่อมูกหรือเซลล์ผิวเยื่อบุของมนุษย์หรือเซลล์ไลน์ โดยระบุ
ชนิดของเซลล์ผิวเยื่อบุ (mucus) หรือเซลล์ไลน์ (cell line) ที่ใช้ และแสดงวิธีการค านวณ พร้อมระบุหน่วยให้
ชัดเจน และมีข้อมูลเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ควบคุมที่เหมาะสม 

2.4 ฤทธิ์ของเอนไซม์ไฮโดรเลสในกำรย่อยเกลือน้ ำดี (bile salt hydrolase activity) 
ทดสอบฤทธิ์ของเอนไซม์ไฮโดรเลสในการย่อยเกลือน้ าดี  โดยทดสอบครอบคลุมถึงเกลือน้ าดี 

(conjugated bile salts) ที่มีในระบบย่อยอาหารของมนุษย์ โดยระบุชนิดของเกลือน้ าดีที่ใช้ วิธีการทดสอบ 
และวิธีการแปลผลที่เหมาะสม และมีข้อมูลเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ควบคุมที่เหมาะสม 

2.5 คุณสมบัติอ่ืน ๆ (ถ้ำม)ี 
ข้อมูลคุณสมบัติอ่ืน ๆ ของจุลินทรีย์ที่ต้องการประเมิน พร้อมแนบเอกสารอ้างอิงที่น่าเชื่อถือ 

3. ผลกำรประเมินควำมปลอดภัยของจุลินทรีย์โพรไบโอติกต่อมนุษย ์ 
  ผลการประเมินความปลอดภัยของจุลินทรีย์โพรไบโอติกต่อมนุษย์  โดยการทดสอบนอกกาย (in vitro)  

หรือในสัตว์  (in vivo) และการศึกษาในมนุษย์ เพ่ือประเมินความปลอดภัยและปฏิกิริยาของร่างกายต่อ
จุลินทรีย์โพรไบโอติก ดังนี้ 

3.1 กำรดื้อต่อสำรปฏิชีวนะ 
 ผลการทดสอบการดื้อต่อสารปฏิชีวนะและการถ่ายทอดยีนดื้อต่อสารปฏิชีวนะโดยเฉพาะสาร

ปฏิชีวนะที่มีความส าคัญทางคลินิกด้วยวิธีการที่ถูกต้องและน่าเชื่อถือ โดยทดสอบทั้งลักษณะการแสดงออก 
(phenotype) และลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) ดังนี้ 

 3.1.1 การทดสอบทางลักษณะการแสดงออก (phenotype)     
 ทดสอบค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์

ได้ (minimum inhibitory concentration: MIC) โดยใช้วิธี microdilution method ตามมาตรฐานสากล 
เช่น Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) หรือ International Organization for Standardization 
(ISO) ที่จ าเพาะกับจุลินทรีย์ชนิด (species) นั้น ๆ กรณีไม่มีมาตรฐานที่จ าเพาะ ให้เลือกใช้มาตรฐานส าหรับ
จุลินทรีย์กลุ่มที่ใกล้เคียงที่สุด รายงานผลการทดสอบโดยแสดงหน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อลิตร (mg/l) หรือ
ไมโครกรัมต่อมิลลิตร (µg/ml) ทั้งนี้ ให้ทดสอบยืนยันประสิทธิภาพและความถูกต้องของความเข้มข้นของสาร
ปฏิชีวนะกับจุลินทรีย์อ้างอิง (QC strain) ก่อนด้วย  

 ชนิดของสารปฏิชีวนะท่ีใช้ทดสอบและวิธีการแปลผล แล้วแต่กรณี ดังนี้ 
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1) แบคทีเรีย : ให้ อ้างอิงชนิดของสารปฏิชีวนะที่ ใช้ทดสอบและวิธีการแปลผลตาม 
European Food Safety Authority (EFSA) ฉบับล่าสุด โดยการแปลผลให้อ้างอิงค่า cut-off ที่จ าเพาะกับ
จุลินทรีย์ชนิด (species) นั้น ๆ ในกรณีที่ไม่มีค่า cut off ที่จ าเพาะ ให้อ้างอิงค่าของจุลินทรีย์กลุ่มที่ใกล้เคียง
ที่สุด ทั้งนี้ หากแปลผลได้ว่าจุลินทรีย์สายพันธุ์ที่ยื่นขอประเมินดื้อต่อสารปฏิชีวนะ (resistance) ต้องท าการ
ทดสอบลักษณะทางพันธุกรรม (genotype) โดยวิธีทางชีวสารสนเทศ (bioinformatics) เพ่ือพิจารณาสาเหตุ
และความสามารถในการถ่ายทอด 

2) ยีสต์และรา: ให้ทดสอบกับยาต้านเชื้อรา (antifungal) ที่ใช้ในทางการแพทย์อย่างน้อย 3-5 
กลุ่ม และแปลผลโดยอ้างอิงค่า cut off ที่เป็นสากล เช่น Clinical and Laboratory Standard Institute 
(CLSI) หรือ European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ที่จ าเพาะกับ
จุลินทรีย์ชนิด (species) นั้น ๆ ในกรณีที่ไม่มีค่า cut off ที่จ าเพาะ ให้แสดงค่า MIC และค่า cut off ของสายพันธุ์
ที่ใกล้เคียงที่สุด ทั้งนี้ หากแปลผลได้ว่าดื้อต่อสารปฏิชีวนะ (resistance) ไม่ควรน ามาใช้ในอาหาร โดยไม่ต้อง
พิสูจน์หากลไกการดื้อยาและความสามารถในการถ่ายทอด เนื่องจากจุลินทรีย์กลุ่มนี้ ไม่มีความเสี่ย งที่จะเกิด
การแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมกับสิ่งมีชีวิตอ่ืน 

3.1.2 การวิเคราะห์ทางลักษณะพันธุกรรม (genotype)   
        วิเคราะห์หายีนดื้อต่อสารปฏิชีวนะโดยใช้ข้อมูล  WGS และค้นหายีนด้วยฐานข้อมูลที่

เหมาะสมและเป็นปัจจุบันอย่างน้อย 2 แห่ง โดยฐานข้อมูลที่ใช้ 1 แห่ง คือ Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG) ทั้งนี้  ข้อมูลที่ค้นหาต้องไม่เกิน 2 ปี ณ วันที่ยื่นประเมิน พร้อมระบุวันที่ท าการ
วิเคราะห์ข้อมูลและพารามิเตอร์ที่ใช้ในการค้นหา ในกรณีที่พบยีนดื้อต่อสารปฏิชีวนะ ให้ระบุต าแหน่งของยีน
ว่าอยู่ในส่วนที่สามารถเคลื่อนที่ได ้(mobile element) ด้วยหรือไม่  

3.2 กำรประเมินฤทธิ์ทำงเมแทบอลิก   
     ทดสอบฤทธิ์ทางแมแทบอลิก เช่น การผลิต D-lactate หรือการสลายเกลือน้ าดี โดยระบุวิธีการ 

สภาวะ ผล และสรุปผล โดยวิธีการที่เหมาะสม 
3.3 กำรประเมินผลข้ำงเคียงระหว่ำงกำรศึกษำในมนุษย์ 

 ทดสอบผลข้างเคียงระหว่างการศึกษาในมนุษย์ โดยระบุวิธีการ สภาวะ และผลข้างเคียงที่เกิดขึ้น 
หรือใช้ข้อมูลการทบทวนวรรณกรรมอย่างเป็นระบบ (systematic review) จากหน่วยงานหรือองค์กรที่มี
ระบบประเมินความปลอดภัยที่น่าเชื่อถือก็ได้ 

3.4 กำรเฝ้ำระวังทำงระบำดวิทยำของอุบัติกำรณ์ที่ไม่พึงประสงค์ในผู้บริโภคหลังออกจ ำหน่ำยในท้องตลำด 
 ระบุวิธีการและผลการเฝ้าระวัง กรณีที่ยังไม่วางจ าหน่าย ให้ระบุแผนการเฝ้าระวัง และวิธีการเก็บ

ข้อมูลหลังการออกจ าหน่าย 
3.5 กำรสร้ำงสำรพิษ กรณีที่สำยพันธุ์ที่ประเมินนั้นอยู่ในกลุ่มของจุลินทรีย์ชนิดที่มีกำรผลิตสำรพิษ  
      วิเคราะห์ความสามารถในการสร้างสารพิษและหรือสารไม่พึงประสงค์  โดยอาจใช้การวิเคราะห์

ข้อมูล WGS (in silico) การทดสอบ cytotoxicity ในเซลล์ไลน์  (in vitro) หรือในสัตว์ทดลอง (in vivo)  
               ในกรณีวิเคราะห์โดยใช้ข้อมูล WGS ให้ค้นหายีนด้วยฐานข้อมูลที่เหมาะสมและเป็นปัจจุบัน 
อย่างน้อย 2 แห่ง โดยฐานข้อมูลที่ใช้ 1 แห่ง คือ Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
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ทั้งนี้ ข้อมูลที่ค้นหาต้องไม่เกิน 2 ปี ณ วันที่ยื่นประเมิน พร้อมระบุวันที่ท าการวิเคราะห์ข้อมูลและพารามิเตอร์
ที่ใช้ในการค้นหา หากพบยีนที่เกี่ยวข้อง ควรมีผลการทดสอบลักษณะการแสดงออก (phenotype) ร่วมด้วย 

3.6 ฤทธิ์ทำงฮีโมไลติก กรณีที่สำยพันธุ์ที่ประเมินนั้นอยู่ในกลุ่มของจุลินทรีย์ชนิดที่มีโอกำสท ำให้เกิด
กำรแตกของเม็ดเลือดแดง  

 ทดสอบฤทธิ์ทางฮีโมไลติก โดยระบวุิธีทดสอบ ชนิดหรือแหล่งที่มาของเลือดที่ใช้ในการทดสอบ และ
ผลการทดสอบ 

4. ผลกำรประเมินควำมปลอดภัยและคุณสมบัติกำรเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกในต่ำงประเทศ หรือข้อมูล
สนับสนุนอ่ืน (ถ้ำมี) 

ผลการประเมินความปลอดภัยของจุลินทรีย์โพรไบโอติกจากหน่วยงานที่เป็นสากลหรือประเทศต่าง ๆ โดย
ระบุชื่อหน่วยงานหรือชื่อประเทศ ปีที่ได้รับการประเมิน และสรุปผลการประเมิน หรือข้อมูลสนับสนุนอ่ืน (ถ้าม)ี 

หมำยเหตุ ความน่าเชื่อถือของเอกสารหลักฐานมีผลต่อการพิจารณา ดังนั้น ผู้ยื่นขอประเมินควรตระหนักและ
ให้ความส าคัญต่อการจัดเตรียมเอกสารหลักฐานประกอบการพิจารณาและการอ้างอิงแหล่งที่มาให้ชัด เจน 
ถูกต้อง เพ่ือประโยชน์ของผู้ยื่นค าขอ 
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