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ฤทธิ์ต้าน Helicobacter pylori และคุณสมบัติโพรไบโอติกของสายพันธุ์แลคโตบาซิลลัส

มาลัย ทวีโชติภัทร์ บุญรัตน์ ลัดดา ขวัญนันท์ นันทวิสัย ศรีสมบัติ พุฒิกมลกุล เครือวัลย์ โชติเลอศักดิ์
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ

บทคัดย่อ
แลคโตบาซิลลัสมีประโยชน์ต ่อสุขภาพของมนุษย์ ในการศึกษานี้ได ้คัดแยกสายพันธุ ์แลคโต

บาซิลลัสจากอุจจาระของทารกและอาหารหมักดอง เพื่อทดสอบคุณสมบัติในการต่อต้านการเจริญของเช้ือ 
Helicobacter pylori ท�ำการคัดแยกแลคโตบาซิลลัสได้ทั้งหมดจ�ำนวน 400 สายพันธุ์ โดยอาศัยคุณสมบัติใน
การติดสีแกรมบวก รูปร่างแท่งและไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส จากน้ันทดสอบความสามารถในการต่อต้านเช้ือ  
H. pylori ด้วยวิธี agar spot พบว่า 100 สายพนัธ์ุ ไม่ต่อต้านเชือ้ H. pylori ม ี227 สายพนัธุ ์ต่อต้านได้ในระดบัต�ำ่ 
และ 71 สายพันธุ์ ต่อต้านได้ปานกลาง เป็นที่น่าสนใจว่ามี 2 สายพันธุ์ที่ต่อต้านเชื้อ H. pylori ได้สูง โดยทั้ง  
2 สายพนัธุมี์คุณสมบติัโพรไบโอติกคือ ทนต่อความเป็นกรดท่ี pH 2.0, 3.0 และ 4.0 และทนต่อน�ำ้ดีท่ีความเข้มข้น 
1-4% จากการวิเคราะห์ล�ำดับเบสของ 16S rRNA gene พบว่าเป็น Lactobacillus paracasei subsp. 
paracasei การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าสายพันธุ ์แลคโตบาซิลลัสที่คัดแยกจากอุจจาระของทารกและ 
แหล่งอาหารของคนไทย มีคุณสมบัติในการต่อต้านการเจริญของเชื้อก่อโรคชนิด H. pylori ซึ่งอาจจะน�ำไปเป็น
โพรไบโอติกที่เป็นประโยชน์ในการป้องกันและรักษาโรคติดเชื้อ H. pylori ได้ต่อไป 

ค�ำส�ำคัญ: แลคโตบาซิลลัส, Helicobacter pylori, โรคติดเชื้อ, โพรไบโอติก

ผู้นิพนธ์ประสานงาน:
เครือวัลย์ โชติเลอศักดิ์ 		
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ
114 ถนนสุขุมวิท ซอยสุขุมวิท 23
แขวงคลองเตยเหนือ เขตวัฒนา 
กรุงเทพ 10110
อีเมล: kruawanc@g.swu.ac.th



J Med Health Sci Vol.25 No.2 August 201844

Anti- Helicobacter pylori and probiotic activity of Lactobacillus Strains
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Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Srinakharinwirot University 

Abstract
Lactobacillus has beneficial effect to human health. In this study Lactobacillus 

were isolated from infant feces and fermented food to investigate for their inhibitory effect 
against Helicobacter pylori growth. A total of 400 Lactobacillus isolates were obtained. They 
were gram-positive, bacilli and catalase-negative. All isolates were tested for their anti-H. 
pylori activity by agar spot method. The results demonstrated that 100 isolates displayed 
no inhibitory activities, 227 isolates showed weak inhibitory activities and 71 isolates showed 
moderate inhibitory activities. Interestingly, 2 Lactobacillus isolates demonstrated strong 
inhibitory activities. They have probiotic activity including tolerance to pH 2.0, 3.0 and 4.0, and 
1-4% bile salt condition. Base on 16S rRNA gene sequence analysis, The strains were identified 
as Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. This study demonstrated that Lactobacillus 
strains isolated from Thailand sources, such as infant feces and fermented food have anti-H. 
pylori activity, which may used as probiotics for prevention and treatment against H. pylori 
infection. 
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บทน�ำ
	 แบคที เรียกรดแลคติก (Lact ic ac id 
bacteria) โดยเฉพาะในสกุลแลคโตบาซิลลัสนั้น  
ได้มีการศกึษาเพือ่น�ำไปใช้ในการรกัษาโรคติดเชือ้ต่างๆ 
เช่น ท้องเสีย (diarrhea) ล�ำไส้อักเสบเฉียบพลัน
และล�ำไส ้เน ่าตายที่พบในทารก (necrotizing 
enterocolitis)1 มีรายงานพบว่าแลคโตบาซิลลัส
สามารถต่อต ้านการเจริญของ Helicobacter 
pylori2 และสามารถลดอาการของโรคกระเพาะ
อาหารอักเสบในหนูที่มีการติดเชื้อ H. pylori ได้3 
นอกจากนี้ ยังสามารถลดผลข้างเคียงจากการใช้ยา
ปฏิชีวนะในเด็กที่ติดเชื้อ H. pylori ได้อีกด้วย4

	 H. pylori เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram 
negative) รูปร่างแท่ง มีแฟลกเจลลา (flagella) 
ที่ ใช ้ ในการยึดเกาะและบุกรุกบริเวณชั้นในสุด 
(mucous layer) ของกระเพาะอาหาร จึงมักพบเชื้อ
อาศัยอยู่บริเวณเยื่อบุผิวช้ันในของกระเพาะอาหาร 
(luminal surface of the gastric epithelium) 
การติดแบคทีเรียชนิดนี้จะก่อให้เกิดโรคกระเพาะ
อาหารอักเสบ (gastitis)5 โดยเชื้อนี้สามารถเจริญ
ได้ในกระเพาะอาหารที่มีสภาวะเป็นกรดเพราะเชื้อ
สามารถสร้างเอนไซม์ยูรีเอส (urease enzyme) ได้ 
โดยเปล่ียนยู เ รีย (urea) ท่ีอยู ่ ในน�้ ำย ่อยของ
กระเพาะอาหาร (gastric juice) ให้เป็นแอมโมเนีย 
(ammonia) และคาร์บอนไดออกไซด์ (carbon 
dioxide) ช่วยให้สภาวะกรดในกระเพาะอาหาร
ลดลงเหมาะสมในการเจริญ การติดเช้ือระยะเวลา
นานหรือเร้ือรังจะท�ำให้เกิดการพัฒนาไปเป็นโรค
แผลในกระเพาะอาหารหรือแผลในล�ำไส้เล็กส่วนต้น 
(gastric ulcer or duodenal ulcer) มะเร็งในกระเพาะ
อาหาร (gastric cancer) และมะเร็งต่อมน�้ำเหลือง 
(gastr ic mucosa-associated lymphoid- 
tissue (MALT) lymphoma) ที่กระเพาะอาหาร 
พบว่าอุบัติการณ์ของการติดเชื้อ H. pylori ของ
ประชากรโลกมีประมาณ 50% ขึ้นไปและก�ำลังเป็น
ปัญหาอยู่ทั่วโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งประเทศที่ก�ำลัง

พัฒนาพบการติดเชื้อสูงถึง 70-90% ส่วนประเทศที่
พัฒนาแล้วพบการติดเช้ือชนิดนี้น้อย5 การรักษาการ
ติดเชื้อ H. pylori นั้นจะใช้วิธี triple therapy โดย
การใช้ยา amoxicillin, clarithromycin และยา
ยับยั้งการหลั่งโปรตอน (proton-pump inhibitor) 
แต่ยังมีปัญหาจากเช้ือดื้อต่อยา clarithromycin 
และ amoxicillin6 และผลข้างเคียงจากการใช้ยา
ปฏิชีวนะ
	 โพรไบโอติก (probiotics) เป็นจุลินทรีย ์
ที่มีชีวิต เมื่อร่างกายได้รับเข้าไปในปริมาณที่เพียงพอ 
จะก ่อให ้ เกิดประโยชน ์ต ่อสุขภาพ ในป ัจจุบัน
โพรไบโอติกได้เข้ามามีบทบาทและนิยมแพร่หลาย
ในทางการแพทย ์ โดยมีการน�ำมาใช ้แทนหรือ 
ร ่วมกับยาปฏิชีวนะ เนื่องจากมีความปลอดภัย 
ทนต่อสภาวะความเป็นกรดและน�้ำดี และยับยั้ง
แบคทีเรียก ่อโรคได ้7 โพรไบโอติกส ่วนใหญ่อยู ่
ในกลุ ่มแบคทีเรียกรดแลคติกโดยเฉพาะแลคโต
บาซิลลัส การท�ำงานของโพรไบโอติกนั้นมีหลาย
กลไก เช่น ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค โดย
อาจจะสร้างสารต่อต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial 
substances) หรืออาจจะเข้าไปแย่งพื้นท่ีในการ
เจริญ (competitive exclusion) และปรับระบบ 
ภมูคิุม้กัน (immunomodulation) เป็นต้น นอกจากนี้ 
ยังสามารถยึดเกาะเยื่อบุผิวในกระเพาะอาหารได้  
ซึ่งจะท�ำให้โพรไบโอติกนั้นสามารถท่ีจะท�ำงานได้ดี 
แล้วอยูร่อดได้ในกระเพาะอาหาร8 แบคทเีรียโพรไบโอตกิ 
แต่ละชนิดจะมีคุณสมบัติเฉพาะของแต่ละสายพันธุ์ 
(strain dependent) ในบรรดาแบคทีเรียเหล่านี้นั้น 
แลคโตบาซิลลัสเป็นชนิดที่มีการน�ำมาศึกษามาก
ท่ีสุด เนื่องจากมีความปลอดภัย มีประวัติการใช้มา
ยาวนาน แหล่งของโพรไบโอติกที่ส�ำคัญสามารถแยก
ได้จากในคน สัตว์ และอาหารหมักดอง9-10 
	 งานวิ จัยครั้งนี้ เป ็นการศึกษาคุณสมบัติ
ในการต่อต้านการเจริญของเชื้อ H. pylori ของ
แบคทีเรียกรดแลคติกชนิดแลคโตบาซิลลัสท่ีคัดแยก
จากอุจจาระของทารกและอาหารหมักดอง เพื่อให้
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ได้สายพันธุ์ท่ีมีคุณสมบัติท่ีดีในการเป็นโพรไบโอติก 
และน�ำมาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ในการป้องกัน
และรักษาโรคติดเชื้อ H. pylori ต่อไป

วัตถุประสงค์
	 1. เพื่อคัดแยกแลคโตบาซิลลัสจากอุจจาระ
ของทารกแรกคลอดและอาหารหมักดอง
	 2. เพ่ือทดสอบคุณสมบัติการต่อต้านการ
เจริญของเชื้อ Helicobacter pylori ของแลคโต
บาซิลลัส 

วิธีการศึกษา
1. กลุ่มตัวอย่าง 
	 กลุม่ตวัอย่าง คอื อุจจาระของทารกแรกคลอด 
จ�ำนวน 300 ตัวอย่างจากโรงพยาบาลศูนย์การแพทย์ 
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ และอาหารหมักดอง 
ชนิดต่างๆ เช่น แหนม ข้าวหมาก ต้นหอมดอง  
ผักกาดดอง จากอ�ำเภอพนมไพร จังหวัดร้อยเอ็ด 
และกิมจิ จากเขตวัฒนา กรุงเทพมหานคร จ�ำนวน 
14 ตัวอย่าง ในการเก็บตัวอย่างอุจจาระของทารก 
แรกคลอดนั้น มารดาเป ็นผู ้ ให ้ความยินยอมใน 
แบบฟอร์มให้ค�ำยนิยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย (Inform 
consent) ซึ่ ง ได ้ผ ่านความเห็นชอบจากคณะ
กรรมการจริยธรรมส�ำหรับพิจารณาโครงการวิจัยที่
ท�ำในมนุษย์แล้ว (SWUEC 37/2551) ท�ำการเก็บ
ตัวอย่างโดยใช้ sterile cotton swab ป้าย fresh 
fecal specimen น�ำไปใส่ใน Cary-Blair transport 
medium (Oxoid, Hampshire, England) และส่ง
ท�ำการทดสอบโดยเร็วที่สุด

2. การคัดแยก รวบรวม เพาะเลี้ยง และการทดสอบ
ลักษณะเบื้องต้นของสายพันธุ์แลคโตบาซิลลัส
	 น�ำตวัอย่างอจุจาระทารกและอาหารหมกัดอง 
มาเจือจางและเพาะเล้ียง เพ่ือคัดแยกเชื้อบนอาหาร
เลี้ยงเช้ือ deMan-Rogosa-Sharpe (MRS) agar 
(Oxoid, Hampshire, England) บ่มที่อุณหภูมิ 

370C ใน Anaerobic jar (Mitsubishi, Japan) ที่มี 
Anaerobic GasPak (Mitsubishi Gas Chemical 
Co. Inc. Japan) เพื่อปรับให้อยู่ในสภาวะไร้อากาศ 
(0% O

2
, 5% CO

2
, 5% H

2
, 90% N

2
) เป็นเวลา 48-72 

ช่ัวโมง เลือกโคโลนีเดี่ยวๆ ท่ีมีขนาดและลักษณะ 
โคโลนีที่แตกต่างกัน เช่น เล็ก กลาง ใหญ่ ขอบมัน 
ขอบใส สีขาว สีนม มาเพาะเลี้ยงต่อจนได้สายพันธุ์
บริสุทธิ์ ท�ำการศึกษาการติดสีโดยวิธีการย้อมแกรม 
และศึกษาสันฐาณวิทยาจากการติดสี ลักษณะรูปร่าง 
การเรียงตัวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จากนั้นน�ำมา
ทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส (catalase) โดย
ป้ายเชื้อบนสไลด์แล้วหยด 3% H

2
O

2
 ลงบนเชื้อ ถ้ามี

ฟองอากาศเกิดข้ึนแสดงว่าเช้ือสามารถสร้างเอ็นไซม์
คะตะเลสได้ 

3. การทดสอบความสามารถของสายพันธุ์แลคโต
บาซิลลัสในการต่อต้านเชื้อ H. pylori โดยวิธี agar 
spot 
	 ท�ำการทดสอบแลคโตบาซิลลัสท่ีแยกได ้
โดย spot แลคโตบาซิลลัสท่ีต้องการทดสอบลง
บน Brain heart infusion (BHI) agar (Oxoid, 
Hampshire, England) น�ำไปบ่มใน Anaerobic jar 
สภาวะไร้อากาศ ท่ี 370C เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
เมื่อครบก�ำหนดเวลา น�ำจานอาหาร BHI agar ที่มี
แลคโตบาซิลลัสเจริญอยู่แล้ว มาเททับผิวหน้าด้วย 
BHI soft agar ที่ผสม H. pylori H40 ที่ความเข้มข้น
เท่ากับ 0.5 McFarland (108 เซลล์/มล.) จากนั้นน�ำ
ไปบ่มในสภาวะ microaerobic (5% O

2
, 10% CO

2
, 

85% N
2
) ท่ี 370C เป็นเวลา 4-8 วนั แล้วน�ำมาตรวจสอบ 

การต่อต้านการเจริญของเชื้อโดยสังเกตบริเวณ 
ที่เกิดโซนใสรอบๆ spot ซึ่งหมายถึงแลคโตบาซิลลัส
ต่อต้านการเจริญของเช้ือ H. pylori H40 เรียกว่า 
inhibition zone อ่านผลเป็นบวก วัดขนาดของโซน 
เป ็นมิลลิเมตร (มม.) คัดเลือกแลคโตบาซิลลัส 
สายพันธุ ์ ท่ีสามารถต่อต้านเช้ือ H. pylori H40  
ได้สูงสุดมาท�ำการทดสอบต่อไป
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4. การทดสอบความสามารถของสายพันธุ์แลคโต
บาซิลลัสในการทนต่อความเป็นกรดและน�้ำดี
	 น�ำแลคโตบาซลิลัสสายพันธ์ุทีส่ามารถต่อต้าน 
เชื้อ H. pylori H40 ท่ีคัดเลือกไว ้ มาทดสอบ 
ความสามารถในการทนต่อความเป็นกรดโดยเพาะเลีย้ง 
แลคโตบาซิลลัสที่ความเข้มข้นเร่ิมต้นเท่ากับ 0.5 
McFarland ลงใน MRS broth ที่ปรับด้วย 1 N 
HCL ให้ได้ระดับความเป็นกรด (pH) ที่ pH 2.0, 3.0 
และ 4.0 บ่มที่ 370C ในสภาวะไร้อากาศ เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง จากนั้นเจือจางแบคทีเรียโดยใช้ Phosphate 
buffer saline (PBS) น�ำไป spread plate แล้วบ่ม
ใน Anaerobic jar สภาวะไร้อากาศ ที่ 370C เป็น
เวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจสอบแลคโตบาซิลลัสที่รอด
ชีวิต (viable count) โดยค�ำนวณเป็นค่า CFU/ml
	 ท�ำการทดสอบความสามารถของแลคโต
บาซิลลัสในการทนต่อน�้ำดีด้วยวิธีการเช่นเดียวกัน 
โดยใช้ MRS broth ที่มี 1-4% bovine bile (Sigma, 
USA) เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ

5. การศึกษาการสร้างกรดของสายพันธุ ์แลคโต
บาซิลลัสโดยใช้ชุดทดสอบ API 50 CHL 
	 น�ำแลคโตบาซลิลัสสายพันธ์ุทีส่ามารถต่อต้าน 
เชื้อ H. pylori H40 ที่คัดเลือกไว้ มาทดสอบการหมัก
คาร์โบไฮเดรต โดยน�ำแลคโตบาซิลลัสที่เพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปั่นที่ความเร็ว 2,000 x g 5 นาที 
น�ำตะกอนที่ได้ไปเจือจางด้วย API 50 CHL medium 
ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2 McFarland 
standard จากน้ันเติมลงไปในชุดทดสอบ API 50 
CHL ซึ่งประกอบด้วยน�้ำตาล 49 ชนิด ปิดทับ 
ผิวหน้าแต่ละหลุมทดสอบด้วย paraffin oil น�ำไป
บ่มที่ 370C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง บันทึกผลโดย
สังเกตการเปลี่ยนจากสีม่วงน�้ำเงินเป็นเหลืองที่เวลา 
24 และ 48 ชั่วโมงถือเป็นค่าบวก แล้วน�ำไปวิเคราะห์
ผลในฐานข้อมูล API 50 CHL (https://apiweb.
biomerieux.com/servlet/Identify)

6. การพิสูจน์เอกลักษณ์โดยการวิเคราะห์ล�ำดับเบส
ของ 16S ribosomal RNA gene ของสายพันธุ์
แลคโตบาซิลลัส
	 น�ำแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ ์ที่ต่อต้านเชื้อ  
H. pylori H40 ที่คัดเลือกไว้ มาวิเคราะห์ล�ำดับเบส
ของ 16S rRNA gene โดยท�ำการเพิ่มปริมาณ 16S 
rRNA gene ด้วยเทคนคิ colony PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 
20F (5′-AGTTTGATCCTGGCTC-3′) และ 1500R 
(5′-AAGGAGGTGATCCAGCC-3′) ท�ำการเพาะเลี้ยง
แลคโตบาซิลลัสที่อุณหภูมิ 37 และ 450C เป็นเวลา  
24 ชั่วโมง จากนั้นน�ำโคโลนีเดี่ยวๆ มาละลายใน 
น�้ำกลั่นปริมาณ 30 µl เพื่อใช้เป็น DNA template 
เตรียม PCR mixture ประกอบด้วย 10X Taq 
Buffer, dNTP 10 mM, forward primer : 20F (10 
pmol/µl), reverse primer : 1500R (10 pmol/µl), 
25  mM MgCl

2
,  Taq  DNA po lymerase  

5 Unit/ul, dH
2
O และ DNA template ผสม PCR 

mixture ให้เข้ากันดีด้วยการ spin down แล้วน�ำ
เข้าเครื่อง PCR โดยเริ่มปฏิกิริยา pre-denaturation 
ท่ีอุณหภูมิ 940C เป็นเวลา 3 นาที ซ่ึง PCR cycle 
ก�ำหนด 30 รอบ ประกอบด้วย denaturation  940C 
เป็นเวลา 1 นาที, annealing 500C เป็นเวลา 1 นาที, 
และ elongation 720C เป็นเวลา 2 นาที และ final 
elongation 720C เป็นเวลา 3 นาที ตรวจสอบ PCR 
product ด้วย agarose gel electrophoresis และ 
น�ำ PCR product ท่ีได้ไปท�ำให้บรสิทุธิโ์ดยใช้ Geneaid 
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit  
(Geneaid Biotech, Bade City, Taiwan) จากนั้น 
ส ่งวิ เคราะห ์หาล�ำดับเบสที่บริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลี ตรวจสอบและแก้ไขความถูกต้องของ
ล�ำดับเบสท่ีได้ ด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence 
Alignment Editor แล้วน�ำไปเปรียบเทียบในฐาน
ข้อมูล Ribosomal Database Project (RDPII ; 
http://rdp.cme.msu.edu/html) เพ่ือจ�ำแนกชนิด 
โดยใช้เกณฑ์ในการจ�ำแนกชนิดของแลคโตบาซิลลัส
จากเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% similarity) ที่ม ี
ค่าคะแนนมากที่สุด และ ≥98%
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ผลการศึกษา
การคัดแยก รวบรวม เพาะเลี้ยง และการทดสอบ
คุณสมบัติเบื้องต้นของแลคโตบาซิลลัส
	 จากการทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของ 
จลุนิทรีย์ทีเ่พาะเลีย้งได้จากอจุจาระของทารกแรกคลอด 
และอาหารหมักดอง โดยการย ้อมสีแกรมและ
ทดสอบการสร้างเอ็นไซม์คะตะเลส สามารถคัดเลือก 
แบคทีเรียที่มี คุณสมบัติของแลคโตบาซิลลัสได ้
ทั้งหมด 400 สายพันธุ์ โดยแยกได้จากอุจจาระของ
ทารกแรกคลอด 382 สายพันธุ์ (รหัส LB 1-1 ถึง  
LB 324-3) และจากอาหารหมักดองชนิดต่างๆ 18 
สายพันธุ์ (รหัส F 1-1 ถึง F 14-1) ซึ่งแบคทีเรียเหล่านี ้
มีลักษณะโคโลนีต่างๆ กันคือ สีขาวหรือเหลือง 
ขนาดใหญ่และเล็ก ติดสีแกรมบวก รูปร่างเป็นแท่ง 
(bacilli) และไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส 

ความสามารถของแลคโตบาซิลลัสในการต่อต้าน
เชื้อ H. pylori โดยวิธี agar spot 
	 จากการทดสอบคุณสมบั ติของแลคโต
บาซิลลัสจ�ำนวน 400 สายพันธุ์ ในการต่อต้านการ
เจริญของเช้ือ H. pylori H40 ซึ่งเป็นเชื้อที่ก่อโรค
ในระบบทางเดินอาหาร โดยใช้วิธี agar spot พบว่า 
บริเวณที่เชื้อ H. pylori ถูกต่อต้านจะเกิดโซนใส  
(clear zone) อยู่รอบ spot ของแลคโตบาซิลลัส ซึ่ง 
สามารถแยกกลุม่ของแลคโตบาซลิลสัตามคณุสมบติันี ้

ได้เป็น 4 กลุ่มคือ สายพันธุ์ของแลคโตบาซิลลัสที่ 
ไม่ต่อต้านเชื้อ H. pylori H40 จ�ำนวน 100 สายพันธุ์ 
สายพันธุ์ที่ต่อต้านเชื้อ H. pylori H40 ได้ในระดับต�่ำ 
(weak inhibitory activity) ซึง่มโีซนใสของการต่อต้าน 
ขนาด 5-7 มม. จ�ำนวน 227 สายพันธุ์ สายพันธุ์ที่ 
ต่อต้านเชื้อ H. pylori H40 ได้ปานกลาง (moderate 
inhibitory activity) มีโซนใสของการต่อต้านขนาด 
8-9 มม. จ�ำนวน 71 สายพันธุ์ และสายพันธุ์ที่ต่อต้าน 
เช้ือ H. pylori H40 ได้สงู (strong inhibitory activity) 
มีโซนใสของการต่อต้านขนาด 10-11 มม. จ�ำนวน 
2 สายพันธุ์ คือ LB 1-2 และ LB 10-1 (ตารางที่ 1) 
ซึ่ง 2 สายพันธุ ์นี้เป็นแลคโตบาซิลลัสที่คัดแยกได้
จากอุจจาระของทารกแรกคลอด และถูกคัดเลือกไว้
ท�ำการทดสอบคุณสมบัติในขั้นตอนต่อไป
	 จาการวิเคราะห์ข้อมูลการต่อต้านการเจริญ
ของเชื้อ H. pylori H40 ของแลคโตบาซิลลัสที่ท�ำการ
คัดแยกได้ โดยใช้สถิติ One-way ANOVA จาก
โปรแกรม GraphPad Prism version 5.0 ในการ
แปลผล พบว่าแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 1-2 และ 
LB 10-1 สามารถต่อต้านการเจริญของเชื้อ H. pylori 
H40 ได้ดี อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.001) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยใช ้Pseudomonas 
sp.  Escherichia coli และแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ 
LB 2-1 ซึ่งไม่ต่อต้านการเจริญของเช้ือ H. pylori 
H40 เป็นกลุ่มควบคุม

ตารางท่ี 1 แสดงผลการต่อต้านการเจริญของเชือ้ Helicobacter pylori ของสายพนัธุแ์ลคโตบาซิลลสัท่ีคดัแยกได้ 

ขนาดของโซนใส (มม.)
จ�ำนวนสายพันธุ์ที่ทดสอบ (แบ่งตามแหล่งที่มา)

อุจจาระทารกแรกเกิด อาหารหมักดอง
ไม่มีผล* 100 3

5-7 214 13
8-9 69 2

10-11 2 -
รวม 382 18

*ขนาดของ well = 4 มม. 
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ความสามารถของแลคโตบาซิลลัสในการทนต่อ
ความเป็นกรดและน�้ำดี
	 จากการน�ำแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ ์ LB 
1-2 และ LB 10-1 มาทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติก
ด้านความสามารถในการทนต่อกรดพบว่า หลังจาก
การบ่มที่สภาวะเป็นกรดเป็นเวลา 3 ชั่วโมง แลคโต
บาซิลลัสสายพันธุ ์ LB 1-2 มีปริมาณเชื้อที่ยังคงมี
ชีวิตรอดอยู่ได้ ที่ pH 2.0, 3.0 และ 4.0 เท่ากับ 0%, 
0% และ 34.5% ตามล�ำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม และแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 10-1 มี
ปริมาณเชื้อที่ยังคงมีชีวิตรอดอยู่ได้ ที่ pH 2.0, 3.0 
และ 4.0 เท่ากับ 0.08%, 0.16% และ 25.6% ตาม
ล�ำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (ตารางที่ 2 
และรูปที่ 1) 

	 ส่วนการทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกของ
แลคโตบาซิลลัสด้านความสามารถในการทนต่อน�้ำดี
พบว่า หลังจากการบ่มเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นของน�้ำดี 1, 2, 3 และ 4% 
แลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 1-2 มีปริมาณเชื้อที่
ยังคงมีชีวิตรอดอยู่ได้ในท้ัง 4 ความเข้มข้นของน�้ำดี 
เท่ากับ 100% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และ 
แลคโตบาซิลลสัสายพนัธุ ์LB 10-1 มปีรมิาณเช้ือท่ียงัคง 
มีชีวิตรอดอยู่ได้ เท่ากับ 93%, 100%, 100% และ 
100% ตามล�ำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(ตารางที่ 3 และรูปที่ 2)

ตารางที่ 2 แสดงความสามารถในการทนต่อกรดของแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 10-1 และ LB 1-2

สภาวะการเพาะเลี้ยง  จ�ำนวนแบคทีเรีย (เซลล์/มล.)

อาหารเลี้ยงเชื้อ / เวลา  ค่า pH LB 10-1 LB 1-2

MRS 3 hr 6.5 1.38E+08 1.38E+08
MRS 3 hr 2.0 1.15E+05 0.00E+00
MRS 3 hr 3.0 2.25E+05 0.00E+00

MRS 3 hr 4.0 3.54E+07 4.76E+07

*ปริมาณเชื้อเริ่มต้น = 2.02E+07 เซลล์/มล.

รูปที่ 1 แสดงความสามารถในการทนต่อกรดของแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 10-1 และ LB 1-2
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ตารางที่ 3 แสดงความสามารถในการทนต่อน�้ำดีของแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 10-1 และ LB 1-2

สภาวะการเพาะเลี้ยง จ�ำนวนแบคทีเรีย (เซลล์/มล.)

อาหารเลี้ยงเชื้อ / เวลา % ของน�้ำดี LB 10-1 LB 1-2

MRS 3 hr 0% 1.06E+08 1.06E+08
MRS 3 hr 1% 8.90E+07 1.93E+08
MRS 3 hr 2% 1.65E+08 2.15E+08
MRS 3 hr 3% 4.05E+08 2.30E+08
MRS 3 hr 4% 4.20E+08 3.18E+08

*ปริมาณเชื้อเริ่มต้น = 5.15E+07 เซลล์/มล.

รูปที่ 2 แสดงความสามารถในการทนต่อน�้ำดีของแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 10-1 และ LB 1-2

การสร ้างกรดของแลคโตบาซิลลัสโดยใช ้ ชุด
ทดสอบ API 50 CHL
	 จากการทดสอบความสามารถในการหมัก
คาร์โบไฮเดรตใน API 50 CHL medium ของ 
แลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 1-2 และ LB 10-1 พบว่า 

ท้ัง 2 สายพันธุ ์สามารถสร้างกรดได้ ดังแสดงใน 
ตารางท่ี 4 เมื่อน�ำไปวิเคราะห์ผลในฐานข้อมูล API 
50 CHL พบว่าทั้ง 2 สายพันธุ์มีคุณสมบัติเหมือน 
(similarity) กับ Lactobacillus paracasei subsp. 
Paracasei 92% และ 95% ตามล�ำดับ 
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ตารางที่ 4 แสดงความสามารถในการสร้างกรดของแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 1-2 และ LB 10-1 โดยใช้  
API 50 CHL 

ล�ำดับ คาร์โบไฮเดรต
สายพันธุ์

ล�ำดับ คาร์โบไฮเดรต
สายพันธุ์

LB 1-2 LB 10-1 LB 1-2 LB 10-1

1 Glycerol + + 26 Salicin + +
2 Erythritol - - 27 Cellobiose + +
3 D-arabinose - - 28 Maltose + +
4 L-arabinose - - 29 Lactose - -
5 Ribose + + 31 Sucrose + +
6 D-Xylose - - 32 Trehalose + +
7 L-Xylose - - 33 Inuline - -
8 Adonitol - - 34 Melezitose + +
9 β - methyl-D-xyloside - - 35 Raffinose - -
10 Galactose + + 36 Starch - -
11 Glucose + + 37 Glycogen - -
12 Fructose + + 38 Xylitol - -
13 Mannose + + 39 Gentiobiose + +
14 Sorbose - - 40 D-turanose - -
16 Dulcitol - - 41 D-lyxose - -
17 Inositol - - 42 D-tagatose + +
18 Mannitol + + 43 D-fucose - -
19 Sorbital + + 44 L-fucose - -
20 Methyl-D-mannoside - - 45 D-arabitol - -
21 Methyl-D-glucoside - - 46 L-arabitol - -
22 N-acethyl-glucosamine + + 47 Gluconate + +
23 Amygdalin + + 48 2-keto-gluconate - -
24 Arbutin + + 49 5-keto-gluconate - -
25 Esculin + +

+ = acid production; - = no acid production

การพิสูจน์เอกลักษณ์โดยการวิเคราะห์ล�ำดับเบส 
ของ 16S rRNA gene ของสายพนัธ์ุแลคโตบาซิลลสั
	 จากการน� ำแลคโตบาซิลลัสสายพัน ธุ ์ 
LB 1-2 และ LB 10-1 มาวิเคราะห์ล�ำดับเบส

ของ 16S rRNA gene พบว่าทั้งสองสายพันธุ์เป็น 
Lactobacillus paracasei โดยมีค่าความเหมือน 
(% Similarity) เท่ากับ 98.7% และ 99% ตามล�ำดับ 
(ตารางที่ 5)

ตารางที่ 5 แสดงค่าความเหมือนของล�ำดับเบสของ 16S rRNA gene ของสายพันธุ์แลคโตบาซิลลัส

แลคโตบาซิลลัส 
ที่คัดแยกได้

สายพันธุ์ที่มีค่าใกล้เคียงมากที่สุด
ค่าความเหมือนของล�ำดับเบส

% Similarity ขนาด (bp)

LB 1-2 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei D79212T 98.7 1414

LB 10-1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei D79212T 99 1435
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อภิปรายผล
	 แลคโตบาซิลลัสที่แยกได้จากคนซึ่งเป็น
เชื้อประจ�ำถิ่นที่ไม่ก่อโรคและจากอาหารหมักดอง
นั้น มีความปลอดภัยและมีประวัติการน�ำมาใช้เป็น 
อาหารเป็นระยะเวลาอนัยาวนาน11 มกีารศกึษาพบว่า 
แบคทีเรียหลายชนิดในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติก 
รวมทั้ งแลคโตบาซิลลัสที่ แยกได ้จากอุจจาระ 
ของทารก ได้แก่ Lactobacillus acidophilus, L. 
rhamnosus, L. casein, L. brevis, Enterococcus 
faecium, E. faecalis, Bifdibacterium infantis, 
B. brevise, B. bifidium12 และแลคโตบาซิลลัส 
ที่แยกได้จากอาหารหมักดอง ได้แก่ L. johnsonii, 
L. casei ,  L. paracasei , L. rhamnosus ,  
L. plantarum, L. reuteri, L. fermentum,  
L. brevis ,  L. delbruecki i ,  L. sakei และ  
L. curvatus13 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
ก่อโรคได้ จากการวจิยัน้ีแลคโตบาซิลลสัท่ีแยกได้จากคน 
และอาหารหมักดอง มีความสามารถในการต่อต้าน 
การเจริญของเชื้อ H. pylori ที่แตกต่างกัน โดย
สายพันธุ์ที่แยกได้จากอุจจาระทารกแรกเกิดมีความ
สามารถในการยับย้ัง H. pylori ได้ดีกว่าสายพันธุ์
ที่แยกได้จากอาหารหมักดอง เห็นได้จากผลการ
ทดลองที่พบว่า สายพันธุ์ที่สามารถต่อต้านเชื้อ H. 
pylori ได้ดี จ�ำนวน 2 สายพันธุ์ คือ LB 1-2 และ  
LB 10-1 นัน้ คดัแยกได้จากอจุจาระของทารกแรกเกดิ 
ส่วนสายพันธุ์ที่แยกได้จากอาหารหมักดองส่วนใหญ ่
จะสามารถยับยั้ง H. pylori ได ้ปานกลาง ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมา ที่พบว่าแบคทีเรีย
ในกลุ ่ ม เ ดี ย วกั บแบคที เ รี ย ก รดแลคติ กชนิ ด  
E.  faecium ที่แยกได้จากอุจจาระของทารกสามารถ
ต่อต้านการเจริญและต่อต้าน urease activity ของ
เช้ือ H. pylori ในหลอดทดลองได้14 นอกจากนั้น 
มีการศึกษาพบว่า เมื่อรับประทานโยเกิร์ตที่มีแลคโต 
บาซิลลัสชนิด L. gasseri สามารถยับยั้งการติดเชื้อ 
H. pylori ได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยท�ำให้ H. 

pylori เปลี่ยนรูปร่างจากรูปแท่ง (rod shape) ไป 
เป็นรูปร่างกลม (coccoid shape) และไม่สามารถ 
เจรญิเตบิโตได้อกีต่อไป15 และยงัมรีายงานพบว่าแลคโต 
บาซิลลัสสามารถยับยั้งเช้ือ Escherichia coli, 
Salmonella enterica ssp. enterica, Shigella 
sonnei และ Clostridium difficile ที่ก่อโรคใน
ระบบทางเดินอาหารได้16

	 จากงานวิ จัยนี้พบว ่ าแลคโตบาซิลลัส 
สายพันธุ ์ LB 10-1 สามารถทนต่อกรดและน�้ำดี 
สอดคล้องกบังานวจิยัทีผ่่านมาทีพ่บว่า สายพนัธุต่์างๆ 
ของแลคโตบาซิลลัสนั้นสามารถทนต่อสภาวะกรด
และน�้ำดีได้ดี17-20 ส่วนแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 
1-2 นั้น แม้ว่าจะสามารถทนต่อน�้ำดี แต่ไม่สามารถ
ทนต่อความเป็นกรดได้ที่ pH 2-3 ซึ่งเป็นช่วงของค่า
ความเป็นกรดในกระเพาะอาหารท่ีเช้ือโพรไบโอติก 
ควรจะมีชีวิตอยู่รอดได้ จึงขาดคุณสมบัติโพรไบโอติก 
บางประการ แต่อย่างไรก็ตามหากท�ำการศึกษา 
คุณสมบัติโพรไบโอติกอื่นๆ เพ่ิมเติม ก็จะช่วยให้มี
ข้อมูลประกอบเพิ่มขึ้นส�ำหรับการคัดเลือกสายพันธุ ์
ท่ีจะน�ำไปใช้ประโยชน์ต่อไป แลคโตบาซลิลสัสายพันธุ ์
ท่ีแยกได ้จากอุจจาระทารกแรกเ กิดนั้น  เป ็น 
เช้ือประจ�ำถ่ินท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ภายในระบบ
อาหารของมนุษย์ จึงสามารถเจริญเติบโตได้ใน
สภาวะที่มีกรดและน�้ำดี คุณสมบัติส�ำคัญของแลคโต 
บาซิลลัสท่ีสามารถทนต่อสภาวะความเป็นกรดและ
น�้ำดี ซึ่งเป็นคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกที่ดีนี ้
จะช่วยให้แลคโตบาซิลลัสสามารถเจริญได้ในทางเดิน 
อาหาร21 ท�ำให้เชื้อออกฤทธิ์หรือสร้างสารต่างๆ  
ที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกายได้ ดังนั้น จากการวิจัยนี้
จะเห็นได้ว่า ถ้าต้องการแยกเชื้อที่มีประสิทธิภาพใน
การยับยั้ง H. pyroli ได้ดีควรท่ีจะท�ำการแยกจาก
อุจจาระเด็กดีกว่าแยกจากอาหารหมักดอง
	 จากการศึกษาการสร้างกรดของแลคโต
บาซิลลัสสายพันธุ ์ LB 10-1 และ LB 1-2 น�ำไป
วิเคราะห์ผลในฐานข้อมูล API 50 CHL พบว่าทั้ง
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สองสายพันธุ ์เป็น Lactobacillus paracasei 
subsp. paracasei เมื่อน�ำมาพิสูจน์เอกลักษณ์โดย
การวิเคราะห์ล�ำดับเบสของ 16S rRNA gene และ
เปรียบเทียบล�ำดับเบสในฐานข้อมูล Ribosomal 
Database Project (RDPII) พบว่าทั้งสองสายพันธุ ์
เป ็น  Lactobac i l lus  paracase i  subsp . 
paracasei สอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า 
การบริโภคโพรไบโอติกสายพันธุ์ L. fermentum, 
L. paracasei, Bifidobacterium longum ร่วมกับ 
พรีไบโอติก (prebiotic) สามารถต่อต้านปฏิกิริยา 
oxidative activity ของเช้ือ H. pylori ในผู้ป่วยท่ี 
ติดเชื้อ H. pylori ได้22  

	 การศึกษาครั้งนี้ เป็นการคัดกรองคุณสมบัติ
โพรไบโอติกของแลคโตบาซิลลัสในเบ้ืองต้น ท�ำให้ได้ 
เช้ือแลคโตบาซิลลัสสายพันธุ ์ที่ คัดแยกได้ใหม่ใน 
ท้องถิ่น จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า แบคทีเรีย 
กรดแลคติกที่แยกได้จากขนมจีนของไทยมีความ
สามารถต่อต้านเชื้อ H. pylori ได้ดี23 จึงน่าสนใจ
ว่าสายพันธุ ์แลคโตบาซิลลัสที่แยกได้จากอาหาร 
หมักดองที่ได้จากการทดลองนี้ เป็นสายพันธุ์ที่ควรน�ำ
มาศึกษาคุณสมบัติโพรไบโอติกอื่นๆ เพิ่มเติมต่อไป 
	 แลคโตบาซิลลัสสายพันธุ ์ที่แยกได ้จาก
อุจจาระของทารกและอาหารหมักดองนั้น นับว่า 
เป็นแหล่งของโพรไบโอติกที่ส�ำคัญ เหมาะส�ำหรับ
ศกึษาคณุสมบัตโิพรไบโอติกอกีหลายด้าน ทัง้น้ีแลคโต 
บาซิลลัสแต่ละชนิดมีคุณสมบัติเฉพาะแตกต่างกัน 
ในแต่ละสายพนัธุ ์(strain specific) เน่ืองจากสายพนัธ์ุ 
ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อก ่อโรคได ้ ดี จะมี
สารบางอย่างที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive 
compounds) ซ่ึงน่าจะศึกษาต่อไป ไม่ว่าจะเป็นใน 
ด้านของการสร้างสารชวีภาพ กลไกการยบัยัง้เชือ้ก่อโรค 
ตลอดจนคุณสมบัติในการยึดเกาะและด�ำรงอยู ่ได้
ในสภาวะของระบบทางเดินอาหาร หากแลคโต
บาซิลลัสมีคุณสมบัติต่างๆ เหล่าน้ีจะท�ำให้สามารถ

ออกฤทธิ์ต่อต้านเชื้อก่อโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
โดยต้องมีการศึกษาทั้งในหลอดทดลองและสัตว์
ทดลอง เพื่อให้เกิดประโยชน์ทางการแพทย์และเป็น
แนวทางในการน�ำไปรักษาโรคติดเชื้อ H. pylori และ
โรคติดเชื้ออื่นๆ ในระบบทางเดินอาหารต่อไป 

สรุปผล
	 การศึกษาคุณสมบัติโพรไบโอติกของแลคโต 
บาซิลลัสท่ีคัดแยกได้จากอุจจาระของทารกและ
อาหารหมักดอง ในการต่อต้านเชื้อ Helicobacter 
pylori พบว่า มี 2 สายพันธุ์ คือ LB 1-2 และ LB 
10-1 สามารถต่อต้านเช้ือ H. pylori ได้ดี เมื่อ 
เปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคมุ จากการทดสอบคณุสมบตัิ 
โพรไบโอติกในด้านการทนต่อความเป็นกรดและน�้ำดี
พบว่า แลคโตบาซิลลัสสายพันธุ์ LB 10-1 สามารถทน 
ต่อกรดและน�้ำดี และสายพันธุ์ LB 1-2 สามารถทน
ต่อน�้ำดีและทนต่อกรดที่ pH 4.0 จากการวิเคราะห ์
ล�ำดบัเบสของ 16S rRNA gene พบว่าท้ังสองสายพนัธุ ์
มีความเหมือนกับ Lactobacillus paracasei 
subsp. paracasei
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