
 

 

 

 

โครงการ 

การเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ7 

ช่ือโครงการ คุณสมบัติของโพรไบโอติกส3และการเปรียบเทียบความสามารถยับย้ังแบคทีเรีย 

ก@อโรคและไม@ก@อโรคทางผิวหนังระหว@างสายพันธุ3ทางคลินิกและโพรไบโอติกส3อEางอิง 

 

Examination of probiotic properties and comparison of skin  

anti-bacterial activities between clinical and reference probiotic isolates 

 

ช่ือนิสิต นางสาวชลัญญา ภูมิภาค เลขประจำตัว 5832311623 

  

ภาควิชา จุลชีววิทยา 

ปAการศึกษา 2561 

  

คณะวิทยาศาสตร7 จุฬาลงกรณ7มหาวิทยาลัย 
บทคดัยอ่และแฟ้มข้อมลูฉบบัเตม็ของโครงงานทางวิชาการท่ีให้บริการในคลงัปัญญาจฬุาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มข้อมลูของนิสติเจ้าของโครงงานทางวิชาการท่ีสง่ผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of senior projects  in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the senior project authors' files submitted through the faculty. 



 II 

 
  



 III 

 

โครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ3 

ประจำปiการศึกษา 2561 

 

 

 

คุณสมบัติของโพรไบโอติกส3และการเปรียบเทียบความสามารถยับย้ังแบคทีเรียก@อโรค 

และไม@ก@อโรคทางผิวหนังระหว@างสายพันธุ3ทางคลินิกและโพรไบโอติกส3อEางอิง 

 

 

 

 

ผูEดำเนินการ 

 

นางสาว ชลัญญา ภูมิภาค   รหัสประจำตัวนิสิต 5832311623  

 

 

 

อาจารย3ท่ีปรึกษา 

รองศาสตราจารย3 ดร. นราพร สมบูรณ3นะ 

 

 

 

โครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ3เปoนส@วนหน่ึงของ 

หลักสูตรการศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต 

ภาคจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร3 

จุฬาลงกรณ3มหาวิทยาลัย 

ประจำปiการศึกษา 2561 

 



 I 

ช่ือโครงการ คุณสมบัติของโพรไบโอติกส3และการเปรียบเทียบความสามารถยับย้ังแบคทีเรียก@อโรค 

 และไม@ก@อโรคทางผิวหนังระหว@างสายพันธุ3ทางคลินิกและโพรไบโอติกส3อEางอิง 

นิสิตเสนอโครงการ นางสาว ชลัญญา ภูมิภาค 

อาจารย3ท่ีปรึกษา รองศาสตราจารย3 ดร. นราพร สมบูรณ3นะ 

ภาควิชา  จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร3 จุฬาลงกรณ3มหาวิทยาลัย ปiการศึกษา 2561 

บทคัดย@อ 

 ผิวหนังมีหนEาท่ีสำคัญในการรักษาอุณหภูมิและปsองกันร@างกายจากสิ่งแวดลEอม รวมทั้งจุลินทรีย3

รุกราน อย@างไรก็ตามผิวหนังเปoนแหล@งที ่อยู@อาศัยของจุลินทรีย3ต@างๆ โดยสังคมจุลินทรีย3บนผิวสามารถ

เปลี่ยนแปลงไดEจากหลากหลายปvจจัย อาทิ อายุ เพศ อาหาร ภูมิอากาศ และพันธุกรรม ซึ่งการเสียสมดุลของ

จุลินทรีย3บนผิวเปoนสาเหตุที่ก@อใหEเกิดความผิดปกติบนผิวหนังและก@อใหEเกิดโรคตามมา ปvจจุบันไดEมีงานวิจัย

รายงานว@าโพรไบโอติกส3สามารถส@งเสริมสุขภาพทางผิวหนัง เช@น ความสัมพันธ3ของโพรไบโอติกส3และการลด

ระดับความรุนแรงลงของโรคภูมิแพEผิวหนEาจากการตอบสนองต@อ S. aureus ความสามารถของโพรไบโอติกส3

ในการควบคุมการเกิดสิว ดังนั ้นโครงการวิจัยน้ีจึงศึกษาแบคทีเรียที ่อยู@ในสปiชีส3 Lactobacillus casei, 
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum และ  Lactobacillus 
fermentum รวมทั้งสิ้น 20 สายพันธุ3 ซึ่งคัดแยกมาจากผิวหนังและน้ำนมแม@เพื่อนำมาพิสูจน3คุณสมบัติของ

โพรไบโอติกส3 ไดEแก@ ความสามารถในการทนกรด (pH 3) ทนน้ำดีและความสามารถในการเจริญที่สภาวะจริง

บนผิวหนัง (pH 5) เปoนระยะเวลา 3 ชั่วโมงรวมทั้งศึกษาลักษณะทางสัณฐาน และเปรียบเทียบความสามารถ

ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก@อโรคและไม@ก@อโรคบนผิวหนัง ไดEแก@ S. epidermidis, S. aureus และ 

Propionibacterium acne ท่ีระดับความเขEมขEน 109, 108 และ107 โคโลนีต@อมิลลิลิตรดEวยเทคนิค agar disc 

diffusion ผลการทดสอบการทนกรดพบว@า สายพันธุ3ทางคลินิก Lactobacillus casei NL 60 และสายพันธุ3

อEางอิง Lactobacillus acidophilus มีความสามารถในการทนกรดที่ pH 3 มากที่สุด โดยมีอัตราอยู@รอด 

95.27% และ 97.5% ตามลำดับ และ L. casei NL 60 และสายพันธุ3อEางอิง  L. casei  มีอัตราการอยู@รอด

จากการทนน้ำดี 88.57 และ 32.94 ตามลำดับ นอกจากน้ียังพบว@ามีอัตราการรอดในการทดสอบในการเจริญท่ี

สภาวะผิว (pH5) ที่รEอยละ 83.94 – 107.17 ส@วนการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียพบว@า  

L. casei lac 44, L. rhamnosus lac 43 และ NL58 ที ่ความเขEมขEน 109 CFU/ml มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งการเจริญของ P. acne แต@ไม@ยับย้ัง S. epidermidis และ L. casei สายพันธุ3อEางอิงสามารถยับยั้งไดEท้ัง  

S. aureus และ P. acne แต@ไม@ยับย้ัง S. epidermidis เช@นกัน ท้ังน้ีการยับย้ังเช้ือแบคทีเรีย คาดว@าเปoนเพราะ

กรดอินทรีย3 หรือ bacteriocins ที่โพรไบโอติกส3ผลิต อย@างไรก็ตามยังคงตEองทำการศึกษาเพิ่มเติม และศึกษา

ความปลอดภัยต@อเซลล3ผิวหนัง เพื่ออนาคตอาจเปoนอีกหนึ่งทางเลือกในการรักษาอาการผิดปกติของผิวแทน

การใชEยาปฏิชีวนะ  
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ABSTRACT 

 The skin is an important organ that functions both as a physical barrier to protect 

body from invading pathogens and as a niche of diverse microbial diversity. Skin microbiome 

plays beneficial and pathogenic roles, for instances Staphylococcus epidermidis can inhibit 

attachment and biofilm formation of Staphylococcus aureus that causes atopic dermatitis. 

Propionibacterium acne can cause acne vulgaris. Hence, maintainance of skin bacterial 

diversity is important when many factor, such as age, sex, diets, climate and genetics, can 

affect the skin bacterial diversity. Studies reported that probiotics support healthy skin 

activities, for examples, synthesizing bacteriocin-like  inhibitors to alleviate atopic dermatitis. 

This project focuses on the studies of clinical isolates of bacteria of Lacbobacillus casei, 
Lacbobacillus salivarius, Lacbobacillus rhamnosus, Lacbobacillus plantarum and 

Lacbobacillus fermentum (total 20 isolates), first is evaluating the tolerance of bacteria under 

pH 3, pH5 and bile salt for 3 hr. Second is comparing anti-bacterial activity against skin non-

pathogen (S. epidermidis) and pathogens. (S. aureus and P. acne) The results has demonstrated 

that 19 species of Lactobacillus spp. had a viability at 75.21 – 97.50 % by L. casei NL 60 and 

commercial bacteria, L. acidophilus, was the most pH-tolerant. L. casei  lac 44, L. rhamnosus 
lac 43 and NL58 at 1 0 9 CFU/ml can significantly inhibit the growth of P. acne except for S. 
epidermidis. The reference, L. casei, showed inhibition zones against S. aureus and  P. acne. 

The anti-bacterial ability suggests that potential use of probiotics is to control the bacterial 

balance on skin. On-going experiment is to evaluate in vitro skin cell cytotoxicity assay, and 

more studies about skin therapy studies are needed. 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

1.1. ผิวหนังและองค3ประกอบของผิวหนัง 

 ผิวหนังเปoนอวัยวะที่ใหญ@ที่สุดของร@างกายทำหนEาที่เปoนปราการปกปsองร@างกายจากปvจจัยภายนอกต@าง ๆ 

ที่ส@งผลกระทบต@อร@างกายเช@น แสงแดด มลภาวะ รวมถึงรักษาความชุ@มชื้นและอุณหภูมิภายในร@างกายใหE

เหมาะสม นอกจากนี้ยังทำหนEาที่ปsองกันอันตรายจากแบคทีเรีย ไวรัสก@อโรคต@าง ๆ ไม@ใหEเขEาสู@ร@างกาย อย@างไร

ก็ตามผิวหนังก็เปoนแหล@งที่อยู@อาศัยของจุลินทรีย3ต@าง ๆ อาทิ แบคทีเรีย ยีสต3รา และไวรัสเช@นเดียวกัน ผิวหนัง 

มีองค3ประกอบช้ันผิวสำคัญอยู@ 3 ช้ัน ไดEแก@ ช้ันหนังกำพรEา ช้ันหนังแทE และช้ันไขมัน  

ช้ันหนังกำพรEา (epidermis หรือ cuticle) 

 ชั ้นหนังกำพรEาเปoนชั ้นผิวหนังที ่พบอยู @นอกสุดของร@างกาย ประกอบไปดEวยเซลล3ผิวหนังไดEแก@ 

Keratinocyte Melanocyte Langerhands cell และ Merkels cell ม ีช ั ้นผ ิวหนังด Eานนอกสุดเร ียกว@า

Stratum Corneum หรือ Horny layer ซึ ่งประกอบดEวยเซลล3ผิวหนังที ่ตายแลEวที ่มีเคราติน (โปรตีนที่มี

โครงสรEางเปoนเสEนใย) และถูกปกคลุมดEวย hydrolipid film จึงทำใหEชั้นหนังกำพรEาเปoนด@านแรกในการปsองกัน

ผิวจากจุลินทรีย3จากบนผิวหนัง รวมท้ังยังมีความสามารถรักษาความชุ@มช่ืนใหEแก@ผิว  

ช้ันหนังแทE (dermis หรือ corium) 

 ช ั ้นหนังแท EประกอบไปดEวยเซลล 3สำค ัญหลักๆ ได Eแก@ Fibroblasts Macrophages Mast cells 

นอกจากนี้ยังประกอบดEวยคอลลาเจน อีลาสติน และมีเนื้อเยื่อเกี่ยวพันหลายชนิด ซึ่งทำใหEมีความแข็งแรงและ

ยืดหยุ@นแก@ผิว โดยเสEนใยเหล@านี้จะถูกตรึงดEวยสาร Hyaluronic acid ซึ่งมีความสามารถในการอุEมน้ำไดEดีและ

ช@วยรักษาปริมาตรของผิว นอกจากนี้ชั้นหนังแทEยังประกอบดEวยของต@อมน้ำเหลือง เสEนประสาท และรูรากขน

ต@าง ๆ อีกดEวย  

ช้ันไขมัน (subcutaneous หรือ hypodermis layer) 

ชั้นไขมันจะเปoนบริเวณที่มีเซลล3ไขมัน โปรตีนคอลลาเจน และหลอดเลือดมาหล@อเลี้ยงจำนวนมาก ทำหนEาท่ี

เปoนแหล@งเก็บพลังงาน และรองรับแรงกระแทกใหEกับอวัยวะภายใน ความแตกต@างระหว@างปริมาณไขมัน และ

คอลลาเจนส@งผลใหEโครงสรEางของผิวในแต@ละคนแตกต@างกันไปดEวยเช@นกัน 



 2 

 
 

 รูปท่ี 1.1  โครงสรEางของช้ันผิวหนัง  

(ท่ีมา  : https://opentextbc.ca/anatomyandphysiology/chapter/5-1-layers-of-the-skin) 

 
 

รูปท่ี 1.2  องค3ประกอบของผิวช้ัน Horny layer   

(ท่ีมา  : https://www.eucerin.co.th/about-skin/basic-skin-knowledge/skins-protective-barrier) 
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1.2. นิเวศจุลชีพ (microbiome) 

 บริเวณต@างๆ ในธรรมชาติรวมทั ้งร@างกายของมนุษย3 จะมีแบคทีเรียและจุลชีพต@าง ๆอาศัยอยู@

หลากหลายชนิด ประกอบรวมกันขึ้นเปoนชีวนิเวศจุลชีพ ซึ่งประชากรจุลินทรีย3จะมีความแตกต@างกันแมEแต@ใน

ตัวอย@างที่มาจากแหล@งเดียวกันแต@ต@างสภาวะ เช@น ในคนป†วยและคนที่มีสุขภาพดี นักวิทยาศาสตร3จึงพยายาม

นำศาสตร3หลายๆ ดEานมาประยุกต3ใชEเพ่ือศึกษานิเวศจุลชีพในสภาวะแวดลEอมต@างๆ 

 การศึกษานิเวศจุลชีพ หมายถึง การศึกษาและจำแนกชนิดของกลุ@มจุลินทรีย3ทั้งหมดในสภาวะแวดลEอม

หนึ่ง ทั้งแบคทีเรีย อาร3เคีย รา หรือไวรัส ทั้งจุลินทรีย3ที่สามารถเพาะเลี้ยงไดEและไม@สามารถเพาะเลี้ยงไดE ใน

ปvจจุบันการศึกษาทางไมโครไบโอมมุ@งเนEนการศึกษาเพื่อการนำไปใชEประโยชน3 โดยศึกษากลไกการทำงานและ

ปฏิสัมพันธ3ของกลุ@มจุลินทรีย3กับสิ่งแวดลEอม หรือสิ ่งมีชีวิตเจEาบEาน และคEนหาเหตุและผลที่เกิดขึ ้นจาก

ปฏิสัมพันธ3เพื่อใหEสามารถนำไปประยุกต3ใชEหรือสรEางสภาวะที่เหมาะสมเพื่อใหEจุลินทรีย3แสดงออกในสิ่งท่ี

ตEองการ หรือเปoนเครื่องมือเพื่อการทำนายหรือระบุโอกาสการเกิดสิ่งที่ไม@พึงปรารถนาไดE ดEวยเหตุน้ีองค3ความรูE

ทางไมโครไบโอมในมนุษย3กับสุขภาพจึงไดEถูกนำมาประยุกต3ใชEเพื่อจุดมุ@งหมายทางการแพทย3ยกตัวอย@างเช@น

โครงการ The human microbiome project (HMP) ในความดูแลของสถาบันสุขภาพแห@งชาติสหรัฐอเมริกา 

ซึ่งเปoนโครงการศึกษาจำแนกและวิเคราะห3บทบาทหนEาที่จุลินทรีย3ในร@างกายมนุษย3 ซี่งพบความแตกต@างกัน

ของไมโครไบโอม จากปvจจัยต@าง ๆ ที่เกี่ยวขEองกับการกำหนดรูปแบบไมโครไบโอม เช@น รายงานวิจัยกล@าวถึง

อาหารที่มีบทบาทต@อการเปล่ียนแปลงไมโครไบโอมในลำไสE ส@งผลต@อการเปลี่ยนแปลงการทำงานของร@างกาย 

และการเกิดโรคต@าง ๆ (Shreiner, Kao et al. 2015) เช@น โรคหัวใจ มีรายงานกล@าวถึงการเชื ่อมโยง

ความสัมพันธ3ระหว@างไมโครไบโอมและโรคหัวใจตามขEอมูลของจุลินทรีย3ท่ีเก่ียวขEองกับ phosphatidylcholine 

metabolism ในกลุ@มผูEป†วยสุขภาพดีที่รับประทานอาหารที่มี phosphatidylcholine เปoนองค3ประกอบ จะ

พบระดับของ trimethylamine-N-oxide (TMAO) ซึ ่งความสัมพันธ3กับโรคหัวใจเพิ ่มสูงขึ ้น และในกลุ@ม

อาสาสมัครสุขภาพดีที่รับประทานมังสวิรัติ ไม@พบระดับการเพิ่มขึ้นของ TMAO เมื่อเทียบกับอาสาสมัครท่ี

รับประทานท้ังเน้ือและสัตว3 ดังน้ันความแตกต@างทางไมโครไบโอม อาจนำไปสู@การรักษาและวินิจฉัยโรคหัวใจไดE 

(Tang, Wang et al. 2013) นอกจากน้ี สังคมจุลินทรีย3ที่ไดEรับจากภายนอก เช@น ลักษณะการคลอด ทารกท่ี

คลอดโดยวิธีธรรมชาติจะมีรูปแบบความหลากหลายไมโครไบโอมที่แตกต@างจากทารกผ@าคลอด โดยทารกท่ี

คลอดดEวยวิธีธรรมชาติ จะไดEรับกลุ@มจุลินทรีย3ที่อยู@ในช@องคลอดของแม@ที่เปoนประโยชน3ต@อระบบภูมิคุEมกัน ส@วน

กลุ@มจุลินทรีย3ในทารกที่ผ@าคลอดจะเปoนกลุ@มจุลินทรีย3ที่พบไดEทั่วไปที่ผิวหนัง (Gritz and Bhandari 2015) ซ่ึง

ความแตกต@างของไมโครไบโอมน้ีอาจจะส@งผลกระทบต@อสุขภาพระยะยาวไดE ดEวยเหตุน้ีนำมาสู@การวิจัยและ

พัฒนาจุลินทรีย3ท่ีมีศักยภาพในการส@งเสริมสุขภาพของมนุษย3 เช@น โพรไบโอติก (Probiotic) เปoนตEน 
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1.3. ปvจจัยท่ีส@งผลต@อสุขภาพผิวหนัง 

 เนื่องจากผิวหนังที่ทำหนEาที่เสมือนเกราะปsองกันผิวรวมทั้งมีส@วนในการส@งเสริมบุคลิกภาพของแต@ละ

บุคคล การมีผิวสุขภาพดีจึงเปoนสิ่งจำเปoน ทั้งน้ีการเสื่อมสภาพของผิวหนังเกิดไดEจาก 2 สาเหตุหลัก ๆ ไดEแก@ 

ปvจจัยภายใน เช@น เพศ ฮอร3โมน ลักษณะพันธุกรรม และ ปvจจัยภายนอก เช@น สารเคมี มลภาวะ แสงแดด 

อุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งสาเหตุเหล@านี้จะส@งผลโดยตรงกับสุขภาพผิว เปoนผลใหEเกิดอาการผิวบอบบาง 

และแพEง@าย นอกจากน้ีชนิดและปริมาณของจุลินทรีย3ที่สมดุลของสังคมจุลินทรีย3บนผิวหนังยังส@งผลกระทบต@อ

สุขภาพผิว รวมถึงจุลินทรีย3บนผิวเปลี่ยนแปลงไปก็เปoนอีกสาเหตุหนึ่งที่ก@อใหEเกิดโรคทางผิวหนังไดEเช@นกัน

ยกตัวอย@างโรค ภูมิแพEผิวหนัง (Atopic dermatitis (AD) ท่ีผูEป†วยจะแสดงอาการคันตามผิวหนัง เกิดผื่นแดง

อักเสบ ผิวหนังแหEงลอก มักพบมากในเด็ก (Huang, Abrams et al. 2009) และจะเกิดอาการเปoนระยะ ๆ มี

รายงานวิจัยว@าผู Eป†วยมากกว@า 90% พบว@ามีปริมาณเชื ้อ Staphylococcus aureus ทั ้งในบริเวณที่เกิด

บาดแผลและไม@เกิดบาดแผล เมื่อเทียบกับคนสุภาพดีซึ่งพบ S. aureus ในปริมาณท่ีนEอยกว@า โดย S. aureus 
จะปลดปล@อย exoproteins ซึ่งจะไปทำลายชั้นผิวหนัง ทำใหEรุกรานเขEาไปในผิว และกระตุEนการตอบสนอง

ของภูมิคุEนกันทำใหEเกิดอาการอักเสบขึ้น ซึ่งปริมาณของ S. aureus จำนวนมาก มีความสัมพันธ3ต@อความ

รุนแรงของการอักเสบดEวยเช@นกัน  

 

 

รูปท่ี 1.3  ปvจจัยท่ีเอ้ือต@อการเปล่ียนแปลงจุลินทรีย3บนผิวหนังมนุษย3   

(ท่ีมา  : https://www.nature.com/articles/nrmicro2537/figures/2) 
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1.4. นิเวศจุลชีพบริเวณผิวหนัง (skin microbiome) 

 บริเวณผิวหนังโดยเฉพาะผิวหนังชั้นนอก จะสัมผัสกับจุลินทรีย3จากสิ่งแวดลEอมภายนอกตลอดเวลา

เปoนผลใหEผิวหนังชั้นนี้มีปริมาณและความหลายหลายของจุลินทรีย3มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับผิวหนังชั้นอ่ืน 

ซ่ึงความสัมพันธ3ระหว@างจุลินทรีย3กับผิวหนังที่พบส@วนมาก จะเปoนรูปแบบการอยู@ร@วมกันอย@างเกื้อกูลกัน 

(symbiotic relationships) โดยจุล ินทรีย 3จะทำหนEาที ่ป sองกันการรุกรานจากจุลชีพก@อโรคอื ่น ๆ ใน

ขณะเดียวกันผิวหนังจะเปoนแหล@งที่อยู@อาศัยของจุลินทรีย3 ในแต@ละบุคคลน้ันจะมีจุลินทรีย3แตกต@างกัน อัน

เนื่องมาจากปvจจัยภายในและภายนอกดังที่กล@าวมาขEางตEน โดยปกติทั่วไปลักษณะของผิวหนังจะมีความเปoน

กรดที่ pH ประมาณ 4.7-5.75 มีปริมาณสารอาหารต่ำและแหEง ทั้งนี้ขึ้นอยู@กับความหนาของผิวและรูขุมขน

ดEวย (Tagami 2008) ผิวหนังยังประกอบดEวยต@อมเหงื่อ ต@อมไขมันและรูขุมขน ท่ีมีการสัมผัสกับจุลินทรีย3ไดE

โดยตรงเช@นกัน ต@อมเหง่ือชนิด Eccrine ซ่ึงพบไดEมากบนร@างกาย มีหนEาท่ีผลิตเหง่ือเพ่ือระบายความรEอน รักษา

อุณหภูมิของร@างกาย(Cohn 1994, Grice and Segre 2011) และต@อมไขมันน้ันจะเช่ือมต@อกับรูขุมขน เรียกว@า 

pilosebaceous unit โดยจะมีการหลั่งไขมันที่มีซีบัม  (sebum) เปoนส@วนประกอบออกมาผสมกับเหงื่อ ปก

คลุมผิวหนังเปoนชั้นฟ•ล3ม และสามารถถูกย@อยสลายจากจุลินทรีย3บนผิว เกิดเปoนกรดไขมันอิสระ และทำใหEผิวมี

สภาพความเปoนกรด ซ่ึงกลไกน้ีมีส@วนช@วยในการจำกัดจุลินทรีย3บางชนิดไม@ใหEเจริญเติบโต เช@น Streptococcus 
pyogenes และ S. aureus ซึ่งจะถูกยับยั้งการเจริญที่สภาวะกรดไดE แต@ในขณะเดียวกันบริเวณไขมันนั้นกลับ

ช@วยส@งเสริมการเจริญของแบคทีเรียที่ไม@ใชEออกซิเจนบางชนิดเช@น Propionibacterium acnes ซึ่งจากการ

วิเคราะห3ลำดับจีโนมของ P. acne พบว@ามียีน ที่ทำหนEาที่ผลิตเอนไซม3ไลเปส (lipases) ที่มีความสามารถใน

การย@อยสลายซีบัมบนผิวหนัง (Brüggemann, Henne et al. 2004) ใหEกลายเปoนกรดไขมันอิสระ ทำใหE

จุลินทรีย3สามารถเกาะติดกับกรดไขมันอิสระเหล@านี้แลEวเขEาไปยังต@อมไขมันไดE จึงเปoนสาเหตุของการเกิดสิว 

จากงานวิจัยทางดEาน Metagenomic ในการวิเคราะห3ความหลากหลายของประชากรจุลินทรีย3บนผิวในแต@ละ

บริเวณ จะขึ้นกับความแตกต@างของความมัน ความชื้น และลักษณะของผิวซึ่งจะพบประชากรแบคทีเรียสำคัญ

อยู@ 3 กลุ@มไดEแก@ Propionibacterium spp., Staphylococcus spp. และ Corynebacterium spp. ทั้งน้ี

สัดส@วนของปริมาณแตกต@างกันตามลักษณะของผิว ตัวอย@างเช@นบริเวณผิวหนังที ่ความมันสูง จะพบ 

Propionibacterium spp. เปoนหลัก และในบริเวณที่มีความชื้นสูงจะพบกลุ@ม Staphylococcus spp.และ 

Corynebacterium spp. จะเจริญเติบโตไดEดีมากกว@าบริเวณอื่น ส@วนบริเวณผิวหนังที่แหEง เช@น แขน มือ และ

สะโพก จะพบจุลินทรีย3อยู@ร@วมกันหลายกลุ@ม เช@น กลุ@ม Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes และ 

Bacteriodetes (Grice, Kong et al. 2009, Grice and Segre 2011)  
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รูปท่ี 1.4  แผนภูมิการกระจายตัวของแบคทีเรียบนผิวหนังมนุษย3   

(ท่ีมา  : https://www.nature.com/articles/nrmicro2537/figures/3) 

 
 

รูปท่ี 1.5  ส@วนประกอบของผิวหนังและจุลินทรีย3ท่ีอยู@บนผิวหนัง   

(ท่ีมา  : https://www.nature.com/articles/nrmicro2537/figures/2) 
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1.5. ความสัมพันธ3ระหว@างเช้ือประจำถ่ินบนผิวกับเจEาบEาน 

 จุลินทรีย3ประจำถิ ่นบนผิวของเจEาบEาน (Normal flora) มีบทบาทสำคัญในการยับยั ้งรุกรานจาก

เชื ้อจุลินทรีย3ต@างถิ ่นและจุลินทรีย3ก@อโรค จากการมีปฏิสัมพันธ3ระหว@างกันในเชิงแข@งขันการเจริญ แย@ง

สารอาหารรวมท้ังแย@งพื้นที่ในการยึดเกาะและเจริญของเชื้อต@างถิ่น นอกจากน้ีในแบคทีเรียบางตัว สามารถ

ผลิตสาร antimicrobial ยับยั้งการเจริญของเชื้อรุกรานไดE ยกตัวอย@าง การยับยั้งการเจริญของ S. aureus ซ่ึง

เปoนแบคทีเรียพบมากในผิวของผูEป†วยผิวหนังอักเสบที่เกิดจากแบคทีเรีย S. epidermidis ที่สามารถผลิต 

serine protease glutamyl endopeptidase (Esp) ทำหนEาที่ย@อยสลายโปรตีนสำคัญในการยึดเกาะบนเย่ือ

บุผิวของเจEาบEาน และการฟอร3มตัวเปoนชั้นไบโอฟ•ลม3ของ S. aureus ยิ่งไปกว@านั้น Esp สามารถทำการรวม

กับเปปไทด3ตEานจุลชีพบางชนิดที่สรEางขึ้นจากร@างกายเช@น β-defensin เพื่อส@งเสริมประสิทธิภาพในการกำจัด

จุลินทรีย3ก@อโรคไดE นอกจากน้ี Esp ที่ถูกผลิตขึ้นยังสามารถกระตุEน keratinocytes ใหEผลิตโปรตีนซึ่งมีฤทธิ์ใน

การยับยั้งเชื้อ ผ@านทางระบบภูมิคุEมกันของเจEาบEาน (Iwase, Uehara et al. 2010) ในงานวิจัยอื่น ไดEกล@าวถึง 

ความสามารถของ Staphylococcus lugdunensis ในการยับย้ังการเจริญเช้ือ S. aureus ไดEเช@นกัน โดยผ@าน

การสรEางเปปไทด3 lugdunin (Zipperer, Konnerth et al. 2016) (Byrd, Belkaid et al. 2018) เเบคทีเรีย

ในกลุ@มของ coagulase-negative Staphylococcus spp. เช@น S. epidermidis และ S. hominis สามารถ

ผลิต lantibiotics โดยจะทำงานร@วมกับเปปไทด3 LL-37 ของมนุษย3 ในการส@งเสริมยับยั ้งการเจริญของ  

S. aureus แต@ในผูEป†วยโรคภูมิแพEผิวหนัง จะไม@พบแบคมีเรียท่ีสามารถผลิต lantibiotics ซ่ึงส@งเสริมการติดเช้ือ 

S. aureus บนผิวมากยิ่งขึ้น (Nakatsuji, Chen et al. 2017) ในปvจจุบันยังไม@พบรายงานการตEานทาน Esp 

และ lantibiotic ของเช้ือ S. aureus อีกท้ังจากการศึกษาในหลอดทดลองพบว@าการอยู@ร@วมกันของ S. aureus 
และ Corynebacterium striatum จะส@งเสริมใหE S. aureus เปลี่ยนจากสภาวะก@อโรค เปoนภาวะปกติ จาก

ความสามารถในการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมของ S. aureus อาจใชEเปoนแนวทางการรักษาแทนการทำลายเช้ือ

ไดEอีกวิธีหนึ่ง (Ramsey, Freire et al. 2016) นอกจากปฏิสัมพันธ3ในเชิงการแข@งขันและการยับยั้งการเจริญ

ของเชื้อก@อโรคแลEว ยังมีปฏิสัมพันธ3ในการส@งเสริมการเจริญของเชื้อก@อโรคดEวย เช@น แบคทีเรียในกลุ@มของ

Propionibacterium บางสายพันธุ3สามารถกระตุEนการรวมตัวและฟอร3มเปoนไบโอฟ•ลม3ของ S. aureus ดEวย

การผลิต coproporphyrin III (CIII) (Wollenberg, Claesen et al. 2014)  
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รูปท่ี 1.6  ปฏิสัมพันธ3ระหว@างนิเวศจุลชีพบนผิวหนังและ S. aureus 

(ท่ีมา :https://www.nature.com/articles/nrmicro.2017.157/figures/3) 
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1.6 โพรไบโอติกส3 

 โพรไบโอติกส3 คือ จุลินทรีย3มีชีวิตเมื่อบริโภคในปริมาณที่เพียงพอจะก@อใหEเกิดผลดีต@อสุขภาพ (องค3การ

อาหารและเกษตรแห@งสหประชาชาติ (FAO) และองค3การอนามัยโลก (WHO, 2008) โพรไบโอติกส3จะอาศัยอยู@

ร@วมกับเจEาบEานแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (symbiosis) เม่ือโพรไบโอติกส3เขEาสู@ร@างกาย ผ@านระบบทางเดินอาหารและ

ยึดเกาะบริเวณเยื่อบุผิวบริเวณลำไสE ระบบภูมิคุEมกันจะจดจำและยอมใหEอยู@ร@วมกัน โดยจุลินทรีย3จะใชEอาหาร

จากเจEาบEานในการเจริญ ซึ่งทำใหEเจEาบEานไดEรับประโยชน3ไปดEวย โดยโพรไบโอติกส3จะทำใหEสภาพแวดลEอมท่ี

อาศัยอยู@น้ันเปoนสภาพกรด ทำใหEเช้ือก@อโรคท่ีไม@สามารถทนกรดไดEน้ันไม@สามารถเจริญไดE และยังผลิตเอนไซม3ท่ี

ย@อยสลายสารอาหารบางชนิดและสามารถผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย3ก@อโรคไดE เช@น กรดอินทรีย3 แบคเทอริโอซิน

(bacteriocins) และสารอื่นๆ (Ouwehand, Kirjavainen et al. 1999) นอกจากนี้โพรไบโอติกส3ยังช@วยปรับ

สมดุลจุลินทรีย3และส@งเสริมผลดีต@อสุภาพในดEานอื่น ๆ เช@น มีรายงานกล@าวถึงประโยชน3ของโพรไบโอติกส3ใน

การช @วยบรรเทาอาการแพEแลคโตสในนม (Glück and Gebbers 2019) ป sองการอ ักเสบของลำไสE 

(Gionchetti, Rizzello et al. 2000) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของโพรไบโอติกส3ในการส@งเสริมสุขภาพดEาน

ผิวหนัง เช@น ลดอาการภูมิแพEผิวหนัง จากการศึกษา Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) ของ

เด็กที ่ เป oนโรคภูม ิแพEผ ิวหนังในหลอดทดลองของ Prescott และคณะ, 2005 พบว@า โพรไบโอติกส3 

Lactobacillus fermentum มีความสัมพันธ3กับการเพิ่มขึ้นของ Monocyte ในเลือด และ Helper T cell 

ชนิดท่ี 1 ซึ่งเกี่ยวขEองกับการตอบสนองของ interferon γ เมื่อทำการทดลองเปoนเวลา 8 สัปดาห3 พบการ

ตอบสนองต@อเชื้อ S. aureus ที่เพิ่มขึ้น เปoนสัดส@วนโดยตรงกับระดับความรุนแรงของโรคภูมิแพEผิวหนังที่ลดลง 

(Prescott, Dunstan et al. 2005) ถึงแมEว@างานวิจัยส@วนมากจะมุ@งเนEนการศึกษาไปที่การรับประทานและ

ศึกษาผลกระทบท่ีเกิดข้ึน แต@ปvจจุบันเร่ิมมีการใชEโพรไบโอติกส3และหรือสารท่ีผลิตจากโพรไบโอติกส3ลงไปบนผิว

โดยตรงเพื่อการปรับสมดุลไมโครไบโอมในผิวหนังมากขึ้น อาทิ การใชEโพรไบโอติกส3ในการส@งเสริมสุขภาพผิว

ท้ังในรูปแบบท่ีมีชีวิต องค3ประกอบของเซลล3ท่ีตายแลEว หรือน้ำเล้ียงเซลล3 เช@น ในการทดสอบทางคลินิกและใน

หลอดทดลอง โดยนำ Streptococcus thermophiles มาใชEเปoนส@วนผสมในครีม และทาบริเวณหนEาแขนเปoน

เวลา 7 วัน พบว@ามีการผลิต Ceramide เพิ่มขึ้น ซึ่ง Ceramide มีหนEาที่อุEมน้ำ ทำใหEผิวมีความชุ@มชื่น (Di 

Marzio, Centi et al. 2003) นอกจากนี้ มีการใชEองค3ประกอบของเซลล3 Lactobacillus johnsonii สายพันธุ3 

NCC 533 ที ่ตายแลEว ร@วมกับโลชั ่นในการรักษาผูEป†ายโรคภูมิแพEผิวหนัง พบว@า สามารถลดปริมาณ 

เช้ือ S. aureus บนผิวหนังรวมท้ังลดความรุนแรงของโรคลง (Blanchet-Réthoré, Bourdès et al. 2017) 
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ตารางท่ี 1.1  คุณสมบัติท่ีเป5นประโยชน;ต<อผิวหนังของโพรไบโอติกส;จากการทดสอบทางคลินิกท่ีเคยมีรายงานมาก<อน 

สายพันธุ; คุณสมบัติ ลักษณะการใชKงาน อKางอิง 

Bifidobacterium breve strain 

Yakult (BBY) 
- ปZองกันการสูญเสียความยืดหยุ<นจากแสงแดด โดยการยับย้ังการผลิต 

elastase และ IL-1beta 

 

ใชKสารน้ำจากโพรไบโอติกส; หรือ 

นมท่ีไดKจากการหมัก ทาบนหนูไรK

ขนท่ีผ<านการฉายแสงยูวี เป5นเวลา 

9 และ 14 วัน 

Sugimoto et al. 

(2012) 

Lactobacillus rhamnosus GG 

(ATCC53103) 

 

 

 

Lactobacillus rhamnosus GG 

 

- ลดอาการรุนแรงของโรค ภูมิแพKผิวหนัง (SCORAD) ของทารกท่ีบกพร<อง 

IgE (IgE-sensitized) 

 

 

 

- กระตุKนการผลิต IFN-γ ในทารกท่ีแพKนมวัว หรือ บกพร<อง IgE ท่ีมี

ความสัมพันธ;กับโรคภูมิแพKผิวหนัง โดย IFN-γ จะกระตุKนการทำงานของ 

mononuclear cell 

 

 

ใหKแคปซูลบรรจุโพรไบโอติกส;ท่ี

ความเขKมขKน 5 x 109 CFU ทุกๆ 

สองคร้ังต<อวัน เป5นเวลา 4 สัปดาห; 

เทียบกับ placebo 

 

 

 

Viljanen et al. (2005) 

 

 

 

 

Pohjavuori et al., 

(2004) 
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Bifidobacterium longum - ลดความไวต<อการระคายเคืองและเพ่ิมความแข็งแรงของผิว จาก

สภาพแวดลKอมภายนอก โดย  

    (1) ยับย้ังการหล่ังสารส่ือประสาทท่ีกระตุKนการแพK 

    (2) ลดการอักเสบของเสKนประสาทซ่ึงมีความสัมพันธ;กับอาการแพKทาง   

        ผิวหนัง 

-ใชK 10% ของโพรไบโอติกส;ท่ีตาย

ผสมในครีมทาผิว ทาบริเวณ ผิวหนKา 

แขน และขา  

ทุกๆ 2คร้ังต<อวัน เป5นเวลา 2 เดือน 

Gueniche et al. 

(2010) 

Lactobacillus plantarum 

HY7714 

- ยับย้ังการผลิต matrix metalloproteinase 1 (MMP-1) และยับย้ัง 

MMP-2 MMP-9 MMP-13 ท่ีเก่ียวขKองกับการย<อยสลายโพรคอลลาเจนใน

มนุษย;  

 

- ลดการเกิดร้ิวรอยในการทดสอบในหนูเทียบกับชุดควบคุม 

 

-ใชKโพรไบโอติกส; ความเขKมขKน 1 x 

109 บ<มร<วมกับเซลล;ผิวหนัง Hs68 

Cells ท่ีผ<านการฉายแสงยูวี 

 

ใชKโพรไบโอติกส; ความเขKมขKน 1 x 

109 ทาบริเวณผิวของหนูทดลองไรK

ขน ท่ีผ<านการฉายแสงยูวี 

Kim et al. (2014) 

Streptococcus Thermophilus - กระตุKนการเสริมสรKางเซลาไมด; (ceramide) ในผิว 

 

-ใชKโพรไบโอติกส; ความเขKมขKน 1 x 

108 ปริมาณ 1.7 กรัมต<อ 5 

มิลลิกรัม ผสมร<วมกับครีม ทดสอบ

กับอาสาสมัครผูKหญิง สุขภาพดี วัย

เฉล่ีย 60 ปí ท่ีบริเวณหนKาแขน 2 

คร้ังต<อวัน ติดต<อกัน 15 วัน 

 

Di Marzio et al., 

(2008) 
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ตารางท่ี 1.2  คุณสมบัติท่ีเป5นประโยชน;ต<อผิวหนังของโพรไบโอติกส;ท่ีเคยมีรายงานมาก<อน 

สายพันธุ; คุณสมบัติ อKางอิง 

Lactobacillus casei - ใชKร<วมกับจุลินทรีย;โพรไบโอติกส;ชนิดอ่ืน ในการบรรเทาโรคภูมิแพKผิวหนัง Kimoto-Nira, H., et al. (2014). 

Lactobacillus salivarius 
 
 

Lactobacillus salivarius 
 Strain K12 

- ใชKร<วมกับจุลินทรีย;โพรไบโอติกส;ชนิดอ่ืน ในการบรรเทาโรคภูมิแพKผิวหนัง 

- ยับย้ังการเจริญเติบโตของ Propionicbacterium acnes ผ<านการสรKางสาร   

  bacteriocin-like inhibitory  (BLIS-like substance)  

- ยับย้ังการสรKาง pro-inflammatory cytokine จากเย่ือบุเซลล; และเซลล;คีราติโนไซต;  

 

Fuchs-Tarlovsky, V., et al. (2016). 

Bowe et al., (2006) 

 

Cosseau et al., (2008) 

Lactobacillus acidophilus ใชKร<วมกับจุลินทรีย;โพรไบโอติกส;ชนิดอ่ืน ในการบรรเทาโรคภูมิแพKผิวหนัง Fuchs-Tarlovsky, V., et al. (2016). 

Lactobacillus rhamnosus - ใชKร<วมกับ Bifidobacterium breves ส<งผลต<อการเปล่ียนแปลงของ epithelial cell, DC cell, 

  cytokine และ acne 

- กระตุKนในเซลล;สรKาง IFN-gamma 

Fuchs-Tarlovsky, V., et al. (2016).  

 

Kober, M. M. and W. P. Bowe 

(2015). 

Lactobacillus paracasei - ชักนําการสรKาง systemic anti-inflammatory cytokines  

- ยับย้ัง neutrogenic inflammation ในผิว 

Kober, M. M. and W. P. Bowe 

(2015). 
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Lactobacillus johnsonii - ลด UV-indued immune suppression 

- ลดการกระตุKน Langerhans cell ท่ีถูกกระตุKนดKวยแสงยูวี 

Ouwehand, A. C., et al. (2017). 

Kober, M. M. and W. P. Bowe 

(2015). 

Lactobacillus plantarum - ยับย้ังการสรKาง metalloproteinase ( ท่ีเกิดจากการชักนําโดย UVB )  

- ลดรอยเห่ียวย<นบนผิว 

- สรKาง hyaluronic acid 

Ouwehand, A. C., et al. (2017). 

Kober, M. M. and W. P. Bowe 

(2015). 

Lactobacillus Reuteri 
 
 

 

- ยับย้ังการยึดเกาะของ S. aureus บนเซลล;คีลาติโนโซต; จากการแข<งขัน 

  การเจริญผ<านทางการผลิต bacteriocins 

- ใชKร<วมกับ Bifidobacterium ช<วยใหKโรคภูมิแพKผิวหนังบรรเทา  

- ชักนําการสรKาง systemic anti-inflammatory cytokines 

 

Caramia, G., et al. (2008).  

Fuchs-Tarlovsky, V., et al. (2016). 

Bacillus coagulans -สรKางสารประเภท exopolysaccharide และสารตKานอนุมูลอิสระ 

 

 

- Supernatant และ cell fragment กระตุKน phenotype ของ antigen 

presenting cell และลดการสรKางอนุมูลอิสระ 

 

Kober, M. M. and W. P. Bowe 

(2015). 

 

Benson et al., 2012, Jensen et 

al., (2010) 
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1.8 เกณฑ)การคัดเลือกโพรไบโอติกส) 

 เกณฑ)ยืนยันคุณสมบัติโพรไบโอติกส)ที่จะนำมาใชEในสัตว)และคนนั้น จะตEองมีคุณสมบัติเบื้องตEนตาม 
Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food ของ FAO/WHO (2002) ดังน้ีคือ  

 1. การตรวจเอกลักษณ)ของสกุล ชนิด และสายพันธุ) ดEวยวิธีท่ีถูกตEองและเปmนปnจจุบัน เชoน ลำดับเบส 

 2. การตรวจสอบคุณลักษณะความเปmนโพรไบโอติกส) แบoงเปmน 

   ความสามารถในการทนตoอสภาวะกรด 

   ความสามารถในการทนตoอน้ำดี 

   ความสามารถในการยึดเกาะท่ีบริเวณเย่ือบุเซลล)ผิว 

   ความสามารถในการยับย้ังและลดการยึดเกาะของจุลินทรีย)กoอโรค 

 3. การประเมินความปลอดภัยตoอมนุษย) 

  การกoอโรค การทำใหEติดเช้ือแบบแพรoกระจาย (Systemic infections) 

  ปnจจัยท่ีกoอใหEเกิดความเจ็บปวดหรือความรุนแรง (virulence factor) 

  กิจกรรมเมตาบอลิซึม (Metabolism) 

  การกระตุEนระบบภูมิคุEมกันของเจEาบEาน (Immune stimulation) 

  การด้ือตoอยาปฏิชีวนะ  

  การถoายโอนยีน (Gene transfer) 
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บทท่ี 2 

อุปกรณ)และเคร่ืองมือท่ีใชEในการทดลอง 

2.1. วัสดุอุปกรณ)เละสารเคมี  

 1. ไมโครป}เปต (Micropipette) ของบริษัท Eppendorf North America (New York, USA) 
 2. หลอดไมโครเซนทิฟ}วขนาด 1.5  มิลลิลิตร ของบริษัท Biologix Group Ltd. (Changzhou, China)  
 3. เคร่ืองปnçนผสม (Vortex mixer) รุoน VM-10 ของบริษัท DAIHAN Scienfic (Seoul, Korea) 
 4. ตูEแชoแข็งจุดเยือกแข็งต่ำ (Deep frozen) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo (Osaka, Japan) 
 5. ตูEแชoแข็งอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษัท Misubishi (Tokyo, Japan) 
 6. เคร่ืองช่ังรุoน 1.2200P และ A2008 ของบริษัท Sartorius (New York, USA) 
 7. เคร่ืองน่ึงฆoาอบเช้ือ (Autoclave) ของบริษัท Kokusan (Shizuoka, Japan)  
 8. ตูEอบความรEอน อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ของบริษัท Memmert (Schwabach, Germany) 
 9. เคร่ืองกวนสาร (Magnetic stirrer) 
 10. เคร่ืองวัดคoาการดูดกลืนแสง ของบริษัท Thermo Scientific 
 11. ฟลาสก)ขนาด 250 มิลลิลิตร ของบริษัท PYREX (New York, USA) 
 12. ฟลาสก)ขนาด 500 มิลลิลิตร ของบริษัท PYREX (New York, USA) 
 13. ทิปสำหรับไมโครป}เปตขนาด 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท Nest Biotechnology Co., Ltd. (New Jersey, USA) 
 14. ทิปสำหรับไมโครป}เปตขนาด 100 ไมโครลิตร ของบริษัท Nest Biotechnology Co., Ltd. (New Jersey, USA) 
 15. กระบอกตวง ของบริษัท PYREX (New York, USA) 
 16. ตูEปลอดเช้ือ (laminar flow) ของบริษัท Boss Tech (Hampshire, UK) 
 17. จานเล้ียงเช้ือแกEว ของบริษัท  Petriq (Czech ) 
 18. จานเล้ียงเช้ือพลาสติก ของบริษัท Greiner Bio-one (Thailand) 
 19. ถุงมือของบริษัท Inter Glove (Bangkok, Thailand) 
 20. เคร่ืองปรับ pH 
 21. ขวดดูแรนขนาด 1000 มิลลิลิตร 
 22. ขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร 
 23. คิวเวท (cuvette) ของบริษัท Eppendorff 
 24. หลอดทดลอง Faclcon tubes ขนาด 50 มิลลิลิตร 
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 25. พาราฟ}ลม) 
 26. เคร่ืองบoมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 27. ลูปเข่ียเช้ือ 
 28. คีมคีบ (Forceps) 
 29. สไลด) 
 30. แผoนป}ดสไลด)(coverslip)ขนาด22x22มิลลิเมตร 
 31. ตะเกียงแอลกอฮอลล) 
 32. น้ำกล่ัน 
 33. กระดาษทิชชูo 
 34. กลEองจุลทรรศน)แบบใชEแสง (Light microscope) 
 35. โถยEอมสไลด) 
 36. sterile disc ของ WhatmanTM 
 37. ไมE swab เช้ือของบริษัท Thai Gauze 
 38. Anaerobic gas pack 
 39. Anaerobic jar 
 40. กระบอกใสoจานเล้ียงเช้ือ 
 41. เทียน 
 42. ไฟแช็ค 
 43. กรด 1N HCI 
 44. cristal violet 
 45. Safranin 
 46. สารละลายไอโอดีน 
 47. 95% เอทานอล 
 48. อาหารเล้ียงเช้ือ de Man, Rogosa and Sharp (MRS) ของบริษัท Himedia  
 49. อาหารเล้ียงเช้ือ Fluid Thioglycollate Medium 
 50. ผงน้ำดี Bile Salts Mixture ของบริษัท Himedia 
 51. ผงวุEนเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
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บทท่ี 3  

วิธีการดำเนินการทดลอง 

3.1. การตรวจสอบคุณลักษณะความเปmนโพรไบโอติกส) 
 3.1.1. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตEน โดยวิธีการยEอมแกรม 
 นำเชื ้อโพรไบโอติกส)ที ่ตEองการศึกษา (ตารางท่ี 3.1.) มาเลี ้ยงในอาหาร de Man, Rogosa และ 
Sharpe (MRS) broth บoมที ่อุณหภูมิ 37°C ภายใตEสภาะไรEออกซิเจน (anaerobic) เปmนเวลา 24 ชั ่วโมง 
จากนั้นทำการยEอมแกรม โดยการ สเมียร)เชื ้อบนแผoนสไลด) จากนั้นยEอมดEวยสี crystal violet ใชE gram 
iodine เพื ่อทำใหEสีติดกับผนังเซลล)ไดEดียิ ่งขึ ้น จากนั ้นลEางสียEอมออกดEวย 95% alcohol ทำการยEอมสี 
safranin o เพ่ือใชEเปmน counter strain 
  

3.1.2. ศึกษาการทนกรดของโพรไบโอติกส) 
 นำเช้ือโพรไบโอติกส)ที่ตEองการศึกษา เลี้ยงลงในอาหาร MRS broth บoมที่อุณหภูมิ 37°C ภายใตEสภาะ
ไรEออกซิเจน (anaerobic) เปmนเวลา 24 ชั ่วโมง จากนั ้นเจือจางเชื ้อโพรไบโอติกส) ใหEมีความเขEมขEน  
109 CFU/ml ใสoเชื้อปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เตรียมอาหาร MRS broth ที่ทำการปรับความเปmนกรดที่ pH 3 
และ pH 5(ปรับดEวย 1N HCl) ทำการบoมเปmนระยะเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตัวอยoางมานับจำนวนโคโลนีที่มี
ชีวิต โดยวิธี drop plate ลงบนอาหาร MRS agar โดยนำเชื้อมาทำ 10-flod serial dilution ซึ่งเตรียมจาก  
MRS broth ใหEไดEระดับความเจือจางท่ี 10-1 ถึง 10-5 CFU/ml ทำการทดลองน้ีซ้ำ 3 คร้ัง 
  

3.1.3. ศึกษาการทนน้ำดีของโพรไบโอติกส) 
 นำเชื้อโพไบโอติกส)ที่ตEองการศึกษา เลี้ยงลงในอาหาร MRS broth บoมที่อุณหภูมิ 37°C ภายใตEสภาะ
ไรEออกซิเจน (anaerobic) เปmนเวลา 24 ชั ่วโมง จากนั ้นเจือจางเชื ้อโพรไบโอติกส) ใหEมีความเขEมขEน  
109 CFU/ml เตรียมอาหารเลี ้ยงเชื ้อ MRS ผสมผงน้ำดี (bile extract) ใหEไดEความเขEมขEนสุทธิ 0.3%  
ทำการบoมเชื้อโพรไบโอติกส)เปmนเวลา 3 ชั่วโมง และเก็บตัวอยoาง มานับจำนวนโคโลนีที่มีชีวิต โดยวิธี drop 
plate ลงบนอาหาร MRS agar โดยนำเชื้อมาทำ 10-flod serial dilution ซึ่งเตรียมจาก MRS broth ใหEไดE
ระดับความเจือจางท่ี 10-1 ถึง 10-5 CFU/ml  ทำการทดลองน้ีซ้ำ 3 คร้ัง 
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3.2. ศึกษาความเปmนปฏิปnกษ)ของ probiotic ท่ีมีตoอ Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes 
และ Staphylococcus epidermidis (antibacterial activity)  

ทำการเลี ้ยงเชื ้อโพไบโอติกส) ลงในอาหาร MRS บoมที ่อุณหภูมิ 37°C ภายใตEสภาะไรEออกซิเจน 
(anaerobic) เปmนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางเชื้อโพรไบโอติกส) ใหEมีความเขEมขEน 109 CFU/ml และเลี้ยง
เช ื ้อแบคทีเร ียที ่ต Eองการทดสอบลงในอาหาร MRS broth (สำหรับ P. acnes เล ี ้ยงในอาหาร Fluid 
Thioglycollate Medium) เปmนเวลา 24 ชั ่วโมง โดยเจือจางเชื ้อใหEมีความเขEมขEนเริ ่มตEนที่ 109 CFU/ml  
ทำการ swab เชื้อลงบนอาหาร MRS agar จากนั้นนำมาทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย โดยวิธี 
agar disc diffusion ดังน้ี 

 
วิธี agar disc diffusion  

ทำการเจือจางตัวอยoางเชื้อโพไบโอติกส) (10-flod serial dilution) ใหEไดEระดับความเจือจางที่ 109, 
108 และ 107 ดEวย MRS broth นำเชื้อโพไบโอติกส)แตoละความเขEมขEน ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบน
แผoน disc เปลoา จากนั้นนำแผoน disc ที่มีโพรไบโอติกส)ที่ตEองการทดสอบ วางลงบนผิวหนEาอาหารที่ทำการ 
cotton swab แบคทีเรียท่ีตEองการทดสอบท่ีความเขEมขEน 109 CFU/ml (สำหรับแบคทีเรีย S. aureus และ S. 
epidermidis ทำการ swab ลงบนอาหาร MRS agar สoวน P. acnes ทำการ swab ลงบนอาหาร Fluid 
Thioglycollate agar นำไปบoมท่ีอุณหภูมิ 37°C ภายใตEสภาะไรEออกซิเจน เปmนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นทำ
การวัด inhibit zones ท่ีเกิดข้ึน ทำการทดลองน้ีซ้ำ 3 คร้ัง 
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ตารางท่ี 3.1 รายช่ือโพรไบโอติกส)สายพันธุ)ทางคลินิกและอEางอิงท่ีทำการทดสอบ 

รายช่ือโพรไบโอติกส)ตัวอยoาง รหัส 
Lactobacillus  acidophilus - 
Lactobacillus  casei - 
Lactobacillus  paracasei - 
Lactobacillus  rhamnosus - 
Lactobacillus  casei   Lac44 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  casei   NL57 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  casei   NL60 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  salivarius   Lac39 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  salivarius   Lac40 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  salivarius   Lac41 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  salivarius   Lac42 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  rhamnosus   Lac43 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  rhamnosus   NL56 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  rhamnosus   NL58 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  plantarum   B64 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  plantarum   B67 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  plantarum   NL61 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  plantarum   B6 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  fermentum   NL53 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  fermentum   Lac31 B4-CU-0001/60-0002/60 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1. การประเมินคุณสมบัติความเปmนโพรไบโอติกส)ของสายพันธุ)ทางคลินิกและสายพันธุ)อEางอิง 
 4.1.1. ความสามารถในการทนกรด  
 จากผลการทดสอบความทนกรดของโพรไบโอติกส)ในอาหารเหลว MRS ที่ทำการปรับคoา pH 3 (ปรับ
โดยใชE 1N HCl) เปmนเวลา 3 ชั่วโมงเทียบกับชุดควบคุม (อาหารเหลว MRS pH ประมาณ 6.5) พบวoาเมื่อนำ
เชื้อมาทำการ drop plate เพื่อหาปริมาณความเขEมขEนของเชื้อ โดยการทำเจือจางที่ 10-2 ถึง 10-5  เปmน
ระยะเวลา 24 ชั ่วโมง จากการทำการทดสอบโพรไบโอติกส)ทั ้ง 19 สายพันธุ) ด ังตารางท่ี 4.1 พบวoา 
โพรไบโอติกส)สายพันธุ )ทางคลินิก Lactobacillus casei NL 60 มีความสามารถในการทนกรดมากที่สุด  
โดยมีอ ัตราอยู oรอด 95.27%  และสายพันธุ )อ Eางอิง Lactobacillus acidophilus และ Lactobacillus 
paracasei มีอัตราความอยูoรอดท่ี 97.5% และ 95.16% ตามลำดับ และความสามารถในการอยูoรอดในอาหาร
เหลว MRS ที่ปรับคoา pH 5 พบวoาโพรไบโอติกส)ที่นำมาทดสอบ มีอัตราความอยูoรอดระหวoาง 83.94 -107.17 
ดังตารางที่ 4.2 โดยสายพันธุ)ทางคลินิกและสายพันธุ)อEางอิงที่มีอัตราการอยูoรอดสูงที่สุดไดEแกo Lactobacillus 
salivarius Lac 42 และ Lactobacillus paracasei ซ ึ ่ งม ีอ ัตราความอย ู o รอดท ี ่  104.28 และ 107.17 
ตามลำดับ ซ่ึงคำนวณจากคoาเฉล่ียโดยใชEสูตร 
 

               log10 ของคoาเฉล่ียโพรไบโอติกส)ในหนoวย  CFU/ml ในสภาวะทนกรด ท่ีเวลา 3 ช่ัวโมง 
อัตราการอยูoรอด =                                                                    x100 

               log10 ของคoาเฉล่ียโพรไบโอติกส)ในหนoวย  CFU/ml ในสภาวะควบคุม ท่ีเวลา 3 ช่ัวโมง 

 สูตรดังกลoาวอEางอิงจากการคำนวณของ Cano R. (2014)  
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ตารางท่ี 4.1. คoาเฉล่ียจำนวนโพรไบโอติกส)หลังบoมภายใตEสภาวะกรด พีเอช 3 เปmนเวลา 3 ช่ัวโมง ตามดEวย 
           เพาะเล้ียงโดยวิธี drop plate ในสภาวะปกติ เปmนเวลา 24 ช่ัวโมง (ทุกการทดสอบดำเนินการ 3 ซ้ำ)  

  

โพรไบโอติกส)ท่ีทำการทดสอบ คoา pH การเจือจาง 
คoาเฉล่ียจำนวนโคโลนี 

± SD 
CFU/ml 

 อัตรา 
การอยูoรอด 

L. acidophilus  
(สายพันธุ)อEางอิง) 

3 10-4 7.33 ± 5.03 7.3x104 
97.5% 

control 10-4 9.67 ± 5.13 9.7x104 
L. casei 

 (สายพันธุ)อEางอิง) 
3 10-3 9.00 ± 2.65 9.0x105 

88.03 
control 10-3 58.67 ± 9.29 5.8x106 

L. paracasei 
 (สายพันธุ)อEางอิง) 

3 10-3 34.00 ± 2.65 3.4x104 
95.16% 

control 10-3 73.00 ± 4.00 7.3x106 

L. rhamnosus 
 (สายพันธุ)อEางอิง) 

3 10-2 1.67 ± 1.15 1.7x105 
75.21% 

control 10-4 9.00± 2.65 9.0x106 

L. casei Lac 44 
3 10-4 6.00 ± 3.00 6.0x105 

76.00% 
control 10-3 39.67 ± 3.79 4.0x107 

L. casei NL57 
3 10-3 37.67 ± 6.11 3.8x106 

86.55% 
control 10-4 39.67 ± 8.33 4.0x107 

L. casei NL 60 
3 10-4 28.67 ± 5.86 2.9x107 

95.27% 
control 10-4 68.33 ± 5.86 6.8x107 

L. salivarius Lac 39 
3 10-2 29.33 ± 1.15 2.9x105 

81.23% 
control 10-3 5.33 ± 2.31 5.3x106 

L. salivarius Lac 40 
3 10-4 7.67 ± 4.73 7.7x106 

85.63.% 
control 10-5 11.00 ± 5.57 1.1x108 

L. salivarius Lac 41 
3 10-3 17.67 ± 8.02 1.8x106 

93.75% 
control 10-3 47.33 ± 6.81 4.7x106 

L. salivarius Lac 42 
3 10-3 14.33 ± 2.08 1.4x106 

87.29% 
control 10-4 10.67 ± 1.15 1.1x107 
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3

L. rhamnosus Lac 43 
3 10-2 26.00 ± 8.19 2.6x105 

90.46% 
control 10-3 9.67 ± 2.52 9.7x105 

L. rhamnosus NL56 
3 10-3 6.33 ± 2.52 4.9x106 

89.48% 
control 10-4 29.50 ± 0.71 3.0x107 

L. plantarum B 64 
3 10-3 15.67 ± 5.13 1.6x106 

79.76% 
control 10-3 60.33 ± 1.53 6.0x106 

L. plantarum B 67 
3 10-3 91.33 ± 6.66 1.4x107 

91.09% 
control 10-4 63.00 ± 4.24 7.00x107 

L. plantarum B 6 
3 10-4 2.33 ± 1.15 2.3x106 

89.02% 
control 10-4 14.00 ± 5.29 1.4x107 

L. fermentum NL 53 
3 10-5 11.00 ± 1.41 1.1x108 

93.36% 
control 10-5 41.33 ± 27.23 4.1x108 

L. plantarum NL 61 
3 10-3 22.67 ± 7.77 2.3x106 

88.33% 
control 10-4 15.67 ± 1.15 1.6x107 

L. fermentum Lac31 
3 10-3 10.33 ± 5.77 1.0x106 

92.05% 
control 10-3 33.33 ± 2.89 3.3x106 
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รูปท่ี 4.1 ตัวอย0างภาพความสามารถในการอยู0รอดในสภาวะกรด (พีเอช 3) ของโพรไบโอติกสHสายพันธุHทางคลินิกและสายพันธุHทางการคMา  
             (L. acidophilus,  L. casei,  L. paracasei และ L. rhamnosus) 
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 (A) (B) 

รูปท่ี 4.2 ตัวอย4างจำนวนเชื้อของ Lactobacillus casei NL 60 ระหว4าง (A) อาหาร MRS pH 6.5  

(ชุดควบคุม) และ (B) อาหาร MRS pH 3 หลังการเลี้ยงเชื้อเปรียบเทียบเปTนระยะเวลา 3 ชั่วโมง ดVวยวิธี  

drop plate ท่ีระดับการเจือจาง 10-2 ถึง 10-5  บันทึกผลการทดลองหลังบ4มท่ี 24 ช่ัวโมง 

  

10-5 

10-2 

10-3 

10-4 
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ตารางท่ี 4.2 ค4าเฉล่ียจำนวนโพรไบโอติกสiหลังบ4มภายใตVสภาวะกรด พีเอช 5 เปTนเวลา 3 ช่ัวโมง ตามดVวย 

            เพาะเล้ียงโดยวิธี drop plate ในสภาวะปกติ เปTนเวลา 24 ช่ัวโมง (ทุกการทดสอบดำเนินการ 3 ซ้ำ) 

 

โพรไบโอติกสiท่ีทำการทดสอบ ค4า pH 
การเจือ

จาง 

ค4าเฉล่ียจำนวน

โคโลนี ± SD 
CFU/ml 

 อัตรา 

การอยู4รอด 

L. acidophilus  
(สายพันธุiอVางอิง) 

5 10-4 7.33 ± 5.51 7.3x104 

97.52% 
control 10-4 9.67 ± 4.16 9.7x104 

L. casei 
 (สายพันธุiอVางอิง) 

5 10-3 32.00 ± 1.00 3.2x106 
96.18% 

control 10-3 58.67 ± 9.29 5.8x106 

L. paracasei 
 (สายพันธุiอVางอิง) 

5 10-3 10.00 ± 5.00 1.0x107 

107.17 
control 10-3 34.00 ± 2.65 3.4x106 

L. casei Lac 44 
5 10-4 44.67 ± 6.66 4.5x107 

100.67% 
control 10-3 39.67 ± 3.79 4.0x107 

L. casei NL 60 
5 10-4 7.00 ± 2.00 7.0x106 

99.16% 
control 10-4 8.00 ± 2.65 8.0x106 

L. salivarius Lac 39 
5 10-2 24.67 ±7.23 2.5x106 

95.15% 
control 10-3 5.33 ± 2.31 5.3x106 

L. salivarius Lac 40 
5 10-5 10.67 ±6.51 1.1x108 

100.00% 
control 10-5 11.00 ±5.57 1.1x108 

L. salivarius Lac 41 
5 10-3 17.67 ± 8.02 1.8x106 

93.75% 
control 10-3 47.33 ± 6.81 4.7x106 

L. salivarius Lac 42 
5 10-3 21.67 ± 2.52 2.2x107 

104.28% 
control 10-4 10.67 ± 1.15 1.1x107 

L. rhamnosus NL56 
5 10-3 18.67 ± 4.51 1.9x106 

83.97% 
control 10-4 29.50 ± 0.71 3.0x107 

L. fermentum NL 53 
5 10-4 18.00 ± 1.00 1.8x107 

84.24% 
control 10-5 41.33 ± 27.23 4.1x108 

L. fermentum Lac31 
5 10-3 28.33 ± 2.31 2.8x108 

95.57% 
control 10-5 69.67 ± 0.58 6.9x108 
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รูปท่ี 4.3  ตัวอย0างภาพความสามารถในการอยู0รอดในสภาวะกรด (พีเอช 5) ของโพรไบโอติกสHสายพันธุHทางคลินิกและสายพันธุHทางการคMา (L. acidophilus,  
              L. casei,  L. paracasei และ L. rhamnosus) 
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 4.1.2. ความสามารถในการทนน้ำดี 
 จากผลการทดสอบความทนน้ำดีของโพรไบโอติกสAในอาหารเหลว MRS ท่ีผสมน้ำดีความเขHมขHน 0.3 % 
เปMนเวลา 3 ชั่วโมงเทียบกับชุดควบคุม (อาหารเหลว MRS พีเอชประมาณ 6.5) พบวXาเมื่อนำเชื้อมาทำการ 
drop plate เพื่อหาปริมาณความเขHมขHนของเชื้อเปMนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จากการทดสอบ พบวXา โพรไบโอ
ติกสAที่นำมาทดสอบ 17 สายพันธุA มีเพียง 7 สายพันธุAที่สามารถอยูXรอดภายใตHสภาวะน้ำดี ไดHแกX โพรไบโอติกสA
สายพันธุAทางคลินิก L. casei (NL 60), L. rhamnosus (NL 56), L. plantarum (B 6, B 64 และ B 67) และ
L. salivarius (Lac 42) สำหรับสายพันธุAอHางอิงพบเพียง L. casei  โดยมีอัตราการอยูXรอดระหวXาง 32.98% – 
88.57% (ดังตารางที่ 4.3) โดยโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิก L. plantarum B 64 มีอัตราการอยูXรอด
ไดHมากท่ีสุด โดยมีอัตราการอยูXรอด 79.46% และสายพันธุAอHางอิง L. casei มีอัตราการอยูXรอดท่ี 32.98%  

ตารางที่ 4.3 คXาเฉลี ่ยจำนวนโพรไบโอติกสAหลังบXมภายใตHสภาวะน้ำดี เขHมขHน 0.3% เปMนเวลา 3 ชั ่วโมง  
                ตามดHวยเพาะเลี้ยงโดยวิธี drop plate ในสภาวะปกติ เปMนเวลา 24 ชั่วโมง (ทุกการทดสอบ 
                ดำเนินการ 3 ซ้ำ) 

โพรไบโอติกสAท่ีทำการทดสอบ 
คXาความ 

เขHมขHนน้ำดี 
การเจือจาง 

คXาเฉล่ียจำนวน
โคโลนี ± SD 

CFU/ml 
 อัตรา 

การอยูXรอด 
L. acidophilus  
(สายพันธุAอHางอิง) 

0.3% bile undilute - - 
0% 

control 10-4 9.67 ± 5.13 9.7x104 
L. casei 

 (สายพันธุAอHางอิง) 
0.3% bile    

32.98% 
control 10-3 58.67 ± 9.29 5.8x106 

L. paracasei 
 (สายพันธุAอHางอิง) 

0.3% bile undilute - - 
0% 

control 10-3 73.00 ± 4.00 7.3x106 

L. rhamnosus 
 (สายพันธุAอHางอิง) 

0.3% bile undilute - - 
0% 

control 10-4 9.00± 2.65 9.0x106 

L. casei Lac 44 
0.3% bile undilute - - 

0% 
control 10-3 39.67 ± 3.79 4.0x107 

L. casei NL 60 
0.3% bile 10-4 1.67 ± 1.15 1.7x102 

32.94% 
control 10-4 58.67 ± 9.29 5.9x106 

L. salivarius Lac 39 
0.3% bile undilute - - 

0% 
control 10-3 5.33 ± 2.31 5.3x106 

L. salivarius Lac 40 
0.3% bile undilute - - 

0% 
control 10-5 11.00 ± 5.57 1.1x108 
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ตารางที่ 4.3 คXาเฉลี ่ยจำนวนโพรไบโอติกสAหลังบXมภายใตHสภาวะน้ำดี เขHมขHน 0.3% เปMนเวลา 3 ชั ่วโมง  
                ตามดHวยเพาะเลี้ยงโดยวิธี drop plate ในสภาวะปกติ เปMนเวลา 24 ชั่วโมง (ทุกการทดสอบ 
                ดำเนินการ 3 ซ้ำ) 

 
 

 

โพรไบโอติกสAท่ีทำการทดสอบ 
คXาความ 

เขHมขHนน้ำดี 
การเจือจาง 

คXาเฉล่ียจำนวน
โคโลนี ± SD 

CFU/ml 
 อัตรา 

การอยูXรอด 

L. salivarius Lac 41 
0.3% bile undilute - - 

0% 
control 10-3 47.33 ± 6.81 4.7x106 

L. salivarius Lac 42 
0.3% bile 10-3 30.67 ± 4.04 3.1x104 

63.79% 
control 10-4 10.67 ± 1.15 1.1x107 

L. rhamnosus Lac 43 
0.3% bile undilute - - 

0% 
control 10-3 7.67 ± 2.52 7.7x105 

L. rhamnosus NL56 
0.3% bile undilute - 8.0x102- 

46.79% 
control 10-4 8.00 ± 4.36 1.6x106 

L. casei NL58 
0.3% bile undilute - - 

0% 
control 10-4 4.67 ± 1.53 4.7x106 

L. plantarum B 64 
0.3% bile 10-2 77.67 ±32.08 7.8x105 

79.46% 
control 10-4 25.67 ± 3.06 2.6x107 

L. plantarum B 67 
0.3% bile 10-4 1.67 ± 0.58 1.7x104 

52.14% 
control 10-4 14.33 ±10.12 1.4x108 

L. plantarum B 6 
0.3% bile 10-4 39.00 ± 6.56 3.9x105 

78.24% 
control 10-4 14.00 ± 5.29 1.4x107 

L. fermentum NL 53 
0.3% bile undilute - - 

0% 
control 10-5 41.33 ±27.23 4.1x108 

L. fermentum Lac31 
0.3% bile undilute - - 

0% 
control 10-3 33.33 ± 2.89 3.3x106 
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รูปท่ี 4.4  ตัวอยXางภาพความสามารถในการอยูXรอดในน้ำดี ท่ีความเขHมขHน 0.3% ของโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิก 
               และอHางอิง 
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 4.1.2. การยHอมแกรม 
 เม่ือทำการยHอมแกรม Lacbobacillus spp. สายพันธุAทางคลินิกไดH พบวXามีลักษณะเปMนแกรมบวก 
รูปรXางแทXง ซ่ึงลักษณะรูปรXางของ Lacbobacillus spp แตกตXางกันตามแตXละสายพันธุA 

ตารางท่ี 4.4  ลักษณะสัญฐานวิทยาของ Lactobacillus ภายใตHกลHองจุลทรรศนAแบบใชHแสงท่ีกําลังขยาย 100X 

โพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิก การยHอมแกรม 

L. casei   Lac44 

 

L. casei   NL60 

 

L. salivarius   Lac39 
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L. salivarius   Lac40 

 

L. salivarius   Lac41 

 

L. salivarius   Lac42 

 

L. rhamnosus   Lac43  
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L.  rhamnosus   NL56 

 

L. rhamnosus   NL58 

 

Lactobacillus  plantarum   B64 

 

L. plantarum   B67 

 

L. fermentum   NL53  
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4.2. การศึกษาความเปMนปฏิปÜกษAตXอแบคทีเรียทางผิวหนัง 

 4.2.1. Staphylococcus epidermidis 

 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ S. epidermidis ของโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิกและ
อHางอิง โดยกำหนดความเขHมขHนของโพรไบโอติกสAที่ใชHทดสอบ ที่ 109, 108 และ 107 CFU/ml และ ความ
เขHมขHนของเชื้อ S. epidermidis ที่ 108 CFU/ml ใหHผลการยับยั้งตามตารางที่ 4.5 พบวXา โพรไบโอติกสAสาย
พันธุAทางคลินิก ไดHแกX Lactobacillus salivarius Lac 41 และ Lac 42, Lactobacillus plantarum B 6, B 64 
และ B67 และ Lactobacillus fermentum Lac 31 และ NL 53  และสายพันธุAอHางอิง Lactobacillus casei, 
Lactobacillus paracasei และ Lactobacillus rhamnosus สามารถยับย้ัง S. epidermidis แตกตXางจากชุด
ควบคุมอยXางมีนัยสำคัญ  (คำนวณจาก ONE-WAY ANOVA TEST โดยคXา p.<0.05)  

ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบการยับย้ังการเจริญของ S. epidermidis โดยโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิกและอHางอิง  

  

สายพันธุAโพรไบโอติกสAตัวอยXาง 
จำนวนเซลลAต้ังตHน

(CFU/ml) 
S. epidermidis (mm.) 

Control (MRS broth 10 ไมโครลิตร) 0 6.0 ± 0.0 

L. acidophilus (สายพันธุAอHางอิง) 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107  6.0 ± 0.0 

L. casei (สายพันธุAอHางอิง) 
109 7.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. paracasei (สายพันธุAอHางอิง) 
109 8.0 ± 0.0* 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus (สายพันธุAอHางอิง) 
109 8.7 ± 0.6* 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. casei Lac 44 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 
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L. casei NL 60 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. salivarius Lac 39 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. salivarius Lac 40 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. salivarius Lac 41 
109 9.8 ± 0.3* 
108 6.2 ± 0.3 
107 6.0 ± 0.0 

L. salivarius Lac 42 
109 10.3 ± 0.6* 
108 7.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus Lac 43 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus NL 56 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus NL 58 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. plantarum B 64 
109 9.7 ± 0.6* 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. plantarum B 67 
109 10.0 ± 0.0* 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 
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- ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ 
*  คXาเฉล่ียของผลการยับย้ังโดยโพรไบโอติกสAตัวอยXางมีคXาแตกตXางจากคXาเฉล่ียของชุดควบคุมอยXางมีนัยสำคัญ 
(P<0.05)  (ONE-WAY ANOVA TEST) 

  

L. plantarum NL 61 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. plantarum B 6 
109 9.0 ± 0.0* 
108 8.3 ± 0.6* 
107 6.0 ± 0.0 

L. fermentum NL 53 
109 9.7 ± 2.1* 
108 7.5 ± 0.5* 
107 6.0 ± 0.0 

L. fermentum Lac 31 
109 12.7 ± 1.2* 
108 12.0 ± 1.0* 
107 9.3 ± 0.6* 
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รูปที่ 4.5. ตัวอยXางผลการยับยั้งการเจริญของโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิก ที่ปริมาตร 10 ไมโครลิตรบน  
            แผXน disc ตXอ S. epidermidis โดย C แทน อาหาร MRS ที่ไมXมีโพรไบโอติกสA, 109 แทนจำนวน 
            เชื ้อเริ ่มตHนที ่ 109 CFU/ml, 108 แทนจำนวนเชื ้อเริ ่มตHนที ่ 108 CFU/ml และ 107 แทนจำนวน 
            เช้ือเร่ิมตHนท่ี 107 CFU/ml 

L. fermentum Lac 31 

107 

107 

107 

108 

108 

108 

109 

109 

109 

107 

107 

107 

108 

108 

108 
109 

109 

109 

L. salivarius Lac 42 

108 

108 

108 

109 

109 

109 

107 

107 

107 

L. plantarum B 67 

108 

108 

108 

109 

109 

109 

107 

107 

107 

L. plantarum B 64 

C 

C 

C 

C 
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 4.2.2. Staphylococcus aureus 

 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ S. aureus ของโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิกและอHางอิง  
จำนวน 10 ตัวอยXาง โดยกำหนดความเขHมขHนของโพรไบโอติกสAที่ใชHทดสอบ ที่ 109, 108 และ 107 CFU/ml 
และ ความเข Hมข Hนของเช ื ้อ S. auerus ท ี ่  108 CFU/ml จากผลการย ับย ั ้ งตามตารางท ี ่  4.6. พบวXา  
โพรไบโอติกสAสายพันธุ Aทางคลินิก Lactobacillus salivarius Lac 41 Lactobacillus plantarum B 6 และ  
 และ Lactobacillus fermentum NL 53  และสายพันธุAอHางอิง Lactobacillus casei  และ Lactobacillus 
rhamnosus ใหHผลการยับยั้งแตกตXางกับชุดควบคุม (P<0.05) แตX L. plantarum B 64 ใหHลักษณะการยับย้ัง
การเจริญของ S. aureus ไดHเล็กนHอย  

ตารางท่ี 4.6 ผลการทดสอบการยับย้ังการเจริญของ S. aureus โดยโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิกและอHางอิง  

  

Lactobacillus strain 
จำนวนเซลลAต้ังตHน

CFU/ml 
S. aureus (mm) 

Control (MRS broth 10 ไมโครลิตร) 0 6.0 ± 0.0 

L. acidophilus (สายพันธุAอHางอิง) 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. casei (สายพันธุAอHางอิง) 
109 20.3 ± 1.5* 
108 17.3 ± 2.1* 
107 10.0 ± 1.7* 

L. paracasei (สายพันธุAอHางอิง) 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus (สายพันธุAอHางอิง) 
109 17.7 ± 1.5* 
108 15.2 ± 0.8* 
107 11.7 ± 2.1* 

L. casei Lac 44 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 
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L. casei NL 60 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. salivarius Lac 39 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. salivarius Lac 40 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. salivarius Lac 41 
109 8.5 ± 0.5* 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. salivarius Lac 42 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus Lac 43 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus NL 56 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus NL 58 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. plantarum B 64 
109 7.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. plantarum B 67 
109 7.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 
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- ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ 

*  คXาเฉล่ียของผลการยับย้ังโดยโพรไบโอติกสAตัวอยXางมีคXาแตกตXางจากคXาเฉล่ียของชุดควบคุมอยXางมีนัยสำคัญ 
(P<0.05)  (ONE-WAY ANOVA TEST) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6 ตัวอยXางผลการยับยั้งการเจริญของโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิก ที่ปริมาตร 10 ไมโครลิตรบน
แผXน disc ตXอ S. aureus โดย C แทน อาหาร MRS ท่ีไมXมีโพรไบโอติกสA, 109 แทนจำนวนเช้ือเร่ิมตHน
ท่ี 109 CFU/ml  

L. plantarum NL 61 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. plantarum B 6 
109 17.3 ± 0.6* 
108 8.8 ± 0.3* 
107 6.0 ± 0.0 

L. fermentum NL 53 
109 8.0 ± 1.0* 
108 6.5 ± 0.5 
107 6.0 ± 0.0 

L. fermentum Lac 31 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. plantarum B 67 

109 

109 

109 

C 
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4.2.3. Propionibacterium acne 

 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ P. acne ของโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิกและอHางอิง 
จำนวน 10 ตัวอยXาง โดยกำหนดความเขHมขHนของโพรไบโอติกสAที่ใชHทดสอบ ที่ 109, 108 และ 107 CFU/ml 
และ ความเขHมขHนของเชื้อ P. acne ที่ 108 CFU/ml จากผลการยับยั้งตามตารางที่ 4.7 พบโพรไบโอติกสAสาย
พันธุAทางคลินิกที่ทำการทดสอบ 6 สายพันธุA และสายพันธุAอHางอิง Lactobacillus casei และ Lactobacillus 
rhamnosus ใหHผลการยับย้ัง P. acne ไดHเม่ือเทียบกับชุดควบคุม (P<0.05)  

ตารางท่ี 4.7 ผลการทดสอบการยับย้ังการเจริญของ P. acne โดยโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิกและอHางอิง  

  

Lactobacillus strain 
จำนวนเซลลAต้ังตHน 

CFU/ml 
P. acne (mm) 

Control (MRS broth 10 ไมโครลิตร) 0 6.0 ± 0.0 

L. acidophilus (สายพันธุAอHางอิง) 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. casei (สายพันธุAอHางอิง) 
109 10.0 ± 0.0* 
108 9.0 ± 1.0* 
107 7.7 ± 0.6 

L. paracasei (สายพันธุAอHางอิง) 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus (สายพันธุAอHางอิง) 
109 8.5 ± 1.8* 
108 8.7 ± 0.6* 
107 7.7 ± 0.6 

L. casei Lac 44 
109 8.3 ± 0.6* 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. rhamnosus Lac 43 
109 8.7 ± 0.6* 
108 7.0 ± 0.0 
107 7.0 ± 0.0 
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- ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ 
*  คXาเฉล่ียของผลการยับย้ังโดยโพรไบโอติกสAตัวอยXางมีคXาแตกตXางจากคXาเฉล่ียของชุดควบคุมอยXางมีนัยสำคัญ 
(P<0.05)  (ONE-WAY ANOVA TEST) 

  

L. rhamnosus NL 58 
109 10.0 ± 1.7*  
108 9.0 ± 0.0* 
107 8.0 ± 1.0* 

L. plantarum B 64 
109 10.0 ± 1.1* 
108 9.7 ± 0.6* 
107 7.0 ± 1.0 

L. plantarum B 6 
109 6.0 ± 0.0 
108 6.0 ± 0.0 
107 6.0 ± 0.0 

L. fermentum Lac 31 
109 11.3 ± 0.6* 
108 10.7 ± 0.6* 
107 9.6 ± 0.6* 

 L. fermentum NL53 
109 10.0 ± 1.0* 
108 9.7 ± 1.2* 
107 8.0 ± 1.0* 
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L. fermentum Lac 31 

L. casei Lac 44 

108 

108 

108 

109 

109 

109 

109 

109 

109 

107 

107 

108 

108 

L. fermentum   NL53 

107 

107 

107 

108 

108 

108 

109 

109 

109 

107 

107 

107 108 

108 

108 

109 

109 

109 

L. plantarum B 64 

107 

107 

107 

107 

108 

C 

C 

C 

C 
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รูปที่ 4.7. ตัวอยXางผลการยับยั้งการเจริญของโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางการคลินิก ที่ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
บนแผXน disc ตXอ P. acne โดย C แทน อาหาร MRS ที่ไมXมีโพรไบโอติกสA, 109 แทนจำนวนเช้ือ
เริ ่มตHนที ่ 109 CFU/ml, 108 แทนจำนวนเชื ้อเริ ่มตHนที ่ 108 CFU/ml และ 107แทนจำนวนเช้ือ
เร่ิมตHนท่ี 107 CFU/ml 

 

  

L. rhamnosus NL 58 

L. rhamnosus Lac 43 

107 

107 

108 

108 107 

108 

109 109 

109 

107 

107 

107 108 

108 

108 

109 

109 

109 

C 

C 



 44 

บทท่ี 5 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 โพรไบโอติกสAเปMนกลุ XมจุลินทรียAที ่มีศักยภาพในการสXงเสริมสุขภาพดีใหHกับมนุษยAในหลายดHาน 
โดยเฉพาะเมื่อนำมาบริโภค จากการศึกษาทางดHานคลินิกยืนยันประสิทธิภาพของโพรไบโอติกสA ในการรักษา
โรคตXางๆ อาทิ โรคอHวน โรคเกี่ยวภูมิแพH เชXน โรคภูมิแพHผิวหนัง นอกจากนี้ยังกระตุHนระบบภูมิคุHมกันของ
รXางกายไดH (Paulina, M. และ Slizewska, K, 2017) ซึ่งความสามารถของโพรไบโอติกสAจะแสดงออกไดHดีเม่ือ
จุลินทรียAสามารถเจริญเพิ่มจำนวนภายในสำไสHไดH การท่ีจะเจริญเพิ่มจำนวนในลำไสHไดHนั้นโพรไบโอติกสAตHอง
ผXานกระเพาะอาหาร ซึ่งเปMนบริเวณมีความเปMนกรดและมีน้ำดีท่ีทำหนHาท่ียXอยสลายสารอาหารรวมทั้งจุลินทรียA
ตXางๆ โพรไบโอติกสAจึงตHองมีความสามารถในการอยูXรอด เพื่อไปยึดเกาะท่ีบริเวณเยื่อบุลำไสHและเจริญเพ่ิม
จำนวน อHางอิงถึงงานวิจัยที่ทำการทดสอบความสามารถในการทนกรดของ โพรไบโอติกสAไดHจำลองลักษณะ
ความเปMนกรดในกระเพาะอาหารโดยปรับสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อใหHมีความเปMนกรดที่ pH 2 และ pH 3 เปMน
เวลา 3 ชั่วโมง (Prasad J., et al., 1998). รวมท้ังการศึกษาการทนกรดของเชื้อโพรไบโอติกสAของ Liong และ 
Shah ไดHกำหนดสภาวะความเปMนกรดที่ pH 3 เปMนมาตรฐานในการศึกษาการทนกรดของโพรไบโอติกสA ดังน้ัน
งานวิจัยนี้จึงเลือกใชH pH 3 ที่ระยะเวลา 3 ชั่วโมงมาทำทดสอบ จากผลการทดสอบการทนกรดของโพรไบโอ
ติกสAทางคลินิกและอHางอิง พบวXาเมื่อเปรียบเทียบอัตราการอยูXรอดจากสภาวะความเปMนกรด สายพันธุAทาง
คลินิกและอHางอิงสามารถทนสภาวะกรดไดHดี และมีอัตราการอยูXรอดใกลHเคียงกัน  โดยมีอัตราการอยูXรอดท่ีรHอย
ละ 75.21 – 97.50 ซึ่งสอดคลHองกับงานวิจัยของ Shehata พบวXาแบคทีเรียกลุXม lactic acid bacteria มี
อัตรารอด 68–88.3% ในสภาวะกรดที่ pH 2 เปMนเวลา 3 ชั่วโมง (Shehata, 2016) ซึ่งถือวXา Lactobacillus 
สายพันธุAทางคลินิกท่ีทำการทดสอบมีอัตราการอยูXรอดสูงกวXาการทดลองของ Shehata และคณะ จากการ
ทดสอบความสามารถในการทนตXอความเปMนกรดที่ pH 3 ซึ่งเปMนคุณสมบัติหนึ่งของโพรไบโอติกสA จึงสรุปไดHวXา
โพรไบโอติกสAสายพันธุAคลินิกและอHางอิงท่ีทดสอบมีคุณสมบัติของความเปMนโพรไบโอติกสAในดHานการทนกรด 

การทดสอบการทนน้ำดีเปMนหนึ่งในการประเมินคุณสมบัติความเปMนโพรไบโอติกสA เนื่องจากวXาโพร
ไบโอติกสAนั้นตHองสามารถทนตXอน้ำดีในกระเพาะอาหาร (WHO, 2016) เพื่อใหHโพรไบโอติกสAสามารถเจริญเพ่ิม
จำนวนลำไสHเล็กและสXงผลกระตุHนและสXงเสริมสุขภาพเจHาบHาน ผลจากการทดสอบความสามารถในการทนน้ำดี
ของโพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิกและอHางอิง พบวXาโพรไบโอติกสAที่ทำการทดสอบสXวนใหญXไมXสามารถการ
ทนน้ำดีไดH ยกเวHน โพรไบโอติกสAสายพันธุAอHางอิง L. casei NL 60, L. rhamnosus NL 56, L. plantarum B 
6, B 64 และ B 67 และ L .salivarius Lac 42 และสายพันธุAอHางอิง L. casei   โดยมีอัตราการอยูXรอดระหวXาง 
32.98 – 88.57 เมื่อเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งสอดคลHองกับผลการวิจัยของ Hassanzadazar et al. (2012) ท่ี
พบวXาแบคทีเรีย L. plantarum และ L. casei บางสายพันธุAไมXสามารถทนน้ำดีไดH เนื่องจากเมื่อแบคทีเรีย
สัมผัสกับน้ำดี ทำใหHเกิดการขัดขวางภาวะสมดุลของเซลลAเกิดขึ้น ทำใหHเกิดการแยกชั้นของชั้นไขมัน (lipid 
bilayer) และโปรตีนของเย่ือหุHมเซลลA ทำเหHเกิดภาวะเซลลAร่ัวและทำใหHเซลลAตายไดH  
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อยXางไรก็ดีความสามารถในการทนกรดและทนน้ำดีน้ีทดสอบเพื่อประเมินคุณสมบัติของโพรไบโอติกสA
ใหHเปMนไปตามเกณฑAของ WHO/FAO ซึ่งการนำโพรไบโอติกสAไปประยุกตAใชHบนผิวหนังซ่ึงสภาพผิวหนังมีคXา pH 
ประมาณ 4.7 ถึง 5.75 รวมทั้งไมXมีสXวนประกอบของน้ำดี อาจทำใหHการทดสอบการทนกรด ที่ pH 3 และทน
น้ำดีน้ีไมXจำเปMนตXอการนำโพรไบโอติกสAไปประยุกตAใชHบนผิวหนัง  
อยXางไรก็ตามในการทดสอบความเปMนกรดท่ี pH 5 ซ่ึงเปMนคXาความเปMนกรดใกลHเคียงกับสภาพผิวหนHา พบวXาท้ัง
โพรไบโอติกสAสายพันธุAทางคลินิกและอHางอิงมีอัตราการอยูXรอดสูง (รHอยละ 84.24 -107.17) ซ่ึงเปMนผลมาจาก 
ความสามารถในการเจริญของแลคติกแบคทีเรียในคXา pH  ตXางๆ โดยคXา pH ท่ีเหมาะสมตXอการเจริญอยูXท่ี 5.4 
– 5.8 ข้ึนอยูXกับสายพันธุA (Salminen et al., 2004) นอกจากน้ีในงานวิจัยของ Mayano และคณะ (2008) 
พบวXาแลคติกแบคทีเรียท่ีคัดแยกมาจากไสHกรอกแหHง สามารถเจริญไดHดีท่ีคXา pH 5 และ 5.5 โดยมี
ความสามารถในการรอด 34.6%  โดยมีจำนวนแบคทีเรียท่ี 106-108 CFU/g  ดังน้ันจากความสามารถในการ
อยูXรอดตXอกรดท่ี pH 5 น้ี จึงอาจสามารถนำโพรไบโอติกสAมาประยุกตAใชHบนผิวหนHาไดH  
 เนื่องจากผิวหนังประกอบไปดHวยจุลินทรียAหลายชนิดที่อาศัยอยูXรXวมกัน แบXงเปMนจุลินทรียAท่ีมีรายงาน
วXาสXงผลกระทบเชิงบวกแกXผิวหนังและสXงผลเสียรวมทั้งกXอใหHเกิดโรคผิวหนัง การทดสอบการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีมีรายงานเชิงดีและไมXดีบนผิวหนัง เปMนการประเมินคุณสมบัติหน่ึงเพ่ือวิเคราะหAหาสายพันธุAของ
โพรไบโอติกสAท่ีมีศักยภาพในการรักษาสมดุลของไมโครไบโอมรวมท้ังสXงเสริมสุขภาพผิว  

ในการทดสอบความสามารถการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่สXงเสริมสุขภาพผิว S. epidermidis 
ของโพรไบโอติกสAสายพันธุAอHางอิง พบวXา L. paracasei และ L. rhamnosus ที่ความเขHมขHนที่ 109 โคโลนีตXอ
มิลลิล ิตร สามารถยับยั ้ง S. epidermidis และสายพันธุAทางคลินิก 7 สายพันธุA Lactobacillus ไดHแกX  
L. fermentum lac 31 ที่ความเขHมขHนตั้งแตX 107-109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร L. fermentum NL 53 ที่ความ
เขHมขHนต้ังแตX 108-109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร  L. salivarius Lac 41, L. salivarius Lac 42 และ L. plantarum 
B6, L. plantarum B64 และ L. plantarum B67 ที่ความเขHมขHน109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการ
เจริญของ S. epidermidis ดังนั้นโพรไบโอติกสAที่มีความสามารถในการยับยัง S. epidermidis อาจไมXเหมาะ
ในการนำไปประยุกตAใชHบนผิวหนัง เนื ่องจากยับยั ้ง S. epidermidis เปMนแบคทีเรียประจำถิ่นที่ดีและไมX
กXอใหHเกิดโรคในคนในสภาวะปกติ (Byrd, A. et al. (2018) แตXอยXางไรก็ตามผลในการยับยั้ง S. epidermidis 
จะพบเม่ือใชHท่ีความเขHมขHน 109 โคโลนีตXอมิลลิลิตรเปMนสXวนใหญX ดังน้ันหากเลือกใชHโพรไบโอติกสAในอัตราความ
เขHมขHนท่ีนHอยลงกวXาที่พบการยับยั้งการเจริญนั้นอาจไมXสXงผลเสียตXอ S. epidermidis ทำใหHเชื้อโพรไบโอติกสA
สามารถนำไปใชHไดHในการดูแลสุขภาพผิวไดH 

ในขณะท่ีโพรไบโอติกสAสายพันธุAคลินิก L. fermentum lac 31 และ NL 53, L. rhamnosus NL 58 ท่ี
ความเขHมขHนต้ังแตX 107-109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร L. plantarum B 64 และ L. rhamnosus lac 43 ความเขHมขHน
ตั้งแตX 108-109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร และ L. casei lac 44 ที่ความเขHมขHน 109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร และสายพันธุA
อHางอิง L. casei และ L. rhamnosus ความเขHมขHนตั้งแตX 108-109 โคโลนีตXอมิลลิลิตรสามารถยับยั้งการเจริญ
ของ P. acne สอดคลHองกับรายงานวิจัยของ Shokryazdan และคณะ. (2014) พบวXา กลุ Xมแบคทีเรีย 
Lactobacilli ใหHผลการยับย้ัง P. acne ท่ีระหวXาง 3.3 ถึง 16.5 มิลลิเมตร จากผลการยับย้ัง P. acne น้ี แสดง
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ใหHเห็นวXาโพรไบโอติกสAสามารถสรHางสารซึ่งฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียกXอโรคบนผิวหนังซึ่งอางเปMนผลจากซ่ึง
อาจเปMนผลมาจากความสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพตXางๆ อาทิ กรดอินทรียA ไฮโดรเจนเปอรAออกไซดA 
และ bacteriocins (Shokryazdan, Sieo et al. 2014) 

นอกจากน้ีการยับยั ้งการเจริญของ S. aureus พบโพรไบโอติกสAสายพันธุ AอHางอิง L. casei และ          
L. rhamnosus ความเขHมขHนตั้งแตX 107-109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร และสายพันธุAคลินิก L. plantarum B 64 ท่ี
ความเขHมขHนต้ังแตX 108 -109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร L. salivarius Lac 41, L. fermentum NL 53  ท่ีความเขHมขHน 
109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus ไดH นอกจากนี้ยังพบแนวโนHมในการยับย้ัง       
S. aureus ของ L. plantarum B 64 ที่ความเขHมขHน 109 โคโลนีตXอมิลลิลิตร ซึ่งจากความสามารถในการ
ยับยั้ง S. aureus ซึ่งเปMนแบคทีเรียกXอโรค สามารถพบไดHตามผิวหนัง อีกทั้งยังมีรายงานวXาสามารถทนตXอยา
ปฏิชีวนะไดHหลายชนิด (Lolou V. และ Panayiotidis MI, 2019) ดังนั้น โพรไบโอติกสAจึงเปMนหนึ่งในตัวเลือกท่ี
สามารถประยุกตAใชHในการรักษาและบำบัดผิวไดH 

จากผลการทดลองยังเปMนความรูHเบื้องตHนในการชXวยใหHทราบและเปรียบเทียบสายพันธุAที่ควรใชHตXอใน
การสXงเสริมสุขภาพผิวในแตXละดHาน เชXน ลดการเกิดสิว โดยการเลือกใชHโพรไบโอติกสA L. casei lac 44,  
L. rhamnosus lac 43 และ NL58 ที่ความเขHมขHน 109 CFU/ml ท่ีมีศักยภาพในการ P. acne แตXไมXยับยัง  
S. epidermidis หรือ ลดความรุนแรงของอาการแพHของผิวหนังเนื่องจาก S. aureus โดยเลือกใชHโพรไบโอ
ติกสAสายพันธุAอHางอิง L. casei ที่สามารถยับยั้งไดHทั้ง S. aureus และ P. acne ในการบำบัดสุขภาพผิวแทน
การใชHยาปฎิชีวนะ เชXน เตตระไซคลิน, คลินดาไมซิน, อิริโทรมัยซินที่ใชHในการรักษาอยูXในปÜจจุบันเปMนตHน 
(Dreno 2004) 
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ภาคผนวก ก. 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

1. อาหารเล้ียงเช้ือเหลว de Man, Rogosa and Sharp (MRS)  
 
 ประกอบดHวย 
 Proteose peptone 10.0  กรัม/ลิตร 
 Beef extract 10.0  กรัม/ลิตร 
 Yeast extract 5.0  กรัม/ลิตร 
 Dextrose 20.0  กรัม/ลิตร 
 Polysorbate 80 1.0  มิลลิลิตร/ลิตร 
 Ammonium citrate 2.0  กรัม/ลิตร 
 Sodium acetate 5.0  กรัม/ลิตร 
 Magnesium sulphate 0.1  กรัม/ลิตร 
 Manganese sulphate 0.05  กรัม/ลิตร 
 Dipotassium phosphate 2.0  กรัม/ลิตร 
 พีเอชสุดทHาย ท่ีอุณหภูมิ 25 °C 6.5±0.2 
 
 วิธีการเตรียม 
 ละลายผงอาหารสำเร ็จร ูป 55.15 กรัม MRS powder (Himedia’s MRS broth) ในน ้ำกล่ัน 
ปริมาตร 1,000 มิลลิตร นำไปฆXาเชื้อดHวยหมHอนึ่ง ดHวยความดัน 15 ปอนดAตXอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปMนเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง de Man, Rogosa and Sharp (MRS agar)  
 
 วิธีการเตรียม 
 ละลายผงอาหารสำเร็จรูป 55.15 กรัมกรัม MRS powder (Himedia’s MRS broth) และผงวุHน 
150 กรัม (1.5 % Agar) ในน้ำกลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นำไปฆXาเชื้อดHวยหมHอนึ่ง ดHวยความดัน 15 
ปอนดAตXอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปMนเวลา 15 นาที 
 
 
3. อาหารเล้ียงเช้ือเหลว Fluid Thioglycollate Medium  
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 ประกอบดHวย 
 Tryptone 15.0  กรัม/ลิตร 
 Yeast extract 5.0  กรัม/ลิตร 
 Dextrose (Glucose) 5.5  กรัม/ลิตร 
 Sodium chloride 2.5  กรัม/ลิตร 
 L-Cystine 0.5  กรัม/ลิตร 
 Sodium thioglycollate 0.5  กรัม/ลิตร 
 Resazurin sodium 0.001  กรัม/ลิตร 
 Agar 0.750  กรัม/ลิตร 
 พีเอชสุดทHาย ท่ีอุณหภูมิ 25 °C 7.1±0.2 
 
 วิธีการเตรียม 
 ละลายผงอาหารสำเร็จรูป 29.75 กรัม Fluid Thioglycollate Medium powder (Himedia’s 
Fluid Thioglycollate Medium) ในน้ำกลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิตร นำไปฆXาเชื้อดHวยหมHอนึ่ง ดHวยความดัน 
15 ปอนดAตXอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปMนเวลา 15 นาที ปลXอยใหHเย็นลงถึง 25 องศาเซลเซียส
แลHวจึงนำไปเก็บในมืดและอุณหภูมิต่ำ และทำการตHมไลXอากาศกXอนนำไปใชH 
 
 
4. อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Fluid Thioglycollate Medium 
 
 วิธีการเตรียม 
 ละลายผงอาหารสำเร็จรูป 29.75 กรัม Fluid Thioglycollate Medium powder (Himedia’s 
Fluid Thioglycollate Medium)และผงวุ Hน 150 กรัม (1.5 % Agar)  ในน้ำกลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิตร 
นำไปฆXาเชื้อดHวยหมHอน่ึง ดHวยความดัน 15 ปอนดAตXอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปMนเวลา 15 นาที 
ปลXอยใหHเย็นลงถึง 25 องศาเซลเซียสแลHวจึงนำไปเก็บในมืดและอุณหภูมิต่ำ 
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ภาคผนวก ข. 

รายช่ือเช้ือท่ีไดHรับความอนุเคราะหAจากภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตรA  
และภาควิขาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตรA จุฬาลงกรณAมหาวิทยาลัย รวมท้ังส้ิน 30 ตัวอยXาง 

รายช่ือโพรไบโอติกสAตัวอยXาง รหัส 
Lactobacillus  acidophilus - 
Lactobacillus  casei - 
Lactobacillus  paracasei - 
Lactobacillus  rhamnosus - 
Bifidobacterium  bifidum   Bif6 B4-CU-0001/60-0002/60 
Bifidobacterium  bifidum   Bif7 B4-CU-0001/60-0002/60 
Bifidobacterium  bifidum   Bif8 B4-CU-0001/60-0002/60 
Bifidobacterium  bifidum   Bif9 B4-CU-0001/60-0002/60 
Bifidobacterium  bifidum   Bif20 B4-CU-0001/60-0002/60 
Bifidobacterium  bifidum   Bif32 B4-CU-0001/60-0002/60 
Bifidobacterium  breve   Bif14 B4-CU-0001/60-0002/60 
Bifidobacterium  breve   Bif24 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  casei   Lac44 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  casei   NL57 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  casei   NL60 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  salivarius   Lac39 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  salivarius   Lac40 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  salivarius   Lac41 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  salivarius   Lac42 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  rhamnosus   Lac43 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  rhamnosus   NL56 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  rhamnosus   NL58 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  plantarum   B64 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  plantarum   B67 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  plantarum   NL61 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  plantarum   B6 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  fermentum   NL50 B4-CU-0001/60-0002/60 
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Lactobacillus  fermentum   NL53 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  fermentum   Lac31 B4-CU-0001/60-0002/60 
Lactobacillus  fermentum   NL16 B4-CU-0001/60-0002/60 
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