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บทคัดยอ 

 

 เปนการศึกษาโดยการแยกเชื้อแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําทะเล และสิ่งแวดลอม         

ณ. แหลงอาศัย บริเวณเกาะสาหราย จังหวัดสตูล สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียไดจํานวน 8 ไอโซเลต 

แบงเปนแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ํา จํานวน 4 ไอโซเลต เอนโดรไฟดแบคทีเรีย 2 ไอโซเลต และ

แบคทีเรียอาศัยในโคลนใตฟองน้ํา จํานวน 2 ไอโซเลต เม่ือทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรค

มาตรฐาน Staphlococcuus aureus TISTR517 มี 4 ไอโซเลตยับยั้งเชื้อได เม่ือทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง 

MRSA พบวามีเพียงไอโซเลต S6.2 (เปนแบคทีเรียอาศัยในเนื้อเยื้อฟองน้ํา) เทานั้นท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง      

จึงคัดเลือกไปเลี้ยงในปริมาณมาก เพ่ือผลิตสารสกัดหยาบ สามารถผลิตได 300 มิลลิกรัม เม่ือ

วิเคราะหองคประกอบในสิ่งสกัดหยาบโดยเครื่อง HPLC พบเพียง 2 องคประกอบ เทานั้นและมี

ลักษณะไมซับซอน จึงผลิตสารสกัดหยาบใหไดมากกวาเดิม (ประมาณ 3 กรัม) เพ่ือแยกสารออกฤทธิ์

ตอไปในการวิจัยระยะปท่ี 2 

คําสําคัญ:  ฟองน้ํา เชื้อดื้อยา จุลชีพอาศัยรวม  
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Medical application of secondary metabolites and bio-compounds 
from Demospongia sponges-associated microorganisms to inhibit the 

pathogenic drug resistance bacteria type Methicillin resistant 
Staphylococcus (MRSA) 
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ABSTRACT 

 

Isolation and purification of marine sponges associated bacteria and 

surrounded environment in the area of Sarai island, Satune province. Eight isolated 

bacteria were collected and purified containing 4 sponges associated bacteria, 2 

endophytic bacteria and 2 isolates collected from clay under sponges colonies. All 

isolated bacteria were examined for their anti Stephylococcus aureus TISTR517 and 

MRSA .It found that 4 isolates showed inhibition but only one (S6.2) showed MRSA 

inhibition. Mass culture of S6.2 was performed to produce 300 mg crud extract and 

analyzed by HPLC. The HPLC chromatogram revealed the extract contained simple 

mixture. By above results, we design to produce the more crud extract for isolation 

and purification the active compounds together with determined for their 

molecularstructures.     
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ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 
 ปจจุบันปญหาการดื้อยาของเชื้อจุลชีพท่ีทําใหเกิดโรคมีแนวโนมสูงข้ึนเรื่อยๆ ซ่ึงสาเหตุสําคัญมา
จากการใชยาตานจุลชีพอยางไมจําเปน และเกินความจําเปน สําหรับในประเทศไทย พบวามีมูลคาการใช
ยาตานจุลชีพมากกวา 10,000 ลานบาทตอป และมีการติดเชื้อท่ีดื้อยาตานจุลชีพปละกวา 100,000 คน 
(1) โดยเชื้อจุลชีพท่ีพบบอยในโรงพยาบาล และมักดื้อยาตานจุลชีพหลายขนาน ไดแก Escherichia coli 
ซ่ึงทําใหเกิดโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ และระบบทางเดินอาหาร Klebsiella pneumoniae  
ท่ีเปนสาเหตุสําคัญของโรคระบบทางเดินหายใจ และโรคปอดอักเสบ Acinetobacter baumannii    
ซ่ึงกอโรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจ เชน โรคปอดบวม Pseudomonas aeruginosa ท่ีกอใหเกิดโรค
ติดเชื้อหลายระบบของรางกาย เชน โรคปอดบวม การติดเชื้อในกระแสเลือด และ Staphylococcus 
aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) (1) จากการ
เก็บขอมูลเชื้อดื้อยาตานจุลชีพจากโรงพยาบาลจํานวน 28 แหง ในประเทศไทย ในชวง พ.ศ. 2543       
ถึง พ.ศ. 2556 โดยศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพแหงชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย พบอัตราการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ P. aeruginosa ตอยากลุมคารบาพี
แนมสชนิด imipenem เพ่ิมสูงข้ึนเรื่อยๆ จากรอยละ 14.3 ใน พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 30.1              
ในพ.ศ. 2556 สําหรับอัตราการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ Acinetobacter spp. ตอยากลุมคารบาพี
แนมสชนิด imipenem เพ่ิมสูงข้ึนจาก รอยละ 4.4 ใน พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 64.7 ในพ.ศ. 2556 และ
อัตราการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ Staphylococcus spp. ตอยา erythromycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 
28 ในพ.ศ. 2543 เปนรอยละ 47.5 ในพ.ศ. 2556 นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรียกลุมนี้ยังมีอัตราการด้ือยา 
clindamycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 13.3 ในพ.ศ. 2543 เปนรอยละ 31.7 ในพ.ศ. 2556  (2) ปจจุบันมี
รายงานการพบเชื้อ S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (MRSA) เพ่ิมมากข้ึนในปะเทศตางๆ ท่ัวโลก และยัง
พบอีกวาเชื้อ MRSA เปนสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในกระแสเลือดในโรงพยาบาล ท่ีเก่ียวของกับ
โรงพยาบาล และในชุมชน คิดเปนรอยละ 61, 52 และ 14 ตามลําดับ (3)    
  S. aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปรางกลม โดยเปนแบคทีเรียกอโรคท่ีพบไดบอยใน
โรงพยาบาล ท่ีเปนสาเหตุสําคัญของโรคติดเชื้อท่ีผิวหนัง การติดเชื้อท่ีกระดูกและขอ การติดเชื้อใน
กระแสเลือด และโรคปอดบวม แบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบไดท่ัวไปตามรางกายมนุษย อุปกรณทาง
การแพทย สิ่งแวดลอมในโรงพยาบาลและชุมชุน โดยเฉพาะเชื้อท่ีพบภายในโรงพยาบาลมักจะเปนเชื้อ
ฉวยโอกาสท่ีกอใหเกิดโรคในผูปวยท่ีมีรางกายออนแอ ในอดีตในการรักษาโรคติดเชื้อ S. aureus มักจะ
ใชยา methicillin ซ่ึงจะทนตอการถูกทําลายดวยเอนไซม β-lactamases แตตอมามีรายงานการพบ
เชื้อ S. aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin (MRSA) เพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงเปนปญหาสําคัญของโรคติดเชื้อใน
โรงพยาบาลในประเทศตางๆ ท่ัวโลก (4) และพบเปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในชุมชนดวย (5) เชื้อ MRSA 

นอกจากจะดื้อตอยากลุม β-lactams แลวยังดื้อตอยากลุมอ่ืนดวย เชน aminoglycosides, 
fluoroquinolones และ tetracycline เปนตน (6) ดังนั้นจึงมีการนํายา vancomycin มาใชใน        
การรักษาผูปวยท่ีติดเชื้อ MRSA แตอยางไรก็ตามปจจุบันมีรายงานการพบเชื้อ MRSA มีความไวตอยา 
vancomycin ลดลงจากประเทศตางๆ ท่ัวโลกท้ังในทวีปยุโรป อเมริกา และเอเชีย (7) สําหรับกลไกการ
ดื้อยากลุม β-lactams ของเชื้อ MRSA เกิดจากเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงเปาหมายท่ียาจะไปออกฤทธิ์    
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คือมีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน penicillin binding protein (PBP) ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน 
transpeptidase ท่ีทําหนาท่ีสําคัญในการเชื่อมตอ peptide ของ peptidoglycan เขาดวยกันใน
ข้ันตอนสุดทายของการสังเคราะห peptidoglycan ของผนังเซลลแบคทีเรีย โดยเชื้อ MRSA จะมีการ

เปลี่ยนแปลง PBP เปน PBP2a ท่ีมีบริเวณ active site เปลี่ยนไป ทําใหยากลุม β-lactams เขาจับไมได
หรือจับไดนอยมาก เอนไซม PBP2a จึงไมถูกยับยั้งการทํางาน ทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถสรางผนัง
เซลลท่ีสมบูรณได เชื้อแบคทีเรียจึงสามารถอยูรอดได (8) การสรางโปรตีน PBP2a ของเชื้อ MRSA จะถูก
ควบคุมดวยกลุมยีน mec โดยภายในกลุมยีนนี้จะประกอบดวยยีน mecA, mecI และ mecRI โดยยีน 
mecA ทําหนาท่ีสรางโปรตีน PBP2a ซ่ึงจะถูกควบคุมโดยยีน mecI และ mecRI ท่ีอยูทางดาน 
upstream ของ mecA promoter การเกิดการกลายพันธุท่ีตําแหนง mecI และ mecRI ของเชื้อ 
MRSA นั้น จะทําใหยีน mecA สามารถสรางโปรตีน PBP2a ได (9) จากการเพ่ิมข้ึนของเชื้อแบคทีเรียด้ือ
ตอยาตานจุลชีพ ทําใหเกิดผลท่ีตามมาท่ีสําคัญ เชน เกิดความยุงยากในการรักษา เนื่องจากตองใชยา
รวมกันหลายชนิด หรือตองใชยาตัวใหมท่ีมีราคาแพงมาใชในการรักษาผูปวย เพราะยาตานจุลชีพตัวเกา
ท่ีเคยใชนั้นไมไดผลเทาท่ีควร ทําใหผูปวยตองมีคาใชจายในการรักษาเพ่ิมข้ึน ใชเวลาในการรักษานานข้ึน 
และมีโอกาสท่ีผูปวยจะเสียชีวิตสูงข้ึน    
 ดังนั้นการคนหาสารหรือโมเลกุลตนแบบเพ่ือใชเปนสารตานจุลชีพชนิดใหมจึงมีความจําเปน        
สารหรือโมเลกุลตนแบบสวนมากไดจากพืช สัตว และจุลชีพท้ังมีถ่ินอาศัยอยูบนบกและในทะเล 
โดยเฉพาะเชื้อจุลชีพในทะเลสรางสารท่ีมีโครงสรางแปลกใหม (novel) และมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีรุนแรง 
(โปรดดูจากทบทวนวรรณกรรม) ประเทศไทยโดยเฉพาะภาคใตมีพ้ืนท่ีติดตอกับทะเลท้ังอาวไทยและ
ทะเลอันดามันซ่ึงมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง ดังนั้นอาจกลาวไดวาสิ่งมีชีวิตในทะเลในประเทศไทย
เปนแหลงของสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพ   
         สืบเนื่องมาจาก ผลการวิจัยโครงการศึกษาผลิตภัณฑธรรมชาติหรือสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
ฟองน้ําในทะเลอันดามัน (ทุน BRN 2550) ทีมวิจัยทําการสํารวจทรัพยากรฟองน้ําในทะเลอันดามัน
บริเวณ จ.ตรัง และ สตูล จํานวน 40 ชนิด ทําสิ่งสกัดหยาบได 80 สิ่งสกัด เม่ือทดสอบฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ  พบฟองน้ํา 18 ชนิด  แสดงคุณสมบัติยับยั้งเชื้อจุลชีพกอโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ (2)    
(ซ่ึงตัวอยางฟองน้ําท่ีเก็บสวนมากไดจากหมูเกาะสาหราย จ. สตูล) และพบวาสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพ
สรางโดยฟองน้ําสวนใหญปริมาณนอยไมเพียงพอตอการประยุกตใช ซ่ึงลักษณะดังกลาวตรงกับทฤษฏี
การสรางสารเมแทโบไลดทางทะเล กลาวคือ “สารท่ีสรางโดยจุลชีพอาศัยรวมกับฟองน้ําจะมีปริมาณ
นอย ในทางกลับกันหากสรางโดยฟองน้ําจะพบสารในปริมาณมาก” (10) และเม่ือทําการทดลองแยก
แบคทีเรียรวมอาศัยจากฟองน้ําชนิดหนึ่ง คือ Xestospongia sp. พบแบคทีเรีย 4-6 ชนิด และ
สามารถเลี้ยงในหองทดลองได 3 ชนิด เม่ือทดลองทําสิ่งสกัดหยาบและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ พบวา
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคท้ังแกรมบวกและลบ ในระดับไมโครกรัมและมีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระในระดับนาโนกรัม ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้จึงมุงเนนใชตัวอยางจากหมูเกาะสาหราย 
เพราะพบฟองน้ําอยูอาศัยบริเวณรองน้ําและมีฝุนตะกอน ดังนั้นฟองน้ําบริเวณนี้จึงเปนท่ีอยูอาศัยของ 
จุลชีพรวมอาศัยมากมาย  
 



3 

 
ภาพท่ี 1  ตัวอยางแบคทีเรียแยกไดจากฟองน้ํา Xestospongia sp. 

 
  งานวิจัยนี้จะมุงเนนกลุมราเอนโดไฟท และแบคทีเรีย อาศัยรวมกับฟองน้ําเปนแหลงวัตถุดิบหลักใน
การทดลอง และใชสารจากจุลชีพกลุมสเตรปโตมัยสีทเปนแหลงวัตถุดิบรอง 

 
 
ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
 ฟองน้ําทะเลเปนสิ่งมีชีวิตประเภทไมมีกระดูกสันหลัง จัดอยูในไฟลัมพอริเฟอรา (Porifera) 
ลักษณะโครงสรางประกอบดวยรูพรุนท่ัวลําตัว รูพรุนเหลานี้เปนระบบไหลเวียนน้ําของฟองน้ําซ่ึงมี
ความซับซอนมาก ปริมาณน้ําท่ีไหลเขาออกรูพรุนนี้มากกวา 1,600 ลิตรตอ 1 ฟองน้ําตอวัน (21)     
ทําใหฟองน้ําเปนแหลงท่ีอยูของจุลชีพท่ีหลากหลายมาก โดยเฉพาะแบคทีเรียและเชื้อรา โดยท่ีเชื้อจุล
ชีพอาศัยรวมเหลานี้ผลิตสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายประการเชน สรางสารปองกันการติดเชื้อจากจุล
ชีพชนิดอ่ืน ปองกันการเคลือบเกาะของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ สรางสารเพ่ิมประสิทธิภาพของภูมิคุมกันใหกับ
ฟองน้ํา (21) จึงไมมีรายงานการติดเชื้อกอโรคในฟองน้ําทะเล ดังนั้นสารเคมีชีวภาพจากฟองน้ําจึงถูก
นําไปประยุกตใชประโยชนดานการแพทยมากมาย จากหลักการเบื้องตนท่ีกลาวมา จึงสามารถตั้งเปน
สมมติฐานของโครงการวิจัยดังนี้ 

1. ฟองน้ําบริเวณเกาะสาหราย จังหวัดสตูล เปนแหลงท่ีอยูอาศัยรวมของจุลชีพตางๆ
มากมาย โดยเฉพาะแบคทีเรียและเชื้อรา โดยท่ีจุลชีพรวมอาศัยเหลานี้สามารถสรางสารมีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของเชื้อจุลชีพกอโรคประเภทดื้อยาในคนได เพราะจากการทดลองเบื้องตนสามารถ
แบคทีเรียไดมากกวา ชนิดจากฟองน้ําเพียงชนิดเดียว และเม่ือทําการเลี้ยงและทําสิ่งสกัดเพ่ือทดสอบ
ฤทธิ์ พบวาสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลชีพกอโรคท้ังแกรมบวกแกรมลบได และมีฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระไดอยางมีประสิทธิภาพ 

2. สารเคมีชีวภาพท่ีสรางโดยจุลชีพอาศัยรวมฯ มีท้ังสารเมแทโบไลดทุติยภูมิและก่ึงปฐมภูมิ 
โดยท่ีสารเมแทโบไลดทุติยภูมิเปนสารโมเลกุลขนาดเล็ก มีความซับซอนสูงสวนสารก่ึงปฐมภูมิมักมี
ขนาดใหญกวาและมีความซับซอนเชิงโมเลกุลนอยกวา (20) 
 3. สารเคมีชีวภาพจากจุลชีพรวมอาศัยกับฟองน้ําสามารถพัฒนาตอยอดใชประโยชนทาง
การแพทยได โดยมุงเนนท่ียับยั้งเชื้อกอโรค ดื้อยา เพราะจุลชีพในทะเลเหลานี้มักสรางสารหรือ
โมเลกุลแบบแปลกใหมและมีศักยภาพในการออกฤทธิ์สูง 
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ทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (Information) ที่เกี่ยวของ 
 

1 จุลชีพในทะเลท่ีสรางสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพ  
              ประมาณ รอยละ 95 ของยาใหมไดโครงสรางตนแบบมาจากธรรมชาติ การศึกษาสาร
เมแทโบไลด จากทะเลมากวาสองศตวรรษ และมีการรวบรวมขอมูลการคนพบสารท่ีมีประสิทธิภาพใน
การออกฤทธิ์ โดยนักวิทยาศาสตรท่ัวโลก เชน Mayer and Gustafson (2006), Jha and Zi Rong 
(2004), Newman and Cragg (2004), Blunt (2003), Mayer and Hamman (2002)Faulkner 
1997 สามารถสรุปไดวาฟองน้ําไดรับการศึกษามากท่ีสุด และมีรายงานการคนพบสาร เมแทโลไลด
มากท่ีสุด ดังแสดงในภาพท่ี 2 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2 แหลงของผลิตภัณฑธรรมชาติทางทะเล  
แหลงท่ีมา: (Blunt et al.,2012) 

 
จากขอมูลสัณฐานวิทยาพบวามากกวารอยละ 90 ของฟองน้ําเปนระบบไหลเวียนน้ําซับซอน 

(21) ภายในเนื้อเยื่อของระบบไหลเวียนน้ําเปนท่ีอยูจุลชีพเรียกวา จุลชีพรวมอาศัย (sponge-
associated microorganisms) จุลชีพเหลานี้สามารถสรางสารทุติยภูมิได (23) มีหลายกรณีศึกษาท่ี
เขาใจวา สารทุติยภูมิแยกจากฟองน้ํา เกิดจากฟองน้ํา แตแทจริงแลวจุลชีพรวมอาศัยเปนผูสังเคราะห 
ขอสังเกตคือ สารท่ีแยกไดมีปริมาณนอยเม่ือคํานวณเปนรอยละเทียบกับน้ําหนักสิ่งสกัดหยาบ      
โดยสวนใหญแลวมีรายงานพบวาจุลชีพอาศัยรวมชนิดเดนในฟองน้ําและมีความหลากหลายมาก (25) 
เม่ือพิจารณาสัดสวนของจุลชีพท่ีพบในทะเลสามารถแบงไดสองกลุมคือ แบคทีเรีย และเชื้อรา         
ซ่ึงสวนมากอยูอาศัยรวมกับฟองน้ํา (ภาพท่ี 3 ) (26, 27) 
 

Others
Red algae

Tunicates

Echinoderms

Micro-organisms

Coelenterates

Sponges
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ภาพท่ี 3 จํานวนวงศเปนรอยละของเช้ือราท่ีอาศัยรวมกับส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆในทะเล 
แหลงท่ีมา:  (Bugni and Ireland, 2004) 

 
2 ตัวอยางสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพสรางโดยจุลชีพในทะเล 
 ไดแกสาร polybrominated biphenyl ether สรางโดย cyanobacteria (Oscillatoria 

spongelia) อาศัยรวมกับฟองน้ํา Dysidea herbacea สารกลุมนี้มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลชีพได
อยางมีประสิทธิภาพ  นักวิทยาศาสตรเคยเขาใจวาสารนี้สังเคราะหโดยฟองน้ําสกุล Dysidea และ
สรุปวาเปน chemotaxonomic ของฟองน้ําสกุลนี้ จนกระท่ังไดรับการพิสูจนใน ค.ศ. 1994 โดยทีม
วิจัยของ Prof. Faulkner แหง Scripps Institution of Oceanography  (22)  สําหรับฟองน้ําชนิด
อ่ืนท่ีมีรายงานพบแบคทีเรียอาศัยรวมไดแก Thenella swinhoei มีท้ัง heterotrophic bacteria 
และ cyanobacteria ฟองน้ํา Aplysina spp. มีแบคทีเรียกลุม Bacillus spp., Micrcoccus sp., 
Arthrobactor sp., Vibrio spp. และ Pseudoalteromonas sp. (Kyung et al.,2001)  มีรายงาน
พบสารจากเชื้อราอาศัยรวมกับฟองน้ําหลายชนิดเชน สาร (S)-2,4-dihydroxy-1-butyl(4-hydroxy) 
ben-zoate มีฤทธิ์เปนพิษตอเซลลมะเร็ง สารนี้แยกไดจากเชื้อรา Penicillium auratiogriseum 
อาศัยรวมกับฟองน้ําดีโมสปองเจียในทะเลจีนไต สาร roridin A and roridin D มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา 
แยกไดจากรา Myrothecium spp. อาศัยรวมกับฟองน้ํา Axinella spp. ปจจุบันเปนท่ียอมรับกัน
แลววาสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากฟองน้ําสวนใหญเกิดจากแบคทีเรียรวมอาศัยไมไดเกิดจากตัวฟองน้ํา
เอง (29) ตัวอยางสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพแยกไดจากจุลชีพรวมอาศัยกับฟองน้ํามีหลายชนิดบางชนิด
กําลังพัฒนาใหเปนยาชนิดใหม (28) 
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ตารางท่ี 1 จุลชีพในทะเลและการสรางสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพ 

       แหลงท่ีมา: (Proksch et al., 2010)  
 

3. สถานการณการดื้อยาของเช้ือกอโรค  
ปจจุบันปญหาการดื้อยาของเชื้อจุลชีพท่ีทําใหเกิดโรคมีแนวโนมสูงข้ึนเรื่อยๆ ซ่ึงสาเหตุสําคัญ

มาจากการใชยาตานจุลชีพอยางไมจําเปนและเกินความจําเปน สําหรับในประเทศไทย พบวามีมูลคา
การใชยาตานจุลชีพมากกวา 10,000 ลานบาทตอป และมีการติดเชื้อท่ีด้ือยาตานจุลชีพปละกวา 
100,000 คน (1) โดยเชื้อจุลชีพท่ีพบบอยในโรงพยาบาลและมักดื้อยาตานจุลชีพหลายขนาน ไดแก 
Escherichia coli ซ่ึงทําใหเกิดโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะและระบบทางเดินอาหาร 
Klebsiella pneumoniae ท่ีเปนสาเหตุสําคัญของโรคระบบทางเดินหายใจ และโรคปอดอักเสบ 

 

                Source                                       Activities 
 

 

Brevibacillus laterosporus                               antimicrobial 
Marinispora sp. (NPS008920)                            antimicrobial 
Marinispora sp. (NPS12745)                              antimicrobial 
Pseudomonas stutzeri                                     antimicrobial 
Nocardia sp.                                                   antifungal 
Streptomyces sannurensis                                cytotoxic & MRSA 

 
Nigrospora sp.                                                  MRSA 
Aspergillus sp.                                                  antibacterial 
Penicillium sp.                                                  antimicrobial 
Exophiala sp.                                                    antibacterial 
Alternaria sp.                                                    MRSA 
Ascochyta sp.                                                   Cytotoxic & antimicrobial 
Cladosporium sp.                                             Antifouling & antimicrobial 
Chaetomium sp.                                               Antifungal 
Aspergillus sp.                                                  Antiviral 
Curvularia sp. (strain no. 768)                           Cytotoxic 
Spicellum roseum                                             Cytotoxic 
Aspergillus carbonarius                                      Cytotoxic 
Aspergillus ustus                                               Cytotoxic 
Petriella sp.                                                       Cytotoxic 
Aspergillus glaucus                                            Cytotoxic 
Aspergillus sydowi                                              Cytotoxic 
Penicillium sp.                                                   Cytotoxic 

 
Cosmospora sp.                                                Antidiabethic 
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Acinetobacter baumannii ซ่ึงกอโรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจ เชน โรคปอดบวม 
Pseudomonas aeruginosa ท่ีกอใหเกิดโรคติดเชื้อหลายระบบของรางกาย เชน โรคปอดบวม การ
ติดเชื้อในกระแสเลือด และ Staphylococcus aureus  ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus, MRSA) (1) จากการเก็บขอมูลเชื้อด้ือยาตานจุลชีพจากโรงพยาบาล
จํานวน 28 แหง ในประเทศไทย ในชวง พ.ศ. 2543 ถึง พ.ศ. 2556 โดยศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตาน
จุลชีพแหงชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย พบอัตราการดื้อยา
ตานจุลชีพของเชื้อ P. aeruginosa ตอยากลุมคารบาพีแนมสชนิด imipenem เพ่ิมสูงข้ึนเรื่อยๆ จาก
รอยละ 14.3 ใน พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 30.1 ในพ.ศ. 2556 สําหรับอัตราการดื้อยาตานจุลชีพของ
เชื้อ Acinetobacter spp. ตอยากลุมคารบาพีแนมสชนิด imipenem เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 4.4 ใน
พ . ศ .  2543 เ ป น ร อยละ  64.7 ในพ . ศ .  2556 และ อั ตร าก าร ด้ื อย าต าน จุ ล ชี พของ เ ชื้ อ 
Staphylococcus spp. ตอยา erythromycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 28 ในพ.ศ. 2543 เปนรอยละ 
47.5 ในพ.ศ. 2556 นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรียกลุมนี้ยังมีอัตราการดื้อยา clindamycin เพ่ิมสูงข้ึนจาก
รอยละ 13.3 ใน พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 31.7 ใน พ.ศ. 2556 (2) ปจจุบันมีรายงานการพบเชื้อ      
S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (MRSA) เพ่ิมมากข้ึนในปะเทศตางๆ ท่ัวโลก และยังพบอีกวาเชื้อ 
MRSA เปนสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในกระแสเลือดในโรงพยาบาล ท่ีเก่ียวของกับโรงพยาบาล 
และในชุมชน คิดเปนรอยละ 61, 52 และ 14 ตามลําดับ (3)    
  S. aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปรางกลม โดยเปนแบคทีเรียกอโรคท่ีพบไดบอยใน
โรงพยาบาล ท่ีเปนสาเหตุสําคัญของโรคติดเชื้อท่ีผิวหนัง การติดเชื้อท่ีกระดูกและขอ การติดเชื้อใน
กระแสเลือด และโรคปอดบวม แบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบไดท่ัวไปตามรางกายมนุษย อุปกรณทาง
การแพทย สิ่งแวดลอมในโรงพยาบาลและชุมชุน โดยเฉพาะเชื้อท่ีพบภายในโรงพยาบาลมักจะเปนเชื้อ
ฉวยโอกาสท่ีกอใหเกิดโรคในผูปวยท่ีมีรางกายออนแอ ในอดีตในการรักษาโรคติดเชื้อ S. aureus 

มักจะใชยา methicillin ซ่ึงจะทนตอการถูกทําลายดวยเอนไซม β-lactamases แตตอมามีรายงาน
การพบเชื้อ S. aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin (MRSA) เพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงเปนปญหาสําคัญของโรคติด
เชื้อในโรงพยาบาลในประเทศตางๆ ท่ัวโลก (4) และพบเปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในชุมชนดวย (5) 

เชื้อ MRSA นอกจากจะด้ือตอยากลุม β-lactams แลวยังดื้อตอยากลุมอ่ืนดวย เชน 
aminoglycosides, fluoroquinolones และ tetracycline เปนตน (6) ดังนั้นจึงมีการนํายา 
vancomycin มาใชในการรักษาผูปวยท่ีติดเชื้อ MRSA แตอยางไรก็ตามปจจุบันมีรายงานการพบเชื้อ 
MRSA มีความไวตอยา vancomycin ลดลงจากประเทศตางๆ ท่ัวโลกท้ังในทวีปยุโรป อเมริกา และ

เอเชีย (7) สําหรับกลไกการดื้อยากลุม β-lactams ของเชื้อ MRSA เกิดจากเชื้อมีการเปลี่ยนแปลง
เปาหมายท่ียาจะไปออกฤทธิ์ คือมีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน penicillin binding protein (PBP) 
ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน transpeptidase ท่ีทําหนาท่ีสําคัญในการเชื่อมตอ peptide ของ 
peptidoglycan เขาดวยกันในข้ันตอนสุดทายของการสังเคราะห peptidoglycan ของผนังเซลล
แบคทีเรีย โดยเชื้อ MRSA จะมีการเปลี่ยนแปลง PBP เปน PBP2a ท่ีมีบริเวณ active site เปลี่ยนไป 
ทําใหยากลุม β-lactams เขาจับไมไดหรือจับไดนอยมาก เอนไซม PBP2a จึงไมถูกยับยั้งการทํางาน 
ทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถสรางผนังเซลลท่ีสมบูรณได เชื้อแบคทีเรียจึงสามารถอยูรอดได (8)       
การสรางโปรตีน PBP2a ของเชื้อ MRSA จะถูกควบคุมดวยกลุมยีน mec โดยภายในกลุมยีนนี้จะ
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ประกอบดวยยีน mecA, mecI และ mecRI โดยยีน mecA ทําหนาท่ีสรางโปรตีน PBP2a ซ่ึงจะถูก
ควบคุมโดยยีน mecI และ mecRI ท่ีอยูทางดาน upstream ของ mecA promoter การเกิดการ
กลายพันธุท่ีตําแหนง mecI และ mecRI ของเชื้อ MRSA นั้น จะทําใหยีน mecA สามารถสราง
โปรตีน PBP2a ได (9)   สําหรับในประเทศไทย จากการเก็บขอมูลเชื้อดื้อยาตานจุลชีพจาก
โรงพยาบาลจํานวน 28 แหง ในชวงป พ.ศ. 2543 ถึง พ.ศ. 2556 โดยศูนยเฝาระวังเชื้อด้ือยาตานจุล
ชีพแหงชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย พบอัตราการดื้อยาตาน
จุลชีพของเชื้อ Staphylococcus spp. ตอยา erythromycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 28 ในป      
พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 47.5 ในป พ.ศ. 2556 นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรียกลุมนี้ยังมีอัตราการดื้อยา 
clindamycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 13.3 ในปพ.ศ. 2543 เปนรอยละ 31.7 ในป พ.ศ. 2556 (2) 
จากการเพ่ิมข้ึนของเชื้อแบคทีเรียดื้อตอยาตานจุลชีพ ทําใหเกิดผลท่ีตามมาท่ีสําคัญ เชน เกิดความ
ยุงยากในการรักษา เนื่องจากตองใชยารวมกันหลายชนิด หรือตองใชยาตัวใหมท่ีมีราคาแพงมาใชใน
การรักษาผูปวย เพราะยาตานจุลชีพตัวเกาท่ีเคยใชนั้นไมไดผลเทาท่ีควร ทําใหผูปวยตองมีคาใชจายใน
การรักษาเพ่ิมข้ึน ใชเวลาในการรักษานานข้ึน และมีโอกาสท่ีผูปวยจะเสียชีวิตสูงข้ึน    
 
 

วัตถุประสงค 
1 เพ่ือแยกเชื้อแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําดีโมสปนเจียไดแก แบคทีเรีย เชื้อราและเอคทิ

โนมันซีส บริเวณเกาะสาหราย อําเภอเมือง จังหวัดสตูล 
2 เพ่ือเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําดีโมสปนเจีย  

3 เพ่ือทําสิ่งสกัดจากแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําดีโมสปนเจีย พรอมท้ังทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง

เชื้อกอโรคชนิดดื้อยาปฏิชีวนะ 

4 เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสรางสารยับยั้งเชื้อกอโรคในขอ 3 และทําการเลี้ยงในปริมาณมาก

เพ่ือผลิตสิ่งสกัดหยาบระดับกรัม 

5 แยกและทําสารออกฤทธิ์ในขอ 4 ใหบริสุทธิ์พรอมท้ังศึกษาโครงสรางโมเลกุลของสาร

บริสุทธิ์อยางละเอียด  

 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับหนวยงานที่นําการวิจัยไปใชประโยชน 
    1. หนวยงานการศึกษา คนควาวิจัยดานวิทยาศาสตรการประมงและเกษตรศาสตร 
    2. หนวยงานการศึกษาระดับมหาวิทยาลัยและหนวยงานวิจัยอ่ืนๆ 
   3. ไดเชื้อจุลชีพอาศัยรวมฯท่ีสรางสารมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดื้อยา MRSA 
  4. ไดสารมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ MRSA และแนวทางการประยุกตใชทางการแพทย 
  5.ไดงานวิจัยตีพิมพเผยแพรและสิทธิบัตรการผลิตสารจากเชื้อจุลชีพอาศัยรวมฯเพ่ือใช
ประโยชนทางการแพทย 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

 1. การแยกเช้ือแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ํา 
  1.1 การแยกแบคทีเรียจากฟองน้ําทะเล และเลี้ยงปริมาณมาก (isolation and 
mass culture) 
  ใชวิธีของ Wichels et al (2006) สรุปดังนี้ ตัวอยางฟองน้ําขนาด 1 เซนติเมตร    
แชในน้ําทะเลฆาเชื้อเปนจํานวน 10 ครั้ง เพ่ือลางแบคทีเรียท่ีปนเปอนอยูภายนอกเนื้อเยื่อ หลังจาก
นั้นบดชิ้นตัวอยางฟองน้ําใหละเอียดในชุดบดปลอดเชื้อ เติมน้ําทะเลฆาเชื้อ 5 มิลลิลิตร เขยาผสมดวย  
vertex  กรองเอาเฉพาะสวนท่ีเปนน้ํา0

1 นําไปทํา Spread plate บน MA (Marine Agar, HIMEDIA 
Lab EA, products code 95021752) บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง 
(ขอมูลจากการทํา preliminary) จากนั้นคัดเลือกเชื้อมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 16 streaks   นําเชื้อท่ี
บริสุทธิ์แลวไปเลี้ยงใน MB (Marin broth, HIMEDIA Lab, product code 95021754) ใชฟลาส 
ขนาด 500 มิลลิลิตร บรรจุ MB ปริมาณ 250 มิลลิลิตร เลี้ยงในระบบสั่นสะเทือนดวยความเร็ว 120 
รอบ/นาที (ขอมูลจาก preliminary test)  ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรีย และ 
มากกวา 24 ชั่วโมง สําหรับเชื้อ ราเอนโดไฟดและสเตปโตมัยสีท  
  1.2 การแยกราเอนโดไฟต/สเตรปโตมัย 
  1) ราเอนโดไฟท 
  นําตัวอยางฟองน้ําท่ีตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลว มากําจัดเชื้อบริเวณผิว โดยแชใน 95%   
เอทานอล นาน 30 วินาที หลังจากนั้นนําไปแชใน 5% โซเดียมไฮโปคลอไรต นาน 5 นาที แลวนําไป
แชใน 95% เอทานอล อีกครั้ง นาน 30 วินาที นําตัวอยางมาลางดวยน้ํากลั่นท่ีฆาเชื้อแลวนาน         
3-5 วินาที แลวนําตัวอยางพืชไปวางบนอาหาร corn meal agar (CMA) ท่ีเติมยา tetracycline และ 
ampicillin ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/ลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน 
สังเกตผลทุกวัน เม่ือพบวามีการเจริญของเชื้อรางอกออกมาจากชิ้นตัวอยางใหทําการตัดสวน hyphal 
tip ของเชื้อรา ภายใตกลอง stereo miroscope นําไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose agar 
(PDA) ไมเติมยาปฏิชีวนะ โดยการเก็บตัวอยางเชื้อราเปนเวลา 7 วัน นับจากวันแรกท่ีพบการงอกของ
เชื้อรา เม่ือแยกไดเชื้อราบริสุทธิ์แลวทําการเก็บเชื้อใน 15 % กลีเซอรอล อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
  2) สเตรปโตมัยสีท 
  เตรียมตัวอยางเชนเดียวกับขอ 1) แตเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อเปน Yeast-Malt 
Extract (YM) ท่ีไมตองเติมยาปฏิชีวนะ และเก็บตัวอยางสเตรปโตมัยสีทเปนเวลา 7 วัน เม่ือแยกได
เชื้อราบริสุทธิ์แลวทําการเก็บเชื้อใน 15 % กลีเซอรอล อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

 2. การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟต / สเตรปโตมัยสีท 
    นําราเอนโดไฟต/สเตรปโตมัยสีท ท่ีแยกไดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสม 
(PDA / YM) ท่ีอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส จนพบมีการเจริญของ colony เชื้อ ตัดชิ้นสวนบริเวณ

1 ใชชุดกรอง Buchner มี Sintered glass รองดานบนดวยสําลีหนา 2-3 cm. 
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ขอบ colony ใหมีขนาดชิ้นละประมาณ 1x1 ตารางเซนติเมตร แลวทําการถายเชื้อลงในอาหารเหลว 
PDB/YM ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพู นําไปบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 สัปดาห จะไดผลิตภัณฑออกมา 
2 สวน คือสวนน้ําเลี้ยงเชื้อ และเซลลของเชื้อ 

 3. การทําส่ิงสกัดหยาบจากจุลชีพในอาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลว  (ภาพท่ี 4)    
               นําเชื้อจุลชีพในอาหารเหลว ไปทําใหเซลลแตกดวยเครื่องอัลตราโซนิกสจากนั้นนํามาปน 
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพ่ือแยกเซลลออกจากน้ํา กอนนําสวนท่ี
เปนของเหลวไปสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียตามความแรงข้ัวเริ่มตนดวยเอทิลอะซิเตต (EtOAc) 
จากนั้นเปลี่ยนเปนบิวทานอล (BuOH) ตามลําดับ โดยกอนเปลี่ยนตัวทําละลายอินทรียจะตรวจสอบ
ประสิทธิภาพการสกัดดวยโครมาโตกราฟแบบผิวบาง (TLC) และโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะ
สูง (HPLC) เพ่ือใหแนใจวาสกัดสารแตละชั้นสกัดออกมาหมด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 4  ข้ันตอนการทําส่ิงสกัดหยาบ 

 
     4  การตรวจหาและเตรียมยาเมทิซิลิน (MRSA) 
   1 การเก็บเชื้อแบคทีเรียท่ีใชในการศึกษา 
   เจาหนาท่ีในกลุมงานพยาธิวิทยา โรงพยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช จะเก็บเชื้อ
แบคทีเรีย  S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (MRSA) ท่ีแยกไดจากสิ่งสงตรวจของผูปวยท่ีไมซํ้ารายกัน
ในโรงพยาบาลทาศาลา จังหวัดนครศรีธรรมราช ระหวางเดือนตุลาคม พ.ศ. 2559 ถึงเดือนกันยายน 
พ.ศ. 2560  
     2 การตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (MRSA) 
    1) การทดสอบความไวของเชื้อตอสารตานจุลชีพโดยวิธี disk diffusion (10) 
     โดยการนําโคโลนีของเชื้อท่ีตองการทดสอบท่ีเจริญอยูบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
tryptic soy agar (TSA) ประมาณ 3-5 โคโลนี มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด tryptic soy 
broth (TSB) แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีการเขยาตลอดเวลา นาน 6 ชั่วโมง 

- partition ด้วย 

- partition สกดัด้วย  EtOAc 

จลุชีพในอาหารเหลว 

สิ่งสกดัชัน้ EtOAc ของเหลว 

ของเหลว  สิ่งสกดัชัน้ BuOH 

ทิง้ 
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จากนั้นนําสารแขวนลอยเชื้อมาเจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน           
รอยละ 0.85 แลวปรับความขุนใหเทากับ 0.5 McFarland แลวใชไมพันสําลีท่ีปราศจากเชื้อจุมเชื้อท่ี
ปรับความขุนแลวบิดกับขางหลอดใหหมาดๆ นํามาปายบน Mueller Hinton agar (MHA) ใหท่ัว
ผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวตั้งท้ิงไวใหผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแหงประมาณ 3-10 นาที จากนั้นใช 
forceps คีบแผนยา cefoxitin (30 ไมโครกรัม) มาวางบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อกดเบาๆ เพ่ือใหแผน
ยาตานจุลชีพติดกับอาหารเลี้ยงเชื้อ นําจานเพาะเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน        
18-24 ชั่วโมง อานผลโดยวัดขนาดโซนยับยั้ง (inhibition zone) ของเชื้อแบคทีเรียท่ีนํามาทดสอบ 
โดยถาเปนเชื้อ S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน จะใหขนาดโซนยับยั้งตอแผนสารตานจุลชีพ cefoxitin 
(30 ไมโครกรัม) เทากับหรือนอยกวา 21 มิลลิเมตร   
    2) การตรวจหายีนด้ือยา methicillin ชนิด mecA ในเชื้อแบคทีเรีย            
S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน โดยวิธี PCR (11) 
    โดยการนํา genomic DNA ของเชื้อแบคทีเรียมาตรวจหายีนดื้อยา methicillin 
ชนิด mecA โดยใชไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 2 สําหรับสวนผสมของปฏิกิริยา PCR จะเตรียมโดย
ปริมาตรสุดทายท้ังหมดเทากับ 25 ไมโครลิตรตอปฏิกิริยา โดยในปฏิกิริยาจะมีความเขมขนสุดทาย
ของไพรเมอรแตละเสน, PCR buffer, deoxyneucleotide triphosphates (dNTPs), MgCl2 และ 
Taq DNA polymerase เทากับ 10 ไมโครโมลาร, 1x, 0.20 มิลลิโมลาร, 1.50 มิลลิโมลาร และ 
0.65 ยูนิต ตามลําดับ และเติม DNA ตนแบบ จํานวน 2 ไมโครลิตร สําหรับข้ันตอนการทํา PCR      
ดังแสดงในตารางท่ี 2  
 
ตารางท่ี 2  ข้ันตอนการทํา PCR ในการตรวจหายีนดื้อยา methicillin ชนิด mecA (28) 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา จํานวนรอบ (รอบ) 
Initial denaturation 94 5 นาที 1 
Denaturation 95 45 วินาที  

40 Annealing 59 45 วินาที 
Extension 72 45 วินาที 
Final extension 72 5 นาที 1 
 

 5   การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของส่ิงสกัดจากจุลชีพรวมอาศัย 
          นําสวนน้ําเลี้ยงเชื้อและเซลลมาสกัดดวยตัวทําละลายจะไดสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อ  
และสารสกัดหยาบของเซลล การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียดื้อตอยาปฏิชีวนะ MRSA ท่ีแยกได
จากขางตน ของสารสกัดหยาบท้ังสองสวนท่ีไดจากเชื้อราดวยวิธี agar well diffusion หรือ 
colorimetric broth microdilution method และหาคา minimal inhibitory concentration 
(MIC) และคา minimal bactericidal concentration (MBC) ดวยวิธี broth microdilution โดย
ใช resazurin เปน indicator โดยใชยา Vancomycin เปนตัวควบคุม (reference drug) สําหรับ
แบคทีเรีย  (18) 
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 6   การวิเคราะหชนิดของจุลชีพโดยวิธี 16s rRNA  
             วิเคราะหโดยใชวิธีของ Pathell et al., (2000) 

     7   การแยกหาและทําสารมีฤทธิ์ใหบริสุทธิ์ 
       ใชวิธีโครมาโทกราฟแบบตางๆ (ภาพท่ี 5) พรอมๆ กับใชขอมูลฤทธิ์ทางชีวภาพเปนตัว

ชี้นําการแยก 

     8   การพิสูจนทราบเอกลักษณทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 
       ใชวิธีการทางสเปกโทรสโกปแบบตางๆ เริ่มตนจากการวิเคราะหมวลโมเลกุลดวยเครื่อง  

Low Mass spectrometry ลําดับตอมาวิเคราะหดวยเครื่อง Nucleasr Magnetic Resonance 
(NMR) โดยวิเคราะห H NMR กอน นําผลท้ังสองเครื่องมือมาวิเคราะหและเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
Marinlit  หากพบวาเปนสารใหมหรือมีสัญญาณซับซอนจะวิเคราะหตอดวย 13C-NMR, HMQC, 
HMBC, COSY, NOESY ตามลักษณะโครงสรางท่ีพบ กรณีเปนสารใหมจะวิเคราะห HRMS หรือ      
X-ray crystallography เพ่ิมเติม  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      ภาพท่ี 5  การแยกและทําสารมีฤทธิ์ใหบริสุทธิ์

1  Sephadex LH-20 
columns 

2 Si-gel Columns 

3 Preparative TLC  

 4 Reverse phase column 

    

สารบรสิุทธิ ์

พสิจูน์เอกลกัษณ์ทางเคม ี  

- โครงสรา้ง โมเลกุล  ใช ้  MS, FABMS, HRMS, 1D-NMR , 2D-NMR, X-ray 
crystallography, elemental analysis และการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่งมอือื่นเท่าทีจ่าํเป็น 

้  (  ื ) 

ทดสอบฤทธิ ์ข ัน้ยนืยนั 

สิง่สกดัหยาบ 
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ผลการวิจัย 
 
 
การแยกเช้ือแบคทีเรียจากส่ิงแวดลอมและท่ีเปนเอนโดไฟตในฟองน้ําทะเล 
 จากการแยกแบคทีเรียอาศัยอยูอยางอิสระในทะเลและอาศัยรวมกับฟองน้ํา (ภาพท่ี 6) บริเวณ
เกาะสาหราย จังหวัดสตูล การแยกเชื้อเอนโดไฟตแบคทีเรีย โดยวิธีการฆาเชื้อท่ีพ้ืนผิวบนอาหาร 
marine agar (MA) และวิธีขีดเชื้อสําหรับแยกเชื้อแบคทีเรียจากโคลนบริเวณท่ีอยูอาศัยของฟองน้ํา 
ไดท้ังหมด 8 ไอโซเลต แบงเปนแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําทะเล 4 ไอโซเลต (ภาพท่ี 7) และท่ีเปน
เอนไดรไฟดแบคทีเรียจํานวน 2 ไอโซเลต (ภาพท่ี 8) และพบแบคทีเรียจากโคลนบริเวณฟองน้ําอยู
อาศัยจํานวน  2 ไอโซเลต (ภาพท่ี 9) แบคท่ีเรียท่ีพบท้ังหมกสวนใหญเปนแกรมลบ มีการเจริญสราง
แคปซูลทําใหมีลักษณะเปนเมือกลื่น หรือมูกเยิ้ม พบไดท้ังในรูปแบบ free-living และเปน epibiotic  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6  ฟองน้ําดีโมสปองเจียท่ีทําการแยกเช้ือแบคทีเรียรวมอาศัย 
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    A                                           B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 C D 

ภาพท่ี 7 ลักษณะโคโลนีแบคทีเรียมูกเย้ิม มันวาว ท่ีตรวจพบเปนประชากรสวนใหญจาก
แบคทีเรียรวมอาศัยกับฟองน้ํา 

 
 สําหรับโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบเฉพาะในชิ้นสวนฟองน้ํามีลักษณะสําคัญ คือฝงวุน 
ผิวหนาดาน พบจากฟองน้ํารหัส S6.2 มีโคโลนีสีแดง (ภาพท่ี8 A) และโคโลนีสีครีม แบนราบ ลักษณะ
ผิวหนาดาน พบจากฟองน้ํารหัส S1.2 (ภาพท่ี8 B) ซ่ึงท้ังสองลักษณะแสดงฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียท่ี
นํามาใชเปนดัชนี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                       A                 B 
ภาพท่ี 8 ลักษณะโคโลนีเอนโดไฟตท่ีพบในฟองน้ําโดยให A เปนรหัส S6.2 และ  

ให B เปนรหัส S1.2 

S6.2 S1.2 
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                                      A                                              B 

ภาพท่ี 9 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมท่ีแยกไดจากโคลน โดยให A รหัส
เปน SL4    และ B ใหรหัสเปน SL19 

 
 ในเบื้องตนพบวาโคโลนี S6.2, SL19 และ ไอโซเลท SK3 แสดงฤทธิ์ตานแบคทีเรียมาตรฐาน 
Staphylococcus aureus TISTR 517 ไดเม่ือทดสอบดวยวิธีราดทับ (overlay) (ภาพท่ี 10)  และ
พบวาเฉพาะไอโซเลท S6.2 เทานั้นท่ีมีฤทธิ์ตานการเจริญของเชื้อ MRSA ได สวนไอโซเลท S1.2 
สามารถตานการเจริญของเชื้อราได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                        A                                                                B    

ภาพท่ี 10 แสดงวงใส (บริเวณลูกศรช้ี) ของการตาน S. aureus TISTR 517 ของ       
ไอโซเลท S6.2 (A), SL19 และ SK3 (B) ดวยวิธีราดทับ (overlay) 

 
 ทําการคัดเลือกไอโซเลท S1.2, S6.2, SK3 และ ไอโซเลท SL19 (ภาพท่ี 10) ไปศึกษาตอโดย
นําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Marine broth (MB) และเม่ือนําน้ําเลี้ยงเชื้อไปศึกษาฤทธิ์ตาน    
S. aureus TISTR517 และ ฤทธิ์ตาน MRSA พบวาไอโซเลท SK3 แสดงฤทธิ์ปฏิชีวนะตานเชื้อดัชนีท้ัง  
2 ชนิด ไดวงใสของการยับยั้งเชื้อไดสูงสุด ภายในระยะเวลาของการบมเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 วัน ใน
สภาวะการบมเลี้ยงท่ีมีการเขยา 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพท่ี11  

SL4 SL19 
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อยางไรก็ตามไอโซเลท S6.2 (ซ่ึงเปนเชื้อแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ํา) ก็เริ่มใหวงใสของการยับยั้ง
เชื้อในวันท่ี 2 ของการบมเลี้ยงดังกลาวเชนกัน  จึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําท่ีเปน 
real endophytic bacteria รหัส S6.2 มาทําการศึกษา เพ่ือหาสารออกฤทธิ์ตอไป  

 ในเบื้องแรกทําการจําแนกชนิดของแบคทีเรียรหัส S6.2 โดยวิธี 16s rDNA พบวามียีน
จํานวน 1494 ลําดับเบส (ภาพท่ี 12) เม่ือเทียบกับฐานขอมูลยีนพบวาตรงกับแบคทีเรียชนิด 
Pseudoalteromonas piscicda ซ่ึงแบคทีเรียสายพันธุนี้กําลังวิเคราะหซํ้าอีกครั้งหนึ่งเพ่ือทํา 
phylogenic tree ในระดับยืนยันผล เม่ือนําแบคทีเรียชนิดนี้ไปเลี้ยงแบบเพ่ิมปริมาณ (mass 
culture) สามารถทําสิ่งสกัดหยาบจากแบคทีเรียท่ีสรางสารมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ MRSA ไดในปริมาณ 300 
มิลลิกรัม พรอมท้ังวิเคราะหองคประกอบเบื้องตน โดยใชเครื่อง HPLC (ภาพท่ี 13) 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

  

    A                        B 

      ภาพท่ี 11 วงใสของการตานเช้ือ S. aureus TISTR517 (ซายมือ) และ MRSA (ขวามือ) 
เม่ือ ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion 
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ภาพท่ี 12  ผลการวิเคราะห 16S rDNA ของแบคทีเรียรวมอาศัยกับฟองน้ํา (S6.2) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 13 HPLC chromatogram ของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรีย S6.2 
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วิจารณผลการวิจัย 
 
 

การคนสารปฏิชีวนะใหมๆ มีความสําคัญมาก เพ่ือแกไขปญหาโรคท่ีเกิดจากเชื้อดื้อยาท่ีและ
การเสียชีวิตอันเนื่องมาจากการใชยาปฏิชีวนะยาวนาน การหาสารออกฤทธิ์ปฏิชีวนะจากแบคทีเรียใน
ทะเล มีความสําคัญเปนอยางมากเพราะมักผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดอยางมี
ประสิทธิภาพ (Colwell, 2002) แตความเขมขนของสารท่ีแยกไดจากสิ่งมีชีวิตในทะเลมีความเขมขน
นอยกวา 1 ในลานของน้ําหนักเปยก (Proksch et al., 2002) หากตองการสารเหลานี้ในปริมาณสูง
จําเปนตองใชสิ่งมีชีวิตดังกลาวในปริมาณมากอาจทําใหเสี่ยงตอการสูญพันธุ ดังนั้นจึงไดมีการศึกษา
กลุมจุลินทรียเอนโดไฟตท่ีอาศัยอยูรวมกับสิ่งมีชีวิตดังกลาว เชนในเนื้อเยื่อฟองน้ํา มีกลุมแบคทีเรียท่ี
อาศัยรวมกันแบบ symbiotic โดยแบคทีเรียไดอาหารจากฟองน้ําและทําใหฟองน้ําคงรูปรางอยูได 
(Monks et al., 2002) ซ่ึงจะเห็นไดวากลุมเอนโดไฟตแบคทีเรีย สรางสารมีฤทธิ์ปฏิชีวนะไดเปนอยาง
ดี และไมจําเปนตองใชทรัพยากรท่ีมีอยูอยางจํากัดใหเสี่ยงตอการสูญพันธุ  

การวิจัยครั้งนี้เปนปท่ี 1 ของโครงการ ทีมวิจัยพบแบคทีเรียเปาหมาย (S6.2) แยกไดจากเนื้อ
เยื้อชั้นในของฟองน้ําชนิดหนึ่ง (กําลังอยูในข้ันตอนการจัดจําแนกชนิดฟองน้ํา)จากการวิเคราะห
จําแนกชนิดโดยวิธี 16s rDNA พบวาเปนเชื้อ Pseudoalteromonas piscicida ลักษณะทางสันฐาน
วิทยาท่ีสําคัญของเชื้อนี้ คือโคโลนีมีสีแดงสดหรือแสด ฝงตัวบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง โคโลนีมี
ลักษณะมันวาว แบคทีเรียชนิดนี้มักอยูอาศัยภายในเนื้อเยื้อฟองน้ําหลายชนิด สวนมากเปนกลุมดีโมส
ปองเจีย เชน ในฟองน้ํา Hymeniacidon perleve (Zheng et al., 2005) Suberites spp. เปนตน 
(Thakur et al., 2005) สวนสารท่ีสรางโดยแบคทีเรียชนิดนี้ แตกตางกันตามสภาพภูมิประเทศ เทาท่ี
พบรายงาน คือสายพันธุ s204 ซ่ึงแยกไดจากฟองน้ําเขตข้ัวโลกสรางสาร Siderophore ซ่ึงเปนสารท่ี
มีการแทนท่ีของวงแหวน imidazole มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียหลายชนิด แตยังไม
พบวารายงานการยับยั้งเชื้อ MRSA (Sonnenschein et al., 2017) กรณีสายพันธุท่ีพบโดยทีมวิจัย 
(S6.2) มีฤทธิ์ชีวภาพแตกตางไปจากท่ีพบจากภูมิภาคอ่ืน คาดวานาจะเปนสารกลุมอ่ืนเพราะออกฤทธิ์
เจาะจงตอ MRSA ดังนั้นในการวิจัยชวงท่ีทีมวิจัยประสบความสําเร็จในการคนหาเชื้อเปาหมาย และ
จําแนกเชื้อพรอมท้ังสภาวะการเลี้ยงแบบ mass culture ได ในปท่ี2 คณะวิจัยจะทําการแยกเอาสาร
มีฤทธิ์ออกมา เพ่ือศึกษาลักษณะทางเคมีอยางละเอียดตอไป 
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สรุปผลการทดลอง 
 
 

 สามารถคัดแยกจุลินทรียเอนโดไฟทจากตัวอยางฟองน้ํา และจุลินทรียท่ีอยูบนพ้ืนผิว รวมไปถึง
กลุมท่ีอาศัยอยูเปนอิสระในทะเลของเกาะสาหราย จังหวัดสตูล โดยแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดรหัส S6.2, 
SK3 และ SL19 แสดงฤทธิ์ตานแบคทีเรียดัชนีได จึงนาสนใจนําไปแยกสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
เพ่ือศึกษาดูโครงสรางและนําไปเปนขอมูลพ้ืนฐานของสารออกฤทธิ์ปฏิชีวนะจากจุลินทรียในทะเล
ตอไป 
 
 ส่ิงท่ีคาดวาจะทําตอไป 
 1. พิสูจนแยกวินิจฉัยชนิดของเชื้อดวยการหาลําดับเบสของยีน 16S rDNA และหาลําดับ
วิวัฒนาการท่ีศูนยพันธุวิศวกรรมศาสตรแหงชาติ (ศช.) สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาติ (สวทช.)  

 2. ฝากเก็บรักษาไอโซเลทของเชื้อไวท่ีสํานักงานวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศ
ไทย (TISTR) โดยคัดเลือกไอโซเลท S1.2, S6.2, SK3 และ SL19 ดังแสดงในภาพท่ี 14 

 
 
 
 
 
  

 

 

ภาพท่ี 14 โคโลนีของไอโซเลท S1.2, ไอโซเลท S6.2, ไอโซเลท SK3, ไอโซเลท SL19 
(เรียงจากซายมือมาทางขวามือ) 

 3. เตรียมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําเลี้ยงเชื้อจุลินทรียท่ีคัดเลือกได (ภาพท่ี 15) และแสดง
ฤทธิ์ปฏิชีวนะตาน MRSA ใหอยูในรูปผงแหงแลวสงไปพิสูจนเอกลักษณทางเคมีตอไป  
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         ภาพท่ี 15 ลักษณะการเจริญของไอโซเลทท่ีคัดแยกได (S6.2, SK3, SL19 และ S1.2) เม่ือ
เจริญ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Marine broth (MB) ; C คือ ขวดควบคุมผลลบ. ลักษณะ
ของไอโซเลท S6.2 นาสนใจเนื่องจากตาน S. aureus TISTR 517 (รูปท่ี 10) และตาน 
MRSA  
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