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บทคัดยอ 

 

 เปนการศึกษาโดยการแยกเชื้อแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําทะเล และสิ่งแวดลอม         

ณ. แหลงอาศัย บริเวณเกาะสาหราย จังหวัดสตูล สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียไดจํานวน 8 ไอโซเลต 

แบงเปนแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ํา จํานวน 4 ไอโซเลต เอนโดรไฟดแบคทีเรีย 2 ไอโซเลต และ

แบคทีเรียอาศัยในโคลนใตฟองน้ํา จํานวน 2 ไอโซเลต เม่ือทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรค

มาตรฐาน Staphlococcuus aureus TISTR517 มี 4 ไอโซเลตยับยั้งเชื้อได เม่ือทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง 

MRSA พบวามีเพียงไอโซเลต S6.2 (เปนแบคทีเรียอาศัยในเนื้อเยื้อฟองน้ํา) เทานั้นท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง      

จึงคัดเลือกไปเลี้ยงในปริมาณมาก เพ่ือผลิตสารสกัดหยาบ สามารถผลิตได 300 มิลลิกรัม เม่ือ

วิเคราะหองคประกอบในสิ่งสกัดหยาบโดยเครื่อง HPLC พบเพียง 2 องคประกอบ เทานั้นและมี

ลักษณะไมซับซอน จึงผลิตสารสกัดหยาบใหไดมากกวาเดิม (ประมาณ 3 กรัม) เพ่ือแยกสารออกฤทธิ์

ตอไปในการวิจัยระยะปท่ี 2 
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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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ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 
 ปจจุบันปญหาการดื้อยาของเชื้อจุลชีพท่ีทําใหเกิดโรคมีแนวโนมสูงข้ึนเรื่อยๆ ซ่ึงสาเหตุสําคัญมา
จากการใชยาตานจุลชีพอยางไมจําเปน และเกินความจําเปน สําหรับในประเทศไทย พบวามีมูลคาการใช
ยาตานจุลชีพมากกวา 10,000 ลานบาทตอป และมีการติดเชื้อท่ีดื้อยาตานจุลชีพปละกวา 100,000 คน 
(1) โดยเชื้อจุลชีพท่ีพบบอยในโรงพยาบาล และมักดื้อยาตานจุลชีพหลายขนาน ไดแก Escherichia coli 
ซ่ึงทําใหเกิดโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะ และระบบทางเดินอาหาร Klebsiella pneumoniae  
ท่ีเปนสาเหตุสําคัญของโรคระบบทางเดินหายใจ และโรคปอดอักเสบ Acinetobacter baumannii    
ซ่ึงกอโรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจ เชน โรคปอดบวม Pseudomonas aeruginosa ท่ีกอใหเกิดโรค
ติดเชื้อหลายระบบของรางกาย เชน โรคปอดบวม การติดเชื้อในกระแสเลือด และ Staphylococcus 
aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) (1) จากการ
เก็บขอมูลเชื้อดื้อยาตานจุลชีพจากโรงพยาบาลจํานวน 28 แหง ในประเทศไทย ในชวง พ.ศ. 2543       
ถึง พ.ศ. 2556 โดยศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพแหงชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย พบอัตราการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ P. aeruginosa ตอยากลุมคารบาพี
แนมสชนิด imipenem เพ่ิมสูงข้ึนเรื่อยๆ จากรอยละ 14.3 ใน พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 30.1              
ในพ.ศ. 2556 สําหรับอัตราการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ Acinetobacter spp. ตอยากลุมคารบาพี
แนมสชนิด imipenem เพ่ิมสูงข้ึนจาก รอยละ 4.4 ใน พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 64.7 ในพ.ศ. 2556 และ
อัตราการดื้อยาตานจุลชีพของเชื้อ Staphylococcus spp. ตอยา erythromycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 
28 ในพ.ศ. 2543 เปนรอยละ 47.5 ในพ.ศ. 2556 นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรียกลุมนี้ยังมีอัตราการด้ือยา 
clindamycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 13.3 ในพ.ศ. 2543 เปนรอยละ 31.7 ในพ.ศ. 2556  (2) ปจจุบันมี
รายงานการพบเชื้อ S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (MRSA) เพ่ิมมากข้ึนในปะเทศตางๆ ท่ัวโลก และยัง
พบอีกวาเชื้อ MRSA เปนสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในกระแสเลือดในโรงพยาบาล ท่ีเก่ียวของกับ
โรงพยาบาล และในชุมชน คิดเปนรอยละ 61, 52 และ 14 ตามลําดับ (3)    
  S. aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปรางกลม โดยเปนแบคทีเรียกอโรคท่ีพบไดบอยใน
โรงพยาบาล ท่ีเปนสาเหตุสําคัญของโรคติดเชื้อท่ีผิวหนัง การติดเชื้อท่ีกระดูกและขอ การติดเชื้อใน
กระแสเลือด และโรคปอดบวม แบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบไดท่ัวไปตามรางกายมนุษย อุปกรณทาง
การแพทย สิ่งแวดลอมในโรงพยาบาลและชุมชุน โดยเฉพาะเชื้อท่ีพบภายในโรงพยาบาลมักจะเปนเชื้อ
ฉวยโอกาสท่ีกอใหเกิดโรคในผูปวยท่ีมีรางกายออนแอ ในอดีตในการรักษาโรคติดเชื้อ S. aureus มักจะ
ใชยา methicillin ซ่ึงจะทนตอการถูกทําลายดวยเอนไซม β-lactamases แตตอมามีรายงานการพบ
เชื้อ S. aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin (MRSA) เพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงเปนปญหาสําคัญของโรคติดเชื้อใน
โรงพยาบาลในประเทศตางๆ ท่ัวโลก (4) และพบเปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในชุมชนดวย (5) เชื้อ MRSA 

นอกจากจะดื้อตอยากลุม β-lactams แลวยังดื้อตอยากลุมอ่ืนดวย เชน aminoglycosides, 
fluoroquinolones และ tetracycline เปนตน (6) ดังนั้นจึงมีการนํายา vancomycin มาใชใน        
การรักษาผูปวยท่ีติดเชื้อ MRSA แตอยางไรก็ตามปจจุบันมีรายงานการพบเชื้อ MRSA มีความไวตอยา 
vancomycin ลดลงจากประเทศตางๆ ท่ัวโลกท้ังในทวีปยุโรป อเมริกา และเอเชีย (7) สําหรับกลไกการ
ดื้อยากลุม β-lactams ของเชื้อ MRSA เกิดจากเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงเปาหมายท่ียาจะไปออกฤทธิ์    



2 

คือมีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน penicillin binding protein (PBP) ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน 
transpeptidase ท่ีทําหนาท่ีสําคัญในการเชื่อมตอ peptide ของ peptidoglycan เขาดวยกันใน
ข้ันตอนสุดทายของการสังเคราะห peptidoglycan ของผนังเซลลแบคทีเรีย โดยเชื้อ MRSA จะมีการ

เปลี่ยนแปลง PBP เปน PBP2a ท่ีมีบริเวณ active site เปลี่ยนไป ทําใหยากลุม β-lactams เขาจับไมได
หรือจับไดนอยมาก เอนไซม PBP2a จึงไมถูกยับยั้งการทํางาน ทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถสรางผนัง
เซลลท่ีสมบูรณได เชื้อแบคทีเรียจึงสามารถอยูรอดได (8) การสรางโปรตีน PBP2a ของเชื้อ MRSA จะถูก
ควบคุมดวยกลุมยีน mec โดยภายในกลุมยีนนี้จะประกอบดวยยีน mecA, mecI และ mecRI โดยยีน 
mecA ทําหนาท่ีสรางโปรตีน PBP2a ซ่ึงจะถูกควบคุมโดยยีน mecI และ mecRI ท่ีอยูทางดาน 
upstream ของ mecA promoter การเกิดการกลายพันธุท่ีตําแหนง mecI และ mecRI ของเชื้อ 
MRSA นั้น จะทําใหยีน mecA สามารถสรางโปรตีน PBP2a ได (9) จากการเพ่ิมข้ึนของเชื้อแบคทีเรียด้ือ
ตอยาตานจุลชีพ ทําใหเกิดผลท่ีตามมาท่ีสําคัญ เชน เกิดความยุงยากในการรักษา เนื่องจากตองใชยา
รวมกันหลายชนิด หรือตองใชยาตัวใหมท่ีมีราคาแพงมาใชในการรักษาผูปวย เพราะยาตานจุลชีพตัวเกา
ท่ีเคยใชนั้นไมไดผลเทาท่ีควร ทําใหผูปวยตองมีคาใชจายในการรักษาเพ่ิมข้ึน ใชเวลาในการรักษานานข้ึน 
และมีโอกาสท่ีผูปวยจะเสียชีวิตสูงข้ึน    
 ดังนั้นการคนหาสารหรือโมเลกุลตนแบบเพ่ือใชเปนสารตานจุลชีพชนิดใหมจึงมีความจําเปน        
สารหรือโมเลกุลตนแบบสวนมากไดจากพืช สัตว และจุลชีพท้ังมีถ่ินอาศัยอยูบนบกและในทะเล 
โดยเฉพาะเชื้อจุลชีพในทะเลสรางสารท่ีมีโครงสรางแปลกใหม (novel) และมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีรุนแรง 
(โปรดดูจากทบทวนวรรณกรรม) ประเทศไทยโดยเฉพาะภาคใตมีพ้ืนท่ีติดตอกับทะเลท้ังอาวไทยและ
ทะเลอันดามันซ่ึงมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง ดังนั้นอาจกลาวไดวาสิ่งมีชีวิตในทะเลในประเทศไทย
เปนแหลงของสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพ   
         สืบเนื่องมาจาก ผลการวิจัยโครงการศึกษาผลิตภัณฑธรรมชาติหรือสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
ฟองน้ําในทะเลอันดามัน (ทุน BRN 2550) ทีมวิจัยทําการสํารวจทรัพยากรฟองน้ําในทะเลอันดามัน
บริเวณ จ.ตรัง และ สตูล จํานวน 40 ชนิด ทําสิ่งสกัดหยาบได 80 สิ่งสกัด เม่ือทดสอบฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ  พบฟองน้ํา 18 ชนิด  แสดงคุณสมบัติยับยั้งเชื้อจุลชีพกอโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ (2)    
(ซ่ึงตัวอยางฟองน้ําท่ีเก็บสวนมากไดจากหมูเกาะสาหราย จ. สตูล) และพบวาสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพ
สรางโดยฟองน้ําสวนใหญปริมาณนอยไมเพียงพอตอการประยุกตใช ซ่ึงลักษณะดังกลาวตรงกับทฤษฏี
การสรางสารเมแทโบไลดทางทะเล กลาวคือ “สารท่ีสรางโดยจุลชีพอาศัยรวมกับฟองน้ําจะมีปริมาณ
นอย ในทางกลับกันหากสรางโดยฟองน้ําจะพบสารในปริมาณมาก” (10) และเม่ือทําการทดลองแยก
แบคทีเรียรวมอาศัยจากฟองน้ําชนิดหนึ่ง คือ Xestospongia sp. พบแบคทีเรีย 4-6 ชนิด และ
สามารถเลี้ยงในหองทดลองได 3 ชนิด เม่ือทดลองทําสิ่งสกัดหยาบและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ พบวา
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคท้ังแกรมบวกและลบ ในระดับไมโครกรัมและมีฤทธิ์
ตานอนุมูลอิสระในระดับนาโนกรัม ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้จึงมุงเนนใชตัวอยางจากหมูเกาะสาหราย 
เพราะพบฟองน้ําอยูอาศัยบริเวณรองน้ําและมีฝุนตะกอน ดังนั้นฟองน้ําบริเวณนี้จึงเปนท่ีอยูอาศัยของ 
จุลชีพรวมอาศัยมากมาย  
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ภาพท่ี 1  ตัวอยางแบคทีเรียแยกไดจากฟองน้ํา Xestospongia sp. 

 
  งานวิจัยนี้จะมุงเนนกลุมราเอนโดไฟท และแบคทีเรีย อาศัยรวมกับฟองน้ําเปนแหลงวัตถุดิบหลักใน
การทดลอง และใชสารจากจุลชีพกลุมสเตรปโตมัยสีทเปนแหลงวัตถุดิบรอง 

 
 
ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
 ฟองน้ําทะเลเปนสิ่งมีชีวิตประเภทไมมีกระดูกสันหลัง จัดอยูในไฟลัมพอริเฟอรา (Porifera) 
ลักษณะโครงสรางประกอบดวยรูพรุนท่ัวลําตัว รูพรุนเหลานี้เปนระบบไหลเวียนน้ําของฟองน้ําซ่ึงมี
ความซับซอนมาก ปริมาณน้ําท่ีไหลเขาออกรูพรุนนี้มากกวา 1,600 ลิตรตอ 1 ฟองน้ําตอวัน (21)     
ทําใหฟองน้ําเปนแหลงท่ีอยูของจุลชีพท่ีหลากหลายมาก โดยเฉพาะแบคทีเรียและเชื้อรา โดยท่ีเชื้อจุล
ชีพอาศัยรวมเหลานี้ผลิตสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพหลายประการเชน สรางสารปองกันการติดเชื้อจากจุล
ชีพชนิดอ่ืน ปองกันการเคลือบเกาะของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ สรางสารเพ่ิมประสิทธิภาพของภูมิคุมกันใหกับ
ฟองน้ํา (21) จึงไมมีรายงานการติดเชื้อกอโรคในฟองน้ําทะเล ดังนั้นสารเคมีชีวภาพจากฟองน้ําจึงถูก
นําไปประยุกตใชประโยชนดานการแพทยมากมาย จากหลักการเบื้องตนท่ีกลาวมา จึงสามารถตั้งเปน
สมมติฐานของโครงการวิจัยดังนี้ 

1. ฟองน้ําบริเวณเกาะสาหราย จังหวัดสตูล เปนแหลงท่ีอยูอาศัยรวมของจุลชีพตางๆ
มากมาย โดยเฉพาะแบคทีเรียและเชื้อรา โดยท่ีจุลชีพรวมอาศัยเหลานี้สามารถสรางสารมีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของเชื้อจุลชีพกอโรคประเภทดื้อยาในคนได เพราะจากการทดลองเบื้องตนสามารถ
แบคทีเรียไดมากกวา ชนิดจากฟองน้ําเพียงชนิดเดียว และเม่ือทําการเลี้ยงและทําสิ่งสกัดเพ่ือทดสอบ
ฤทธิ์ พบวาสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลชีพกอโรคท้ังแกรมบวกแกรมลบได และมีฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระไดอยางมีประสิทธิภาพ 

2. สารเคมีชีวภาพท่ีสรางโดยจุลชีพอาศัยรวมฯ มีท้ังสารเมแทโบไลดทุติยภูมิและก่ึงปฐมภูมิ 
โดยท่ีสารเมแทโบไลดทุติยภูมิเปนสารโมเลกุลขนาดเล็ก มีความซับซอนสูงสวนสารก่ึงปฐมภูมิมักมี
ขนาดใหญกวาและมีความซับซอนเชิงโมเลกุลนอยกวา (20) 
 3. สารเคมีชีวภาพจากจุลชีพรวมอาศัยกับฟองน้ําสามารถพัฒนาตอยอดใชประโยชนทาง
การแพทยได โดยมุงเนนท่ียับยั้งเชื้อกอโรค ดื้อยา เพราะจุลชีพในทะเลเหลานี้มักสรางสารหรือ
โมเลกุลแบบแปลกใหมและมีศักยภาพในการออกฤทธิ์สูง 
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ทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (Information) ที่เกี่ยวของ 
 

1 จุลชีพในทะเลท่ีสรางสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพ  
              ประมาณ รอยละ 95 ของยาใหมไดโครงสรางตนแบบมาจากธรรมชาติ การศึกษาสาร
เมแทโบไลด จากทะเลมากวาสองศตวรรษ และมีการรวบรวมขอมูลการคนพบสารท่ีมีประสิทธิภาพใน
การออกฤทธิ์ โดยนักวิทยาศาสตรท่ัวโลก เชน Mayer and Gustafson (2006), Jha and Zi Rong 
(2004), Newman and Cragg (2004), Blunt (2003), Mayer and Hamman (2002)Faulkner 
1997 สามารถสรุปไดวาฟองน้ําไดรับการศึกษามากท่ีสุด และมีรายงานการคนพบสาร เมแทโลไลด
มากท่ีสุด ดังแสดงในภาพท่ี 2 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2 แหลงของผลิตภัณฑธรรมชาติทางทะเล  
แหลงท่ีมา: (Blunt et al.,2012) 

 
จากขอมูลสัณฐานวิทยาพบวามากกวารอยละ 90 ของฟองน้ําเปนระบบไหลเวียนน้ําซับซอน 

(21) ภายในเนื้อเยื่อของระบบไหลเวียนน้ําเปนท่ีอยูจุลชีพเรียกวา จุลชีพรวมอาศัย (sponge-
associated microorganisms) จุลชีพเหลานี้สามารถสรางสารทุติยภูมิได (23) มีหลายกรณีศึกษาท่ี
เขาใจวา สารทุติยภูมิแยกจากฟองน้ํา เกิดจากฟองน้ํา แตแทจริงแลวจุลชีพรวมอาศัยเปนผูสังเคราะห 
ขอสังเกตคือ สารท่ีแยกไดมีปริมาณนอยเม่ือคํานวณเปนรอยละเทียบกับน้ําหนักสิ่งสกัดหยาบ      
โดยสวนใหญแลวมีรายงานพบวาจุลชีพอาศัยรวมชนิดเดนในฟองน้ําและมีความหลากหลายมาก (25) 
เม่ือพิจารณาสัดสวนของจุลชีพท่ีพบในทะเลสามารถแบงไดสองกลุมคือ แบคทีเรีย และเชื้อรา         
ซ่ึงสวนมากอยูอาศัยรวมกับฟองน้ํา (ภาพท่ี 3 ) (26, 27) 
 

Others
Red algae

Tunicates

Echinoderms

Micro-organisms

Coelenterates

Sponges
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ภาพท่ี 3 จํานวนวงศเปนรอยละของเช้ือราท่ีอาศัยรวมกับส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆในทะเล 
แหลงท่ีมา:  (Bugni and Ireland, 2004) 

 
2 ตัวอยางสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพสรางโดยจุลชีพในทะเล 
 ไดแกสาร polybrominated biphenyl ether สรางโดย cyanobacteria (Oscillatoria 

spongelia) อาศัยรวมกับฟองน้ํา Dysidea herbacea สารกลุมนี้มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลชีพได
อยางมีประสิทธิภาพ  นักวิทยาศาสตรเคยเขาใจวาสารนี้สังเคราะหโดยฟองน้ําสกุล Dysidea และ
สรุปวาเปน chemotaxonomic ของฟองน้ําสกุลนี้ จนกระท่ังไดรับการพิสูจนใน ค.ศ. 1994 โดยทีม
วิจัยของ Prof. Faulkner แหง Scripps Institution of Oceanography  (22)  สําหรับฟองน้ําชนิด
อ่ืนท่ีมีรายงานพบแบคทีเรียอาศัยรวมไดแก Thenella swinhoei มีท้ัง heterotrophic bacteria 
และ cyanobacteria ฟองน้ํา Aplysina spp. มีแบคทีเรียกลุม Bacillus spp., Micrcoccus sp., 
Arthrobactor sp., Vibrio spp. และ Pseudoalteromonas sp. (Kyung et al.,2001)  มีรายงาน
พบสารจากเชื้อราอาศัยรวมกับฟองน้ําหลายชนิดเชน สาร (S)-2,4-dihydroxy-1-butyl(4-hydroxy) 
ben-zoate มีฤทธิ์เปนพิษตอเซลลมะเร็ง สารนี้แยกไดจากเชื้อรา Penicillium auratiogriseum 
อาศัยรวมกับฟองน้ําดีโมสปองเจียในทะเลจีนไต สาร roridin A and roridin D มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา 
แยกไดจากรา Myrothecium spp. อาศัยรวมกับฟองน้ํา Axinella spp. ปจจุบันเปนท่ียอมรับกัน
แลววาสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพจากฟองน้ําสวนใหญเกิดจากแบคทีเรียรวมอาศัยไมไดเกิดจากตัวฟองน้ํา
เอง (29) ตัวอยางสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพแยกไดจากจุลชีพรวมอาศัยกับฟองน้ํามีหลายชนิดบางชนิด
กําลังพัฒนาใหเปนยาชนิดใหม (28) 
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ตารางท่ี 1 จุลชีพในทะเลและการสรางสารมีฤทธิ์ทางชีวภาพ 

       แหลงท่ีมา: (Proksch et al., 2010)  
 

3. สถานการณการดื้อยาของเช้ือกอโรค  
ปจจุบันปญหาการดื้อยาของเชื้อจุลชีพท่ีทําใหเกิดโรคมีแนวโนมสูงข้ึนเรื่อยๆ ซ่ึงสาเหตุสําคัญ

มาจากการใชยาตานจุลชีพอยางไมจําเปนและเกินความจําเปน สําหรับในประเทศไทย พบวามีมูลคา
การใชยาตานจุลชีพมากกวา 10,000 ลานบาทตอป และมีการติดเชื้อท่ีด้ือยาตานจุลชีพปละกวา 
100,000 คน (1) โดยเชื้อจุลชีพท่ีพบบอยในโรงพยาบาลและมักดื้อยาตานจุลชีพหลายขนาน ไดแก 
Escherichia coli ซ่ึงทําใหเกิดโรคติดเชื้อในระบบทางเดินปสสาวะและระบบทางเดินอาหาร 
Klebsiella pneumoniae ท่ีเปนสาเหตุสําคัญของโรคระบบทางเดินหายใจ 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 ซ่ึงกอโรคติดเชื้อระบบทางเดินหายใจ เชน โรคปอดบวม 
Pseudomonas aeruginosa ท่ีกอใหเกิดโรคติดเชื้อหลายระบบของรางกาย เชน โรคปอดบวม การ
ติดเชื้อในกระแสเลือด และ Staphylococcus aureus  ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus, MRSA) (1) จากการเก็บขอมูลเชื้อด้ือยาตานจุลชีพจากโรงพยาบาล
จํานวน 28 แหง ในประเทศไทย ในชวง พ.ศ. 2543 ถึง พ.ศ. 2556 โดยศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตาน
จุลชีพแหงชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย พบอัตราการดื้อยา
ตานจุลชีพของเชื้อ P. aeruginosa ตอยากลุมคารบาพีแนมสชนิด imipenem เพ่ิมสูงข้ึนเรื่อยๆ จาก
รอยละ 14.3 ใน พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 30.1 ในพ.ศ. 2556 สําหรับอัตราการดื้อยาตานจุลชีพของ
เชื้อ Acinetobacter spp. ตอยากลุมคารบาพีแนมสชนิด imipenem เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 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. ตอยา erythromycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 28 ในพ.ศ. 2543 เปนรอยละ 
47.5 ในพ.ศ. 2556 นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรียกลุมนี้ยังมีอัตราการดื้อยา clindamycin เพ่ิมสูงข้ึนจาก
รอยละ 13.3 ใน พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 31.7 ใน พ.ศ. 2556 (2) ปจจุบันมีรายงานการพบเชื้อ      
S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (MRSA) เพ่ิมมากข้ึนในปะเทศตางๆ ท่ัวโลก และยังพบอีกวาเชื้อ 
MRSA เปนสาเหตุสําคัญของการติดเชื้อในกระแสเลือดในโรงพยาบาล ท่ีเก่ียวของกับโรงพยาบาล 
และในชุมชน คิดเปนรอยละ 61, 52 และ 14 ตามลําดับ (3)    
  S. aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปรางกลม โดยเปนแบคทีเรียกอโรคท่ีพบไดบอยใน
โรงพยาบาล ท่ีเปนสาเหตุสําคัญของโรคติดเชื้อท่ีผิวหนัง การติดเชื้อท่ีกระดูกและขอ การติดเชื้อใน
กระแสเลือด และโรคปอดบวม แบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบไดท่ัวไปตามรางกายมนุษย อุปกรณทาง
การแพทย สิ่งแวดลอมในโรงพยาบาลและชุมชุน โดยเฉพาะเชื้อท่ีพบภายในโรงพยาบาลมักจะเปนเชื้อ
ฉวยโอกาสท่ีกอใหเกิดโรคในผูปวยท่ีมีรางกายออนแอ ในอดีตในการรักษาโรคติดเชื้อ S. aureus 

มักจะใชยา methicillin ซ่ึงจะทนตอการถูกทําลายดวยเอนไซม β-lactamases แตตอมามีรายงาน
การพบเชื้อ S. aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin (MRSA) เพ่ิมมากข้ึน ซ่ึงเปนปญหาสําคัญของโรคติด
เชื้อในโรงพยาบาลในประเทศตางๆ ท่ัวโลก (4) และพบเปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในชุมชนดวย (5) 

เชื้อ MRSA นอกจากจะด้ือตอยากลุม β-lactams แลวยังดื้อตอยากลุมอ่ืนดวย เชน 
aminoglycosides, fluoroquinolones และ tetracycline เปนตน (6) ดังนั้นจึงมีการนํายา 
vancomycin มาใชในการรักษาผูปวยท่ีติดเชื้อ MRSA แตอยางไรก็ตามปจจุบันมีรายงานการพบเชื้อ 
MRSA มีความไวตอยา vancomycin ลดลงจากประเทศตางๆ ท่ัวโลกท้ังในทวีปยุโรป อเมริกา และ

เอเชีย (7) สําหรับกลไกการดื้อยากลุม β-lactams ของเชื้อ MRSA เกิดจากเชื้อมีการเปลี่ยนแปลง
เปาหมายท่ียาจะไปออกฤทธิ์ คือมีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน penicillin binding protein (PBP) 
ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน transpeptidase ท่ีทําหนาท่ีสําคัญในการเชื่อมตอ peptide ของ 
peptidoglycan เขาดวยกันในข้ันตอนสุดทายของการสังเคราะห peptidoglycan ของผนังเซลล
แบคทีเรีย โดยเชื้อ MRSA จะมีการเปลี่ยนแปลง PBP เปน PBP2a ท่ีมีบริเวณ active site เปลี่ยนไป 
ทําใหยากลุม β-lactams เขาจับไมไดหรือจับไดนอยมาก เอนไซม PBP2a จึงไมถูกยับยั้งการทํางาน 
ทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถสรางผนังเซลลท่ีสมบูรณได เชื้อแบคทีเรียจึงสามารถอยูรอดได (8)       
การสรางโปรตีน PBP2a ของเชื้อ MRSA จะถูกควบคุมดวยกลุมยีน mec โดยภายในกลุมยีนนี้จะ
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ประกอบดวยยีน mecA, mecI และ mecRI โดยยีน mecA ทําหนาท่ีสรางโปรตีน PBP2a ซ่ึงจะถูก
ควบคุมโดยยีน mecI และ mecRI ท่ีอยูทางดาน upstream ของ mecA promoter การเกิดการ
กลายพันธุท่ีตําแหนง mecI และ mecRI ของเชื้อ MRSA นั้น จะทําใหยีน mecA สามารถสราง
โปรตีน PBP2a ได (9)   สําหรับในประเทศไทย จากการเก็บขอมูลเชื้อดื้อยาตานจุลชีพจาก
โรงพยาบาลจํานวน 28 แหง ในชวงป พ.ศ. 2543 ถึง พ.ศ. 2556 โดยศูนยเฝาระวังเชื้อด้ือยาตานจุล
ชีพแหงชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย พบอัตราการดื้อยาตาน
จุลชีพของเชื้อ Staphylococcus spp. ตอยา erythromycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 28 ในป      
พ.ศ. 2543 เปนรอยละ 47.5 ในป พ.ศ. 2556 นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรียกลุมนี้ยังมีอัตราการดื้อยา 
clindamycin เพ่ิมสูงข้ึนจากรอยละ 13.3 ในปพ.ศ. 2543 เปนรอยละ 31.7 ในป พ.ศ. 2556 (2) 
จากการเพ่ิมข้ึนของเชื้อแบคทีเรียดื้อตอยาตานจุลชีพ ทําใหเกิดผลท่ีตามมาท่ีสําคัญ เชน เกิดความ
ยุงยากในการรักษา เนื่องจากตองใชยารวมกันหลายชนิด หรือตองใชยาตัวใหมท่ีมีราคาแพงมาใชใน
การรักษาผูปวย เพราะยาตานจุลชีพตัวเกาท่ีเคยใชนั้นไมไดผลเทาท่ีควร ทําใหผูปวยตองมีคาใชจายใน
การรักษาเพ่ิมข้ึน ใชเวลาในการรักษานานข้ึน และมีโอกาสท่ีผูปวยจะเสียชีวิตสูงข้ึน    
 
 

วัตถุประสงค 
1 เพ่ือแยกเชื้อแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําดีโมสปนเจียไดแก แบคทีเรีย เชื้อราและเอคทิ

โนมันซีส บริเวณเกาะสาหราย อําเภอเมือง จังหวัดสตูล 
2 เพ่ือเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําดีโมสปนเจีย  

3 เพ่ือทําสิ่งสกัดจากแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําดีโมสปนเจีย พรอมท้ังทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง

เชื้อกอโรคชนิดดื้อยาปฏิชีวนะ 

4 เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสรางสารยับยั้งเชื้อกอโรคในขอ 3 และทําการเลี้ยงในปริมาณมาก

เพ่ือผลิตสิ่งสกัดหยาบระดับกรัม 

5 แยกและทําสารออกฤทธิ์ในขอ 4 ใหบริสุทธิ์พรอมท้ังศึกษาโครงสรางโมเลกุลของสาร

บริสุทธิ์อยางละเอียด  

 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับหนวยงานที่นําการวิจัยไปใชประโยชน 
    1. หนวยงานการศึกษา คนควาวิจัยดานวิทยาศาสตรการประมงและเกษตรศาสตร 
    2. หนวยงานการศึกษาระดับมหาวิทยาลัยและหนวยงานวิจัยอ่ืนๆ 
   3. ไดเชื้อจุลชีพอาศัยรวมฯท่ีสรางสารมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดื้อยา MRSA 
  4. ไดสารมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ MRSA และแนวทางการประยุกตใชทางการแพทย 
  5.ไดงานวิจัยตีพิมพเผยแพรและสิทธิบัตรการผลิตสารจากเชื้อจุลชีพอาศัยรวมฯเพ่ือใช
ประโยชนทางการแพทย 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

 1. การแยกเช้ือแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ํา 
  1.1 การแยกแบคทีเรียจากฟองน้ําทะเล และเลี้ยงปริมาณมาก (isolation and 
mass culture) 
  ใชวิธีของ Wichels et al (2006) สรุปดังนี้ ตัวอยางฟองน้ําขนาด 1 เซนติเมตร    
แชในน้ําทะเลฆาเชื้อเปนจํานวน 10 ครั้ง เพ่ือลางแบคทีเรียท่ีปนเปอนอยูภายนอกเนื้อเยื่อ หลังจาก
นั้นบดชิ้นตัวอยางฟองน้ําใหละเอียดในชุดบดปลอดเชื้อ เติมน้ําทะเลฆาเชื้อ 5 มิลลิลิตร เขยาผสมดวย  
vertex  กรองเอาเฉพาะสวนท่ีเปนน้ํา0

1 นําไปทํา Spread plate บน MA (Marine Agar, HIMEDIA 
Lab EA, products code 95021752) บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง 
(ขอมูลจากการทํา preliminary) จากนั้นคัดเลือกเชื้อมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 16 streaks   นําเชื้อท่ี
บริสุทธิ์แลวไปเลี้ยงใน MB (Marin broth, HIMEDIA Lab, product code 95021754) ใชฟลาส 
ขนาด 500 มิลลิลิตร บรรจุ MB ปริมาณ 250 มิลลิลิตร เลี้ยงในระบบสั่นสะเทือนดวยความเร็ว 120 
รอบ/นาที (ขอมูลจาก preliminary test)  ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรีย และ 
มากกวา 24 ชั่วโมง สําหรับเชื้อ ราเอนโดไฟดและสเตปโตมัยสีท  
  1.2 การแยกราเอนโดไฟต/สเตรปโตมัย 
  1) ราเอนโดไฟท 
  นําตัวอยางฟองน้ําท่ีตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลว มากําจัดเชื้อบริเวณผิว โดยแชใน 95%   
เอทานอล นาน 30 วินาที หลังจากนั้นนําไปแชใน 5% โซเดียมไฮโปคลอไรต นาน 5 นาที แลวนําไป
แชใน 95% เอทานอล อีกครั้ง นาน 30 วินาที นําตัวอยางมาลางดวยน้ํากลั่นท่ีฆาเชื้อแลวนาน         
3-5 วินาที แลวนําตัวอยางพืชไปวางบนอาหาร corn meal agar (CMA) ท่ีเติมยา tetracycline และ 
ampicillin ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/ลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-5 วัน 
สังเกตผลทุกวัน เม่ือพบวามีการเจริญของเชื้อรางอกออกมาจากชิ้นตัวอยางใหทําการตัดสวน hyphal 
tip ของเชื้อรา ภายใตกลอง stereo miroscope นําไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose agar 
(PDA) ไมเติมยาปฏิชีวนะ โดยการเก็บตัวอยางเชื้อราเปนเวลา 7 วัน นับจากวันแรกท่ีพบการงอกของ
เชื้อรา เม่ือแยกไดเชื้อราบริสุทธิ์แลวทําการเก็บเชื้อใน 15 % กลีเซอรอล อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
  2) สเตรปโตมัยสีท 
  เตรียมตัวอยางเชนเดียวกับขอ 1) แตเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อเปน Yeast-Malt 
Extract (YM) ท่ีไมตองเติมยาปฏิชีวนะ และเก็บตัวอยางสเตรปโตมัยสีทเปนเวลา 7 วัน เม่ือแยกได
เชื้อราบริสุทธิ์แลวทําการเก็บเชื้อใน 15 % กลีเซอรอล อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

 2. การเพาะเล้ียงราเอนโดไฟต / สเตรปโตมัยสีท 
    นําราเอนโดไฟต/สเตรปโตมัยสีท ท่ีแยกไดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสม 
(PDA / YM) ท่ีอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส จนพบมีการเจริญของ colony เชื้อ ตัดชิ้นสวนบริเวณ

1 ใชชุดกรอง Buchner มี Sintered glass รองดานบนดวยสําลีหนา 2-3 cm. 
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ขอบ colony ใหมีขนาดชิ้นละประมาณ 1x1 ตารางเซนติเมตร แลวทําการถายเชื้อลงในอาหารเหลว 
PDB/YM ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพู นําไปบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 สัปดาห จะไดผลิตภัณฑออกมา 
2 สวน คือสวนน้ําเลี้ยงเชื้อ และเซลลของเชื้อ 

 3. การทําส่ิงสกัดหยาบจากจุลชีพในอาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลว  (ภาพท่ี 4)    
               นําเชื้อจุลชีพในอาหารเหลว ไปทําใหเซลลแตกดวยเครื่องอัลตราโซนิกสจากนั้นนํามาปน 
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพ่ือแยกเซลลออกจากน้ํา กอนนําสวนท่ี
เปนของเหลวไปสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียตามความแรงข้ัวเริ่มตนดวยเอทิลอะซิเตต (EtOAc) 
จากนั้นเปลี่ยนเปนบิวทานอล (BuOH) ตามลําดับ โดยกอนเปลี่ยนตัวทําละลายอินทรียจะตรวจสอบ
ประสิทธิภาพการสกัดดวยโครมาโตกราฟแบบผิวบาง (TLC) และโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะ
สูง (HPLC) เพ่ือใหแนใจวาสกัดสารแตละชั้นสกัดออกมาหมด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 4  ข้ันตอนการทําส่ิงสกัดหยาบ 

 
     4  การตรวจหาและเตรียมยาเมทิซิลิน (MRSA) 
   1 การเก็บเชื้อแบคทีเรียท่ีใชในการศึกษา 
   เจาหนาท่ีในกลุมงานพยาธิวิทยา โรงพยาบาลมหาราชนครศรีธรรมราช จะเก็บเชื้อ
แบคทีเรีย  S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (MRSA) ท่ีแยกไดจากสิ่งสงตรวจของผูปวยท่ีไมซํ้ารายกัน
ในโรงพยาบาลทาศาลา จังหวัดนครศรีธรรมราช ระหวางเดือนตุลาคม พ.ศ. 2559 ถึงเดือนกันยายน 
พ.ศ. 2560  
     2 การตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน (MRSA) 
    1) การทดสอบความไวของเชื้อตอสารตานจุลชีพโดยวิธี disk diffusion (10) 
     โดยการนําโคโลนีของเชื้อท่ีตองการทดสอบท่ีเจริญอยูบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
tryptic soy agar (TSA) ประมาณ 3-5 โคโลนี มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด tryptic soy 
broth (TSB) แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีการเขยาตลอดเวลา นาน 6 ชั่วโมง 

- partition ด้วย 

- partition สกดัด้วย  EtOAc 

จลุชีพในอาหารเหลว 

สิ่งสกดัชัน้ EtOAc ของเหลว 

ของเหลว  สิ่งสกดัชัน้ BuOH 

ทิง้ 
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จากนั้นนําสารแขวนลอยเชื้อมาเจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน           
รอยละ 0.85 แลวปรับความขุนใหเทากับ 0.5 McFarland แลวใชไมพันสําลีท่ีปราศจากเชื้อจุมเชื้อท่ี
ปรับความขุนแลวบิดกับขางหลอดใหหมาดๆ นํามาปายบน Mueller Hinton agar (MHA) ใหท่ัว
ผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวตั้งท้ิงไวใหผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแหงประมาณ 3-10 นาที จากนั้นใช 
forceps คีบแผนยา cefoxitin (30 ไมโครกรัม) มาวางบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อกดเบาๆ เพ่ือใหแผน
ยาตานจุลชีพติดกับอาหารเลี้ยงเชื้อ นําจานเพาะเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน        
18-24 ชั่วโมง อานผลโดยวัดขนาดโซนยับยั้ง (inhibition zone) ของเชื้อแบคทีเรียท่ีนํามาทดสอบ 
โดยถาเปนเชื้อ S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน จะใหขนาดโซนยับยั้งตอแผนสารตานจุลชีพ cefoxitin 
(30 ไมโครกรัม) เทากับหรือนอยกวา 21 มิลลิเมตร   
    2) การตรวจหายีนด้ือยา methicillin ชนิด mecA ในเชื้อแบคทีเรีย            
S. aureus ท่ีดื้อตอยาเมทิซิลิน โดยวิธี PCR (11) 
    โดยการนํา genomic DNA ของเชื้อแบคทีเรียมาตรวจหายีนดื้อยา methicillin 
ชนิด mecA โดยใชไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 2 สําหรับสวนผสมของปฏิกิริยา PCR จะเตรียมโดย
ปริมาตรสุดทายท้ังหมดเทากับ 25 ไมโครลิตรตอปฏิกิริยา โดยในปฏิกิริยาจะมีความเขมขนสุดทาย
ของไพรเมอรแตละเสน, PCR buffer, deoxyneucleotide triphosphates (dNTPs), MgCl2 และ 
Taq DNA polymerase เทากับ 10 ไมโครโมลาร, 1x, 0.20 มิลลิโมลาร, 1.50 มิลลิโมลาร และ 
0.65 ยูนิต ตามลําดับ และเติม DNA ตนแบบ 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   การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของส่ิงสกัดจากจุลชีพรวมอาศัย 
          นําสวนน้ําเลี้ยงเชื้อและเซลลมาสกัดดวยตัวทําละลายจะไดสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อ  
และสารสกัดหยาบของเซลล การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียดื้อตอยาปฏิชีวนะ MRSA ท่ีแยกได
จากขางตน ของสารสกัดหยาบท้ังสองสวนท่ีไดจากเชื้อราดวยวิธี agar well diffusion หรือ 
colorimetric broth microdilution method และหาคา minimal inhibitory concentration 
(MIC) และคา minimal bactericidal concentration (MBC) ดวยวิธี broth microdilution โดย
ใช resazurin เปน indicator โดยใชยา Vancomycin เปนตัวควบคุม (reference drug) สําหรับ
แบคทีเรีย  (18) 
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 6   การวิเคราะหชนิดของจุลชีพโดยวิธี 16s rRNA  
             วิเคราะหโดยใชวิธีของ Pathell et al., (2000) 

     7   การแยกหาและทําสารมีฤทธิ์ใหบริสุทธิ์ 
       ใชวิธีโครมาโทกราฟแบบตางๆ (ภาพท่ี 5) พรอมๆ กับใชขอมูลฤทธิ์ทางชีวภาพเปนตัว

ชี้นําการแยก 

     8   การพิสูจนทราบเอกลักษณทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 
       ใชวิธีการทางสเปกโทรสโกปแบบตางๆ เริ่มตนจากการวิเคราะหมวลโมเลกุลดวยเครื่อง  

Low Mass spectrometry ลําดับตอมาวิเคราะหดวยเครื่อง Nucleasr Magnetic Resonance 
(NMR) โดยวิเคราะห H NMR กอน นําผลท้ังสองเครื่องมือมาวิเคราะหและเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
Marinlit  หากพบวาเปนสารใหมหรือมีสัญญาณซับซอนจะวิเคราะหตอดวย 13C-NMR, HMQC, 
HMBC, COSY, NOESY ตามลักษณะโครงสรางท่ีพบ กรณีเปนสารใหมจะวิเคราะห HRMS หรือ      
X-ray crystallography เพ่ิมเติม  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      ภาพท่ี 5  การแยกและทําสารมีฤทธิ์ใหบริสุทธิ์

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 
 
 
การแยกเช้ือแบคทีเรียจากส่ิงแวดลอมและท่ีเปนเอนโดไฟตในฟองน้ําทะเล 
 จากการแยกแบคทีเรียอาศัยอยูอยางอิสระในทะเลและอาศัยรวมกับฟองน้ํา (ภาพท่ี 6) บริเวณ
เกาะสาหราย จังหวัดสตูล การแยกเชื้อเอนโดไฟตแบคทีเรีย โดยวิธีการฆาเชื้อท่ีพ้ืนผิวบนอาหาร 
marine agar (MA) และวิธีขีดเชื้อสําหรับแยกเชื้อแบคทีเรียจากโคลนบริเวณท่ีอยูอาศัยของฟองน้ํา 
ไดท้ังหมด 8 ไอโซเลต แบงเปนแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําทะเล 4 ไอโซเลต (ภาพท่ี 7) และท่ีเปน
เอนไดรไฟดแบคทีเรียจํานวน 2 ไอโซเลต (ภาพท่ี 8) และพบแบคทีเรียจากโคลนบริเวณฟองน้ําอยู
อาศัยจํานวน  2 ไอโซเลต (ภาพท่ี 9) แบคท่ีเรียท่ีพบท้ังหมกสวนใหญเปนแกรมลบ มีการเจริญสราง
แคปซูลทําใหมีลักษณะเปนเมือกลื่น หรือมูกเยิ้ม พบไดท้ังในรูปแบบ free-living และเปน epibiotic  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6  ฟองน้ําดีโมสปองเจียท่ีทําการแยกเช้ือแบคทีเรียรวมอาศัย 
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    A                                           B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 C D 

ภาพท่ี 7 ลักษณะโคโลนีแบคทีเรียมูกเย้ิม มันวาว ท่ีตรวจพบเปนประชากรสวนใหญจาก
แบคทีเรียรวมอาศัยกับฟองน้ํา 

 
 สําหรับโคโลนีของแบคทีเรียท่ีตรวจพบเฉพาะในชิ้นสวนฟองน้ํามีลักษณะสําคัญ คือฝงวุน 
ผิวหนาดาน พบจากฟองน้ํารหัส S6.2 มีโคโลนีสีแดง (ภาพท่ี8 A) และโคโลนีสีครีม แบนราบ ลักษณะ
ผิวหนาดาน พบจากฟองน้ํารหัส S1.2 (ภาพท่ี8 B) ซ่ึงท้ังสองลักษณะแสดงฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียท่ี
นํามาใชเปนดัชนี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                       A                 B 
ภาพท่ี 8 ลักษณะโคโลนีเอนโดไฟตท่ีพบในฟองน้ําโดยให A เปนรหัส S6.2 และ  

ให B เปนรหัส S1.2 

S6.2 S1.2 
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                                      A                                              B 

ภาพท่ี 9 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมท่ีแยกไดจากโคลน โดยให A รหัส
เปน SL4    และ B ใหรหัสเปน SL19 

 
 ในเบื้องตนพบวาโคโลนี S6.2, SL19 และ ไอโซเลท SK3 แสดงฤทธิ์ตานแบคทีเรียมาตรฐาน 
Staphylococcus aureus TISTR 517 ไดเม่ือทดสอบดวยวิธีราดทับ (overlay) (ภาพท่ี 10)  และ
พบวาเฉพาะไอโซเลท S6.2 เทานั้นท่ีมีฤทธิ์ตานการเจริญของเชื้อ MRSA ได สวนไอโซเลท S1.2 
สามารถตานการเจริญของเชื้อราได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                        A                                                                B    

ภาพท่ี 10 แสดงวงใส (บริเวณลูกศรช้ี) ของการตาน S. aureus TISTR 517 ของ       
ไอโซเลท S6.2 (A), SL19 และ SK3 (B) ดวยวิธีราดทับ (overlay) 

 
 ทําการคัดเลือกไอโซเลท S1.2, S6.2, SK3 และ ไอโซเลท SL19 (ภาพท่ี 10) ไปศึกษาตอโดย
นําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Marine broth (MB) และเม่ือนําน้ําเลี้ยงเชื้อไปศึกษาฤทธิ์ตาน    
S. aureus TISTR517 และ ฤทธิ์ตาน MRSA พบวาไอโซเลท SK3 แสดงฤทธิ์ปฏิชีวนะตานเชื้อดัชนีท้ัง  
2 ชนิด ไดวงใสของการยับยั้งเชื้อไดสูงสุด ภายในระยะเวลาของการบมเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 วัน ใน
สภาวะการบมเลี้ยงท่ีมีการเขยา 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพท่ี11  

SL4 SL19 
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อยางไรก็ตามไอโซเลท S6.2 (ซ่ึงเปนเชื้อแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ํา) ก็เริ่มใหวงใสของการยับยั้ง
เชื้อในวันท่ี 2 ของการบมเลี้ยงดังกลาวเชนกัน  จึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียอาศัยรวมกับฟองน้ําท่ีเปน 
real endophytic bacteria รหัส S6.2 มาทําการศึกษา เพ่ือหาสารออกฤทธิ์ตอไป  

 ในเบื้องแรกทําการจําแนกชนิดของแบคทีเรียรหัส S6.2 โดยวิธี 16s rDNA พบวามียีน
จํานวน 1494 ลําดับเบส (ภาพท่ี 12) เม่ือเทียบกับฐานขอมูลยีนพบวาตรงกับแบคทีเรียชนิด 
Pseudoalteromonas piscicda ซ่ึงแบคทีเรียสายพันธุนี้กําลังวิเคราะหซํ้าอีกครั้งหนึ่งเพ่ือทํา 
phylogenic tree ในระดับยืนยันผล เม่ือนําแบคทีเรียชนิดนี้ไปเลี้ยงแบบเพ่ิมปริมาณ (mass 
culture) สามารถทําสิ่งสกัดหยาบจากแบคทีเรียท่ีสรางสารมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ MRSA ไดในปริมาณ 300 
มิลลิกรัม พรอมท้ังวิเคราะหองคประกอบเบื้องตน โดยใชเครื่อง HPLC (ภาพท่ี 13) 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

  

    A                        B 

      ภาพท่ี 11 วงใสของการตานเช้ือ S. aureus TISTR517 (ซายมือ) และ MRSA (ขวามือ) 
เม่ือ ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion 
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ภาพท่ี 12  ผลการวิเคราะห 16S rDNA ของแบคทีเรียรวมอาศัยกับฟองน้ํา (S6.2) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 13 HPLC chromatogram ของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรีย S6.2 
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วิจารณผลการวิจัย 
 
 

การคนสารปฏิชีวนะใหมๆ มีความสําคัญมาก เพ่ือแกไขปญหาโรคท่ีเกิดจากเชื้อดื้อยาท่ีและ
การเสียชีวิตอันเนื่องมาจากการใชยาปฏิชีวนะยาวนาน การหาสารออกฤทธิ์ปฏิชีวนะจากแบคทีเรียใน
ทะเล มีความสําคัญเปนอยางมากเพราะมักผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดอยางมี
ประสิทธิภาพ (Colwell, 2002) แตความเขมขนของสารท่ีแยกไดจากสิ่งมีชีวิตในทะเลมีความเขมขน
นอยกวา 1 ในลานของน้ําหนักเปยก (Proksch et al., 2002) หากตองการสารเหลานี้ในปริมาณสูง
จําเปนตองใชสิ่งมีชีวิตดังกลาวในปริมาณมากอาจทําใหเสี่ยงตอการสูญพันธุ ดังนั้นจึงไดมีการศึกษา
กลุมจุลินทรียเอนโดไฟตท่ีอาศัยอยูรวมกับสิ่งมีชีวิตดังกลาว เชนในเนื้อเยื่อฟองน้ํา มีกลุมแบคทีเรียท่ี
อาศัยรวมกันแบบ symbiotic โดยแบคทีเรียไดอาหารจากฟองน้ําและทําใหฟองน้ําคงรูปรางอยูได 
(Monks et al., 2002) ซ่ึงจะเห็นไดวากลุมเอนโดไฟตแบคทีเรีย สรางสารมีฤทธิ์ปฏิชีวนะไดเปนอยาง
ดี และไมจําเปนตองใชทรัพยากรท่ีมีอยูอยางจํากัดใหเสี่ยงตอการสูญพันธุ  

การวิจัยครั้งนี้เปนปท่ี 1 ของโครงการ ทีมวิจัยพบแบคทีเรียเปาหมาย (S6.2) แยกไดจากเนื้อ
เยื้อชั้นในของฟองน้ําชนิดหนึ่ง (กําลังอยูในข้ันตอนการจัดจําแนกชนิดฟองน้ํา)จากการวิเคราะห
จําแนกชนิดโดยวิธี 16s rDNA พบวาเปนเชื้อ Pseudoalteromonas piscicida ลักษณะทางสันฐาน
วิทยาท่ีสําคัญของเชื้อนี้ คือโคโลนีมีสีแดงสดหรือแสด ฝงตัวบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง โคโลนีมี
ลักษณะมันวาว แบคทีเรียชนิดนี้มักอยูอาศัยภายในเนื้อเยื้อฟองน้ําหลายชนิด สวนมากเปนกลุมดีโมส
ปองเจีย เชน ในฟองน้ํา Hymeniacidon perleve (Zheng et al., 2005) Suberites spp. เปนตน 
(Thakur et al., 2005) สวนสารท่ีสรางโดยแบคทีเรียชนิดนี้ แตกตางกันตามสภาพภูมิประเทศ เทาท่ี
พบรายงาน คือสายพันธุ s204 ซ่ึงแยกไดจากฟองน้ําเขตข้ัวโลกสรางสาร Siderophore ซ่ึงเปนสารท่ี
มีการแทนท่ีของวงแหวน imidazole มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียหลายชนิด แตยังไม
พบวารายงานการยับยั้งเชื้อ MRSA (Sonnenschein et al., 2017) กรณีสายพันธุท่ีพบโดยทีมวิจัย 
(S6.2) มีฤทธิ์ชีวภาพแตกตางไปจากท่ีพบจากภูมิภาคอ่ืน คาดวานาจะเปนสารกลุมอ่ืนเพราะออกฤทธิ์
เจาะจงตอ MRSA ดังนั้นในการวิจัยชวงท่ีทีมวิจัยประสบความสําเร็จในการคนหาเชื้อเปาหมาย และ
จําแนกเชื้อพรอมท้ังสภาวะการเลี้ยงแบบ mass culture ได ในปท่ี2 คณะวิจัยจะทําการแยกเอาสาร
มีฤทธิ์ออกมา เพ่ือศึกษาลักษณะทางเคมีอยางละเอียดตอไป 
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สรุปผลการทดลอง 
 
 

 สามารถคัดแยกจุลินทรียเอนโดไฟทจากตัวอยางฟองน้ํา และจุลินทรียท่ีอยูบนพ้ืนผิว รวมไปถึง
กลุมท่ีอาศัยอยูเปนอิสระในทะเลของเกาะสาหราย จังหวัดสตูล โดยแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดรหัส S6.2, 
SK3 และ SL19 แสดงฤทธิ์ตานแบคทีเรียดัชนีได จึงนาสนใจนําไปแยกสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
เพ่ือศึกษาดูโครงสรางและนําไปเปนขอมูลพ้ืนฐานของสารออกฤทธิ์ปฏิชีวนะจากจุลินทรียในทะเล
ตอไป 
 
 ส่ิงท่ีคาดวาจะทําตอไป 
 1. พิสูจนแยกวินิจฉัยชนิดของเชื้อดวยการหาลําดับเบสของยีน 16S rDNA และหาลําดับ
วิวัฒนาการท่ีศูนยพันธุวิศวกรรมศาสตรแหงชาติ (ศช.) สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาติ (สวทช.)  

 2. ฝากเก็บรักษาไอโซเลทของเชื้อไวท่ีสํานักงานวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศ
ไทย (TISTR) โดยคัดเลือกไอโซเลท S1.2, S6.2, SK3 และ SL19 ดังแสดงในภาพท่ี 14 

 
 
 
 
 
  

 

 

ภาพท่ี 14 โคโลนีของไอโซเลท S1.2, ไอโซเลท S6.2, ไอโซเลท SK3, ไอโซเลท SL19 
(เรียงจากซายมือมาทางขวามือ) 

 3. เตรียมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากน้ําเลี้ยงเชื้อจุลินทรียท่ีคัดเลือกได (ภาพท่ี 15) และแสดง
ฤทธิ์ปฏิชีวนะตาน MRSA ใหอยูในรูปผงแหงแลวสงไปพิสูจนเอกลักษณทางเคมีตอไป  
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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 นาสนใจเนื่องจากตาน S. aureus TISTR 517 (รูปท่ี 10) และตาน 
MRSA  
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