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บทคัดยอ 

 
การแยกและทําบริสุทธิ์เชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากตัวอยาง ไดแก ฟองน้ํา กัลปงหา สาหราย 

เศษไม  เศษเชือก  ซากสัตวไมมีกระดูกสันหลัง และฟลมชีวภาพ บริเวณเกาะเตา จังหวัดสุราษฎร
ธานี แยกเชื้อไดทั้งหมด 19 สายพันธุ เมื่อนํามาพิสูจนเอกลักษณโดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
ของ 16S rDNA พบวาแบคทีเรียไกลดิงสวนใหญที่แยกไดจํานวน 14 สายพันธุมีความใกลเคียงกับ 
Alphaproteobacterium ในชวงรอยละ 96-100 (796/825 bp) และ 4 สายพันธุมีความใกลเคียงกับ 
Tenacibaculum mesophilum ในชวงรอยละ 98-100 (832/844 bp) สวนอีก 1 สายพันธุมีความ
ใกลเคียงกับ Flexibacter echinicida รอยละ 99 (836/842 bp) เมื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่
ผลิตสารยับยั้งแบคทีเรียโดยเลี้ยงในอาหารเหลว 4 สูตร ไดแก RL1, SK, CY และ VY/2 ซ่ึงเตรียม
จากน้ําทะเลที่เติม 2% XAD-16 resin เพื่อดูดซับสาร secondary metabolites และจากการศึกษา
คุณสมบัติของสารสกัดหยาบทั้งจากแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากเกาะเตาและสารสกัดหยาบจาก
แบคทีเรียไกลดิงที่มีอยูในหองปฏิบัติการจํานวน 227 ตัวอยาง รวมทั้งหมด 303 ตัวอยาง ในการ
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 5 สายพันธุ ไดแก methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
ATCC 43300, vancomycin-resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis 
ATCC 6633, Salmonella Typhi (clinical strain) และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ดวย
วิธี AlamarBlue microdilution broth assay พบวามีสารสกัดหยาบจํานวน 15 ตัวอยาง ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียทดสอบโดยใหคา MIC ต่ํากวา 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ 
Rapidithrix thailandica ซ่ึงแยกไดจากเศษเชือก มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดดีที่สุด โดย
สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดทั้ง 5 สายพันธุ โดยเฉพาะแบคทีเรียดื้อยาสายพันธุ MRSA และ 
VRE ใหคา MIC เทากับ 9.38 และ 18.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาการ
เล้ียงเชื้อ R. thailandica ในอาหาร RL1 และ VY/2  ที่มีสารอาหารแตกตางกัน สงผลใหไดสารสกัด
หยาบที่มีองคประกอบทางเคมีแตกตางกัน โดยการวิเคราะหดวย TLC และ HPLC จึงยืนยันไดวา
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการผลิตสารทุติยภูมิของแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 
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ABSTRACT 

 
Marine gliding bacteria were isolated and purified from marine specimens such as 

sponge, sea fan, seaweed, rope, invertebrate and biofilms collected from Tao Island, Surat 
Thani province. We isolated and purified a total of 19 marine gliding bacteria isolates. The 
identification of all isolates by 16S rDNA sequence analysis indicated that 14 isolates were 
related to Alphaproteobacterium showed similarity values were between 96-100% (796/825 bp), 
4 isolates were related to Tenacibaculum mesophilum showed similarity values were between 
98-100% (832/844 bp) and 1 isolate was related to Flexibacter echinicida showed similarity 
values at 98% (836/842 bp). Each isolate was cultivated in four different liquid media including 
RL1, SK, CY and VY/2 containing seawater and 2% amberlite XAD-16 resin for secondary 
metabolites absorption. The total crude extracts of 303 sample (227 sample has been in 
laboratory) detected by colorimetric microdilution broth assay with AlamarBlue as an indicator 
was used to screen for antibacterial activity of the crude extracts against five pathogenic 
bacteria i.e. methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, vancomycin-
resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella 
Typhi (clinical strain) and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Fifteen crude extracts 
showed antibacterial activity with the MIC values lower than 150 µg/mL. Rapidithrix 
thailandica isolated from rope inhibited growth of five pathogenic bacteria especially, MRSA 
and VRE with the MIC value of 9.38 and 18.75 µg/ml, respectively. Cultivation of R. 
thailandica in different culture media (RL1 and VY/2) yielded crude extracts with different 
chemical composition detected by TLC and HPLC methods. The composition of cultivation 
media, therefore, play important roles in secondary metabolites production by marine gliding 
bacteria. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
 
 ปญหาจากเชื้อดื้อยามักเปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดปญหาอ่ืนๆในการรักษาโรคติดเชื้อ 
ตามมาอีกมาก เชน ทําใหคาใชจายในการรักษาพยาบาลและอัตราการเสียชีวิตสูงขึ้น ทําใหตองใชยา
ที่มีราคาแพงขึ้น รวมไปถึงผูปวยตองพักรักษาในโรงพยาบาลนานขึ้นอีกดวย แบคทีเรียที่ดื้อตอยา
ตานจุลินทรีย ทําใหเกิดความยากลําบากแกแพทยในการรักษาผูปวย เนื่องจากยาสวนใหญทีใ่ชรักษา
โรคติดเชื้อจากแบคทีเรียไมไดผล   ยาที่ใช รักษาเชื้อแบคทีเรียดื้อยาที่มีอยูในปจจุบันเชน 
vancomycin เร่ิมพบวามีเชื้อที่ดื้อยาเพิ่มขึ้นเปนลําดับอยางรวดเร็ว  

จากผลการศึกษาและเฝาระวังเชื้อดื้อยาของศูนยเฝาระวังเชื้อดื้อยาตานจุลชีพแหงชาติ 
พบวาเชื้อ Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) จากเดิมที่พบการดื้อยาเพียง 24% 
ในป 2541 ไดเพิ่มสูงขึ้นเปน 32% ในป 2546 (เชื้อบัคเตรีดื้อยา เปนปญหาสาธารณสุขระดับชาติ, 
2000) โดยพบการติดเชื้อดังกลาวที่ผิวหนัง กระดูก โลหิต ปอด และอวัยวะอื่นๆ และยังพบอกีวาเชือ้
ดังกลาวมีคุณสมบัติในการดื้อยาปฏิชีวนะไดมากกวา 1 ชนิด (multidrug-resistant) เชน methicillin, 
oxacillin หรือ nafcillin  

ในขณะที่สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความสําคัญทางดานการแพทยนั้นสวนใหญจะเปน
สารที่ใชในการรักษาโรคติดเชื้อ เชน antibacterials, antifungals และ antivirals (Grabley and 
Thiericke, 1999; Strohl, 1997) โดยแหลงที่มาของสารดังกลาวนั้นสวนใหญจะมาจากธรรมชาติ
หรือส่ิงมีชีวิตที่พบในธรรมชาติ (natural products) โดยเฉพาะอยางยิ่งพืชหรือจุลินทรียที่พบในดิน
เปนสวนใหญ แตพบวาในระยะ 10 ปที่ผานมามีรายงานวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกไดจาก
ส่ิงมีชีวิตที่อาศัยอยูในทะเลมีจํานวนเพิ่มมากขึ้นและมีศักยภาพที่สามารถพัฒนาไปสูผลิตภัณฑยา
ชนิดใหมได (Faulkner, 2000a,b; Schwartsmann et al., 2001) ทั้งนี้เนื่องจากทะเลเปนระบบนิเวศน
ขนาดใหญ มีพื้นที่ประมาณรอยละ 70 ของพื้นผิวโลก (Haefner, 2003) และมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพสูงมาก เนื่องมาจากปจจัยทางกายภาพในทะเล เชน อุณหภูมิ ความดัน แสงสวาง ความเค็ม 
ความขุน พีเอช และชนิดและปริมาณของสารอินทรียและสารอนินทรียที่อยูในน้ําทะเล (Bull et al., 
2005) มีอิทธิพลตอการปรับตัวและการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตในทะเลทําใหเกิดวิวัฒนาการทาง
สรีระและทางชีวเคมีของสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆเพื่อปรับตัวใหสามารถอยูรอดไดในระบบนิเวศนที่มี
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ความหลากหลายดังกลาว สงผลใหส่ิงมีชีวิตเหลานี้มีการสังเคราะหหรือผลิตสารเมตาบอไลทชนิด
ใหมๆ ที่ตางจากที่เคยมีรายงานไวจากสิ่งมีชีวิตที่อยูบนบก (Fenical et al., 2003) โดยมีรายงานวา
การวิจัยเกี่ยวกับผลิตภัณฑธรรมชาติที่แยกไดจากสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูในทะเลนั้นมีแนวโนมเพิ่ม
สูงขึ้นเรื ่อยๆ อยางไรก็ตามการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในทะเลยังคงมีการจํากัดอยู ใน
สิ่งมีชีวิตเพียงบางกลุม เชน เชื้อราหรือ แอคติโนมัยสีท เปนตน ยังมีจุลินทรียอีกมากมายที่ยังไม
ถูกคนพบหรือนํามาศึกษาเพื่อใชเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Ravenschlag et al., 
1999; Stach et al., 2003)  

การศึกษานี้จึงมุงเนนศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจาก
ทะเลที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียดื้อยาสายพันธุ Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) และ Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis (VRE) เนื่องจากมีรายงานวา 
แบคทีเรียไกลดิงในกลุมของ Myxobacteria สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่สําคัญได
มากมายหลายชนิด แตการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียไกลดิงในทะเลและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
จากแบคทีเรียกลุมนี้ยังมีอยูนอยมาก 
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บทตรวจเอกสาร 
 
แบคทีเรียไกลดิง (Gliding bacteria) 
1. ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรียไกลดิง 

แบคทีเรียไกลดิง (Gliding bacteria) เปนกลุมของแบคทีเรียแกรมลบ ที่มีลักษณะเฉพาะตัว 
คือการเคลื่อนที่แบบคืบคลาน (gliding) บนพื้นผิวที่แข็งโดยไมอาศัยแฟลกเจลา แบคทีเรียในกลุมนี้
มีรูปรางลักษณะที่แตกตางกันไปตามแตชนิด เชน ลักษณะเปนทอน (rod) เสนสาย (filament) หรือ
เปนเกลียว (spiral) ดังแสดงในภาพที่ 1  

แบคทีเรียไกลดิงสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญ คือ กลุมที่สราง fruiting body และ 
กลุมที่ไมสราง fruiting body (Gaspari et al., 2005; Iizuka et al., 1998) ตัวอยางแบคทีเรียไกลดิง
กลุมที่สราง fruiting body ไดแก Myxobacteria ซ่ึงจัดอยูใน Order Myxococcales ดังแสดงในภาพที่ 2 
และ 3 มีลักษณะโคโลนีเปน swarm colony คลายแผนฟลมบางกระจายอยูบนแผนวุน ดังแสดงใน
ภาพที่ 4 เมื่อสภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อในกลุมที่สราง fruiting body เซลลจะมี
การเปลี่ยนแปลงรูปราง โดยที่เซลลจะรวมตัวกันและยกสูงขึ้นเปน fruiting body ซ่ึงมีขนาดระหวาง 
50-500 µm สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ภายใน fruiting body ที่มีการเจริญเต็มที่แลว จะ
เปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลใหมีขนาดสั้นลงจนมีลักษณะเปนรูปกลม ที่เรียกวา myxospore ดัง
แสดงในภาพที่ 5 (Reichenbach and Dworkin, 1992; Dworkin, 1996)  

Myxobacteria สามารถพบไดในดิน เปลือกไม ซากตนไมที่ผุพัง มูลของสัตวกินพืช เชน 
กระตาย แพะ และ กวาง เปนตน นอกจากนี้ยังพบวา Myxobacteria สามารถเจริญไดในที่ที่มีความ
เขมขนของเกลือสูง เชน ในน้ําทะเลและตะกอนดินที่บริเวณชายฝงทะเล แตที่ผานมายังมีการศึกษา
เพื่อแยก Myxobacteria จากตะกอนดินในทะเลไมมากนัก (Iizuka et al.,1998) สําหรับแบคทีเรียไกล
ดิงชนิดที่ไมสราง fruiting body ไดแก แบคทีเรียใน Sub-Order และ Order ตางๆ ดังนี้ คือ Sub-
Order Chlorobiinae (Green Sulfur Bacteria), Order Beggiatoales (Sulfur Bacteria), Order 
Leucotrichales (Organoheterotrophic Bacteria) และ Order Cytophagales ลักษณะโคโลนีของ
แบคทีเรียไกลดิงในกลุมนี้บางครั้งจะมีลักษณะคลายกับรากของตนไม ดังแสดงในภาพที่ 6 โคโลนี
ของ Cytophagale จะมีสีตางๆ เชน สีเหลือง สีสม และสีแดงอิฐ อันเนื่องมาจากรงควัตถุในกลุมของ
แคโรทีนอยด เปนตน แบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบไดในดินที่มีพีเอชเปนกลาง ซากพืชเนาเปอย มูล
สัตวกินพืช หรือแมแตในทะเล เชน ซากสาหรายทะเล ตะกอนดิน ซากสัตวทะเล เปนตน  
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(a) Cystobacter ferrugineus, cells from a liquid culture  
(b) Stigmatella aurantiaca, cells in situ on agar surface in a chamber culture  
(c) Chondromyces crocatus in a chamber culture 
(d) Sorangium compositum in a chamber culture 
(e) Myxospores of Cystobacter ferrugineus, from a crushed, degenerated  
(f) Myxospores of Cystobacter velatus from a crushed fruiting body sporangiole  
(g) Experimentally induced myxospores of Stigmatella aurantiaca on the agar surface in 
      a chamber culture 
(h) Myxospores from a Myxococcus xanthus fruiting body  

 
ภาพที ่1 รูปรางลักษณะของเซลล Myxobacteria แบบตางๆ  
Figure 1. Morphological characteristics of myxobacteria  
ที่มา: Balows และคณะ (1992) 
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ภาพที ่2 วัฏจักรเซลลของ myxobacteria: Stigmatella aurantiaca 
Figure 2. Cellular morphogenesis of myxobacteria shown by the example of Stigmatella 
                aurantiaca 
ที่มา : Gerth และ Reichenbach (1978) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 การสราง fruiting body ของ Myxococcus xanthus ที่เวลา 0, 7, 12, 31, 61 และ 72 ชม. ของ 
            การเจริญ 
Figure 3. Fruiting body formation of Myxococcus xanthus at 0, 7, 12, 31, 61 and 72 h of growth 
ที่มา : Kuner และ Kaiser (1982) 

0 7 12 

31 61 72 
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(a) Stigmatella erecta บนอาหารวุนCY  
(b) Myxobacteria xanthus บนอาหารวุนคาซิโตน (Casitone)  
(c) Polyagium sp.บนแผนวุน 
(d) Cysyobacter violaceus บนแผนวุน VY/2  
(e) Nannocystis exedens บนอาหารเลี้ยงเชือ้คาซิโตน (Casitone)  
(f) Corallococcus coralloides บนอาหารวุนคาซิโตน (Casitone)  
(g) Polyangium sp. บนแผนวุนเลี้ยง E. coli  
(h) Stigmatella erecta บนอาหารวุนคาซิโตน (Casitone)  
(i) Nannocystis exedens บนแผนวุนเลี้ยง Micrococcus luteus 
             
ภาพที่ 4 ลักษณะโคโลนีแบบตางๆของ Myxobacteria 
Figure 4. Colony characteristics of myxobacteria 
ที่มา: Balows และคณะ (1992) 
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(a) Myxococcus fulvus, on soil crumbs on coli-spot agar, China 
(b) Myxococcus stipitatus, on wood particles of a soil sample, Hait 
(c) Myxococcus virescens, on rabbit dung as bait, Illinois 
(d) Myxococcus xanthus, on peat particles, Belgium 
(e) Corallococcus coralloides, on coli-spot agar, Malawi 
(f) Corallococcus exiguus, on coli-spot agar, France 
(g) Angiococcus disciformis, on vy/2 agar, Zaire 
(h) Archangium gephyra, on rabbit dung as bait, Cyprus 
             
ภาพที่ 5 ลักษณะ fruiting body ของ Myxobacteria แบบตางๆ 
Figure 5. Fruiting body characteristics of myxobacteria 
ที่มา: Dawid (2000) 
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(a), (c) โคโลนีของ Cytophaga-like bacteria ที่แยกไดจากดิน  
(b) ลักษณะโคโลนีของ Flexibacter filiformis บนแผนอาหารวุน  
(d) ลักษณะโคโลนีของ F. filiformis บนอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีสารอาหารนอยโคโลนีจะม ี
      ขนาดคอนขางใหญและมีการกระจายตัว         
(e) ลักษณะโคโลนีของ F.  filiformis บนอาหารที่มีสารอาหารมากโคโลนีจะมีขนาดเลก็ 
     และกระจุกตัวกันอยูแนน  
(f) ลักษณะโคโลนีของ Cytophaga-like bacteria บนอาหารวุน CY  
(g) ลักษณะโคโลนีของ Cytophaga flevensis ที่ทําการแยกเชื้อจากแหลงน้ําจืด  
(h) ลักษณะโคโลนีของ F.  filiformis กลุมเซลลอยูอยางหนาแนนบริเวณสวนปลายของสายเมือก  
(i), (k) ลักษณะโคโลนีของ Cytophaga columnaris ซ่ึงเปนจุลินทรียกอโรคในปลาน้ําจืด  
 
ภาพที่ 6 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิงใน Order Cytophagales  
Figure 6. Colony of gliding bacteria in the Order Cytophagales 
ที่มา: Balows และคณะ (1992) 
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2. การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิง 
 จากการสํารวจเอกสารงานวิจัยที่ผานมาพบวาการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียไกลดิงสวนใหญ
จะอยูในกลุมของ Myxobacteria ที่แยกไดจากดิน เนื่องจากลักษณะเดนของ Myxobacteria ที่สราง 
fruiting body ทําใหสามารถแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ไดงาย แตการแยกเชื้ออาจไมประสบผลสําเร็จหาก
เทคนิคที่ใชแยกไมเหมาะสมเชน การเจือจางเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ วิธีนี้จะไมพบเชื้อ Myxobacteria 
เนื่องจากเชื้อจะสรางเมือกทําใหเซลลไมกระจายตัว เมื่อนําไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อจึงไมพบการ
เจริญของเชื้อ หรือแมแตองคประกอบของอาหารที่ใชแยกเชื้อก็มีความสําคัญ เนื่องจากเชื้อ
แบคทีเรียไกลดิงเจริญชากวาแบคทีเรียอ่ืนๆ หากใชอาหารที่มีความสมบูรณ เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆที่โต
เร็วกวาหรือเชื้อราก็จะเจริญทับโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิง ทําใหถูกมองขามไดโดยงาย จาก
รายงานพบวาเชื้อแบคทีเรียไกลดิงในกลุม Myxobacteria สามารถพบไดจากแหลงตางๆ เชน ดิน มลู
สัตวกินพืช และเปลือกไม ดังแสดงในตารางที่ 1 และจากการสํารวจพบวาคณะนักวิจัยที่ศึกษา
เกี่ยวกับแบคทีเรียไกลดิงไดเสนอแนะวิธีการแยกเชื้อ Myxobacteria จากดินไวดังนี้ (Gaspari  et al., 
2005; Reichenbach and Dworkin, 1992)  

1. การแยกโดยใชมูลกระตายเปนเหยื่อลอ นําตัวอยางดินที่ทําใหช้ืนดวยน้ํากลั่นใสลงใน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดใหญ และนํามูลกระตายที่ผานการอบฆาเชื้อดวยความรอนใสลงบนดิน 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิหองจนสามารถสังเกตเห็น โคโลนีของ Myxobacteria จะเจริญอยูบนมูล
กระตายจนเกิดการพัฒนาและสราง fruiting body ที่สามารถสังเกตไดโดยงาย 

2. การแยกโดยใช Escherichia coli เปนเหยื่อลอ จากคุณสมบัติของแบคทีเรียไกลดิงชนิด 
Myxobacteria ที่สามารถยอยสลายแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนได ทําใหสามารถนําคุณสมบัติดังกลาวนี้
มาแยกเชื้อโดยการเลี้ยงเชื้อ E. coli เปนเหยื่อลอซ่ึงมีวิธีโดยสรุปดังนี้ เล้ียงเชื้อ E. coli ในอาหาร
เหลว แลวนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลกอนละลายในน้ํากลั่นที่เติม cyclohexamide 100 µg/mL 
เพื่อชวยยับยั้งเชื้อรา นําเชื้อ E. coli ที่ไดมา streak ลงบนอาหารเลี้ยงแลววางตัวอยางดินที่ใชแยกเชื้อ
ซ่ึงชุมดวยน้ํากลั่นขนาดเทาเมล็ดถ่ัวตรงกลางจานเพาะเชื้อ บมที่อุณหภูมิหอง สังเกตลักษณะ swarm 
colony และ fruiting body หลังจาก 1-3 สัปดาห 

3. การแยกจากวัสดุธรรมชาติ นําเปลือกไมจากตนไมที่ตายแลวหรือยังมีชีวิตอยู เนื้อไมที่ผุ
พัง หรือมูลสัตวกอนเล็กๆ ใสลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดใหญ วางลงบนกระดาษกรองที่เติมน้ํา
กล่ันผสม cyclohexamide 100 µg/mL บมที่อุณหภูมิหอง fruiting body จะเจริญบนตัวอยางและบน
กระดาษกรอง สังเกตการเจริญของเชื้อทุกวันโดยเฉพาะในชวง 10 วันแรก 
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ตารางที่ 1 แหลงที่พบ Myxobacteria  
Table 1. Sources of Myxobacteria  
 
Substrate Myxobacterial species typically found 
Soil Nannocystis exedens, Sorangium cellulosum, Archangium serpens, 

Corallococcus coralloides,Polyangium spp., Cystobacter spp.,  
Myxococcus fulvus, Mx. Virescens, Mx. stipilatus 

Dung of herbivores Myxococcus fulvus, Corallococcus coralloides, Mx. Virescens 
Cystobacter fuscus, Cb. ferrugineus, Archangium serpens,  
Nannocystis exedens, Cb. velatus 

Bark and rotting wood Stigmatella aurantiaca, Chondromyces apiculatus, Sorangium 
cellulosum, Corallococcus coralloides, Myxococcus fulvus,   
Cm. pediculatus, Haploangium spp. 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Reichenbach และ Dworkin (1992)  
 

Reichenbach และ Dworkin (1992 อางโดย Li et al., 2002) ไดศึกษาการแยกแบคทีเรียไกล
ดิงในกลุม Myxobacteria จากตัวอยาง เชน น้ําทะเล ทราย และตะกอนดินในทะเล โดยใชอาหาร
เล้ียงเชื้อชนิด water agar (WAT agar) ที่ดัดแปลงโดยการละลายวุน 1.5% และ CaCl2 0.05% ลงใน
น้ําทะเล นําไปฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  แลวทําการ smear เชื้อ Escherichia coli 
บนผิวหนาอาหาร WAT agar  กอนนําทรายหรือตะกอนดินที่ผานการอบใหแหงจํานวน 0.2 กรัม มา
เติมลงบนเชื้อ E. coli โดยตรง สวนตัวอยางน้ําทะเลนํามากรองผานกระดาษกรองขนาด 0.3 µm 
แลวนําตะกอนบนกระดาษกรองมาเติมลงบน E. coli  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ
ลักษณะของ fruiting body ภายใตกลองจุลทรรศน แลวเขี่ย fruiting body มาเลี้ยงในอาหาร Vy/2 
สังเกตการเจริญเติบโตและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ จัดจําแนกเชื้อโดยดูลักษณะของ 
vegetative cell, fruiting body, myxospore และ swarms colony ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียไกลดงิที่แยกไดจากทะเล 
Table 2. Morphology characteristics of marine gliding bacteria  
 

Samples Taxonomy   Vegetative size of cells (µm) Fruiting bodies characteristics 
seawater Myxococcus 6-9×0.6-0.8 bright yellow, O=100-150 µm 
seawater Myxococcus 4-6×0.8-1.0 yellow, rigid, irregular 
sand Myxococcus 4-6×0.8-1.0 violet, O=30-50 µm 
sand Corallococcus 4-6×0.8-1.0 light red, irregular 
sand Cystobacter    8-10×0.6-0.8 black, O=20-50 µm 
sand Myxococcus 5-7×0.8-1.0 dark brown, O=20-40 µm 
soil Myxococcus 6-8×0.8-1.0 light red, O= 80-100 µm  
oyster Myxococcus 4-6×0.8-1.0 light yellow, O= 100-150 µm     
echinus Angiococcus 4-6×0.8-1.0 light brown, O= 10-30 µm 
seagrass Myxococcus 4-6×0.8-1.0 brown, O= 50-100  µm   

ที่มา: ดัดแปลงจาก Li และคณะ (2002)  
 

Frias-Lopez และคณะ (2002) ไดรายงานความสัมพันธของแบคทีเรียที่แยกไดจากผิวของ
ซากปะการังพบวา เชื้อที่แยกไดสวนใหญคือ  γ-Proteobacterium รองลงมาคือ  Cytophaga-
flavobacterium-Bacteriodes (CFB) ซ่ึงเปนกลุมของแบคทีเรียไกลดิงและ α-Proteobacterium 
ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 7 โดยแบคทีเรียกลุม Proteobacterium นั้นเปนกลุมของแบคทีเรียที่
เปน dominant ในสิ่งแวดลอมที่มีคุณสมบัติเปนผูลา (predator) แบงออกเปน 5 subunits ไดแก α-
Proteobacterium, β-Proteobacterium, γ-Proteobacterium, δ-Proteobacterium และ ε- 
Proteobacterium และเมื่อเปรียบเทียบดูความใกลชิดของแบคทีเรียในกลุม Proteobacteria และ CFB 
พบวาคอนขางใกลชิดกัน โดยที่แบคทีเรียไกลดิงจะจัดอยูในกลุม δ-Proteobacterium ดังแสดงใน
ภาพที่ 8 
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ภาพที่ 7 เปอรเซ็นตของแบคทีเรียที่พบจากผิวของซากปะการัง 
Figure 7. Percentage of bacteria isolated from dead coral surface 
ที่มา : Frias-Lopez และคณะ (2002) 
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ภาพที่ 8 แผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธของเชื้อกลุม α-Proteobacterium, γ-Proteobacterium  
              และ CFB 
Figure 8. Phylogenetic tree of α-Proteobacterium, γ-Proteobacterium and CFB 
ที่มา : Lee และคณะ (2003) 
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3. การจัดจําแนกแบคทีเรียไกลดิง (Classification of gliding bacteria) 
การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไกลดิง ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกันมาก

นั้นทําไดคอนขางยากโดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่เชื้อดังกลาวไมมีการสราง fruiting body ตอมาเมื่อ
เทคนิคทางดานชีววิทยาโมเลกุล เชน 16S rDNA sequencing และ DNA-DNA hybridization ได
พัฒนามากขึ้นทําใหการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไกลดิงมีความถูกตองและแมนยํามากขึ้น 
อนุกรมวิธานของแบคทีเรียไกลดิงโดยทั่วไปแสดงในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 อนุกรมวิธานของแบคทีเรียไกลดิง  
Table 3. Taxonomy of gliding bacteria 
 

  Class Order Suborder Families Genera 
   Proteobacteriae 
 

Myxococcales Cystobacterineae Myxococcaceae Myxococcus, Corallococcus 
(formerly Chondrococcus) 
Pyxicoccus nov.gen 

   Cytobacteraceae Archangium, Cystobacter 
Melittangium, Stigmatella 
Hyalangium nov.gen 

  Sorangineae Polyangiaceae Sorangium, Polyangium 
Haploangium, Chondromyces 
Byssophaga nov.gen 
Jahnia nov.gen 

  Nannocystineae Nannocystaceae Nannocystis 

   Kofleriaceae Kofleria nov.gen 
Haliangium nov.gen 

 Cytophagales  Cytophagaceae Cytophaga, Sporocytophaga 
Flexibacter, Microscilla 
Flexithrix, Capnocytophaga 
Taxeobacter Unnamed 
Cytophaga-like bacteria 
(several genera) 

  Chloroflexabiineae 
 

Chloroflexaceae Chloroflexus 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 
Table 3. (Cont.) 
 
Class Order Suborder Families Genera 
Cyanomorphae Beggiatoales 

(sulfur bacteria) 
  Beggiatoa, Thioploca, 

Thiothrix,,  Thiospirillopsis, 
Achromatium 

Cyanobacteriae 
(Blue-green 
bacteria) 

   Oscillatoria, Microcoleus, 
Rivularia, Crinalium, 
Spirulina, Synechococcus 

 Leuchotrichales   Vitreoscilla, Leucothrix, 
Simonsiella, Alysiella, 
Saprospira 

   Flavobacteriaceae Aequorivita, Arenibacter, 
Cellulophaga, Croceibacter, 
Fucobacter, Gelidibacter, 
Mesonia, Muricauda,  
Polaribacter, Psychroflexus, 
Psychroserpens, Ulvibacter, 
Salegentibacter, Zobellia, 
Tenacibaculum, Vitellibacter, 
Riemerella, 
Ornithobacterium, 
Coenonia, Myroides,  
Empedobacter, Bergeyella, 
Weeksella 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Reichenbach (1981), McCurdy (1989), Reichenbach และ Dworkin (1992) 
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4. สารที่มีฤทธิ์ตานจุลินทรีย (Antimicrobial agents)  
 สารที่มีฤทธิ์ตานจุลินทรีย หมายถึง สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญหรือทําลายจุลินทรีย ซ่ึง
อาจจะไดมาจากแหลงธรรมชาติหรือโดยการสังเคราะหทางเคมี โดยทั่วไปสารที่มีฤทธิ์ตาน
แบคทีเรีย สามารถจําแนกประเภทได 2 วิธีดวยกันคือ (Hugo and Russell, 1987)  
4.1 จําแนกตามวิธีการออกฤทธิ์ยับยั้ง (mode of action) ซ่ึงจะแบงไดเปน 2 กลุม คือ 

4.1.1 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (bacteriostatic) เชน tetracycline และ 
                       Chloramphenicol 

4.1.2 สารที่มีฤทธิ์ฆาแบคทีเรีย (bactericidal) เชน penicillin, cephalosporin, 
         aminoglycoside และ vancomycin    

4.2 จําแนกตามกลไกการออกฤทธิ์ของยา (mechanisms of action) ดังแสดงในภาพที่ 7 ซ่ึงสามารถ
แบงสารออกไดเปน 4 กลุมใหญๆ คือ 

4.2.1 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสรางผนังเซลล ไดแก 
- ยาปฏิชีวนะในกลุม beta-lactam เชน penicillin cephalosporin  
- glycopeptides เชน vancomycin 
- cycloserine 
- bacitracin 
- fosfomycin 

4.2.2 สารที่ออกฤทธิ์ขัดขวางการทํางานของเซลลเมมเบรน ไดแก  
- polymyxin  
- daptomycin 

4.2.3 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสรางโปรตีน ไดแก 
- aminoglycosides และ spectinomycin 
- tetracyclines 
- chloramphenicol 
- macrolide lincosamides 
- fusidic acid  

4.2.4 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสรางกรดนิวคลีอิก สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม คือ 
- ยับยั้งการสรางสารตั้งตน (precursor) ไดแก sulfonamides, trimethoprim 
- ยับยั้ง DNA replication ไดแก quinolones 
- ยับยั้ง RNA polymerase ไดแก rifampin 
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ภาพที่ 9 กลไกการยับยั้งเชื้อจลิุนทรียของยาปฏิชีวนะ 
Figure 9. Mechanisms of action of antimicrobial drugs  
ที่มา: Singh และ Barrett (2006) 
 
การดื้อยาของแบคทีเรียกอโรค (Mims et al., 1993) 
 แบคทีเรียดื้อยาอาจมีอยูในธรรมชาติโดยที่แบคทีเรียนั้นไมจําเปนตองไดรับยาตาน
แบคทีเรียชนิดนั้นมากอนเลย แตอาจดื้อตอยาบางกลุมได เนื่องจากไมมีองคประกอบของเซลลที่
เปนเปาหมายของยา หรืออาจเกิดจากการที่ยาไมสามารถถูกดูดซึมเขาสูเซลลได  นอกจากนี้
แบคทีเรียบางชนิดที่เคยไวตอยาชนิดใดชนิดหนึ่งก็อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงทําใหดื้อยานั้นไดโดย
กระบวนการตางๆ เชน 

1. การกลายพันธุตามธรรมชาติ (spontaneous mutation) ทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงใน
โครโมโซม เกิดยีนดื้อยา (resistant gene) ขึ้น การกลายพนัธุตามธรรมชาติมีอัตราการเกิดที่
คอนขางต่ําประมาณ 10-8 ถึง 10-9 โดยทั่วไปจะพบในแบคทีเรียทีด่ือ้ยาสเตรปโตมัยซิน 
แบคทีเรียที่มยีนีดื้อยาเมื่อมกีารแบงตัวจะทาํใหไดประชากรดื้อยาเพิม่มากขึ้น 

2. แบคทีเรียไดรับยีนดื้อยาท่ีอยูบนพลาสมิด หรือทรานสโปซอนจากแบคทีเรียอ่ืนโดยการ
ถายเทยีน (gene transfer)       
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กลไกการดื้อยา  
 กลไกการดื้อยาเกิดจากยีนดื้อยาควบคุมใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตางๆ ภายในเซลลแบคทีเรีย
มีผลใหเกิดการดื้อยา ซ่ึงแบงไดเปน 3 แบบใหญๆ ดังนี้ (Franklin and Snow, 1989) 

1. การเปลี่ยนแปลงเปาหมายในการออกฤทธิ์ของยา (alteration in target site) พบในแบคทีเรีย
ที่ดื้อยากลุม macrolides, lincosamides, sulfonamides, trimethoprim และ rifampisin 

2. การเปลี่ยนแปลงการนํายาเขาสูเซลล (altered uptake) อาจโดยเพิ่ม impermeability ของ
ผนังเซลล หรือการขับยาออกจากเซลล เชน แบคทีเรียที่ดื้อยากลุม tetracycline 

3. มีการสรางเอนไซมมาทําลายยา (drug inactivation) ซ่ึงเปนกลไกที่สําคัญของแบคทีเรียที่
ดื้อยากลุม beta-lactam โดยสรางเอนไซม  beta-lactamase มายอยพันธะในสวนของ beta-
lactam ring เกิดเปน penicilloic acid ซ่ึงไมมีผลในการทําลายเช้ือ การดื้อยาวิธีนี้สามารถ
ถายทอดผานทาง plasmid ได (Rice, 2006) 

 
5. สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียไกลดิง 

5.1 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
Myxovirescin ที่แยกไดจาก Myxococcus virescens มีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียไดหลายชนิด เชน Corynebacterium sp., Pasteurella sp., Actinomyces sp., Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus เปนตน (Content et al., 2003) โดยที่ Reichenbach (2001) ไดรายงาน
วา myxovirescin จะถูกสังเคราะหขึ้นในชวงปลายของ log phase ถึง stationary phase และการผลิต
สารประกอบนี้จะขึ้นอยูกับอัตราการใชเปปโตน และการใชออกซิเจนของเชื้อ โครงสรางทางเคมี
ของ Myxovirescin ดังแสดงในภาพที่ 10 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10 โครงสรางทางเคมีของ Myxovirescin 
Figure 10. Chemical structure of myxovirescin 
ที่มา: Content และคณะ (2003) 
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Corallopyronin ซ่ึงแยกไดจาก Corallococcus coralloides สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทั้งชนิดแกรมบวกและแกรมลบ โดยยับยั้งกิจกรรมของ RNA polymerase (Reichenbach, 
2001) โครงสรางทางเคมีของ Corallopyronin ดังแสดงในภาพที่ 11 

 

 

 

 
ภาพที่ 11 โครงสรางทางเคมีของ Corallopyronin 
Figure 11. Chemical structure of corallopyronin 
ที่มา: Alexander และคณะ (2000) 
 

Kunze และคณะ (1998) ไดรายงานการแยกสาร Apicularens A และ B จาก
Myxobacteria Chondromyces sp. โดยพบวา Apicularen A สามารถละลายไดดีในเมทานอล  
อะซิโตน คลอโรฟอรม และ เอทิลอะซิเตท มีสูตรทางเคมี คือ C25H31NO6 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ  รวมทั้งยับยั้งการเจริญของยีสตและรา ในขณะที่ 
Apicularen B ซ่ึงสามารถละลายไดดีในน้ํา มีสูตรทางเคมี คือ C33H44N2O11 ออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะ
แบคทีเรียแกรมบวกเทานั้น โครงสรางทางเคมีของ Apicularens A และ B ดังแสดงในภาพที่ 12 
 
 
 

 
 

                                                                     
                                                                    Apicularen A; R = H 
                                                                    Apicularen B; R = N-acetyl-β-D-glucosamine 
ภาพที่ 12 โครงสรางทางเคมีของ Apicularen A และ B  
Figure 12. Chemical structures of apicularens A และ B 
ที่มา: Kunze และคณะ (1998) 
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Myxothiazol ซ่ึงแยกไดจาก Myxococcus fulvus มีคุณสมบัติออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อราโดยขัดขวางกระบวนการถายทอดอิเลกตรอน ซ่ึงมีความจําเพาะกับ Complex III (bc1-
complex) ที่มีความสําคัญตอการสรางพลังงานเพื่อใชในการเจริญเติบโตและกิจกรรมอื่นๆของเชื้อ
รา (Reichenbach, 2001) โครงสรางทางเคมีของ Myxothiazol ดังแสดงในภาพที่ 13 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 13 โครงสรางทางเคมีของ Myxothiazol 
Figure 13. Chemical structure of myxothiazol 
ที่มา: Reichenbach และคณะ (2001) 
 

Stigmatellin ซ่ึงเปนสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราอีกชนิดหนึ่งที่แยกไดจาก 
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 โดยมีกลไกการออกฤทธิ์คลายกับ myxothiazol คือ ยับยั้ง 
mitochondrial cytochrome b-c complex และ chloroplast cytochrome b6 f complex (Richard, 1986) 
โครงสรางทางเคมีของ Stigmatellin ดังแสดงในภาพที่ 14 
 

  
 
 
 
 
ภาพที่ 14 โครงสรางทางเคมีของ Stigmatellin 
Figure 14. Chemical structure of stigmatellin 
ที่มา:  Beyer และคณะ (1999) 
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Ambruticin เปนสารผลิตภัณฑธรรมชาติชนิดแรกที่แยกไดจาก Myxobacteria สาย
พันธุ Sorangium cellulosum (Ringel และคณะ 1977; อางโดย Reichenbach และ Dworkin, 1992) 
สารดังกลาวมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา โดยเฉพาะกลุม Tricophyton และ 
Microsporum sp., Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatididis และ 
Aspergillus sp. (Knauth และ Reichenbach, 2000) โครงสรางทางเคมีของ Ambruticin ดังแสดงใน
ภาพที่ 15 
  

 
 
 
 
 
ภาพที่ 15 โครงสรางทางเคมีของ Ambruticin 
Figure 15. Chemical structure of ambruticin 
ที่มา: Knauth และ Reichenbach (2000) 
  

Jansen และคณะ (2003) รายงานการแยกและสูตรโครงสรางทางเคมีของ 
Chondrochlorens A และ B ซ่ึงประกอบดวย β –amino styrenes และหมูคลอรีนที่แยกไดจาก 
Myxobacteria สายพันธุ Chondromyces crocatus โดยที่สารดังกลาวจะมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เชื้อรา โครงสรางทางเคมีของ Chondrochlorens A และ B ดังแสดงในภาพที่ 16 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 16 โครงสรางทางเคมีของ Chondrochlorens A และ B 
Figure 16. Chemical structures of chondrochlorens A และ B 
ที่มา: Jansen และคณะ (2003) 
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Katayama และคณะ (1993) รายงานการแยกสาร TAN-1057 A-D จาก Flexibacter sp. 
PK-74 และ PK-176 ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุ Staphylococcus epidermidis 
IFO3762, Micrococcus luteus IFO12708 และ Staphylococcus aureus FDA209P โครงสรางทาง
เคมีของ TAN-1057 A-D ดังแสดงในภาพที่ 17 

 
 
TAN-1057 A 
 
 
 
 
TAN-1057 B 
 
 
  
 
TAN-1057 C 
 
 
 
 
 
TAN-1057 D 
 
 
 
 
ภาพที่ 17 โครงสรางทางเคมีของ TAN-1057 A-D  
Figure 17. Chemical structures of TAN-1057 A-D 
ที่มา: Katayama และคณะ (1993) 
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Shoji และคณะ (1988) รายงานการแยกและทําบริสุทธิ์สาร Katanosin A 
(C57H95N15O17) และ Katanosin B (C58H97N15O17) จากแบคทีเรียไกลดิง PBJ-5356 ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้ง 
Staphylococcus aureus FDA JC-1, Streptococcus pneumoniae Type1, Streptococcus pyrogenes 
C-203 และ Streptococcus faecalis SR700 โครงสรางทางเคมีของ Katanosin A และ Katanosin B 
ดังแสดงในภาพที่ 18 
 
Katanosin A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Katanosin B 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18 โครงสรางทางเคมีของ Katanosin A และ Katanosin B 
Figure 18. Chemical structures of katanosin A และ katanosin B 
ที่มา: Shoji และคณะ (1988) 

HN

O

H
N

O

O

O
O

HO
O

H
N

N
H

NH

O
NH2

HN

O

OH

H
N

N

NH2

OH
O

O

H
N

NH

O

HN NH2

HN O

O OH

H

HN

O

H
N

O

O

O
O

HO
O

H
N

N
H

NH

O
NH2

HN

O

OH

H
N

N

NH2

OH
O

O

H
N

NH

O

HN NH2

HN O

O OH

H



 

24

N

H
N

O

N

O

O

N

O

N
H

OHMe O

O R1

O

S

O

R2

5.2 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 
Saframycin เปนสารกลุม Isoquinoline ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็ง ซ่ึงแยกไดจาก Byssovorax cruenta (Myxobacteria) ที่พบในสัตวทะเลไมมีกระดูกสัน
หลัง (Schmidt et al., 2004) โครงสรางทางเคมีของ Saframycin ดังแสดงในภาพที่ 19 

 
 

 
 

 
 
 
ภาพที่ 19 โครงสรางทางเคมีของ Saframycin  
Figure 19. Chemical structure of saframycin 
ที่มา: Rodrigues และคณะ (2004) 
 

Tubulysins A-E เปนสารที่ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง ที่แยกไดจาก Myxobacteria 
สายพันธุ Archangium gephyra และ Angiococcus disciformis โครงสรางทางเคมีของ Tubulysins 
A, B, D และ E ดังแสดงในภาพที่ 20 
 
                     
 
 
 
 
Tubulysin A R1 = CH2-CH(CH3)2; R2 = OH; Tubulysin B R1 = CH2-CH2-CH3; R2 = OH 
Tubulysin D R1 = CH2-CH(CH3)2; R2 = H; Tubulysin E R2 = CH2-CH2-CH3; R2 =  H 
  
ภาพที่ 20 โครงสรางทางเคมีของ Tubulysins A, B, D และ E 
Figure 20. Chemical structures of tubulysins A, B, D และ E 
ที่มา: Sasse และคณะ (2000)  
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Soraphen A ที่แยกไดจาก Sorangium cellulosum So ce26 เปนสารยับยั้งเซลลมะเร็งอีก
ชนิดหนึ่งที่มีฤทธิ์คอนขางดีและอยูในระหวางการพัฒนาเปนยาชนิดใหมเพื่อใชรักษาโรคมะเร็ง 
และยังพบอีกวาสารดังกลาวสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราไดอีกดวย (Reichenbach, 
2001) โครงสรางทางเคมีของ Soraphen A ดังแสดงในภาพที่ 21 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 21 โครงสรางทางเคมีของ Soraphen A 
Figure 21. Chemical structure of soraphen A 
ที่มา: Reichenbach (2001) 
  

Epothilone A เปนสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งที่แยกไดจาก Sorangium cellulosum 
สารประกอบชนิดนี้มีโครงสรางทางเคมี ดังแสดงในภาพที่ 22 ปจจุบัน Epothilone A อยูใน
การศึกษาขั้น Clinical trial ในระยะที่ 3 สําหรับใชรักษาโรคมะเร็งที่ดื้อยาหลายชนิดรวมกัน ทําให
สารประกอบชนิดนี้ไดรับความสนใจจากนักวิจัยเปนอยางมาก ดังจะเห็นไดจากจํานวนรายงาน
การศึกษาที่เกี่ยวของกับ Epothilone A ทั้งที่เปนผลงานตีพิมพและสิทธิบัตรจํานวนมาก ดังแสดงใน
ภาพที่ 23 
 
 
 
  
 
 
 
ภาพที่ 22 โครงสรางทางเคมีของ Epothilone A 
Figure 22. Chemical structure of epothilone A 
ที่มา: Reichenbach (2001) 
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ภาพที่ 23 จํานวนการตพีิมพและการจดสิทธิบัตรเกี่ยวกับ Epothilone A ตั้งแต ป ค. ศ. 1993-2002 
Figure 23. Numbers of publications related to epothilone A from 1993 to 2002 
ที่มา : Gerth และคณะ (2003) 
 

 โดยสรุปแลวสารเมตาบอไลทที่ผลิตไดจากแบคทีเรียไกลดิงชนิดตางๆ นั้นมี
จํานวนมาก ดังแสดงในตารางที่ 4 แตสวนใหญแลวจะจํากัดอยูแตเฉพาะกลุมของ Myxobacteria 
ที่แยกไดจากดินเสียเปนสวนใหญ ซึ่งเปนขอมูลสําคัญที่แสดงใหเห็นวา ศักยภาพของแบคทีเรีย
ไกลดิงในการเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนั้นมีไมนอยกวาจุลินทรียในกลุมอื่นๆ เชน 
แอคติโนมัยสีทหรือเชื้อรา จึงเปนที่นาสนใจที่จะทําการศึกษาเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
จากแบคทีเรียไกลดิงชนิดใหมโดยเฉพาะแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลซึ่งยังมีการศึกษาอยู
ในขอบเขตที่จํากัดกลาวคือ มีเพียงรายงานเกี่ยวกับการแยกแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลมากกวาที่จะ
มุ ง เนนการศึกษาเพื่อการใชประโยชนในการเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
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ตารางที่ 4 สูตรเคมีและน้ําหนักโมเลกุลของสารประกอบที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพซึ่งแยกไดจากแบคทีเรียไกลดิง 
Table 4. Empirical formular and molecular weight of compounds from gliding bacteria 

 
Compounds Empirical 

Formular 
Molecular 

weight 
Sources Biological activity References 

Althiomycin C16H17N5O6S2 439.0 Myxococcus xanthus Antibacterial Gaspari et al., 2005 
Saframycin C29H33N5O7 563.0 Myxobacteria Antibacterial, Cytotoxic Schmidt et al., 2004 
Myxothiazol C20H26N2O4S2 422.0 Myxococcus fulvus Antifungal, Cytotoxic Reichenbach, 2001 
Chondramide A C36H46N4O7 646.0 Myxobacteria Antitumor Reichenbach, 2001 
Epothilon A C26H39NO6S 493.0 Sorangium cellulosum Cytotoxic Reichenbach, 2001 
Soraphen A C29H44O8 520.0 Sorangium cellulosum  Antifungal, Cytotoxic Reichenbach, 2001 
Apicularen A 
Apicularen B 

C25H31NO6 
C33H44N2O11 

441.0 
644.0 

Chondromyces (Myxobacteria) 
Chondromyces (Myxobacteria) 

Antibacterial, Cytotoxic 
Antibacterial, Cytotoxic 

Kunze et al., 1998 
Kunze et al., 1998 

Tubulysin A C43H65N5O10S 843.0 Archangium gephyra & Angiococcus disciformis Cytotoxic Sasse et al., 2000 
Tubulysin B C42H63N5O10S 829.0 Archangium gephyra & Angiococcus disciformis Cytotoxic Sasse et al., 2000 
Tubulysin C C43H5N5O10S 767.0 Archangium gephyra & Angiococcus disciformis Cytotoxic Sasse et al., 2000 
Tubulysin D C42H63N5O9S 813.0 Archangium gephyra & Angiococcus disciformis Cytotoxic Sasse et al., 2000 
Corallopyronin C30H41NO7 527.0 Corallococcus coralloides Antibacterial Alexander et al., 2000 
 



ตารางที่ 4 (ตอ) 
Table 4. (Cont.) 
 
Compounds Empirical 

Formular 
Molecular 

weight 
Sources Biological activity References 

Ambruticin S C28H42O6 474.0 Sorangium cellulosum Antifungal Knauth and Reichenbach, 2001 
Cystothiazole A C20H26N2O4S2 422.0 Cystobacter fuscus Antifungal Suzuki et al.,1998 
Cytothiazole A 
Cytothiazole C 
Cytothiazole D 
Cytothiazole E 

C20H25N2O4S2 
C19H24N2O4S2 
C19H22N2O4S2 
C20H26N2O5S2 

421.0 
408.0 
406.0 
438.0 

Cystobacter fuscus 
Cystobacter fuscus 
Cystobacter fuscus 
Cystobacter fuscus 

Antifungal 
Antifungal 
Antifungal 
Antifungal 

Suzuki et al.,1998 
Suzuki et al.,1998 
Suzuki et al.,1998 
Suzuki et al.,1998 

Chondrochloren A 
Chondrochloren B 

C27H40ClNO7 
C28H42ClNO7 

525.45 
539.45 

Chondromyces crocatus 
Chondromyces crocatus 

Antifungal 
Antifungal 

Jansen et al., 2003 
Jansen et al., 2003 

Argyrin C40H44N10O8S 824.0 Archangium gephyra Cytotoxic Vollbrecht et al., 2002 
Haliangicin C22H32O5 376.0 Haliangium luteum Antifungal Fudou et al., 2001 
Rhizopodin C39H62N2O11 734.0 Myxococcus stipitatus Cytotoxic Reichenbach, 2001 
Methiazole B C20H24N2O4S2 420.0 Archangium gephyra & Myxococcus stipitatus Antifungal Sasse et al., 2000 
Methiazole C C16H21NO5S 339.0 Archangium gephyra & Myxococcus stipitatus Antifungal Sasse et al., 2000 
Methiazole D C20H28N2O4S2 424.0 Archangium gephyra & Myxococcus stipitatus Antifungal Sasse et al., 2000 
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6. การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสาร 
การตรวจสอบเอกลักษณของสาร (Identification of compound) 
1. การตรวจสอบขั้นตน (Preliminary Examination) โดยแบงเปนการตรวจสอบ 

physical state เพื่อดูวาสารนั้นเปนของแข็งหรือของเหลว สีที่เปลี่ยนไปขณะหาจุดเดือด และ 
lgnition test ซ่ึงใชบอกชนิดและปริมาณของ hydrocarbon 

2. การทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพ (Physical property) เชน จุดเยือกแข็ง (freezing 
point), ความถวงจําเพาะ (specific gravity), คาดัชนีการหักเหแสง (refractive index), optical 
rotation และ molecular weight เปนตน 

3. การทดสอบคุณสมบัติทางสเปกโตรสโคป (Spectroscopy) เปนวิธีวิเคราะหคุณสมบัติ
และสูตรโครงสรางโดยอาศัยการวัดและวิเคราะหรังสีแมเหล็กไฟฟา (electromagnetic radiation) 
ซ่ึงถูกสารดูดกลืนหรือเปลงออกมาจากสสาร และบันทึกขอมูลการดูดกลืนแสงในรูปของสเปกตรมั 
ทั้งนี้สารจากธรรมชาติแตละชนิดจะมีสเปกตรัมซึ่งมีลักษณะเฉพาะตัว การตรวจสอบเอกลักษณ
ของสารอาจทําไดโดยเปรียบเทียบกับตัวอยางที่รูโครงสรางหรือที่มีรายงานไวแลว สําหรับสาร
ชนิดใหมจะตองอาศัยสเปกตรัมและขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคตางๆ เชน UV 
spectroscopy, Infrared spectroscopy, Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy และ Mass 
spectrometry ประกอบกัน จึงจะสามารถวิเคราะหสูตรโครงสรางทางเคมีได 

Ultraviolet spectroscopy (UV Spectroscopy) (Crew et al., 1998) เปนเทคนิคที่ใชรังสี
อัลตราไวโอเลตผานเขาสูโมเลกุลของสารอินทรีย ซ่ึงสวนหนึ่งของรังสีจะถูกดูดกลืนไว ทําให
อิเล็กตรอนในโมเลกุลนั้นเกิดทรานซิชัน กลาวคืออิเล็กตรอนที่สถานะพื้น (ground state) จะถูก
กระตุนใหขึ้นไปสูสถานะกระตุน (excited state) ซ่ึงการทรานซิชันของอิเล็กตรอนจะใชพลังงาน
สูงกวาการสั่น และการหมุนของโมเลกุล เมื่ออิเล็กตรอนในโมเลกุลถูกกระตุนจึงทําใหโมเลกุลนั้น
เกิดการสั่น และการหมุนควบคูไปดวยเสมอ  

การวัดการดูดกลืนแสงของสารในสารละลายที่เจือจางที่ชวงความยาวคลื่น 200-700 นาโน
เมตร (nm) สําหรับสารที่มีสี สวนสารที่ไมมีสีวัดที่ 200-400 นาโนเมตร (nm) ส่ิงสําคัญในการตรวจ
เอกลักษณคือ ความยาวชวงคลื่นที่มีการดูดกลืนสูงสุดหรือต่ําสุดของสาร และความเขมขนของการ
ดูดกลืนแสง 
 Infrared spectroscopy (IR) (Silverstein and Webster, 1998) เปนเทคนิคที่ใชในการ
พิสูจนโครงสรางของสารประกอบอินทรีย โดยศึกษาการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดของสาร ซ่ึงเกิด
จากอันตรกิริยาระหวางคลื่นอินฟราเรดและโมเลกุลของสาร โดยเมื่อสารอินทรียดูดกลืนรังสี
อินฟราเรด รังสีจะถูกเปลี่ยนเปนพลังงานของการสั่นของโมเลกุล (energy of molecular vibration) 
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รังสีที่ถูกดูดกลืนจะมีคาที่แนนอน (quantized) ทําใหสเปกตรัมที่ไดจะปรากฏเปนแถบดูดกลืน จาก 
IR สเปกตรัมสามารถบอกหมูฟงกชันและประเภทของสารได ทั้งนี้สารที่จะนําไปวิเคราะหดวย
เทคนิคนี้จะตองเปนสารบริสุทธิ์ 

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) (Silverstein and Webster, 1998) 
เปนการวิเคราะหทางสเปกโตรสโกปของสารโดยการวัด magnetic moment ของ H-atom เนื่องจาก 
H-atom ที่ติดอยูกับหมูฟงกชันแตละอยางจะมีคา magnetic moment แตกตางกัน เชน CH2, CH3, 
NH2 เปนตน จากสเปกตรัมของ NMR สามารถจะบอกจํานวนของ H และชนิดของ carbon 
skeleton ที่ H จับอยู นอกจากนี้คา chemical shift (δ=delta) ของสารก็สามารถใชสําหรับการ
วิเคราะหสูตรโครงสรางไดเชนเดียวกัน ตัวอยางเชน สารที่เปน saturated compound จะมีคา δ นอย
กวาสารที่เปน unsaturated compound และสเปกตรัมของ NMR จะคอนขางซับซอนเนื่องจากผล
ของสนามแม เหล็กที่ เกิดจากอะตอมขางเคียง  ทําใหสัญาณที่ปรากฎนั้นมีความซับซอน 
(multiplicity) การพิสูจนเอกลักษณของโครงสรางจากขอมูล 1H NMR สเปกตรัม สามารถทราบหมู
ฟงกชันที่เปนองคประกอบของโครงสรางไดจากคา chemical shift (δ) ดังแสดงในภาพที่ 24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่24 คา chemical shifts ของโปรตอนในสภาพแวดลอมตางๆ 
Figure 24. Proton chemical shifts  
ที่มา : พิมพจิต และวัชรินทร (2542) 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดกรองสารสกัดหยาบของแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของ Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-
Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella 
Typhi (clinical strain) และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ได    

2. เพื่อจัดจําแนกแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลที่สามารถผลิตสารยับยั้ง Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant Enterococcus 
faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Typhi (clinical strain)  
และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 โดยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA  
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 จุลินทรียที่นํามาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของสารสกัดหยาบ ประกอบดวยแบคทีเรีย
ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Methicillin-Resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 
51299, Bacillus subtilis ATCC 6633 แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 และ Salmonella Typhi เปนสายพันธุที่แยกไดจากผูปวย ณ โรงพยาบาลสงขลานครินทร 
 
2. �°�µ�®�µ�¦�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�•�º�Ê�°�‹�»� �̈·�œ�š�¦�¸�¥�r (�ª�·�›�¸�„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤�Â�­�—�Š�Ä�œ�£�µ�‡�Ÿ�œ�ª�„ �„) 

2.1 �°�µ�®�µ�¦�­�Î�µ�®�¦�´�•�Â�¥�„�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨ 
    - Na-glutamate medium 
    - Na-glutamate medium with crystal violet      
    - SAP2 agar medium 
2.2 �°�µ�®�µ�¦�­�Î�µ�®�¦�´�•�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨ 
    - อาหารสูตร RL1 
    - อาหารสูตร SK 
    - อาหารสูตร CY 
    - อาหารสูตร VY/2 
2.3 �°�µ�®�µ�¦�­�Î�µ�®�¦�´�•�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�š�¸�É�Ä�•�o�š�—�­�°�•�Â�¨�³�Ä�•�o�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š 

            �Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥ 
    - Nutrient Agar (Merck) 
    - Nutrient Broth (Merck) 
    - RPMI1640 (Merck) 
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3. �­�µ�¦�Á�‡�¤�¸ 
    - Tryptone (Difco) 
    - Yeast Extract (HIMEDIA)  
    - Peptone (HIMEDIA) 
    - Baker’s yeast paste (Merck) 
    - Casitone (Difco) 
    - Malt Extract (HIMEDIA) 
    - Skim milk (HIMEDIA) 
    - Agar (Merck) 
    - Vitamin B12 (Fluka)        
    - L-glutamic acid monosodium salt (UNIVAR, Ajax Finechem) 
    - NH4NO3 (UNIVAR, Ajax Finechem) 
    - K2HPO4 (UNIVAR, Ajax Finechem) 
    - MgSO4 (UNIVAR, Ajax Finechem) 
    - Methanol (commercial grade) (LAB-SCAN)                                                                                           
    - Methanol (HPLC grade) (LAB-SCAN) 
    - Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma) 
    - Alamar Blue 0.9% (Sigma) 
    - Crystal violet (Fluka) 
    - Vancomycin (Sigma) 
    - Wagner’s reagent (UNIVAR, APS) 
    - Vanillin in H2SO4 (Fluka) 
    - Ninhydrin (Sigma) 
    - Amberlite XAD-16 resin (Fluka) 
    - TLC Alumina Sheets silica gel 60 F254 (Fluca) 
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�°�»�ž�„�¦�–�r 
    - จานเพาะเชื้อ (microtitreplate) 
    - ปากคีบ 
    - มีดผาตัด 
    - ตูปลอดเชื้อ (Caution, Sciencetech) 
    - กลองจุลทรรศน (Nikon) 
    - เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (LA230s, Sartorius) 
    - เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) (Buchi) 
    - เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Atomic absorption spectrophotometer: Analyst 100 
      spectrometer, PerkinElmer) 
    - เครื่อง Analytical High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
      (Hewlett PeckardAgilent 1100, ChemStation software (version A8.01)), quaternary pump 
      (Agilent G1311A) ตรวจวัดดวย diode array detector (Agilent G1315A) และม ีauto sampler 
      (Agilent G1313A) เปน injector port 
    - หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave, Tomy, SS-325) 
    - เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Shaker incubation) รุน VS-8480SRN  
    - เครื่อง Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 
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�ª�·�›�¸�„�µ�¦ 
1. �„�µ�¦�Â�¥�„�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨ 

1.1 �„�µ�¦�Á�„�È�•��̃´�ª�°�¥�n�µ�Š 
เก็บตัวอยาง (ฟองน้ํา กัลปงหา สาหราย ปะการัง ช้ินไม  เศษเชือก เปลือกหอย เพรียงหัว

หอม ซากสัตวไมมีกระดูกสันหลัง และฟลมชีวภาพ) จากทะเลทางฝงอันดามันและอาวไทย บริเวณ
เกาะเตา จังหวัดสุราษฏรธานี, หาดหยงหลิง, หาดยาว และทาเรือปากเมง จังหวัดตรัง สุสานหอย 75 
ลานป จังหวัดกระบี่ หาดสุรินทร, หาดในยาง และหาดในหาน จังหวัดภูเก็ต เกาะกระ จังหวัด
นครศรีธรรมราช หาดเจาสําราญ และหาดปกเตียน จังหวัดเพชรบุรี อางศิลา, แหลมแทนและสัตหีบ 
จังหวัดชลบุรี  โดยแบงออกเปนการเก็บตัวอยางจากบริเวณชายฝงและบริเวณน้ําลึก การเก็บตัวอยาง
บริเวณชายฝงกระทําโดยการสวมถุงมือแลวหยิบตัวอยางหรือใชปากคีบ คีบใสในถุงพลาสติกที่ปด
สนิท บันทึกชื่อตัวอยาง  สถานที่เก็บ  วันที่เก็บ  และ หมายเลขตัวอยางบนถุง  สวนการเก็บตัวอยาง
บริเวณน้ําลึกจะอาศัยนักประดาน้ําชวยในการเก็บ  นักประดาน้ําจะเก็บตัวอยางใสถุงตาขายหลังจาก
ขึ้นมาบนเรือจะนําตัวอยางมาแยกประเภท บันทึกชื่อตัวอยาง  สถานที่เก็บ  วันที่เก็บ  ระดับความลึก
ที่เก็บ และหมายเลขตัวอยางบนถุง เก็บรักษาตัวอยางไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แตไมให
ตัวอยางสัมผัสกับน้ําแข็งโดยตรง เพื่อปองกันการทําลายเชื้อจากความเย็น และทําการแยกเชือ้ทนัททีี่
กลับถึงฝง ซ่ึงใชเวลาไมเกิน 12 ช่ัวโมง 
 

1.2 �„�µ�¦�Â�¥�„�Â�¨�³�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨ 
นําตัวอยางจากขอ 1.1 มาลางดวยน้ําทะเลที่ผานการฆาเชื้อแลว โดยเทน้ําทะเลผาน

ตัวอยางใหทั่วบริเวณผิวตัวอยาง เพื่อกําจัดจุลินทรียอ่ืนๆที่ปนเปอนอยูที่ผิวตัวอยางออกไป ตัด
ตัวอยางเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 0.5x0.5 เซนติเมตร ดวยมีดที่ผานการฆาเชื้อกอนนําไปวางบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Na-glutamate medium และ Na-glutamate medium ที่เติม crystal violet ที่ความ
เขมขน 10 ไมโครกรัมตอลิตร เพื่อยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและกระตุนการสราง fruiting body บม
เชื้อที่อุณหภูมิหอง สังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิงที่เปน swarm colony  ถายเชื้อโดยตัด
ช้ินวุนบริเวณขอบของ swarm colony  ดวยมีดที่ผานการฆาเชื้อแลวขนาดประมาณ 0.5x0.5 
เซนติเมตร วางบนอาหาร SAP2  agar medium ซ่ึงเปน minimum medium ที่เหมาะสมในการใชแยก
แบคทีเรียไกลดิง เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียไกลดิงเจริญชากวาแบคทีเรียอ่ืนๆ หากใชอาหารที่มีความ
สมบูรณ เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆที่โตเร็วกวาหรือเชื้อราก็จะเจริญทับโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิง ทําให
ไมสามารถสังเกตลักษณะโคโลนีไดโดยงาย ทําการถายเชื้อลงบนอาหาร SAP2  agar medium ซํ้า
จนไดเชื้อบริสุทธิ์ ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อโดยการยอมแกรมและดูลักษณะของการเคลื่อนที่ 
(gliding motility) (การเตรียมตัวอยางเพื่อดูลักษณะการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียไกลดิงดวยกลอง
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จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ phase contrast มีรายละเอียดแสดงในภาคผนวก ค) หากพบวา 
swarm colony ที่ไดยังคงปนเปอนดวยจุลินทรียอ่ืน ก็จะเปลี่ยนวิธีการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยใช 
micromanipulator ตามวิธีการในขอ 1.3 ตอไป  

 
1.3 �„�µ�¦�Â�¥�„�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�‹�µ�„�š�³�Á�¨�Ä�®�o�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�Ã�—�¥�Ä�•�o micromanipulator 

นําเชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่เจริญบนอาหาร SAP2 agar เปนเวลา 2 วัน มาเขี่ยเชื้อเพื่อทํา
ใหบริสุทธิ์ดวย microneedle ซ่ึงติดอยูกับเครื่อง micromanipulator ดังแสดงในภาพที่ 25 โดยใช
เลนสที่กําลังขยาย 40 เทา เขี่ยเชื้อในรูปของเซลลเดี่ยวๆ (single cell isolation) มาวางบนอาหาร 
SAP2 agar ทิ้งไวใหเชื้อเจริญแลวนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อโดยการยอมแกรมดูรูปราง
เซลลภายใตกลองจุลทรรศน หากยังมีการปนเปอนดวยจุลินทรียอ่ืน จะทําซ้ําขั้นตอนขางตน
จนกระทั่งไดเชื้อที่บริสุทธิ์ 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 25 การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลใหบริสุทธิ์โดยใช micromanipulator 
Figure 25. Purification of marine gliding bacteria by micromanipulator 
 
2. �„�µ�¦�‹�´�—�‹�Î�µ�Â�œ�„�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�Ã�—�¥�ª�·�›�¸�„�µ�¦�®�µ�¨�Î�µ�—�´�•�œ�·�ª�‡�¨�¸�Ã�°�Å�š�—�r�…�°�Š 16S rDNA 

นําเชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากเกาะเตา จังหวัดสุราษฎรธานี ทั้งหมด 21 ไอโซเลต มา
จัดจําแนกชนิดโดยอาศัยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ16S rDNAโดยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ 
Nakagawa และคณะ (2001) 
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2.1 �„�µ�¦�­�„�´�—�—�¸�Á�°�È�œ�Á�° (DNA extraction)  
สารสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลจะใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป

ของบริษัท Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) ประเทศสหรัฐอเมริกาและวิธีการ
ตามที่กําหนดโดยผูผลิตชุดสกัด ตามรายละเอียดดังนี้คือ ปเปตสารแขวนลอยของเซลล ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใสลงใน microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000-16000 รอบ
ตอนาที (rpm)  เปนเวลา 2 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล นําเซลลที่ไดจากการตกตะกอนมาละลายใน 50 
mM EDTA buffer (pH 8.0) ปริมาตร 480 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวเติม lytic enzyme (10 
mg/ml lysozyme) ปริมาตร 120 ไมโครลิตร (ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
60 นาที) เพื่อยอยสลายผนังเซลล  นําสารละลายใน microtube ไปหมุนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 
13000-16000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม Nuclei lysis ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร (ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา  5 นาที วางไวใหเย็นที่
อุณหภูมิหอง) เพื่อยอยสลายนิวเคลียส เติม RNase solution ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ผสมใหเขากัน
นาน 2-5 นาที บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที) เพื่อยอยสลายอารเอ็นเอ ทิ้งให
ตัวอยางมีอุณหภูมิลดลงถึงอุณหภูมิหอง เติม protein precipitation solution ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอนโปรตีน แลวนํามาเขยาดวยเครื่อง vortex mixer นาน 20 วินาที บมใน
น้ําแข็ง 5 นาที กอนนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000-16000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาที นําสวน
ของสารละลายมาเติม isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร (ผสมใหเขากัน) เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ 
ซ่ึงในขั้นตอนนี้สามารถสังเกตเห็นสายดีเอ็นเอได จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000-
16000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายทิ้ง ลางดีเอ็นเอโดยการเติม 70%  ethanol เขยา
แลวนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000-16000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสารละลาย 70%  
ethanol ทิ้ง วางให ethanol ระเหย เติม DNA rehydration ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที เก็บตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
2.2 �„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š 16S rDNA �Ã�—�¥�ª�·�›�¸ PCR (Amplification of 16S rDNA gene by 

PCR) 
นําดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 2.1 มาเพิ่มปริมาณโดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Nakagawa และคณะ (2001) 
2.2.1 �„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤ reaction mixture �­�Î�µ�®�¦�´�• PCR 

เติม 10 x Ex taq buffer 5 ไมโครลิตร, dNTP mixture (20 mM) 4 ไมโครลิตร, 
Primer BF1 (20 µM) และ Primer BR1 (20 µM) อยางละ 1 ไมโครลิตร, Taq polymerase (5 ยูนิต/
ไมโครลิตร) 0.25 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นที่ฆาเชื้อแลว ใหไดปริมาตรรวม 50 
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ไมโครลิตร ใสในหลอด Eppendorf   ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แบงสารละลายใสใน 
microAmp reaction tube ใหไดปริมาตรเทาๆกัน เติมดีเอ็นเอที่สกัดไดลงไป 10 ไมโครลิตร ผสมให
เขากัน นําไปเขาเครื่อง PCR โดยมีสภาวะของการทํางานของเครื่องดังนี้ 

 
                     95°C, 2 min                 Denaturing 
                     95°C, 30 sec 

              25 cycles       55°C, 30 sec                Annealing 
                    72°C, 1 min    
                    72°C, 5 min                 Extension 

 
Forward primer คือ BF1 (5’-GAGTTTGATCATGGCTCAG-3’)  
Reversed primer คือ BR1 (5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’) 

 
2.2.2 �„�µ�¦�˜�¦�ª�‹�­�°�•�‡�ª�µ�¤�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�Â�¨�³�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š 16S rDNA  

ทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์และปริมาณของ 16S rDNA ที่ไดจากการทําปฏิกิริยา 
PCR โดยวิธี agarose gel electrophoresis ซ่ึงเปนการแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาบนแผนวุน โดย
ระยะทางที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ไดจะขึ้นอยูกับขนาดของดีเอ็นเอ ความเขมขนของ agarose gel และ
กระแสไฟฟาที่ใช ดีเอ็นเอที่ผานการแยกแลวจะยอมดวย ethidium bromide solution เพื่อตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์และปริมาณดีเอ็นเอที่จะเรืองแสงภายใตแสง UV ทําใหสามารถมองเห็นไดดวยตา
เปลา 

ขั้นตอนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอโดยวิธี agarose gel electrophoresis 
ทําไดโดยเตรียม 1% agarose gel ดวย 1xTE buffer pH 8.0 รอใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาทีแลวดึง
หวีออกจะไดเจลที่มีชองสําหรับ load ดีเอ็นเอ แลวปเปต 5x dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับ 
PCR product ที่ไดจากขอ 2.2.1 ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บนแผน parafilm เติมดีเอ็นเอลงในชองเจล 
ซ่ึงใช 1xTAE buffer เปนอิเล็กโตรไลท และใชกระแสไฟฟา 80 โวลต เปนเวลาประมาณ 50 นาที 
จากนั้นนําเจลไปแชใน ethidium bromide solution 1 นาที ลางสียอมโดยแชในน้ํากลั่นเปนเวลา 15 
นาที กอนนําไปสองภายใตแสง UV ซ่ึงจะเห็นแถบดีเอ็นเอเรืองแสง วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอโดย
เปรียบเทียบกับ DNA marker 
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2.3 �„�µ�¦�š�Î�µ�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�…�°�Š amplified PCR products �Ã�—�¥�Ä�•�o GFX PCR DNA �Â�¨�³ Gel Band 
Purification Kits  

นํา GFX column ใสใน collection tube เติม capture buffer 500 ไมโครลิตร ลงไปใน 
GFX column ถาย amplified PCR products (ประมาณ 48 ไมโครลิตร) ใสลงใน GFX column ผสม
สารใหเขากันโดยใชไมโครปเปต ดูดขึน้ลง 4-6 คร้ัง หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 14000 X g นาน 30 
วินาท ีนําสวนที่แยกไดในหลอด collection tube ทิ้งไป ลางตัวอยางโดยเติม wash buffer ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร ลงใน GFX column หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 X g นาน 30 วินาที นําสวนของ 
collection tube ทิ้งไป นําสวน GFX column ไปใสใน 1.5 มิลลิลิตร microtube อันใหม เติม TE 
buffer pH 8.0 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในสวนของ GFX column บมตัวอยางที่อุณหภูมิหองนาน 1 
นาที หมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 14000 X g  30 วินาที จะไดดเีอ็นเอบริสุทธิ์อยูใน microtube  
 

2.4 �„�µ�¦�®�µ�¨�Î�µ�—�´�•�Á�•�­�…�°�Š 16S rDNA (Sequencing of PCR ampliflied 16S rDNA) 
นํา amplified PCR products ที่ทําบริสุทธิ์แลวไปหาลําดับเบสโดยการสงวิเคราะหที่

บริษัท Macrogen Incorporation ประเทศเกาหลี ซ่ึงจะใชวิธีการวิเคราะหลําดับเบสดวยเครื่อง ABI 
PRISMTM  377 automated DNA sequencer (Perkin-Elmer, Wellesley, MA) 

 
2.5 �„�µ�¦�­�¦�o�µ�Š Phylogenetic tree 

1. คนหาลําดับนิวคลีโอไทดสวนของยีน 16S rDNA ของเชื้ออางอิงที่ตองการ
เปรียบเทียบจากเว็บไซด http://srs.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html โดยพิมพช่ือเชื้อ ช่ือสายพันธุ หรือ 
Accession number ของเชื้อที่ตองการคนหาลงในชอง Keywords คลิกเลือก Accession number ของ
เชื้อที่ตองการ เลือก FastaSeqs เพื่อดูลําดับนิวคลีโอไทดในรูป FASTA ของเชื้อนั้นๆ ทําการ
คัดลอกนิวคลีโอไทดลงในโปรแกรม Notepad โดยหนารหัสของแตละเชื้อใน Notepad ตองมี
เครื่องหมาย > และรหัสของเชื้อตองไมเกิน 30 ตัวอักษร ตองไมมีชองวางระหวางตัวอักษร บันทึก
ขอมูลเปน*.txt  

2. เปดโปรแกรม Clustalx แลวคลิก Load Sequences เปด file Notepad ที่คัดลอกลําดับ
นิวคลีโอไทดไว จากนั้นคลิก Alignment แลวคลิกเลือก Do Complete Alignment จากนั้นคลิก 
ALIGN รอจนกวาโปรแกรมจะทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดทีละเชื้อจนเสร็จ 

3. เปดโปรแกรม Bioedit คลิก file เลือก New Alignment จากนั้นคลิกไฟล เลือก 
Import เลือก Sequences alignment file จากนั้นเปดไฟลที่ผานการทํา alignment มาแลวดวย
โปรแกรม clustalx version 1.83 ซ่ึงจะถูกบันทึกโดยอัตโนมัติเปน file*.aln เล่ือนเมาสไปที่แถบ
เครื่องมือของหนาตางขางในคลิก Back-colored view mode จะทําใหลําดับนิวคลีโอไทดแตละตัวมี
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สีแตกตางกันเพื่องายตอการสังเกต เล่ือนเมาสไปที่ชองวาง mode คลิก Edit ซ่ึงทําใหสามารถแกไข
ขอมูลนิวคลีโอไทดได 

4. แกไขขอมูลนิวคลีโอไทดโดยลบชองวาง และลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืนที่มิใช A T C 
และ G เชน N M Y และอ่ืนๆออก ซ่ึงลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืนๆเหลานี้มักถูก labeled ดวยสีมวง 
สําหรับวิธีการลบทําไดโดยเลื่อนเมาสไปคลิกที่ดานบนของลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อตัวแรกสุด
ตรงตําแหนงที่ตรงกับชองวาง จากนั้นทําการลบโดยกด Del บันทึกขอมูลที่ไดทําการแกไขเรียบรอย
แลวโดยคลิกไฟล เลือก Save as บันทึกขอมูลเปน file Fasta (*.fas, *.fst, *.fsa) 

5. เปดโปรแกรม clustalx คลิกไฟล เลือก Load Sequences เปด Fasta file ที่ทําการ
บันทึกไวในขอ 4 จากนั้นเลื่อนเมาสไปที่แถบเมนูคลิก Tree เลือก Bootstrap N-J Tree จะปรากฎ
หนาตางเล็กคลิก OK โปรแกรมจะทําการสราง Phylogenetic tree 

6. เปดโปรแกรม N-J plot จากนั้นคลิกไฟล คลิกเปด file TreeView ที่ไดจากขอ 5 คลิก 
New outgroup หนาเชื้อที่ตองการจัดใหเปน outgroup เชน E. coli  

7. คัดลอก Phylogenetic Tree มาแกไขใหสมบูรณในโปรแกรม Microsoft Word หรือ 
Microsoft Powerpoint โดยการคลิก Edit เลือก Copy แลวนําไปวางในโปรแกรมที่ตองการแกไข 
 
3. �„�µ�¦�‡�´�—�„�¦�°�Š�­�µ�¦�­�„�´�—�®�¥�µ�•�…�°�Š�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Å�„�¨�—�·�Š�š�¸�É�Â�¥�„�Å�—�o�‹�µ�„�š�³�Á�¨�š�¸�É�¤�¸�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š
�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�š�—�­�°�• 

3.1 �„�µ�¦�®�µ�ž�¦�·�¤�µ�–�Á�•�º�Ê�°�Â�•�‡�š�¸�Á�¦��̧¥�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�˜�n�°�„�µ�¦�š�—�­�°�•�§�š�›�·�Í�Ä�œ�„�µ�¦�¥��́•�¥�´�Ê�Š
�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥   

การหาปริมาณเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตนที่เหมาะสม ทําไดโดยเลี้ยงเชื้อทดสอบ ไดแก 
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant 
Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Typhi และ 
Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853 บนอาหาร nutrient agar  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อที่เจริญมา 1 loop นํามาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร RPMI 1640 ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 -15 ช่ัวโมง ทําการเจือจางเชื้อที่ระดับความ
เขมขนตางๆ ตั้งแต 101 ถึง 105 เทา ในอาหารเหลว RPMI 1640 ทําเปน 2 ชุดการทดลอง ชุดการ
ทดลองที่ 1 นําแบคทีเรียที่ใชทดสอบที่ระดับความเขมขนตางๆ มาเติม AlamarBlue ในอัตราสวน 
10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ปเปตสารละลายแบคทีเรียใสใน microtitreplate ชนิด 96 หลุม หลุมละ 
100 ไมโครลิตร ทํา 3 ซํ้า ในแตละระดับความเขมขน บมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนสีของ AlamarBlue แตละหลุม  สวนชุดการทดลองที่ 2 นําแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบที่ระดับความเขมขนตางๆไปทํา total viable count โดยวิธี spread plate และวัดคาการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จํานวนเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมจะพิจารณาจากความ
จํานวนของเชื้อที่ทําให AlamarBlue เปลี่ยนจากสีน้ําเงินเปนสีชมพู  ที่เวลา 15 ช่ัวโมง ทําการเจือจาง
เชื้อแบคทีเรียทดสอบแตละสายพันธุใหมีคาการดูดกลืนแสง ดังแสดงในตารางที่ 9 เพื่อใชเปนคา
ความเขมขนเริ่มตนของเชื้อทดสอบในครั้งตอไป (สุภานันท แซล้ิม, 2548)  
 

3.2 �„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤�Á�•�º�Ê�°�š�—�­�°�•  
เล้ียงเชื้อทดสอบ ไดแก Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 

43300, Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis 
ATCC 6633, Salmonella Typhi และ Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853 บนอาหาร nutrient 
agar  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อที่เจริญมา 1 loop นํามาเลี้ยงใน
อาหารเหลวสูตร RPMI 1640 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 -15 
ช่ัวโมง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรโดยเจือจางสารละลายเชื้อดวย
อาหารเลี้ยงเชื้อ  RPMI 1640 ใหไดปริมาณเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตนที่เหมาะสมของแตละสายพันธุ 
ไดแก MRSA เทากับ 1.7x106 CFU/ml, VRE เทากับ 1.3x107 CFU/ml, B. subtilis เทากับ 3.0x106 
CFU/ml, Sal. Typhi เทากับ 2.1x106 CFU/ml และ P.aeruginosa เทากับ 2.2x106 CFU/ml แลวนํามา
เติมสารละลาย AlamarBlue ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรของสารแขวนลอยเชื้อ ผสมใหเขา
กัน เพื่อใชเปนเชื้อทดสอบตอไป  

 
3.3 �„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤�­�µ�¦�­�„�´�—�®�¥�µ�• 

นําเชื้อบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 1.3 ซ่ึงเจริญบน SAP2 agar medium มาตัดเปนชิ้นเล็กๆ 
ขนาด 0.5x0.5 เซนติเมตร ประมาณ 10 ช้ิน ใสลงในฟลาสกที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด SAP2 
medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 100 มิลลิลิตร บมไวที่ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 3 วัน เพื่อเตรียมเปนหัวเชื้อ ถายหัวเชื้อ 10% ลงในอาหาร
เหลว 4  สูตรที่ตางกัน ไดแก RL1, SK, CY และVY/2 (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติม amberlite XAD-16 
resin ปริมาณ 2 กรัม สําหรับดูดซับ secondary metabolites แลวนําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส บน
เครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm เปนเวลา 7 วัน นําอาหารเหลวที่ผานการเลี้ยงเชื้อแลวมากรอง
แยก resin ออก ลาง resin ดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 10 นาที ชะสารที่
อยูใน resin ดวยการแช resin ในเมทานอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาน 6 ช่ัวโมง กรองแยก resin 
ออกแลวระเหยเมทานอลออกโดย rotary evaporator นําสารสกัดหยาบที่ไดเก็บที่ -20  องศา
เซลเซียส เพื่อใชทดสอบตอไป 
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การศึกษาครั้ งนี้ไดนําสารสกัดหยาบที่แยกไดจากแบคที เ รียไกลดิงที่มีอยู ใน
หองปฏิบัติการจํานวน 227 ตัวอยาง มาศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบรวมดวย 
(ตารางที่ 14 ในภาคผนวก ง) 

 
3.4 �„�µ�¦�š�—�­�°�•�§�š�›�·�Í�„�µ�¦�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š�‹�»� �̈·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�•�º�Ê�°�Š�˜�o�œ 

ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียโดยวิธี colorimetric microdilution broth 
ซ่ึงมี AlamarBlue เปนอินดิเคเตอรเพื่อความสะดวกในการติดตามและตรวจสอบฤทธิ์การยับยั้งโดย 
ที่ AlamarBlue จะมีสีน้ําเงินเมื่ออยูในรูป resazurin แตเมื่อถูกรีดิวซจากการเจริญของจุลินทรียที่ใช
ทดสอบจะเปลี่ยนเปน resorufin ที่มีสีชมพูแดง การเปลี่ยนแปลงของสีจากปฏิกิริยารีดักชันนี้จะมี
ความจําเพาะกับ NADPH/NADP, FAD, FMNH/FMN และ NADH/NAD ที่เพิ่มขึ้นในกระบวนการ
เมตาบอลิซึมของเซลล จึงทําใหวิธีทดสอบดังกลาวมีความสัมพันธโดยตรงกับการยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรียที่ใชทดสอบ (Baker and Tenover, 1996; Lancaster and Fields, 1996) 

นําสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียซ่ึงมีความ
เขมขนเทากับ 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในตัวทําละลายชนิดเมทานอล ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร ใส
ใน microtitreplate ชนิด 96 หลุม โดยเติมสารสกัดหยาบละ 2 หลุม ของคอลัมนที่ 1-9  (จะสามารถ
ทดสอบได ทั้งหมด 36 สารตอ 1 microtitreplate) ตั้งทิ้งไวจนเมทานอลระเหยหมด แลวละลายสาร
สกัดหยาบดวย  DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จะทําใหไดความเขมขนเริ่มตนของสารสกัดหยาบ
ที่ตองการทดสอบในแตละหลุมเทากับ 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เหตุผลที่เลือกใชความเขมขน
เร่ิมตนของสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบเทากับ 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เนื่องจากสารสกัด
หยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่นํามาทดสอบมีจํานวนมากและตองการคัดเลือกใหไดเฉพาะสารสกัด
หยาบที่มีฤทธิ์ที่ดี ใหคา MIC ในชวงที่เหมาะสม จากนั้นจึงเติมสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบ คือ Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-
Resistant Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella 
Typhi และ Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853 ที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640  ซ่ึงผสม
อยูกับ AlamarBlue 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลงในแตละหลุม ปริมาตรหลุมละ 90 ไมโครลิตร 
(เติมทุกหลุมในคอลัมนที่ 1-9) โดยจะใชเชื้อทดสอบ 1 เชื้อตอ 1 microtitreplate  ผสมใหสารสกัด
หยาบและสารแขวนลอยของเชื้อเขากันโดยใชไมโครปเปตดูดสารละลายขึ้นลงประมาณ 10-15 คร้ัง 
สําหรับคอลัมนที่ 10 นั้นจะเติม DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร รวมกับเชื้อทดสอบที่ผสมกับ 
AlamarBlue  ปริมาตร 90 ไมโครลิตร สวนคอลัมนที่ 11 จะเติมสารละลายของ vancomycin ความ
เขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และเชื้อทดสอบที่ผสมกับ AlamarBlue 
ปริมาตร 90 ไมโครลิตร คอลัมนที่ 12  จะเติมเฉพาะเชื้อทดสอบที่ผสมกับ AlamarBlue หลุมละ100 
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ไมโครลิตร เพื่อเปนชุดควบคุม นํา microtitreplate ไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนสีของ AlamarBlue นําตัวอยางที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
ในเบื้องตนไปทดสอบคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum Bactericidal 
Concentration (MBC) ตามวิธีการในขอ 3.5 และ 3.6 ตอไป (อัครวิทย กาญจนโอภาษ, 2548) 

 
3.5 �„�µ�¦�®�µ�‡�n�µ Minimum Inhibitory Concentration (MIC) �Ã�—�¥�ª�·�›�¸ microdilution broth 

assay 
นําสารสกัดหยาบที่ผานการทดสอบเบื้องตนแลววามีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรียในขอ 3.4 ปริมาตร 1.2 ไมโครลิตร (เตรียมที่ความเขมขน 25 mg/ml) มาเติมลงใน 
microtitreplate ชนิด 96 หลุมโดยใสเฉพาะในแถว A ของคอลัมนที่ 1-9 (จะสามารถทดสอบได 9 
สารตอ 1 microtitreplate) ตั้งทิ้งไวจนเมทานอลระเหยหมด แลวละลายสารสกัดหยาบดวย DMSO 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นปเปตเชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบ ที่เตรียมจากขอ 3.2 ใสในทุกหลุม
ของคอลัมนที่ 1-9 หลุมละ 100 ไมโครลิตร ยกเวนในแถว A ใหปเปตเชื้อแบคทีเรียทดสอบปริมาตร 
190 ไมโครลิตร จะทําใหไดความเขมขนเริ่มตนของสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบเทากับ 150 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับในคอลัมนที่ 10 เติม DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เพื่อเปนชุด
ควบคุมวา DMSO จะไมมีผลตอการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบ คอลัมนที่ 11 เติมสารละลายของ  
vancomycin ที่ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นปเปตเชื้อ
แบคทีเรียที่ใชทดสอบใสในทุกหลุมของคอลัมนที่ 10, 11 และ 12 หลุมละ 100 ไมโครลิตร ยกเวน
ในแถว A ใหปเปตเชื้อแบคทีเรียทดสอบปริมาตร 190 ไมโครลิตร ผสมสารละลายในแถว A ใหเขา
กัน โดยปเปตซ้ํา 10-15 คร้ัง ดวย multichannel pipette เจือจางสารละลายทั้งหมดลงครึ่งหนึ่ง โดยป
เปตสารละลายในแถว A ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในแถวที่ B ผสมใหเขากัน ทําซ้ําในขั้นตอน
ดังกลาวจนถึงแถว H แลวปเปตสารละลายสวนเกินทิ้ง 100 ไมโครลิตร ดังภาพประกอบขางลาง บม 
microtitreplate ชนิด 96 หลุม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนสี
ของ AlamarBlue โดยสังเกตหลุมที่มีสีน้ําเงินเขมของแตละคอลัมน หลุมที่มีความเขมขนต่ําสุดของ
แตละคอลัมนที่สีของ AlamarBlue ยังคงเปนสีน้ําเงินไมเปลี่ยนแปลง อานคาความเขมขนหลุมนั้น
เปนคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC)  
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3.6 �„�µ�¦�®�µ�‡�n�µ Minimum Bactericidal Concentration (MBC) 

นําสารละลายในแตละหลุมของคอลัมนที่ 1-9 ในขอ 3.5 ที่ใหผลการยับยั้งเปนบวก (สี
ของ AlamarBlue ยังคงเปนสีน้ําเงินไมเปลี่ยนแปลง) โดยการใช loop ที่ผานการฆาเชื้อแลวจุมลงใน
สารละลายในหลุมดังกลาว นํามาเขี่ยเชื้อลงบนอาหาร nutrient agar นําจานเพาะเชื้อไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อ และเลือกคาความ
เขมขนของสารสกัดหยาบที่สามารถฆาเชื้อแบคทีเรียทดสอบไดโดยสมบูรณโดยพิจารณาจากการที่
ไมมีเชื้อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ คาความเขมขนนั้นจัดวาเปนคาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัด
หยาบที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียไดโดยสมบูรณหรือคา Minimum Bactericidal Concentration (MBC) 
 

3.7 �„�µ�¦�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�…�°�Š�­�µ�¦�­�„�´�—�®�¥�µ�•�š�¸�É�¤�¸�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š             
�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥          

3.7.1 �„�µ�¦�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�…�°�Š�­�µ�¦�­�„�´�—�®�¥�µ�•�š�¸�É�¤�¸�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š
�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�Ã�—�¥�ª�·�›�¸ Thin Layer Chromatography (TLC) 

นําสารสกัดหยาบที่ใหคา MIC ต่ํากวา 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มาวิเคราะห
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เปรียบเทียบองคประกอบทางเคมี เพื่อคัดเลือกเฉพาะสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ที่ดีและมีองคประกอบ
ทางเคมีที่นาสนใจ โดยการคัดเลือกเฉพาะสารสกัดหยาบที่ใหคา MIC ต่ํากวา 150 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร มาวิเคราะหเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีโดยหยดตัวอยางลงบนแผน TLC (TLC 
aluminium sheet รุน silica gel 60 F254) ที่มี normal phase silica เปน stationary phase แลวใชตัวทํา
ละลาย ไดแก ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) รวมกับเอธิลอะซิเตท (EtOAc) ในอัตราสวน 3:2 
และ ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) รวมกับเอธิลอะซิเตท (EtOAc) และเมทานอล (MeOH) ใน
อัตราสวน 8.5:0.5:1  เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) ทําการตรวจสอบตําแหนงของสาร
บนแผน TLC ภายหลังจากการแยกโดยการสองดวยหลอดอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 
315 นาโนเมตร จากนั้นจึงทําการวิเคราะหชนิดขององคประกอบทางเคมีของสารประกอบที่แยก
ออกมาบน TLC ของสารสกัดหยาบโดยใช specific spraying reagents เชน การทดสอบสารในกลุม 
alkaloids จะใช Wagner’s reagent (iodide solution, potassium iodide) ซ่ึงหากสารสกัดหยาบมีสาร
กลุมนี้เปนองคประกอบก็จะเกิดเปนสีน้ําตาลแดง สําหรับการทดสอบสารในกลุม terpenes และ 
terpenoids จะทําโดยใชสารละลาย vanillin ใน H2SO4  ถาหากมีสารกลุม terpenes และ terpenoids 
จะเกิดสีมวงแดง สวนการทดสอบสารในกลุมเปปไทด ทําโดยวิธี Ninhydrin test ซ่ึงหากสาร
ตัวอยางมีองคประกอบของเปปไทดจะเกิดสีมวงแดงเชนเดียวกัน  (Sherma และ Fried, 1996) 

 
3.7.2 �„�µ�¦�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�Â�¨�³�Á�ž�¦�¸�¥�•�Á�š�¸�¥�•�‡�ª�µ�¤�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�…�°�Š�­�µ�¦�­�„�´�—�®�¥�µ�•

�š�¸�É�¤�¸�§�š�›�·�Í�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�…�°�Š�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�š�—�­�°�•�—�o�ª�¥�Á�‡�¦�º�É�°�Š Diode Array Detector High 
Performance Liquid Chromatography (DAD-HPLC) 

นําตัวอยางสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบโดยใหคา MIC ต่ํากวา 150 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มาหาสภาวะในการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีดวยเครื่อง DAD-HPLC 
ดวยเทคนิค TLC ชนิด reversed phase และใชตัวทําละลายผสมของเมทานอลตอน้ําในอัตราสวน 
75:25 เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ในการแยกองคประกอบของสารสกัดหยาบดวยเครื่อง HPLC นํา
สารสกัดหยาบที่แหงมาเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหดวย DAD-HPLC โดยเติมเมทานอล ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เพื่อละลายสารตัวอยางกอนที่จะกรองดวย microfilter ขนาด 0.2 ไมครอน ลงในขวด
ตัวอยางสําหรับวิเคราะหดวย DAD-HPLC โดยใชคอลัมนชนิด reversed phase C18 (Thermo 
Hypersil BDS C18 5µm, 4.6x250 mm) ตรวจวัดการดูดกลืนแสงดวยเครื่องตรวจวัดอัลตราไวโอ
เลตชนิด diode array โดยกําหนดความยาวคลื่นที่ 210 และ 230 นาโนเมตร ปริมาณสารตัวอยางที่ใช
ในการวิเคราะหแตละครั้งคือ 20 ไมโครลิตร อัตราการไหลของตัวทําละลายเคลื่อนที่เทากับ 1.0 
มิลลิลิตรตอนาที เปนระยะเวลา 20 นาที เปรียบเทียบโครมาโตแกรมและ UV spectrum ของสารแต
ละชนิดเพื่อจัดกลุมของสารสกัดหยาบตามองคประกอบทางเคมี 
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บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
1. การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 

1.1 การเก็บตัวอยาง 
จากการเก็บตัวอยางบริเวณเกาะเตา จังหวัดสุราษฎรธานี ระหวางวันที่ 23-27 เดือน

เมษายน พ.ศ. 2549 ทั้งหมด 7 จุด โดยเก็บตัวอยางจากอาวฉลาม ที่ระดับความลึก 0-1 เมตร หิน
ขาวที่ระดับความลึก 20 เมตร หินวง ที่ระดับความลึก 15-20 เมตร หินเขียวทุนใน ที่ระดับความ
ลึก 20 เมตร หินเขียวทุนนอก ที่ระดับความลึก 20 เมตร กองหินขางประภาคาร ที่ระดับความลึก 
20-25 เมตร และ กองหินขางประภาคาร ที่ระดับความลึก 6-9 เมตร ไดจํานวนตัวอยางทั้งหมด 
165 ตัวอยาง ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 5 บริเวณที่เก็บตัวอยางสวนใหญเปนหาดทราย
และโขดหินในแนวน้ําขึ้นน้ําลง  

จากตัวอยางทั้งหมดจํานวน 165 ตัวอยาง พบวาตัวอยางสวนใหญ คือ ฟลมชีวภาพ 
(รอยละ 28) รองลงมาคือ ฟองน้ํา (รอยละ 18), เศษเชือกและเศษไม (รอยละ 16), สาหราย (รอยละ 
12), สัตวไมมีกระดูกสันหลัง (รอยละ 10), กัลปงหา (รอยละ 7) และตัวอยางอื่นๆ (รอยละ 9) 
ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 26 
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สาหราย 
12% ฟองน้ํา 

18%

สัตวไมมกีระดูกสันหลัง
10%

กัลปงหา
7%

เศษเชือก, เศษไม 
16%

ฟลมชีวภาพ
28%

อ่ืนๆ 
9%

ตารางที่ 5 รายละเอียดการเกบ็ตัวอยาง 

Table 5. Detail information of specimens collection 
 

Location Date Collecting method Depth 
(m) 

Number  of 
specimen 

Shark Bay April 23, 2006 On-shore 0-1 14 
White Rock April 24, 2006 Scuba diving 20  9 
Circle Rock April 24, 2006  Scuba diving 20 11 
Green Rock (inside) April 24, 2006 Scuba diving 20 8 
Green Rock (outside) April 25, 2006 Scuba diving 15-20 43 
Light House Rock April 26, 2006 Scuba diving 20-25 45 
Light House Rock April 27, 2006 On-shore, Scuba diving 6-9 35 
Total   165 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  26 รอยละของชนิดตัวอยางทีใ่ชแยกแบคทเีรียไกลดิง 
Figure 26. Percentage of specimen used for the isolation of gliding bacteria 
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1.2 การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 
จากตัวอยางที่เก็บไดทั้งหมด 165 ตัวอยาง ในขอ 1.1 สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิง

ไดทั้งหมด 21ไอโซเลต จากตัวอยางตางชนิดกัน เชน ฟลมชีวภาพบนพลาสติก, ฟลมชีวภาพบน
ปะการัง, ฟลมชีวภาพบนเปลือกหอยและเศษเชือก, ฟองน้ํา และกัลปงหา เปนตน ทั้งนี้เนื่องจาก
แบคทีเรียไกลดิงสวนใหญมีคุณสมบัติในการเปนผูยอยสลาย (decomposer) ตัวอยางที่เลือกเก็บและ
สามารถแยกแบคทีเรียไกลดิงไดจึงเปนซากสิ่งมีชีวิตรวมทั้งเศษวัสดุที่เนาเปอย โดยเฉพาะฟลม
ชีวภาพบนวัตถุตางๆ ซ่ึงเปนแหลงของจุลินทรียและสิ่งมีชีวิตอาศัยอยูรวมกันเปนจํานวนมาก ทําให
แบคทีเรียไกลดิงอาศัยเปนที่ยึดเกาะและเปนแหลงอาหาร ทําใหสามารถแยกแบคทีเรียไกลดิงจาก
ฟลมชีวภาพไดมากกวาในตัวอยางอื่นๆ การแยกแบคทีเรียไกลดิงโดยวิธีการนําตัวอยางวางบนจาน
เพาะเชื้อโดยตรง บนอาหาร sodium glutamate medium ที่เติมและไมเติม crystal violet ดังแสดงใน
ภาพที่ 27 (A และ B) นั้นพบวาการเติม crystal violet ไมมีผลตอการชักนําใหเกิดการสราง fruiting 
body เนื่องจากไมพบแบคทีเรียไกลดิงในกลุมของ Myxobacteria แต crystal violet จะสงผลให
จํานวนของแบคทีเรียบนจานเพาะเชื้อมีนอยลงจากการที่แบคทีเรียแกรมบวกถูกยับยั้ง ทําให
สามารถสังเกตการเจริญของแบคทีเรียไกลดิงบนจานเพาะเชื้อไดงายขึ้น และเมื่อสังเกตลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเชื้อที่คาดวาจะเปนแบคทีเรียไกลดิงบนจานเพาะเชื้อพบวาจะมีลักษณะคลายคลึง
กันมาก นั่นคือ โคโลนีจะมีลักษณะเปนเมือกเหนียว แผออก บางสายพันธุมีสีเหลือง และสีขาวขุน 
ซ่ึงเปนลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ Tenacibaculum mesophilum  และ 
Alphaproteobacterium  ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 28 (A และ B) การจัดจําแนกกลุมของ
แบคทีเรียในกลุมนี้จําเปนตองอาศัยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลรวมดวย โดยเชื้อที่แยกไดสวนใหญ
มีรูปรางเปนเสนยาว (long filamentous) ทั้งที่เปนปลายแหลมและปลายทู และสามารถสังเกตการ
เคลื่อนที่ของแบคทีเรียไกลดิงไดอยางชัดเจนภายใตกลองจุลทรรศนชนิด phase-contrast ทั้งนี้การ
เคลื่อนที่แบบไกลดิงจะแตกตางจากการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียโดยทั่วไปที่ใชฟลาเจลา กลาวคือ
แบคทีเรียไกลดิงจะสรางเมือกเพื่อชวยในการเคลื่อนที่ ขณะเคลื่อนที่จะมีการยกตัวขึ้นของเซลลใน
ลักษณะโคงงอและดันเซลลไปขางหนาทําใหสามารถเคลื่อนที่ไดบนผิวหนาอาหารแข็งแตเมื่อเจริญ
อยูในอาหารเหลวจะไมเคลื่อนที่ การเตรียมตัวอยางแบคทีเรียไกลดิงเพื่อศึกษาการเคลื่อนที่ภายใต
กลองจุลทรรศนชนิด phase-contrast จะแสดงในภาคผนวก ค และจากการศึกษาพบวามีแบคทีเรีย
ไกลดิงที่มีลักษณะเปนแทงสั้นๆ เพียง 5 สายพันธุ ซ่ึงเปนแบคทีเรียไกลดิงในจีนัส Tenacibaculum 
mesophilum  และ Flexibacter echinicida ดังแสดงในภาพที่ 29 (A และ B) ซ่ึงทุกสายพันธุสามารถ
เคลื่อนที่ไดโดยการคืบคลาน (glide) โดยบางสายพันธุจะเคลื่อนที่เร็วในขณะที่บางสายพันธุจะ
เคลื่อนที่ชา จากการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา พบวาเชื้อทั้ง 21 ไอโซเลต ติดสีแกรมลบ มี
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รูปรางทั้งเปนแทงสั้น (short rod) และเสนยาว (long filamentous) รวมทั้งสามารถเคลื่อนที่โดยการ
ไถลหรือคืบคลานได จากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน ดังแสดงในตารางที่ 6 เปนที่นาสังเกตวา
การแยก การทําใหบริสุทธิ์และการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงนั้นใชเวลาคอนขางนาน ซ่ึงเปน
สาเหตุที่ทําใหการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียไกลดิงนั้นคอนขางจะจํากัดอยูในวงแคบๆ ของผูที่มีความ
ชํานาญหรือประสบการณเทานั้น อีกทั้งยังใชความชํานาญและประสบการณมากกวาการแยก
แบคทีเรียอ่ืนๆ โดยทั่วไป และจากการแยกเชื้อในการวิจัยนี้ไมพบเชื้อที่สราง fruiting body ซ่ึงเปน
ลักษณะเฉพาะตัวของแบคทีเรียไกลดิงในกลุม Myxobacteria  
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ตารางที่ 6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียทีค่ัดเลือกไดจากตัวอยางชนิดตาง ๆ 
Table 6. Morphological characteristics of bacteria isolated from marine samples 
 

Culture number Source Gram’s staining Shape Gliding motility 
GB 086 Biofilm on plastic negative Long filamentous + 
GB 088 Rope negative short rod + 

GB 089 Biofilm on coral negative long filamentous + 

GB 090 Biofilm on shell negative long filamentous + 

GB 091 Biofilm on shell negative long filamentous + 

GB 092 Biofilm on coral negative long filamentous + 

GB 093 Sponge negative long filamentous + 

GB 097 Biofilm on shell negative short rod + 

GB 098 Sponge negative long filamentous + 

GB 099 
GB 100 

Sea fan 
Tunicate 

negative 
negative 

short rod  
long filamentous 

+ 
+ 

GB 102 Red seaweed on string negative short rod + 

GB 103 Red seaweed on string negative short rod + 

GB 104 Biofilm on plastic negative long filamentous + 

GB 105 Biofilm on plastic negative long filamentous + 

GB 108 Sponge negative long filamentous + 

GB 110 Tunicate negative long filamentous + 

GB 111 Rope negative short rod  + 

GB 121 Sponge negative long filamentous + 

GB 122 Sponge negative long filamentous + 

GB 123 Sea fan negative long filamentous + 
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ภาพที่ 27 การแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงโดยวิธี direct plating (A: sodium glutamate medium, B: 

sodium glutamate medium ที่มีเติม crystal violet) 
Figure 27. Isolation of gliding bacteria by direct plating method (A: sodium glutamate medium, 
                  B: sodium glutamate medium with crystal violet) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 28 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียไกลดิง (A: Tenacibaculum mesophilum,  
                B: Alphaproteobacterium) 
Figure 28. Colony of gliding bacteria (A: Tenacibaculum mesophilum, B: Alphaproteobacterium) 
 
 

A. B. 

A. B. GB105 
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ภาพที่ 29 เซลลของแบคทีเรียไกลดิงบนผิวหนาอาหาร SAP2 ภายใตกลองจุลทรรศนชนิด phase-

contrast ที่กําลังขยาย 100 เทา โดย A) Tenacibaculum mesophilum B) Flexibacteria 
echinicida C) และ D) Alphaproteobacterium  

Figure 29. Gliding bacterial cells on the surface of SAP2 medium under phase-contrast 
                  microscope (X100) A) Tenacibaculum mesophilum B) Flexibacteria echinicida  
                  C) and D) Alphaproteobacterium  
 
2. การจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียไกลดงิโดยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA 

ผลการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไกลดิงโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S 
rDNA ดังแสดงในตารางที่ 7 และแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธของแตละไอโซเลตเทียบกับ
แบคทีเรียไกลดิงที่มีรายงานกอนหนานี้ (Phylogenetic tree) ดังแสดงในภาพที่ 30 รวมทั้ง
รายละเอียดของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุอ่ืนๆ ที่นํามาศึกษาครั้งนี้ ดังแสดงในตารางที่ 8 

A  B  

C  D  

10 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 
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ตารางที่ 7 ผลการจัดจําแนกแบคทีเรียไกลดิงโดยวิธีการหาลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rDNA 
Table 7. Identification results of marine gliding bacteria by 16S rDNA sequence analysis 
 

          Culture number Closest relative strain Similarity value (%) 
GB 086 Alphaproteobacterium 98 
GB 088 Flexibacter echinicida 99 
GB 089 Mus musculus BAC 84 
GB 090 Alphaproteobacterium 99 
GB 091 Alphaproteobacterium 98 
GB 092 Vibrio sp. Y4tang   98 
GB 093 Alphaproteobacterium 97 
GB 097 Tenacibaculum mesophilum 100 
GB 098 Alphaproteobacterium 99 
GB 099 
GB 100                 

Alphaproteobacterium  
Alphaproteobacterium 

100 
100 

GB 102 Tenacibaculum mesophilum 100 
GB 103 Tenacibaculum mesophilum 99 
GB 104 Alphaproteobacterium 100 
GB 105 Alphaproteobacterium 96 
GB 108 Alphaproteobacterium 99 
GB 110 Alphaproteobacterium 99 
GB 111 Tenacibaculum mesophilum 98 
GB 121 Alphaproteobacterium 100 
GB 122 Alphaproteobacterium 99 
GB 123 Alphaproteobacterium 99 
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ภาพที่ 30 แผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธของเชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเล 
Figure 30. Phylogenetic tree of marine gliding bacteria 
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ผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในชวงของ 16S rDNA ของแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจาก
เกาะเตา จังหวัดสุราษฎรธานี ทั้งหมด 21 ไอโซเลต พบวามี 4 ไอโซเลต ที่มีความใกลเคียงกับสาย
พันธุ Tenacibaculum mesophilum (Families:Flavobacteriaceae) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน
ในชวงรอยละ 98-100  และมี 1 ไอโซเลต มีความใกลเคียงกับสายพันธุ Flexibacter echinicida 
(Families: Cytophagaceae) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนที่รอยละ 99  และพบวาเชื้อสวนใหญที่
แยกได (14 ไอโซเลต) มีความใกลเคียงกับสายพันธุ Alphaproteobacterium โดยมีเปอรเซ็นตความ
เหมือนในชวงรอยละ 96-100  โดยแบคทีเรียกลุม Proteobacterium นั้นเปนกลุมของแบคทีเรียที่เปน 
dominant ในสิ่งแวดลอมที่มีคุณสมบัติเปนผูลา (predator) ซ่ึงแบคทีเรียไกลดิงจัดอยูในกลุม δ-
Proteobacterium ซ่ึงไมสอดคลองกับผลการวิเคราะหที่กลาวมาขางตน แตจากการรายงานของ Lee 
และคณะ (2003) พบวาแบคทีเรียในกลุม Proteobacterium และ CFB พบวาคอนขางใกลชิดกัน จาก
การศึกษาในครั้งนี้ที่ใหผลวาแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดเมื่อเทียบเคียงสายพันธุในฐานขอมูลแลวเปน 
α-Proteobacterium นั้นอาจเปนผลเนื่องมาจากการที่เชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดเปนเชื้อสายพันธุ
ใหมซ่ึงไมมีการรายงานไวในฐานขอมูลของ NCBI มากอนและเมื่อพิจารณาจากลักษณะของ 
Swarm colony บนจานเพาะเชื้อ และลักษณะรูปรางเซลล การเคลื่อนที่ของเซลลภายใตกลอง
จุลทรรศนชนิด Phase contrast ก็ใหผลที่ยืนยันและสนับสนุนวาแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดทั้งหมด
นั้นเปนแบคทีเรียไกลดิงอยางแนนอน  
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ตารางที่ 8 รายละเอียดของแบคทีเรียไกลดงิสายพันธุอ่ืนๆที่ใชในการศกึษาครั้งนี ้
Table 8. Detail of other gliding bacterial isolates used in this study 
 
Isolates Location Sources Gliding bacterial strains 
6 GB Pak Meng Shell Unidentified 
23 GB Yao beach Cuttle bone Unidentified 
37 GB Yongling beach Shell Rapidithrix thailandica 
46 GB Susanhoy 75 million years Coral Unidentified 

52 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Unidentified 

58 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Rapidithrix thailandica 

64 GB Susanhoy 75 million years Sea grass Rapidithrix thailandica 

66 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Rapidithrix thailandica 

70 GB Susanhoy 75 million years Sponge Unidentified 

82 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Unidentified 

83 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Unidentified 

89 GB Naiyang beach Rope Alphaproteobacterium 
96 GB Surin beach Cuttle bone Tenacibaculum mesophilum 
106 GB Susanhoy 75 million years Seaweed Unidentified 

108 GB Naihan beach Jelly fish Unidentified 

SH 1.3.1 Sattahip Wood Rapidithrix thailandica 
SH 3.6.1 Sattahip Seaweed Cytophaga sp. 
SH 4.1 Sattahip Seaweed Unidentified 
SH 4.7.1 Sattahip Shell Cytophaga sp. 
SH 4.11.4 Sattahip Shell Rapidithrix thailandica 
SH 4.12.2 Sattahip Coral Unidentified 
SH 4.20.2 Sattahip Coral Rapidithrix thailandica 

SH 5 Sattahip Biofilm Rapidithrix thailandica 

SH 5.13.2 Sattahip Seaweed Rapidithrix thailandica 

SH 6.14.3 Sattahip Shell Rapidithrix thailandica 
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ตารางที่ 8 (ตอ) 
Table 8. (Cont.) 
 
Isolates Location Sources Gliding bacterial strains 
SH 6.19.1 Sattahip Shell Unidentified 
SH 6.24.1 Sattahip Shell Rapidithrix thailandica 

SH 9.43.1 Sattahip Shell Rapidithrix thailandica 

SH 9.47.1 Sattahip Shell Unidentified 

SH 14.3.3 Sattahip Biofilm Unidentified 

SH 14.4.2 Sattahip Biofilm Unidentified 

SH 14.6.1 Sattahip Biofilm Unidentified 

SH 14.6.2 Sattahip Biofilm Rapidithrix thailandica 
11.3.4 SA Ang sila Sand Saprospira sp. 
24 SA Yao beach Bark Saprospira marina 
28.5 SA Susanhoy 75 million years Shell Unidentified 
35 SA Yongling beach Seaweed Saprospira sp. 
51 SA Susanhoy 75 million years Seaweed Saprospira sp. 
59 SA Susanhoy 75 million years Tunicate Saprospira maritima 
71 SA Susanhoy 75 million years Seaweed Saprospira marina 
KK 1-3 Koh Kra Sponge Tenacibaculum mesophilum 
KK 1-19-2 Koh Kra Leave Rapidithrix thailandica 
KK 1-21-1 Koh Kra Leave Rapidithrix thailandica 

KK 1-21-2 Koh Kra Leave Rapidithrix thailandica 

KK 1-21-3 Koh Kra Sponge Tenacibaculum mesophilum 
KK 1-26 Koh Kra Sponge Unidentified 

KK 1-42-3 Koh Kra Crab skin Unidentified 

KK 1-42-4 Koh Kra Shell Tenacibaculum mesophilum 
KK 2-1 Koh Kra Crab skin Rapidithrix thailandica 
KK 2-4 Koh Kra Crab skin Unidentified 
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ตารางที่ 8 (ตอ) 
Table 8. (Cont.) 
 
Isolates Location Sources Gliding bacterial strains 
KK 3-1-1 Koh Kra Shell Alphaproteobacterium 

KK 3-12 Koh Kra Sponge Alphaproteobacterium 

TISTR 1691 Ang sila Lichen Unidentified 

TISTR 1699 Laemtan Shell Unidentified 

TISTR 1710 Chao samran beach Shell Rapidithrix thailandica 
TISTR 1711 Chao samran beach Stone Unidentified 

TISTR 1712 Chao samran beach Shell Unidentified 

TISTR 1714 Chao samran beach Wood Unidentified 

TISTR 1718 Peck tien beach Shell Unidentified 

TISTR 1736 Naiyang beach Rope Rapidithrix thailandica 
TISTR 1737 Susanhoy 75 million years Tunicate Unidentified 
TISTR 1742 Yongling beach Seaweed Rapidithrix thailandica 
Unidentified คือ ไมไดจัดจาํแนกสายพันธุ 
 
3. การคัดกรองสารสกัดหยาบของแบคทีเรียไกลดิงท่ีแยกไดจากทะเลที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของ
เชื้อทดสอบ 

การศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคนั้นจะนําสารสกัดหยาบทั้งจากแบคทีเรียไกลดิงที่
แยกไดจากเกาะเตาและสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มีอยูในหองปฏิบัติการจํานวน 227 
ตัวอยาง ซ่ึงเปนสารสกัดหยาบที่มาจากแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุตางๆ เชน Rapidithrix thailandica 
Tenacibaculum mesophilum และ Saprospira sp. ซ่ึงเปนสายพันธุที่ตางจากแบคทีเรียไกลดิงที่แยก
ไดจากเกาะเตา โดยแยกมาจากทะเลทางฝงอันดามันและอาวไทย ไดแก หาดหยงหลิง, หาดยาว และ
ทาเรือปากเมง จังหวัดตรัง สุสานหอย 75 ลานป จังหวัดกระบี่ หาดสุรินทร, หาดในยาง และหาดใน
หาน จังหวัดภูเก็ต เกาะกระ จังหวัดนครศรีธรรมราช หาดเจาสําราญ และหาดปกเตียน จังหวัด
เพชรบุรี อางศิลา, แหลมแทนและสัตหีบ จังหวัดชลบุรี   
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3.1 การหาปริมาณเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตนเพื่อใชในการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียโดย
วิธี colorimetric microdilution broth           

ในการศึกษาวิจัยนี้จะทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดตางๆที่
เลือกมาโดยวิธี colorimetric microdilution broth ซ่ึงใช AlamarBlue เปนอินดิเคเตอร เนื่องจากเปน
วิธีที่ใชระยะเวลาสั้นในการทดสอบและสามารถทดสอบไดคร้ังละหลายตัวอยางพรอมกัน อีกทั้งยัง
เปนวิธีที่ประหยัดเพราะใชสารทดสอบและอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณที่นอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีอ่ืนๆ จึงเหมาะกับการทดสอบสารที่ไดจากแหลงธรรมชาติ และยังสามารถเตรียมสารที่ตองการ
ทดสอบในรูปของสารละลายใน DMSO ที่สามารถนําสารที่ตองการทดสอบเขาสูเซลลที่ทดสอบได
ดี จึงไมมีขอจํากัดในดานคุณสมบัติของสารที่จะนํามาทดสอบ เชน ความสามารถในการละลาย การ
แพร เชนเดียวกับการทดสอบแบบ disc หรือ agar diffusion methods นอกจากนี้วิธี colorimetric 
microdilution broth ยังเปนวิธีที่ไวตอการทดสอบโดยสามารถทดสอบสารที่ระดับความเขมขน 
0.02- 3.3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรได และมีความแปรผันอยูในชวง 5-12 เปอรเซ็นตเทานั้น 
(Gazzano et al.,1997) ขอดีอีกประการหนึ่งของการเลือกใชวิธีการทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุ
ลินทรียโดยใช AlamarBlue เปนอินดิเคเตอร คือ ความไมเปนพิษตอเซลลของ AlamarBlue โดย
ปกติ AlamarBlue จะมีสีน้ําเงินซึ่งอยูในรูป resazurin แตเมื่อถูกรีดิวซจะเปลี่ยนเปนสีชมพู ซ่ึงอยูใน
รูป resorufin การเปลี่ยนแปลงของสีจากปฏิกิริยารีดักชันจะมีความจําเพาะกับ NADPH/NADP, 
FADH/FAD, FMNH/FMN และ NADH/NAD ที่เพิ่มขึ้นในกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล 
(O´Brien et al.,2000) จึงทําใหวิธีทดสอบดังกลาวมีความเกี่ยวของกับการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบอยางแทจริง AlamarBlue จึงเหมาะสมใชเปนวิธีทดสอบ เพื่อคัดกรองสารสกัดที่มี
จํานวนมาก และปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงสีดังกลาว ยังสามารถสังเกตไดงายดวยตาเปลา ทั้งนี้ปจจัย
ที่มีผลตอการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียดวย AlamarBlue ไดแก จํานวนเซลลจุ
ลินทรียที่ใชทดสอบ, ระยะเวลาในการบมเชื้อระหวางการทดสอบ และความเขมขนของสารสกัด
หยาบหรือสารบริสุทธิ์ที่ตองการทดสอบ ผลจากการทดลองหาจํานวนเซลลที่เหมาะสมของจุลินท
รียแตละชนิดที่ใชทดสอบในการศึกษานี้ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 9 โดยจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่
เหมาะสมสําหรับการทดสอบจะพิจารณาจากปจจัยตางๆ ดังนี้คือ ระยะเวลาในการบมเชื้อใน
ระหวางการทดสอบ ซ่ึงควรอยูในชวง 10-15 ช่ัวโมง ความไวตอสารสกัดและตัวทําละลายที่ใชใน
การทดสอบ เนื่องจากจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่มากเกินไปจะทําใหความไวตอการทดสอบฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของสารสกัดหยาบลดลง ซ่ึงจะสงผลตอการเปลี่ยนสีของ AlamarBlue 
จากการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็วจนไมสามารถจะสังเกตผลการยับยั้งการเจริญ
ของสารที่ทดสอบไดอยางแทจริง ในขณะที่จํานวนเชื้อที่ใชในการทดสอบนอยเกินไปจะเกิดผล
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ในทางตรงกันขาม กลาวคือสารสกัดหยาบที่นํามาทดสอบสวนใหญจะมีผลยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย ทําใหไมสามารถทราบผลการยับยั้งที่เกิดขึ้นจากสารสกัดหยาบอยางแทจริง และในการ
ทดสอบคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธีขางตน จะใชสารปฏิชีวนะมาตรฐานคือ 
vancomycin  สําหรับชุดควบคุมเนื่องจาก vancomycin เปนยาที่ใชรักษาเชื้อแบคทีเรียดื้อยาใน
ปจจุบัน 

 

ตารางที่ 9 ปริมาณเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียทดสอบที่เหมาะสมตอการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 

                 โดยวิธี colorimetric microdilution broth  assay        

Table 9. Initial concentration of test bacteria used for determination of antibacterial activity 

              by colorimetric microdilution broth assay 
 

Tested bacteria OD 
(600 nm) 

Amount of cell  
(CFU/ml) 

Incubation time  
(h) 

Bacillus subtilis ATCC 6633                             0.58 3.0x106 15 
Salmonella Typhi                                 0.27 2.1x106 15 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853            0.23 2.2x106 15 
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus  
ATCC 43300                     

 
0.11 

 
1.7x106 

 
15 

Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis  
ATCC 51299                       

 
0.08 

 
1.3x107 

 
15 

 

3.2 ฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียของสารสกดัหยาบจากแบคทีเรียไกลดิง 
จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจํานวน 303 ตัวอยาง ซ่ึงมาเปนสารสกัดหยาบ

ที่ไดจากแบคทีเรียไกลดิงที่แยกจากเกาะเตา 76 ตัวอยางและสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มี
ในหองปฏิบัติการ 227 ตัวอยาง ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดตางๆ เชน Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant Enterococcus 
faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Typhi และ Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 แลวนําสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งในขั้นตนนี้มาทดสอบซ้ําโดยการ
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วิเคราะหคา Minimum Inhibitory Concentration พบวามี 58 สารสกัดหยาบที่ใหคา MIC อยูในชวง
ระหวาง 9.38-150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตัวอยางการวิเคราะหคา MIC กอนบมเชื้อและหลังบม
เชื้อ 15 ชม. ดังแสดงในภาพที่ 31 ซ่ึงหลุมที่มีสีน้ําเงินเขมหลังบมเชื้อ 15 ชม. แสดงวาสารสกัดหยาบ
มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบแตหลุมที่มีสีชมพู แสดงวาสารสกัดหยาบไมมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย
ทดสอบ จากการวิเคราะหคา MIC พบวามีสารสกัดหยาบที่ยับยั้ง Methicillin-Resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA), Vancomycin-Resistant Enterococcus faecalis (VRE), Bacillus 
subtilis, Salmonella Typhi และ Pseudomonas aeruginosa จํานวน 25, 16, 20, 16 และ 10 ตัวอยาง 
ตามลําดับ และจากคา Minimum Bactericidal Concentration (MBC) พบวาตัวอยางสวนใหญมีคา 
MBC มากกวา 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีเพียง 5 ตัวอยางเทานั้นที่มีคา MBC เทากับ 150 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นั่นคือ GB 097CY, 23GB CY, 52GB VY, 89GB CY และ TISTR1736 RL 
คา MIC และ MBC จะแสดงในตารางที่ 10 ซ่ึงจากขอมูลจะเห็นไดวาสารสกัดหยาบที่แยกไดจาก
แบคทีเรียไกลดิงนั้นออกฤทธิ์คอนขางกวาง สามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรีย
แกรมลบ โดยสารสกัดหยาบสวนใหญออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกซึ่งยับยั้งไดงายกวา
แบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากโครงสรางผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีช้ัน Outer membrane ซ่ึง
ประกอบดวย lipopolysaccharide และ protein ซ่ึงเปนชั้นไขมันทําใหสารสกัดหยาบจากแบคทีเรีย
ไกลดิงที่มีขั้วสูงเมื่อดูจากผลของ TLC ทําใหไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดดีเหมือนกับ
แบคทีเรียแกรมบวก นอกจากนี้พบวาแบคทีเรียไกลดิงนั้นมีประสิทธิภาพในการยับยั้งตอแบคทีเรีย
กอโรคสายพันธุดื้อยาไดดี โดยสารสกัดหยาบสวนใหญออกฤทธิ์ยับยั้งตอเชื้อ MRSA และมีเพียง
สารสกัดหยาบเดียวเทานั้นที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดทั้ง 5 สายพันธุ โดยเฉพาะแบคทีเรีย
ดื้อยาสายพันธุ MRSA และVRE ใหคา MIC เทากับ 9.38 และ 18.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ นั่นคือ TISTR1736 RL ซ่ึงเปนสารสกัดหยาบจากเชื้อแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ 
Rapidithrix thailandica ที่แยกไดจากเศษเชือก บริเวณหาดในยาง จังหวัดภูเก็ต และจากการทดลอง
พบวาเชื้อกลุม Alphaproteobacterium สวนใหญจะออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ในขณะที่ 
Tenacibaculum mesophilum และ Rapidithrix thailandica ออกฤทธิ์ยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบ โดยสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียมากที่สุดมาจากอาหารสูตร CY 
ซ่ึงมี casitone เปนองคประกอบหลัก เปนสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิง
เพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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ภาพที่ 31 การทดสอบคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ MRSA ดวย microtitreplate  

                (A: กอนบมเชื้อและ, B: หลังบมเชื้อ 15 ชม.) 

Figure 31. Minimun Inhibitory Concentration (MIC) test of MRSA in microtitreplate  
                 (A: before incubation, B: 15 h after incubation) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. B. 



ตารางที่ 10 คา MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบในการยับยั้งการเจริญตอแบคทีเรียเมื่อทดสอบโดยวิธี colorimetric microdilution broth assay         

Table 10. MIC and MBC values of active extracts by colorimetric microdilution broth assay  

 
MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
GB 086 SK Alphaproteobacterium   150 >150       

GB 086 CY Alphaproteobacterium 75 >150 37.5 >150 150 >150     

GB 091 SK Alphaproteobacterium 150 >150         

GB 098 CY Alphaproteobacterium   150 >150       

GB 098 VY Alphaproteobacterium     150 >150     

GB 099 RL Alphaproteobacterium     150 >150     

GB 099 CY Alphaproteobacterium 150 >150         

GB 105 CY Alphaproteobacterium   150 >150       

89 GB CY Alphaproteobacterium 37.5 >150       18.75 150 

KK 3.1.1 CY Alphaproteobacterium   150 >150       

KK 3.1.1 VY Alphaproteobacterium   150 >150       



ตารางที่ 10 (ตอ) 

Table 10. (Cont.) 

 
MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
GB 097 RL Tenacibaculum mesophilum 150 >150     150 >150   

GB 097 SK Tenacibaculum mesophilum 150 >150     150 >150 150 >150 

GB 097 CY Tenacibaculum mesophilum 18.75 150   150 >150 18.75 150   

GB 097 VY Tenacibaculum mesophilum       150 >150   

GB 102 SK Tenacibaculum mesophilum 150 >150         

GB 102 CY Tenacibaculum mesophilum 75 >150   150 >150     

GB 103 SK Tenacibaculum mesophilum     150 >150     

GB 103 CY Tenacibaculum mesophilum       150 >150   

GB 103 VY Tenacibaculum mesophilum     150 >150     

GB 111 RL Tenacibaculum mesophilum       150 >150   

GB 111 CY  Tenacibaculum mesophilum 150 >150 37.5 >150   75 >150   

GB 111 VY Tenacibaculum mesophilum       150 >150   



ตารางที่ 10 (ตอ) 

Table 10. (Cont.) 
 

MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

96 GB CY Tenacibaculum mesophilum 150 >150   37.5 >150     

KK 1.3 VY Tenacibaculum mesophilum   150 >150       

KK 1.21.3 CY Tenacibaculum mesophilum 150 >150   150 >150     

KK 1.42.4 CY Tenacibaculum mesophilum 150 >150         

TISTR 1710 RL Rapidithrix thailandica          150 >150 

TISTR 1710 SK Rapidithrix thailandica  75 >150         

TISTR 1736 RL Rapidithrix thailandica  9.38 150 18.75 150 75 >150 150 >150 37.5 >150 

TISTR 1736 VY Rapidithrix thailandica  75 >150   150 >150     

TISTR 1742 CY Rapidithrix thailandica  150 >150   150 >150 150 >150   

4.20.2 VY Rapidithrix thailandica       150 >150   

KK 1.21.1 CY Rapidithrix thailandica   150 >150       

KK1.19.2 VY Rapidithrix thailandica     150 >150     



ตารางที่ 10 (ตอ) 

Table 10. (Cont.) 
 

MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

66 GB VY Rapidithrix thailandica 37.5 >150         

GB 088 CY Flexibacter echinicida 150 >150         

35 SA VY Saprospira sp.         150 >150 

4.7.1 SK Cytophaga sp.   150 >150 150 >150     

3.6.1 CY Cytophaga sp.       150 >150   

3.6.1 VY Cytophaga sp.       150 >150   

TISTR 1699 SK Unidentified 150 >150   150 >150     

TISTR 1699 CY Unidentified         150 >150 

TISTR 1712 SK Unidentified 150 >150   75 >150     

TISTR 1712 CY Unidentified 150 >150   75 >150     

TISTR 1714 SK Unidentified     75 >150     

6 GB CY Unidentified   150 >150       



ตารางที่ 10 (ตอ) 

Table 10. (Cont.) 
 

MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa Extract code Identify 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

6 GB VY Unidentified     150 >150     

23 GB CY Unidentified 150 >150   150 >150 150 >150 18.75 150 

52 GB CY Unidentified 75 >150   150 >150     

52 GB VY Unidentified 18.75 150 37.5 >150       

82 GB CY Unidentified   150 >150       

83 GB RL Unidentified     150 >150     

106 GB RL Unidentified   150 >150       

TISTR 1691 RL Unidentified     150 >150   150 >150 

TISTR 1691 CY Unidentified       150 >150 150 >150 

4.12.2 VY Unidentified   150 >150     150 >150 

4.1 SK Unidentified       150 >150   
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4. การคัดเลือกสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย 
4.1 ผลการทดสอบสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย 

การทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากสารสกัดหยาบที่ผลิตโดย
แบคทีเรียไกลดิงในทะเลทั้ง 303 ตัวอยาง จากการศึกษานี้พบวามีสารสกัดหยาบ 25 ตัวอยาง (คิด
เปนรอยละ 8.25 ของสารสกัดหยาบทั้งหมด 303 ตัวอยาง) ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ 
Methicillin-Resistant S. aureus และพบวามีสารสกัดหยาบ 16 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 5.30) ที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Vancomycin-Resistant E. faecalis และสําหรับ B. subtilis ถึงแมวาจะไม
กอใหเกิดโรคติดเชื้อ และเปนเชื้อที่คอนขางไวตอยาและสารเคมีตางๆจึงนํามาทดสอบเพื่อใชในการ
เปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากสารสกัดหยาบ โดยพบวามีสารสกัดหยาบ 20 
ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 6.60) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ B. subtilis สําหรับเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ
ที่ใชในการศึกษานี้ ไดแก P.aeruginosa ซ่ึงเปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) ที่
กอใหเกิดโรคติดเชื้อในทอปสสาวะ โดยจากการทดสอบพบวามีสารสกัดเพียง 10 ตัวอยาง (คิดเปน
รอยละ 3.30) ที่สามารถยับยั้งเชื้อนี้ได และสําหรับเชื้อ Sal. Typhi ซ่ึงมักพบวามีการปนเปอนใน
อาหารประเภท เนื้อสัตวและอาหารทะเล และทําใหเกิดโรคไขไทฟอยดนั้น มีสารสกัดหยาบ 16 
ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ5.30) ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ได ดังแสดง
ในภาพที่ 32 
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ภาพที่  32 รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 

Figure 32. Percentage of active extracts with antibacterial activities 

 

จากผลการทดสอบสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียพบวาสารสกัดหยาบ
จากแบคทีเรียไกลดิงสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดื้อยาสายพันธุ MRSA และ VRE ได และคิดเปน
รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ MRSA ถึงรอยละ 8.25 ซ่ึงมากกวารอยละ
ของสารสกัดหยาบที่สามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis อาจเนื่องจากคุณสมบัติของสาร กลไกการออก
ฤทธิ์หรือเปาหมายในการออกฤทธิ์ของสารไมเหมือนกับยา Methicillin ที่เชื้อ S. aureus สามารถดื้อ
ตอยาได ซ่ึงยา Methicillin จะออกฤทธิ์ตอผนังเซลลของเชื้อ S. aureus แตเชื้อจะมีกลไกดื้อตอยาคือ 
เชื้อจะเปลี่ยนเปาหมายในการออกฤทธิ์ของยา หรือ binding site ทําใหยาไมสามารถออกฤทธิ์กับ
เปาหมาย หรือ target site ได (Tenover, 2006) ดังนั้นการที่สารสกัดหยาบสามารถยับยั้งเชื้อ MRSA 
ไดมากกวาจึงไมจําเปนวาจะตองยับยั้งตอเชื้อที่ยับยั้งงายไดมากกวาเสมอไป ขึ้นอยูกับคุณสมบัติ
สารที่แยกไดเปนสําคัญ และนอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงยังมีฤทธิ์ยับยั้ง
ตอแบคทีเรียแกรมลบอยางเชื้อ P. aeruginosa และเชื้อ Sal. Typhi ซ่ึงเปนเชื้อที่ยับยั้งไดยาก  

จากการศึกษาจะเห็นไดวาสารสกัดหยาบที่แยกไดจากแบคทีเรียไกลดิงนั้นออกฤทธิ์
คอนขางกวางโดยสามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงเปนขอมูล
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สําคัญในการบงชี้วาแบคทีเรียไกลดิงมีคุณสมบัติในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียที่นาสนใจ 
ซ่ึงแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรีย 

 
4.2 องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อตอฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดหยาบ 

ผลจากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลเพื่อทดสอบความสามารถใน
การสรางสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มี
องคประกอบแตกตางกัน 4 สูตร ดังแสดงในภาคผนวก ก  พบวาอาหารสูตร CY ที่มี casitone, malt 
extract, yeast extract เปนองคประกอบนั้น ใหสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียมากที่สุดคือ 
24 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 41 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร CY ทั้งหมด 58 ตัวอยาง) 
ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร RL1 ที่มี peptone, yeast extract, vitamin B12 เปนองคประกอบนั้น 
เปนสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผลิตสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได
นอยที่สุด โดยมีเพียง 8 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 14 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร RL1 
ทั้งหมด) สวนอาหารสูตร VY/2 ที่มี Baker’s yeast  paste เปนองคประกอบ และสูตร SK ที่มี skim 
milk และ yeast extract เปนองคประกอบ สามารถผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งไดมากเปน
อันดับสองและสามตามลําดับคือ อาหารสูตร VY/2 มีจํานวน 15 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 25 ของ
สารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร VY/2 ทั้งหมด) และอาหารสูตร SK 11 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 
19 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหารสูตร SK ทั้งหมด) ดังแสดงในภาพที่ 33 และเมื่อพิจารณาถึง
คุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดของสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียไกลดิงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรตางๆ จากตารางที่ 11 พบสารสกัดหยาบที่มีคุณสมบัติ
ยับยั้งการเจริญของ Methicillin-Resistant S. aureus สวนใหญมาจากอาหารสูตร CY (14 ตัวอยาง) 
รองลงมาคืออาหารสูตร SK (6 ตัวอยาง) และจากอาหารสูตร VY/2 (3 ตัวอยาง) อาหารสูตร RL1 (2 
ตัวอยาง) ตามลําดับ สําหรับการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ Vancomycin-Resistant E. faecalis 
พบวาสารสกัดหยาบที่มาจากอาหารสูตร CY สามารถยับยั้ง Vancomycin-Resistant E. faecalis ได
มากที่สุด (8 ตัวอยาง) รองลงมาคืออาหารสูตร VY/2 (4 ตัวอยาง) ในขณะที่สารสกัดหยาบจาก
อาหารสูตร RL1 และ SK มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญไดเทากันในการทดสอบ (2 ตัวอยาง)  

จากผลการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่แตกตางกัน 4 สูตร พบวาสารสกัดหยาบที่แยกไดจากเชื้อที่
เล้ียงในอาหารสูตร CY มีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียที่ใชทดสอบไดมากที่สุด ซ่ึงอาหารสูตร CY เปน
อาหารที่มีองคประกอบของสารอาหารสมบูรณที่สุด (complex medium) นั่นคือประกอบดวย 
casitone 10 กรัม, malt extract 2 กรัม และ yeast extract 1 กรัม อาจเปนไปไดวา casitone ซ่ึงเปน
แหลงที่มีกรดอะมิโนเปนองคประกอบสูง ซ่ึงมีผลโดยตรงกับโครงสรางของสารที่ผลิต กลาวคือ 
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กรดอะมิโนซึ่งจะเปนโครงสรางพื้นฐาน (building blocks) ในการสรางสารที่ซับซอนตอไป ทําให
สารที่สรางจากอาหารชนิดนี้มีฤทธิ์ที่ดีกวาในอาหารชนิดอื่น ดังเชนการทดลองของ Hopf และคณะ 
(1990) ไดศึกษาการผลิต Ambruticin S จาก myxobacteria: Sorangium cellulosum ในอาหารที่มี
กรดอะมิโนสูง พบวาการสราง Ambruticin S ในอาหาร complex medium นั้นสูงกวาการเลี้ยงเชื้อ
ชนิดเดียวกันในอาหาร synthetic medium  

 
ภาพที่ 33 รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชนิด 

Figure 33. The percentage of active crude extracts against bacterial cultures, classified by media                               

 
ผลจากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงในอาหารสูตรที่แตกตางกัน ทําใหไดสารสกัดหยาบที่

มีองคประกอบทางเคมีแตกตางกันดวย และสงผลถึงคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบ ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Bitzer และคณะ (2006) ที่ไดกลาวถึงหลักการที่เชื้อสาย
พันธุหนึ่งสามารถที่จะผลิตสารที่แตกตางกันไดขึ้นอยูกับองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ OSMAC 
(one strain-many compounds) ซ่ึงเชื้อจะนําไปใชในการสรางสารเมตาบอไลทชนิดตางๆได และใน
การทดลองนี้ เมื่อเล้ียงเชื้อ Rapidithrix thailandica ในอาหารที่มีองคประกอบของสารอาหาร
ตางกันไดแก RL1 และ VY/2 พบวาสารสกัดหยาบที่ไดคือ TISTR1736 RL และ TISTR1736 VY 
นั้นมีความแตกตางกันและออกฤทธิ์ยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบแตกตางกันดวย จากผลการวิเคราะห
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องคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบทั้งสองดวยวิธี TLC และ HPLC พบวาใหผล TLC และ 
HPLC chromatogram ที่บงบอกถึงองคประกอบทางเคมีและโครงสรางที่แตกตางกัน  

 

ตารางที่ 11 จํานวนสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดงิในอาหารชนดิตางๆที่มี 

                   ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญแบคทีเรีย 

Table 11. Number of gliding bacterial crude extracts with antibacterial activities 

 

Number of antibacterial crude extracts Cultivating 
media  MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P.aeruginosa  
RL1 2 2 4 3 3 
SK 6 2 4 2 1 
CY 14 8 9 7 4 

VY/2 3 4 3 4 2 
 
5. การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 

5.1 การคัดเลือกสารสกัดหยาบและการจัดกลุมสารสกัดหยาบในขั้นตน 
จากการทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญตอแบคทีเรียของสารทั้ง 303 ตัวอยางใน

ขอ 3 พบวามีสารสกัดหยาบที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 15 ตัวอยาง ที่
ใหผลการทดสอบคา MIC ต่ํากวา 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไดแก GB086CY, GB097CY, 
GB102CY, GB111CY, 23GBCY, 52GBCY, 52GBVY, 66GBVY, 89GBCY, 96GBCY, 
TISTR1710SK, TISTR1712SK, TISTR1712CY, TISTR1736RL และ TISTR1736VY โดยที่ความ
เขมขนของสารสกัดหยาบเหลานี้ที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอยูในชวงระหวาง 9.38-75 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
5.2 การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดหยาบดวยวิธี Thin Layer Chromatography  

จากการนําสารสกัดหยาบทั้ง 15 ตัวอยางมาศึกษาองคประกอบทางเคมีเบื้องตนดวยวิธี 
TLC สามารถแบงกลุมของสารสกัดหยาบไดเปน 2 กลุม ตามลักษณะขององคประกอบทางเคมีบน
แผน TLC ซึ่งอาศัยการจัดจําแนกตามตัวทําละลายเคลื่อนที่ที่ใชแยกคือ กลุมที่ 1 ใชไดคลอโร
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มีเทนตอเอธิลอะซิเตท ในอัตราสวน 3:2 เปน mobile phase ไดแก 23GB CY, 66GB VY, 89GB 
CY, TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 RL และ TISTR1736 VY 
และกลุมที่ 2 ใชไดคลอโรมีเทนตอเอธิลอะซิเตทตอเมทานอล ในอัตราสวน 8.5:0.5:1 เปน mobile 
phase ไดแก 52GB CY, 52GB VY, 96GB CY, GB086 CY, GB097 CY, GB102 CY และ GB111 
CY 

สําหรับการศึกษาชนิดขององคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบกระทําโดยการทดสอบ
ชนิดของสารในกลุมของ alkaloids, terpenes และ peptides ซ่ึงเปนสารประกอบสําคัญของยาจาก
แหลงธรรมชาติโดยใช Wagner’s reagent, Vanillin ใน H2SO4  และ Ninhydrin reagent ในการ
ทดสอบ ตามลําดับ โดยที่ Wagner’s reagent เปนรีเอเจนตที่ทําปฏิกิริยากับอะมิโนอิสระ เกิดเปนสี
น้ําตาลแดงในขณะที่ Ninhydrin reagent จะทําปฏิกิริยากับหมูอะมิโน ที่เปนองคประกอบในสาร
สกัดหยาบ เกิดเปนสีมวงแดง และ Vanillin ใน H2SO4  ทําปฏิกิริยากับ triterpene อิสระเกิดเปนสี
มวงแดงเชนเดียวกัน จากการทดลองพบวา 2 ตัวอยางในกลุมที่ 1 ไดแก TISTR1710 SK และ 
TISTR1712 CY และ 5 ตัวอยางในกลุมที่ 2 ไดแก 96GB CY, GB097 CY, GB102 CY, GB111 CY 
และ 52GB VY เกิด spot สีน้ําตาลแดงเมื่อทดสอบดวย Wagner’s reagent แสดงวามีสารในกลุมอัล
คาลอยดเปนองคประกอบ และเมื่อทดสอบสารสกัดหยาบทั้งหมดดวย vanillin ใน H2SO4  พบวามี 5 
ตัวอยางในกลุมที่ 1 ไดแก 23GB CY, 66GB VY, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 
VY และทุกตัวอยางในกลุมที่ 2 ยกเวน 52GB CY เกิด spot สีมวงแดง แสดงวามีสารกลุม terpenes 
และ terpenoids นอกจากนี้เมื่อทดสอบดวย Ninhydrin test พบวาทุกตัวอยางในกลุมที่ 1 นั่นคือ 
23GB CY, 66GB VY, 89GB CY, TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 
RL และ TISTR1736 VY และทุกตัวอยางในกลุมที่ 2 ยกเวน 52GB CY เกิด spot สีมวงแดง แสดงวา
มีสารในกลุมเปปไทด จากการทดลองจะเห็นไดวามีสารสกัดหยาบ 6 ตัวอยาง คือ 52GB VY, 96GB 
CY, GB097 CY, GB102 CY, GB111 CY และ TISTR1712 CY ที่มีสารทั้งในกลุมของ alkaloids, 
terpenes และ peptides เปนองคประกอบ ดังแสดงในภาพที่ 34 และ 35 และสรุปผลการทดสอบ 
alkaloids, terpenes และ peptides ดังแสดงในตารางที่ 12 อยางไรก็ตามการวิเคราะหองคประกอบ
ทางเคมีดวยวิธี TLC นั้นเปนเพียงการทดสอบและจัดกลุมของสารเบื้องตนตามความสามารถในการ
แยกดวยระบบ solvent ที่แตกตางกัน ซ่ึงสารสกัดจากแบคทีเรียไกลดิงสกัดโดยใชเมทานอลเปนตัว
ทําละลาย ดังนั้นสารสกัดหยาบที่ไดจึงคอนขางมีสภาพขั้วสูง อีกทั้งเปนสารสกัดหยาบที่ยังไมผาน
การทําใหบริสุทธิ์ ในขั้นตอนการทํา TLC จึงคอนขางยากที่จะแยกสารอยางสมบูรณ แตผลการ
ทดสอบที่ไดก็เพียงพอที่จะใชในการจัดจําแนกชนิดของสารสกัดหยาบในเบื้องตน 
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ภาพท่ี 34 Thin Layer Chromatogram ของสารสกัดหยาบ 23GB CY, 66GB VY, 89GB CY,     

TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 RL และ TISTR1736 
VY ที่ทดสอบดวย Wagner’s reagent (A, B: alkaloid detection), Vanillin ใน H2SO4 (C, 
D: terpenes detection) และ Ninhydrin reagent (E, F: peptides detection) 

Figure 34. Thin Layer Chromatogram of 23GB CY, 66GB VY, 89GB CY, TISTR1710 SK, 
TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, TISTR1736 RL and TISTR1736 VY sprayed with  

                  Wagner’s reagent (A, B: alkaloid detection), Vanillin in H2SO4 (C, D: terpenes 
detection) and Ninhydrin reagent (E, F: peptides detection) 
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ภาพท่ี 35 Thin Layer Chromatogram ของสารสกัดหยาบ 52GB CY, 52GB VY, 96GB CY,    

GB086 CY, GB097 CY, GB102 CY และ GB111 CY ที่ทดสอบดวย Wagner’s reagent 
                (A, B: alkaloid detection), Vanillin ใน H2SO4  (C, D: terpenes detection) และ Ninhydrin 
                reagent (E, F: peptides detection) 
Figure 35. Thin Layer Chromatogram of 52GB CY, 52GB VY, 96GB CY, GB086 CY, 

GB097CY, GB102 CY and GB111 CY sprayed with Wagner’s reagent (A, B: 
alkaloid detection), Vanillin in H2SO4 (C, D: terpenes detection) and Ninhydrin 
reagent (E, F: peptides detection) 
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ตารางที่ 12 ผลการทดสอบชนิดของสารที่เปนองคประกอบของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง 
                  แบคทีเรีย 
Table 12. Chemical composition analysis of active crude extracts 
 

Active extracts Alkaloid detection Terpene detection Peptide detection 
GB 086 CY  + + 

GB 097 CY + + + 

GB 102 CY + + + 

GB 111 CY + + + 

23 GB CY  +  

52 GB CY    

52 GB VY + + + 

66 GB VY  +  

89 GB CY    

96 GB CY + + + 

TISTR1710SK +  + 

TISTR1712SK  +  

TISTR1712CY + + + 

TISTR1736RL    

TISTR1736VY  +  

 
หมายเหตุ   +  คือ มีสารในกลุมที่ทดสอบเปนองคประกอบ 
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5.3 การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดหยาบดวยวิธี High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 

นําสารสกัดหยาบทั้ง 15 ตัวอยาง ที่คัดเลือกแลวไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีดวย
วิธี HPLC และจัดกลุมสารสกัดหยาบตาม HPLC chromatogram ของตัวอยางที่คลายคลึงกันโดยใช
คอลัมนชนิด reversed phase (Thermo Hypersil BDS C18 5µm, 4.5x250 mm) ตรวจวัดการดูดกลืน
แสงดวยเครื่องตรวจวัดอัลตราไวโอเลตชนิด diode array โดยกําหนดความยาวคลื่นที่ 210 และ 230 
นาโนเมตรเนื่องจากความยาวคลื่นที่ 210 นาโนเมตร เปนความยาวคลื่นที่สามารถตรวจวัดสารที่เปน
องคประกอบไดเกือบทุกชนิด ทั้งที่ดูดกลืนแสงชวง UV  และไมดูดกลืนแสงชวง UV  สวนที่ความ
ยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร เปนความยาวคลื่นที่สารที่เปนองคประกอบสวนใหญสามารถดูดกลืนแสง
ไดสูงสุด จากการวัดในเบื้องตนดวย UV spectrophotometer ปริมาณตัวอยางที่ใชวิเคราะหคร้ังละ 
20 ไมโครลิตร และเตรียมตัวอยางที่มีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชสารละลายเมทา
นอล:น้ํา (75:25) เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ ดวยอัตราเร็ว 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ระยะเวลานาน 20 
นาที จากผลการทดลองที่ไดสามารถแบงสารออกไดเปน 5 กลุม ตามลักษณะโครมาโตแกรมที่
คลายคลึงกัน ดังแสดงในภาพที่ 36-40 โดยกลุมที่ 1 ประกอบดวย 2 ตัวอยาง คือ TISTR1712 CY 
และ TISTR1736 RL กลุมที่ 2 ประกอบดวย 4 ตัวอยาง คือ TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, 
TISTR1736 VY และ 66GB VY กลุมที่ 3 ประกอบดวย 6 ตัวอยาง คือ 52GB CY, 52GB VY, 96GB 
CY, GB097 CY, GB102 CY และ GB111 CY กลุมที่ 4 ประกอบดวย 2 ตัวอยาง คือ 23GB CY และ 
89GB CY กลุมที่ 5 ประกอบดวย 1 ตัวอยาง คือ GB086 CY  

ผลการทดสอบองคประกอบทางเคมีดวยวิธี TLC และ HPLC พบวาใหผลที่สอดคลอง
กัน นั่นคือผลของ TLC สามารถแบงสารไดเปน 2 กลุม ตามตัวทําละลายเคลื่อนที่ที่ใชแยก กลุมที่ 
1 ไดแก 23GB CY, 66GB VY, 89GB CY, TISTR1710 SK, TISTR1712 SK, TISTR1712 CY, 
TISTR1736 RL และ TISTR1736 VY เมื่อนําสารกลุมที่ 1 ทดสอบดวย HPLC พบวาใหผลของ 
HPLC chromatogram แตกตางกัน 3 แบบ สวนสารในกลุมที่ 2 ไดแก 52GB CY, 52GB VY, 96GB 
CY, GB086 CY, GB097 CY, GB102 CY และ GB111 CY เมื่อนําสารกลุมที่ 2 ทดสอบดวย HPLC 
พบวาใหผลของ HPLC chromatogram แตกตางกัน 2 แบบ เนื่องจากการทดสอบดวย TLC ซ่ึงใช 
silica gel ชนิด normal phase เปน stationary phase พบวาสารที่มีขั้วต่ําจะถูกแยกออกมากอนสวน
สารที่มีขั้วสูงจะถูกแยกออกมาทีหลังและยังคงติดอยูที่ฐานไมสามารถแยกได แต HPLC ซ่ึงใช
คอลัมนชนิด reversed phase คือ C18 สารที่มีขั้วสูงจะถูกแยกออกมากอน สารที่มีขั้วต่ําจะถูกแยก
ออกมาทีหลัง อีกทั้ง HPLC ใชปมที่มีแรงดันสูง จึงสามารถแยกสารไดดีกวาและมีประสิทธิภาพใน
การแยกสูงกวา TLC  
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ภาพที่ 36 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ TISTR1712 

CY ที่มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโน
เมตรและ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร) 

Figure 36. Diode Array Detector HPLC chromatogram of TISTR1712 CY with 75:25 MeOH:H2O 

                  as mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 37 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ TISTR1712 

SK ที่มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโน
เมตร และ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร) 

Figure 37. Diode Array Detector HPLC chromatogram of TISTR1712 SK with 75:25 MeOH:H2O 

                  as mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

A 

B 

B 

A 
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ภาพที่ 38 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ GB102 CY 

ที่มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
และ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร)      

Figure 38. Diode Array Detector HPLC chromatogram of GB102 CY with 75:25 MeOH:H2O as 

                  mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 39 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ 89GB CY ที่

มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
และ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร)           

Figure 39. Diode Array Detector HPLC chromatogram of 89GB CY with 75:25 MeOH:H2O as 

                  mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

A 

B 

B 

A 
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ภาพที่ 40 โครมาโตแกรมจากการทํา Diode Array Detector HPLC ของสารสกัดหยาบ GB086 CY

ที่มี 75:25 เมทานอลตอน้ํา เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (A: ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
และ B: ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร)             

Figure 40. Diode Array Detector HPLC chromatogram of GB086 CY with 75:25 MeOH:H2O as 

                  mobile phase (A : wavelength 210 nm and B: wavelength 230 nm) 

 
5.4 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

ดวยเคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance (NMR)   
จากขอมูล 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบที่คัดเลือกไดในสารละลาย DMSO-

d6 (ภาคผนวก ฉ) พบวาใหผลสอดคลองกับผลของ  HPLC chromatogram กลาวคือ สารสกัดหยาบ
ที่ใหผลของ HPLC โครมาโตแกรมเหมือนกัน จะแสดงสัญญาณ 1H NMR สเปกตรัม คลายคลึงกัน
ดวย ยกเวนสารสกัดหยาบในกลุมที่ 1 (TISTR1712 CY และ TISTR1736 RL) และกลุมที่ 4 (23GB 
CY และ 89GB CY) ซ่ึงใหผลของ HPLC โครมาโตแกรมที่ตางกัน แตแสดงสัญญาณ 1H NMR 
สเปกตรัม เหมือนกัน และพบวา 1H NMR สเปกตรัมของสารสกัดหยาบทุกตัวอยางแสดงสัญญาณที่
คา chemical shift (δ) ในชวง 7-8 ppm บงชี้วาสารสกัดหยาบทุกตัวอยางมีอะโรมาติกโปรตอน ใน
โครงสราง และมีสารสกัดหยาบจํานวน 3 ตัวอยาง ไดแก TISTR1710 SK, TISTR1712 SK และ 
TISTR1736 VY แสดงสัญญาณที่คา chemical shift (δ) ชวง 4-5 ppm แสดงวามีโปรตอนที่เกาะอยู
กับ heteroatoms เชน CH2O, CH2NO2, CH2Cl เปนองคประกอบของโครงสราง โดยเฉพาะสารสกัด

A 

B 





ตารางที่ 13 ผลการคัดกรองสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบและการวเิคราะหองคประกอบทางเคมี 
Table 13. Antibacterial activity of marine gliding bacterial crude extracts and their chemical composition  
 

Antibacterial activities MIC (µg/ml) TLC Strain Source Media 
M V B S P Alkaloid Terpene Peptide 

Classification by 
 HPLC        NMR 
(group)     (group) 

Tenacibaculum mesophilum Biofilm CY 75 37.5 150 - -  / / 5 4 
Tenacibaculum mesophilum Biofilm CY 18.75 - 150 18.75 - / / / 3 3 
Tenacibaculum mesophilum Seaweed CY 75 - 150 - - / / / 3 3 
Tenacibaculum mesophilum Rope CY 150 37.5  75 - / / / 3 3 
Tenacibaculum mesophilum Cuttle bone CY 150 - 37.5 - - / / / 3 3 
Rapidithrix thailandica Seaweed VY/2 37.5 -  - -  /  2 2 
Rapidithrix thailandica Shell SK 75 -  - - /  / 2 2 
Rapidithrix thailandica  Rope RL1 9.38 18.75 150 150 37.5    1 1 
Rapidithrix thailandica  Rope VY/2 75 - - - -  /  2 2 
Alphaproteobacterium Rope CY 37.5 -  - 18.75    4 1 
Unidentify Shell SK 150 - 75 - -  /  2 2 
             



 
ตารางที่ 13 (ตอ) 
Table 13. (Cont.) 
 

Antibacterial activities MIC (µg/ml) TLC    Strain Source Media 
M V B S P Alkaloid Terpene Peptide 

Classification by 
 HPLC       NMR 
(group)     (group) 

Unidentify Shell CY 150 - 75 - - / / / 1 1 
Unidentify Cuttle bone CY 150 - 150 150 18.75  /  4 1 
Unidentify Seaweed CY 75 - 150 - -    3 3 
Unidentify Seaweed VY/2 18.75 37.5  - - / / / 3 3 

 
M= MRSA, V= VRE, B= B. subtilis, S= Sal. Typhi, P= P. aeruginosa 
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บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 
 จากการแยกเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากเกาะเตา จังหวัดสุราษฎรธานี พบวาสามารถแยกเชื้อ
ไดทั้งหมด 19 สายพันธุ โดยพบวาแบคทีเรียไกลดิงที่แยกได 4 สายพันธุมีความใกลเคียงกับ 
Tenacibaculum mesophilum (Families: Flavobacteriaceae) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับ
รอยละ 98-100  และ 1 สายพันธุ มีความใกลเคียงกับ Flexibacter echinicida (Families: 
Cytophagaceae) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเทากับรอยละ 99  และพบวาเชื้อสวนใหญที่แยกได
คือ 14 สายพันธุมีความใกลเคียงกับ Alphaproteobacterium โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนในชวง
รอยละ 96-100  ซ่ึงแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดเมื่อเทียบเคียงสายพันธุในฐานขอมูลแลวเปน 
Alphaproteobacterium นั้นอาจเปนเชื้อสายพันธุใหมซ่ึงไมมีการรายงานไวในฐานขอมูลของ NCBI 
รวมทั้งเมื่อพิจารณาจากลักษณะของ Swarm colony บนจานเพาะเชื้อ และลักษณะรูปรางเซลล การ
เคลื่อนที่ของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนชนิด Phase contrast รวมกับการใชเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุลโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ยืนยันวาเปนเชื้อแบคทีเรียไกลดิง  
 จากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงทั้ง 19 สายพันธุ เพื่อผลิตสารสกัดหยาบในอาหารที่
แตกตางกัน 4 สูตร ไดแก สูตร CY ซ่ึงมี casitone, malt extract, yeast extract เปนองคประกอบ สูตร 
RL1 มี peptone, yeast extract, vitamin B12 เปนองคประกอบ สูตร VY/2 มี Baker’s yeast  paste เปน
องคประกอบ และ SK มี skim milk, yeast extract เปนองคประกอบ รวมเปน 76 สารสกัด และใน
การคัดกรองสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียที่ใชทดสอบไดแก 
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Vancomycin-Resistant 
Enterococcus faecalis (VRE) ATCC 51299, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Typhi และ 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ไดนําสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียไกลดิงที่มีใน
หองปฏิบัติการมาทดสอบดวย 227 สารสกัด รวมเปน 303 สารสกัดหยาบ การทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจะใชวิธี colorimetric microdilution broth ซ่ึงมี AlamarBlue เปนอินดิ
เคเตอร พบวามี 58 สารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบโดยใหคา MIC อยูในชวงระหวาง 
9.38-150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และจากการทดลองพบวาอาหารสูตร CY ใหสารสกัดหยาบที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียมากที่สุดคือ 24 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 41 ของสารสกัดหยาบที่ไดจากอาหาร
สูตร CY ทั้งหมด 58 ตัวอยาง) ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร RL1 เปนอาหารที่ผลิตสารสกัดหยาบที่
มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดนอยที่สุด โดยมีเพียง 8 ตัวอยาง (คิดเปนรอยละ 
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เอกสารอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
อาหารสําหรับแยกเชื้อแบคทเีรียไกลดิงจากทะเล 
1. อาหารสูตร Na-glutamate medium  
              L-glutamic acid monosodium salt                     1.0                  กรัม 
              NH4NO3                                                            0.01                 กรัม  
              K2HPO4                                                             0.01                 กรัม 
              Agar                                                                  15.0                 กรัม  
              น้ําทะเล                                                          1000.0                มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารสูตร Na-glutamate medium เติม crystal violet      
              L-glutamic acid monosodium salt                     1.0                  กรัม 
              NH4NO3                                                           0.01                  กรัม 
              K2HPO4                                                            0.01                  กรัม 
              Agar                                                                 15.0                   กรัม 
              Crystal violet                                         10.0                  ไมโครกรัมตอลิตร 
              น้ําทะเล                                                         1000.0                  มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
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3. อาหารสูตร SAP2  
              Tryptone                                                           1.0                        กรัม 
              Yeast Extract                                                    1.0                        กรัม 
              Agar                                                                15.0                        กรัม  
              น้ําทะเล                                                        1000.0                       มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 
1. อาหารสูตร RL1 (ดัดแปลงจาก Spyere et al., 2003) 
              Peptone                                                              3.0                        กรัม 
              Yeast extract                                                     2 .0                        กรัม 
              Potassium nitrate                                               0.5                         กรัม 
              Vitamin B12                                                                         0.5                        ไมโครกรัมตอลิตร 
              น้ําทะเล                                                        1000.0                         มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารสูตร SK  
              Skim milk                                                           5.0                        กรัม 
              Yeast extract                                                       3.0                        กรัม 
              MgSO4                                                                       1.0                        กรัม  
              น้ําทะเล                                                         1000.0                        มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
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3. อาหารสูตร CY (ดัดแปลงจาก Suzuki et al., 2003) 
             Casitone                                                             10.0                         กรัม 
             Malt extract                                                         2.0                          กรัม 
             Yeast extract                                                        1.0                         กรัม 
             น้ําทะเล                                                          1000.0                         มิลลิลิตร               

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
4. อาหารสูตร VY/2 (ดัดแปลงจาก Iizuka et al., 2003) 
             Baker’s yeast paste                                              5.0                          กรัม   
             น้ําทะเล                                                           1000.0                         มิลลิลิตร 

นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีใชทดสอบและใชวิเคราะหฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
1. Nutrient agar 

Beef extract                 3.0                         กรัม 
Bacto peptone                                                      5.0                         กรัม 
Agar               15.0                          กรัม 
น้ําทะเล                                       1000.0                          มิลลิลิตร 
นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

เปนเวลา 15 นาที 
 

2. RPMI 1640 medium 
              RPMI 1640                                                           1.0                          ซอง 

 น้ํากลั่นปลอดเชื้อ                                            1000.0                         มิลลิลิตร 
 ผสม RPMI 1640 medium 1 ซองในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที นําไปฆาเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองที่
มีรูขนาด 0.45 µm 
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ภาคผนวก ข 
 

องคประกอบและการเตรียมสารเคม ี
 
สารเคมีสําหรับทดสอบองคประกอบทางเคมีโดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 
1. Ninhydrin reagents 
            Ninhydrin                             200.0                     มิลลิกรัม 
            Butanol                                   95.0                     มิลลิลิตร 
            10% AcOH                               5.0                     มิลลิลิตร 
เตรียมใสในขวดสเปรย หุมดวยฟลอยดปองกันแสง หากเกิดสีมวงแดงเมื่อทดสอบดวย Ninhydrin 
reagents แสดงวามีสารในกลุมเปปไทดเปนองคประกอบ 
 
2. Wagner’s reagents 
              Iodine                                    10.0                      กรัม 
              Potassium iodide                   50.0                      กรัม 
              น้ํากลั่นปลอดเชื้อ               1000.0                      มิลลิลิตร 
เตรียมใสในขวดสเปรย หุมดวยฟลอยดปองกันแสง หากเกิดเปนสีน้ําตาลแดงเมื่อทดสอบดวย 
Wagner’s reagent แสดงวามีสารในกลุมอัลคาลอยดเปนองคประกอบ 
 
3. Vanillin reagents 
              Vanillin                                   15.0                      กรัม 
               Ethanol                                 250.0                     มิลลิลิตร 
               Conc. Sulfuric acid                  2.5                      มิลลิลิตร 
เตรียมใสในขวดสเปรย หุมดวยฟลอยดปองกันแสง หากเกิดสีมวงแดงเมื่อทดสอบดวย Vanillin ใน 
H2SO4 แสดงวามีสารในกลุม terpenes และ terpenoids เปนองคประกอบ 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทดลอง 
 

1. การเตรียมตัวอยางเพื่อการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ Phase contrast 
1.1 เตรียมอาหารแข็งโดยละลายวุนในน้ําทะเล นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทลงในจานเพาะเชื้อใหหนา
ประมาณ 0.5 เซนติเมตร รอใหอาหารแข็งแลววางสไลดลงบนอาหาร 

1.2 เตรียมอาหารสูตร SAP2 agar medium (tryptone 0.1 กรัม, yeast extract 0.1 กรัม, agar 
15.0 กรัมและ น้ําทะเล 1000.0 มิลลิลิตร) นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที รอใหเย็นลงประมาณ 45 องศาเซลเซียส เททับ
ลงบนอาหารแข็งที่เตรียมไวในขอ 1.1 ใหทั่วผิวหนาอาหาร (เทใหบางที่สุดเทาที่จะทําได) รอให
อาหารแข็ง 

1.3 ตัดชิ้นวุนบริเวณขอบโคโลนี เชนเดียวกับการ subculture นํามาวางบริเวณปลายขางใด
ขางหนึ่งของสไลด บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลาประมาณ 2 วัน  

1.4 เมื่อเชื้อเจริญใหใชมีดที่ปราศจากเชื้อตัดบริเวณขอบสไลด แลวนําสไลดมาปดดวย 
coverslip ตรงบริเวณขอบของ swarm colony นําไปสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ Phase 
contrast เพื่อดูลักษณะการเคลื่อนที่ของเซลล 
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ภาคผนวก ง 
 

ผลการทดลอง 
 
ตารางที่ 14 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของสารสกัดหยาบทั้งหมด 303 ตัวอยาง 
                   ตอแบคทีเรียทดสอบ 
Table 14. Antibacterial activities of 303 crude extracts against bacterial 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

6 GB RL 0.0513 +  + + + 
6 GB CY 0.1142  + + + + 
6 GB VY 0.0117  + + + + 
23 GB CY 0.1079 + + + + + 
23 GB VY 0.0119      
37 GB RL 0.0354    +  
37 GB CY 0.0755   + +  
37 GB VY 0.0093    + + 
46 GB CY 0.1038   + +  
46 GB VY 0.0130   +   
52 GB RL 0.0151   + + + 
52 GB CY 0.0990 +  +  + 
52 GB VY 0.0089 + + +  + 
58 GB RL 0.0441    +  
58 GB CY 0.0680   +  + 
58 GB VY 0.0182   + +  
64 GB RL 0.0323   + + + 
64 GB CY 0.0879    +  
64 GB VY 0.0136  +  + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

66 GB RL 0.0498   + +  
66 GB CY 0.0846 +    + 
66 GB VY 0.0008    +  
70 GB RL 0.0389      
70 GB CY 0.1051      
70 GB VY 0.0130  +  + + 
82 GB CY 0.0973   + + + 
82 GB VY 0.0503   +   
83 GB RL 0.0226  +  +  
83 GB CY 0.0855  +  +  
83 GB VY 0.0827  + + +  
89 GB RL 0.0229 +    + 
89 GB CY 0.0780 + + + +  
89 GB VY 0.0523      
96 GB RL 0.0181 +  + + + 
96 GB CY 0.0973   +  + 
96 GB VY 0.0420  +  + + 
106 GB RL 0.0165    +  
106 GB CY 0.1004   + +  
106 GB VY 0.0492      
108 GB RL 0.0207    + + 
108 GB CY 0.0953  +  + + 
108 GB VY 0.0483  +  +  
GB 086 RL 0.1050  +  + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

GB 086 SK 0.0888 + + + + + 
GB 086 CY 0.4139 + + + +  
GB 086 VY 0.1324  + + +  
GB 088 RL 0.0690      
GB 088 SK 0.0421   + +  
GB 088 CY 0.1565 + + + +  
GB 088 VY 0.0629   + +  
GB 089 RL 0.0749      
GB 089 SK 0.0538      
GB 089 CY 0.1456      
GB 089 VY 0.0551      
GB 090 RL 0.0703 +   + + 
GB 090 SK 0.0731 +   + + 
GB 090 CY 0.1417     + 
GB 090 VY 0.0473  + +  + 
GB 091 RL 0.0736  +   + 
GB 091 SK 0.0518 + + + + + 
GB 091 CY 0.1281     + 
GB 091 VY 0.1820  + + + + 
GB 092 RL 0.0863      
GB 092 SK 0.0669      
GB 092 CY 0.1674      
GB 092 VY 0.0673      
GB 093 RL 0.0818 + +  + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

GB 093 SK 0.0565 + +   + 
GB 093 CY 0.1356    + + 
GB 093 VY 0.0504   +  + 
GB 097 RL 0.0749 + + + +  
GB 097 SK 0.0606 +  + + + 
GB 097 CY 0.1318 + + + +  
GB 097 VY 0.0521 +  + +  
GB 098 RL 0.0714      
GB 098 SK     0.0592    + + 
GB 098 CY 0.1332  +  + + 
GB 098 VY 0.0579 + + + + + 
GB 099 RL 0.0795 + + + + + 
GB 099 SK 0.0898     + 
GB 099 CY 0.0748 +  + + + 
GB 099 VY 0.0565 +  + + + 
GB 100 RL 0.0499      
GB 100 SK 0.0432      
GB 100 CY 0.1320      
GB 100 VY 0.0389      
GB 102 RL 0.0765   + +  
GB 102 SK 0.0784 + + + + + 
GB 102 CY 0.1645 + + +  + 
GB 102 VY 0.0425    +  
GB 103 RL 0.0810   +   
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

GB 103 SK 0.0698 + + + + + 
GB 103 CY 0.1749 + + + + + 
GB 103 VY 0.0487   + + + 
GB 104 RL 0.0738      
GB 104 SK 0.0620      
GB 104 CY 0.0356      
GB 104 VY 0.0590      
GB 105 RL 0.0458 + +  + + 
GB 105 SK 0.0503 + +  + + 
GB 105 CY 0.1411 + +   + 
GB 105 VY 0.0353 + + + + + 
GB 108 RL 0.0618   + +  
GB 108 SK 0.0870    +  
GB 108 CY 0.1479   +   
GB 108 VY 0.0665   + +  
GB 110 RL 0.0668 + + + + + 
GB 110 SK 0.0505 + +  + + 
GB 110 CY 0.1512 + +  + + 
GB 110 VY 0.0191 + + + + + 
GB 111 RL 0.1063    + + 
GB 111 SK 0.0692   +  + 
GB 111 CY 0.1092 + + + + + 
GB 111 VY 0.0269   + + + 
GB 121 RL 0.0620 + +  + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

GB 121 SK 0.0575     + 
GB 121 CY 0.1352 + +  +  
GB 121 VY 0.0430 + + + + + 
GB 122 RL 0.0922   +   
GB 122 SK 0.0746   + +  
GB 122 CY 0.1508   +   
GB 122 VY 0.1044   +   
GB 123 RL 0.0697   + + + 
GB 123 SK 0.0528 +   +  
GB 123 CY 0.1182  +    
GB 123 VY 0.0528 + + + +  
4.20.2 RL 0.0568   + +  
4.20.2 SK 0.0974  + + +  
4.20.2 CY 0.1357 +  + +  
4.20.2 VY 0.0482  + + + + 
14.3.3 RL 0.0570 +  + +  
14.3.3 SK 0.0466   + +  
14.3.3 CY 0.0908 + + +   
14.3.3 VY 0.0475  +  +  
6.24.1 RL 0.0881      
6.24.1 SK 0.0450 +  + +  
6.24.1 CY 0.1453 + +    
6.24.1 VY 0.0298 + + + +  
3.6.1 RL 0.0598 +   + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

3.6.1 SK 0.0315   + +  
3.6.1 CY 0.0922 +  + + + 
3.6.1 VY 0.0136  + + + + 
4.1 RL 0.0716 +  + +  
4.1 SK 0.3022 + + + + + 
4.1 CY 0.0337    +  
4.1 VY 0.0484  + + + + 
9.43.1 RL 0.0211   +   
9.43.1 SK 0.0613    +  
9.43.1 CY 0.0916   + +  
9.43.1 VY 0.0509   +   
9.47.1 RL 0.0912  + + +  
9.47.1 SK 0.0343 +  + + + 
9.47.1 CY 0.0986 + + + + + 
9.47.1 VY 0.0437  + + + + 
4.7.1 RL 0.0794 + + + + + 
4.7.1 SK 0.0348  +  + + 
4.7.1 CY 0.1785  +  + + 
4.7.1 VY 0.0204 + + + + + 
1.3.1 RL 0.0566  + +   
1.3.1 SK 0.0293 + +  + + 
1.3.1 CY 0.0829 +  + +  
1.3.1 VY 0.0248  + + +  
14.4.2 RL 0.0546    +  
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

14.4.2 SK 0.0392    +  
14.4.2 CY 0.1047    + + 
14.4.2 VY 0.0158  + + +  
4.12.2 RL 0.0559 +  +   
4.12.2 SK 0.0509 +  + +  
4.12.2 CY 0.0956 +  + +  
4.12.2 VY 0.0393  + + + + 
5 RL 0.0680 +  + +  
5 SK 0.0551 +  + +  
5 CY  0.1074   + + + 
5 VY 0.0351   + + + 
4.11.4 RL 0.0752  +  + + 
4.11.4 SK 0.0426 + + + + + 
4.11.4 CY 0.1476  + +  + 
5.13.2 RL 0.0619   + +  
5.13.2 SK 0.0528    + + 
5.13.2 CY 0.1013 +  + +  
5.13.2 VY 0.0623   + +  
6.19.1 RL 0.0690    +  
6.19.1 SK 0.0855   + +  
6.19.1 CY 0.1339 + + + + + 
6.19.1 VY 0.0503 +  + +  
14.6.1 RL 0.0537 +  + +  
14.6.1 SK 0.0282 + + + +  
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

14.6.1 CY 0.0849 + + + +  
14.6.1 VY 0.0168 + + + + + 
14.6.2 RL 0.0313 +  + +  
14.6.2 SK 0.0432 +  + +  
14.6.2 CY 0.1072 +  + + + 
14.6.2 VY 0.0380    +  
6.14.3 RL 0.0685  +    
6.14.3 SK 0.0527 + + +   
6.14.3 CY 0.0866  + + +  
6.14.3 VY 0.0230      
11.3.4 SA RL 0.0434    + + 
11.3.4 SA CY 0.1155   + + + 
11.3.4 SA VY 0.0170    +  
24 SA RL 0.0509    + + 
24 SA CY 0.1191    + + 
24 SA VY 0.0213      
28.5 SA RL 0.0468    + + 
28.5 SA CY 0.1148    +  
28.5 SA VY 0.0253    +  
35 SA RL 0.0300   + +  
35 SA CY 0.0886   +   
35 SA VY 0.0185     + 
51 SA RL 0.0432      
51 SA CY 0.1276    + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

51 SA VY 0.0228    +  
59 SA RL 0.0506    +  
59 SA CY 0.1312    +  
59 SA VY 0.0231      
71 SA RL 0.0459      
71 SA CY 0.1319    + + 
71 SA VY 0.0229   +   
KK 1-3 RL 0.0248    + + 
KK 1-3 SK 0.0211    + + 
KK 1-3 CY 0.1126 +  + + + 
KK 1-3 VY 0.0123  + +  + 
KK 1-19-2 RL 0.0461  +  +  
KK 1-19-2 SK 0.0250    +  
KK 1-19-2 CY 0.0901      
KK 1-19-2 VY 0.0135  + +   
KK 1-21-1 RL 0.0415      
KK 1-21-1 SK 0.0224  +  +  
KK 1-21-1 CY 0.0828   + + + 
KK 1-21-1 VY 0.0105 + + + + + 
KK 1-21-2 RL 0.0412    +  
KK 1-21-2 SK 0.0205      
KK 1-21-2 CY 0.1020      
KK 1-21-2 VY 0.0133  + + +  
KK 1-21-3 RL 0.0373    + + 
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

KK 1-21-3 SK 0.0194    + + 
KK 1-21-3 CY 0.1015 +  + + + 
KK 1-21-3 VY 0.0153    + + 
KK 1-26 RL 0.0414  +   + 
KK 1-26 SK 0.0218  +    
KK 1-26 CY 0.1013  +   + 
KK 1-26 VY 0.0248   +   
KK 1-42-3 RL 0.0484  + + +  
KK 1-42-3 SK 0.0161    +  
KK 1-42-3 CY 0.0966   + +  
KK 1-42-3 VY 0.0110  + +  + 
KK 1-42-4 RL 0.0425 +  + + + 
KK 1-42-4 SK 0.0216 +  +  + 
KK 1-42-4 CY 0.1027 +  + + + 
KK 1-42-4 VY 0.0147   +   
KK 2-1 RL 0.0353   +   
KK 2-1 SK 0.0184 +  +  + 
KK 2-1 CY 0.0931   + + + 
KK 2-1 VY 0.0163  + +   
KK 2-4 RL 0.0433      
KK 2-4 SK 0.0213    +  
KK 2-4 CY 0.1138  +    
KK 2-4 VY 0.0159   + +  
KK 3-1-1 RL 0.0399  +    
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

KK 3-1-1 SK 0.0219  + +   
KK 3-1-1 CY 0.1088  +   + 
KK 3-1-1 VY 0.0155  + +  + 
KK 3-12 RL 0.0370   + + + 
KK 3-12 SK 0.0257    +  
KK 3-12 CY 0.1022   + + + 
KK 3-12 VY 0.0132   + + + 
TISTR1691RL 0.0361 +  + + + 
TISTR1691SK 0.0372      
TISTR1691CY 0.0646 +  + + + 
TISTR1691VY 0.0148    +  
TISTR1699RL 0.0366   +   
TISTR1699SK 0.0255 + + + + + 
TISTR1699CY 0.0678 +  + + + 
TISTR1699VY 0.0144    +  
TISTR1710RL 0.0378 + + + + + 
TISTR1710SK 0.0237 + + + +  
TISTR1710CY 0.0844   +   
TISTR1710VY 0.0132   + + + 
TISTR1711RL 0.0345      
TISTR1711SK 0.0142   + +  
TISTR1711CY 0.0398   + +  
TISTR1711VY 0.0084   + +  
TISTR1712 RL 0.0569    +  
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ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14. (Cont.) 
 
 

Antibacterial Activities Crude Extracts 
Code 

Weight 
(g) MRSA VRE B. subtilis Sal. Typhi P. aeruginosa 

TISTR1712SK 0.0324 +  + + + 
TISTR1712CY 0.0587 + + + +  
TISTR1712VY 0.0157   + +  
TISTR1714 RL 0.0367   + +  
TISTR1714SK 0.0202   +   
TISTR1714CY 0.0521 +   +  
TISTR1714VY 0.0149 +  + + + 
TISTR1718 RL 0.0408    +  
TISTR1718 SK 0.0271      
TISTR1718CY 0.1269   + +  
TISTR1718VY 0.0154   + +  
TISTR1736RL 0.006 + + + + + 
TISTR1736CY 0.1230   + +  
TISTR1736VY 0.0175 +  + +  
TISTR1737 RL 0.0451   +   
TISTR1737CY 0.0959 +   +  
TISTR1737VY 0.0492   +  + 
TISTR1742 SK 0.0136  +   + 
TISTR1742CY 0.0694 + + + + + 
TISTR1742VY 0.0122 + + + + + 
 
 
หมายเหตุ   +  คือ  มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
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ภาคผนวก ฉ 
 

สัญญาณ 1H NMR 
 
1. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ 23GB CY 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ 52GB CY 
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3. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ 89GB CY 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ 96GB CY 

 
5. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ GB086 CY 
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6. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ GB097 CY 

 
7. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ GB102 CY 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

8. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ GB111 CY 
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9. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1710 SK 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1712 SK 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1712 CY 
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12. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1736 RL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
13. สัญญาณ 1H NMR ของสารสกัดหยาบ TISTR1736 VY 
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