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บทคดัย่อ 
 

แบคทเีรยีทะเลทีม่คีวามเกีย่วขอ้งกบัสิง่มชีวีติอื่นในทะเลจดัเป็นแหล่งผลติสารออกฤทธิ ์
ทางชวีภาพทีส่าํคญั การศกึษาในครัง้น้ีไดท้าํการแยกแบคทเีรยีทะเลไดท้ัง้หมด 514 ไอโซเลท 
จากตวัอยา่งกลัปงัหา ปะการงั ฟองน้ําและเพรยีง รวมทัง้สิน้ 26 ตวัอยา่ง ใน 4 จงัหวดัในฝ ัง่
ทะเลอนัดามนัของประเทศไทย พบแบคทเีรยีทีม่ฤีทธิก์ารยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคทัง้หมด 29     
ไอโซเลท (5.64 %) โดยไอโซเลท P0915 มฤีทธิด์ทีีส่ดุ ซึง่สารสกดั ethyl acetate จาก P0915 
ทดสอบโดยวธิ ี broth microdilution assay สามารถยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมบวก   Bacillus 
subtilis, Staphylococcus   aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 29213, S.aureus PSU 
106, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) NPRC 001R, MRSA NPRC 
002R, MRSA NPRC 003R, MRSA NPRC 004R  ยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมลบ Vibrio 
parahaemolyticus PSU 1681 ซึง่มคีา่ MIC อยูร่ะหวา่ง 256-512 μg/mL และมคีา่ MBC อยู่
ระหวา่ง 512-1,024 μg/mL และยงัสามารถยบัยัง้ไซยาโนแบคทเีรยี Microcystis aeruginosa 
TISTR 8305 ได ้ 93.91 % ทีค่วามเขม้ขน้สาร 4,500 μg/mL ผลการบ่งชีช้นิดของไอโซเลท 
P0915 โดยการวเิคราะหท์างชวีโมเลกุล (16 rDNA analysis) สามารถจาํแนกชนิดของ         
ไอโซเลท P0915 ไดเ้ป็น Pseudoalteromonas flavipulchra   
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ABSTRACT 
 

Marine bacteria associated with marine organisms are important sources of 
bioactive compounds. Five hundred fourteen bacteria were isolated from 26 samples of 
sea fan, coral, barnacle and sponges collected from four provinces in the Andaman sea, 
Thailand. An agar well diffusion method was used to screen for bacteria with an 
antimicrobial activity.Twenty nine isolates (5.64%) exhibited antimicrobial activity against 
at least one tested microorganism. Isolate P0915 was the most promising strain that 
presented a consistently high activity against the tested microorganisms. An ethyl 
acetate extract from a cell suspension of P0915 inhibited the Gram-positive bacteria; 
Bacillus subtilis, Staphylococcus   aureus ATCC 25923,      S. aureus ATCC 29213,        
S. aureus PSU 106, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) NPRC 001R, 
MRSA NPRC 002R, MRSA NPRC 003R, MRSA NPRC 004R     and one Gram-
negative bacterium; Vibrio parahaemolyticus PSU 1681. The minimum inhibitory 
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were determined by 
a broth microdilution assay and provided values of 256-512 μg/mL and 512-1,024 
μg/mL, respectively. An inhibitory activity against Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
was discovered. A 93.91% decline in the population of M. aeruginosa TISTR 8305 was 
found when mixed with the ethyl acetate extracts at a concentration of 4,500 μg/mL. 
Strain P0915 was identified as being closely related to Pseudoalteromonas flavipulchra 
based on its 16S rDNA sequence analysis. 
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 บทท่ี 1 
บทนํา 

 
บทนําต้นเรือ่ง 
 

ยาปฏชิวีนะมคีวามสาํคญัในการรกัษาโรคตดิเชือ้เป็นอยา่งมาก แต่ในปจัจุบนัพบปญัหา
ดือ้ยามากยิง่ขึน้ โดยจุลนิทรยีม์กีลไกต่างๆ ในการต่อตา้นยาปฏชิวีนะซึง่ทาํใหเ้กดิการดือ้ยาขึน้ 
ดว้ยเหตุน้ี จงึมคีวามจําเป็นอย่างยิง่ทีจ่ะต้องทําการคน้หายาปฏชิวีนะใหม่ๆ เพิม่ขึน้เพื่อใชใ้น
การรักษาโรคติดเชื้อต่อไป โดยมุ่งความสนใจในการค้นหายาปฏิชีวนะจากสิ่งแวดล้อม 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่จากมหาสมทุร เน่ืองจากกวา่ 70% ของพืน้ทีโ่ลกเป็นมหาสมทุร ซึง่เป็นแหล่ง
ทรพัยากรทีใ่หญ่และหลากหลาย เช่น บรเิวณน้ําลกึทีแ่สงสอ่งไมถ่งึ และแนวปะการงัในเขตรอ้น
ซึง่มคีวามหลากหลายของระบบนิเวศมากทีส่ดุ เมือ่เทยีบกบัระบบนิเวศของปา่ฝนในเขตรอ้นชืน้ 
(Colwell, 2002)  ระบบนิเวศของมหาสมุทรประกอบดว้ยสารประกอบทางเคมต่ีางๆ มากมาย 
จากรายงานของ Winton (1988), Malakoff (1997) และ Pomponi (1999) ระบุว่าระบบนิเวศ
ทางทะเลเป็นแหล่งของสารออกฤทธิท์างชวีภาพและสารเคมหีลากหลายชนิด มรีายงานการพบ
สารดงักล่าวเกอืบ 30,000 ชนิด (สติา, 2551) ตวัอยา่งสารออกฤทธิท์างชวีภาพและสารเคมทีี่
พบในทะเล เช่น terpenes, polyketides, acetogenins และ peptide เป็นตน้ (Wright, 1998)  
นอกจากน้ียงัพบสารออกฤทธิท์างชวีภาพทีแ่ยกไดจ้ากปะการงั เช่น alkaloids, prostaglandins 
(Kelecom, 2002), nephtheoxydiol และ clavukerin C สารทีแ่ยกไดจ้ากฟองน้ําทะเล เช่น 
cyclic peroxide สารทีแ่ยกไดจ้ากปะการงัอ่อน (soft coral) เช่น valerenenol และ 
entoplopanone สารทีไ่ดจ้ากปะการงัอ่อนสายพนัธุ ์Xeria sp. เช่น xeniolone (Kobayashi and 
Kitagawa, 1994) ซึ่งสารเหล่าน้ีสามารถนํามาใชป้ระโยชน์ทางการแพทยไ์ด ้โดยอาจจะ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างไปจากเดิมโดยอาศัยกระบวนการทางกายภาพและชีวภาพ        
(Wright, 1998)   เมื่อ 30-40 ปี ทีผ่า่นมามกีารพบสารชนิดใหม่ๆ  กว่า 12,000 ชนิด ทีเ่กดิขึน้
จากพชืทะเล สตัวท์ะเล และจุลนิทรยี ์โดยจะมกีารคน้พบสารใหม่ๆ กว่า 100 ชนิด ในทุกๆ ปี 
(Donia and Hamann, 2003)  สารส่วนใหญ่พสิูจน์ไดว้่ามาจากสตัวไ์ม่มกีระดูกสนัหลงั        
(Lie and Zhou, 2002)  อุปสรรคสาํคญัในการศกึษาเรื่องน้ีคอื การจดัหาวตัถุดบิเพราะ ความ
เขม้ขน้ของสารที่ไดจ้ากสตัว์ที่ไม่มกีระดูกสนัหลงัเหล่าน้ีน้อยกว่า 1 ในล้านของน้ําหนักเปียก 
(Proksch et al., 2002) หากตอ้งการสารเหล่าน้ีเป็นจาํนวนมาก จาํเป็นตอ้งใชส้ตัวท์ีไ่มม่กีระดกู
สนัหลงัเป็นจํานวนมากซึง่เสีย่งต่อการสญูพนัธุ ์ จากการศกึษาของ Friedrich et al. (1999) 
พบว่า กว่า    40 % ของมวลชวีภาพในเน้ือเยื่อของฟองน้ํา Aplysina aerophoba มแีบคทเีรยี
อาศยัอยูร่ว่มกนั แบบ symbiotic โดยทีแ่บคทเีรยีไดอ้าหารจาก A. aerophoba และแบคทเีรยีจะ
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ช่วยทําให ้ A. aerophoba คงรปูร่าง การศกึษาทีผ่่านมามกีารแยกแบคทเีรยีจากกลัปงัหาและ
ฟองน้ําทีส่ามารถผลติสารทีส่ามารถต่อตา้นจุลนิทรยีก่์อโรคได ้เชน่ ผลติสารตา้นแบคทเีรยี, สาร
ตา้นรา, สารตา้นไวรสั หรอืแมก้ระทัง่ตวัฟองน้ําเองกม็กีารพบสารทีส่ามารถตา้นมะเรง็ไดอ้กีดว้ย 
(Monks et al., 2002) ดงันัน้การคดัแยกจุลนิทรยีจ์ากสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัในทะเลจงึเป็นอกี
ทางเลอืกหน่ึงทีช่่วยหาสารออกฤทธิท์างชวีภาพ นอกจากน้ีการศกึษาของ สติา (2551) พบว่า
กลัปงัหามคีวามไวต่อการต่อการถูกรุกรานโดยจุลินทรยี์ที่ก่อโรค เช่น พวกแบคทเีรยีและรา 
ตวัอย่างราทีเ่ป็นสาเหตุสาํคญัของการเกดิ epizootic ในหมู่เกาะ West Indies และ ทะเล 
Caribbean คอื Aspergillus sydowii ซึง่เป็นราทีอ่าศยัสิง่ทีเ่น่าเป่ือย เพือ่การดาํรงชวีติ พบไดท้ัง้
บนบกและในทะเล  

ดงันัน้การศกึษาครัง้น้ีจงึมุ่งเน้นคดัเลอืกแบคทเีรยีที่มฤีทธิต์้านจุลนิทรยีจ์ากสตัว์ไม่มี
กระดกูสนัหลงั เพือ่นํามาประยกุตใ์ชใ้นการยบัยัง้จุลนิทรยีช์นิดต่างๆ ต่อไป 
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บทตรวจเอกสาร 
 กลัปังหา (ศกัดิอ์นนัตแ์ละคณะ, 2548, http://www.scitour.most.go.th; April 20,2012) 

ม ี ชื่อวงศ ์Paramuriceidae และ ชื่อวทิยาศาสตร ์ Paramuricea sp. กลัปงัหา เป็นสตัว์
ชนิดหน่ึง จดัอยูใ่นกลุ่มเดยีวกบัปะการงั  มขีนาดตวัแต่ละตวัประมาณ 1-4 มลิลเิมตร ขึน้อยูก่บั
แต่ละชนิด ตวักลัปงัหาแต่ละตวั เรยีกวา่ polyp จะเจรญิเตบิโต อยูร่ว่มกนัเป็นโคโลนี มกีาร
ตดิต่อเชื่อมโยงกนั แลกเปลีย่นอาหารซึง่กนัและกนั เคลอืบอยูบ่นแกนคลา้ยกิง่ไม ้ แกนของ
กลัปงัหาน้ีเป็นสารประกอบโปรตนีชนิดหน่ึงทีเ่รยีกวา่ “กอรโ์กนิน” (gorgonin) ซึง่มอีงคป์ระกอบ
คลา้ยกบัสารทีพ่บในเขาสตัว ์ ซึง่กลัปงัหาสรา้งขึน้มาคํ้าจุนรา่งกาย มลีกัษณะเป็นเสน้หรอืเป็น
รปูพดั ดงันัน้ กลัปงัหารปูพดัทีเ่หน็จงึประกอบไปดว้ยตวักลัปงัหา นบัพนั นบัหมืน่ตวั เคลอืบอยู่
ภายนอก กลัปงัหามสีว่นทีย่ดึเกาะกบัพืน้เรยีกวา่ holdfast เคลอืบไปบนพืน้ผวิ มคีุณสมบตัใิน
การยดึเกาะบนพืน้แขง็ มคีวามเหนียว แขง็แรง 

กลัปงัหาจะพบมากบรเิวณรอ่งน้ําลกึ 10-15 เมตร อาจเป็นบรเิวณโขดหนิหรอืหวัแหลม 
ซึง่มกีระแสน้ําไหลแรงเน่ืองจากสามารถโอนเอนตามกระแสน้ําได ้ มกัพบกลัปงัหาในทีน้ํ่าลกึและ
กระแสน้ําแรง อาจเป็นเพราะกลัปงัหาไมต่อ้งแก่งแยง่พืน้ทีก่บัปะการงั  เน่ืองจากกลัปงัหาหลาย
ชนิดไมม่สีาหรา่ยซแูซนเทลลี ่ซึง่เป็นสาหรา่ยเซลลเ์ดยีว ทีอ่าศยัอยูร่ว่มเหมอืนกบัปะการงั การ
ทีไ่มม่สีาหรา่ยเซลลเ์ดยีวอยูร่ว่มนัน้ทาํใหก้ลัปงัหาไมม่คีวามจาํเป็นตอ้งพึง่พาแสงมากนกั  อกี
ทัง้กลัปงัหาเป็นสตัวท์ีก่รองกนิแพลงกต์อนเป็นอาหาร โดยจะใชเ้ขม็พษิและหนวดทีอ่ยูร่อบปาก
ทัง้ 8 เสน้ ซึง่มลีกัษณะคลา้ยขนนก  ชว่ยจบัเหยือ่ในน้ํา สง่เขา้ไปยงัสว่นของปากซึง่อยูต่รง
กลางและต่อไปยงัทอ่ไซโฟโนกลพิ (siphonoglyph) ทีท่าํหน้าทีเ่ป็นคอหอยและหลอดอาหาร 
ผา่นไปสูส่ว่นของทอ้งซึง่ฝงัอยูใ่นเน้ือเยือ่ซแีนนไคม ์ (coenenchyme)  ทัง้น้ี กลัปงัหาจะมทีอ่
ขนาดเลก็เชื่อมโยงกนัระหวา่งตวักลัปงัหาแต่ละตวั เพือ่สง่ผา่นสารอาหารทีไ่ดจ้ากการยอ่ยของ
แต่ละตวันัน้ไปหล่อเลีย้งเน้ือเยือ่และโครงสรา้งต่างๆ ตลอดทัง้โคโลนี  นอกจากน้ีกลัปงัหายงัมี
โครงสรา้งหนิปนูขนาดเลก็จาํนวนมากซึง่เรยีกวา่    สเครอไรท ์ (sclerites) ประกอบกนัอยูท่ ัง้
โคโลนีเพือ่ชว่ยป้องกนัเน้ือเยือ่ของกลัปงัหาใหป้ลอดภยัและสรา้งความแขง็แรงใหก้บัโคโลนี แม้
ตวักลัปงัหาจะมขีนาดเลก็ แต่สามารถดาํรงชวีติผา่นพน้มรสมุและเจรญิเตบิโตขึน้เป็นโคโลนี
ขนาดใหญ่ได ้
        กลัปงัหาสามารถสบืพนัธุไ์ด ้2 วธิ ีวธิแีรกโดยการแตกหน่อทีโ่คน เมือ่ตวัเก่าตายตวัใหมก่็
เจรญิเตบิโตต่อไป วธิทีีส่องเกดิจากการผสมพนัธุร์ะหวา่งไขก่บัอสจุ ิ  ไขท่ีไ่ดร้บัการผสมแลว้จะ
เจรญิเตบิโตต่อไปเป็นตวัเมยี  เมือ่ตวัออ่นโตจะวา่ยน้ําจากตวัแมไ่ปเกาะทีโ่ขดหนิ เพือ่สรา้ง
กลัปงัหาตวัใหมข่ึน้มาซึง่จะมขีนาดโตขึน้เรือ่ยๆ จากการศกึษาของนกัชวีวทิยาทางทะเลพบวา่ 
กลัปงัหางอกไดย้าวแค ่ 5-200 มลิลเิมตร ตอ้งใชเ้วลานานนบัปี ซึง่กลัปงัหาสว่นใหญ่มี
ความจาํเพาะต่อพืน้ที ่เชน่ กลัปงัหาทีพ่บในประเทศไทยแสดงในตารางที ่1 
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ตารางท่ี 1 ชนิดและลกัษณะของกลัปังหาท่ีพบในประเทศไทย 
 

กลัปงัหา ลกัษณะ 

1.Solenocaulon     ความสงูประมาณ 15-40 ซม. โคโลนีมกีารเรยีงตวัในระนาบเดยีว และ
หอ่เขา้หากนัคลา้ยกรวย โคโลนีมสีแีดงดา้นในของกรวยมสีขีาว   

2.Melithae ความสงูตัง้แต่  5-240 ซม. คลา้ยกิง่ไม ้มกีารเรยีงตวัในระนาบเดยีว มี
ปุม่นูนกระจายตามกิง่กา้นของโคโลนี ลาํตน้มสีเีหลอืง  

3.Acabaria ความสงูไมเ่กนิ 5 เซนตเิมตร โคโลนีเป็นแบบรา่งแห มกัปรากฎปุม่นูน 
ตามกิง่กา้นของโคโลนี โคโลนีมสีสีดใส เชน่ เหลอืงสด หรอืแดงสลบัขาว 

4.Muricella สงูไดม้ากกวา่ 70 เซนตเิมตร โพลปิยดืหดได ้เมือ่โพลปิหดจะปรากฎ
เป็นปุม่นูนบนผวิจาํนวนมาก โคโลนีสขีาว โพลปิสแีดง 

5.Mopsella 
 

ความสงูตัง้แต่ 5-240 เซนตเิมตร การเรยีงตวัของโคโลนีคลา้ยกิง่ไม ้มี
ปุม่นูนตามกิง่กา้นของโคโลนี โคโลนีมสีแีดงและมโีพลปิสเีหลอืง  

6.Echinogorgia ความสงูประมาณ 10-15 เซนตเิมตร ผวิขรขุระเน่ืองจากมแีทง่หนิปนู 
เรยีงตวักนัรอบโพลปิ โคโลนีมสีแีดง 

7.Euplexaura ความสงูประมาณ 70 เซนตเิมตร แต่ละชว่งของการแตกแขนงยาวเป็น
พเิศษ โพลปิยดืหดได ้โคโลนีสเีหลอืง โพลปิสขีาว 

8.Rumphella 
 

ความสงูประมาณ 12-20 เซนตเิมตร แต่ละกิง่ของโคโลนีหนาและ
ออ่นไหว ปลายกิง่มน โคโลนีสเีทา น้ําตาลเทา หรอืน้ําตาลอมเขยีว 

9. Hicksonella ความสงูอาจจะมากกวา่ 60 เซนตเิมตร กิง่หนาและแขง็ โคโลนีมกีาร
แตกกิง่เป็นคู ่โคโลนีสเีทา น้ําตาลเทา หรอื น้ําตาลอมเขยีว 

10.Junceella 
 

ความยาวตัง้แต่ 5-450 เซนตเิมตร การเรยีงตวัของโพลปิไมเ่ป็นระเบยีบ  
ความหนาของเสน้จะไมเ่สมอกนัและอาจมกีารแตกแขนง  

11.Ellisella 

 

ความสงูประมาณ 60 เซนตเิมตร โคโลนีมกีารแตกกิง่เป็นคู ่กิง่แขนงจะ
ยาวมาก โพลปิยดืหดได ้ผวิมตุ่ีมเลก็ๆ กระจายทัว่ โคโลนีมสีสีดใส เชน่ 
แดง สม้ น้ําตาลแดง  

12.Ctenocella ความสงูตัง้แต่ 5-120 เซนตเิมตร การเรยีงตวัของโคโลนีมลีกัษณะเป็นซี ่
คลา้ยหว ีโคโลนีมหีลายส ีเชน่ เหลอืง ขาว น้ําตาลออ่น เป็นตน้ 

13.Subergorgia 

 

ความสงูตัง้แต่ 25-450 เซนตเิมตร การเรยีงตวัของโคโลนีคลา้ยพดั มี
ลกัษณะสานกนัคลา้ยรา่งแห สงัเกตไดง้า่ยจากขนาดอนัใหญ่โต มกีาร 
เรยีงตวัในระนาบเดยีว โคโลนีมสีเีหลอืง  

ทีม่า: http://www.TalayThai.com; January 7, 2009 
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ฟองน้ํา 

ฟองน้ําเป็นสิง่มชีวีติทีจ่ดัอยูใ่น Phylum Porifera แปลว่า ผูม้ลีําตวัเป็นรพูรุน ฟองน้ํา
เป็นสตัวไ์ม่มกีระดูกสนัหลงัโบราณทีม่โีครงสรา้งร่างกายแบบงา่ยๆ เน่ืองจากการเรยีงตวัของ
เซลลแ์บบหลวมๆ และไม่มลีกัษณะของเน้ือเยื่อทีแ่ทจ้รงิ เซลลข์องฟองน้ํามลีกัษณะพเิศษทีไ่ม่
พบในสตัวช์นิดอื่นคอื ความสามารถในการเปลีย่นแปลงหน้าทีข่องเซลลจ์ากหน้าทีห่น่ึงไปเป็น
หน้าทีอ่กีอยา่งหน่ึงได ้ (Totipotency) ลําตวัเป็นรพูรุนและมที่อน้ํากระจายอยูท่ ัว่ตวั โดยมรีะบบ
ท่อน้ํา (Water canal system) ทีป่ระกอบดว้ยท่อเลก็ๆ ตามลําตวัเป็นท่อน้ําเขา้ (Ostium) ผนงั
ลําตัวประกอบด้วยเน้ือเยื่อสองชัน้ เน้ือเยื่อชัน้นอกเป็นเซลล์รูปร่างแบนเรียงกนัคล้ายแผ่น
กระเบื้อง ประกอบดว้ยเซลล์ที่เป็นปลอก มแีสเ้ซลล์ช่วยโบกพดัใหน้ํ้าเคลื่อนผ่านลําตวั เรยีก
เซลล์เหล่าน้ีว่าเซลล์ปลอกคอ (Choanocyte)  เซลล์พเิศษเหล่าน้ีทําหน้าที่จบัอาหารและ
ออกซเิจน ไวห้ายใจ ส่วนน้ําทีผ่่านการกรองแลว้จะไหลออกมาทางท่อน้ําออก (Osculum) ซึง่
ส่วนมากมขีนาดใหญ่ท่อเดยีว โครงร่างของร่างกาย (Skeleton) ประกอบดว้ยหนามฟองน้ํา 
(Spicules) และหรอืเสน้ใยฟองน้ํา (Spongin fibers) มโีครงสรา้งคํ้าจุนระหว่างเน้ือเยื่อชัน้นอก
กบัชัน้ใน คอื อยู่ในชัน้มเีซนไคม ์ เรยีกว่า ขวาก (spicule) ทําใหฟ้องน้ําคงรปูร่างอยู่ได ้ขวาก
สามารถแบ่งตามสารทีเ่ป็นสว่นประกอบได ้3 ชนิด คอื ขวากหนิปนู (Calacreous spicule) เป็น
ขวากทีป่ระกอบดว้ยหนิปนู พบในฟองน้ําหนิปนู, ขวากแกว้ (Siliceous spicule) เป็นขวากที่
ประกอบดว้ยซลิกิา,  สปองจนิ (Spongin) ไมใ่ช่ขวากแต่เป็นเสน้ใยทีป่ระกอบดว้ยสาร สเกลอโร
โปรตนี (Scleroprotein)  

 
ฟองน้ําจดัจาํแนกตามลกัษณะของขวากออกได ้4 Classes ดงัน้ี 

1. Class Calcarea เป็นฟองน้ําทีม่ขีวากเป็นหนิปนูมรีปูรา่งรปูเขม็หรอืม ี3 แฉก  หรอื  4  แฉก 
ลกัษณะแขง็เปราะ เรยีกฟองน้ําพวกน้ีวา่ ฟองน้ําหนิปนู (Calcareous sponges) ไดแ้ก่  ฟองน้ํา
แจกนัสน้ํีาเงนิ Xestospongia sp. 
2. Class Hexactinellida เป็นฟองน้ําทีม่ขีวากเป็นรปู 6 แฉก เป็นสารประกอบพวกซลิกิา สาน
กนัเป็นตาขา่ยเรยีกฟองน้ําน้ีวา่ ฟองน้ําแกว้ (Glass sponges) มรีปูรา่งคลา้ยแจกนั หรอืถว้ยมี
ลกัษณะสวยงาม เป็นฟองน้ําทีอ่าศยัอยูใ่นทะเลบรเิวณน้ําลกึ   ไดแ้ก่   กระเชา้ดอกไมข้องวนีสั 
(Venus’s flower basket, Euplectella)  
3. Class Demospongiae เป็นฟองน้ําทีม่ลีกัษณะออ่นนุ่มเน่ืองจากเป็นเสน้ใยทีม่สีารประกอบ
พวกสเกลอโรโปรตนี หรอืบางชนิดอาจมขีวากเป็น  ซลิกิาผสมใยโปรตนี  ไมม่หีนิปนูเป็นสว่น 
ประกอบ ฟองน้ําพวกน้ีอาศยัอยูใ่นทะเล มสีสีนัต่าง ๆ ไดแ้ก่ ฟองน้ําถูตวั  (Spongia)  ฟองน้ํา
ดอกเหด็ (Pterion) และฟองน้ําจดื (Spongilla)  
4. Class Sclerospongiae เป็นฟองน้ําทีพ่บอาศยัอยูต่ามรอยแตกของปะการงั จงึเรยีกฟองน้ํา
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ปะการงั ลกัษณะทัว่ไปจะคลา้ยฟองน้ําในชัน้เดโมสปอนเจยี  (Class  Demospongiae)  แต่
ฟองน้ําในชัน้น้ี จะมโีครงสรา้งเป็นหนิปนูบาง ๆ หุม้อยูภ่ายนอก มขีวากเป็นซลิกิา และเสน้ใย
โปรตนี เป็นฟองน้ําทีพ่บน้อยมาก ไดแ้ก่ Calcifibrospongiae 
ฟองน้ําเป็นสตัวเ์กาะตดิอยูก่บัทีต่ามพืน้ทะเล (Sessile animals) สามารถสบืพนัธุไ์ดท้ัง้แบบ
อาศยัเพศและไมอ่าศยัเพศ บางชนิดมกีารเลีย้งตวัออ่นไวใ้นระบบทอ่น้ําของตวัเอง  ตวัอยา่ง
ฟองน้ําทีพ่บในประเทศไทย ดงัแสดงในตารางที ่2 (http://www.lib.kmutt.ac.th; March 3, 
2010) 
 
ตารางท่ี 2 ตวัอย่างฟองน้ําท่ีพบในประเทศไทย 

 
Species 

 
ชื่อสามญั 

Xestospongia sp. ฟองน้ําเคลอืบแขง็สมีว่ง 
Gelliodes petrosioides ฟองน้ําเคลอืบแขง็สฟ้ีา 
Petrosia sp. ฟองน้ําเคลอืบสมีว่ง 
Xestospongia sp. หรอื  Petrosia sp. ฟองน้ําครกแขนง 
Coelocarteria singaporensis ฟองน้ํากระชาย 
Haliclona (Halichoclona) sp. ฟองน้ําคลานสสีม้ 
Paratetilla bacca (Selenka) ฟองน้ําลกูกอลฟ์ 
Chondrilla nucula (Schmidt) ฟองน้ําหนงัสดีาํ 
Clathria (Thalysias) sp. ฟองน้ําเคลอืบสสีม้ 
Iotrochota purpurea (Bowerbank) ฟองน้ําเคลอืบสเีหลอืงดาํ 
Iotrochota baculifera Ridley ฟองน้ําสดีาํเมอืกมว่ง 
Hyrtios gumminea (Ridley) ฟองน้ํายดืหยุน่สดีาํ 
Oceanapia sagittaria (Sollas) ฟองน้ําทอ่พุม่สแีดง 
 
ทีม่า: http://www.smcrrc.go.th/kokra_spong.html; January 7, 2009 
       (สเุมตต ์ปจุฉาการ, 2547) 
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ปะการงั  

ปะการงั เป็นสิง่มชีวีติทีอ่าศยัอยูใ่นทะเล จดัอยูใ่นชัน้แอนโธซวัและจดัเป็นพวก
ดอกไมท้ะเล ปะการงัแต่ละตวัมขีนาดเลก็เรยีกวา่โพลฟิ แต่จะอาศยัรวมกนัอยูเ่ป็นโคโลนีที่
ประกอบไปดว้ยโพลฟิเดีย่วๆจาํนวนมาก ปกตแิลว้โพลฟิจะมขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางไมก่ี่
มลิลเิมตร ดา้นนอกเป็นชัน้ผนงัอพีเิธลเลยีม สว่นดา้นในเป็นเน้ือเยือ่คลา้ยวุน้ทีรู่จ้กักนัวา่        
เมโซกล ี โพลฟิมสีมมาตรรศัมแีละมหีนวดโดยรอบชอ่งปากทีอ่ยูต่รงกลางทีเ่ปิดต่อเน่ืองไปที่
กระเพาะอาหารหรอืซเีลนเทอรอนไปยงัทีอ่าหารถูกยอ่ยและปล่อยของเสยี หนวดทัง้หลายของ
โพลฟิจะทาํการจบัเหยือ่โดยการใชเ้ซลลท์ีท่าํใหเ้กดิอาการระคายเคอืงแสบรอ้นทีเ่รยีกวา่เขม็พษิ 
มเีซลลห์ลายชนิดทีพ่ฒันาขึน้มาเพือ่การจบัเหยือ่และทาํใหเ้หยือ่สลบ การเกดิโครงสรา้งแขง็เน้ือ
ปนูดา้นนอกเกดิจากการสะสมตวัของแรอ่ะราโกไนต ์ โดยโพลฟิทาํหน้าทีจ่บัไอออนของ
แคลเซยีมจากน้ําทะเลใหท้าํปฏกิริยิากบัก๊าซคารบ์อนไดออกไซดจ์ากสาหรา่ย          อตัราการ
ตกสะสมของแรอ่ะราโกไนต ์ มคีวามแปรผนัอยา่งมากในระหวา่งชนิดพนัธุแ์ละสภาพสิง่แวดลอ้ม
รอบขา้งทีอ่าจจะมากถงึ 10 กรมั/ตารางเมตรของโพลฟิ/วนั ทัง้น้ีขึน้อยูก่บัแสงสวา่ง กล่าวคอื
ในชว่งกลางคนืจะผลติไดเ้พยีงประมาณรอ้ยละ 90 ตํ่ากวา่การผลติในชว่งกลางวนั  

ส่วนการสืบพนัธุแ์บบอาศยัเพศของปะการงั 
สว่นใหญ่แลว้ปะการงัจะสบืพนัธุแ์บบใชเ้พศ โดยประมาณแลว้รอ้ยละ 25 จะเป็น

ปะการงัทีส่รา้งแนวปะการงัทีโ่คโลนีหน่ึงๆจะประกอบไปดว้ยเพศเดีย่ว สว่นทีเ่หลอืจะเป็นโคโลนี
ชนิดทีม่สีองเพศ ประมาณรอ้ยละ 75 ของปะการงัชนิดทีส่รา้งแนวปะการงัทีต่วัออ่นเกดิจากการ
ปฏสินธภิายนอกโคโลนีแม ่ โดยการปลอ่ยเซลลส์บืพนัธุ ์ (ไขแ่ละสเปิรม์) ออกไปสูม่วลน้ําทะเล
แพรก่ระจายไปไดร้ะยะทางไกลๆ เมือ่เซลลส์บืพนัธุห์ลอมรวมกนัในระหวา่งการปฏสินธ ิ 

ส่วนการสืบพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศของปะการงั เช่น  
การแตกหน่อ ทาํใหโ้คโลนีของปะการงัมกีารเพิม่ขนาดขึน้ การเพิม่ขนาดของโคโลนีจะ

เกดิขึน้เมือ่มคีอรอลไลตต์วัใหมต่วัหน่ึงเตบิโตมาจากโพลฟิตวัเตม็วยั 
การแบง่ตวัตามความยาว จะเริม่ตน้ดว้ยการขยายขนาดของโพลฟิแลว้ตามดว้ยการ

แบ่งตวัของกระเพาะ ปากจะแบ่งตวัออกแลว้เกดิเป็นหนวดชุดใหม ่จากนัน้โพลฟิแต่ละตวัทัง้สอง
จะสรา้งสว่นของลาํตวัและโครงสรา้งภายนอกทีข่าดหายไปใหเ้ป็นโพลฟิทีส่มบรูณ์ 

การแบง่ตวัในแนวขวาง เกดิขึน้เมือ่โพลฟิและโครงสรา้งภายนอกเกดิการแบ่งตวัเอง
ในแนวขวางออกเป็นสองสว่น หมายความวา่สว่นหน่ึงจะมสีว่นแผน่ฐานรองดา้นล่างและอกีสว่น
หน่ึงเป็นแผน่ชอ่งปากดา้นบน โพลฟิใหมท่ัง้สองน้ีกจ็ะสรา้งสว่นทีข่าดหายไปใหเ้ป็นโพลฟิใหมท่ี่
สมบรูณ์ 

การแตกตวั เกดิขึน้ในปะการงับางชนิดโดยเฉพาะอยา่งยิง่ปะการงัในวงศฟ์งัจอิดิ ี ที่
โคโลนีสามารถแตกออกเป็นสองสว่นหรอืมากกวา่ในชว่งแรกๆของพฒันาการ 
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การหนีออกของโพลิฟ เกดิขึน้จากโพลฟิหน่ึงๆทิง้โคโลนีตวัเองแลว้ไปสรา้งถิน่ฐาน
ใหมแ่ลว้พฒันาการไปเป็นโคโลนีใหม ่

การแตกออก จรงิๆแลว้ถอืเป็นชนิดหน่ึงของการแตกตวั เกดิขึน้จากโคโลนีหน่ึง
แตกหกัระหวา่งการเกดิพายหุรอืเหตุการณ์อื่นๆทีท่าํให ้ โคโลนีเกดิการแตกหกั สว่นทีแ่ตกหกั
ออกมาแต่ละชิน้สามารถเจรญิเตบิโตพฒันาเป็นโคโลนีใหมไ่ด ้ (http://th.wikipedia.org/wiki; 
January 7, 2009) 

 
ตารางท่ี 3 ตวัอย่างชนิดของปะการงั แบง่ตามลกัษณะภายนอกได้ดงัน้ี 
 

 
ปะการงั 

 
ลกัษณะภายนอก 

1. ปะการงัเขากวาง   มลีกัษณะคลา้ยเขากวาง บรเิวณกิง่จะมตุ่ีมอยูโ่ดยรอบ ตุ่มเหล่าน้ี
คอืทีอ่ยูข่องตวัปะการงั 

2. ปะการงัแบบแผน่   
  แบนราบ 

มลีกัษณะคลา้ยโต๊ะบางครัง้อาจซอ้นกนัเป็นชัน้ 

3. ปะการงัแบบหุม้หอ่ มลีกัษณะแผข่ยายหุม้ฐานพืน้ทีป่ะการงัตดิอยู ่
 

4. ปะการงัแบบเป็นกอ้น    มลีกัษณะเป็นกอ้นคลา้ยกอ้นหนิ 
 

5. ปะการงัแบบกิง่กอ้น 
 

มลีกัษณะการรวมกนัเป็นกระจุกคอ่นขา้งแน่น แต่ไมต่ดิเป็นกอ้น
เดยีวกนั 

6. ปะการงัแบบเป็นแผน่ มลีกัษณะซอ้นๆ กนัเป็นกระจุก คลา้ยใบไมห้รอืผกั 

7. ปะการงัแบบเหด็ มลีกัษณะการแผอ่อกคลา้ยดอกเหด็ 

8. ปะการงัสน้ํีาเงนิ มสีน้ํีาเงนิอยูใ่นเน้ือของหนิปนู 
 

ทีม่า: http://www.dnp.go.th/npo/html/Research/Coralreef/Coralreef.html; January 7, 2009 
 
จากการทีก่ลัปงัหา ฟองน้ํา ปะการงั สามารถดาํรงชวีติอยูไ่ดใ้นสภาพแวดลอ้มในทะเล

ซึง่มคีวามหลากหลายและมสีภาวะการแขง่ขนัทีส่งู แสดงวา่สิง่มชีวีติเหล่าน้ีน่าจะมกีลไกในการ
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ต่อสูเ้พือ่การอยูร่อด จงึเป็นทีม่าของความสนใจจุลนิทรยีซ์ึง่มคีวามเกีย่วขอ้งกบักลัปงัหา ฟองน้ํา 
และปะการงั (Friedrich et al., 1999)  
เพรียง 
 เพรยีง (barnacle) เป็นสตัวท์ะเลไมม่กีระดกูสนัหลงัประเภทสตัวข์าปลอ้ง มหีลายชนิด
ในอนัดบั Thoracica เปลอืกหุม้ตวัมหีกแผน่เรยีงซอ้นกนั รปูรา่งของเปลอืกมหีลายแบบ เช่น รปู
กรวยควํ่า มปีากเปิดดา้นบน เปลอืกบรเิวณปากบางและคม เกาะอยูต่ามหนิและวสัดุอื่น ๆ ทีน้ํ่า
ทว่มถงึ เชน่ Balanus amphitrite ขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลางทีฐ่านประมาณหน่ึงเซนตเิมตร  เพรยีง 
ส่วนใหญ่ประมาณ 75% จะอาศยัอยู่ในน้ําตื้น ส่วนประมาณอกี 25% จะเป็นเพรยีงน้ําลึก ซึ่ง
เพรยีงบางชนิดสามารถอยูใ่นน้ําทีล่กึถงึ 600 เมตร ได ้ 
 
ความหลากหลายของจลิุนทรียใ์นทะเล 

จาํนวนรวมสายพนัธุแ์บคทเีรยีทีเ่ป็นทีรู่จ้กั ในโลกมเีพยีงประมาณ 4,000 สายพนัธุ์
เทา่นัน้จากจาํนวนรวมของแบคทเีรยีทัง้หมดประมาณ 3,000,000 สายพนัธุ ์ ซึง่คดิเป็น 0.1 %  
(Groombridge, 1992) 

เน่ืองจาก 75 % ของพืน้ผวิโลกถูกปกคลุมดว้ยมหาสมทุร จุลนิทรยีใ์นระบบนิเวศทาง
ทะเลจงึมคีวามซบัซอ้นและหลากหลายโดยธรรมชาต ิ การศกึษาทางจุลชวีวทิยารวมไปถงึศกึษา
รปูแบบของชวีติบรเิวณผวิน้ําและลกึลงไป ในแถบชายฝ ัง่ทะเลและไกลออกไปจากชายฝ ัง่ทะเล      
ระบบนิเวศทีไ่ดศ้กึษาเป็นพเิศษ คอืบรเิวณปากภเูขาไฟใตน้ํ้า, ระบบนิเวศแนวปะการงัเขตรอ้น, 
ระบบนิเวศปากแมน้ํ่า, บงึ, นาเกลอื (saitpans), backwaters, ปา่ชายเลน บรเิวณเหล่าน้ีทีม่ี
ความอุดมสมบรูณ์และธาตุอาหารทีห่ลากหลาย ซึง่ในสิง่แวดลอ้มทางทะเลกป็ระกอบไปดว้ยที่
อยูอ่าศยัของจุลนิทรยีท์ะเล ดงัน้ี 

1. บรเิวณผวิน้ําทีส่มัผสัอากาศ 
2. บรเิวณทอ้งน้ํา (ประกอบไปดว้ยจุลนิทรยีท์ีด่าํรงชพีแบบอสิระ) 
3. บรเิวณผวิหน้าตะกอนทีต่ดิต่อกบัพืน้น้ํา 
4. บรเิวณตะกอน 
5. บรเิวณพืน้ผวิอนุภาคของสารอนิทรยีแ์ละสารอนินทรยี ์
6. บรเิวณผวิภายนอกและภายในของพชืและสตัว ์
7. บรเิวณสภาพแวดลอ้มทีเ่ป็นทีส่ดุ เชน่ รอ้นจดั, เยน็จดั, เคม็จดั เป็นตน้ 
การศกึษาในครัง้น้ีมคีวามสนใจจุลนิทรยีท์ีอ่าศยัอยูบ่รเิวณผวิภายนอกและภายในของ

พชืและสตัว ์ซึง่พชืและสตัว ์ (แพลงกต์อนไปจนถงึสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม) บนพืน้ผวิของมนั (เชน่ 
epibiotic) และโพรงภายใน (เชน่ endobiotic) มคีวามเหมาะสมในการใหจุ้ลนิทรยีต่์างชนิดกนั
เจรญิได ้ 
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 แบคทีเรียทะเล 

นิยามของแบคทเีรยีทะเลขึน้อยูก่บัความสามารถในการเจรญิ ในความเขม้ขน้ของน้ํา
ทะเลเทา่นัน้ แบคทเีรยีทะเลหลายสายพนัธุต์อ้งการ โซเดยีมไออน, โพแทสเซยีมไอออนและ
แมกนีเซยีมไอออน สว่นบางสายพนัธุย์งัตอ้งการคลอไรดไ์อออนและเฟอรร์กิไอออน โดยทัว่ไป
แลว้แบคทเีรยีทะเลมคีวามสามรถเจรญิไดเ้ฉพาะในน้ําทะเลเทา่นัน้ แบคทเีรยีทัง้หมดทีอ่าศยัอยู่
ในน้ําทะเลอาจจะไมใ่ชแ่บคทเีรยีทะเลทีแ่ทจ้รงิ บรเิวณใกลช้ายฝ ัง่ทะเล 95 %  ของประชากร
แบคทเีรยีอยูใ่นรปูแบบทนเกลอื มเีพยีง 5%  ทีเ่ป็นแบคทเีรยีทะเลทีแ่ทจ้รงิ สว่นในมหาสมทุร
เปิดและทะเลน้ําลกึ แบคทเีรยีทะเลทีแ่ทจ้รงิเป็นสายพนัธุท์ีโ่ดดเดน่  

ในมหาสมทุรมน้ํีาอยู ่ 1022  ลติร และในน้ํานัน้ประกอบไปดว้ยแบคทเีรยี 108-109 
CFU/L แบคทเีรยีสว่นใหญ่ของโลก ( 1030 ) อาศยัอยูใ่นสว่นของทอ้งน้ําทะเล แบคทเีรยีทีเ่หลอื
สว่นใหญ่อาศยัอยูใ่นตะกอนน้ําทะเลซึง่ครอบคลุม 70% ของพืน้ผวิโลก แหล่งพลงังานสาํคญั
ของแบคทเีรยีคอืแสงแดด แต่แสงแดดจะใชไ้ดเ้ฉพาะบรเิวณทีผ่วิน้ํา  สว่นแบคทเีรยีในน้ําและ
ตะกอนคาดวา่จะตอ้งใชพ้ลงังานในรปูแบบอื่นๆทีแ่ตกต่างกนัออกไป ในมหาสมทุรสว่นใหญ่จะ
เป็นแบบ oligotrophic (Purushothaman and Jayalakshmi, 2010) 

รปูแบบการดาํรงชวีติของแบคทเีรยีมคีวามหลากหลายเป็นอยา่งมาก ในดา้นความ
ตอ้งการสารอาหาร นบัเป็นเรือ่งยากมากทีจ่ะทาํการจาํแนกแบคทเีรยีและมกีารใชร้ะบบต่างๆ
เป็นจาํนวนมากในการคน้หาแบคทเีรยีเหล่าน้ี ระบบทีใ่ชใ้นการจดัจาํแนกคอืความเหมอืนกนั
ตามสายววิฒันาการ (Woese and Fox, 1977) ซึง่วธิกีารน้ีเป็นวธิกีารทีไ่ดร้บัการยอมรบัอยา่ง
แพรห่ลาย ซึง่การจดักลุ่มน้ีจะแยกเป็น prokaryotes, archaebacteria และ eubacteria ซึง่หาก
แบ่งแบคทเีรยีเหล่าน้ีตามแหล่งคารบ์อนและแหล่งพลงังานทีแ่บคทเีรยีตอ้งใชจ้ะถูกแบ่งเป็น 
autotrophs และ heterotrophs  

กลุ่ม autotrophs จดัตามแหล่งพลงังานทีใ่ชจ้ะถกูจดัเป็น photoautotrophs  ใช้
แสงอาทติยเ์ป็นแหล่งพลงังาน และ chemoautotrophs ใชส้ารอนินทรยีเ์ป็นแหล่งพลงังาน 
แบคทเีรยีในกลุ่ม chemoheterotrophic เป็นตวัแทนแบคทเีรยีกลุม่ใหญ่ ถูกแบ่งตามลกัษณะ
ทางสณัฐานวทิยาและสรรีวทิยา ถงึแมจ้ะอยูใ่นกลุม่อนุกรมวธิาน แต่แบคทเีรยีแสดงความ
หลากหลายของเมตาบอลซิมึทีส่งูมากและบางกลุ่มยงัมคีวามสามารถเฉพาะตวัในการใชธ้าตุ
อาหารตามสภาพแวดลอ้มทีอ่ยู ่ ซึง่ Fenical และ Jensen  (1993) ไดท้าํการจดักลุ่มแบคทเีรยี
ทะเลไวด้งัน้ี
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ตารางท่ี 4 การจดักลุ่มแบคทีเรียทะเล (Fenical and Jensen, 1993)  
 

Archaebacteria Autotrophic 
Eubacteria 

Chemoheterotrophic 
Eubacteria 

Eukaryotes 

Chemoautotrophs Photoautotrophs Gram positive Fungi 
Methanogens Anoxygenic 

photosynthesis 
Endospore forming 
rods and cocci 

Higher fungi 

Thermoacidophiles Purple and green 
photosynthetic 
bacteria (Order 
Rhodospirillales) 

Non spore forming 
rods 

Ascomycetes 

Chemoheterotrophs Oxygenic 
photosynthesis 

Non spore forming 
cocci  (family 
Micrococceae) 

Deuteromycetes 

Halophiles Cyanobacteria 
(order 
Cyanobacteriales) 

Actinomycetes 
and related 
organisms 

Basidiomycetes 

Prochlorophytes 
(order 
Prochlorales) 

 Lower  fungi 
(class 
Phycomycetes 

Chemoautotrophs 
Nitrifying  bacteria 
(family 
Nitrobacteraceae) 

Rods and cocci 
aerobic (family 
Pseudomonadaceae) 

 

Colorless sulfur 
oxidizing bacteria 

Facultative (family 
Vibrionaceae) 

 

Methane oxidizing 
bacteria (family 
Methylococcaceae) 

Anaerobic (sulfur 
reducing bacteria) 
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ตารางท่ี 4 (ต่อ) การจดักลุ่มแบคทีเรียทะเล (Fenical and Jensen, 1993) 
  

 
งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัจลิุนทรียแ์ละสตัวไ์ม่มีกระดกูสนัหลงั 

ในชว่งระยะเวลาทีผ่า่นมา มกีารศกึษาสารต่างๆทีแ่ยกไดจ้ากสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัใน
ทะเลทีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็และเชือ้ก่อโรคต่างๆ เชน่ สารตา้นจุลนิทรยีจ์ากฟองน้ํา
ทะเล 10 ชนิด ทีเ่กบ็ตวัอยา่งจากมหาสมทุรแอตแลนตกิชายฝ ัง่ Morocco และจากอา่วไทย
นํามาสกดัโดยใช ้ chloroform เมือ่นํามาทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยี 4 สายพนัธุ ์ และเชือ้รา 5 
สายพนัธุ ์โดยเทคนิค Agar  disc method ผลทีไ่ดค้อื สามารถยบัยัง้อยา่งน้อยทีส่ดุ 1 สายพนัธุ ์
คดิเป็น 50% และ 20% สามารถยบัยัง้เชือ้ราได ้ ขณะเดยีวกนักไ็ดม้กีารสกดัสารจาก 
Hippospongia communis  และ Ircnia varaibilis ทีเ่กบ็จากแหล่งเดยีวกนัซึง่สามารถยบัยัง้  
Candida tropicalis  R2 (เป็นสายพนัธุท์ีด่ือ้ amphotericin  B  และ nystatin) รวมไปถงึ
แบคทเีรยีและเชือ้ราชนิดอื่นดว้ย ซึง่ตรวจสอบฤทธิย์บัยัง้เชือ้รา โดยการหาคา่ MIC มาตรฐาน 
โดยวธิกีาร Broth dilution method และวธิ ีTwo test media  ( Rifai et al., 2004 ) 

มรีายงานวา่ตวัอยา่งฟองน้ําจากประเทศบราซลิ สามารถทีจ่ะผลติสารตา้นจุลนิทรยี ์สาร
ตา้นเชือ้รา และสารตา้นมะเรง็ ทําใหม้กีารคน้พบสารใหมท่ีใ่ชร้กัษาผูป้ว่ยได ้โดยสามารถยบัยัง้
แบคทเีรยี คอื Staphylococcus  aureus  ATCC  6538P, Bacillus  subtilis  ATCC  6633,    
S. epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922 และ Micrococcus luteus  

Archaebacteria Autotrophic 
Eubacteria 

Chemoheterotrophic 
Eubacteria 

Eukaryotes 

Halophiles  Gliding bacteria 
(order Cytophagales 
and Beggiatoales) 
Spirochaetes (order 
Spirochaetales) 
Spiral and curved 
bacteria (family 
Spirillaceae) 
Budding, and/or 
appendaged bacteria 
Mycoplasma (class 
Mollicutes 
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ATCC  9341   โดยม ีchloramphenicol   เป็นยาทีใ่ชใ้นเปรยีบเทยีบ สว่นเชือ้ราทีย่บัยัง้ไดค้อื   
Candida albicans  ATCC 10231, Saccharomyces cerevisiae  ATCC 1600 (Monks et al., 
2002) 

จากการศกึษาของ Tadesse et al. (2008) ทีไ่ดค้น้พบสารประกอบทีแ่ยกไดจ้าก
กลัปงัหาและฟองน้ําซึง่สารประกอบเหล่าน้ีสามารถตา้นเชือ้แบคทเีรยีก่อโรคในปลาและในคนได ้
โดยสามารถตา้นแบคทเีรยีแกรมบวกคอื  Bacillus sp., Staphylococcus aureus ซึง่มฤีทธิ ์
เทยีบเทา่กบัยาตา้นจุลนิทรยีพ์วก  penicillin, vancomycin, chloramphenicol  รวมไปถงึ 
polymyxin  

อกีทัง้ยงัมกีารศกึษาตวัอยา่งฟองน้ํา 7 ชนิด จากทะเลเมดเิตอรร์เินียนของ Touati et al. 
(2007) พบวา่เมือ่นําสารสกดัทีแ่ยกไดม้าทดสอบฤทธิใ์นการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรค 8 สายพนัธุ์
และเชือ้ราก่อโรคอกี 6 สายพนัธุ ์ ปรากฏวา่สารสกดัจาก Agelas oroides และ Axinella 
damicornis สามารถยบัยัง้ Pseudomonas aeruginosa และ Listeria monocytogenes ทีด่ือ้ยา 
gentamicin รวมไปถงึ Enterococcus faecalis สว่นสารสกดัจาก Axinella damicornis สามารถ
ยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีก่อโรคไดท้ัง้ 8 สายพนัธุแ์ละสารสกดัจาก Agelas oroides สามารถยบัยัง้
เชือ้ราก่อโรคไดทุ้กสายพนัธุ ์

Galeno and Martinez (2006) ทาํการศกึษาฤทธิต์า้นจุลนิทรยีข์องฟองน้ําทะเล 24 สาย
พนัธุโ์ดยทดสอบกบัเชือ้แบคทเีรยีก่อโรค คอื S. aureus  ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 
และเชือ้ Candida albican ATCC 10231 เมือ่สกดัสารจากฟองน้ําโดยใชต้วัทาํละลายทีแ่ตกต่าง
กนั คอื methanol, chloroform และ n-hexane โดยใชว้ธิ ีDisc diffusion assay ปรากฏวา่ ม ี19 
สายพนัธุท์ีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีแ์ละม ี 3 สายพนัธุท์ีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้มากทีส่ดุ คอื   
Leucetta aff.  Florida,  Clinachyrella kuekenthali  และ  Svensea zeai  ซึง่ฟองน้ําบางสาย
พนัธุ ์  เชน่  Topsentia ophiraphidites  ประสทิธภิาพของการยบัยัง้ขึน้กบัตวัทาํละลายทีใ่ชใ้น
การสกดัดว้ย ซึง่เมือ่ใช ้ methanol ในการสกดัจะสามารถยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมลบไดด้ ี สว่น 
Ircinia strobilina ยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีแกรมบวกไดด้ ี 

สว่น Aceret  et al. (1998)  พบวา่ Sinularia flexibilis เป็นปะการงัออ่นทีพ่บแบคทเีรยี
และสาหรา่ยปกคลุมบรเิวณผวิ และมกีารสรา้งสารพวก Sinulariolide และ Flexibilide ทีส่ามารถ
ต่อตา้นสิง่มชีวีติอื่นทีม่ารกุราน ซึง่สามารถนําสารน้ีมาทาํเป็นสารปฏชิวีนะได ้  โดยมกีารสุม่
ตวัอยา่งปะการงั และนํามาแชเ่ยอืกแขง็ เพือ่สกดัสารเคมแีละแยกใหไ้ด ้diterpenes และทดสอบ
ฤทธิต์า้นจุลนิทรยีโ์ดยวธิ ี Disc assay method และใชว้ธิ ี Tube dilution technique เป็นวธิี
ทดสอบความเขม้ขน้ตํ่าสดุทีย่บัยัง้เชือ้ได ้ ผลการศกึษาจากทัง้สองวธิพีบวา่สารสกดัสามารถ
ยบัยัง้เชือ้แกรมบวกได ้ 2 สายพนัธุค์อื Bacillus sp. และ S. aureus ซึง่ใหผ้ลเทยีบเทา่กบัยา 
penicillin, chloramphenicol, vancomycin และ polymixin 
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ถงึแมว้า่จะมกีารคน้พบสารตา้นจุลนิทรยีจ์ากสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงั เชน่ กลัปงัหาและ
ฟองน้ําบางชนิด แต่ประสทิธภิาพของสารต่อตา้นน้ีจะขึน้อยูก่บัสภาพแวดลอ้มและอุณหภมูทิี่
เปลีย่นแปลงไป (Munro and Munro, 2003) ซึง่สารเหล่าน้ีอาจจะเพิม่ประสทิธภิาพในการ
ต่อตา้นหรอืชว่ยสง่เสรมิการเจรญิของจุลนิทรยีท์ีก่่อโรคได ้ (Alker et al., 2001) จากการศกึษา
ผลติภณัฑธ์รรมชาตใินทะเล ผลติภณัฑธ์รรมชาตทิีไ่ดจ้ากจุลนิทรยีจ์ดัเป็นอนัดบั 3 รองจาก 
พวกฟองน้ํา (Sponga et al., 1999) และ coelenterates (Blunt et al., 2004) และหากมกีารนํา
สตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัดงักล่าวมาใชป้ระโยชน์มากขึน้ โดยไมม่กีารเพาะเลีย้งทดแทนกจ็ะทาํให้
เกดิการสญูพนัธุไ์ด ้ จากรายงานของ Friedrich et al. (1999) ทีพ่บวา่ กวา่ 40% ของมวล
ชวีภาพในเน้ือเยือ่ของฟองน้ํา Aplysina aerophoba มแีบคทเีรยีอาศยัอยู ่ จงึนําไปสูค่วามคดิ
ทีว่า่ แบคทเีรยีเหล่าน้ีน่าจะมฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีก่์อโรคได ้ ดงันัน้ทางเลอืกทีด่ทีางหน่ึงคอื การ
เพาะเลีย้งจุลนิทรยีท์ีม่คีวามเกีย่วขอ้งกบัสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงั เพือ่ทดสอบหาฤทธิต์า้นเชือ้ก่อ
โรค เน่ืองจากมกีารศกึษาจาํนวนมากทีร่ายงานความสมัพนัธข์องการอยูร่ว่มกนัของจุลนิทรยีก์บั
สตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัในทะเล เชน่ มรีายงานถงึการคดัแยกแบคทเีรยีทีไ่ดจ้ากฟองน้ําแถบ 
Antarctic ซึง่มสีภาพแวดลอ้มทีร่นุแรง แสดงถงึความสามารถของฟองน้ําและแบคทเีรยี ทีม่ี
ความอดทนต่อสภาพแวดลอ้มต่างๆ ไดอ้ยา่งหลากหลาย และจากการศกึษาความหลากหลาย
ของจุลนิทรยีโ์ดยวธิ ี16S rDNA sequencing ยงัมกีารพบ α และ γ-Proteobacteria (17.3 และ 
65.3%), CFB group ของ Bacteroidetes (10.7%) และ  Actinobacteria (6.7%) (Mangano et 
al., 2008) 

การศกึษาแบคทเีรยีในตวัอยา่งฟองน้ํา 4 สายพนัธุจ์ากทะเลจนีใต ้ คอื Stelletta tenui, 
Halichrondia, Dysidea avara  และ Craniella australiensis  โดยการหาลําดบัเบสของ       
16S rRNA gene เทยีบผลกบัฐานขอ้มูล BLAST ไดแ้บคทเีรยีทัง้หมดสีไ่ฟลมั คอื 
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes และ Actinobacteria (Li et al., 2005) 

นอกจากน้ีมกีารศกึษาความหลากหลายของจุลนิทรยีใ์นตวัอยา่ง สาหรา่ย เพรยีงหวั
หอม และปะการงั จากทางตอนเหนือของชายฝ ัง่ทะเลแถบบราซลิ  พบเชือ้รา 256 สายพนัธุ ์คดั
แยกออกมา แตกต่างกนั 24 สกุล รวมไปถงึ Ascomycota, Zygomycota และ Basidiomycota  
แบคทเีรยี 181 สายพนัธุ ์ แตกต่างกนั 41 สกุล เชน่  Bacillus, Ruegeria, Micrococcus, 
Pseudovibrio  และ Staphylococcus  (Menezes et al., 2010) 

Gandhimathi et al. (2008) ไดท้าํการแยก Actinomycetes จากฟองน้ําทะเลซึง่มฤีทธิ ์
ในการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีและราก่อโรคได ้  โดยสามารถยบัยัง้แบคทเีรยีไดท้ัง้ แกรมบวกและ 
แกรมลบ ไดแ้ก่ Micrococcus luteus, Streptococcus haemolyticus, Klebsiella pneamoniae, 
Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis, Bacillus spp., Pseudomonas aeruginosa, 
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Staphylococcus aureus สว่นเชือ้ราทีส่ามารถยบัยัง้ไดค้อื Aspergillus fumigatus, Aspergillus 
flavus และ Candida tropicalis  

Ely et al. (2004) คดัแยก แบคทเีรยีและรา จากตวัอยา่งฟองน้ํา 7 ชนิด และ สาหรา่ย 2 
ชนิด ในแถบชายฝ ัง่ทะเลของประเทศอนิเดยี เพือ่คน้หาสารตา้นจุลนิทรยี ์  ในการทดลองน้ี สาร
สกดั Methanolic จากสิง่มชีวีติในทะเลเหล่านัน้ แสดงกจิกรรมในการตา้นจุลนิทรยีไ์ดห้น่ึงชนิด
หรอืมากกวา่นัน้ โดย Sigmadocia carnosa แสดงกจิกรรมการยบัยัง้ทีก่วา้ง แต่ไมส่ามารถ
ยบัยัง้ Fusarium sp.  ได ้ Echinogorgia  ไมม่ฤีทธิย์บัยัง้แบคทเีรยี แต่ Echninogorgia 
reticulate ยบัยัง้ Rhodotorula sp. ได ้ แต่น้อยมาก  และ E. compecta สามารถยบัยัง้ 
Fusarium sp. และ Nocardia sp. ได ้ เชือ้ทีม่ฤีทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีคอื Haliclona cribricutis และ  
Chrotella australiensis สามารถยบัยัง้ Klebsiella sp. และ Vibrio cholerae ไดต้ามลาํดบั 

Anand et al. (2005) คดัเลอืก แบคทเีรยีทะเล 75 สายพนัธุท์ีม่คีวามเกีย่วขอ้งกบั
ฟองน้ํา 4 ชนิด (Echinodictyum sp., Spongia  sp., Sigmadocia fibulatus และ Mycale 
mannarensis) ทีไ่ดจ้ากชายฝ ัง่  Tuticorin coast ในแถบ อา่ว Mannar เพือ่ศกึษาการผลติสาร
ปฏชิวีนะ ทีม่ผีลยบัยัง้แบคทเีรยี 4  สายพนัธุ ์คอื Bacillus subtilis, Escherichai coli, Vibrio 
parahaemolyticus, V. harveyi และราก่อโรคอกี 1 ชนิด คอื Candida albicans โดยใชว้ธิ ีagar-
overlay พบวา่   21 % ของแบคทเีรยีทีแ่ยกไดส้ามารถสรา้งสารสารปฏชิวีนะ โดยมกีจิกรรม
ยบัยัง้แบคทเีรยีในชว่งกวา้งหรอืมคีวามจาํเพาะต่อชนิดของแบคทเีรยี และพบวา่แบคทเีรยีสาย
พนัธุ ์ SC3 มปีระสทิธภิาพสงูในการยบัยัง้จุลนิทรยีแ์ละเจรญิเตบิโตไดด้ ี   หลงัจากนัน้ไดนํ้า  
culture broth มาสกดัดว้ย ethyl acetate และนํามาแยกสว่นดว้ย   reverse phase HPLC 
พรอ้มกบัหา fraction ทีม่กีจิกรรมการยบัยัง้แบคทเีรยีสงู  จากการศกึษาสณัฐานวทิยาและสรรีะ
วทิยาของ SC3 พบวา่เป็นแกรมบวก รปูแทง่ สรา้งสปอรไ์ด ้ เคลื่อนทีไ่ด ้ ผลติ catalase และ 
oxidase จากการวเิคราะห ์ Phylogenetic โดยการเปรยีบเทยีบและการวเิคราะหล์าํดบัเบสของ 
16S rRNA gene พบวา่มลีาํดบัเบสทีค่ลา้ยคลงึกบั Vibrio และ Bacillus ประมาณ 95-99% 
การศกึษาครัง้น้ีเป็นรายงานครัง้แรกเกีย่วกบัการวเิคราะหส์ายพนัธุข์องแบคทเีรยีทีม่คีวามเกีย่ว 
ขอ้งกบัฟองน้ําในแถบทะเลอนิเดยีทีส่ามารถผลติสารปฏชิวีนะได ้ 

ในการคดัแยกแบคทเีรยีจากตวัอยา่งฟองน้ําจากทะเลเมดเิตอรเ์รเนียนแลว้นํามาศกึษา 
ฤทธิต์า้นจุลนิทรยี ์ ซึง่สามารถยบัยัง้เชือ้ก่อโรคได ้ 5 สายพนัธุ ์ คอื Escherichia coli, 
Staphylococcus lentus, Candida sp., Bacillus  subtilis  และ Mycobacterium sp. หลงัจาก
ศกึษาลาํดบัเบสของ 16S rDNA  ของเชือ้แบคทเีรยีในตวัอยา่ง ทาํใหแ้ยกไดส้องกลุ่มคอื α และ 
γ - Proteobacteria  เมือ่ศกึษาทางดา้น Phylogenetic พบวา่  γ- Proteobacteria เทยีบเคยีง
ไดก้บั Vibrio sp. และ Pseudoalteromonas sp.  (Thiel and Imhoff, 2003) 
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อกีทัง้ยงัมกีารศกึษาแบคทเีรยีทีอ่ยูท่ีผ่วิของฟองน้ํา  Petrosia ficiformis ซึง่จากการ
แยกโดยวธิกีารดัง้เดมิและวธิกีารชวีโมเลกุล ผลปรากฏวา่คดัแยกไดท้ัง้หมด 57 สายพนัธุแ์บ่งได้
ดงัน้ี คอื Pseudoalteromonas sp., Flavobacter sp., Micrococcus sp., Bacillus sp., 
Corynebacterium, Actinomyces sp., Streptomyces sp., Vibrio sp., Aeromonas sp., 
Enterobacteriaceae เมือ่นํามาวเิคราะหแ์บบ Random Amplified Polymophic DNA (RAPD) 
พบวา่หลายไอโซเลทมฤีทธิต์า้นจุลนิทรยี ์ โดยทดสอบกบัเชือ้ก่อโรคในคนคอื E. faecalis,        
S. aureus, Micrococcus sp. ซึง่ 2 สายพนัธุท์ีว่เิคราะหแ์ยกไดค้อื Rhodococcus sp. และ 
Pseudomonas sp. โดยการทาํ 16S rRNA  gene sequencing  (Chelossi et al., 2004)  

การศกึษาของ Wilson et al. (2009) พบว่าแบคทเีรยีจากทะเลเป็นแหล่งทีอุ่ดมไปดว้ย
สารตา้นจุลนิทรยี ์ จากความหลากหลายของจุลนิทรยีใ์นระบบนิเวศทางทะเลซึง่มมีากมายนัน้
คาดว่าจะมสีารต้านจุลนิทรยีช์นิดใหม่ใหค้น้พบได ้ โดยแบคทเีรยีทีศ่กึษานัน้อาศยัอยู่ในทอ้ง
ทะเล ซึง่แบคทเีรยีเหล่าน้ีจะอาศยับนโฮสต์และพืน้ทีท่างภูมศิาสตรท์ีเ่หมาะสมกบัการดํารงชพี 
การศึกษาลกัษณะความสามารถในการเจรญิของประชากรจุลินทรยี์บนพื้นผวิทะเล ที่ท่าเรอื
ซดินีย ์ประเทศออสเตรเลยีและทดสอบกจิกรรมของสารต้านจุลนิทรยีน์ัน้พบว่า  47% ใน 104 
ไอโซเลท ของตวัอยา่งแบคทเีรยีจากทะเลทีแ่ยกจากท่าเรอืซดินีย ์ไมส่ามารถจาํแนกไดถ้งึระดบั
จนีสั ไดด้ว้ยวธิ ี16S rRNA gene ขณะทีก่ารทดสอบสารตา้นจุลนิทรยี ์104 ไอโซเลท พบว่ามี
แบคทเีรยีทีผ่ลติสารตา้นจุลนิทรยี ์10 ไอโซเลท และม ี8 ไอโซเลท ทีม่คีวามสมัพนัธใ์กลเ้คยีงกนั 
โดย 8 ไอโซเลททีม่คีวามสมัพนัธใ์กลเ้คยีงกนัมฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของเชือ้เป้าหมายโดยการ
ยบัยัง้นัน้ต้องใชส้ารใสที่มคีวามเขม้ขน้ที่ไม่น้อยกว่า 6.6%v/v และเมื่อศกึษาชนิดของโมเลกุล
ของสารยบัยัง้และการศกึษา Polarity extractions ของสารตา้นจุลนิทรยีจ์ากเชือ้ 8 ไอโซเลท 
พบว่าสารต้านจุลนิทรยีน์ัน้มขี ัว้สูงและถูกยบัยัง้ได้โดย Proteinase K ซึ่งแสดงว่าสารต้าน        
จุลนิทรยีเ์ป็นสารประกอบพวกโปรตนี โดยการศกึษาน้ีเป็นการศกึษาครัง้แรกทีม่กีารเชื่อมขอ้มลู
ระหวา่ง phylogeny ของแบคทเีรยีกลุ่มเกาะตดิพืน้ผวิกบัการผลติสารตา้นจุลนิทรยี ์

 การคดัเลอืกจุลนิทรยีท์ีส่ามารถยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีทีก่่อโรคและเชือ้รา Aspergillus sp. 
F33  และ F36 ซึง่เป็นเชือ้ราทีแ่ยกไดจ้ากกลัปงัหาทีเ่ป็นโรค โดยทมีงานวจิยัของ รศ.ดร. 
เสาวลกัษณ์  พงษ์ไพจติร (Phongpaichit et al., 2006) ภาคจุลชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์  ซึง่คาดวา่ Aspergillus sp. F33 อาจเป็นเชือ้ราทีก่่อใหเ้กดิโรคใน
กลัปงัหา จากการศกึษาของสถาบนัวจิยัและพฒันาทรพัยากรทางทะเล ชายฝ ัง่ทะเลและปา่ชาย
เลน จงัหวดัภเูกต็ ไดม้กีารคน้พบโรคทีเ่กดิกบัปะการงัและกลัปงัหา โดยมรีายงานกลัปงัหาทีเ่กดิ
โรค ทัง้ในแถบมหาสมทุรอนิโด-แปซฟิิคและแถบมหาสมทุรแอตแลนตคิ (ทะเลแครบิเบยีน) เชน่ 
โรคแถบสขีาว (white band disease) แถบสดีาํ (black band disease) แถบสน้ํีาตาล (brown 
band disease) โรคพวกน้ีมทีัง้ทีเ่กดิจากเชือ้แบคทเีรยีและเชือ้รา โดยเฉพาะรา Aspergillus ซึง่
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ในประเทศไทยเองไดม้กีารคน้พบทีแ่ถบเกาะสมิลินัเมือ่หลายปีก่อน ทาํใหก้ลัปงัหาทีก่องหนิใต้
น้ํา Fantasy Reef เสยีหายไปมาก เมือ่ปลายปี พ.ศ. 2549  ไดพ้บปะการงัดาวใหญ่ 
(Diploastrea heliopora) ทีแ่นวปะการงัดา้นตะวนัออกของเกาะราชาใหญ่กาํลงัเกดิโรคแถบสี
ขาวอกีดว้ย ซึง่หากสามารถคดัแยกจุลนิทรยีท์ีส่ามารถผลติสารทีย่บัยัง้ราก่อโรคในกลัปงัหาและ
ปะการงัเหล่าน้ีได ้กอ็าจจะนําไปสูก่ารประยกุตใ์ชไ้ดใ้นอนาคต 
 
วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 
1. คดัแยกและบ่งชีแ้บคทเีรยีทีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีท์ีแ่ยกไดจ้ากสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัในทะเล 
2. ศกึษาประสทิธภิาพของน้ําเลีย้งเชือ้และสารสกดัจากน้ําเลีย้งเชือ้ของแบคทเีรยีทีม่ฤีทธิต์า้น 
    จุลนิทรยี ์
3. หาคา่ MIC, MBC และ MFC ของสารสกดัทีแ่ยกได ้
 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั 

คดัแยกจุลนิทรยีท์ีม่ฤีทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรค ซึง่อาจจะนําไปสูก่ารคน้พบสารตา้น     
จุลนิทรยีช์นิดใหมไ่ด ้

 
ขอบเขตการวิจยั 

คดัแยกเชือ้แบคทเีรยีจากตวัอยา่งสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัในทะเล ซึง่คาดวา่จะได้
แบคทเีรยีทีใ่ชใ้นการทดสอบ 500 ไอโซเลท เพือ่ทดสอบการยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคของน้ําเลีย้ง
เชือ้และสารสกดัหยาบ รวมทัง้หาคา่ MIC, MBC และ MFC และบ่งชีช้นิดของแบคทเีรยีทีม่ฤีทธิ ์
ตา้นจุลนิทรยีก่์อโรค 
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บทท่ี 2  
วสัด ุอปุกรณ์และวิธีการทดลอง 

2.1 วสัด ุ
2.1.1 ตวัอย่าง 
ตารางท่ี 5 ตวัอย่างสตัวไ์ม่มีกระดกูสนัหลงัในทะเล และ สถานท่ีเกบ็ตวัอย่าง 

วนัทีเ่กบ็ 
ตวัอยา่ง 

ชนิดตวัอยา่ง จาํนวน สถานทีเ่กบ็ ผูอ้นุเคราะหใ์นการเกบ็
ตวัอยา่ง 

 
9 

พฤศจกิายน 
2551 

กลัปงัหา 
Paramuricea sp. 

 
3 
 

จงัหวดัตรงั  
(เขาเมง, เกาะยา, 
เกาะมา้, เกาะไหง, 

เกาะมกุต,์ 
หนิกวนอมิ) 

คณะผูว้จิยั 

 ปะการงัออ่นหนาม
Dendronephthya sp. 

 
3 

24
พฤศจกิายน, 
3 ธนัวาคม 

2551 

กลัปงัหา 
Paramuricea sp. 

 
2 

 
จงัหวดักระบี ่

(หมูเ่กาะสมิลินั) 
 

อาจารยศ์กัดิอ์นนัต ์ปลาทอง 
ภาควชิาชวีวทิยา  
คณะวทิยาศาสตร ์

มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์
     ปะการงัสมอง 

Platygyra sp. 
 
1 

 
9  ธนัวาคม 

2551 

กลัปงัหา 
Paramuricea sp. 

2 
 

 
จงัหวดัสตูล   

(เกาะเขาใหญ่) 

 
เจา้หน้าที ่ 

สถานีเพาะเลีย้งสตัวน้ํ์าชายฝ ัง่
จงัหวดัสตูล 

ฟองน้ําสมีว่ง 
Halichondria sp. 

 
1 

1  สงิหาคม 
2552 

กลัปงัหา 
Paramuricea sp. 

3 จงัหวดัสตูล  
   (เกาะเขาใหญ่) 

เจา้หน้าที ่ 
สถานีเพาะเลีย้งสตัวน้ํ์าชายฝ ัง่

จงัหวดัสตูล 
 
26  ตุลาคม 

2552 
 

กลัปงัหา 
Paramuricea sp. 

6  
 

จงัหวดัภเูกต็ 
(อา่วมะขาม) 

 

คุณธรีวฒัน์ จรติงาม  
นกัวชิาการประมงปฏบิตักิาร  
ศนูยว์จิยัและพฒันาประมง

ชายฝ ัง่ภเูกต็ 

ฟองน้ําแจกนัดาํ 
Aplysina sp. 

3 

ปะการงัเขากวาง 
Acropora spp. 

1 

เพรยีงหา่น 
Lepas anatifera 

1 
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2.1.2 จลิุนทรียท์ดสอบ  
 2.1.2.1 แบคทีเรียท่ีแยกได้จากผูป่้วยของโรงพยาบาลสงขลานครินทร ์

ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก ศ. ดร. วราภรณ์ วุฑฒะกุล ภาคจุลชวีวทิยา  
คณะวทิยาศาสตร ์   มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์

1. Vibrio parahaemolyticus PSU 1681 
2. Escherichia coli PSU 95  
3. Staphylococcus   aureus PSU 106 
4. Salmonella Typhimurium PSU 101 

 
 2.1.2.2 แบคทีเรียก่อโรค 

ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก รศ. ดร. ศุภยางค ์วรวุฒคิณุชยั ภาคจุลชวีวทิยา  
คณะวทิยาศาสตร ์   มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์

1. Staphylococcus   aureus ATCC 29213 
2. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 001R 
3. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 002R 
4. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 003R 
5. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 004R 
6. Acinetobacter baumannii AB 045 
7. Pseudomonas aeruginosa PA 3 
8. Pseudomonas aeruginosa PA 8 
9. Pseudomonas aeruginosa PA 10 

        10. Pseudomonas aeruginosa PA 14 
 

 2.1.2.3 แบคทีเรียก่อโรคสายพนัธุม์าตรฐาน 
ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากหอ้งปฏบิตักิารจุลชวีวทิยาภาคจุลชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์   

มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์
1. Bacillus subtilis 
2. Pseudomonas aeruginosa  ATCC  27853 
3. Staphylococcus   aureus ATCC 25923  
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 2.1.2.4 ราท่ีแยกได้จากกลัปังหาท่ีเป็นโรค  

ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก รศ. ดร. เสาวลกัษณ์ พงษไ์พจติร ภาคจุลชวีวทิยา   
คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์

1. Aspergillus sp. F33 
2. Aspergillus sp. F36 
 

 2.1.2.5 ราก่อโรคพืช  
ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก รศ. ดร. ศุภยางค ์วรวุฒคิณุชยั ภาคจุลชวีวทิยา          

คณะวทิยาศาสตร ์   มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์
1. Sclerotium rolfsii 
2. Pythium aphanidermatum 
3. Magnaporthe grisea 
4. Phytophthora palmivora 
5. Phytophthora botryosa 
6. Ganoderma lucidum 
7. Rigidoporus microporus 
8. Rhizoctonia solani 

 
 2.1.2.6 สาหร่าย 

Microcystis aeruginosa TISTR 8305 
 

2.1.3 สารเคมี 
1.   อาหารเลี้ยงเช้ือ (ภาคผนวก ก) 

- Artificial sea water agar (ASWA) 
- Artificial sea water broth (ASWB) 
- Luria Bertani broth (LB) 
- Mueller-Hinton agar (MHA) 
- Mueller-Hinton broth (MHB) 
- Potato dextrose agar (PDA) 
- Sabouraud dextrose broth (SDB) 
- Tryptic soy agar (TSA) 
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2. ยาต้านจลิุนทรีย ์(ภาคผนวก ก) 
     - Amphotericin B 

- Chloramphenicol 
 

3. สารเคมีทัว่ไป (ภาคผนวก ก) 
 สี 

- Crystal violet 
  - Iodine 

- Safranin 
- Resazurin 

 
 ตวัทาํละลาย 

- Ethyl acetate 
- Hexane 
- Methanol 
- Methanol:chloroform (1:1) 

  
 สารเคมีอ่ืนๆ 

- 70% และ 95% (Ethyl alcohol) 
- 20% Glycerol 
- 1% Tween-80 
- Artificial Sea Water (ASW)   
- Sterile normal saline solution (0.85% NaCl) 
- Sodium sulfate anhydrous (Na2SO4) 

  
2.1.4 อปุกรณ์  

- จานเพาะเชือ้ (Petri dish)    
- สไลด ์(Slide)  
- พาสเจอรปิ์เปต (Pasteur pipette)        
- ปิเปต (Pipette) ขนาด  1, 5 และ 10 มลิลลิติร    
- กลอ้งจุลทรรศน์  ( Microscope)                                
- กรรไกร (scissor)                                        
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- หลอดทดลอง (Test tube)  13 X 100 มลิลเิมตร และ 16 X 100 มลิลเิมตร                      
- ตะเกยีงแอลกอฮอล ์(Bunsen burner)                                                               
- ปากคบี (Forceps)  
- ตูบ้่มเชือ้ (Incubator) 
- ตูอ้บฆา่เชือ้ (Hot air oven) 
- เครือ่งควบคมุอุณหภมู ิ(Water bath)   
- หมอ้น่ึงฆา่เชือ้ (Autoclave)  
- เขม็เขีย่เชือ้ (Needle)     
- หว่งเขีย่เชือ้ (Loop) 
- แทง่แกว้โคง้งอ (Spreader) 
- ขวดฝาเกลยีว (duran bottle)  ขนาด 250, 500 และ 1000 มลิลเิมตร 
- เครือ่งวดั pH (pH meter)             
- Eppendorf 
- Tips 
- Foil 
- Cylinder                                    
- Mortar 
- Vortex 
- Vernier caliper             
- Hot plate      
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2.2 วิธีการทดลอง 
2.2.1 การแยกเช้ือแบคทีเรียจากตวัอย่าง 
        เกบ็ตวัอยา่งกลัปงัหา ปะการงั ฟองน้ําและเพรยีง ใสใ่นถุงทีบ่รรจุน้ําทะเลบรเิวณทีเ่กบ็
ตวัอยา่ง รดัปากถุงดว้ยยาง นําถุงตวัอยา่งแชใ่นกระตกิน้ําแขง็ นํากลบัหอ้งปฏบิตักิารเพือ่
ทดสอบภายใน 24 ชม. 

ตดัตวัอย่าง 1 g  ลา้งดว้ย 70% alcohol และ sterile artificial seawater (ASW) 
(ตวัอยา่งฟองน้ําลา้งดว้ย ASW เพยีงอยา่งเดยีว) บดดว้ยครกบดยาใหล้ะเอยีด นําไปทาํการเจอื
จางดว้ยวธิ ีten-fold dilution ใน ASW ปรมิาตร  9 mL ทาํการเจอืจางต่อไปจนถงึ 10-7 ดูด
ตวัอยา่งทีค่วามเจอืจาง 10-5, 10-6, 10-7 ปรมิาตร  0.1 mL spread  ลงบน ASW agar โดยทาํ 
ความเจอืจางละ 3 plates นําไปบ่มที ่30 oC เป็นเวลาอยา่งน้อย 3 วนั คดัเลอืกโคโลนีทีแ่ตกต่าง
กนั เขีย่เชือ้ดงักล่าวมา restreak บน ASW agar เพื่อใหไ้ดโ้คโลนีเดีย่วๆ เกบ็แบคทเีรยีที่
บรสิทุธิใ์น  ASW agar slant เกบ็ไวท้ี ่4 oC สาํหรบันําไปทดสอบฤทธิต์า้นจุลนิทรยีต่์อไป 
 
2.2.2 การทดสอบความสามารถในการยบัยัง้เช้ือจลิุนทรียเ์บือ้งต้นโดยวิธี agar well  
         diffusion (Lorian, 1996) 
 2.2.2.1 การเตรียมแบคทีเรียเพ่ือทดสอบความสามารถในการยบัยัง้เช้ือจลิุนทรีย ์

เลีย้งแบคทเีรยีทีแ่ยกไดบ้รสิทุธิแ์ลว้จากตวัอยา่งกลัปงัหา ปะการงั ฟองน้ําและเพรยีง 
บนอาหาร ASW agar บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30 oC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง นําเชือ้ใน ASW agar มาปรบั
ความเขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland (1.5x108 CFU/mL) ใน NSS (0.85 % NaCl) ดดู
เชือ้ 0.3 mL เลีย้งใน ASW broth 3 mL บ่มใน shaker ความเรว็ 120 rpm ทีอุ่ณหภมู ิ30 oC 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 2.2.2.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือรา 

2.2.2.2.1 การเตรียมเช้ือราสาํหรบัการทดสอบ 
       เลีย้ง Aspergillus sp. F33, F36  บนอาหาร PDA บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30 oC เป็นเวลา 3 วนั
เพือ่ใหเ้จรญิก่อนทีจ่ะทาํการทดสอบกบัเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากตวัอยา่ง  

2.2.2.2.2 การเตรียม spore suspension 
ใชเ้ขม็เขีย่เชือ้รา เขีย่ spore ราทีใ่ชใ้นการทดสอบ ใสใ่น 1% Tween-80 ปรมิาตร 9 mL  

เขยา่ใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex ดดู spore suspension ปรมิาตร 0.1 mL หยดลงบน 
Haemacytometer นบัสปอรร์า นํามาคาํนวณ โดยใชส้ตูร 4B x 106 cells (โดย B คอืจาํนวน
สปอรร์าทีน่บัไดใ้น 5 ชอ่งรวมกนัแลว้หารดว้ย 5) คาํนวณใหไ้ด ้ 107 สปอรต่์อ 1% Tween-80 
ปรมิาตร 1 mL  
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2.2.2.2.3 ทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือรา 
ทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้ดว้ยวธิ ีagar well diffusion โดยการดดู spore suspension จาก

ขอ้ 2.2.2.2.2   0.1 mL ผสมกบั soft agar 4 mL (ภาคผนวก ก) จะได ้spore suspension ทีม่ี
ความเขม้ขน้ 106 สปอรต่์อ soft agar 4 mL  แลว้ overlay ทบับน ASW agar (20 mL ASW 
agar/plate) หลงัจากนัน้เจาะหลุม ASW agar ดว้ย Pasteur pipette ทีฆ่่าเชือ้แลว้โดยใช้
สว่นทา้ยของ pasteur pipette กดลงไปในเน้ือ ASW agar  นําแบคทเีรยีทีแ่ยกไดใ้นขอ้ 2.2.2.1 
ทีเ่ลีย้งใน ASW broth ปรมิาตร 80 μL หยอดในหลุม บ่มที ่30 oC เป็นเวลา 3 วนั แลว้วดั 
inhibition zone โดย Vernier caliper 

 
 2.2.2.3 การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรีย 

2.2.2.3.1 การเตรียมเช้ือแบคทีเรียก่อโรค 
 นําแบคทเีรยีก่อโรคเลีย้งบนอาหาร TSA ยกเวน้ V. parahaemolyticus PSU 1681 ให้
เลีย้งบน TSA +1% NaCl แบคทเีรยีทัง้หมดบ่มทีอุ่ณหภมู ิ 35 oC เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  
 

2.2.2.3.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทีเรียก่อโรค 
ทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้ดว้ยวธิ ี agar well diffusion ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้ 0.5 

McFarland (1.5x108 CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้ปรมิาตร 0.1 mL ผสมกบั soft agar 4 mL 
เขยา่ดว้ย Vortex ใหเ้ขา้กนัจะไดเ้ชือ้ก่อโรคความเขม้ขน้ 107 CFU/mL แลว้ overlay ทบับน 
ASW agar (20 ml ASW agar/plate) หลงัจากนัน้เจาะหลุม ASW agar ดว้ย Pasteur pipette 
ทีฆ่า่เชือ้แลว้โดยใชส้ว่นทา้ยของ Pasteur pipette กดลงไปในเน้ือ ASW agar นําแบคทเีรยีที่
แยกไดใ้นขอ้ 2.2.2.1 ทีเ่ลีย้งใน ASW broth ปรมิาตร 80 μL หยอดในหลุม  บ่มที ่30 oC เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง แลว้วดั inhibition zone โดย  Vernier caliper 
 
2.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง P0915 cell suspension จากการ 
         บม่ท่ีระยะเวลาต่างๆ 

การเตรยีม P0915 cell suspension นําโคโลนี P0915 อาย ุ48 ชม. ปรบัความเขม้ขน้
ของเชือ้ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland (1.5x108 CFU/mL) ใน  NSS ดดูเชือ้ P0915  10 mL ใสใ่น
อาหาร ASW broth ปรมิาตร 100 mL บ่มใน orbital shaker ทีอุ่ณหภมู ิ30 oC  120 rpm เกบ็ 
cell suspension ชัว่โมงที ่ 48, 72, 96, 120 เพือ่ไปทดสอบตามขอ้ 2.2.2 ดงัแผนภมูทิี ่ 1 
(ภาคผนวก ข.) (คาํนวณสถติโิดยใช ้  One Way ANOVA ดว้ยโปรแกรม SPSS 15 สาํหรบั 
Windows) 
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2.2.4 การทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง P0915 cell free supernatant 

การเตรยีม P0915 cell free supernatant นําโคโลนี P0915 ทีม่อีาย ุ48 ชม. ปรบัความ
เขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้0.5 McFarland (1.5x108 CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้  10 mL ใสใ่นอาหาร 
ASW broth ปรมิาตร 100 mL บ่มใน orbital shaker ทีอุ่ณหภมู ิ30 oC  120 rpm เป็นเวลา 48 
ชม. นํา cell suspension ตกตะกอนเซลลโ์ดยทาํการหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 rpm 
อุณหภมู ิ4 oC เป็นเวลา 30 นาท ีนําสว่นทีเ่ป็น supernatant มากรองผา่นกระดาษกรองขนาด 
0.45 ไมโครเมตร นํา cell free supernatant ไปทดสอบตามขอ้ 2.2.2 ดงัแผนภมูทิี ่ 2 
(ภาคผนวก ข.) 
 

2.2.4.1 การทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง P0915 cell free 
            supernatant เข้มข้น 
การเตรยีม cell free supernatant นําโคโลนี P0915 ทีม่อีาย ุ48 ชม. ปรบัความเขม้ขน้

ของเชือ้ใหไ้ด ้0.5 McFarland (1.5x108 CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้  10 mL ใสใ่นอาหาร ASW 
broth ปรมิาตร 100 mL บ่มใน orbital shaker ทีอุ่ณหภมู ิ30 oC  120 rpm เป็นเวลา 48 ชม. 
นํา P0915 cell suspension  ตกตะกอนเซลลโ์ดยทาํการหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 rpm 
อุณหภมู ิ4 oC เป็นเวลา 30 นาท ีนําสว่นทีเ่ป็น supernatant มากรองผา่นกระดาษกรองขนาด 
0.45 ไมโครเมตร นํา cell free supernatant  มาทาํใหเ้ขม้ขน้ขึน้โดยการทาํ Freeze drying 

เมือ่ได ้ Freeze dried cell free supernatant ละลายตวัอยา่ง Freeze dried cell free 
supernatant ดว้ย 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) ปรมิาตร 1 mL เตมิน้ํากลัน่ปราศจาก
เชือ้ใหป้รมิาตรครบ 10 mL ซึง่สารละลาย Freeze dried cell free supernatant มคีวามเขม้ขน้
ขึน้เป็น 10 เทา่ จากความเขม้ขน้ของ cell free supernatant นํา Freeze dried cell free 
supernatant ทีล่ะลายแลว้ไปทดสอบตามขอ้ 2.2.2 ดงัแผนภมูทิี ่3 (ภาคผนวก ข.) 
 
2.2.5  การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัจากเช้ือแบคทีเรีย 
 2.2.5.1 การเตรียมไอโซเลท P0915 ก่อนสกดั 

2.2.5.1.1  การเตรียม Cell free supernatant ในการทาํ Freeze drying 
 นําโคโลนี P0915 ทีม่อีาย ุ 48 ชม. ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland 

(1.5x108 CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้  10 mL ใสใ่นอาหาร ASW broth ปรมิาตร 100 mL บ่มใน 
orbital shaker ทีอุ่ณหภมู ิ 30 oC  120 rpm เป็นเวลา 48 ชม. นํา P0915 cell suspension  
ตกตะกอนเซลลโ์ดยทาํการหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 rpm อุณหภมู ิ 4 oC เป็นเวลา 30 
นาท ี นําสว่นทีเ่ป็น supernatant มากรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร นํา cell 
free supernatant  มาทาํใหเ้ขม้ขน้ขึน้โดยการทาํ Freeze drying  



26 
 

2.2.5.1.2  การเตรียม cell suspension ในการทาํ Freeze drying 
นําโคโลนี P0915 ทีม่อีาย ุ 48 ชม. ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland 

(1.5x108 CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้  10 mL ใสใ่นอาหาร ASW broth ปรมิาตร 100 mL บ่มใน 
orbital shaker ทีอุ่ณหภมู ิ30 oC  120 rpm เป็นเวลา 48 ชม. นํา cell suspension  มาทาํให้
เขม้ขน้ขึน้โดยการทาํ Freeze drying  
 

2.2.5.1.3 การเตรียม cell suspension เพ่ือสกดัสาร 
นําโคโลนี P0915 ทีม่อีาย ุ 48 ชม. ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland 

(1.5x108 CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้  20 mL ใสใ่นอาหาร ASW broth ปรมิาตร 200 mL บ่มใน 
orbital shaker ทีอุ่ณหภมู ิ 30 oC  120 rpm เป็นเวลา 48 ชม. นําไปสกดัดว้ยตวัทาํละลาย
โดยตรงโดยไมผ่า่นการ Freeze drying  

 
2.2.5.1.4 การเตรียม whole cell pellets เพ่ือสกดัสาร 
นําโคโลนี P0915 ทีม่อีาย ุ 48 ชม. ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland 

(1.5x108 CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้  10 mL ใสใ่นอาหาร ASW broth ปรมิาตร 100 mL บ่มใน 
orbital shaker ทีอุ่ณหภมู ิ 30 oC  120 rpm เป็นเวลา 48 ชม. นํา P0915 cell suspension  
ตกตะกอนเซลลโ์ดยทาํการหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 rpm อุณหภมู ิ 4 oC เป็นเวลา 30 
นาท ี เทสว่นทีเ่ป็น  supernatant ทิง้ นําสว่นของตะกอนเซลลห์ลงัหมนุเหวีย่งเกบ็ไวเ้พือ่นําไป
สกดัสารออกฤทธิต่์อไป 

ผลจากการทาํ Freeze drying ไดส้ารสขีาวออกเหลอืง  รว่น  หลงัจากนัน้นํา Freeze 
dried cell free supernatant, Freeze dried cell suspension, cell suspension และ whole cell 
pellets มาทาํการสกดัดว้ย Ethyl Acetate ตามขัน้ตอนดงัต่อไปน้ี 

 
 2.2.5.2 การสกดัสารตวัอย่างด้วย Ethyl Acetate (EtOAc) ดดัแปลงมาจากวิธีของ   
            Al- Zereini  (2006)  

นํา Freeze dried cell free supernatant หรอื Freeze dried cell suspension หรอื cell 
suspension หรอื whole cell pellets มาทาํการสกดัดว้ย EtOAc  สามครัง้ ครัง้ทีห่น่ึง นํา 
ตวัอยา่ง 200 mL (หากตวัอยา่งเป็นของแขง็ใหช้ัง่ตวัอยา่งมา 5 g ผสมกบัน้ํากลัน่ 200 mL) ใส่
กรวยสกดัสาร เตมิ EtOAc 100 mL ปิดฝากรวย คลายกรวย เขยา่แลว้คลายกรวย จนกวา่
แรงดนัในกรวยจะเหลอืน้อยลง หนีบกรวยไวก้บัขาตัง้ รอใหน้ํ้ากบั EtOAc แยกชัน้ออกจากกนั 
เปิดฝากรวยไขสว่นน้ําออกและเทสว่น EtOAc ออกทางปากกรวย เกบ็สว่น EtOAc สว่นที ่1  ไว ้
นําสว่นน้ํามาเทใสก่รวยทาํการสกดัครัง้ทีส่อง เตมิ EtOAc 100 mL แลว้ทาํเชน่เดยีวกบัครัง้แรก 
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ไขสว่นน้ําออก เทสว่น EtOAc สว่นที ่ 2 เกบ็ไว ้การสกดัครัง้ทีส่าม นําสว่นน้ํามาใสก่รวย เตมิ 
EtOAc 100 mL แลว้ทาํเชน่เดยีวกบัครัง้ทีห่น่ึงและสอง ไขสว่นทีเ่ป็นน้ําออก เท EtOAc สว่นที ่
3 เกบ็ไว ้ 

เตมิน้ํากลัน่ลงไปในกรวยสกดัประมาณ 100 mL นํา EtOAc ทัง้ 3 สว่นมารวมกนั    
แลว้เทใสก่รวยสกดั ทาํการเขยา่อยา่งขา้งตน้ แลว้รอใหส้ว่นน้ําและสว่น EtOAc แยกชัน้กนั ไข
สว่นน้ําออก เท EtOAc เกบ็ไว ้ 

เตมิ sodium sulfate anhydrous (Na2SO4) ลงไปเพือ่เอาน้ําทีป่นอยูอ่อก โดยเตมิทลีะ
น้อยแลว้เขยา่แลว้วางทิง้ไวจ้นสงัเกตเหน็ Na2SO4   จบัเป็นกอ้น กรองเอา Na2SO4 ออก โดยใช้
กรวยกรอง ทีม่ชี ัน้กรองเป็นสาํลทีีผ่า่นการลา้งดว้ย organic solvent แลว้ นําสว่น EtOAc ที่
กรอง Na2SO4   ออกแลว้ไปทาํการระเหย EtOAc  ออกทีอุ่ณหภมู ิ 30 oC ดว้ยเครือ่ง 
Evaporator 

ละลายสารสกดัจากขวดระเหยสารดว้ย EtOAc เทสว่นของ EtOAc เกบ็ใสข่วดแกว้ ทาํ
การระเหย EtOAc ทีใ่ชล้ะลายออก เกบ็สารทีเ่หลอือยูใ่นขวดไวท้ี ่4 oC (แผนภมูทิี ่4) 

ละลายสารสกดัจากแบคทเีรยี ดว้ย 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้ 100 mg/mL สาํหรบัเกบ็เป็น stock solution แลว้เจอืจางดว้ย DMSO ในอตัราสว่น 1:10 
หลงัจากนัน้นําสารสกดัทีส่กดัไดไ้ปทดสอบฤทธิย์บัยัง้ตามขอ้ 2.2.2 
 
 2.2.5.3 การหาค่า MIC, MBC และ MFC (ดดัแปลงวิธี broth micro-dilution จาก 
 CLSI M38-A(2002),M7-A8 (2009)) ดงัน้ี 

ละลายสารสกดั ethyl acetate ดว้ย 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้ 100 mg/mL สาํหรบัเกบ็เป็น stock solution ดดู 10% DMSO ปรมิาตร 20 μL  ลงไปใน
ทุกหลุมของ 96 well plate หลงัจากนัน้ดดูสารสกดัใสห่ลุมแรก ปรมิาตร 20 μL ดงันัน่หลุมแรก
จะมคีวามเขม้ขน้เป็น 1,024 μg/mL ทําการเจอืจางไปเรื่อยๆจะได ้10 ความเขม้ขน้ อยู่ในช่วง
ระหว่าง 0.25-1,024 μg/mL โดยทาํความเขม้ขน้ละ 3 ซํ้า เตมิ SDB ปรมิาตร 80 μL ลงไปใน
ทุกหลุม หลงัจากนัน้เตมิ spore suspension ของเชือ้รา (2.2.2.2.2) (spore ทีผ่สมกบัอาหาร 
SDB ในอตัราสว่น 1:10) ปรมิาตร 100 μL ลงใน 96 well plate ทีม่ ีสารสกดั cell suspension 
และอาหาร SDB ในขา้งตน้ โดยมชีุดควบคุม negative control ทีเ่ตมิ spore  suspension กบั
อาหาร SDB และ positive control เตมิ amphotericin B และ spore suspension ของเชือ้รา 
(แผนภูมทิี ่5) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ25 oC เป็นเวลา 3 วนั ทาํการอ่านค่า MIC การอ่านค่า MIC จะเตมิ
ส ี0.18% resazurin ปรมิาตร 10 μL เมือ่บ่มไปแลว้ 68 ชม.  บ่มที ่25 oC ต่อไป 4 ชม. แลว้อ่าน
ผล โดยถา้ส ีresazurin กลายเป็นสชีมพ-ูบานเยน็ แสดงว่ามกีารเจรญิของเชือ้ราก่อโรค หากส ี
resazurin ยงัมสีคีงเดมิคอื สน้ํีาเงนิ-มว่ง แสดงว่าไมม่กีารเจรญิเตบิโตของเชือ้ก่อโรค นําหลุมที่
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มน้ํีาเงนิมา streak บนอาหาร PDA แลว้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ   25 oC เป็นเวลา 3 วนั เพื่ออ่านค่า 
MFC  
 การทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยีกท็าํเชน่เดยีวกนัคอื นําสารสกดัจากเชือ้แบคทเีรยีมา
ละลายดว้ย dimethyl sulfoxide (DMSO) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 100 mg/mL สาํหรบัเกบ็เป็น 
stock solution ดดู 10% DMSO ปรมิาตร 20 μL  ลงไปในทุกหลุมของ 96 well plate หลงัจาก
นัน้ดดูสารสกดัใสห่ลุมแรกปรมิาตร 20 μL ดงันัน่หลุมแรกจะมคีวามเขม้ขน้เป็น 1,024 μg/mL 
ทาํการเจอืจางไปเรือ่ยๆจะได ้ 10 ความเขม้ขน้ อยูใ่นชว่งระหวา่ง 0.25-1,024 μg/mL โดยทาํ
ความเขม้ขน้ละ 3 ซํ้า เตมิ MHB ปรมิาตร 80 μL ลงไปในทุกหลุม หลงัจากนัน้เตมิ bacterial 
suspension (2.2.2.2.2)  (bacterial suspension ทีผ่สมกบัอาหาร MHB ในอตัราสว่น 1:10) 
ปรมิาตร 100 μL ลงใน 96 well plate ทีม่ ี สารสกดั cell suspension และอาหาร MHB ใน
ขา้งตน้ โดยมชีุดควบคุม negative control ทีเ่ตมิ bacterial suspension  กบัอาหาร MHB และ 
positive control เตมิ chloramphenicol และ bacterial suspension (แผนภมูทิี ่ 5)  บ่มที่
อุณหภมู ิ 35 oC เวลา 24 ชัว่โมง ทาํการอา่นคา่ MIC การอา่นคา่ MIC จะเตมิส ี 0.18% 
resazurin ปรมิาตร 10 μL เมือ่บ่มไปแลว้ 20 ชม. บ่มที ่35 oC ต่อเป็นเวลา 4 ชัว่โมง  แลว้อา่น
ผล โดยถา้ส ี resazurin กลายเป็นสชีมพ-ูบานเยน็ แสดงวา่มกีารเจรญิของเชือ้ก่อโรค หากส ี
resazurin ยงัมสีคีงเดมิคอื สน้ํีาเงนิ-มว่ง แสดงวา่ไมม่กีารเจรญิเตบิโตของเชือ้ก่อโรค นําหลุมที่
มน้ํีาเงนิมา streak บนอาหาร TSA  แลว้บ่มทีอุ่ณหภมู ิ  35 oC เวลา 24 ชัว่โมง เพือ่อา่นคา่ 
MBC  
ทีม่า : http://www.ncbi.nlm.nih.gov, arch 1,2010, ( ศรินุิช, 2550) 
 
2.2.6 การยบัยัง้ราก่อโรคพืชของ P0915 cell suspension 

ปรบัความเขม้ขน้ของแบคทเีรยีทีต่อ้งการทดสอบใหไ้ด ้ 0.5 McFarland (1.5x108 
CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้  1 mL  เลีย้งใน ASW broth 10 mL  บ่มใน shaker ความเรว็ 120 
rpm ทีอุ่ณหภูม ิ30 oC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

ใชพ้าสเจอรปิ์เปต (Pasture pipette) เจาะหลุมบนอาหาร PDA plate ไวด้า้นหน่ึง ตดั
เสน้ใยราวางบนอาหาร PDA plate ในดา้นตรงกนัขา้มใหม้รีะยะหา่ง 3 ซม. หยด cell 
suspension อาย ุ 48 ชัว่โมง ปรมิาตร 80 μL ลงไปในหลุม นําไปบ่มที ่ อุณหภมู ิ 25 oC เป็น
เวลา 3-7 วนั วดั inhibition zone 
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2.2.7 การทดสอบประสิทธิภาพของการยบัยัง้ M. aeruginosa TISTR 8305 ของ P0915 
         cell  suspension  โดยวิธี  microdilution  method   ดดัแปลงมาจากวิธีของ 
         Kim et al. (2009) 

นําเชือ้ P0915 ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้0.5 McFarland (1.5x108 CFU/mL) ใน 
NSS ดดูเชือ้  1 mL  เลีย้งใน ASW broth 10 mL  บ่มใน shaker ความเรว็ 120 rpm ที่
อุณหภมู ิ30 oC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

ทาํการปรบัความเขม้ขน้ P0915 cell suspension ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland (1.5x108 
CFU/mL) ทาํการเจอืจาง ใหไ้ดป้รมิาณเชือ้ 101-108  CFU/mL  ดดูเชือ้ใสใ่น 96 well plate  
ปรมิาตร 100 μL ต่อหลุม ใส ่M. aeruginosa TISTR 8305 (ความหนาแน่น 2.8x106 cells/mL) 
ลงไปในหลุมละ    100 μL บ่มในที่ๆ มแีสงสวา่ง ทีอุ่ณหภมู ิ 30 oC เป็นเวลา 3 วนั ทาํการนบั
เซลลส์าหรา่ยทีเ่หลอือยูด่ว้ย Haemacytometer 
 
2.2.8 การทดสอบประสิทธิภาพของการยบัยัง้ M. aeruginosa TISTR 8305 ของ สารสกดั 
         ethyl acetate P0915 cell suspension โดยวิธี microdilution method   
 เจอืจางสารสกดั ethyl acetate P0915 cell suspension ใน 96 well plate ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้สดุทา้ยเป็น 500, 1,500, 2,500, 3,500, 4,500 μg/mL ต่อหลุม (แต่ละหลุมมสีารสกดั
ปรมิาตร 100 μL) ใส ่M. aeruginosa TISTR 8305  (ความหนาแน่น 2.8x106 cells/mL) ลงไป
ในหลุมละ 100 μL บ่มในที่ๆ มแีสงสวา่ง ทีอุ่ณหภมู ิ 30 oC เป็นเวลา 3 วนั ทาํการนบัเซลล ์     
M. aeruginosa TISTR 8305 ทีเ่หลอือยูด่ว้ย Haemacytometer 
 
2.2.9 การตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของไซยาโนแบคทีเรียภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบ 
         ส่องกราด (Scanning Electron Microscope (SEM)) 
 ไดท้าํการสง่ตวัอยา่งไซยาโนแบคทเีรยีเพือ่ตรวจสอบการเปลีย่นแปลงที ่ ศนูยเ์ครือ่งมอื
วทิยาศาสตร ์ มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ ทาํการทดสอบโดยเครือ่ง Scanning Electron 
Microscope, JSM-5800 LV, JEOL, JAPAN  วธิกีารทดสอบ อา้งองิตามวธิปีฏบิตังิาน เลขที ่
WI-RES-SEM5800-001 และ WI-RES-SEM-001 โดยใชก้าํลงัขยาย x 1,500, x 8,000,         
x 25,000 
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2.2.10 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมข์องไอโซเลท P0915 โดย  
           API ZYM Kit (by Biomerieux) 

ทาํการเลีย้งเชือ้ ไอโซเลท P0915 บนอาหาร ASW agar บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 30 oC เป็น
เวลา 48 ชม. นําไอโซเลท P0915 ดงักล่าวเตรยีม suspension ใน NSS ปรมิาตร 2 mL     
ใหม้คีวามขุน่ 5-6 McFarland (4.8x109 – 9.6 x109   CFU/mL)  ทาํการ label ลงบนขอบผนงั
ถาด เตมิน้ํากลัน่ในหลุมของถาด 5 mL เพือ่เพิม่ความชืน้ แกะแถบทดสอบเอนไซม ์ แต่ละอนั
ออกมา วางแถบทดสอบเอนไซมใ์นกล่องบ่ม นําไอโซเลท P0915 ทีเ่ตรยีมไว ้หยดลงไปในหลุม
บนแถบทดสอบเอนไซม ์หลุมละ 65 μL หลงัจากเตมิไอโซเลท P0915  แลว้ ปิดฝาถาด บม่ ที ่
37 oC เป็นเวลา 4-4.5 ชม. หลงัจากบ่มครบตามเวลา แลว้ หยด ZYM A  หลุมละ 1 หยด และ  
ZYM B หลุมละ 1 หยด ลงไปในแต่ละหลุมบนแถบทดสอบเอนไซม ์ รอสเีปลีย่นอยา่งน้อย 5 
นาท ี  ภายใตแ้สง ถา้ผลเป็นบวกจะเปลีย่นสอียา่งถาวรตามแต่ชนิดของเอนไซม ์     ถา้ผลเป็น
ลบจะเปลีย่นเป็นไมม่สีเีมือ่เทยีบกบัหลุมควบคุม อา่นผลโดยเปรยีบเทยีบกบัแถบส ีแผนภมูทิี ่ 6 
(ภาคผนวก ข.) 

 
2.2.11 การบง่ช้ีชนิดของจลิุนทรียท่ี์คดัแยกได้ทางชีวโมเลกลุ 

การบ่งชีช้นิดของแบคทเีรยีทีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยี ์ โดยการวเิคราะหท์างชวีโมเลกุล     
(16 rDNA analysis) ความยาว 1500 เบส primers ทีใ่ชค้อื 20F (5’-GAG TTT GAT CCT 
GGC TCA G-3’, positions 9-27 on 16S rDNA by the E. coli numbering system; Brosius 
et al., 1981) และ 1500R (5’-GTT ACC TTG TTA CGA CTT-3’, position 1509-1492 on 
16S rDNA by the E. coli numbering system; Brosius et al., 1981)   โดยสง่ตรวจวเิคราะหท์ี่
ศนูยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีวีภาพแหง่ชาต ิ(National Center for Genetic Engineering 
and Biotechnology) (เอกสารอา้งองิ ภาคผนวก ค.) 
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บทท่ี 3  
ผลการทดลอง 

  
3.1 ผลการแยกเช้ือแบคทีเรียจากสตัวไ์ม่มีกระดกูสนัหลงัในทะเลและการทดสอบ 

 ความสามารถในการยบัยัง้เช้ือจลิุนทรีย ์
จากการเกบ็ตวัอยา่งสตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัในทะเลอนัดามนัใน 4 จงัหวดั คอื จงัหวดั

สตูล, จงัหวดัตรงั, จงัหวดักระบีแ่ละภเูกต็ เพือ่คดัเลอืกแบคทเีรยีทีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีก่์อโรค  
สามารถแยกแบคทเีรยีไดท้ัง้หมด 397 ไอโซเลท ในปี 2551 (อมัพรรตัน์, 2552) และ 117      
ไอโซเลท ทีแ่ยกไดจ้ากตวัอยา่งกลัปงัหาและฟองน้ํา จากจงัหวดัสตูลและจงัหวดัภเูกต็ ในปี 
2552  รวมทัง้สิน้ 514 ไอโซเลท โดยสามารถแยกแบคทเีรยีแกรมลบได ้ 299 ไอโซเลท (58%) 
และแยกแบคทเีรยีแกรมบวกได ้ 215 ไอโซเลท (42%)  นําแบคทเีรยีทัง้ 514 ไอโซเลท มาทาํ
การทดสอบหาฤทธิก์ารยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรค 6 สายพนัธุด์ว้ยวธิ ี agar well diffusion     
(Lorian, 1996) พบแบคทเีรยีทีม่ฤีทธิก์ารยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคทัง้หมด 29 ไอโซเลท (5.64 %)      
(ตารางที ่ 6) โดยทัง้ 29 ไอโซเลท ทีม่ฤีทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรค V. parahaemolyticus PSU 
1681, E. coli PSU 95, S. aureus PSU 106, S. Typhimurium PSU 101, และ รา Aspergillus 
sp. F33, Aspergillus sp. F36  ไดอ้ยา่งน้อย 1 ชนิด มแีบคทเีรยี 6 ไอโซเลท ทีส่ามารถยบัยัง้
จุลนิทรยีก่์อโรคไดม้ากกวา่ 1 ชนิด คอื ไอโซเลท P0268, P0576 และ P0663 สามารถยบัยัง้         
S. aureus PSU 106 มคีา่ inhibition zone อยูใ่นชว่ง 8.7-12.6  mm, และใหว้งใสในการยบัยัง้ 
Aspergillus sp. F33 อยูใ่นชว่ง 8.6-10.8 mm, ไอโซเลท S0331 สามารถยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรค
ได ้ 3 สายพนัธุ ์  โดยสามารถยบัยัง้ V. parahaemolyticus PSU 1681 มคีา่ inhibition zone 
เทา่กบั 11.5 mm, S. aureus PSU 106 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 19.9 mm และสามารถ
ยบัยัง้ S. Typhimurium PSU 101 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 11.3 mm, ไอโซเลท P1116 
สามารถยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคได ้3 สายพนัธุ ์เชน่กนั   โดยสามารถยบัยัง้ S. aureus PSU 106 
มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 14.9 mm, Aspergillus sp. F33 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 
13.3 mm และ Aspergillus sp. F36 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 10.3 mm  และ ไอโซเลท 
P0915 สามารถยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคไดท้ัง้ 6 ชนิดคอืสามารถยบัยัง้ V. parahaemolyticus 
PSU 1681 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 9.0 mm, E. coli PSU 95 มคีา่ inhibition zone 
เทา่กบั 10.6 mm, S. aureus PSU 106 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 24.2 mm,                     
S. Thyphimurium PSU 101 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 8.2 mm, และ รา Aspergillus sp. 
F33 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั 17.4 mm, Aspergillus sp. F36 มคีา่ inhibition zone เทา่กบั   
9.7 mm 
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จากการทดสอบดงักล่าวพบวา่มแีบคทเีรยีทีแ่ยก 20 ไอโซเลททีส่ามารถยบัยัง้ 
Aspergillus sp. F33 มคีา่ inhibition zone ระหวา่ง 8-17 mm, 14 ไอโซเลททีส่ามารถยบัยัง้   
S. aureus PSU 106 มคีา่ inhibition zone ระหวา่ง 8-24 mm สว่น V. parahaemolyticus PSU 
1681, S. Typhimurium PSU 101 และ Aspergillus sp. F36 มแีบคทเีรยีเชือ้ละ 2 ไอโซเลทที่
สามายบัยัง้เชือ้ก่อโรคดงักลา่วไดแ้ละมแีบคทเีรยี 1 ไอโซเลทเทา่นัน้ทีส่ามารถยบัยัง้ E. coli 
PSU 95 ได ้

จากการศกึษาการยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคของแบคทเีรยีทีแ่ยกได ้ พบวา่ แบคทเีรยีทีม่ี
ฤทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรค แยกไดจ้ากกลัปงัหา 8 ตวัอยา่ง จากตวัอยา่งกลัปงัหาทัง้หมด       
16 ตวัอยา่ง แยกไดจ้ากฟองน้ํา 2 ตวัอยา่ง จากตวัอยา่งฟองน้ําทัง้หมด 4 ตวัอยา่ง แยกไดจ้าก 
ปะการงั 1 ตวัอยา่ง จากปะการงัทัง้หมด 5 ตวัอยา่งและแยกไดจ้ากเพรยีง 1 ตวัอยา่ง จาก
ตวัอยา่งเพรยีงทัง้สิน้ 1 ตวัอยา่ง จาก 3 จงัหวดั (ตารางที ่7)  

เมือ่ทาํการทดสอบซํ้า อกีสามครัง้ พบวา่ แบคทเีรยี 4 ไอโซเลทคอื P0268, P0576, 
P0663 และ P1116 มกีจิกรรมการยบัยัง้น้อยลง จนไมเ่กดิการยบัยัง้ในทีส่ดุและอกี 1 ไอโซเลท 
S0331 ทาํการเลีย้งเชือ้ใหมไ่มข่ึน้ จากขอ้มลูผลการทดสอบของไอโซเลท P0915 (รปูที ่ 1) ทีม่ี
ฤทธิย์บัยัง้ของเชือ้ทีห่ลากหลายสามารถยบัยัง้จุลนิทรยีท์ีท่ดสอบไดท้ัง้ 6 สายพนัธุ ์ จงึทาํการ
คดัเลอืกไอโซเลท P0915 เพือ่ทาํการศกึษาต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปูท่ี 1 การทดสอบฤทธ์ิต้าน S. aureus PSU 106 เบือ้งต้นของ  

       P0915 cell suspension โดยวิธี agar well diffusion 
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ตารางท่ี 6 ความสามารถในการยบัยัง้เช้ือจลิุนทรียก่์อโรคของแบคทีเรียทะเลท่ีแยกได้ 
                 โดยวิธี agar well diffusion (Lorian, 1996) 

 
ไอโซเลท ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ inhibition zone (mm) 
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S0244 - - - 9.5 - - 
S0255 - - - 9.3 - - 
S0331 11.5 - 11.3 19.9 - - 
S0334 - - - - 8.3 - 
S0341 - - - - 10.9 - 
S0347 - - - 11.5 - - 
S0351 - - - 13.7 - - 
P0240 - - - 9.3 - - 
P0265 - - - - 13.2 - 
P0266 - - - - 12.6 - 
P0267 - - - - 9.0 - 
P0268 - - - 9.7 10.8 - 
P0271 - - - - 12.8 - 
P0381 - - - - 9.2 - 
P0572 - - - 8.2 - - 
P0575 - - - - 14.1 - 
P0576 - - - 8.7 9.1 - 
P0577 - - - 14.5 - - 
P0663 - - - 12.6 8.6 - 
P0785 - - - - 13.3 - 
P0861 - - - - 15.9 - 
P0863 - - - - 1.7 - 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ) ความสามารถในการยบัยัง้เช้ือจลิุนทรียก่์อโรคของแบคทีเรียทะเลท่ีแยก 
                 ได้โดยวิธี agar well diffusion (Lorian, 1996) 

 
ไอโซเลท ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ inhibition zone (mm) 
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P0871 - - - 11.5 - - 
P0915 9.0 10.6 8.2 24.2 17.4 9.7 
P1061 - - - - 10.1 - 
P1062 - - - - 11.5 - 
P1063 - - - - 14.2 - 
P1116 - - - 14.9 13.3 10.3 
I6-5 - - - - 8.4 - 
รวม  2 1 2 14 20 2 

 
หมายเหตุ  -  หมายถงึ ไมส่ามารถยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคดงักล่าวได้
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ตารางท่ี 7 แหล่งท่ีมาของแบคทีเรียท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้จลิุนทรียท์ดสอบ 
 

ตวัอย่าง แบคทีเรียทะเลท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้
จลิุนทรียท์ดสอบ 

ท่ีมาของ
ตวัอย่าง 

กลัปงัหา 
 

P0244, P0255 จงัหวดัสตูล 

S0331, S0334, S0341, S0347, 
S0351 

จงัหวดัสตูล 

P0785 จงัหวดัภเูกต็ 

P0861, P0863, P0871 
 

จงัหวดัภเูกต็ 

I6-5 จงัหวดัตรงั 
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ตารางท่ี 7 (ต่อ) แหล่งท่ีมาของแบคทีเรีย ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้จลิุนทรียท์ดสอบ 

 

ตวัอย่าง แบคทีเรียท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้จลิุนทรีย์
ทดสอบ 

ท่ีมาของ
ตวัอย่าง 

กลัปงัหา  
 

P0572, P0575, P0576, P0577 
 
 
 
 

จงัหวดัภเูกต็ 

P0381 
 

จงัหวดัภเูกต็ 

P1116 
 
 

จงัหวดัภเูกต็ 

ปะการงั  
 

P1061, P1062, P1063 
 

จงัหวดัภเูกต็ 
 

เพรยีง  
 
 
 
 

P0915 
 

จงัหวดัภเูกต็ 
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ตารางท่ี 7 (ต่อ) แหล่งท่ีมาของแบคทีเรีย ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้จลิุนทรียท์ดสอบ 

 
3.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง P0915 cell suspension จาก

การบม่ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
ผลการทดสอบประสทิธภิาพของ P0915 cell suspension จากการบ่มทีร่ะยะเวลาต่างๆ 

พบวา่ สามารถยบัยัง้ V. parahaemolyticus PSU 1681 และ E. coli PSU 95 ไดด้ทีีส่ดุในการ
บ่มที ่48 ชม. สว่นฤทธิก์ารยบัยัง้ S. aureus PSU, Aspergillus sp. F33 และ Aspergillus sp. 
F36 ของ P0915 cell suspension จากการบ่มทีร่ะยะเวลาต่างๆ พบวา่ไมแ่ตกต่างกนัอยา่งมี
นยัสาํคญั สามารถยบัยัง้ S. Typhimurium PSU 101 ไดด้ทีีส่ดุที ่96 ชม. (ตารางที ่8, รปูที ่2) 
จงึไดท้าํการเลอืกเวลาที ่48 ชัว่โมงในการบ่มเพือ่การศกึษาประสทิธภิาพอื่นๆต่อไป  
 
3.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง P0915 cell free supernatant 

ผลการทดสอบประสทิธภิาพของ P0915 cell free supernatant อาย ุ 48 ชม. พบวา่ 
เมือ่นําน้ําเลีย้งเซลลไ์อโซเลท P0915 ไปทดสอบฤทธิต์า้นจุลนิทรยี ์ cell free supernatant  
ดงักล่าวมฤีทธิย์บัยัง้น้อย สามารถยบัยัง้ S. aureus PSU 106 ให ้ inhibition zone 7.4 mm, 
ยบัยัง้ S. aureus ATCC 25923  ให ้inhibition zone 7.7 mm สว่น V. parahaemolyticus PSU 
1681 ให ้ inhibition zone 6.8 mm (ตารางที ่ 9) ทัง้น้ีอาจจะเน่ืองมาจากความเขม้ขน้ของสาร
ออกฤทธิม์น้ีอยมากใน cell free supernatant จงึมกีารทาํใหเ้ขม้ขน้ขึน้โดยการนํา cell free 
supernatant ไปทาํ Freeze drying 

ตวัอย่าง แบคทีเรียท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้จลิุนทรีย์
ทดสอบ 

ท่ีมาของ
ตวัอย่าง 

ฟองน้ํา 
 

 

P0240, P0265, P0266, P0267, 
P0268, P0271 
 

จงัหวดัภเูกต็ 

 
 
 
 
 

P0663 
 

จงัหวดัภเูกต็ 
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3.4 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง P0915 cell free supernatant 
      เข้มข้น 

ผลการทดสอบประสทิธภิาพของ P0915 Freeze dried cell free supernatant พบวา่ 
แมจ้ะทาํให ้cell free supernatant เขม้ขน้ขึน้ 10 เทา่ ประสทิธภิาพในการยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรค
กไ็มไ่ดเ้พิม่ขึน้มากนกั ซึง่ P0915 Freeze dried cell free supernatant สามารถยบัยัง้            
S. aureus PSU 106 ให ้ inhibition zone 8.3 mm และยบัยัง้ S. aureus ATCC 25923 ให ้
inhibition zone 8.5 mm ขณะที ่V. parahaemolyticus PSU 1681 ไมพ่บฤทธิย์บัยัง้เมือ่ทาํการ
ทดสอบกบั P0915 Freeze dried cell free supernatant   (ตารางที ่9) 
 
ตารางท่ี 8  ประสิทธิภาพการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง P0915 cell suspension จาก 

      การบม่ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
 

   
 คา่ในตารางแสดงคา่เฉลีย่ ± คา่ SD ตวัอกัษรทีแ่ตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แสดงถงึความ 

แตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 0.05 (p>0.05) 
 
 
 
 
 

 
อายุ
ของไอ
โซเลท 
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(ชม.) 
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48 14.70±0.20a1 14.07±0.38a2 13.00±0.20a3 26.80±0.20a4 17.20±0.20a5b5 17.00±0.53a6 
72 10.60±0.10b1 13.70±0.20a2 9.60±0.26b3 26.90±0.20a4 17.50±0.20b5 16.80±0.20a6 
96 12.70±0.20c1 13.50±0.53a2 14.00±0.26c3 26.70±0.26a4 16.70±0.20a5 16.50±0.17a6 
120 11.66±0.25d1 12.40±0.10b2 11.50±0.26d3 27.00±0.17a4 17.40±0.17b5 16.60±0.26a6 
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  48 ชัว่โมง     72 ชัว่โมง 

         96 ชัว่โมง     120 ชัว่โมง 

รปูท่ี 2 การทดสอบประสิทธิภาพของ P0915 cell suspension จากการบม่ท่ีระยะเวลา 
ต่างๆ    ในการยบัยัง้ S. aureus PSU 106 โดยวิธี agar well diffusion 
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ตารางท่ี 9 ประสิทธิภาพของการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง P0915 cell suspension, P0915 cell  
                 free supernatant และ P0915 cell free supernatant เข้มข้น 

 
CS = cell suspension     NT = not tested 
CFS = cell free supernatant     -   = no zone 
CCFS = concentrated cell free supernatant 

 
3.5 ผลจากการทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้จลิุนทรียก่์อโรคของ P0915 cell 
      suspension โดยวิธี agar well diffusion (Lorian, 1996) 

ผลจากการทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคเพิม่เตมิคอื S. aureus สายพนัธุ์
มาตรฐาน 2 สายพนัธุ,์ MRSA 4 สายพนัธุ ์ (NPRC 001R-NPRC 004R), Acinetobacter 
baumannii AB 045, P. aeruginosa PA 3, PA 8, PA 10 และ PA 14 หลงัจากทาํการทดสอบ 
P0915 กบั จุลนิทรยีก่์อโรค ดงักล่าว พบวา่ ไอโซเลท P0915 สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้
ทดสอบเกอืบทุกสายพนัธุท์ ัง้แกรมลบและแกรมบวกโดยมคีา่ inhibition zone อยูใ่นชว่ง 13.3-
19.4 mm. (ตารางที ่10) 
 
3.6 ผลจากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดั ethyl acetate จากส่วนต่างๆท่ีได้จาก    
      P0915 

จากผลการทดสอบขา้งตน้ จงึทาํการสกดัสารจาก P0915 โดยใช ้ ethyl acetate ทาํ   
การสกดัจาก Freeze dried cell free supernatant, Freeze dried cell suspension, cell 
suspension และ whole cell pellets ซึง่พบวา่ สารสกดั ethyl acetate ของ P0915 cell 
suspension มปีระสทิธภิาพมากทีส่ดุ โดยใหว้งใสในการยบัยัง้จุลนิทรยีต่์างๆ ดงัน้ี ยบัยัง้        

จุลนิทรยีท์ดสอบ ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง inhibition zone (mm) 

CS CFS CCFS 
V.  parahaemolyticus PSU 1681 14.7 6.8 - 
E. coli PSU 95 14.1 - - 
S. Typhimurium PSU 101 13.0 - - 
S.  aureus PSU 106 26.8 7.4 8.3 
S. aureus ATCC 25923  NT 7.7 8.5 
Aspergillus sp. F33 17.2 - - 
Aspergillus sp. F36 17.0 - - 
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V. parahaemolyticus PSU 1681 ให ้inhibition zone 14.3 mm, ยบัยัง้ S. Typhimurium PSU 
101 ให ้inhibition zone 11.0 mm, ยบัยัง้ S. aureus PSU 106 ให ้inhibition zone 13.0 mm, 
ยบัยัง้ S .aureus ATCC 25923 ให ้ inhibition zone 13.7 mm  (ตารางที ่11) จงึคดัเลอืกสาร
สกดั ethyl acetate ของ P0915 cell suspension เพือ่นํามาหาคา่  MIC, MBC และ MFC  

 
3.7 ผลการหาค่า MIC ของ สารสกดั ethyl acetate ของ P0915 cell suspension 

โดยนําแบคทเีรยีก่อโรคทีม่อีาย ุ24 ชัว่โมงและราก่อโรคทีม่อีาย ุ3 วนั มาทาํการทดสอบ
กบัสารสกดัโดยวธิ ีbroth micro-dilution ผลของการหาคา่ MIC, MBC และ MFC  

จากการหาคา่ MIC ของ สารสกดั ethyl acetate ของ P0915 cell suspension ทีม่ี
ความเขม้ขน้ของสารอยูใ่นชว่ง 2-1,024 μg/mL พบวา่ สารสกดัจากเชือ้ P0915 สามารถยบัยัง้ 
S. aureus ATCC 29213, MRSA NPRC 001R, MRSA NPRC 002R, B.subtilis   ทีค่า่ MIC 
เทา่กบั 256 μg/mL  และสารสกดัจากเชือ้ P0915 สามารถยบัยัง้ V. parahaemolyticus PSU 
1681, S. aureus PSU 106, S. aureus ATCC 25923, MRSA NPRC 003R, MRSA NPRC 
004R ไดท้ี ่MIC 512 μg/mL ยาตา้นจุลนิทรยีม์าตรฐานทีใ่ช ้คอื chloramphenicol ซึง่มคีา่ MIC 
อยูใ่นชว่ง 2-256 μg/mL (ตารางที ่12) 

สารสกดัจากเชือ้ P0915 ไมส่ามารถยบัยัง้เชือ้ E. coli PSU 95, S. Typhimurium PSU 
101, Acinetobacter baumannii AB 045, P. aeruginosa PA 3, PA 8, PA 10, PA 14, ในชว่ง
ความเขม้ขน้สงูสดุของสารเทา่กบั  1,024 μg/mL  

การสกดัสารจาก P0915 ดว้ยตวัทาํลายลายอื่น ๆ คอื Hexane (การสกดัใชว้ธิเีดยีวกบั
การสกดัดว้ย ethyl acetate) methanol, methanol ผสม  chloroform (1:1) (ดวูธิกีารสกดัใน 
ภาคผนวก ข. วธิกีารสกดัดว้ย methanol และ methanol ผสม  chloroform) สารทีไ่ดจ้ากตวัทาํ
ละลายทัง้ 3 ชนิดเมือ่นําไปหาคา่ MIC พบวา่สารสกดัทัง้ 3 ชนิดไมส่ามารถยบัยัง้จุลนิทรยี์
ทดสอบได ้ แสดงวา่ตวัทาํละลายทัง้ 3 ชนิดไมส่ามารถแยกสารตา้นจุลชพีออกมาจากตวัอยา่ง 
P0915 ได ้(ตารางที ่12) 
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ตารางท่ี 10 ประสิทธิภาพในการยบัยัง้จลิุนทรียก่์อโรคของ P0915 cell suspension 
                   โดยวิธี agar well diffusion (Lorian, 1996) 
 
ไอโซเลท ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ inhibition zone (mm) 

AB
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23

 

SA
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13

 

P0915 16.3 16.6 16.5 18.3 19.2 14.8 13.3 14.4 16.3 14.9 19.4 18.7 

    
   AB= Acinetobacter baumannii AB 045 
   PA 3=Pseudomonas aeruginosa PA 3 

PA 8=Pseudomonas aeruginosa PA 8 
PA 10= Pseudomonas aeruginosa PA 10 
PA 14=Pseudomonas aeruginosa PA 14 
BS =Bacillus subtilis 
MRSA1=Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 001R                      
MRSA2=Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 002R           
MRSA3=Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 003R                      
MRSA4= Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 004R                     
SA 25923 =Staphylococcus   aureus ATCC 25923                                 
SA 29213=Staphylococcus   aureus ATCC 29213                                          
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ตารางท่ี 11 ประสิทธิภาพของสารสกดั ethyl acetate ในการยบัยัง้จลิุนทรียข์อง  
                   P0915 culture 

 
หมายเหตุ; -  = ไมม่วีงใส 

 
 
 
 
 

แหล่งทีม่าของสารสกดั ขนาด inhibition zone (mm) 
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freeze dried cell free 
supernatant 

- 
 

- - - 
 

- - - 

whole cell pellets  - 
 

- - 9.0 
 

- - - 

cell suspension  14.3 
 

11.0 
 

11.0 
 

13.0 
 

13.7 
 

- - 

freeze dried cell suspension 9.9 
 

- - 9.4 
 

1.0 
 

- - 

 
control DMSO 

 

- - - - - - - 
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ตารางที่ 12 ค่า MIC, MBC และ MFC ของสารสกดัจาก cell suspension ของไอโซเลท  P0915 ที่สกดัด้วยตวัทาํละลายต่างๆ 
จุลนิทรยีก์่อโรคทีใ่ช้
ในการทดสอบ 

คา่ MIC และ MBC/MFC (μg/mL) ในการยบัยัง้เชือ้ทดสอบ 
Methanol Methanol + chloroform Hexane Ethyl Acetate Chloramphenicol Amphotericin B 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC 

VP - - - - - - 512 - 2 8 NT NT 
EC - - - - - - - - 4 16 NT NT 
ST - - - - - - - - 4 32 NT NT 
SA - - - - - - 512 1,024 8 32 NT NT 
SA 25923 - - - - - - 512 1,024 16 32 NT NT 
SA 29213 - - - - - - 256 1,024 16 32 NT NT 
MRSA1 - - - - - - 256 1,024 256 - NT NT 
MRSA2 - - - - - - 256 - 256 - NT NT 
MRSA3 - - - - - - 512 1,024 32 - NT NT 
MRSA4 - - - - - - 512 1,024 32 - NT NT 

VP = Vibrio parahaemolyticus PSU 1681                                                  SA 29213 = Staphylococcus   aureus ATCC 29213 
EC = Escherichia coli  PSU 95                                                               MRSA1 = Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 001R 
ST = Salmonella Typhimurium  PSU 101                                                  MRSA2 = Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 002R 

 SA = Staphylococcus   aureus PSU 106                                                  MRSA3 = Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 003R   
SA 25923 = Staphylococcus   aureus ATCC 25923                                    MRSA4 = Methicillin-resistant Staphylococcus aureus NPRC 004R                                                    
 หมายเหตุ;    -    หมายถงึ ไมย่บัยัง้ 
       NT   หมายถงึ ไมไ่ดท้ดสอบ 
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ตารางที่ 12 (ต่อ) ค่า MIC, MBC และ MFC ของสารสกดัจาก cell suspension ของไอโซเลท  P0915 ที่สกดัด้วยตวัทาํละลายต่างๆ 

จุลนิทรยีก์่อโรคทีใ่ช้
ในการทดสอบ 

คา่ MIC และ MBC/MFC (μg/mL) ในการยบัยัง้เชือ้ทดสอบ 
Methanol Methanol + chloroform Hexane Ethyl Acetate Chloramphenicol Amphotericin B 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC 

AB - - - - - - - - 256 - NT NT 
PA 3 - - - - - - - - 256 - NT NT 
PA 8 - - - - - - - - 256 - NT NT 
PA 10 - - - - - - - - 256 - NT NT 
PA 14 - - - - - - - - 256 - NT NT 
BS - - - - - - 256 512 4 8 NT NT 
F33 - - - - - - - - NT NT 2 2 
F36 - - - - - - - - NT NT     4 6 

PA 3  =  Pseudomonas aeruginosa PA 3       AB = Acinetobacter baumannii AB 045     
PA 8   = Pseudomonas aeruginosa PA 8       BS = Bacillus subtilis                               

PA 10 = Pseudomonas aeruginosa PA 10     F33 = Aspergillus sp. F33 
PA 14 = Pseudomonas aeruginosa PA 14     F36 = Aspergillus sp. F36 

หมายเหตุ;  -    หมายถงึ ไมย่บัยัง้ 
     NT  หมายถงึ ไมไ่ดท้ดสอบ 
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จากผลการทดสอบทีไ่ดท้าํใหเ้หน็วา่ ไอโซเลท P0915 มคีวามสามารถในการยบัยัง้     
จุลนิทรยีไ์ดห้ลากหลาย โดยเฉพาะอยา่งยิง่สามารถยบัยัง้ MRSA ซึง่เป็นเชือ้ก่อโรคทีด่ือ้ยาได ้
จงึไดท้าํการทดสอบเพิม่เตมิโดยการนํา P0915 ไปทดสอบการยบัยัง้ราก่อโรคพชื และ ไซยาโน-
แบคทเีรยี  M. aeruginosa TISTR 8305 ซึง่มผีลการทดลองดงัแสดงในตารางที ่13 – 15 
 
3.8 ผลการทดสอบความสามารถในการยบัยัง้ราก่อโรคพืชโดยวิธี agar well diffusion 

ผลการทดสอบความสามารถในการยบัยัง้ราก่อโรคพชืโดยวธิ ี agar well diffusion 
พบวา่ P0915 สามารถยบัยัง้ Phytophthora palmivora ซึง่เป็นราทีก่่อโรคในลาํตน้และราก     
เน่าในทุเรยีนและพชือื่นๆ โดยม ีคา่ inhibition zone เทา่กบั 12.1 mm  แต่ไมส่ามารถยบัยัง้รา
ก่อโรคอื่นๆทีนํ่ามาทดสอบเพิม่เตมิได ้(ตารางที ่13) 
 
ตารางท่ี 13 ผลการยบัยัง้ราก่อโรคในพืชของ P0915 cell suspension โดยวิธี      
                    agar well diffusion (Lorian, 1996) 

 
                      Sclerotium rolfsii  ก่อโรค รากเน่า 
                      Pythium aphanidermatum   ก่อโรค เน่าคอดนิหรอืเน่าระดบัดนิ 
                      Magnaporthe grisea     ก่อโรค ไหมท้ีค่อรวงในขา้ว 
                      Phytophthora palmivora      ก่อโรค ลาํตน้และรากเน่าในทุเรยีนและพชือื่นๆ 
                      Phytophthora botryosa     ก่อโรค ลาํตน้และรากเน่าในทุเรยีนและพชือื่นๆ 
                  Ganoderma lucidum     ก่อโรค ยางพารา, ชา, ปาลม์น้ํามนั 
                  Rigidoporus microporus      ก่อโรค รากขาวในยางพารา 
                  Rhizoctonia solani       ก่อโรค โรคในพชืตระกลูถัว่ 

ไอโซเลท ขนาด inhibition zone (mm) 
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3.9 ผลการทดสอบความสามารถของ  P0915 ในการยบัยัง้ไซยาโนแบคทีเรีย 
      M. aeruginosa TISTR 8305 โดยวิธี microdilution method 

ผลทดสอบความสามารถ  P0915 ในการยบัยัง้ไซยาโนแบคทเีรยี M. aeruginosa 
TISTR 8305 โดยวธิ ีmicrodilution method พบวา่เมือ่เลีย้งเซลลส์าหรา่ยรว่มกบั P0915 เซลล ์
M. aeruginosa TISTR 8305 มปีรมิาณลดลงเมือ่เปรยีบเทยีบกบั control ซึง่ม ีM. aeruginosa 
TISTR 8305  1.15 x105 cells/mL เมือ่ใช ้ P0915 ทีค่วามเขม้ขน้ 10 CFU/mL  นบัเซลล ์      
M. aeruginosa TISTR 8305 ทีเ่หลอืได ้2.8x104 cells/mL เซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 
มแีนวโน้มลดลงเรือ่ยๆ เมือ่เพิม่ปรมิาณเซลลข์อง P0915 และที ่ 108 CFU/mL นบัเซลล ์         
M. aeruginosa TISTR 8305 ได ้ 1.5x103 cells/mL ซึง่เมือ่เปรยีบเทยีบเซลล ์ M. aeruginosa 
TISTR 8305 ทีท่าํการทดสอบกบัปรมิาณเซลลข์อง P0915 ที ่ 108 CFU/mL กบั control ทีม่ี
เซลลอ์ยู ่1.15 x105 cells/mL พบวา่ เซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 ลดลงไป 98.69% ซึง่
ถอืวา่ ปรมิาณเซลลข์อง P0915 ที ่108 CFU/mL (ตารางที ่14) สามารถทาํลายเซลลส์าหรา่ยได้
เกอืบทัง้หมด โดย M. aeruginosa TISTR 8305 มลีกัษณะการถูกทาํลายทีผ่นงัเซลลแ์ละพบ
เศษซากเซลลข์อง M. aeruginosa TISTR 8305 เป็นจาํนวนมาก ดงัแสดงในรปูที ่3 

 
3.10 ผลการทดสอบความสามารถของสารสกดั ethyl acetate จาก P0915  
        cell suspension  ในการยบัยัง้  M. aeruginosa  TISTR  8305   โดยวิธี  
        microdilution   method 

จากผลการทดสอบความสามารถของสารสกดั ethyl acetate จาก P0915 cell 
suspension ในการยบัยัง้ M. aeruginosa TISTR 8305 ทีท่ดสอบโดยวธิ ีmicrodilution method 
พบว่า M. aeruginosa TISTR 8305 เริม่ตน้ที ่2.80 x106 cells/mL เมื่อเตมิสารสกดั ethyl 
acetate จาก P0915 cell suspension  500 μg/mL เซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 ลดลง
เหลอื 4.7x104 cells/mL ซึง่เมื่อเปรยีบเทยีบกบั control ซึง่นบัเซลล ์ M. aeruginosa TISTR 
8305 ได ้ 1.15 x105 cells/mL แสดงว่าเซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 ลดลงไปหน่ึง log 
และทีค่วามเขม้ขน้ของสารสกดัสงูขึน้ เซลล ์ M. aeruginosa TISTR 8305 มจีาํนวนลดลงไป
เรื่อยๆตามความเขม้ขน้ของสารสกดัที่เพิม่ขึ้นและที่ความเข้มขน้ของสารสกดัเท่ากบั 4,500 
μg/mL พบวา่เซลลส์าหรา่ยเหลอือยู ่7.0x103 cells/mL ซึง่เมื่อเปรยีบเทยีบเซลล ์M. aeruginosa 
TISTR 8305 ทีค่วามเขม้ขน้ของสารสกดัเทา่กบั 4,500 μg/mL กบั control (ตารางที ่15) พบว่า 
เซลลส์าหรา่ยลดลงไป 93.91% และพบเซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 มรีปูรา่งทีผ่ดิปกติ
เมือ่สอ่งดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ SEM ดงัแสดงในรปูที ่3 
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ตารางท่ี 14 ผลการยบัยัง้ M. aeruginosa TISTR 8305 ของไอโซเลท P0915 ท่ี 
                   ความเข้มข้นต่างๆ หลงัเลี้ยงร่วมกนัท่ี 30oC เป็นเวลา 3 วนั 

 
ปรมิาณเชือ้ 

P0915 (CFU/mL) 
 

ปรมิาณเซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 คงหลอื (cells/mL)     

0= ชุดควบคมุ 1.15 x105 

101 2.8x104 

102 2.0x104 

103 1.8x104 

104 1.3x104 

105 8.3x103 

106 6.3x103 

107 9.5x103 

108 1.5x103 
 

หมายเหตุ ; เซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 เริม่ตน้ 2.80 x106 cells/mL 
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ตารางท่ี 15 ผลการทดสอบสารสกดั ethyl acetate ของ cell suspension ของไอโซเลท 
                    P0915 ในการยบัยัง้ M. aeruginosa TISTR 8305 
 

ความเขม้ขน้ของ
สารสกดั (μg/mL) 

ปรมิาณเซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 คงหลอื ( cells/mL)  
 

0= ชุดควบคมุ  1.15 x105        
500 4.7x104 

1,500 2.0x104 
2,500 1.1x104 
3,500 1.9x104 
4,500 7.0x103 

 
หมายเหตุ ; เซลล ์M. aeruginosa TISTR 8305 เริม่ตน้ 2.80 x106 cells/mL 
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รปูท่ี 3 ลกัษณะเซลลป์กติและเซลลท่ี์เปล่ียนแปลงภายใต้กล้อง Scanning Electron 
           Microscope (SEM) หลงัจากการเลี้ยงร่วมกบัไอโซเลท   P0915 (108 CFU/mL)  
          เป็นเวลา 3 วนัและหลงัการเติมสารสกดั ethyl acetate ของ cell  suspension  
           ของไอโซเลท P0915 (4,500 μg/mL) เป็นเวลา 3 วนั 

A. เซลลป์กติของไซยาโนแบคทีเรียในชดุควบคมุ (x25,000) 
            B. เซลลไ์ซยาโนแบคทีเรียท่ีเปล่ียนแปลงหลงัจากการเลี้ยงร่วมกบัไอโซเลท 

     P0915 (x25,000) 
C. เซลลไ์ซยาโนแบคทีเรียท่ีเปล่ียนแปลงหลงัการเตรียมสารสกดัสารสกดั  
     ethyl acetate ของ cell suspension ของไอโซเลท P0915 (x25,000) 

A 

B 

C 
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3.11 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมข์องไอโซเลท P0915 

การทดสอบความสามารถในการผลติเอนไซมข์องไอโซเลท P0915 โดยใช ้ API ZYM 
Kit (by Biomerieux) พบวา่ ไอโซเลท P0915 สามารถผลติเอนไซม ์ 11 ชนิด จากทีท่ดสอบ
ทัง้หมด 19 ชนิด แบ่งเป็น 5 กลุ่ม ไดแ้ก่ phosphatase, lipase, arylamidase, trypsin, 
phosphohydrolase, glucosaminidase โดยทีไ่อโซเลท P0915 สามารถผลติเอนไซมไ์ดท้ัง้ 5
กลุ่ม (ตารางที ่16, รปูที ่4)  

ตารางท่ี 16 การทดสอบการผลิตเอนไซมข์องไอโซเลท P0915 ด้วย API ZYM Kit 
 

No. ENZYME ASSAYED FOR results 

1. Control - 

2. Alkaline phosphatase >5 

3. Esterase (C 4) 3 

4. Esterase Lipase (C 8) 2 

5. Lipase (C 14) 1 

6. Leucine arylamidase 5 

7. Valine arylamidase 1 

8. Cystine arylamidase 1 

9. Trypsin 0 

10. α-chymotrypsin 1 

11. Acid phosphatase 5 

12. Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase 5 

13. α-galactosidase 0 

14. ß-galactosidase 0 

15. ß-glucuronidase 0 

16. α-glucosidase 0 

17. ß-glucosidase 0 

18. N-acetyl-ß-glucosaminidase 2 

19. α-mannosidase 0 

20. α-fucosidase 0 

 
      หมายเหตุ; สามารถเทยีบปรมิาณเอนไซมท์ีผ่ลติไดจ้ากแผนภมูทิี ่6 (ภาคผนวก ข)  
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รปูที่ 4 แถบทดสอบเอนไซม ์API ZYM Kit 
                            A. ชดุควบคมุ ทดสอบกบัเชื้อ Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 

                                                                              B. ชดุทดสอบกบัไอโซเลท P0915 cell suspension 
 
 

A: 

B: 
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3.12 ผลการบง่ช้ีชนิดของจลิุนทรียท่ี์คดัแยกได้ 

การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาเบือ้งตน้เพือ่บ่งชีช้นิดของไอโซเลท P0915 พบว่า
ไอโซเลท P0915  มโีคโลนีสเีหลอืงบนอาหาร ASW agar และเมือ่สอ่งดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
พบวา่เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ รปูแทง่ (รปูที ่5) ผลการบ่งชีช้นิดของไอโซเลท P0915  โดยการ
วเิคราะหท์างชวีโมเลกุลดว้ย 16S rRNA analysis สง่ตรวจวเิคราะหท์ีศ่นูยพ์นัธุวศิวกรรมและ
เทคโนโลยชีวีภาพแหง่ชาต ิ (National Center for Genetic Engineering and Biotechnology) 
พบวา่ลาํดบัเบสของ 16S rRNA gene ของ ไอโซเลท P0915  มคีวามเหมอืนกบั 
Pseudoalteromonas flavipulchra  99.9 % (รปูที ่6) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 5 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของไอโซเลท P0915 บนอาหาร ASW agar  
               และเม่ือส่องดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์  

A. ลกัษณะโคโลนีของไอโซเลท P0915 บนอาหาร ASW agar  
    B. ลกัษณะของไอโซเลท P0915 ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ (x100) 

B A 
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   รปูท่ี 6 Phylogeneic Tree แสดงตาํแหน่งไอโซเลท P0915 ใน genus 
    Pseudoalteromonas ท่ีได้ทาํการวิเคราะหท์างชีวโมเลกลุ  
    (16S rRNA analysis) (ภาคผนวก ค) 

 

P0915 
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บทท่ี 4  
วิจารณ์ผลการทดลอง 

 
จากการคดัแยกแบคทเีรยีทัง้หมด 514 ไอโซเลท โดยสามารถแยกแบคทเีรยีแกรมลบได ้

299 ไอโซเลท (58%) และแยกแบคทเีรยีแกรมบวกได ้215 ไอโซเลท (42%) ซึง่สอดคลอ้งกบั
การศกึษาของ Fenical and Jensen (1993) ซึง่สามารถคดัแยกแบคทเีรยีแกรมลบไดเ้ป็นกลุ่ม
หลกัจากทะเล สว่น Bernen et al. (1997)  รายงานว่า 36 % ของแบคทเีรยีทีส่ามารถแยกได้
เป็น แกรมลบ รูปแท่งทีส่ามารถผลติสารยบัยัง้จุลนิทรยีไ์ด ้จากแบคทเีรยีทัง้หมดทีแ่ยกไดจ้าก
ตวัอยา่งทีต่่างกนัไป ม ี 29 ไอโซเลท (5.64 %) ทีม่ฤีทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคแกรมบวก แกรม
ลบและรา ทดสอบโดยใช ้culture suspension ดว้ยวธิ ีagar well diffusion  ซึง่ถอืไดว้่ามคีวาม
ใกลเ้คยีงกบัการศกึษาของ Wilson et al. (2009) ทีส่ามารถแยกแบคทเีรยีทะเลทีย่ดึเกาะพืน้ผวิ 
ทีม่ฤีทธิย์บัยัง้ดว้ยวธิ ีwell diffusion  โดย 9.6% ของแบคทเีรยีทัง้หมดทีแ่ยกไดม้ฤีทธิย์บัยัง้    
จุลชพี  ซึง่จากขอ้มลูขา้งตน้จะเหน็ไดว้่าเราสามารถทําการแยกแบคทเีรยีจากสิง่มชีวีติต่างๆใน
ทะเลไดซ้ึง่นัน่บ่งบอกถงึความสมัพนัธ ์ของการอยูร่ว่มกนัระหว่าง แบคทเีรยีกบั host ในทะเล 
สิง่มชีวีติในทะเลส่วนใหญ่จะมแีบคทเีรยีทีม่คีวามหลากหลายยดึเกาะทีพ่ืน้ผวิ (Rohwer et al., 
2002) ซึง่แบคทเีรยีทีเ่กาะตดิบนพืน้ผวิของสิง่มชีวีติอื่นจะมคีวามสามารถในการหลัง่สารออก
ฤทธิท์างชวีภาพไดม้ากกว่าแบคทเีรยีทีด่าํรงชวีติแบบอสิระ (Burgess et al., 1999; Long and 
Azam, 2001; Lemos et al., 1985; Zheng et al., 2005)  ซึง่อาจจะเน่ืองมาจากการทีแ่บคทเีรยี
ยดึเกาะพวกน้ีตอ้งผลติสารต่างๆ ออกมาเพื่อยบัยัง้คู่แขง่ทีจ่ะแยง่พืน้ทีใ่นการสรา้งโคโลนีบนตวั 
host (Thomas et al., 2008)  

ปญัหาหลกัทีพ่บในการศกึษาน้ีคอืแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกไดม้ฤีทธิย์บัยัง้น้อยลงและทาํการ
เลี้ยงเชื้อใหม่ไม่ขึน้ ทัง้น้ีอาจจะเน่ืองมาจากแบคทเีรยีเหล่าน้ีทําการคดัแยกมาจากทะเล จงึมี
ขอ้จาํกดัในเรื่องสารอาหารและสภาวะแวดลอ้มทีใ่ชเ้ลีย้ง กอปรกบัแบคทเีรยีเหล่าน้ีอาศยัอยู่กนั
เป็นชุมชนในแบบ symbiotic ระหวา่งแบคทเีรยีดว้ยกนัหรอืแบคทเีรยีกบั host (Friedrich et al., 
1999)  เมื่อทาํการแยกใหเ้ป็นโคโลนีเดีย่วๆ จงึไมม่กีารปฏสิมัพนัธก์นัในรปูแบบดงักล่าวอกี จงึ
ไมม่คีวามจาํเป็นทีจ่ะตอ้งผลติสารยบัยัง้ออกมาและบางสายพนัธุอ์าจไมส่ามารถดํารงชวีติอยูไ่ด้
โดยที่ไม่ปฏสิมัพนัธ์กบัสายพนัธุ์หรอืสิง่มชีวีติอื่นๆ แต่กย็งัมแีบคทเีรยี 1 ไอโซเลทนัน่คอื       
ไอโซเลท P0915 ทีแ่ยกไดจ้ากเพรยีงทีแ่สดงฤทธิย์บัยัง้ทีโ่ดดเด่นกว่าไอโซเลทอื่นๆ ซึง่สามารถ
ยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคไดทุ้กสายพนัธุท์ีใ่ชท้ดสอบทัง้แกรมบวก แกรมลบและราก่อโรคและยงัมี
ความคงตวัของฤทธิย์บัยัง้อกีด้วย จงึได้มกีารเพิม่จุลนิทรยี์ที่ใช้ในการทดสอบขึน้โดยทําการ
ทดสอบกบัแบคทเีรยีดื้อยา เช่น MRSA, Acinetobacter baumannii (สายพนัธุ์ดื้อยา),           
P. aeruginosa (สายพนัธุด์ือ้ยา) และแบคทเีรยีสายพนัธุม์าตรฐาน และราก่อโรคพชือกีดว้ย ผล
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จากการทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคเพิม่เตมิดงักล่าวดว้ยวธิ ีagar well diffusion  
พบว่า ไอโซเลท P0915 สามารถยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีทดสอบทุกสายพนัธุท์ ัง้แกรมลบ
และแกรมบวกและสามารถยบัยัง้ราก่อโรคพชืได ้1 สายพนัธุค์อื Phytophthora palmivora แต่ไม่
สามารถยบัยัง้ราก่อโรคพชืสายพนัธุอ์ื่นๆ ได ้ 

ถงึแมว้า่ cell suspension ของ P0915 จะมฤีทธิย์บัยัง้จุลนิทรยีไ์ดห้ลากหลาย แต่เมือ่
นํา cell free supernatant มาทดสอบฤทธิต์า้นจุลนิทรยีก์ลบัพบวา่ P0915 มกีจิกรรมลดลงมาก
เมือ่เทยีบกบัการทดสอบดว้ย cell suspension ซึง่เป็นไปไดว้า่ cell suspension มตีวัเซลล ์
เซลลเ์หล่านัน้สามารถสรา้งสารไดต้ลอดเวลาทาํใหม้ปีรมิาณสารมากกวา่ cell free supernatant  

การทดสอบฤทธิต์า้นจุลนิทรยีแ์บบ agar well diffusion จดัเป็นการทดลองเบือ้งตน้
เทา่นัน้ ผลทีไ่ดอ้าจจะมคีวามไมแ่มน่ยาํและไมส่ามารถนํามาเปรยีบเทยีบฤทธิก์ารยบัยัง้ที่
แทจ้รงิได ้ จงึนําไปสูก่ารสกดัสารดว้ยตวัทาํละลายอนิทรยีต่์างๆ เพือ่หาคา่ MIC, MBC และ 
MFC ผลการสกดัสารจาก P0915 cell suspension  ดว้ย ethyl acetate เพือ่นําไปทดสอบหาคา่ 
MIC, MBC และ MFC โดยวธิ ีbroth micro-dilution กบัเชือ้ทดสอบทัง้หมดขา้งตน้และราก่อโรค
พชืเน่ืองจาก P0915 ไมส่ามารถยบัยัง้ได ้สว่น Phytophthora palmivora มขีนาดวงใสทีแ่สดงถงึ
ความสามารถในการยบัยัง้ทีน้่อย จงึไมไ่ดท้าํการทดสอบหาคา่ MIC และ MFC ซึง่เมือ่นําสาร
สกดั ethyl acetate ทีม่คีวามเขม้ขน้ระหวา่ง 2-1,024 μg/mL มาทดสอบกบัเชือ้ทดสอบพบวา่ 
สารสกดั ethyl acetate สามารถยบัยัง้แบคทเีรยีทัง้หมด 9 สายพนัธุ ์ จากจุลนิทรยีท์ ัง้หมด     
16 สายพนัธุ ์ทีนํ่ามาทาํการทดสอบดว้ยวธิ ี broth micro-dilution  โดยสามารถยบัยัง้แบคทเีรยี
แกรมบวกได ้ 8 สายพนัธุค์อื S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923, S. aureus 
PSU 106, MRSA NPRC 001R-004R, B. subtilis และสามารถยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมลบได ้   
1 สายพนัธุค์อื V. parahaemolyticus PSU 1681 โดยมคีา่ MIC อยูร่ะหวา่ง 256-512 μg/mL 
สารสกดั ethyl acetate จากเชือ้ P0915 cell suspension  ไมส่ามารถยบัยัง้เชือ้ E. coli PSU 
95,  S. Thyphimurium PSU 101, Acinetobacter baumannii AB 045, P. aeruginosa PA 3, 
PA 8, PA 10, PA 14  ในชว่งความเขม้ขน้สงูสดุของสารที ่ 1,024 μg/mL ซึง่จะเหน็ไดว้า่การ
ทดสอบดว้ยวธิ ี broth micro-dilution ฤทธิก์ารยบัยัง้จุลนิทรยีบ์างสว่นหายไปเมือ่เทยีบกบัการ
ทดสอบดว้ยวธิ ี agar well diffusion จากทัง้สองวธิมีผีลสอดคลอ้งกนัในสว่นของการยบัยัง้
แบคทเีรยี   แกรมบวกซึง่ P0915 แสดงฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีแกรมบวกไดด้เีมือ่ทดสอบโดยวธิ ี
agar well diffusion และยงัคงพบฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมบวกเมือ่ทาํการทดสอบดว้ยวธิ ี
broth micro-dilution 

ไอโซเลท P0915 เป็นแบคทเีรยีทีม่โีคโลนีสเีหลอืงใส เมือ่ดภูายใตก้ลอ้งเป็นแบคทเีรยี
รปูแทง่ แกรมลบ ซึง่เมือ่นําไปบ่งชีช้นิดโดยการวเิคราะหท์างชวีโมเลกุล (16 rDNA analysis) 
พบวา่ ไอโซเลท P0915 มคีวามเหมอืนกบั Pseudoalteromonas flavipulchra  99.9 % ซึง่
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แบคทเีรยีจนีสัน้ีพบบ่อยๆวา่มคีวามเกีย่วขอ้งกบั host ทีเ่ป็นยคูารโิอต มกัเป็นพวกทีต่อ้งการ
อากาศ มแีฟลกเจลลาและเป็นพวก heterotroph (Holmstrom et al., 1999) ในการศกึษาของ    
Thomas et al. (2008) เกีย่วกบัจโีนมของแบคทเีรยีในจนีสัเดยีวกนัคอื Pseudoalteromonas 
tunicata พบวา่มกีารสรา้งโคโลนีบนพืน้ผวิ eukaryotic host เชน่ สตัวไ์มม่กีระดกูสนัหลงัใน
ทะเลและสาหรา่ย ซึง่เป็นเรือ่งปกตทิีเ่กดิขึน้ในทะเล ทีค่าดวา่จะเป็นการสรา้งแขง่ขนัหรอืเพือ่
การปฏสิมัพนัธก์บัแบคทเีรยีอื่นๆ ซึง่ Pseudoalteromonas tunicata เป็นสายพนัธุท์ีแ่ขง่ขนักบั
สายพนัธุอ์ื่นๆ ไดด้ ี ในการครอบครองพืน้ผวิต่างๆ ในทะเล เน่ืองจากความสามารถในการผลติ
โมเลกุลสารยบัยัง้ได ้ จงึกลายเป็นสิง่มชีวีติตน้แบบในการศกึษากระบวนการสรา้งโคโลนีบน
พืน้ผวิ eukaryotic host และการมปีฏสิมัพนัธก์บั eukaryotic host จงึตอ้งทาํการหาลาํดบัเบส
และทาํการวเิคราะหจ์โีนมของ Pseudoalteromonas tunicata และเปรยีบเทยีบกบัจโีนมของสาย
พนัธุท์ีม่คีวามสมัพนัธก์นัอยา่งใกลช้ดิ เพือ่ใหเ้ขา้ใจถงึการปรบัตวัทีเ่กีย่วขอ้งกบัการดาํรงชวีติ
แบบยดึเกาะบนพืน้ผวิ พบวา่ Pseudoalteromonas tunicata มจีโีนมทีป่ระกอบไปดว้ยยนีส์
หลายยนีสแ์ละเป็นยนีสท์ีม่สีว่นรว่มในการผลติสารยบัยัง้คูแ่ขง่บนพืน้ผวิ คุณลกัษณะการ
ตอบสนองความเครยีด แบบ oxidative ของ Pseudoalteromonas tunicata การขบัไอออน และ
แสดงการเขา้ยดึครองสารอาหาร ซึง่สิง่มชีวีติจะปรบัตวัแบบน้ีกต่็อเมือ่มคีวามหนาแน่นของ
ประชากรสงูบนพืน้ผวิ การเกาะตดิบนพืน้ผวิดเูหมอืนวา่จะมสีือ่กลาง เชน่ curli, novel pili,    
โพลเิมอรท์ีถ่กูปล่อยออกมาขา้งนอกและอื่นๆ เชน่ โปรตนีทีผ่วิเซลล ์ จโีนมของ 
Pseudoalteromonas tunicata แสดงใหเ้หน็รปูแบบการใชป้ระโยชน์จากสารโพลเิมอรเ์พือ่
หลกีเลีย่งการยอ่ยจาก host ในขณะทีส่ารนัน้ๆ อาจจะไปมผีลต่อ host ชนิดอื่นๆ  

ทีผ่า่นมามผีูศ้กึษาพบวา่แบคทเีรยีหลายๆสายพนัธุใ์นจนีสัน้ี สามารถผลติสารออกฤทธิ ์
ทางชวีภาพได ้ (Gauthier et al., 1995; Gauthier, 1976; Gauthier and Breittmayer, 1979; 
Hanefeld et al., 1994; Holmstrom and Kjelleberg, 1999; James et al., 1996; McCarthy et 
al., 1985) แมก้ระทัง่ในปจัจุบนัมผีูศ้กึษาและพบวา่แบคทเีรยีในจนีสัน้ีมคีวามสามารถในการ
ผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพได ้ เชน่ พบวา่สารสกดัจาก Pseudoalteromonas phenolica      
มฤีทธิย์บัยัง้ S. aureus, B. subtilis, Enterococcus serolicida, V.  alginolyticus,                     
P. aeruginosa, Aspergillus fumigatus ได ้ (Isnansetyo and Kamei, 2009) ขณะที ่Longeon 
et al. (2004) ไดท้าํการคดัแยก Pseudoalteromonas sp. X153 ทีส่ามารถยบัยัง้ Vibrio sp. 
และเชือ้ก่อโรคในมนุษยไ์ด ้ และมกีารแยก P. luteoviolacea ทีส่ามารถผลติสารออกฤทธิท์าง
ชวีภาพทีม่โีมเลกุลใหญ่จากทะเลเมดเิตอรเ์รเนียน (Gómez et al., 2008) สว่น Hayashida      
et al. (2008) สามารถแยก P. haloplanktis ไดจ้ากหอยเชลลซ์ึง่มฤีทธิต์า้นแบคทเีรยีทะเล       
6 สายพนัธุ ์ และแบคทเีรยีก่อโรคอกี 9 สายพนัธุ ์ จากรายงานดงักล่าวพบวา่มผีลสอดคลอ้งกบั
ผลการศกึษาในครัง้น้ีดว้ยเน่ืองจาก Pseudoalteromonas flavipulchra  P0915 กส็ามารถยบัยัง้
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จุลนิทรยีใ์นจนีสัขา้งตน้ไดเ้ชน่กนั และจากการศกึษาของ Bowman (2007) พบวา่ แบคทเีรยีใน
จนีสั Pseudoalteromonas sp. สามารถผลติสารออกฤทธิไ์ดห้ลายกลุ่มทัง้ทีม่ขีนาดโมเลกุลใหญ่
และขนาดโมเลกุลเลก็ เชน่ toxic proteins, polyanionic exopolymers, สารกลุ่ม phenolic, 
สารประกอบกลุ่ม alkaloids, cyclic peptides และสารประกอบ bromine เป็นตน้ จากการศกึษา
ของ Yu et al. (2012) พบวา่สารสกดั ethyl acetate ของเชือ้ Pseudoalteromonas flavipulchra 
JG1 เป็นโปรตนีโมเลกุลเลก็ซึง่แยกสารสกดัดงักล่าวได ้ 5 สว่น ประกอบไปดว้ย                      
p-hydroxybenzoic acid (Niu et al., 2003), trans-cinnamic acid (Yang et al., 2000)         
6-bromoindo-lyl-3-acetic acid (Rasmussen et al., 1993), N-hydro-xybenzoisoxazolone 
(Kuberski and Gebicki, 1992) และ 29-deoxyadenosine (Shi et al., 2009) ซึง่กม็รีายงาน
การคน้พบสารดงักล่าวก่อนหน้าน้ีเชน่กนั โดยสารสกดัดงักล่าวที ่ Yu et al. (2012) แยกไดน้ัน้  
มฤีทธิย์บัยัง้ V. anguillarum  ซึง่เป็นไปไดว้า่สารสกดั ethyl acetate ในการศกึษาในครัง้น้ี
อาจจะเป็นโปรตนีโมเลกุลเลก็ทีม่คีวามใกลเ้คยีงกบัสารที ่ Yu et al. (2012) แยกได ้ เพราะ
สามารถยบัยัง้เชือ้ในจนีสัเดยีวกนั นัน่กค็อื Vibrio sp. ซึง่การศกึษาในครัง้น้ีสามารถยบัยัง้                 
V.parahaemolyticus PSU 1681 ได ้ และทีม่ากไปกวา่นัน้ ในการศกึษาครัง้น้ี 
Pseudoalteromonas flavipulchra ทีแ่ยกไดย้งัสามารถยบัยัง้จุลนิทรยีส์ายพนัธุอ์ืน่ๆไดด้อีกีดว้ย
เชน่ S. aureus สายพนัธุม์าตรฐาน, S. aureus PSU 106, MRSA NPRC 001R-004R และ    
B. subtilis ซึง่เป็นสิง่ทีน่่าสนใจเป็นอยา่งยิง่สาํหรบัแบคทเีรยีทะเลชนิดน้ี 

จากผลของค่า MIC ทีส่งูในช่วง 256-512 μg/mL จงึไดม้กีารทดสอบสกดั P0915 cell 
suspension เพิม่เตมิ โดยใชต้วัทาํละลายอื่นๆ ทีม่ขี ัว้แตกต่างกนั คอื hexane, methanol และ 
methanol ผสม  chloroform (1:1)  เพื่อแยกสารตา้นจุลนิทรยีต่์างกลุ่มกนัจาก cell culture   
เมื่อนํามาหาค่า MIC  พบว่า สารสกดัทีม่คีวามเขม้ขน้ของสารอยูใ่นช่วง 2-1,024 μg/mL ทีส่กดั
ดว้ยตวัทาํละลายทัง้ 3 ชนิดไมม่ฤีทธิย์บัยัง้เชือ้ก่อโรค ดงันัน้จงึมเีพยีง ethyl acetate เพยีงชนิด
เดยีวทีส่ามารถแยกสารต้านจุลนิทรยีอ์อกมาจากน้ําเลี้ยงเซลล์ได ้ นอกจากน้ีมกีารนําสารสกดั 
ethyl acetate ของ P0915 cell suspension และตวัเชือ้ P0915 มาทาํการทดสอบเพื่อหาฤทธิ ์
ยบัยัง้ไซยาโนแบคทีเรยี เพราะถึงแม้ว่าการควบคุมการเพิ่มจํานวนของไซยาโนแบคทีเรีย    
โดยวธิกีารทางเคมแีละทางกายภาพจะไดผ้ลด ีแต่กถ็อืไดว้่าเป็นวธิทีีอ่นัตราย ซึง่สารเคมอีาจจะ
ก่อใหเ้กดิผลรา้ยแรงต่อสิง่มชีวีติหลายชนิดในน้ํา ทาํใหร้ะบบนิเวศในน้ําเปลีย่นแปลง และสง่ผล
กระทบต่อธรรมชาตใินทีสุ่ด (Jeong et al., 2003) ตวัแทนทางชวีภาพซึ่งประกอบไปดว้ย 
แบคทเีรยี  (Mayali and Azam, 2004) ไวรสั (Nagasaki et al., 2004) โปรโตซวั (Jeong et al., 
2003) และ macrophyte (Jin and Dong, 2003; Nakai et al., 1999) ซึง่สิง่มชีวีติเหล่าน้ีถอืเป็น 
suppressors ทีม่ศีกัยภาพในการควบคุมการระบาดของไซยาโนแบคทเีรยีได ้จงึมคีวามสนใจที่
จะนํา ไอโซเลท P0915 มาทําการยบัยัง้ไซยาโนแบคทเีรยี เน่ืองจากมคีวามเป็นไปไดส้งูทีจ่ะ
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นําไปประยุกต์ใช้ต่อไปได้เพราะแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวแยกมาได้จากทะเล ซึ่งเป็น
สิง่แวดล้อมปกตทิี่จะเกดิปญัหาการแพร่กระจายของไซยาโนแบคทเีรยีขึน้ ไซยาโนแบคทเีรยี   
ทีใ่ชใ้นการทดสอบครัง้น้ีคอื ไซยาโนแบคทเีรยีสายพนัธุ์ M. aeruginosa TISTR 8305          
ซึง่ M. aeruginosa เป็นไซยาโนแบคทเีรยีสายพนัธุท์ีโ่ดดเด่นทีเ่กดิการแพรก่ระจายเพิม่ปรมิาณ
ขึน้ทัง้ในน้ําจดืและน้ําเคม็ เช่น ในทะเลสาบไท ประเทศจนี ซึง่ส่งผลไปถงึน้ําดื่ม น้ําประปาและ
ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษย์เน่ืองจาก M. aeruginosa ก่อใหเ้กดิสารพษิประเภท 
hepatotoxins เช่น microcystins (MCs) ซึง่สารดงักล่าวจะถูกปล่อยออกมาสูธ่รรมชาตหิลงัจาก
เซลล ์M. aeruginosa แตกแลว้ (Dai et al., 2008; Ross et al., 2006; Zurawell et al., 2005) 
ผลการทดสอบพบว่า สารสกดั ethyl acetate ของ P0915 และตวัเชือ้ P0915 สามารถยบัยัง้   
ไซยาโนแบคทีเรียดังกล่าวได้ ซึ่งก่อนหน้าน้ีมีรายงานแบคทีเรียที่สามารถยบัยัง้ไซยาโน
แบคทเีรยีมกัพบว่าอยู่ในกลุ่ม Myxobacteria, Flavobacterium, Bacteroidetes, Cytophaga, 
Sphingomonas, Bacillus, Achromobacter, Alteromonas, Arthrobacter, 
Pseudoalteromonas, Vibrio และ Pseudomonas ในอดตีมกัพบกลุ่มแบคทเีรยีเหล่าน้ี
แพรห่ลายอยูใ่นกลุ่มแบคทเีรยีทะเลและน้ําจดื (Kang et al., 2008; Kim et al., 2007; Mu et al., 
2007; Roth et al., 2008; Su et al., 2007) ซึง่โดยทัว่ไปแบคทเีรยีจะยบัยัง้การเจรญิหรอืฆา่
สาหร่ายได้ โดยทางตรงและทางอ้อม แต่ส่วนใหญ่แบคทเีรยีเหล่าน้ีจะยบัยัง้สาหร่ายโดยการ
ต่อตา้นการเจรญิหรอืทาํใหเ้ซลลส์าหรา่ยแตก โดยเกดิจากการทีแ่บคทเีรยีจะปล่อยสารประกอบ
บางอย่างออกมา ซึง่จะเป็นพษิต่อเซลลส์าหร่าย สารประกอบเหล่านัน้อาจจะเป็น โปรตนี (Lee 
et al., 2000; Mitsutani et al., 2001),  เปปไทด ์(Banin et al., 2001; Imamura et al., 2001; 
Yamamoto et al., 1998),  อะมโินแอซติ (Yoshikawa et al., 2000),  สารปฏชิวีนะ (Dakhama 
et al., 1993),  ไบโอเซอแฟกแตนท ์ (Gustafsson et al., 2009; Wang et al., 2005), 
bacillamide (Jeong et al., 2003), hydroxylamine (Paul et al., 1979), lipid peroxidation 
(Wang et al., 2008) และอื่นๆ มเีพยีง Shi et al. (2006) เทา่นัน้ทีร่ายงานวา่มแีบคทเีรยีทีย่บัยัง้
การเจรญิของไซยาโนแบคทเีรยีผ่านการสมัผสักบัเซลลไ์ซยาโนแบคทเีรยีโดยตรงหรอืการเจาะ
เขา้สู่เซลลไ์ซยาโนแบคทเีรยี จากผลการทดสอบการผลติเอนไซมข์อง P0915 พบว่า P0915 
สามารถผลติเอนไซมใ์นกลุ่ม phosphatase, lipase, arylamidase, trypsin, phosphohydrolase 
และ glucosaminidase ซึง่ความสามารถในการยบัยัง้ M. aeruginosa TISTR 8305 อาจเกดิ
จากการผลิตเอนไซม์ดงักล่าวได้ เน่ืองจากไซยาโนแบคทีเรียส่วนใหญ่มีลกัษณะผนังเซลล์
เหมอืนกบัทัง้แบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบซึ่งประกอบด้วย cytoplasmic membrane, 
serrated external layer, outer membrane, peptidoglycan layer และยงัม ีcyanobacterial 
porins ซึง่เป็นโปรตนีทีห่่อหุม้อยู่ช ัน้นอกอกีดว้ย (Hoiczyk and Hansel, 2000) เอนไซมท์ี ่
P0915 ผลติไดซ้ึ่งประกอบไปดว้ยกลุ่ม phosphatase, lipase, arylamidase, trypsin, 
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phosphohydrolase, glucosaminidase ซึง่สามารถใชส้่วนของผนังเซลลเ์หล่าน้ีเป็น substrate 
ได ้จงึอาจไปมผีลทาํลายองคป์ระกอบบางสว่นของผนงัเซลลข์อง M. aeruginosa TISTR 8305 
ทาํใหก้ารควบคุมการไหลเขา้ออกสารของเซลลเ์สยีไปไซยาโนแบคทเีรยีจงึตายในทีสุ่ด จากการ
สงัเกตภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าหลงัจากการเลีย้ง M. aeruginosa TISTR 8305 รว่มกบั 
P0915 เซลลเ์กดิการเปลีย่นแปลงอยา่งชดัเจน เมื่อทําการศกึษาเซลล ์M. aeruginosa TISTR 
8305   ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด  (scanning electron microscope หรอื SEM) 
เหน็ไดช้ดัเจนวา่ผนงัเซลลข์อง M. aeruginosa TISTR 8305 ถูกทาํลาย 
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บทท่ี 5 
สรปุผลการทดลอง 

 
งานวจิยัน้ีจดัทําขึน้ เน่ืองจากตระหนักถงึปญัหาโรคตดิเชื้อและการดื้อยาของ    

จุลินทรยี์ก่อโรค จงึได้ทําการค้นหาสารออกฤทธิท์างชวีภาพใหม่ๆจากแบคทเีรยีที่มี
ความสามารถผลติสารออกฤทธิท์างชวีภาพ โดยมุ่งเน้นการคน้ควา้ไปทีท่รพัยากรทาง
ทะเล ซึ่งตัวอย่างที่ใช้ในการคัดแยกแบคทีเรียในครัง้น้ีประกอบไปด้วย กัลปงัหา, 
ฟองน้ํา, ปะการงั, เพรยีง รวมทัง้สิน้ 26 ตวัอยา่ง ใน 4 จงัหวดั ไดแ้ก่ จงัหวดัภูเกต็, 
จงัหวดักระบี,่ จงัหวดัตรงั, จงัหวดัสตูล ซึง่เป็นจงัหวดัทีต่ ัง้อยูใ่นแถบชายฝ ัง่ทะเลอนัดา
มนัของประเทศไทย โดยสามารถแยกแบคทเีรยีไดท้ัง้หมด 514 ไอโซเลท พบแบคทเีรยี
ทีม่ฤีทธิก์ารยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคทัง้หมด 29 ไอโซเลท (5.64 %) และทําการแยกได ้  
ไอโซเลท P0915 ซึง่สารสกดั ethyl acetate ของ P0915 cell suspension สามารถ
ยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมบวกได ้8 สายพนัธุ ์คอื S. aureus ATCC 29213, S. aureus 
ATCC 25923, S. aureus PSU 106, MRSA NPRC 001R-004R, B. subtilis และ
สามารถยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมลบได ้1 สายพนัธุค์อื V. parahaemolyticus PSU 1681 
โดยมคี่า MIC อยูร่ะหว่าง 256-512 μg/mL และมคี่า MBC อยู่ระหว่าง 512-1,024 
μg/mL และยงัสามารถยบัยัง้ไซยาโนแบคทเีรยี M. aeruginosa TISTR 8305 ได ้  
93.91 % ทีค่วามเขม้ขน้สาร 4,500 μg/mL  

ผลการบ่งชี้ชนิดของไอโซเลท  P0915  โดยการวเิคราะหท์างชวีโมเลกุล        
(16 rDNA analysis)  สามารถจําแนกชนิดของไอโซเลท   P0915   ได้เป็น 
Pseudoalteromonas flavipulchra   

 
 ปัญหาและข้อเสนอแนะ 

1. ควรมกีารศกึษาโครงสรา้งสารออกฤทธิ ์ของ P0915 เพิม่เตมิ หากโครงสรา้ง
สว่นทีอ่อกฤทธเ์ป็นสารตวัใหม ่อาจจะนําไปปรบัเปลีย่นโครงสรา้งเพือ่ลดคา่ MIC ลงได ้

2. ควรมกีารสกดั pigment ของ P0915 เพื่อทดสอบฤทธิย์บัยัง้ เน่ืองจากมี
รายงานว่า pigment ของแบคทเีรยี มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการออกฤทธิใ์นการยบัยัง้       
จุลนิทรยี ์

3. ในการทดสอบฤทธิใ์นการยบัยัง้ไซยาโนแบคทเีรยีของ P0915 ควรใชส้ารอื่น
เช่น peptone water ในการเจอืจางจุลินทรยี์ทดสอบแทน NSS เน่ืองจาก                
M. aeruginosa TISTR 8305 เป็นไซยาโนแบคทเีรยีน้ําจดืไมท่นต่อ NaCl  จงึทาํใหผ้ล
ของชุดควบคุมมไีซยาโนแบคทเีรยีลดลงกวา่ไซยาโนแบคทเีรยีเริม่ตน้ 



62 
 

4. ในขัน้ตอนการนําไปใช้จรงิ ควรมกีารศึกษาวิธีการเพื่อลดผลกระทบจาก
สารพษิที ่M. aeruginosa TISTR 8305 ปล่อยออกมา เน่ืองจาก P0915 มกีลไกในการ
ยบัยัง้ M. aeruginosa TISTR 8305 โดยการทาํใหเ้ซลลเ์กดิร ู

5. แบคทีเรียทะเลที่คดัแยกได้ส่วนใหญ่ไม่สามารถดํารงชีวิตอยู่ได้โดยการ
เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบตัิการและบางไอโซเลทสามารถเพาะเลี้ยงต่อได้แต่มฤีทธิก์าร
ยบัยัง้ทีน้่อยลง ทัง้น้ีอาจจะเน่ืองมาจากสภาวะทีใ่ชเ้ลี้ยงในหอ้งปฏบิตักิารกบัสภาวะใน
ทะเลมคีวามแตกต่างกนั กอปรกบัความสมัพนัธ์ของแบคทีเรียทะเลส่วนใหญ่จะอยู่
รว่มกนัเป็นชุมชน เมื่อแยกออกเป็นโคโลนีเดีย่วๆ แบคทเีรยีจงึสญูเสยีความสมัพนัธใ์น
รูปแบบดังกล่าวไป บางส่วนจึงไม่สามรถดํารงชีวิตอยู่ได้ และ บางส่วนที่สามารถ
ดาํรงชวีติอยู่ไดเ้มื่อไมม่กีารปฏสิมัพนัธก์บัสายพนัธุอ์ื่นจงึไม่มคีวามจําเป็นตอ้งการผลติ
สารบางอยา่งทีม่คีวามจาํเป็นจะตอ้งใชใ้นการอยูร่ว่มกนัเป็นชุมชน 
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ภาคผนวก ก. 
 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ, ยาและสารเคมีและการทดสอบสณัฐานวิทยาเบือ้งต้นของ
แบคทีเรีย 

 
อาหารเลี้ยงเช้ือ 
 
 Artificial sea water 

Sodium chloride        24.60 g 
Potassium chloride          0.67 g 
Calcium chloride         1.36 g 
Magnesium chloride         4.66 g 
Magnesium sulfate          6.29 g 
Sodium bicarbonate          0.18 g 
ละลายสว่นประกอบดว้ยน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั โดยเตมิสารเคมตีามลาํดบั 

นําเขา้ Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี
  
Artificial sea water agar 

Sodium chloride        24.60 g 
Potassium chloride           0.67 g 
Calcium chloride           1.36 g 
Magnesium chloride           4.66 g 
Magnesium sulfate           6.29 g 
Sodium bicarbonate           0.18 g 
Peptone           4.00 g 
Yeas extract            2.00 g 
Potassium hydrogen phosphate         1.00 g 
Agar           15.00 g 
ชัง่อาหาร ละลายสว่นประกอบดว้ยน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั ตม้ใหล้ะลาย นําเขา้ 

Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ีรออุณหภมูลิดลง 45-
50 oC เทใสจ่านเลีย้งเชือ้จานละประมาณ 15-20 ml. รอใหวุ้น้แขง็ 
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Artificial sea water broth 

Sodium chloride        24.60 g 
Potassium chloride          0.67 g 
Calcium chloride          1.36 g 
Magnesium chloride          4.66 g 
Magnesium sulfate         6.29 g 
Sodium bicarbonate         0.18 g 
Peptone           4.00 g 
Yeas extract           2.00 g 
Potassium hydrogen phosphate       1.00 g 
Agar          15.00 g 
ชัง่อาหาร ละลายสว่นประกอบดว้ยน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั ตม้ใหล้ะลาย นําเขา้ 

Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี 
 

Marine agar 
 Peptic digest of animal tissue           5.00 g 
 Yeast extract        1.00 g 
 Ferric citrate        0.10 g 
 Magnesium chloride       8.80 g 
 Sodium chloride                        19.45 g 
 Calcium chloride       1.80 g 
 Sodium sulfate        3.24 g 
 Potassium chloride       0.55 g 
 Sodium bicarbonate       0.16 g 
 Potassium bromide       0.08 g 
 Stontium chloride              0.034 g 
 Borric acid               0.022 g 
 Sodium silicate               0.004 g 
 Sodium fluorate            0.0024 g 
 Ammonium nitrate            0.0016 g 
 Disodium phosphate             0.008 g 
 Agar                        15.00 g 
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 ชัง่อาหาร ละลายสว่นประกอบดว้ยน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั  ตม้ใหล้ะลาย นําเขา้ 
Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ีรออุณหภมูลิดลง 45-
50 oC เทใสจ่านเลีย้งเชือ้จานละประมาณ 15-20 mL. รอใหวุ้น้แขง็ 
 
Mueller-Hinton agar (MHA), Difco 
 Meat infusion                                                                           2.0 g 
 Cesein hydrolysate                                                                  17.5 g 
 Starch          1.5 g 
 Agar                 15.0 g 

ชัง่อาหาร ละลายสว่นประกอบดว้ยน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั ตม้ใหล้ะลาย นําเขา้ 
Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ีรออุณหภมูลิดลง 45-
50 oC เทใสจ่านเลีย้งเชือ้จานละประมาณ 15-20 mL. รอใหวุ้น้แขง็ 

 
Nutrient agar + 1%NaCl 

Nutrient agar          23 g 
Sodium chloride        10 g 
ชัง่อาหาร ละลายสว่นประกอบดว้ยน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั ตม้ใหล้ะลาย นําเขา้ 

Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ีรออุณหภมูลิดลง 45-
50 oC เทใสจ่านเลีย้งเชือ้จานละประมาณ 15-20 mL. รอใหวุ้น้แขง็ 

 
Potato dextrose agar (PDA), Difco 

Potato infusion                                                                        200 g 
Bacto dextrose                                                                         20 g 
Agar                                                                                      15 g 
ชัง่อาหาร ละลายสว่นประกอบดว้ยน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั ตม้ใหล้ะลาย นําเขา้ 

Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ีรออุณหภมูลิดลง 45-
50 oC เทใสจ่านเลีย้งเชือ้จานละประมาณ 15-20 mL. รอใหวุ้น้แขง็ 

 
Sabouraud dextrose broth (SDB), Difco 

Peptone        10 g 
D(+) glucose        40 g 
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ชัง่อาหาร ละลายสว่นประกอบดว้ยน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั ตม้ใหล้ะลาย นําเขา้ 
Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี 
 
Ttyptic Soy Agar (TSA) 

Pancreatic Digest of Casein      15 g 
Enzymatic Digest of Soybean Meal     15 g 
Sodium Chloride        5 g 
Distilled water        1000 mL 
pH         7.3±0.2 
ชัง่อาหาร 40 g ละลายในน้ํากลัน่ 1000 mL. ใหเ้ขา้กนั  ตม้ใหล้ะลาย นําเขา้ Autoclave 

ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ีรออุณหภมูลิดลง 45-50 oC เทใส่
จานเลีย้งเชือ้จานละประมาณ 15-20 mL. รอใหวุ้น้แขง็ 

 
Soft agar 
 Agar 0.75% (7.5 g)+ Luria-Bertani 20 ml ในน้ํากลัน่ 1000 mL แบ่งเป็นหลอด     
หลอดละ 4 mL นําเขา้ Autoclave ที ่121 oC ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 
นาท ีเกบ็ไวใ้น water bath อุณหภมู ิ45-50 oC 
 

ยาและสารเคมี 
การเตรียมยา  
 

amphotericin B 10 mg/mL 
 ชัง่ยา amphotericin B 20 mg ดว้ยเครือ่งชัง่ 4 ตําแหน่ง หลงัจากนัน้ละลายยาโดยใช้
10% DMSO ปรมิาตร 2 mL แลว้แบง่ใสห่ลอด eppendorf เกบ็ไวเ้ป็น stock solution ที่
อุณหภมู ิ4 oC 
 
chloramphenicol 10 mg/mL 
 ชัง่ยา chloramphenicol 20 mg ดว้ยเครือ่งชัง่ 4 ตําแหน่ง หลงัจากนัน้ละลายยาโดยใช ้
10% DMSO ปรมิาตร 2 mL แลว้แบง่ใสห่ลอด eppendorf เกบ็ไวเ้ป็น stock solution ที่
อุณหภมู ิ4 oC  
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การเตรียมสี resazurin 
 เตรยีม 1.8 % resazurin โดยใชน้ํ้ากลัน่ในการละลายและกรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 
0.45 μm เกบ็ไวใ้นหลอด eppendorf และหอ่ดว้ย aluminium foil เพือ่ป้องกนัแสง เกบ็เป็น 
stock solution ทีอุ่ณหภมู ิ4 oC เมือ่ตอ้งการใชนํ้ามาเจอืจาง 1:10 ดว้ยน้ํากลัน่ปราศจากเชือ้ 
   
สี 

               -   Crystal violet 
- Iodine 
- Safranin 
- Resazurin 

ตวัทาํละลาย 
- Ethyl acetate 
- Hexane 
- Methanol 
- Methanol:chloroform (1:1)  
  

Kit 
- API ZYM Kit        (by Biomerieux) 

 
สารเคมีอ่ืนๆ 

- 70% และ 95% (Ethyl alcohol) 
- 20% Glycerol 

- 1%Tween-80 
- Artificial Sea Water (ASW)   
- Sterile normal saline solution (0.85% NaCl) 
- Sodium sulfate anhydrous (Na2SO4) 
- 1% tetramethyl- p-phenylenediamine dihydrochloride 
- 3% H2O2   
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ทดสอบลกัษณะพืน้ฐานของแบคทีเรีย 
การย้อมสีแกรม  
 หยดน้ํากลัน่ sterile ลงบนสไลด ์ประมาณ 1 หยด ใชลู้ป (loop) เขีย่เชือ้แลว้เกลีย่เชือ้ 
(smear) บนสไลดใ์หก้ระจายเป็นแผน่ฟิลม์บางๆไมใ่หห้นาแน่นมากจนเกนิไปและปล่อยใหแ้หง้
ในอากาศ (air dry) ตรงึเชือ้ (fix) โดยการนําสไลดผ์า่นไฟอยา่งรวดเรว็ 2-3 ครัง้ หยดส ีครสิตอล
ไวโอเลต (crystal violet) บรเิวณทีเ่กลีย่เชือ้ไวใ้หท้่วม ทิง้ไว ้1 นาท ีแลว้ลา้งออก หยด
สารละลายไอโอดนี (iodine) บรเิวณทีเ่กลี่ยเชือ้ ทิง้ไว ้1 นาท ีแลว้ลา้งออก หยดเอทธลิ
แอลกอฮอล ์95 % (ethyl alcohol) บรเิวณทีเ่กลีย่เชือ้ ทิง้ไวป้ระมาณ 5-10  วนิาท ีแลว้ลา้งออก
ดว้ยน้ํา หยดสซีาฟรานิน (safranin) บรเิวณทีเ่กลีย่เชือ้ ทิง้ไวป้ระมาณ 30 วนิาท ีลา้งดว้ยน้ํา
กลัน่ ซบัใหแ้หง้แลว้นําไปตรวจดดูว้ยกลอ้งจุลทรรศน์  
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         ภาคผนวก ข. 
 
            แผนภมิูท่ี 1 

 
                                                                 
                                                                                         

Overlay ทบัดว้ย Soft agar+ เชือ้ก่อโรค                                           
 

 
 
                                                         Artificial seawater   agar plate 
 P0915 cell suspension ทีช่ม.ต่างๆ   
 
                    เจาะหลุมบนอาหาร 
 
            
            นํา cell suspension ปรมิาตร  80 μL 
                                หยอดลงในหลุมของ                              บ่มที ่30 oC เป็นเวลา  
                               แต่ละ plate ทีเ่ตรยีมไว ้                                   1-3 วนั 
 
                               
                                                                                 
 
 
                                                             วดัขนาด Inhibition zone 
 
แผนภมูทิี ่1 การทดสอบประสทิธภิาพการยบัยัง้จุลนิทรยีข์อง P0915 cell suspension จากการ 

     บ่มทีร่ะยะเวลาต่างๆ 
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         แผนภมิูท่ี 2  

 
                                                                 
                                                                                         

Overlay ทบัดว้ย Soft agar+ เชือ้ก่อโรค                                           
 

 
 
                                                         Artificial seawater   agar plate 
      P0915 cell suspension 
 
                      -หมนุเหวีย่งที ่10,000 rpm                       เจาะหลุมบนอาหาร                                    
          supernatant 
 

 -กรองผา่น 0.45 ไมโครเมตร 
 
cell free supernatant 
                           นํา cell free supernatant 
                                   ปรมิาตร  80 μL 
                                หยอดลงในหลุมของ                         บ่มที ่30 oC เป็นเวลา  
                               แต่ละ plate ทีเ่ตรยีมไว ้                             1-3 วนั 
 
                               
                                                                                 
 
 
                                                             วดัขนาด Inhibition zone 
 

 
แผนภมูทิี ่2 การทดสอบประสทิธภิาพการยบัยัง้จุลนิทรยีข์อง P0915 cell free supernatant 
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           แผนภมิูท่ี 3 

 
                                                                 
                                                                                         

Overlay ทบัดว้ย Soft agar+ เชือ้ก่อโรค                                           
 

 
 
                                                         Artificial seawater   agar plate 
สารละลาย Freeze died P0915 cell free 
                 supernatant 
 
                    เจาะหลุมบนอาหาร 
 
นําสารละลาย Freeze died P0915 cell free 
         supernatant ปรมิาตร  80 μL 
                หยอดลงในหลุมของ                                                 บ่มที ่30 oC เป็นเวลา  
              แต่ละ plate ทีเ่ตรยีมไว ้                                                        1-3 วนั 
 
                               
                                                                                 
 
 
                                                             วดัขนาด Inhibition zone 
 
แผนภมูทิี ่3 การทดสอบประสทิธภิาพการยบัยัง้จุลนิทรยีข์อง P0915 cell free 
               supernatant เขม้ขน้ 
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                แผนภมิูท่ี 4 
ขัน้ตอนการสกดั 

 
         ขัน้ตอนการสกดัสารต้านจลิุนทรีย ์ด้วย EtOAc 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         P0915 cell suspension 200 mL  

     สกดัดว้ย EtOAc 100 mL (สกดัครัง้ที ่1) 

 เขยา่ 10 ครัง้ ครัง้ละ 10 ครัง้ จากนัน้รอจนชัน้ของน้ํา EtOAc 

แยกออกจากกนัอยา่งสมบรูณ์  (สงัเกตชัน้  EtOAc จะใส) ระหวา่งทีร่อนัน้

ใหปิ้ดฝากรวยแยกดว้ย เพือ่ป้องกนัการระเหยของ EtOAc 

ชัน้ของน้ํา 
   ชัน้ของ EtOAc 
(เกบ็เป็นสว่นที ่1 ) 

      สกดัดว้ย EtOAc อกีครัง้ 100 mL 
(โดยนํา flask ทีเ่กบ็ชัน้น้ําเทใสในกรวยแยก) 

ชัน้ของน้ํา     ชัน้ของ EtOAc  
(เกบ็เป็นสว่นที ่2 ) 

สกดัดว้ย EtOAc  
อกีครัง้ 100 mL 

        ชัน้ของน้ํา  
 (เกบ็ไวเ้ป็นชัน้น้ําสว่นที ่1) 

   ชัน้ของ EtOAc 
(เกบ็เป็นสว่นที ่3 ) 

เอา EtOAc ทัง้ 3 flasks มารวมกนัโดย เท

น้ํากลัน่ใสก่รวยแยกเลก็น้อย แลว้จงึเท EtOAc จาก
สว่นที ่1 ลงไปในกรวยแยก ตามดว้ยสว่นที ่2 และ 3 
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แผนภมูทิี ่4 แสดงขัน้ตอนการสกดัสารตวัอยา่งดว้ย Ethyl Acetate (EtOAc) ดดัแปลงมาจากวธิ ี

 ของ  Al-Zereini  (2006)  
 

          ชัน้ของน้ํา  
(นําไปรวมกบัชัน้น้ําสว่นที ่1) 

ชัน้ของ EtOAc เกบ็สว่นน้ีใส ่flask 
     ที ่1 หรอื บกิเกอร ์500 mL 
            ปิดดว้ยฟลอยด ์

เตมิ sodium sulfate anhydrous ลงไปเพือ่เอา
น้ําทีป่นอยูอ่อก โดยเตมิทีล่ะน้อยแลว้เขยา่ 

กรองเอา Na2SO4 ออก โดยใชก้รวยกรอง 
ทีม่ชี ัน้กรองเป็นสาํลทีีผ่า่นการลา้งดว้ย organic solvent แลว้ 

EtOAc สว่นที ่4 

* ในสว่นของชัน้น้ํานํามาวดัปรมิาตรและนํามาหาฤทธิใ์นการตา้นจุลนิทรยีก์่อโรค 
 

                 สารสกดั 

นําไประเหยเอา EtOAc ออกที ่30 OC 
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       แผนภมูิที่ 5 

 
    ตารางแสดงวิธีการหาค่า MIC 

 
สิง่ทีใ่ส/่หลุม 1 

Control 
อาหาร 

2 
 

3 
 

4 
 

5 
 

6 
 

7 
 

8 
 

9 
 

10 
 

11 
 

12 
Control 
DMSO 

สารสกดั (μL) - 
 

    20 
 

    20 
 

    20 
 

    20 
 

    20 
 

    20 
 

    20 
 

    20 
 

    20 
 

   20 
 

- 

DMSO (μL) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

MHB(μL) 180 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 180 
อาหาร+เชือ้ก่อโรค 

(μL) 
- 100 

 
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

ความเขม้ขน้
สดุทา้ยของ 

สารสกดั (μg/mL) 

 
- 

 
1,024  

 
512  

 

 
256  

 
128  

 
64  

 
32  
 

 
16  

 
8  

 
4  

 
2  

 
- 

ดดูทิง้ 
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แผนภมิูท่ี 6 
 

แถบสีเปรียบเทียบปริมาณเอนไซม ์
 

 
 
**หมายเหตุ เน่ืองจากปฏกิริยิาไวต่อแสงทาํใหผ้ลลบมสีไีดใ้นตอนแรกทีถู่กแสง แต่สจีะหายไป
ในทีส่ดุ สว่นผลบวกจะใหส้ทีีถ่าวร  เทยีบปรมิาณเอนไซมค์รา่วๆ ไดจ้ากแถบสมีาตรฐานโดยมี
ชว่งความเขม้สตีัง้แต่ 0-5  เมือ่ 0 = ไมม่สี,ี 5 = สเีขม้ทีส่ดุ 
            
ทีม่า: http://www.didier-pol.net/2apizym.html 
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วิธีสกดัสารด้วย Methanol และ Methanol ผสม chloroform (ดดัแปลงมาจากวิธีของ

Isnansetyo, A. และ Kamei, Y. (2003)) 
 

นําโคโลนี P0915 ทีม่อีายุ 48 ชม. ปรบัความเขม้ขน้ของเชือ้ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland 
(1.5x108 CFU/mL) ใน NSS ดดูเชือ้  1 mL spread  ลงบน ASW agar บ่มทีอุ่ณหภูม ิ 30 oC  
เป็นเวลา 48 ชม. ขดูโคโลนีเชือ้จาก plate ทีเ่ลีย้งไวใ้สก่รวยแยก 5 g เตมิตวัทาํละลายลงไป 
200 mL ปิดฝากรวย คลายกรวย เขยา่แลว้คลายกรวย จนกว่าแรงดนัในกรวยจะเหลอืน้อยลง 
หนีบกรวยไวก้บัขาตัง้ รอซกั 10-15 นาท ีเทตวัทําละลายทีม่เีชือ้อยู่ใส่ ขวดเพื่อทําการหมุน
เหวีย่ง 6,000 rpm ทีอุ่ณหภูม ิ4 oC เป็นเวลา 15 นาท ีหลงัจากนัน้เทตวัทาํละลายเกบ็ไว ้นํา
ตะกอนทีไ่ดไ้ปทําการสกดัต่อดว้ยตวัทําละลายเดมิ ทําเช่นน้ี 3 ครัง้ แลว้นําตวัทําละลายทัง้ 3 
สว่นมารวมกนั แลว้ทาํการระเหยตวัทาํละลายออกดว้ยเครือ่ง Evaporator 
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ภาคผนวก ค. 
 

          เอกสารอ้างอิง 
                                   เอกสารอ้างอิงการจดัจาํแนกจลิุนทรีย ์
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               เอกสารอ้างอิงการทดสอบเอนไซมโ์ดย API ZYM Kit (by Biomerieux) 
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