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Staphylococcus aureus เป็นเชือ้แบคทีเรียก่อโรคฉวยโอกาส ที่มีความสามารถในการก่อโรคไดห้ลากหลายชนิด 

นอกจากนีย้งัมีปัญหาการดือ้ยาของเชือ้ในกลุ่ม methicillin–resistance S. aureus (MRSA) จึงมีความจ าเป็นที่จะตอ้งหาวิธีในการ
จัดการกับปัญหาเหล่านี ้ จากการศึกษาก่อนหน้า Pseudomonas aeruginosa เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสาร
ยับยั้งจุลินทรีย์ได้หลากหลายชนิด  ดังนั้นงานวิจัยนี ้จึ งมีวัตถุประสงค์เพื่ อศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมของการเลี้ยง  P. 
aeruginosa ส าหรบัการผลิตน า้เลีย้งเชือ้ที่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ S. aureus ประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดจากน า้เลีย้ง
เชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการประยุกต์ใช้ยับยั้ง MRSA สายพันธุ์ที่พบในครัวเรือน  จากการศึกษาความสามารถในการ
ยบัยัง้แบคทีเรียของเชือ้และน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 พบว่า P. aeruginosa SWUC02 สามารถยับยัง้เชือ้แบคทีเรีย
ไดห้ลากหลายชนิด และน า้เลีย้งเชือ้สามารถยบัยัง้ S. aureus และ Bacillus cereus ไดด้ีที่สดุ ผลจากการวิเคราะหโ์ดยวิธี whole–
genome sequencing พบว่า P. aeruginosa SWUC02 มีกลุ่มยีนที่เกี่ยวกับการสรา้งแบคทีริโอซิน, สารเมแทบอไลทท์ุติยภูมิ, และ 
ซิเดอรโ์รฟอร ์ทัง้หมด 16 กลุ่มยีน การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเลีย้ง P. aeruginosa SWUC02 เพื่อใชใ้นการผลิตสารยบัยั้ง
จุลินทรียด์ว้ยวิธี one–factor at a time พบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการเลีย้ง P. aeruginosa SWUC02 เพื่อผลิตสารปฏิปักษ์คือ
เลีย้งดว้ยอาหาร LB หรือ TSB ที่มี 0.01% CuCl2, pH 7, มีปริมาณเชือ้เริ่มตน้ที่ 1×105 CFU.ml-1, เขย่าที่ความเร็วรอบ 100 rpm 
และอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส นาน 12 วัน โดยพบว่าลักษณะของสารออกฤทธิ์ในน ้าเลีย้งเชื ้อมีความสามารถในการทนต่อ 
pepsin proteinase K และความรอ้น สารออกฤทธิ์ดังกล่าวถูกสกัดดว้ย dichloromethane ไดม้ากที่สุด ความเขม้ข้นที่ต ่าที่สุดที่
สามารถยับยั้ง (MIC) และท าลาย (MBC) S. aureus ไดข้องน า้เลีย้งเชือ้และสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ คือ 0.098%, 0.391% และ 
3.91, 3.91 µg/mL ตามล าดับ ความเขม้ข้นที่ต ่าที่สดุที่สามารถยับยั้งไบโอฟิลม์ (MBIC) ของสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้คือ 15.625 
µg/mL เมื่อน าสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้มาทดสอบกับ MRSA 7 สายพนัธุ ์พบว่าสามารถยบัยัง้การเจริญของ MRSA ไดโ้ดยมี MIC 
อยู่ในช่วง 3.91-15.63 µg/mL การประยุกตใ์ชส้ารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการยบัยัง้ S. aureus ที่พืน้ผิว
บนอ่างลา้งมือครวัเรือน พบว่าสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้มีความสามารถในการยบัยัง้แบคทีเรียไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพแต่ไม่สามารถ
ยบัยั้งการเจริญของเชือ้ในกลุ่ม staphylococcal ได ้จากการศึกษาในครัง้นีแ้สดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้และสาร
สกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการยบัยั้ง MRSA อีกทั้งยังสามารถยบัยัง้การเกิดไบโอฟิลม์ของ S. aureus ซึ่ง
แสดงถึงความเป็นไปไดใ้นการน าไปประยุกตใ์ชห้รือพฒันาเป็นผลิตภณัฑส์ าหรบัยับยัง้จุลินทรีย ์
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Staphylococcus aureus is an opportunistic pathogen that can cause a variety of diseases. There is 

also the problem of antibiotic resistance in the methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) group, which is 
necessary to manage these problems. Pseudomonas aeruginosa produces various types of antimicrobial substances. 
Therefore, the objective of this research is to optimize conditions to produce antimicrobial compounds from P. 
aeruginosa SWUC02 for inhibiting S. aureus, it also aims to study the characteristics of antimicrobial compounds from 
P. aeruginosa SWUC02. This study also aims to evaluate the efficacy of the extract from P. aeruginosa SWUC02 in 
inhibiting household MRSA. With dual culture and well-diffusion assays, P. aeruginosa SWUC02 inhibited the growth 
of various common pathogenic bacterial strains. Furthermore, the cell-free culture of P. aeruginosa SWUC02 exhibited 
the highest inhibition against both S. aureus and Bacillus cereus. According to whole-genome sequencing analysis, 
P. aeruginosa SWUC02 had 16 gene clusters related to the production of antimicrobial compounds, classified into 
three groups: bacteriocins, metabolites, and siderophores. The one-factor-at-a-time method was used to optimize the 
culture conditions for P. aeruginosa. This was achieved by culturing the bacteria in LB or TSB nutrient media 
supplemented with 0.01% CuCl2, starting with an initial inoculum size of 1x105 CFU.ml-1, at a pH of 7, shaking at 100 
rpm, and incubating at 32°C for 12 days. The antimicrobial compounds in the cell-free culture of P. aeruginosa 
SWUC02 were tolerant to pepsin, proteinase K, and heat and could be extracted using dichloromethane. The 
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of the cell-free culture and the 
extract against S. aureus were 0.098%, 0.391%, and 3.91, 3.91 µg/mL, respectively. The minimum biofilm inhibitory 
concentration (MBIC) of the extract was 15.625 µg/mL. The MIC of the extract against MRSA isolates ranged from 
3.91 to 15.63 µg/mL. The application of the extract on household wash basin reduced total bacteria. However, this 
study is not able to inhibit the growth of Staphylococcal group. This demonstrates the efficacy of the culture and 
extract derived from P. aeruginosa SWUC02 in inhibiting bacteria and suggests the potential of the extract for further 
development into a product for inhibiting bacteria. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

ที่มาและความส าคัญของปัญหางานวจิัย 

Staphylococcus aureus เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถพบไดท้ั่วไปทัง้รา่งกายและเป็นหน่ึงใน
เชือ้ก่อโรคบนผิวหนัง เช่น โรคต่อมขน (folliculitis) โรคตุ่มพุพอง (impetigo) และฝี (abscesses) 
เป็นต้น การใช้ยาปฏิชีวนะอย่างแพร่หลายในการรักษาส่งผลให้เชือ้มีการพัฒนาให้ดื ้อต่อยา
ปฏิชีวนะ ตัวอย่างเช่น methicillin–resistant S. aureus (MRSA) และ vancomycin–resistant S. 
aureus (VRSA) ท าให้การรักษาการติดเชื ้อท่ีผิวหนัง และเนื้อเยื่ออ่อน (skin and soft tissue 
infections, SSTIs) ท าไดย้ากขึน้ นอกจาก S. aureus จะเป็นสาเหตขุองโรคผิวหนงัของมนษุยแ์ลว้
หากผูป้ระกอบอาหารมีสุขอนามัยท่ีไม่ดีอาจมีการปนเปื้อนสายพันธุ์ท่ีดือ้ยาเหล่านีจ้ากผิวหนังสู่
อาหาร ซึ่งอาจส่งผลท าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษอีกดว้ย 

การระบาดของ S. aureus จนกระทั่ งก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษพบได้เป็นระยะใน
ปัจจุบัน ส าหรับในประเทศไทย จากรายงาน Kokaew และคนอื่น ๆ, (2020) ในปี พ.ศ. 2560 
พบว่ามี ผู้ ป่ วยจากอาหารเป็ นพิษ จ านวน 53,968 ราย  แบ่ ง เป็ นผู้ ป่ วย ท่ีมี สาเหตุจาก 
Staphylococcus จ านวน 98 ราย ซึ่งจากการส ารวจอาหารพรอ้มบริโภคจากตลาดและรา้นค้า 
เช่น อาหารจานเดียว อาหารประเภทเสน้ และกับขา้ว บริเวณภาคกลางมีการปนเปื้อนของเชือ้ท่ี
เกินมาตรฐานโดยท่ีเชือ้ก่อโรคท่ีพบมากท่ีสดุคือ S. aureus  นอกจากนีศู้นยข์อ้มลูโรคติดเชือ้ และ
พาหะน าโรค กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย์ ไดร้ายงานถึงสาเหตุโรคอุจจาระรว่ง ตัง้แต่ พ.ศ. 2543 
จนถึง พ.ศ. 2548  โดยขอ้มูลจากโรงพยาบาล 28 แห่ง ตรวจพบ S. aureus สาเหตุโรคอาหารเป็น
พิษ และฝีหนองซึ่งเป็นกลุ่มดือ้ยาจ านวน 11,000–13,000 สายพันธุ์ ซึ่งพบว่าเป็นเชือ้ MRSA 24–
27% เป็นเชื ้อ ท่ีดื ้อต่อ clindamycin (37–69%), erythromycin (94–97%), fosfomycin (7.7–
17%), teicoplanin (0.2–1.3%) และ vancomycin (0.1–0.8%) (Tishyadhigama และคนอื่น ๆ, 
2011)  นอกจากนีใ้นประเทศเวียดนามไดม้ีการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษอันเน่ืองมาจากการ
ปนเปื้อนของเชือ้ก่อโรค S. aureus ในอาหาร โดยในช่วงปี ค.ศ. 2014–2018 พบว่ามีการระบาด
ของ S. aureus และ Staphylococci toxins มากกว่า 70 ครัง้ ท าใหม้ีผูป่้วยต้องเข้ารบัการรกัษา
กว่า 3,800 คน (Le และคนอื่น ๆ, 2021) 
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อย่างไรก็ตาม S. aureus ยังมีความสามารถในการสรา้งไบโอฟิลม์ (Biofilm) ซึ่งเป็น
โครงสรา้ง exopolysaccharide ท่ีมีโครงสรา้งซับซ้อนช่วยใหเ้ชือ้สามารถเกาะกับพืน้ผิว และยัง
ส่งผลใหก้ารท าลายดว้ยยาปฏิชีวนะท าไดย้ากมากขึน้อีกดว้ย จากรายงานของ Cheung และคน
อื่น ๆ, (2021) พบว่าไบโอฟิลม์ของ S. aureus เป็นสาเหตุของโรค Staphylococci toxic shock 
syndrome (TSS) ซึ่งอาจส่งผลใหผู้ป่้วยมีอาการช็อกและอวยัวะหยดุท างานเฉียบพลนัได ้ 

         Pseudomonas เป็นแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสรา้งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้
อย่างหลากหลาย ตัวอย่างเช่น iron–chelating compounds และ 2R,3R–butanediol เป็นต้น  
สารท่ีมีฤทธิ์ในการท าลายหรือยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียและเชือ้รา ตวัอย่างเช่น pyoluteorin, 
pyrrolnitrin, phenazine–1–carboxylic acid แ ล ะ  bacteriocins เป็ น ต้ น  (Preston, 2 0 0 4 ; 
Santoyo และคนอื่น ๆ, 2012) จากงานวิจยัของ Navarro และคนอื่น ๆ, (2020) พบว่าน า้เลีย้งเชือ้ 
P. aeruginosa สายพนัธุ ์LV สามารถท าลายเชือ้ก่อโรคแกรมบวกและแกรมลบทัง้ท่ีเป็นเชือ้ดือ้ยา
และเชือ้ปกติได ้ตัวอย่างจากการวิจัย Raji El Feghali และ Nawas, (2018) พบว่า pyocyanin ท่ี
ถูกสรา้งโดย P. aeruginosa มีบทบาทในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคได้หลายชนิด 
โดยสามารถยับยั้งเชื ้อก่อโรคแกรมบวก S. aureus, S. saprophyticus และ Enterococcus 
faecalis ท่ีระดับความเขม้ข้นต ่า และยังพบอีกว่า pyocyanin สามารถยับยั้งการเกิดไบโอฟิลม์
ข อ ง เชื ้ อ ก่ อ โ ร ค  S.  saprophyticus, Acinetobacter baumannii, Enterobacter cloacae, 
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis และ Escherichia coli ได้ ซึ่ งเชื ้อก่อโรคเหล่านี้
สามารถพบได้ทั่วไปทั้งบนอาหารและพื ้นผิวต่าง ๆ ท่ีอาจไม่ถูกสุขลักษณะ และเชือ้ส่วนใหญ่
เหล่านีย้งัมีรายงานการเป็นเชือ้ก่อโรคดือ้ยาอีกดว้ย 

จากงานวิจัยก่อนหนา้นีข้องคณะผูว้ิจัย Sudyoung และคนอื่น ๆ, (2020) พบว่าน า้เลีย้ง
เชือ้ท่ีไดจ้าก P. aeruginosa สายพนัธุ ์SWUC02 ท่ีเลีย้งในอาหารท่ีมีการเติม CuCl2 ความเขม้ขน้ 
0.01% (w/v) สามารถใช้ในการก าจัด Xanthomonas citri subsp. citri ซึ่งเป็นเชือ้ก่อโรคในพืช
มะนาวได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่ง X. citri subsp. citri คัดแยกได้จากใบมะนาวท่ีอยู่ในแปลง
เพาะปลูกท่ีใช้สารเคมีควบคุมโรคพืชมาอย่างต่อเน่ือง ซึ่งกล่าวได้ว่าน ้าเลี ้ยงเชื ้อท่ีได้จาก P. 
aeruginosa SWUC02 มีคุณสมบัติในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคท่ีก าจดัไดย้ากในสภาพแวดลอ้มจริงได้
อย่างมีประสิทธิภาพ ดงันั้นทางผูว้ิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาผลของการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคโดยใช้
น า้เลีย้งเชือ้และสารสกัดท่ีไดจ้ากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ต่อการยับยั้งเชือ้ก่อโรค 
S. aureus ทัง้สายพนัธุท่ี์พบไดท้ั่วไปในครวัเรือนและสายพนัธุท่ี์มีความสามารถในการดือ้ยา 
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วัตถุประสงคข์องงานวิจัย 
1. เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการเลีย้ง P. aeruginosa SWUC02 ส าหรบัการผลิต

น า้เลีย้งเชือ้ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ S. aureus 
2. เพื่อศึกษาลกัษณะของเชือ้, น า้เลีย้งเชือ้ และขอ้มูลสารพันธุกรรมทัง้หมดในจีโนม P. 

aeruginosa SWUC02 ในการผลิตสารยบัยัง้การเจริญของจลิุนทรีย ์
3. เพื่อประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ใน

การยบัยัง้ S. aureus สายพนัธุท่ี์พบในครวัเรือนและสายพนัธุดื์อ้ยา 
4. เพื่อประเมินประสิทธิภาพของการประยกุตใ์ชส้ารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 

SWUC02 ในการลดปริมาณ S. aureus ท่ีพบบนอ่างลา้งมือในครวัเรือน 
 

ขอบเขตการวิจัย 
การทดสอบความสามารถของเชือ้และน า้เลี ้ยงเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการ

ยั บ ยั้ ง แ บ ค ที เรี ย ก่ อ โรค  ได้ แ ก่  S.  aureus, Bacillus cereus, Acinetobacter baumanii, 
Klebsiella pneumonae, Escherichia coli, Enterococcus sp., Salmonella sp. และ Shigella 
sp. และความสามารถในการผลิตสารยับยั้งเชือ้จุลินทรีย์ของ P. aeruginosa SWUC02 ได้แก่ 
การสรา้งแอมโมเนีย การผลิต extracellular enzyme ประเภท lipases, protease, glucanase 
และ chitinase 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการสรา้งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในน า้เลีย้งเชือ้ของ P. 
aeruginosa SWUC02 โดยก าหนดตัวแปรในการศึกษาได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื ้อ ปริมาณความ
เขม้ขน้ของ CuCl2 อุณหภูมิ ค่า pH ปริมาณหัวเชือ้ การใหอ้ากาศและระยะเวลาท่ีใชใ้นการเลีย้ง
เชื ้อ และการทดสอบลักษณะของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในน ้าเลี ้ยงเชื ้อ P. aeruginosa 
SWUC02 โดยก าหนดตัวแปร ได้แก่ การทนความรอ้น การทนต่อเอนไซม์ การละลายในตัวท า
ละลาย 

ศึกษาจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 โดยวิธี whole–genome sequencing 
ศึกษาความเข้มข้นต ่าท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้งหรือท าลาย S. aureus โดยใชส้ารสกัดท่ีได้

จากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 และทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัท่ีไดจ้ากน า้เลีย้ง
เชื ้อ  P. aeruginosa SWUC02 ต่อการยับยั้งการเกิดและลดปริมาณไบโอฟิล์ม ท่ี เกิดจาก  
S. aureus 
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ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการ
ยับยั้ง MRSA สายพันธุ์ท่ีพบในครัวเรือนโดยวิธี broth dilution และทดสอบประสิทธิภาพการ
ประยุกตใ์ชส้ารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการยับยั้ง S. aureus ท่ีพบใน
พืน้ผิวบนอ่างลา้งมือครวัเรือนโดยทาสารสกัดท่ีผิวอ่าง และนับจ านวน S. aureus ดว้ยวิธี viable 
plate count 
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กรอบแนวคิดการวิจัย 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ความสาม ารถขอ ง  P. aeruginosa SWUC02 และน ้า เลี ้ย ง เชื ้อ  P. 
aeruginosa SWUC02 ในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคโดยทั่ วไป และสารท่ี  P. 
aeruginosa SWUC02 ผลิตขึน้เพื่อยบัยัง้จลิุนทรีย ์
 

น าสารสกัดท่ีไดม้าศึกษาความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีสามารถยับยัง้ (MIC) หรือ
ท าลาย (MBC) S. aureus  

ทดสอ บ ป ระ สิ ท ธิ ภ าพ ก า รป ระ ยุ ก ต์ ใช้ ส า รส กั ด จ า กน ้ า เลี ้ย ง เชื ้ อ 
P. aeruginosa SWUC02 ในการยบัยัง้ S. aureus ท่ีพบในพืน้ผิวบนอ่างลา้งมือครวัเรือน
โดยทาสารสกดัท่ีผิวอ่าง และนบัจ านวน S. aureus ดว้ยวิธี viable plate count 

ทดสอบลักษณะสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ในการทนต่อเอนไซมแ์ละความรอ้น  

 

ศึกษาความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีสามารถยบัยัง้การเกิด (MBIC) และการท าลาย 
(MBEC) ปริมาณไบโอฟิลม์ท่ีเกิดจาก S. aureus 

ศึกษายีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการสรา้งสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพของ P. aeruginosa SWUC02 ใน
จีโนมดว้ยวิธี whole–genome sequencing 

หาสภาวะท่ี เหมาะสมของการเลี้ย ง  
P. aeruginosa SWUC02 เพื่ อส ร้า งสารยับยั้ ง  
S. aureus 

สกัดสารออกฤท ธิ์ จ ากน ้า เลี ้ย ง เชื ้อ 
P. aeruginosa SWUC02 ท่ี เ ลี ้ ย ง ใน สภ าว ะ ท่ี
เหมาะสม ดว้ยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ 

น าสารสกัดท่ีความเขม้ขน้ MIC และ MBC มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง 
S. aureus ท่ีพบในพืน้ผิวในครวัเรือนและสายพนัธุ์ท่ีดือ้ต่อยา penicillin และ methicillin 
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ผลที่คาดว่าจะที่ได้รับจากการวิจัย 
1. สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคมุหรือป้องกันการปนเปื้อน 

S. aureus ท่ีพบในครวัเรือน 
2. แนวทางในการควบคุมหรือป้องกันการปนเปื้อน S. aureus โดยใชส้ารท่ีไดจ้าก

การศึกษาในครัง้นี ้
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บทท่ี 2  
วรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

1. Staphylococcus aureus 
1.1 S. aureus 

S. aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม เรียงตัวกันเป็นกลุ่มลักษณะคลา้ย
พวงองุ่น สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมีอากาศและไม่มีอากาศ ท่ีอุณหภูมิระหว่าง 18–40 องศา
เซลเซียส และทนเกลือได้ถึง 10% โคโลนีมีลักษณะสีเหลือง ผลการยืนยันลักษณะทางชีวเคมี
ประกอบไปด้วย catalase, coagulase ให้ผลเป็นบวก, ไวต่อยา novobiocin และสามารถใช้
น า้ตาล mannitol ได ้

S. aureus สามารถพบได้ทั่ วไปบนผิวหนัง เยื่อเมือกต่าง ๆ และพบมากท่ีสุดท่ี
บริเวณหลังโพรงจมูกของมนุษย์ โดยตรวจพบเชือ้ในประชากรวัยผูใ้หญ่มากกว่าประชากรวัยอื่น 
เชือ้ส่วนใหญ่ยังพบในผู้ท่ีท างานด้านสาธารณสุข ผู้ป่วยท่ีมีความจ าเป็นต้องใช้เข็มเป็นประจ า 
ผูป่้วยในโรงพยาบาล และผูป่้วยท่ีมีภูมิคุม้กันต ่า นอกจากนีเ้ชือ้ยงัสามารถติดต่อจากคนสู่คนผ่าน
การสมัผสัหรือผ่านวตัถท่ีุปนเปื้อนไดอ้ีกดว้ย (Frank และคนอื่น ๆ, 2010) 

1.2 ปัญหาของ S. aureus 
จ ากก า รราย งาน ขอ ง  Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 

ประเทศสหรฐัอเมริกาพบว่า ในปี ค.ศ. 2017 มีผูเ้สียชีวิตจากการติดเชือ้ S. aureus เกือบ 20,000 
คน และมีผูป่้วยติดเชือ้กว่า 119,000 คน โดยทั่วไปแลว้เชือ้นีจ้ะไม่ก่อใหเ้กิดอันตราย แต่มกัจะก่อ
โรคฉวยโอกาสกับผู้ท่ีมีภูมิคุม้กันต ่าหรือมีภูมิคุม้กันบกพร่อง การติดเชือ้มีตัง้แต่ระดับท่ีไม่รุนแรง 
เช่น การติดเชือ้ท่ีผิวหนังและเนือ้เยื่ออ่อน หนอง ฝีและเนือ้เยื่ออักเสบ จนถึงการติดเชือ้ระดับท่ี
รุนแรงจนถึงขั้นเสียชีวิต เช่น ติดเชือ้ในกระแสเลือด ปอดบวม ลิน้หัวใจติดเชือ้และกระดูกติดเชือ้ 
เป็นตน้ (CDC, 2019b) 

S. aureus  เป็ นสา เหตุ ขอ งโรคอาหารเป็ นพิ ษ  (Staphylococci food–borne 
disease; SFD) ท่ีพบไดม้าก ซึ่งเป็นผลมาจากการปนเปื้อนสารพิษ enterotoxin จากการรายงาน
ในประเทศสหรัฐอเมริกาพบว่า มีผู้ป่วยจากอาการอาหารเป็นพิษราว 241,000 รายต่อปี จาก
การศึกษาการเจริญของ S. aureus ในอาหารพบว่า เชื ้อ นี้มักมีการปนเปื้อนในอาหารได้
หลากหลายชนิด เช่น ผลิตภัณฑจ์ากเนือ้สัตว ์ไข่ นม สลัด ขนมปัง เคก้ แซนดว์ิช อาหารท่ีมีการ
ปนเปื้อนเชือ้เหล่านีจ้ะแตกต่างกนัไปตามพฤติกรรมในการบริโภคของแต่ละประเทศ (Scallan และ
คนอื่น ๆ, 2011) 
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การก าจดัหรือควบคมุปริมาณ S. aureus ท าไดย้าก สาเหตุส่วนหน่ึงเป็นเพราะเชือ้มี
ความสามารถสร้างไบโอฟิล์ม โดยไบโอฟิล์มคือโครงสร้างท่ีเกิดจากสารต่าง ๆ ท่ีสร้างจาก
แบคทีเรียท่ีเรียกว่า extracellular polymeric substances (EPS) ซึ่งประกอบไปด้วย โปรตีน  
ดีเอ็นเอ และพอลิแซ็กคาไรด ์ไบโอฟิลม์เหล่านีส้ามารถช่วยแบคทีเรียหลบหลีกจากระบบภมูิคุม้กัน
ของโฮสต ์(host) และช่วยใหท้นต่อการถูกท าลายดว้ยยาปฏิชีวนะได ้(Bhattacharya และคนอื่น 
ๆ, 2015) 

การพฒันาของไบโอฟิลม์ของ S. aureus ประกอบไปดว้ย 4 ระยะ ไดแ้ก่ การเกาะติด 
เพิ่มจ านวน เจริญเต็มท่ี และหลดุออก โดยกลไกในระยะแรกนัน้พืน้ผิวท่ีเชือ้เกาะติดจะมีผลต่อการ
เจริญของเชือ้หากเป็นพื ้นผิวท่ีไม่มีชีวิตเช่น แก้ว โลหะ และพลาสติก จะเป็นการเกาะติดท่ีไม่
จ  าเพาะ ซึ่งสามารถเกาะติดกันไดด้้วยแรง Van der Waals, ไฟฟ้าสถิต และ steric interactions 
ส่วนพืน้ผิวท่ีมีชีวิต เชือ้จะมีการเกาะติดแบบจ าเพาะผ่านการสรา้งโปรตีนท่ีใชจ้ดจ ากับโปรตีนของ
โฮสต์ เช่น fibrinogen fibronectin และ collagen เป็นต้น ท าให้เมื่อมีการติดเชือ้และเชือ้มีการ
สรา้งไบโอฟิลม์ การก าจัดไบโอฟิลม์ของเชือ้ในโฮสต์จึงก าจัดได้ยากกว่า (Foster และคนอื่น ๆ, 
2014) 

1.3 การศึกษาความสามารถในการก่อโรคของ S. aureus 
S. aureus สามารถเป็นสาเหตุของการตายจากโรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้ เน่ืองจาก

เชือ้ก่อโรคนีส้ามารถก่อโรคไดห้ลากหลายโรคตัง้แต่สรา้งความเสียหายทั่วไปท่ีผิวหนัง จนถึงระดับ
อนัตรายต่ออวยัวะภายใน เช่น การติดเชือ้ในกระแสเลือด และปอดบวม เป็นตน้ ความสามารถใน
การก่อโรค (pathogenicity) ของเชือ้ S. aureus เพื่อท่ีจะสามารถต้านทานต่อการท าลายของ
ระบบภูมิคุม้กัน เชือ้จึงมีการพัฒนาความสามารถในด้านต่าง ๆ โพรงจมูกเป็นจุดท่ีมี S. aureus 
อยู่มากท่ีสุดและยังสามารถพบในท่ีอื่น ๆ ได้อีกตั้งแต่ผิวหนังจนถึงล าไส้ การติดเชือ้ S. aureus 
สามารถเกิดขึน้ไดต้ลอดเวลาขึน้กบัว่าเชือ้จะผ่านเขา้สู่ชัน้ผิวหนังไดห้รือไม่ ยกตวัอย่างเช่น การติด
เชือ้ท่ีผิวหนงัจากแผลถลอกเป็นตน้ อย่างไรก็ตาม S. aureus ยงัสามารถกระตุน้ใหเ้กิดการท าลาย
ของผิวหนงัได ้ผ่านการหลั่ง α–toxin ซึ่งเป็นสารพิษท่ีมีความสามารถในการกระตุน้การท างานของ
เอนไซม ์metalloproteinase ท าใหเ้กิดการแตกออกของโมเลกุลท่ีท าหนา้ท่ีในการยึดเนือ้เยื่อ (E–
cadherin) ดว้ยกลไกนีส่้งผลต่อการเกิดการท าลายการยึดเกาะกันของเนือ้เยื่อ นอกจากนีย้ังมีใน
กรณีของการติดเชือ้ผ่านทางเครื่องมือแพทยท่ี์อาจมีการปนเปื้อนของไบโอฟิลม์ ซึ่งไบโอฟิลม์นีย้ัง
อาจเป็นสาเหตขุองโรค Staphylococci toxic shock syndrome (TSS) ไดอ้ีกดว้ย โดยโรค TSS นี ้
เป็นโรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้ S. aureus ซึ่งมีการหลั่งสารพิษท่ีท าหนา้ท่ีเป็น superantigens ท าให้
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เกิดการกระตุน้การเพิ่มจ านวนของ T–cells แลว้ส่งผลต่อการหลั่ง cytokine ในปริมาณมากผลท่ีได้
คือ ท าให้เป็นไข้ ผ่ืน ช็อก และตามด้วยอวัยวะส่วนใหญ่หยุดท างานอย่างรวดเร็ว (rapidly 
progressive multiple organ failure) ต่อมาเป็นการติดเชือ้ท่ีท าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษ มนุษย์
สามารถติดเชื ้อ S. aureus จากการกินอาหารท่ีมีการปนเปื้อน Staphylococci enterotoxins 
(SEs) อย่างไรก็ตามยังไม่เป็นท่ีแน่ชดัว่าท าไม SEs ถึงเป็นสาเหตหุลกัในการเกิดโรคอาหารเป็นพิษ
แต่พบว่ามีความเกี่ยวขอ้งกับการเหน่ียวน าการเกิดการหลั่งของสารก่อภูมิแพ้ (histamine) จาก
เซลลใ์นล าไส้ท าหน้าท่ีเหมือนกับ superantigens ซึ่งส่งผลต่อการกระตุ้นการหลั่ง cytokine ใน
ปริมาณมากเช่นกนั (Cheung และคนอื่น ๆ, 2021) 

1.4 กลไกก่อโรคของ S. aureus 
1.4.1 การติดเชือ้ที่ผิวหนังและเนือ้เย่ืออ่อน (skin and soft tissue infections, 
SSTIs) 

ผิวหนังเป็นอวัยวะท่ีส าคัญในการป้องกันเชือ้โรคเขา้สู่รา่งกาย ประกอบไปดว้ย
เซลลผิ์วหนงั (keratinocytes) ท าหนา้ท่ีเป็นเกราะป้องกนัเชือ้โรคเขา้สู่เนือ้เยื่อและอวยัวะต่าง ๆ ใน
รา่งกาย เมื่อเกิดบาดแผลท่ีผิวหนังและจุลินทรียต่์าง ๆ เขา้สู่ร่างกาย ระบบภูมิคุม้กนัจะเร่ิมท างาน
ตอบสนองต่อการเกิดบาดแผลและการติดเชือ้ การติดเชือ้ SSTIs ท่ีเกิดจากแบคทีเรียมีหลากหลาย
อาการตั้งแต่น้อยจนถึงรุนแรง โดยเชื ้อก่อโรคท่ีเป็นสาเหตุหลักคือ S. aureus เมื่อติดเชื ้อจะ
ก่อให้เกิดอาการผิวหนังอักเสบและเป็นฝีหนอง โดยแบคทีเรียจะบุกรุกเข้าสู่เนือ้เยื่อชั้นใน เช่น 
กลา้มเนือ้ใตผิ้วหนงั จากนัน้เชือ้จะเพิ่มจ านวนในบริเวณท่ีมีแผลส่งผลใหร้า่งกายเกิดการกระตุน้ให้
เกิดการอักเสบและระบบภูมิคุ้มกันจะเร่ิมมีการสรา้งเม็ดเลือดขาวและสารต่าง ๆ เพื่อมาท าลาย
เชือ้ เช่น antimicrobial peptides ท่ีมีความสามารถในการยบัยัง้เชือ้โดยตรง โดยหนองประกอบไป
ดว้ยสารต่าง ๆ เช่น เม็ดเลือดขาว เนือ้เยื่อท่ีเสียหาย fibrin และแบคทีเรียท่ีมีชีวิต เมื่อมีการสรา้ง
เม็ดเลือดขาวจ านวนมากฝีก็จะเร่ิมสกุ ซึ่งเกิดจากการก่อตวัของ fibroblastic และการซ่อมแซมของ
เนือ้เยื่อท่ีบริเวณขอบของหนองเกิดก่อตัวเป็นแคปซูล (ภาพประกอบ 1) อาการติดเชือ้ SSTIs 
ก่อใหเ้กิดหนองท่ีมีแบคทีเรียอยู่บริเวณผิวหนงัก าพรา้ ผิวหนงัชัน้นอกหรือผิวหนงัชัน้ใน ซึ่งมกัท าให้
เกิดอาการผิวหนงัอกัเสบรว่มดว้ย การเกิดหนองนัน้เป็นกลไกที่โฮสตต์อบสนองเพื่อท าลายเชือ้โรค 
ซึ่งบางครัง้อาการ SSTIs สามารถหายเองไดโ้ดยไม่ตอ้งมีการรกัษาผ่านการท างานของเม็ดเลือด
ขาว 
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ภาพประกอบ 1 กระบวนการก่อใหเ้กิดฝีหนอง 

ท่ีมา (Kobayashi และคนอื่น ๆ , 2015). Pathogenesis of Staphylococcus aureus 
Abscesses. The American Journal of Pathology, 185(6), 1518-1527. 

1.4.2 อาการอาหารเป็นพิษจากเชือ้ในกลุ่ม Staphylococci (Staphylococci 
food–borne disease; SFD) 

SFD เป็ นห น่ึ งในโรคอาหารเป็ นพิษ ท่ีพบ ได้ม าก ท่ีสุดช นิดห น่ึงทั่ ว โลก 
(Hennekinne และคนอื่น ๆ, 2012) เกิดจากสารพิษ Staphylococci enterotoxins (SEs) ซึ่งเป็น
ส า ร พิ ษ ท่ี ถู ก ส ร้ า ง จ า ก เชื ้ อ ใ น ก ลุ่ ม  enterotoxigenic strains of coagulase–positive 
staphylococci โดยเชือ้ท่ีพบหลกัคือ S. aureus อาการทั่วไปของ SFD จะเร่ิมหลงัจากทานอาหาร
ท่ีปนเปื้อนไปแลว้เป็นเวลาประมาณ 3–5 ชั่วโมง ซึ่งอาจจะเกิดจากการสรา้งสารพิษของแบคทีเรีย
ขณะก าลังเจริญในอุณหภูมิท่ีเหมาะสมหรือการได้รบัสารพิษจากเชือ้โดยตรง จากการศึกษามี
รายงานว่า นมท่ีมีการปนเปื้อน SEs ความเขม้ขน้ปริมาณ 0.5 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร เป็นสาเหตุ
ของการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษครัง้ใหญ่ในประเทศสหรฐัอเมริกา (Evenson และคนอื่น ๆ, 
1988) 

อาการของโรค SFD จะประกอบไปด้วย มีน า้ลายมาก, คล่ืนไส้, อาเจียน และ
ปวดทอ้งเกร็ง อาจมีอาการทอ้งเสียรว่มดว้ย หากมีการสญูเสียน า้จะส่งผลใหเ้กิดอาการขาดน า้และ
ความดันต ่า (Argudín และคนอื่น ๆ, 2010; Balaban และ Rasooly, 2000) อาการสามารถหาย
เองได้ภายใน 24–48 ชั่วโมง แต่หากเป็นทารก ผู้สูงอายุ และผู้ท่ีมีภูมิคุ้มกันบกพร่องอาการจะ
รุนแรงขึน้ (Scallan และคนอื่น ๆ, 2006) มีเพียงประมาณ 10% ของผูป่้วยท่ีจะเขา้รบัการรกัษาใน
โรงพยาบาล กรณีท่ีมีอาการรุนแรงถึงชีวิตส่วนใหญ่จะเป็นผูป่้วยสงูอาย ุ
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2. ปัญหาการดือ้ยา 
การดือ้ยา หมายถึง ความสามารถของเชือ้ก่อโรคท่ีสามารถป้องกันการท าลายจากยา

ปฏิชีวนะ ซึ่งเป็นปัญหาในการรกัษาสขุภาพหน่ึงท่ีเผชิญกนัอยู่ทั่วโลก ยาปฏิชีวนะถือเป็นเครื่องมือ
หน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพในการจัดการกับปัญหาของโรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้จากแบคทีเรีย แต่ดว้ย
ปัญหาท่ีกล่าวมาขา้งตน้จึงท าใหใ้นปัจจบุนัมีผูป่้วยท่ีเสียชีวิตจากการติดเชือ้แบคทีเรียท่ีไม่สามารถ
รกัษาได ้ความเส่ียงท่ีจะไดร้บัเชือ้ดือ้ยามีไดห้ลายทาง เช่น ตามสถานพยาบาล อุตสาหกรรมดา้น
อาหาร และอื่น ๆ การป้องกันการเกิดและชะลอการพฒันาสายพนัธุข์องเชือ้ดือ้ยาท่ีดีคือการใชย้า
ปฏิชีวนะอย่างถกูวิธี นอกจากจะสามารถท าลายเชือ้และหยดุการกระจายยังช่วยหยุดการพัฒนา
ของเชื ้อสายพันธุ์ดือ้ยาได้อีกด้วย จากการรายงานของ CDC ในปี 2019 พบว่ามีประชากรใน
ประเทศสหรฐัอเมริกาอย่างน้อย 2,600,000 ราย ท่ีมีการติดเชือ้ดือ้ยาและมีผู้เสียชีวิตอย่างนอ้ย 
44,000 ราย (CDC, 2019b) ส่วนปัญหาการดือ้ยาในประเทศไทย จากขอ้มลูประมาณการเบือ้งตน้
คาดการณ์ว่ามีการติดเชือ้ดือ้ยาประมาณปีละ 87,751 ราย และเสียชีวิตจากเชือ้ดือ้ยาประมาณ 
38,481 ราย (Pumart และคนอื่น ๆ, 2012) 

 

 

ภาพประกอบ 2 กลไกการดือ้ยาทั่วไปของแบคทีเรีย  

ท่ี ม า  (Alav แ ล ะ ค น อื่ น  ๆ , 2018).  Role of bacterial efflux pumps in biofilm 
formation. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 73(8), 2003-2020. 

2.1. แบคทีเรียดือ้ยา 
แบคทีเรียดือ้ยา หมายถึง เชือ้แบคทีเรียก่อโรคท่ีมีความสามารถหรือกลไกในการทน

ต่อการยบัยัง้หรือท าลายของยาปฏิชีวนะ ซึ่งเกิดจากการท่ีแบคทีเรียไดว้ิวัฒนาการกลไกเพื่อท าให้
เชือ้นั้น ๆ สามารถอยู่รอดได ้(Reygaert, 2018) กลไกการดือ้ยาของแบคทีเรียแบ่งออกเป็น 4 วิธี 
หลกั ๆ ดว้ยกนั ไดแ้ก่ (ภาพประกอบ 2) 
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2.1.1 การควบคุมการน ายาเข้าสู่เซลล ์(Limiting uptake of a drug) 
เป็นกลไกทั่วไปของแบคทีเรียในธรรมชาติ ยกตัวอย่างในแบคทีเรียแกรมลบ จะ

อาศยัโครงสรา้งของชั้นลิโพโพลีแซคคาไรดใ์นการป้องกนัโมเลกุลของยาเขา้สู่เซลล ์(Blair และคน
อื่ น  ๆ , 2014) ห รื อ ใ น เชื ้ อ แ บ ค ที เ รี ย ท่ี ไ ม่ มี ผ นั ง เ ซ ล ล์  เ ช่ น  Mycoplasma spp. 

หรือเชือ้อื่น ๆ ท่ีมีลกัษณะเดียวกนั เชือ้เหล่านีส้ามารถทนต่อยาท่ีมีผลต่อผนงัเซลลเ์ช่น β–lactams 
และไกลโคเปปไทด์ไดอ้ย่างสมบูรณ์ นอกจากนีเ้ชือ้ท่ีมีเยื่อหุ้มเซลลท่ี์ประกอบไปด้วยลิพิดท่ีสูง 
มาก ๆ เช่น Mycobacterium spp. สามารถทนต่อยาท่ีมีคณุสมบติัชอบน า้ (Hydrophilic) ไดอ้ย่าง
ดีดว้ยเช่นกนั (Kumar และ Schweizer, 2005; Lambert, 2002) 

2.1.2 การเปลี่ยนแปลงบริเวณโครงสร้างเป้าหมายของยา (Modification of 
drug targets) 

โดยปกติแล้วยาปฏิชีวนะจะถูกออกแบบใหส้อดคลอ้งกับกลไกการอยู่รอดของ
แบคทีเรียตัง้แต่การสรา้งผนังเซลล์ไปจนถึงการสังเคราะห ์DNA ท าใหม้ีเป้าหมายในการท าลาย
ของยาท่ีแน่นอน แต่ทว่าแบคทีเรียก็สามารถปรับตัวได้เช่นกันโดยการปรับเปล่ียนโครงสรา้งใน
ระดับโมเลกุลใหย้านัน้ไม่สามารถท าลายเป้าหมายอีกต่อไปได ้ยกตวัอย่างเช่น กลไกการดือ้ยาใน

กลุ่ม β–lactams มีกลไกในการท าลายการสรา้งผนังเซลล ์โดยจะจับกับ Transpeptidase ซึ่งเป็น
เอนไซมท่ี์ส าคญัในการเชื่อมส่วนของโครงสรา้งผนงัเซลลเ์ขา้ดว้ยกัน ตวัอย่างในเชือ้ MRSA เชือ้ได้
มีกลไกการเปล่ียนแปลงบริเวณ Penicillin Binding Proteins: PBPs ท่ียาจะเข้าจับ จาก  PBPs 
เป็น PBP2a ส่งผลใหค้วามสามารถในการจบัของยาหมดไป 

2.1.3. การยับย้ังความสามารถของยา (Drug inactivation)  
กลไกในการยับยัง้ความสามารถของยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียประกอบไปดว้ย 2 

กลไกหลกัดว้ยกนั ไดแ้ก่ 
2.1.3.1. การท าให้ยาสลายตัว  

ยกตัวอย่างเช่น  ในยากลุ่ม β–lactams จะถูกท าลายโดยเอนไซม์ β–
lactamases ท่ีเชือ้แบคทีเรียสรา้งขึน้ หรือในยากลุ่ม tetracycline ก็สามารถถกูท าลายโดยเอนไซม์
ท่ีสรา้งจากยีน tetX ดว้ยเช่นกนั (Blair และคนอื่น ๆ, 2014) 

2.1.3.2. การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมขีองยา  
โดยทั่วไปโครงสรา้งโมเลกุลของยาจะมีหมู่ฟังกช์ันทางเคมีท่ีจะส่งผลท าใหย้า

มีความเสถียรหรือส่งเสริมประสิทธิภาพการท างานของยา แบคทีเรียจึงมีการปรบัตวัท าใหเ้กิดการ
สรา้งเอนไซม์กลุ่ม transferases ท าให้หมู่ฟังก์ชันของยาเกิดการเปล่ียนแปลงสลับต าแหน่งใน
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โมเลกุลซึ่งจะส่งผลใหย้านั้นมีประสิทธิภาพในการท าลายท่ีลดลงหรือท าใหโ้ครงสรา้งโมเลกุลของ
ยาขาดความเสถียรจนไม่มีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ (Robicsek และคนอื่น ๆ, 2006) 

2.1.4. การขับยาออกจากเซลล ์(Drug efflux) 
แบคทีเรียหลายชนิดมีความสามารถในการควบคุมการเขา้ออกของสารโดยใช้

โครงสรา้งท่ีผิวเซลลท่ี์ท างานร่วมกันมีหนา้ท่ีเหมือนป๊ัมเพื่อควบคุมความสมดุลภายในเซลล์ เช่น 
ATP–binding cassette family, the multidrug and toxic compound extrusion family แ ล ะ 
small drug resistance family เป็นตน้ ซึ่งหากมียาในเซลลข์องแบคทีเรียระบบป๊ัมสารท่ีอยู่ท่ีผิว
เซลล ์(efflux pump system) ก็จะขบัยาเหล่านีอ้อกจากเซลล ์

 

ภาพประกอบ 3 กลไกการดือ้ต่อยาในกลุ่ม β–lactams 

ท่ี ม า  (Gao แล ะค นอื่ น  ๆ , 2017).  Fungal Lactamases: Their Occurrence and 
Function. Frontiers in Microbiology, 8. 

2.2 Methicillin–Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
ยา penicillin ถูกใช้ครั้งแรกกับการยับยั้งและก าจัดเชื ้อแบคทีเรียซึ่งรวมถึง S. 

aureus ดว้ย ซึ่งในช่วงแรกนั้นสามารถใช้ยับยั้งไดดี้ แต่ทว่าในเวลาไม่นานก็มีการเกิดขึน้ของ S. 
aureus สายพันธุ์ท่ีดือ้ต่อยา penicillin โดยจากการศึกษาพบว่าเกิดจากการท่ีเชื ้อมีการสรา้ง

เอนไซม ์β–lactamases ท าใหก้ารใชย้า penicillin ไม่ไดผ้ล (ภาพประกอบ 3) ทางนักวิจัยจึงไดม้ี

การพฒันายาในกลุ่มของ β–lactams ขึน้อีกเช่น ampicillin และ methicillin ซึ่งส่งผลใหแ้บคทีเรีย
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เกิดการพฒันาการดือ้ยาตามมาโดยการเปล่ียนโครงสรา้ง (penicillin binding protein; PBP) ท่ียา
จะเขา้จบั ท าใหเ้ชือ้เกิดการดือ้ยา (Mulligan และคนอื่น ๆ, 1993) 

MRSA จะมียีน mec อยู่ในโครโมโซมของเชื ้อ ซึ่งยีนนี้จะอยู่ในบริเวณท่ีเรียกว่า 
Staphylococci chromosomal cassette mec (SCCmec) เป็นบริเวณท่ีท าให้เกิดการดื้อยาได้
หลายชนิด ยีน mec ถูกใช้ในการสังเคราะห์ penicillin binding protein 2a (PBP–2a) ซึ่งเป็น
โปรตีนท่ีส าคัญในการสรา้งผนังเซลลข์องแบคทีเรีย โดยคุณสมบัติของ PBP–2a คือยาในกลุ่ม 
beta–lactams สามารถเขา้จับกับโมเลกุลนีไ้ด้ยาก เป็นผลให้ S. aureus ท่ีสังเคราะห์ PBP–2a 
สามารถเจริญแมจ้ะมียาปฏิชีวนะ (Peacock และ Paterson, 2015) 

ในการศึกษาการกระแพร่กระจายของ MRSA ในปัจจุบันมีการใชย้า cefoxitin แทน
การใชย้า methicillin ในการทดสอบ MRSA เน่ืองจากยา cefoxitin สามารถการกระตุน้การท างาน
ของยีน mecA ไดดี้กว่าและมีความแม่นย ามากกว่ายา oxacillin และ methicillin โดย cefoxitin มี
ความสามารถในการจับกับบริเวณจับจ าเพาะของ mecA repressor protein ส่งผลให้ mecA 
repressor protein หยุดท างาน แลว้ท าให ้mecA เกิดการสังเคราะห์ PBP-2a ซึ่งเป็นส่ิงท่ีบอกถึง

ความสามารถในการทนต่อยา methicillin หรือยาในกลุ่ม β–lactams นั่นเอง (Becker และ Eiff, 
2011) ทั้งนีอ้้างอิงจากมาตรฐาน CLSI และ CDC ได้กล่าวถึงการทดสอบ MRSA ไว้หลายวิธี 
ยกตัวอย่างเช่น การตรวจหายีน mecA ด้วยวิธี PCR หรือวิธี phenotypic methods ท่ีพิจารณา
จากวิธีหาค่าความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญ  (MIC) โดยน า S. aureus มาวดัค่า 
MIC ต่อยา cefoxitin หาก S. aureus มีค่า MIC มากกว่าเท่ากับ 8 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จะ
ก าหนดให ้S. aureus เป็น MRSA (CDC, 2019a; CLSI, 2021) 
 
3. ปัญหาไบโอฟิลม์ของ S. aureus 

ไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียประกอบไปด้วยสารสองชนิดหลัก  ๆ ด้วยกันได้แก่ น ้า และ
สารอินทรีย์อื่น ๆ เช่น extracellular polymeric substance (EPS) ซึ่งเป็นสารอินทรียท่ี์เกาะกลุ่ม
กนัอยู่ภายนอกเซลลย์กตัวอย่างเช่น กรดนิวคลีอิก โปรตีน และพอลิแซคคาไรดแ์ละบางครัง้อาจมี
เชือ้ท่ีมีขนาดเล็ก ๆ microcolonies เป็นตน้ โดยในไบโอฟิลม์ S. aureus จะประกอบไปดว้ยพอลิ
แซคคาไรด์เป็นหลักใน EPS ซึ่งมีคุณสมบัติในการยึดเกาะระหว่างเซลลไ์ด้ดี (polysaccharide 
intercellular adhesin) เน่ือ งจากมี โครงสร้างท่ี เป็นประจุลบตามท าธรรมชาติ  และด้วย
สารประกอบเหล่านีเ้องจึงท าให้ไบโอฟิลม์ของ S. aureus มีส่วนส าคัญในการช่วยการเขา้เกาะ 
การสรา้งไบโอฟิลม์ การติดเชือ้ท่ีเกี่ยวของกับไบโอฟิลม์ การหลบจากระบบภูมิคุม้กัน การทนต่อ
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สารท าลายจุลินทรีย์ และการจับกินของเม็ดเลือดขาว (phagocytosis) (Idrees และคนอื่น ๆ, 
2021) การเกิดไบโอฟิลม์ของ MRSA ประกอบไปดว้ย 4 ขัน้ตอนดว้ยกนั ไดแ้ก่ (ภาพประกอบ 4) 

1. การเขา้เกาะของเซลลท่ี์ลอยเป็นอิสระกบัพืน้ผิว 
2. การเพิ่มจ านวนและการสรา้งไบโอฟิลม์ 
3. การเจริญเต็มท่ีของไบโอฟิลม์ 
4. การหลดุของไบโอฟิลม์ 

 

ภาพประกอบ 4 กลไกการสรา้งไบโอฟิลม์ของ S. aureus 

ท่ีมา (Idrees และคนอื่น ๆ, 2021). Staphylococcus aureus Biofilm: Morphology, 
Genetics, Pathogenesis and Treatment Strategies. International journal of environmental 
research and public health, 18(14), 7602. 

4. การป้องกันและการรักษาการติดเชือ้ไบโอฟิลม์ที่เกิดจาก S. aureus 
ไบโอฟิลม์เป็นปัญหาทัง้ทางดา้นสุขภาพ การแพทย ์และอุตสาหกรรมต่าง ๆ ดังนั้นการ

ป้องกนัการเกิดและการท าลายไบโอฟิลม์จึงเป็นส่ิงส าคัญเพื่อเป็นการจดัการกับไบโอฟิลม์เหล่านี ้
โดยปกติการจัดการกับไบโอฟิลม์จะใช้สารปฏิชีวนะเป็นหลัก นอกจากนีย้ังมีแนวทางอื่นในการ
ก าจดัไบโอฟิลม์ เช่น การก าจัดไบโอฟิลม์ดว้ยวิธีทางกายภาพ การก าจดัไบโอฟิลม์ดว้ยสารชีวภาพ 
การใชเ้ปปไทดห์รือลิพิดท่ีมีฤทธิ์ในการท าลายจุลินทรีย ์(antimicrobial peptide & antimicrobial 
lipid) เอนไซม ์การเคลือบสารยับยั้งแบคทีเรีย  การใชส้ารเพื่อลดการเกาะของเชือ้บนพืน้ผิววัสด ุ 
(Srinivasan และคนอื่น ๆ, 2021) ดงัรายละเอียดต่อไปนี ้
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4.1 การใช้สารปฏิชีวนะ 
สารปฏิชีวนะ หมายถึง สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีความสามารถในการท าลาย

จุลินทรีย์ โดยอาจแบ่งสารปฏิชีวนะได้ตามชนิดของจุลินทรีย์ท่ีถูกยับยั้งเช่น antibacterial, 
antifungal และ antiparasitic เป็นตน้ จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าสารปฏิชีวนะหลายชนิดเป็น
สารจากธรรมชาติ ตัวอย่างเช่น ในสังคมจุลินทรีย์ดินมีจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตสารปฏิชีวนะได้
หลากหลายชนิด ซึ่งความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะท่ีหลากหลายนี ้เป็นขอ้ไดเ้ปรียบในการ
มีชีวิตอยู่รอด และสามารถแข่งขันการใช้ทรัพยากรเพื่อการด ารงชีวิตโดยการยับยั้งจุลินทรีย์ 
ชนิดอื่น  ๆ ทั้งในรูปแบบท่ีเป็นการยับยั้ ง (bacteriostatic) และการท าลาย (bactericide) 
(Newman และ Cragg, 2007) สารปฏิชีวนะท่ีจลิุนทรียผ์ลิตขึน้ส่วนใหญ่สามารถน ามาประยกุตใ์ช้
เป็นสารปฏิชีวนะยับยั้งเชือ้ก่อโรคในคน สัตว ์หรือพืชได ้และมีการน าสารเหล่านั้นมาพัฒนาต่อ
ยอดใหม้ีความสามารถในการยับยัง้หรือท าลายจุลินทรียใ์หดี้มากยิ่งขึน้ (Tortorella และคนอื่น ๆ, 
2018) 

การรกัษาติดเชือ้ S. aureus ท่ีมีการสรา้งไบโอฟิลม์มักนิยมใช้ vancomycin มาก
ท่ีสดุ โดยการรกัษาจะคลา้ยกบัการรกัษาเซลลท่ี์ลอยเป็นอิสระ (planktonic) ทั่วไปแต่จะเพิ่มความ
เข้มข้นของยาให้สูงกว่า และหากทราบว่าเป็นเชื ้อท่ีดื ้อต่อยา vancomycin ก็จะมีการใช้ยา
ปฏิชีวนะอื่นรว่มกันในการรกัษา เช่น rifampin และ linezolid เป็นตน้ แต่อย่างไรก็ตามการรกัษา
ดว้ยยาปฏิชีวนะก็ยังมีขอ้จ ากัดเน่ืองจากไม่สามารถรกัษาการติดเชือ้ท่ีสรา้งไบโอฟิลม์ไดท้ัง้หมด 
จึงมีการศึกษาหาวิธีใหม่ เช่น การใช้ anti–infective surfaces หรือการบ าบัดร่วมกับวิธีอื่น ๆ 
เพื่อใหม้ีประสิทธิภาพมากท่ีสดุ ยกตวัอย่างเช่น localized delivery ซึ่งเป็นการรกัษาโดยการใชย้า 
vancomycin และ/หรือ tobramycin ร่วมกับ calcium sulfate beads ในการรักษาแบคทีเรียท่ี
ลอยเป็นอิสระ และป้องกันการเกิดไบโอฟิลม์ท่ีเกิดการติดเชือ้จากการศัลยกรรมกระดูก (Howlin 
และคนอื่น ๆ, 2015) 

4.2 การก าจัดไบโอฟิลม์ด้วยวิธีทางกายภาพ 
การรกัษาอาการติดเชือ้ S. aureus ท่ีสรา้งไบโอฟิลม์อีกวิธีหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพคือ

การผ่าตัดเพื่อก าจดับริเวณท่ีมีการติดเชือ้ โดยอาจจะเป็นการตดัเล็มและ/หรือรว่มกบัการลา้งแผล 
แต่อย่างไรก็ตามการรกัษาดว้ยวิธีนีม้ีขอ้จ ากัดต่าง ๆ เช่น ผูป่้วยท่ีรบัการรกัษาดว้ยวิธีผ่าตัดไม่ได ้
หรือวิธีการผ่าตัดไม่ประสบผลส าเร็จเน่ืองจากการปนเปื้อนเชือ้ระหว่างการผ่าตัด ตัวอย่างเช่น
รายงานของ (Urish และคนอื่น ๆ, 2014) กล่าวว่าการรกัษาการติดเชือ้ S. aureus ดว้ยวิธีผ่าตัด
เปล่ียนหัวเข่าประกอบกับการลา้งผ่านอุปกรณ ์pulse lavage irrigation ไม่สามารถก าจัดเชือ้ได ้
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เน่ืองจากอปุกรณแ์มจ้ะสามารถช่วยก าจัดไบโอฟิลม์ส่วนใหญ่ไดแ้ต่ยังไม่สามารถก าจดัไบโอฟิลม์
ไดท้ัง้หมดท าใหเ้ชือ้กลบัมาเจริญและเกิดการสรา้งไบโอฟิลม์อีกครัง้ 

4.3 การก าจัดไบโอฟิลม์ด้วยสารชีวภาพ 
การศึกษาการใช ้RN3(5–17P22–36) peptide ซึ่งเป็น antimicrobial peptide ท่ีได้

จากเม็ดเลือดขาว เพื่อใช้ในการยับยั้ง P. aeruginosa สายพันธุ์ PAO1 พบว่าโปรตีนชนิดนี้มี
ความสามารถในการท าลายไบโอฟิลม์ไดสู้ง โดยมีส่วนในการเขา้จับกับ  exopolysaccharide ซึ่ง
เป็นส่วนประกอบส าคัญของไบโอฟิล์มของแบคทีเรียส่งผลท าให้เกิดการหลุดของไบโอฟิล์ม 
นอกจากนีโ้ปรตีนนีย้ังมีคุณสมบัติมีประจุบวกสูงและเป็นสารท่ีมีทั้งด้านชอบน า้และไม่ชอบน า้
(amphipathicity) ซึ่งช่วยใหเ้ยื่อหุม้เซลลข์องแบคทีเรียเกิดความไม่เสถียรอีกดว้ย ส่งผลใหส้ารนีไ้ม่
เพียงแต่ท าลายไบโอฟิลม์แต่ยังสามารถท าลายเซลลท่ี์ลอยเป็นอิสระได้ (Pulido และคนอื่น ๆ, 
2016) 

4.4 การเคลือบสารยับย้ังแบคทีเรีย 
เป็นวิธีท่ีอาศัยสารยับยั้งหรือท าลายแบคทีเรียในการเคลือบพืน้ผิวต่าง ๆ เช่น silver 

nanoparticle จากการศึกษาพบว่า silver nanoparticle มีความสามารถในการป้องกันการ
เกาะติดของเซลล ์S. aureus ได ้โดยจากผลการทดสอบแบบ in vitro สารท่ีใชส้ามารถยับยั้งเชือ้
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่อย่างไรก็ตามยังคงมีขอ้กังวลเกี่ยวกับความเป็นพิษของสารต่อเซลล์
และร่างกายผู้รับสารนีอ้ยู่เช่นกัน เน่ืองจากสารนีม้ีส่วนในการเร่งการก่อตัวของ thrombin และ
กระตุ้นการท างานของเกล็ดเลือดซึ่งอาจมีความเส่ียงต่อการส่งผลให้เกิดภาวะล่ิมเลือดอุดตัน 
(Stevens และคนอื่น ๆ, 2009) 

4.5 การใช้สารลดแรงตงึผิว 
อีกแนวทางในการลดการเกาะของเชือ้แบคทีเรียบนพืน้ผิวคือการใชส้ารลดแรงตึงผิว

ซึ่งอาจจะร่วมกับยาปฏิชีวนะ โดยวัตถุประสงค์หลักของวิธีนีคื้อการป้องกันแบคทีเรียท่ีลอยเป็น
อิสระ ไม่ใหเ้กิดการเกาะติดกับพืน้ผิวพรอ้มกับการท าลายเซลลด์ว้ยยาปฏิชีวนะ การลดการเกาะ
ของเชือ้แบคทีเรียบนพืน้ผิวจะอาศัยการเปล่ียนคุณสมบัติทางกายภาพของพืน้ผิว เช่น สมบัติการ
ไม่ชอบน า้ (hydrophobicity)/สมบัติการชอบน า้ (hydrophilicity) ลักษณะพืน้ผิว ประจุและความ
หยาบของพืน้ผิว  ซึ่งจะท าใหก้ารเกาะติดของเชือ้เกิดขึน้ไดย้ากมากยิ่งขึน้ (Bhattacharya และคน
อื่น ๆ, 2015) จากการศึกษาของ Gristina และคนอื่น ๆ, (1988) ไดม้ีการเคลือบอวัยวะเทียมดว้ย
เซลลข์องโฮสต ์ซึ่งท าใหป้้องกนัและลดความเส่ียงในการติดเชือ้จากพืน้ผิวไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
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5. การป้องกันการปนเป้ือน S. aureus ในอตุสาหกรรมอาหาร 
5.1 การใช้จุลินทรีย ์และสารจากจุลินทรีย ์
S. aureus เป็นเชื ้อหน่ึงท่ีเป็นสาเหตุของปัญหาการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรคใน

อาหารซึ่งท าใหเ้กิดอาหารเน่าเสียและโรคอาหารเป็นพิษ การใชจ้ลิุนทรียท่ี์มีประโยชนเ์พื่อควบคุม
การเจริญของ S. aureus ในอาหารเป็นอีกวธีิท่ีไดร้บัความนิยม (Kang และคนอื่น ๆ, 2020) พบว่า
ในอุตสาหกรรมนมมีการปนเปื้อนของไบโอฟิล์มท่ีสรา้งจาก S. aureus เน่ืองจากไบโอฟิล์ม
สามารถก่อตัวได้ง่ายบนพื ้นผิวต่าง ๆ และงานวิจัยดังกล่าวได้ศึกษาการใช้สารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ lactobionic acid ในการลดปัญหาการปนเปื้อน S. aureus ในอุตสาหกรรมนม  โดย 
lactobionic acid เป็นสารในกลุ่ม polyhydroxy organic acid ท่ีพบได้ทั่วไปในผลิตภัณฑ์นม
เปรีย้วและโยเกิรต์ มีฤทธิ์ในการท าลายเชือ้จลิุนทรีย ์ 

5.2 Metal and metal oxide nanoparticles 
การผสมผสานการใชย้าปฏิชีวนะร่วมกับการใชโ้ลหะและสารประเภท metal oxide 

nanoparticles ท่ีมีความสามารถในการท าลายจลิุนทรีย ์เป็นอีกแนวทางหน่ึงในการท าลายเชือ้ดื ้อ
ยาได้ดีมากยิ่งขึน้ โดยตัวอย่างโลหะและ metal oxide nanoparticles ท่ีมีความสามารถในการ
ท าลายจุลินทรีย์ได้แก่ เงิน (Ag) ทองแดง (Cu), ทอง (Au) ไทเทเนียม (Ti) และสังกะสี (Zn) 
(Bhattacharya และคนอื่น ๆ ; Naseem และ Durrani, 2021) โดยกลไกท่ีมีผลต่อการยับยั้ง
จุลินทรีย์ของโลหะและ metal oxide nanoparticles ประกอบไปดว้ย 2 กลไกหลักด้วยกันได้แก่ 
ไอออนของโลหะอิสระไปรบกวนการท างานของผิวเซลล ์และไอออนของโลหะก่อให้เกิดภาวะ 
oxidative stress ผ่านการส่งเสริมการสรา้ง reactive oxygen species (ROS) บนผิวของโลหะ 
(Besinis และคนอื่น ๆ, 2014) ตัวอย่างการศึกษาการใช ้Cu และ CuO nanoparticles โดยศึกษา
การใช้  Cu–chitosan nanoparticles ในการยับยั้ งจุ ลินทรีย์ก่อ โรค  ได้แก่  MRSA, Bacillus 
subtilis, P. aeruginosa, Salmonella Choleraesuis และ Candida albicans จากการศึกษา
พบว่า Cu nanoparticles มีความสามารถในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรียและยังสามารถยับยั้งเชือ้รา
ได ้นอกจากนีค้วามเขม้ขน้ของ chitosan และขนาดของอนุภาคมีผลต่อประสิทธิภาพในการยับยั้ง
อีกดว้ย (Dizaj และคนอื่น ๆ, 2014; Usman และคนอื่น ๆ, 2013) 

ส าหรบัการก าจัดการปนเปื้อน S. aureus ในส่วนอุตสาหกรรมเนือ้สัตว ์พบว่าสาร
ป ระ เภท metal oxide nanoparticle เช่ น  ZnO2 – nanoparticle มีป ระสิท ธิภาพในการลด
จ านวน  S. aureus  เชือ้ปกติ และเชือ้ท่ีดือ้ยารวมถึงยงัสามารถยับยั้งการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้
ไดอ้ีกดว้ย (Ali และคนอื่น ๆ, 2021) 
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6. P. aeruginosa และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ไดจ้าก P. aeruginosa 
6.1 Pseudomonas spp. 

Pseudomonas spp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปรา่งท่อน ไม่สรา้งสปอร ์เคล่ือนท่ีได้
ดว้ย polar หรือ peritrichous flagella ส่วนใหญ่สามารถเจริญไดเ้ฉพาะท่ีมีอากาศ ผลการยืนยัน
ลกัษณะทางชีวเคมีประกอบไปดว้ย oxidase ใหผ้ลเป็นบวกและไม่หมกัน า้ตาล lactose สามารถ
พบไดต้ามดินและน า้ในระบบนิเวศ นอกจากนีเ้ชือ้ในจีนสันีส่้วนใหญ่เป็นเชือ้ก่อโรคท่ีส าคญัหลาย
ชนิดด้วยกัน ยกตัวอย่างเช่น P. fluorescens และ P. putida เป็นเชือ้ก่อโรคท่ีมักปนเปื้อนใน
อาหารท่ีเก็บในตูเ้ย็น และยังมีสมาชิกอื่น ๆ อีกเช่น  P. stutzeri, P. mendocina, P. fulva และ P. 
monteilii ซึ่งเกี่ ยวข้องกับการก่อโรคติดเชื ้อในมนุษย์ (Behzadi และคนอื่น ๆ , 2021) และ
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง P. aeruginosa เป็นเชื ้อก่อโรคฉวยโอกาสในมนุษย์ ซึ่งมีรายงานออกมา
มากมายเกี่ยวกับการก่อโรคในผูป่้วยท่ีมีภูมิคุม้กนัต ่าอีกทัง้ยงัมีปัญหาการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะและ
การติดเชือ้ในโรงพยาบาลอีกดว้ย (Azam และ Khan, 2019) แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาพบว่า
เชือ้ในจีนัส Pseudomonas มีความสามารถในการสรา้งสารปฏิชีวนะหลากหลายชนิด เช่น 2,4–
diacetylphloroglucinol (DAPG), pyrrolnitrin และ phenazine (Raaijmakers และ Mazzola, 
2011) การสรา้งสารปฏิชีวนะหลายชนิดขึน้อยู่กับปัจจัยท่ีหลากหลาย ตัวอย่างเช่น การสรา้ง 
phenazine ของแบคทีเรียในจีนสั Pseudomonas จะขึน้อยู่กบัจ านวนประชากรของจลิุนทรีย ์หรือ
ท่ีรูจ้ักกันในรูปแบบ quorum–sensing หรือรูปแบบการชักน าการสรา้งสารของจุลินทรียโ์ดยการ
ส่ือสารในกลุ่มประชากรแบคทีเรีย (Köhl และคนอื่น ๆ, 2019) 

6.2 P. aeruginosa 
P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียในจีนัส Pseudomonas ท่ีสามารถพบได้ทั่วไปตาม

ธรรมชาติ เช่น แหล่งน า้ ดิน และส่ิงมีชีวิตในแหล่งธรรมชาติทัง้พืชและสตัว ์อีกทัง้ยงัเป็นเชือ้ก่อโรค
ฉวยโอกาส มีความสามารถในการสรา้งไบโอฟิลม์ และทนอุณหภูมิไดต้ัง้แต่ 4–40 องศาเซลเซียส 

มีก ล่ิน ให้ผล β–hemolysis บนอาหาร blood agar มีความสามารถในการสร้างสารสีได้
หลากหลายชนิด เช่น pyoverdine ท่ีมีสีเหลืองแกมเขียวมีความสามารถในการเป็นซิเดอรโ์รฟอร ์
(siderophore) ในสภาวะท่ีมีไอออนของโลหะน้อยและยังสามารถสร้างสารสีเรืองแสงเช่น 
pyocyanin ท่ีมีสีเขียวแกมสีน า้เงินมีบทบาทในกระบวนการ metabolism เพื่อควบคมุความสมดุล
ของปฏิกิริยา redox รอบ ๆ เซลล ์การคัดแยกเชือ้จุลินทรียช์นิดนีส้ามารถคัดแยกไดด้้วยอาหาร
เลีย้งเชือ้ cetrimide agar, King–A และ King–B (Lamont และ Martin, 2003; Peix และคนอื่น ๆ, 
2009) 
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6.3 สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ได้จาก P. aeruginosa  
P. aeruginosa มีความสามารถในการสรา้งสารปฏิชีวนะท่ีใชย้ับยั้งจุลินทรียก์่อโรค

ไดห้ลากหลายชนิด ยกตัวอย่างการศึกษาใน P. aeruginosa สายพันธุ ์LV ท่ีเลีย้งใน CuCl2พบว่า
สามารถสรา้งสารประกอบ organometallic compound ซึ่งมีฤทธิ์ในการท าลาย K. pneumoniae 
cabapenamase และ MRSA  ซึ่งเป็นแบคทีเรียดือ้ยาได ้นอกจากนีเ้ชือ้เดียวกนันีย้งัสามารถผลิต 
phenazine–1–carboxylic acid ในปริมาณนอ้ยแต่ยังคงสามารถใชใ้นการยับยั้งเชือ้รา Botrytis 
cinerea ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (Viviane F. Cardozo และคนอื่น ๆ, 2013; Kerbauy และคนอื่น 
ๆ, 2016) ทัง้นี ้P. aeruginosa ท่ีอยู่ในสภาพแวดลอ้มท่ีมี CuCl2 จะถกูกระตุน้ใหผ้ลิตสารปฏิชีวนะ
ไดม้ากยิ่งขึน้(Simionato และคนอื่น ๆ, 2017) และจากการศึกษาการวิเคราะหก์ารแสดงออกของ
ยีนดว้ยวิธี RNA sequencing ใน P. aeruginosa สายพันธุ์ LV ท่ีเลีย้งในอาหารท่ีมี CuCl2 พบว่า  
P. aeruginosa จะมีการก าจัด Cu2+ ส่วนเกินผ่านกลไกต่าง ๆ โดยกลไกแรกคือการผลักไอออน
ออกจากเซลลผ่์าน efflux systems และกลไกท่ีสองคือการรบั Cu2+ เขา้มาในเซลลเ์พื่อเป็นการ
บ าบัด Cu2+ ในส่ิงแวดลอ้ม ผ่านกระบวนการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและผลของสารท่ีผลิต
ออกมานีก้็มีความสามารถในการยบัยัง้จลิุนทรียด์ว้ย (Gionco และคนอื่น ๆ, 2017) 

นอกจากนี้  จากรายงานในปี 2010 ได้มีการศึกษาเกี่ยวกับการใช้น ้าเลี ้ยงเชื ้อ 
Pseudomonas sp สายพันธุ์ W3 มาใช้ในการยับยั้งเชือ้ก่อโรคในกุ้งได้แก่ Vibrio harveyi PSU 
2015, V. harveyi AAHRC1, V. harveyi AAHRC2, V.  parahaemolyticus AAHRC1, V. 
cholerae PSSCMI 0062 ผ่านการทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion จากการศึกษาพบว่าน ้า
เลี ้ยงเชื ้อ  Pseudomonas sp. W3 มีประสิทธิภาพในการท าลาย V. harveyi PSU 2015 ไม่
เพียงแต่เซลลท่ี์มีชีวิตแต่ยงัสามารถท าลายเซลลท่ี์ไม่มีชีวิตของเชือ้ก่อโรคไดอ้ีกดว้ย จากการศึกษา 
Pseudomonas sp. W3 ซึ่งเป็นเชือ้ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม ์alkaline protease และ
สารเมแทบอไลทท์ติุยภมูิท่ีมีฤทธิ์ในการเป็นสารปฏิชีวนะท่ีสามารถใชย้ับยัง้เชือ้แบคทีเรียก่อโรคได ้
ทัง้ยงัไม่ส่งผลกระทบทางลบต่อกุง้อีกดว้ย (Rattanachuay และคนอื่น ๆ, 2010) 

P. aeruginosa สามารถลดปัญหาการติดเชือ้และไบโอฟิลม์ได ้ซึ่งก็เป็นปัญหาต่อ
การรกัษาโรคติดเชือ้เช่นกัน จากการศึกษาโดย Bandara และคนอื่น ๆ, (2010) ไดศึ้กษาเกี่ยวกับ
การยับยั้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ราก่อโรคในมนุษย ์Candida albicans, C. glabrata, C. krusei, C. 
tropicalis, C. parapsilosis และ C. dubliniensis ด้วย P. aeruginosa ด้วยการทดสอบแบบ 
dual culture test จากการศึกษาพบว่า P. aeruginosa สามารถลดการเจริญของ Candida spp. 
ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยเชือ้ราเหล่านีเ้ป็นเชือ้ก่อโรคส าคญัท่ีก่อโรค candidiasis ซึ่งเป็นอาการ
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ของโรคท่ีเกิดบนผิวหนังจากการเจริญของ Candida spp. นอกจากนีเ้ชือ้ยังสามารถเขา้สู่ร่างกาย
ก่อใหเ้กิดการติดเชือ้ในกระแสเลือดและการอกัเสบของอวยัวะ 

6.4 P. aeruginosa SWUC02 
จากงานวิจัยก่อนหน้าของคณะผู้วิจัยได้ท าการคัดแยก P. aeruginosa SWUC02 

จากใบและกิ่งของมะนาวแป้น (C. aurantifolia cultivar Pan) ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ผลลักษณะของ
โคโลนี ลักษณะของเซลลแ์ละการติดสีแกรม และการยืนยันสายพันธุ์จุลินทรียด์้วยการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA gene พบว่ามีความใกล้เคียงกับ P. aeruginosa ถึง 
100%  การทดสอบเกี่ยวกับลกัษณะของเชือ้พบว่า P. aeruginosa SWUC02 มีความสามารถใน
การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและสารส่งเสริมการเจริญของพืช เช่น ไฮโดรเจนไซยาไนด ์
(HCN), siderophore, indole acetic acid (IAA) และ 1–aminocyclopropane–1–carboxylate  
deaminase (ACC deaminase) มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน และการละลายธาตุ
ฟอสเฟต และเมื่อน า P. aeruginosa SWUC02 มาทดสอบกับ Xanthomonas citri subsp. citri 
(Xcc) ซึ่งเป็นเชื ้อก่อโรคแคงเกอร์ในมะนาวแป้นด้วยวิธี dual–culture พบว่า P. aeruginosa 
SWUC02 สามารถยับยั้ง Xcc ได้ นอกจากนี้น ้าเลี ้ยงเชื ้อท่ีได้จาก P. aeruginosa SWUC02 
สามารถใชย้ับยั้ง Xcc ไดใ้นการทดลองแบบ in vitro และทัง้  P. aeruginosa SWUC02  และน า้
เลีย้งเชือ้สามารถใชเ้พื่อลดอตัราการเกิดโรคแคงเกอรใ์นตน้มะนาวอนัมีสาเหตเุน่ืองมาจากการติด
เชือ้ Xcc ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (Sudyoung และคนอื่น ๆ, 2020) 

 
7. สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ การใช้และกลไกของสารในการยับย้ังเชือ้ก่อโรค 

จลิุนทรียบ์างชนิดสามารถผลิตสารเมแทบอไลทท่ี์หลากหลาย ท่ีมีความสามารถในการ
ท าลายจลิุนทรียอ์ื่น ๆ ยกตวัอย่างเช่น  

7.1 แอมโมเนีย (ammonia) 
แอมโมเนีย เป็นสารอนินทรียท่ี์อยู่ในสถานะแก๊สมีความเป็นพิษหากมีความเขม้ขน้สูง 

สามารถพบไดท้ั่วไปตามธรรมชาติทัง้ในอากาศ น า้ และโดยเฉพาะอย่างยิ่งในดินซึ่งเกิดจากการใช้
แหล่งไนโตรเจนของแบคทีเรีย จากการศึกษาในปี 2022 ได้น า Salmonella enterica serovar 
Typhimurium มาบ่มร่วมกับสารละลายบัฟเฟอรแ์อมโมเนีย เพื่อศึกษาผลของแอมโมเนียต่อการ
ลดลงของเชื ้อพบว่าแอมโมเนียท่ีความเข้มข้น 0.04 M มีผลต่อการลดลงของเชื ้อโดยลดลง
ประมาณ 7 log CFU/mL ภายในเวลา 24 ชั่วโมง และเมื่อน า Corynebacterium urealyticum มา
เลีย้งร่วมกับ Salmonella Typhimurium ในอาหารท่ีมีการเติม 1% ยูเรีย พบว่า C. urealyticum 
จะเปลี่ยนยเูรียเป็นแอมโมเนียดว้ยเอนไซมส่์งผลใหม้ีปริมาณแอมโมเนียสูงขึน้ และท าใหป้ระชากร
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ข อ ง  Salmonella Typhimurium ล ด ล งภ าย ใน  12 ชั่ ว โม ง  ก า รล ด ล ง ข อ ง  Salmonella 
Typhimurium  เป็นผลมาจาก pH ท่ีเปล่ียนแปลงไปจากการเพิ่มขึน้ของแอมโมเนียซึ่งมีผลรบกวน
กระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล์ของเชื ้อ  (Gutierrez และคนอื่น ๆ , 2022) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาท่ีน า Streptomyces spp. ท่ีมีความสามารถในการผลิตแอมโมเนียในปริมาณสูงมา
ทดสอบร่วมกับ B. subtilis และ E. coli โดยพบว่า Streptomyces spp. ท่ีเลีย้งในอาหารท่ีเติม
กรดอะมิโน glycine (สารตั้งต้นในการผลิตแอมโมเนีย) ส่งผลให้เชือ้มีการผลิตแอมโมเนียใน
ปริมาณท่ีสงูขึน้ และยังท าใหจ้  านวนประชากรของ B. subtilis และ E. coli ลดลง ทัง้นีอ้าจเป็นผล
มาจากท่ีแอมโมเนียมีส่วนช่วยในการละลายใหส้ารเมแทบอไลทท์ุติยภูมิเขา้สู่เซลลไ์ดดี้ยิ่งขึน้ อีก
ทั้งความเป็นพิษของแอมโมเนียท่ีอาจจะไปมีผลต่อเซลล์ของ B. subtilis และ E. coli โดยตรง 
(Avalos และคนอื่น ๆ, 2020) 

7.2 ไลเปส (lipase) 
ไลเปส เป็นเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการเรง่ปฏิกิริยาในการตัดพันธะเอสเทอรใ์น

โมเลกุลของลิพิด ซึ่งรวมไปถึง phospholipid และสารโมเลกุลไม่ชอบน า้อื่น ๆ จึงท าใหเ้อนไซมนี์ม้ี
ผลในการยับยั้งหรือท าลายโครงสรา้งภายนอกของแบคทีเรีย โดยจะไปมีผลในการท าลายทั้ง 
lipopolysaccharide ท่ีอยู่ในผนังเซลลข์องแบคทีเรียแกรมลบและใน exopolysaccharide ท่ีอยู่
ในไบโอฟิล์ม (Prabhawathi และคนอื่น ๆ , 2014) ในปี 2021 ได้มีการศึกษาการใช้สารสกัด
เอนไซม์ต่าง ๆ จากเชือ้ราบ่มร่วมกับไบโอฟิลม์ของ S. aureus เพื่อประเมินความสามารถของ
เอนไซมใ์นการท าลายไบโอฟิลม์ของ S. aureus โดยน าไลเปสท่ีสกัดไดจ้าก Aspergillus sp. และ 
Penicillium sp. ไปบ่มกบัไบโอฟิลม์ของ S. aureus พบว่าไลเปสสามารถท าลายไดไ้บโอฟิลม์ของ 
S. aureus ได ้(Matias และคนอื่น ๆ, 2021) 

7.3 โปรติเอส (protease) 
โปรติเอสเป็นเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการตดัพนัธะเปปไทดใ์นโปรตีน มกัถกูใชใ้น

อุตสาหกรรมต่าง ๆ อย่างกว้างขวาง นอกจากนี้เอนไซม์โปรติเอสนี้ยังมีความสามารถในการ
ท าลายไบโอฟิลม์ได ้ซึ่งมีผลจากการศึกษาหลายงานดว้ยกนั ตวัอย่างเช่น การน าโปรติเอสท่ีไดจ้าก
น ้าเลี ้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa สายพันธุ์ PAO1 มาบ่มร่วมกับไบโอฟิล์มของ S. aureus เพื่ อ
ประเมินผลและศึกษากลไกที่เกี่ยวขอ้งในการท าลายไบโอฟิลม์ พบว่าโปรติเอสท่ีไดจ้ากน า้เลีย้งเชือ้ 
P. aeruginosa PAO1 สามารถยับยั้งการเกิดไบโอฟิลม์ไดม้ากกว่า 90% และดว้ยความสามารถ
ของโปรติเอสท่ีมีประสิทธิภาพสงูจึงท าใหส้ามารถช่วยยบัยัง้การเกิดไบโอฟิลม์และการยึดเกาะบน
พืน้ผิวของไบโอฟิลม์ S. aureus ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (Park และคนอื่น ๆ, 2012) 
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7.4 β–1,3–glucanase 
β–1,3–glucanase หรือ laminarinase เป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการเร่ง

ปฏิกิริยาการย่อย β–glucan ผ่านการตดัพันธะ glycosidic ท่ีต าแหน่ง β–1,3–glucosyl โดยมาก
เอนไซมนี์ถู้กใชเ้พื่อใชใ้นการยับยั้งเชือ้ราก่อโรค เน่ืองจากโครงสรา้งหลกัของผนังเซลลข์องเชือ้รา

ถู ก เชื่ อ ม กั น อยู่ ด้ ว ย  β–1,3–linked glucan เป็ น หลั ก  แบ ค ที เรีย ใน จี นั ส  Bacillus แ ล ะ 

Pseudomonas ส่วนใหญ่สามารถสรา้ง β–1,3–glucanase ไดท้ าใหแ้บคทีเรียดังกล่าวมีบทบาท
ส าคัญในการควบคุมเชือ้ราในดิน (Dimkić และคนอื่น ๆ, 2022) จากการศึกษาโดย Tan และคน

อื่น ๆ, (2018) ไดม้ีการน า β–1,3–glucanase มาบ่มร่วมกับไบโอฟิลม์ของเชือ้ราก่อโรค Candida 
albicans เพื่อประเมินผลการยบัยัง้และการท าลายไบโอฟิลม์ของ C. albicans (โดยไบโอฟิลม์ของ 

C. albicans มี polysaccharide β–1,3–glucan เป็นส่วนประกอบส าคญัของโครงสรา้งไบโอฟิลม์

ท่ีใช้ป้องกันเชือ้จากการถูกท าลายโดยยาฆ่าเชือ้รา) ซึ่งผลการศึกษาพบว่า β–1,3–glucanase 

สามารถท าลายไบโอฟิลม์ของ C. albicans ไดถ้ึง 55.96% และหากมีการใชฆ้่าเชือ้ราร่วมกบั β–
1,3–glucanase ดว้ย จะท าให้การรกัษาหรือการยับยั้งเชือ้จะเกิดไดข้ึน้ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพท่ี
เพิ่มขึน้ 

7.5 ไคติเนส (chitinase) 
ไคติเนส คือ เอนไซมท่ี์มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการย่อยไคติน โดยจะท า

หนา้ท่ีในการไปตดัพันธะ glycosidic ในโมเลกุล ไคตินเป็นโปรตีนท่ีสามารถพบไดท้ัง้ในผนังเซลล์
ของเชือ้รา เปลือกของสัตวใ์นชั้น crustaceans และเปลือกของแมลง นอกจากนีเ้อนไซมนี์ก้  าลัง
ได้รับความสนใจทั้งในด้านการแพทย์ อุตสาหกรรมเกษตร อาหาร และยา สามารถน าไปใช้
ประโยชนไ์ดม้ากมายรวมถึงยังสามารถน าไปใชใ้นการควบคุมเชือ้ราก่อโรคไดอ้ีกดว้ย (Oyeleye 
และ Normi, 2018) การศึกษาในปี 2019 ไดน้ า Lactobacillus rhamnosus สายพันธุ์ GG มาท า
การบ่มร่วมกับ C. albicans เพื่อ ศึกษากลไกในการยับยั้งของเชื ้อในกลุ่ม lactobacilli ต่อ
โครงสรา้งเสน้ใยของ C. albicans จากการศึกษาพบว่ากลไกหลักของ L. rhamnosus ท่ีเกิดขึน้ใน
การท าลายเส้นใยของ C. albicans เกิดจากความสามารถของไคตินเนสท่ีสร้างจาก L. 
rhamnosus มีผลต่อการท าลายโครงสรา้งไคตินในผนังเซลลข์องเชือ้รา (Allonsius และคนอื่น ๆ, 
2019)  ส่วนการศึกษาการใชไ้คตินเนสใน Pseudomonas spp. นั้นยังไม่เป็นท่ีแพร่หลายมากใน
การใชย้บัยั้งหรือท าลายเชือ้ราก่อโรค แต่มกัจะมีการศึกษาในรูปแบบการยบัยัง้เชือ้ราเพื่อใชใ้นการ
ควบคุมเชื ้อราก่อโรคทางการเกษตรเป็นหลัก ยกตัวอย่างการศึกษาในปี 2022 ได้มีการน า 
Pseudomonas spp. ท่ีแยกไดจ้ากดินมาเลีย้งรว่มกับเชือ้ราก่อโรค Penicillium digitatum พบว่า 
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Pseudomonas spp. บางสายพันธุม์ีความสามารถลดการเจริญเสน้ใยและสามารถยับยัง้การงอก
ของสปอร ์P. digitatum ไดซ้ึ่งเมื่อศึกษาต่อไปพบว่าความสามารถท่ีเกิดขึน้นัน้เกิดจากการท่ีเชือ้มี
การผลิตไคติเนส ส่วน Pseudomonas sp. ท่ีไม่สามารถยับยั้งไดน้ั้นเมื่อศึกษาต่อพบว่าเชือ้ไม่มี
การผลิตไคติเนส ท าใหเ้ป็นท่ีชดัเจนว่าเชือ้ท่ีสามารถสรา้งไคตินเนสไดส้ามารถน าไปใชพ้ัฒนาเพื่อ
การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราบางชนิดได ้(Qessaoui และคนอื่น ๆ, 2022) 
 
8. การหาสภาวะการเจริญทีเ่หมาะสมของ P. aeruginosa 

การผลิตสารเมแทบอไลทจ์ากจลิุนทรียเ์ป็นวิธีการท่ีแพรห่ลายทัง้ในดา้นอตุสาหกรรมเคมี 
อาหาร และการแพทย ์แต่โดยปกติแลว้การผลิตสารเมแทบอไลทเ์หล่านีใ้นธรรมชาติมีการผลิตท่ี
จ ากดัและไดป้ริมาณนอ้ย ดงันัน้จึงตอ้งมีวิธีเพื่อใหส้ามารถผลิตสารใหไ้ดใ้นปริมาณมากท่ีสดุ วิธีท่ี
ใชส่้งเสริมการผลิตสารเมแทบอไลทม์ีหลายวิธีดว้ยกันเช่น การใช้เทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพ
สมัยใหม่ในการตัดต่อสารพันธุกรรมจุลินทรีย์ดั้งเดิมเพื่อให้มีการผลิตสารท่ีเพิ่มมากขึน้ , การ
คดัเลือกจุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการผลิตสูง และการส่งเสริมจากการหาสภาวะท่ีเหมาะสม
เพื่อส่งเสริมใหม้ีการผลิตสงูขึน้  

ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมจะต้องค านึงถึงปัจจัยต่าง ๆ ท่ีจะช่วยให้ปรับปรุงและ
ส่งเสริมใหม้ีผลผลิตท่ีมากขึน้ ยกตัวอย่างเช่น สายพันธุจ์ุลินทรียท่ี์ใช ้ปริมาณหัวเชือ้เร่ิมตน้ แหล่ง
ไนโตรเจนและคารบ์อนของจุลินทรีย์ การใหอ้ากาศ อุณหภูมิ ระยะเวลา ค่า pH ท่ีใช้เพาะเลีย้ง 
และปริมาณความเขม้ขน้ของสารเติมแต่ง เป็นตน้ ซึ่งการหาสภาวะท่ีเหมาะสมนีจ้ะมาพรอ้มกับ
การออกแบบการทดลองซึ่งช่วยใหห้าปัจจัยท่ีเกี่ยวขอ้งรวมถึงอ านวยความสะดวกท่ีอาจจะช่วยลด
ชุดการทดลองได้อีกด้วย ยกตัวอย่างเช่น Box–Behnken design (BBD), response surface 
methodology (RSM) , central composite designs (CCD) ,  factorial designs with central 
points และ one–factor at a time (OFAT) เป็นตน้  

การศึกษาดว้ยวิธี OFAT เป็นวิธีการศึกษาการหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีแพร่หลายวิธีหน่ึง 
โดยเป็นการศึกษาทีละปัจจยัเมื่อไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมในปัจจยัท่ีศึกษาแลว้ การศึกษาปัจจยัต่อไป
จะยึดค่าปัจจัยท่ีเหมาะสมก่อนหน้าไวแ้ล้วหาสภาวะท่ีเหมาะสมในปัจจัยต่อไป เป็นเช่นนีไ้ปจน
ครบทกุปัจจัย ขอ้ดีของวิธี OFAT คือเป็นวิธีท่ีศึกษาไดง้่าย เหมาะกบัการศึกษาท่ีมีตวัแปรมาก ๆ มี
ค่าความผิดพลาดของข้อมูลนอ้ย และสามารถหาขอ้ผิดพลาดในปัจจัยในการทดลองได้ชัดเจน
เน่ืองจากขอ้มูลในแต่ละปัจจยัเป็นอิสระจากกัน อย่างไรก็ตามวิธี OFAT เป็นวิธีท่ีใชเ้วลามากและ
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ไม่สามารถบอกถึงความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยได้ (Fellermann และคนอื่น ๆ, 2019; Gilman 
และคนอื่น ๆ, 2021; Witek-Krowiak และคนอื่น ๆ, 2014) 

ในการพัฒนาสูตรอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (biosurfactant) 
โดย Pseudomonas sp. สายพนัธุ ์LM19 ผูว้ิจยัไดใ้ชว้ิธี OFAT รว่มกบัวิธี factorial screening by 
Plackett–Burman design (PBD) และ RSM โดยก าหนดปัจจัยได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื ้อ ความ
เขม้ขน้ของหัวเชือ้ ความเขม้ขน้ของกรดไขมันปาลม์ แหล่งไนโตรเจน และความเขม้ขน้ของแหล่ง
ไนโตรเจน จากผลการศึกษาพบว่าสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ประกอบไปด้วย กรดไขมันปาลม์ 1.148% (v/v), KH2PO4 4.054 g/L, yeast extract 1.30 g/L, 
sodium–EDTA 0.023 g/L, MgSO4·7H2O 1.057 g/L, K2HPO4 0.75 g/L, CaCl2·2H2O 0.20 g/L 
และ FeCl3·6H2O 0.080 g/L สามารถเพิ่มปริมาณการผลิต biosurfactant ไดส้งูกว่าสตูรดัง้เดิมถึง 
3.33 เท่า (Nurfarahin และคนอื่น ๆ, 2019) 

การศึกษาการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสาร bioactive metabolites จาก  
P. aeruginosa LV ได้แก่ phenazine–1–carboxylic acid (PCA), phenazine–1–carboxamide 
(PCN), 2–carboxi–2–heptano–indol–3–ona (IDC) และ fluopsin C (Watrous และคนอื่น ๆ) 
ผู้วิจัยได้ท าการออกแบบการทดลองโดยวิธี OFAT ร่วมกับ BBD และ CCD ก าหนดปัจจัยใน
การศึกษา ได้แก่ อาหารเลีย้งเชือ้ ความเขม้ขน้ของ CuCl2·2H2O, ค่า pH เร่ิมต้น, อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาในการเลี้ยง ผลการศึกษาพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสาร bioactive 
metabolites คือการเลีย้งท่ีอณุหภมูิ 32 องศาเซลเซียส, pH 6.8, ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีประกอบดว้ย 
(%  w/v) :  soybean protein 1.4, glucose 0.60, yeast extract 0.04, KH2PO4 0.03, meat 
extract 0.05, peptone 0.15 และใช้ระยะเวลาในการเลี้ย งนาน 8 วัน  สามารถท าให้ P. 
aeruginosa LV ผลิตสาร IDC และ PCA ได้ถึง 42 และ 38 เท่าตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ
อาหารสตูรปกติก่อนการหาสภาวะท่ีเหมาะสม โดยปริมาณความเขม้ขน้ CuCl2·2H2O ไม่มีผลต่อ
การเพิ่มปริมาณสารดงักล่าว แสดงใหเ้ห็นว่าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรบัการผลิตสารดว้ยการ
ออกแบบการทดลองสามารถช่วยเพิ่มผลผลิตของสารท่ีตอ้งการไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (Bedoya 
และคนอื่น ๆ, 2019) 

 
9. การศึกษายีนที่สนใจด้วยเทคนิค whole–genome sequencing 

เน่ืองจาก P. aeruginosa เป็นเชือ้ท่ีมีความสามารถในการสรา้งสารเมแทบอไลทไ์ดอ้ย่าง
มากมาย วิธีท่ีรวดเร็วท่ีสุดจะศึกษายีนท่ีเกี่ยวขอ้งกับสารเมแทบอไลท์ท่ีสนใจนั่นคือวิธี whole–



  26 

genome sequencing เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีง่าย และมีประสิทธิภาพ ท าโดยน าจีโนมหรือล าดับรหัส
พันธุกรรมทั้งหมดของส่ิงมีชีวิตท่ีสนใจไปท าการอ่านล าดับพันธุกรรมด้วยเครื่องมืออ่านล าดับ
พันธุกรรมสมัยใหม่ (next–generation sequencer) เช่น Illumina NovaSeq, Ion Torrent (316 
chip)/Life, PacBio/Pacific Biosciences และ BGISEQ–500 เป็นต้น ซึ่งท าให้ได้ข้อมูลล าดับ
พันธุกรรมทัง้หมดของส่ิงมีชีวิต จากนั้นจะน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปท าการวิเคราะหต่์อโดยน าไปเทียบกับ
ฐานขอ้มูลต่าง ๆ ท่ีสนใจเพื่อท่ีจะน ามาตรวจสอบว่าส่ิงมีชีวิตท่ีสนใจนั้นมีขอ้มูลท่ีน่าสนใจหรือไม่ 
ยิ่งไปกว่านัน้วิธีนีย้งัอาจจะยงัช่วยใหส้ามารถน าไปสู่การคน้พบใหม่ ๆ ไดอ้ีกดว้ย ไม่ว่าจะเป็นยีนท่ี
ผลิตสารท่ีไม่เคยถูกคน้พบมาก่อนและยังสามารถช่วยในการยืนยันส่ิงมีชีวิตชนิดใหม่ไดอ้ีกดว้ย 
การศึกษายีนใน Pseudomonas sp. ด้วยวิธี whole–genome sequencing จึงได้รบัความสนใจ
เช่นกนั 

งานวิจัยในปี  2021 ได้มี การศึกษา Pseudomonas sp. สายพันธุ์  TAE6080 ซึ่ งมี
ความสามารถในการยับยั้งไบโอฟิลม์ท่ีเกิดจาก S. epidermidis โดยใชเ้ทคนิค whole–genome 
sequencing เพ่ือศึกษายีนท่ีเกี่ยวขอ้งกับการสรา้งสารท่ีมีฤทธิ์ในการยบัยั้งและท าลายไบโอฟิลม์
ของ S. epidermidis จากการศึกษาพบว่ากลุ่มของยีนท่ีผลิตสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิและสารท่ี
เกี่ยวข้องกับการท าลายไบโอฟิล์มและการท าลายจุลินทรีย์อยู่หลายชนิด เช่น terpenes, 
bacteriocins, lipopeptides และ non–ribosomal peptides อื่น ๆ อีกหลายชนิด (Riccardi และ
คนอื่น ๆ, 2021) 

งานวิจัยในปี 2022 ไดม้ีการศึกษาความสามารถของ P. aeruginosa สายพันธุ์ FG106
ในการเป็นเชือ้ส่งเสริมการเจริญของพืช  (plant growth–promoting activity) และการผลิตสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพส าหรับการยับยั้งเชือ้ก่อโรคในมันฝรั่ง มะเขือเทศ และเผือก โดยผู้วิจัยได้
ศึกษาผลของเชือ้ในการยับยั้งแบบ in vitro และ in vivo การผลิตสารเมแทบอไลท์และสารท่ี
ส่งเสริมการเจริญของพืช ผูว้ิจัยยังมีการศึกษาดว้ยเทคนิค whole–genome sequencing อีกดว้ย 
จากผลการศึกษาพบว่า P. aeruginosa FG106 มีฤทธิ์ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ก่อโรคทัง้ใน
การทดลองแบบ in vitro และ in vivo นอกจากนีย้งัมีความสามารถในการสรา้งสารเมแทบอไลทท่ี์
หลากหลายทัง้ท่ีเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และสารท่ีส่งเสริมการเจริญของพืช นอกจากนีข้อ้มูล
ล าดับพันธุกรรมท่ีไดจ้ากเทคนิค whole–genome sequencing ยังแสดงให้เห็นถึงยีนท่ีเกี่ยวขอ้ง
กบัการยับยั้งจุลินทรีย ์เช่น phenazine, pyoverdine pyochelin  และ HCN อีกทัง้ยังมียีนท่ีสรา้ง
สารหรือโครงสรา้งเกี่ยวขอ้งกับกลไกท่ีส่งเสริมการเจริญของพืช เช่น ACC deaminase, IAA เป็น
ตน้ (Farideh Ghadamgahi และคนอื่น ๆ, 2022) 
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บทท่ี 3  
อุปกรณ ์สารเคมีและวิธีด าเนินการวิจัย 

อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ 

ตาราง 1 อปุกรณแ์ละเครื่องมือท่ีใชใ้นการวิจยั 

อปุกรณแ์ละเครื่องมือ บริษัท ประเทศ 
เข็มฉีดยาปลอดเชือ้ Nipro Japan 
เครื่องเขย่าชนิดควบคมุอณุหภมูิ Forma Scientific USA 
เครื่องเขย่าสาร (Vortex Mixer) Scientific Industries USA 
เครื่องควบคมุอณุหภมูิ (dry bath incubator) Major Science USA 
เครื่องชั่งสาร Sartorius Germany 
เครื่องถ่ายภาพเจล Bio–Rad USA 
เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบควบคมุอณุหภมูิ Tomy Japan 
เครื่องยวูี–วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร ์ Shimadzu Japan 
เครื่องวดัปริมาณสารพนัธุกรรม (NanoDropTM) Thermo ScientificTM USA 
เครื่องวดัพีเอช (pH meter) Denver Instrument USA 
เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) Bio–Rad USA 
ตูบ้่มเชือ้ Shel Lab USA 
ตูป้ลอดเชือ้ NuAire USA 
ตูอ้บลมรอ้น Memmert Germany 
พาราฟิลม์ Bemis USA 
หมอ้น่ึงความดนัไอน า้ Tomy Japan 
จกุกรอง Polyethersulfone ขนาดรูกรอง 0.45 µm FilterBio China 
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ตาราง 2 อาหารและสารเคมีท่ีใชใ้นการวิจยั 

อาหารและสารเคมี บริษัท ประเทศ 
Copper (II) Chloride Anhydrous 
(CuCl2) 

Ajax Finechem Australia 

Tween 80 Ajax Finechem Australia 
D (+)–Glucose Anhydrous Elago Enterprises Australia 

King’s B Medium 
Shanghai Richem 

International 
China 

GRAM'S CRYSTAL VIOLET 
SOLUTION 

Sigma–Aldrich Germany 

Agar Himedia India 
Mueller–Hinton Broth Himedia India 
Nutrient Broth Himedia India 
Peptone Himedia India 
Skim Milk Agar Himedia India 
Soyabean Casein Digest Medium 
(Tryptone Soya Broth) 

Himedia India 

Pepsin Himedia India 
Proteinase K Bioneer Korea 
AccuPrep® Genomic DNA Extraction 
Kit 

Bioneer Korea 

Vancomycin Lek Pharmaceuticals d.d. Slovenia 

Cefoxitin Glentham Life Sciences 
United 

Kingdom 

Miller’s Luria–Bertani Broth FORMEDIUM 
United 

Kingdom 

King B medium 
Becton, Dickinson and 

Company 
USA 
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ตาราง 2 (ต่อ)  

อาหารและสารเคมี บริษัท ประเทศ 

Penicillin disk 
Becton, Dickinson and 

Company 
USA 

 

ตาราง 3 จลิุนทรียท่ี์ใชใ้นการวิจยั 

เชือ้แบคทีเรียท่ีใชใ้นการทดลอง 
Acinetobacter baumanii* 
Bacillus cereus* 
Escherichia coli* 
Enterobacter sp.* 
Klebsiella pneumoniae* 
Salmonella sp.* 
Shigella sp.* 
Staphylococcus aureus ATCC 25923* 
Pseudomonas aeruginosa SWUC02** 

ท่ีมาของจลิุนทรีย;์  * ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 
** Sudyoung และคนอื่น ๆ, (2020) 

วิธีการด าเนินการวิจัย 
1. ศึกษาผลความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียของเชือ้และน ้าเลีย้งเชือ้ P. 
aeruginosa SWUC02 ต่อเชือ้ก่อโรคในมนุษย ์โดยใช้วิธี dual culture assay และ 
well–diffusion assay 

1.1 การเตรียมน ้าเลีย้งเชือ้ 
น า P. aeruginosa SWUC02 ท่ีเลี ้ยงในอาหาร TSB ท่ีมี 0.01% CuCl2 มาใช้

ส าหรบัเป็นหัวเชือ้ โดยน าเซลลม์าป่ันตกตะกอนดว้ยเครื่องป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000×g 
เวลา 5 นาที จากนัน้น าตะกอนเซลลม์าลา้งและปรบัใหม้ีความหนาแน่นเซลลเ์ป็น 1×108 CFU/ml 
(OD600= 0.100) ด้วยอาหาร TSB จากนั้นปิเปตเซลลแ์ขวนลอยลงในอาหาร TSB ท่ีเติม CuCl2 



  30 

ความเขม้ขน้ 0.01% บ่มเชือ้โดยเขย่าบนเครื่องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน หลังจากนั้นน าเชือ้ท่ีเลี ้ยงไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000×g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าน ้าเลี ้ยงเชื ้อไปกรองด้วยเยื่อกรองชนิด 
Polyethersulfone (da Silva Vasconcellos และคนอื่น ๆ, 2014) รูกรองขนาด 0.45 ไมครอน เก็บ
ส่วนท่ีกรองไวท่ี้อณุหภมูิ –20 องศาเซลเซียส จนกว่าน ามาใชง้าน 

1.2 การศึกษาความสามารถของ P. aeruginosa SWUC02 ในการยับย้ังเชือ้ก่อ
โรค 

การเตรียมแบคทีเรียก่อโรค ท าโดยน าแบคทีเรีย A. baumannii, B. cereus,  
E. coli, Enterobacter sp., K. pneumoniae, Salmonella sp., Shigella sp. และ  S. aureus 
ATCC 25923 (ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ) มาขีดเชือ้
ลงบนอาหาร TSA แลว้น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเข่ียเชือ้
จากอาหาร TSA ลงในอาหาร TSB แลว้น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
น าเซลลม์าลา้งและปรบัความหนาแน่นเซลลด์ว้ยอาหาร TSB โดยวิธีเช่นเดียวกบัการทดลอง 1.1  

น าไมพ้ันส าลีมาจุ่มกับเชือ้แขวนลอยแบคทีเรียก่อโรคท่ีปรบัความหนาแน่นเซลล์
แลว้ตามการทดลองขอ้ 1.1 มาเกล่ียเชือ้ลงบนอาหาร TSA จนทั่วผิวหนา้อาหาร จากนั้นปล่อยให้
แห้งแล้วเจาะวุ้นอาหารด้วย cork borer ขนาดเบอร ์5 ให้เป็นหลุมส าหรับการใส่เชือ้ (เส้นผ่าน
ศนูยก์ลางหลมุขนาด 10 มิลลิเมตร) แลว้น า P. aeruginosa SWUC02 ท่ีปรบัความหนาแน่นเซลล์
แลว้ (จากการทดลอง 1.1) มาหยอดลงไปในแต่ละหลุม หลุมละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่ม
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นบันทึกขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของ
บริเวณยบัยัง้ (มิลลิเมตร) โดยค านวณจากสตูรดงันี ้
ขนาดบริเวณยบัยัง้ (มม.) = ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของบริเวณยบัยัง้ท่ีวดัได ้– ขนาดเสน้ผ่าน

ศนูยก์ลางของหลมุท่ีถกูเจาะดว้ย cork borer 
1.3 การศึกษาความสามารถของน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการ
ยับย้ังเชือ้ก่อโรค 

ท าการทดลองเช่นเดียวกับขอ้ 1.2 กล่าวคือน าไมพ้ันส าลีมาจุ่มกบัเชือ้แบคทีเรีย
ก่อโรคท่ีปรบัความหนาแน่นเซลลแ์ลว้มาเกล่ียเชือ้ลงบนอาหาร TSA จนทั่วผิวหนา้อาหาร จากนั้น
ปล่อยใหแ้หง้แลว้เจาะวุน้อาหารดว้ย cork borer ขนาดเบอร ์5 ใหเ้ป็นหลมุส าหรบัการใส่น า้เลีย้ง
เชือ้ หลมุละ 50 ไมโครลิตร จากนัน้บนัทึกขนาดบริเวณยบัยัง้หลงัจากการบ่ม 
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2. ศึกษาการสร้างสารยับย้ังเชือ้จุลนิทรียข์อง P. aeruginosa SWUC02 
2.1 การสร้างแอมโมเนีย 

เข่ีย P. aeruginosa SWUC02 ลงในอาหาร 4% peptone broth (รายละเอียดใน
ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง หยดสารละลาย Nessler’s 
และสงัเกตตะกอนสีน า้ตาลสม้ หากปรากฏแสดงว่าเชือ้สามารถผลิตแอมโมเนียได ้

2.2 การผลิต lipase 
เข่ีย P. aeruginosa SWUC02 ลงบนอาหาร TSA (รายละเอียดในภาคผนวก ก) 

ท่ีเติม 1% Tween 80 บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หากปรากฏตะกอนขุ่น
รอบโคโลนีแสดงว่าเกิดการผลิต Lipase 

2.3 การผลิต Protease 
เขี่ย P. aeruginosa SWUC02 ลงบนอาหาร skim milk agar (รายละเอียดใน

ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หากปรากฏโซนใสรอบโคโลนี
แสดงว่าเกิดการผลิต protease 

2.4 การผลิต β–1,3–glucanase 
เ ขี่ ย  P.  aeruginosa SWUC02 ล ง บ น อ า ห า ร  mineral salt medium 

(รายละเอียดในภาคผนวก ก) ท่ีมีผสม laminarin บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 7 วนั ยอ้มสีอาหาร

ดว้ยสี congo red หากปรากฏโซนใสรอบโคโลนีใสแสดงว่าเกิดการผลิต β–1,3–glucanase 
2.5 การผลิต chitinase 

เขี่ ย  P.  aeruginosa SWUC02 ล งบ น อ าห า ร  colloidal chitin agar plate 
(รายละเอียดในภาคผนวก ก) บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน หากปรากฏโซนใสรอบโคโลนี
แสดงว่ามีการผลิต chitinase 

 
3. การศึกษาลักษณะของสารในน ้าเลีย้งเชือ้ที่มีฤทธ์ิยับย้ัง S. aureus 

3.1 การเตรียมน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 
เต รี ย ม  P.  aeruginosa SWUC02 ดั งวิ ธี ใน ก า รท ดลอ ง  1.1 แล้ ว ปิ เป ต 

P. aeruginosa SWUC02 ให้มีความหนาแน่นเซลลส์ุดท้ายเป็น 1×105 CFU.mL–1 ลงในอาหาร 
LB ท่ีเติม CuCl2 ความเขม้ขน้ 0.01%(w/v) ปรบั pH ใหเ้ท่ากับ 7 บ่มค่าความเร็วรอบความเขย่า 
100 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วัน หลังจากนั้นน าเชือ้ท่ีเลีย้งไปป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000×g, อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เก็บส่วนน า้เลีย้งเชือ้ไวท่ี้
อณุหภมูิ –20 องศาเซลเซียส 
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3.2 ศึกษาการทนต่ออุณหภูม ิ
น าน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ท่ีเตรียมโดยวิธีในข้อ 3.1 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร มาใส่ลงในหลอดทดลองแลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 40, 60, 80, 100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาทีและท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้ทดสอบความสามารถ
ของน า้เลีย้งเชือ้ในการยบัยัง้ S. aureus ดงัวิธีในขอ้ 1.3 

3.3 การศึกษาการทนต่อเอนไซม ์
น าน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ท่ีเตรียมโดยวิธีในขอ้ 3.1 มาทดสอบ

การทนต่อเอนไซม ์ไดแ้ก่ pepsin และ proteinase K โดยน าเอนไซมแ์ต่ละชนิดมาผสมกับน า้เลีย้ง
เชื ้อ โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายของเอนไซม์เป็น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และบ่มท่ี 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยใหค้วามรอ้นท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที จากนัน้ทดสอบความสามารถของน า้เลีย้งเชือ้ในการยบัยัง้ S. aureus ดงัวิธีในขอ้ 1.3 

 
4. ศึกษายีนที่เก่ียวกับการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน P. aeruginosa 
SWUC02 โดยใช้เทคนิค whole–genome sequencing 

4.1 สกัด genomic DNA จาก P. aeruginosa SWUC02 และการสง่วิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทดท์ั้งหมดในจีโนม 

เตรียม P. aeruginosa SWUC02 ในอาหาร LB บ่มท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ± 2 ชั่ วโมง จากนั้นสกัด genomic DNA ด้วยชุดสกัดทางการค้า AccuPrep® 
Genomic DNA Extraction Kit. ท าการสกัดตามคู่มือ กล่าวคือ น าตัวอย่างเซลลป์ริมาตร 200 
ไมโครลิตร มาบ่มร่วมกับในเอนไซม ์proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ binding buffer 
(GC) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ตกตะกอน 
DNA ดว้ย isopropanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กันอย่างระมัดระวงั และเพื่อชะส่ิงท่ี
ไม่ใช่ DNA ออกจากตัวอย่าง หลังจากท่ีเติม isopropanol แล้วจะปิเปตสารผสมทั้งหมดลงใน
หลอด binding column ท่ีใส่อยู่ในหลอดรองรับขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
6000×g เป็นเวลา 1 นาที แล้วทิง้ส่วนน ้าท่ีอยู่ในหลอดรองรับ จากนั้นปิเปต washing buffer 1 
(W1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน binding column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6000×g เป็น
เวลา 1 นาที แล้วทิง้ส่วนน า้ท่ีอยู่ในหลอดรองรับเช่นเดียวกับก่อนหน้านี้ ต่อมาปิเปต washing 
buffer 2 (W2) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน  binding column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
6000×g เป็นเวลา 1 นาที แล้วทิ้งส่วนน ้าท่ีอยู่ในหลอดรองรับอีกครั้ง แล้วน าไปป่ันเหวี่ยง ท่ี
ความเร็ว 13,000×g เป็นเวลา 1 นาที เพื่อให้ binding column แห้ง จากนั้นจะท าการชะ DNA 
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ออกจาก binding column เมื่อป่ันเหวี่ยงเสร็จแลว้ น า binding column ยา้ยมาใส่ในหลอดรองรบั
ใหม่ ปิเปต elution buffer (EL) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงใน binding column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 6000×g เป็นเวลา 1 นาที แลว้เก็บส่วนน า้ (ส่วนท่ีมี DNA) จากหลอดรองรบัท่ีอุณหภูมิ  
–20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปใช้งาน จากนั้นวัดปริมาณ DNA ด้วยเครื่อง NanoDrop™ 
Spectrophotometer แ ล ะ ต รว จ ค ว าม บ ริสุ ท ธิ์ ข อ ง  DNA ท่ี ส กั ด ด้ ว ย วิ ธี  agarose gel 
electrophoresis จากนั้นส่งตัวอย่าง DNA ท่ีไดไ้ปวิเคราะหล์ าดับนิวคลีโอไทดท์ัง้หมดในจีโนมโดย
บริษัท BGI ดว้ยวิธี BGISEQ–500 (Shenzhen, China) 

4.2 ศึกษาล าดับ genomic DNA จาก P. aeruginosa SWUC02 ด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป 

น าไฟล ์FastQ มาตรวจสอบคุณภาพของล าดับนิวคลีโอไทดใ์นแต่ละ read ดว้ย
โปรแกรม FastQC version 0.11.9 จากนัน้น ามาแปลงเป็นไฟล ์FASTA และ assembly ใหไ้ดเ้ป็น 
contig ดว้ยโปรแกรม SPAdes version 3.13.0 (Prjibelski และคนอื่น ๆ, 2020) โดยตัง้ค่า cutoff 
quality เป็นค่าเริ่มต้นจากโปรแกรม โดยค่า cutoff quality หรือ cutoff of k-mer coverage จะ
เป็นค่าท่ีโปรแกรมค านวณขึน้มาเพื่อกรอง read ท่ีมีคุณภาพต ่าออกก่อนการท า assembly 
จากนั้นน า contig มาตรวจสอบคุณภาพของ contig หลัง assembly ด้วยโปรแกรม QUAST 
version 5.0.2 (Gurevich และคนอื่น ๆ, 2013) ท าการระบุ open reading frames (ORFs) หรือ
กลุ่มยีน ด้วยโปรแกรม Rapid Annotation using Subsystem Technology (Gebhardt และคน
อื่น ๆ) เซิร ์ฟเวอร์ version 2.0 และโปรแกรม Prokka: rapid prokaryotic genome annotation 
version 1.13 (Aziz และคนอื่น ๆ, 2008; Seemann, 2014) น าข้อมูลท่ีได้มาเปรียบเทียบกับ
ฐานขอ้มูลสารเมแทบอไลตท์ติุยภูมิดว้ยโปรแกรม antiSMASH version 6.0.1 (Blin และคนอื่น ๆ, 
2021) เปรียบเทียบกับฐานขอ้มูล Bacteriocin ดว้ยโปรแกรม BAGEL4 (van Heel และคนอื่น ๆ, 
2018) จากนั้นสร้างแผนท่ีจีโนมด้วยโปรแกรม CGview Server (Grant และ Stothard, 2008)  
(ภาพประกอบ 5) 
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ภาพประกอบ 5 วธีิการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด ์โดยใชเ้ทคนิค whole–genome sequencing 
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5. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก P. 
aeruginosa SWUC02  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมนีจ้ะใชก้ารออกแบบการทดลองแบบ one factor at a 
time โดยเป็นการออกแบบการทดลองโดยเป็นการศึกษาทีละปัจจัย เมื่อไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมแลว้
ก็จะยึดสภาวะท่ีเหมาะสมนัน้ในการศึกษาปัจจยัในล าดบัต่อไป ซึ่งท าเช่นนีจ้นกระทั่งถึงการศึกษา
ปัจจยัในล าดบัสดุทา้ย 

5.1 ปริมาณหัวเชือ้ที่เหมาะสมเพื่อใช้ในการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชวีภาพจาก 
P. aeruginosa SWUC02 

เต รี ย ม  P.  aeruginosa SWUC02 ดั งวิ ธี ใน ก า รท ดลอ ง  1.1 แล้ ว ปิ เป ต  
P. aeruginosa SWUC02 ให้มีความหนาแน่นเซลล์สุดท้ายเป็น 1×103, 1×104 และ 1×105 
CFU.mL–1 ลงในอาหาร LB ท่ีเติม CuCl2 ความเขม้ขน้ 0.01% (w/v) ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 7 บ่มท่ีค่า
ความเร็วรอบความเขย่า 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วนั หลังจาก
นั้นเก็บน า้เลีย้งเชือ้ดังวิธีในขอ้การทดลอง 1.1 และทดสอบความสามารถของน า้เลีย้งเชือ้ในการ
ยบัยัง้ S. aureus ดงัวิธีในการทดลอง 1.3 

5.2 ความเขม้ข้นของ CuCl2 ที่เหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
จาก P. aeruginosa SWUC02  

เต รี ย ม  P.  aeruginosa SWUC02 ดั งวิ ธี ใน ก า รท ดลอ ง  1.1 แล้ ว ปิ เป ต  
P. aeruginosa SWUC02 ใหม้ีความหนาแน่นเซลลส์ดุทา้ยเป็น 1×105 CFU.mL–1 ในอาหาร LB ท่ี
เติม CuCl2 ความเขม้ข้นแตกต่างกัน 0.005%, 0.01%, 0.015% และ 0.02% (w/v) ปรบั pH ให้
เท่ากับ 7 บ่มบนเครื่องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 6 วนั หลงัจากนั้นเก็บน า้เลีย้งเชือ้ดังวิธีในขอ้การทดลอง 1.1 และทดสอบความสามารถของ
น า้เลีย้งเชือ้ในการยบัยัง้ S. aureus ดงัวิธีในการทดลอง 1.3 

5.3 ปริมาณการให้อากาศที่เหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
จาก P. aeruginosa SWUC02 

เต รี ย ม  P.  aeruginosa SWUC02 ดั งวิ ธี ใน ก า รท ดลอ ง  1.1 แล้ ว ปิ เป ต  
P. aeruginosa SWUC02 ใหม้ีความหนาแน่นเซลลส์ดุทา้ยเป็น 1×105 CFU.mL–1 ในอาหาร LB ท่ี
เติม CuCl2 ความเข้มข้น 0.01% (w/v) ปรบั pH ให้เท่ากับ 7 บ่มท่ีความเร็วรอบความเขย่าคือ  
0, 50, 100, 150 และ 200 รอบต่อนาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วนั หลังจากนั้น
เก็บน า้เลีย้งเชือ้ดังวิธีในขอ้การทดลอง 1.1 และทดสอบความสามารถของน า้เลีย้งเชือ้ในการยบัยั้ง 
S. aureus ดงัวิธีในการทดลอง 1.3 
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5.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก P. 
aeruginosa SWUC02  

เต รี ย ม  P.  aeruginosa SWUC02 ดั งวิ ธี ใน ก า รท ดลอ ง  1.1 แล้ ว ปิ เป ต  
P. aeruginosa SWUC02 ใหม้ีความหนาแน่นเซลลส์ดุทา้ยเป็น 1×105 CFU.mL–1 ในอาหาร LB ท่ี
เติม CuCl2 ความเขม้ขน้ 0.01% (w/v) ปรบั pH ใหเ้ท่ากับ 7 บ่มค่าความเร็วรอบความเขย่า 100 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิแตกต่างกันได้แก่ 26, 28, 30, 32 และ 34 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วัน 
หลงัจากนัน้เก็บน า้เลีย้งเชือ้ดังวิธีในขอ้การทดลอง 1.1 และทดสอบความสามารถของน า้เลีย้งเชือ้
ในการยบัยัง้ S. aureus ดงัวิธีในการทดลอง 1.3 

5.5 ความเป็นกรด–ด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก 
P. aeruginosa SWUC02  

เต รี ย ม  P.  aeruginosa SWUC02 ดั งวิ ธี ใน ก า รท ดลอ ง  1.1 แล้ ว ปิ เป ต  
P. aeruginosa SWUC02 ให้มีความหนาแน่นเซลลส์ุดท้ายเป็น 1×105 CFU.mL–1 ลงในอาหาร 
LB ท่ีเติม CuCl2 ความเขม้ขน้ 0.01% (w/v) และปรบั pH ใหอ้ยู่ในช่วง 5, 6, 7, 8 และ 9 บ่มท่ีค่า
ความเร็วรอบความเขย่า 100 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วนั หลังจาก
นั้นเก็บน า้เลีย้งเชือ้ดังวิธีในขอ้การทดลอง 1.1 และทดสอบความสามารถของน า้เลีย้งเชือ้ในการ
ยบัยัง้ S. aureus ดงัวิธีในการทดลอง 1.3 

5.6 ระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก P. 
aeruginosa SWUC02  

เต รี ย ม  P.  aeruginosa SWUC02 ดั งวิ ธี ใน ก า รท ดลอ ง  1.1 แล้ ว ปิ เป ต  
P. aeruginosa SWUC02 ใหม้ีความหนาแน่นเซลลส์ดุทา้ยเป็น 1×105 CFU.mL–1 ในอาหาร LB ท่ี
เติม CuCl2 ความเขม้ขน้ 0.01% (w/v) ปรบั pH ใหเ้ท่ากับ 7 บ่มค่าความเร็วรอบความเขย่า 100 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3, 6, 9, 12 และ 15 วัน หลังจากนั้นเก็บน า้
เลี ้ยงเชื ้อดังวิธีในข้อการทดลอง 1.1 และทดสอบความสามารถของน ้าเลี ้ยงเชื ้อในการยับยั้ง  
S. aureus ดงัวิธีในการทดลอง 1.3 

5.7 อาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก P. 
aeruginosa SWUC02  

เต รี ย ม  P.  aeruginosa SWUC02 ดั งวิ ธี ใน ก า รท ดลอ ง  1.1 แล้ ว ปิ เป ต  
P. aeruginosa SWUC02 ให้มีความหนาแน่นเซลลส์ุดท้ายเป็น 1×105 CFU/ml ลงในอาหาร 4 
ชนิด คือ Tryptone Soya Broth (TSB), Nutrient Broth (NB), King’s B Medium (King’s B) และ 
Miller’s Luria–Bertani Broth (LB) ท่ี มี  CuCl2 ค ว าม เข้ม ข้น  0.01%  (w/v) (รายละ เอี ย ด
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ส่วนประกอบอาหารเลีย้งเชือ้ ดงัแสดงในภาคผนวก ก) ปรบั pH ใหเ้ท่ากับ 7 บ่มบนเครื่องเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที ท่ีอณุหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั หลงัจากนัน้เก็บน า้
เลีย้งเชือ้ดังวิธีในขอ้ 1.1 และทดสอบความสามารถของน า้เลีย้งเชือ้ในการยบัยัง้ S. aureus ดังวิธี
ในขอ้ 1.3 

 
6. การแยกและการสกัดสารออกฤทธ์ิจากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 

ดัดแปลงวิธีจาก (Viviane F. Cardozo และคนอื่น ๆ , 2013) น าน ้าเลี ้ยงเชื ้อ P. 
aeruginosa SWUC02 ท่ี เตรียมโดยวิ ธีในข้อ 3.1 มาสกัดด้วยตัวท าละลายได้แก่  hexane, 
dichloromethane และ  ethyl acetate ด้ ว ย วิ ธี  liquid–liquid extraction โด ย ใช้ อั ต รา ส่ วน
สารละลาย 200 มิลลิลิตรต่อน ้าเลี ้ยงเซลล์ 100 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาระเหยแห้งโดยเครื่อง 
rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลว้น ามาระเหยแหง้ส่วนท่ีเหลือท่ีอณุหภูมิหอ้ง 
บนัทึกผลน า้หนกัสารสกดัท่ีไดใ้นแต่ละตวัท าละลาย 

การทดสอบฤทธิ์ต้าน S. aureus ของสารสกัด ท าโดยละลายสารสกัดด้วย 10% 
dimethyl sulfoxide (DMSO) ให้มี ความเข้มข้น  1 มิลลิกรัม ต่อมิลลิ ลิตร จากนั้นทดสอบ
ความสามารถของสารสกัดเช่นเดียวกับการทดสอบความสามารถของน า้เลีย้งเชือ้ในการยับยั้ง  
S. aureus ดงัวิธีในขอ้ 1.3 โดยใช ้10% DMSO เป็นชดุควบคมุ 

 
7. การศึกษาความเข้มข้นทีต่ ่าที่สดุของสารสกัดน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ในการยับย้ังเชือ้และท าลาย S. aureus 

7.1 ความเข้มข้นทีต่ ่าที่สดุของสารสกัดจากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ในการยับย้ังเชือ้ S. aureus (MIC) 

ปิเปตอาหาร Mueller–Hinton Broth ความเข้มข้น 2 เท่า (2xMHB) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ลงในทุกหลุมของ 96–well plate จากนั้นน าน า้เลีย้งเชือ้และสารสกัดน า้เลีย้งเชือ้ 
P. aeruginosa SWUC02 มาเจือจางสารลงทีละ 2 เท่า ด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ 2xMHB จากความ
เขม้ขน้ 100% v/v จนถึง 0.19% v/v ส าหรบัน า้เลีย้งเชือ้ และ 1,000 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ถึง
ความเขม้ขน้ 1.95 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ส าหรบัสารสกัดน า้เลีย้งเชือ้ โดยปิเปตแต่ละความเจือ
จางลงในหลุมปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว้ปิเปต S. aureus ATCC 25923 ท่ีอยู่ในอาหาร MHB 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 1×105 CFU/ml) ลงไปในแต่ละหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง บันทึกผลค่าการดูดกลืนแสง โดยใช้การตรวจด้วยเครื่อง 
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microtiter plate reader ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร การทดลองควบคุมคืออาหาร MHB ท่ี
ไม่ผสมสารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 (รายละเอียดดงั ภาคผนวก ข) 

ในการหาความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีสามารถยบัยัง้เชือ้จะหาจากการเปรียบเทียบค่า
ความกระเจิงแสงท่ีวดัไดจ้ากชดุทดลองกับชุดควบคมุ (อาหาร Mueller–Hinton Broth ท่ีไม่มีเชือ้) 
ดว้ยเครื่อง microtiter plate reader (Santos และคนอื่น ๆ, 2010; Watts และคนอื่น ๆ, 2008) 

7.2 ความเข้มข้นทีต่ ่าที่สดุของสารสกัดจากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ในการท าลายเชือ้ S. aureus (MBC) 

ปิเปตเชือ้จาก 96–well plate จากการทดลอง 7.1 หลุมท่ีไม่พบความขุ่นท่ีเกิด
จากการเจริญของเชือ้ของทกุหลมุ น ามาหลมุละ 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร Mueller–Hinton 
agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยบันทึกผลความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ี
ไม่มีการเจริญของโคโลนี 

 
8. การศึกษาการยับย้ังไบโอฟิลม์ของ S. aureus โดยสารสกัดจากน ้าเลีย้งเชือ้ 

8.1. การศึกษาการป้องกันการเกิดไบโอฟิลม์ด้วยสารสกัดน ้าเลีย้งเชือ้ที่ได้
จาก P. aeruginosa SWUC02  

ปิเปตอาหาร TSB ท่ีเติม 1% glucose ความเข้มข้น 2 เท่า (2xTSB) ปริมาตร 
100  ไมโครลิตร ลงในทุกหลุมของ 96–well plate น าสารสกัดน ้าเลี ้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa 
SWUC02 และ vancomycin มาเจือจางสารลงทีละ 2 เท่า จากความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ถึงความเขม้ขน้ 1.95 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ปิเปตแต่ละความเจือจางแลว้ปิเปตลงใน
เพลทปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ เตรียมเชือ้ S. aureus ตามวิธีดังในขอ้ 1.2 ในอาหาร TSB ท่ี
เติม 1% glucose แลว้ปิเปต S. aureus 100 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้ 1×105 CFU/ml) ลงไปใน
แต่ละหลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง การทดลองควบคุมคือ S. 
aureus ท่ีเลี ้ยงในอาหาร TSB ท่ีเติม 1% glucose ท่ีไม่มีสารสกัดจากน ้าเลี ้ยงเชื ้อ จากนั้นวัด
ปริมาณไบโอฟิลม์ดว้ยการยอ้มด้วยสี crystal violet  โดยปิเปตของเหลวและเซลลแ์ขวนลอยใน
จานเพาะเชือ้ทิง้ จากนั้นเติม 0.01% crystal violet ปริมาตร 190 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเท 0.01% crystal violet แล้วล้างด้วยน า้ปราศจากเชือ้ ท าให้แห้งท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีแล้วล้างสี crystal violet ท่ีติดกับไบโอฟิลม์ด้วย 
33% (v/v) glacial acetic acid ปริมาตร 160 ไมโครลิตร บันทึกผลการวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี 570 
นาโนเมตร (Cruz และคนอื่น ๆ, 2018; Stepanović และคนอื่น ๆ, 2000) 
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8.2. การศึกษาการท าลายไบโอฟิลม์ด้วยสารสกัดจากน ้าเลีย้งเชือ้ทีไ่ด้จาก P. 
aeruginosa SWUC02 

เตรียม S. aureus ตามวิธีดังในขอ้ 1.2 ในอาหาร TSB ท่ีเติม 1% glucose  มา 
ปิเปตลงในจานเพาะเชือ้ 96–well plate ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็ น เวล า  24 ชั่ ว โม ง  เพื่ อ ให้ เกิ ด ก า รส ร้า ง ไบ โอ ฟิ ล์ม  ต่ อม า ปิ เป ตอ าหา รเลี้ย ง เชื ้ อ 
และเซลลทิ์ง้ จากนั้นน าสารสกัดน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 และ vancomycin มาเจือ
จางสารลงทีละ 2 เท่า จากความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ถึงความเข้มข้น 0.98 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ปิเปตแต่ละความเจือจางลงในเพลทปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อศึกษา
ความสามารถของน า้เลีย้งเชือ้ในการท าลายไบโอฟิลม์ น าไปบ่มท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นวัดปริมาณไบโอฟิล์มด้วยการย้อมด้วยสี crystal violet ดังวิธีในการ
ทดลอง 8.1 การทดลองควบคุมคือ S. aureus ท่ีเลีย้งในอาหาร TSB ท่ีเติม 1% glucose ท่ีไม่มี
สารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้ (ภาพประกอบ 6) 
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ภาพประกอบ 6 วธีิการศึกษาการปอ้งกนัการเกิดและท าลายไบโอฟิลม์ 

ปิเปตอาหารเลีย้งเชือ้ 

และเซลลทิ์ง้ 

บ่ม 37°C, 24 ชั่วโมง 

การศึกษาการป้องกนัการเกิดไบโอฟิลม์ การศึกษาท าลายไบโอฟิลม์ 

S. aureus ท่ีเลีย้งใน TSB + 1% glucose 

 

Measure OD570 

 

Crystal Violet Stained 

บ่ม 37°C, 24 ชั่วโมง 

 

+ TSB (ชดุควบคมุเชิงบวก) 

+ Ampicillin (ชดุควบคมุเชิงลบ) 

+ สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ MIC 

+ สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ MBC 

S. aureus ท่ีเลีย้งใน TSB + 1% glucose 

 

บ่ม 37°C, 24 ชั่วโมง 

Measure OD570 

 

Crystal Violet Stained 

+ TSB (ชดุควบคมุเชิงบวก) 

+ Ampicillin (ชดุควบคมุเชิงลบ) 

+ สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ MIC 

 

 

 

 

+ สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ MBC 
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9. การทดสอบประสิทธิภาพของของสารสกัดที่ไดจ้ากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ในการยับย้ัง S. aureus สายพนัธุท์ี่พบในครัวเรือนและสายพนัธุท์ี่ดือ้
ยา 

9.1 การทดสอบการดือ้ยาของ S. aureus ทีคั่ดแยกได้จากผิวอ่างล้างมือใน
ครัวเรือน 

น า S. aureus ท่ีคัดแยกไดจ้ากครวัเรือน (สิริรกัษ์ และคนอื่น ๆ, ขอ้มูลยังไม่ถูก
เผยแพร)่ มาทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ penicillin ดว้ยวิธีทดสอบดว้ยวิธี disk diffusion โดย
น า S. aureus มาปรบัความหนาแน่นเซลลเ์ป็น 1×108 CFU.mL-1 (OD600 = 0.100 ± 0.005) ดว้ย
อาหาร  Mueller-Hinton Broth แล้วน ามาเกล่ียลงบนอาหาร Mueller–Hinton agar จากนั้นน า
แผ่นยาปฏิชีวนะ penicillin ความเข้มข้น 10 units มาวางลงบนเพลท บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้บันทึกขนาดโซนยับยั้งท่ีเกิดขึน้แลว้น าไปเปรียบเทียบกบัขอ้มูล
การดื้อยาของ Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021) จากนั้นทดสอบ
ลักษณะการดือ้ต่อยา methicillin ด้วยวิธี phenotypic method for detection of MRSA (CLSI, 
2021) (รายละเอียดดังแสดงในภาคผนวก ค) โดยทดสอบจากความไวต่อยาปฏิชีวนะ cefoxitin 
ดว้ยวิธี broth dilution โดยท าการทดลองเช่นเดียวกับการทดลอง 7.1 แต่เริ่มทดสอบจากความ
เข้มข้นของ cefoxitin ท่ี 32–2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าค่าความเข้มข้น MIC ท่ีได้ไป
เปรียบเทียบกับขอ้มูลการดือ้ยาของ CLSI จากมาตรฐาน CLSI, (2021) และ อา้งอิงจาก CDC, 
(2019a) S. aureus ท่ีดือ้ต่อยา cefoxitin กล่าวไดว้่าเป็น MRSA 

9.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดทีไ่ด้จากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ในการยับย้ัง S. aureus สายพนัธุท์ี่พบในครัวเรือนและสายพนัธุท์ี่
ดือ้ยา 

ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัด ท่ีได้จากน ้า เลี ้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa 
SWUC02 ในการยับยั้ง MRSA โดยน าสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 มาท า
การทดสอบการหาค่า MIC เช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 7.1 กบั MRSA ท่ีแยกไดจ้ากครวัเรือน  
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10. การทดสอบประสิทธิภาพการประยุกตใ์ช้สารสกัดจากน ้าเลีย้งเชือ้  
P. aeruginosa SWUC02 ในการยับย้ังเชือ้แบคทีเรียที่ใช้อากาศ และเชือ้ในกลุ่ม
Staphylococci ที่พืน้ผิวบนอ่างล้างมือครัวเรือน  

น ากระดาษปราศจากเชือ้ขนาด 5 × 5 เซนติเมตร จุ่มสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้  
P. aeruginosa SWUC02 (ท่ีความเขม้ขน้ 1×MIC, 2×MIC และ 4×MIC), sodium hypochlorite 
0.5% (ชุดควบคุมเชิงบวก) และ น า้ประปาปราศจากเชือ้ (ชุดควบคุมเชิงลบ) แล้วน าไปวางบน
พืน้ผิวอ่างล้างมือ 4 บริเวณ ทิง้ไวป้ระมาณ 10 นาที จากนั้นใชไ้ม้พันส าลีท่ีปราศจากเชือ้ เกล่ีย
พืน้ผิวอ่างลา้งมือบริเวณท่ีเคยวางแผ่นทดสอบดังกล่าว น าไมพ้ันส าลีท่ีเกล่ียพืน้ผิวแลว้ใส่หลอด
ทดลองเดิมท่ีมี phosphate buffered saline (PBS) 5 มิลลิลิตร น าหลอดดังกล่าวไปเขย่าด้วย
เครื่อง vortex จากนั้นน าสารแขวนลอยของตัวอย่างไปเจือจางลงทีละ 10 เท่า และน าแต่ละระดับ
ความเจือจางมาเกล่ียลงบนอาหาร Plate Count Agar(PCA) และ Baird Parker agar (BP) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีเพื่อค านวณปริมาณจุลินทรีย์
ทัง้หมดและปริมาณ S. aureus (CFU/cm2) ตามล าดบั 

 
11. การวิเคราะหท์างสถิต ิ

ทุกการทดลองถูกท าซ า้อย่างเป็นอิสระอย่างน้อย 3 ซ า้ ขอ้มูลเชิงปริมาณท่ีได้จาก
การทดลองจะถกูน ามาวิเคราะหรู์ปแบบการแจกแจงของขอ้มลูดว้ยวิธี Q–Q plot และ histogram 

หากขอ้มูลมีการแจกแจงปกติ ขอ้มูลจะถูกน าไปทดสอบความแปรปรวนของขอ้มูล
ดว้ยวิธี one–way analysis of variance และจะถกูทดสอบความแตกต่างค่าเฉล่ียดว้ยวิธี Fisher’s 
least significant difference (LSD) ท่ีระดบัความเชื่อมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต ์

หากขอ้มูลมีการแจกแจงแบบไม่ปกติปกติ ขอ้มูลจะถกูน าไปทดสอบความแตกต่าง
ค่ามัธยฐานของขอ้มูลด้วยวิธี Kruskal–Wallis one–way analysis of variance และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียระหว่างชุดทดลองดว้ยวิธี Mann–Whitney U ท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเ์ซ็นต ์ 
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บทท่ี 4 
ผลการด าเนินการวิจยั 

1. การศึกษาความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียของเชือ้และน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ต่อเชือ้ก่อโรคในมนุษย ์

จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียของเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 
ต่อเชือ้ก่อโรคในมนษุยพ์บว่า P. aeruginosa SWUC02 มีความสามารถในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย
ก่อโรค  B. cereus, K. pneumoniae และ  S. aureus, ได้ดี ท่ีสุด (11.67 ± 0.31, 10.77 ± 2.16 
และ 8.13 ± 1.03 มิ ลลิ เมตร ) รองลงมาคือ  Salmonella sp., E. coli, Shigella sp. และ  A. 
baumanii (6.01 ± 0.49, 4.74 ± 0.58, 3.67 ± 0.86 และ 2.48 ± 0.32 มิลลิเมตร) ตามล าดบั และ
ไม่สามารถยับยั้ง Enterobacter sp. ได้ ส่วนน ้าเลี ้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa SWUC02 พบว่ามี
ความสามารถในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรียก่อโรค S. aureus และ B. cereus ได ้โดยพบโซนยับยั้ง
แบบสมบูรณ ์(clear zone) ขนาด 11.70 ± 1.50 และ 3.33 ± 0.58 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ตาราง 
4) 

ตาราง 4 แสดงผลการยบัยัง้ของเชือ้และน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ต่อเชือ้ก่อโรค 

เชือ้แบคทีเรียก่อโรค 
ขนาดของโซนยบัยัง้ (มิลลิเมตร) 

P. aeruginosa SWUC02 
น า้เลีย้งเชือ้ 

P. aeruginosa SWUC02 

A. baumannii 2.48 ± 0.32c* – 
E. coli 4.74 ± 0.58bc* – 
Enterobacter sp. – – 
K. pneumoniae 10.77 ± 2.16ab* – 
Salmonella sp. 6.01 ± 0.49b* – 
Shigella sp. 3.67 ± 0.86c* – 
S. aureus 8.13 ± 1.03ab* 11.70 ± 1.50a** 
B. cereus 11.67 ± 0.31a* 3.33 ± 0.58b** 

ตัวเลขแสดงขนาดของโซนยับยั้ง  halo zone* และ clear zone** เฉล่ีย ในหน่วย
มิลลิเมตร ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรภาษาอังกฤษท้ายตัวเลขท่ีแตกต่างกันแสดงความ
แตกต่างทางสถิติเปรียบเทียบภายในคอลัมน์ การวิเคราะห์ทางสถิติใช้วิธี Kruskal–Wallis Test 
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และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองดว้ยวิธี Mann–Whitney U Test โดยก าหนด
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั P–Value < 0.05 

 
2. การศึกษาองคป์ระกอบของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ P. aeruginosa SWUC02 

จากผลการทดสอบขา้งตน้พบว่า P. aeruginosa SWUC02 สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อ
โรคได้หลากหลาย รวมถึงน ้าเลี ้ยงเชื ้อของ  P. aeruginosa SWUC02 สามารถน าไปใช้ยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกก่อโรคได้ การศึกษาในล าดับถัดไปจึงต้องการศึกษาองค์ประกอบของสาร
ยับยั้ งจุลินทรีย์ท่ีสร้างจาก  P. aeruginosa SWUC02 ได้แก่  เอนไซม์ต่าง ๆ อาทิ   Lipase, 

Protease, β–1,3–glucanase, Chitinase และการสรา้ง Ammonia โดยผลการทดลองในระดบั in 

vitro พบว่า P. aeruginosa SWUC02 สามารถผลิตเอนไซม์ Protease และ β–1,3–glucanase 
ได ้แต่ไม่พบการผลิต Ammonia, Lipase และ Chitinase (ตาราง 5) 

ตาราง 5 การศึกษาองค์ประกอบของสารออกฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ของ P. aeruginosa 
SWUC02 

สารยบัยัง้เชือ้จลิุนทรีย ์ ผลการทดสอบ 
Ammonia – 
Lipase – 
Protease + 

β–1,3–glucanase + 
Chitinase – 

+ หมายถึง P. aeruginosa SWUC02 สามารถผลิตสารท่ีตอ้งการทดสอบได ้
– หมายถึง P. aeruginosa SWUC02 ไม่สามารถผลิตสารท่ีตอ้งการทดสอบได ้
 
3. ลักษณะของสารในน ้าเลีย้งเชือ้ที่มีฤทธ์ิยับย้ัง S. aureus 

จากการศึกษาลักษณะของสารออกฤทธิ์ในน า้เลีย้งเชือ้ของ P. aeruginosa SWUC02 ท่ี
ใชใ้นการยับยั้ง S. aureus พบว่าสารดังกล่าวสามารถทนต่ออุณภูมิสูงไดใ้นช่วง 40–100 องศา
เซลเซียส และความสามารถในการยับยั้ง S. aureus ลดลงเมื่อบ่มท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที (ตาราง 6) 
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นอกจากนีน้ า้เลีย้งเชือ้ของ P. aeruginosa SWUC02 ยังมีความสามารถในการทนต่อ
เอนไซม์ Pepsin และ Proteinase K ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถท าลายโปรตีนได้อีกด้วย 
(ตาราง 6) 

ตาราง 6 แสดงลกัษณะของสารในน า้เลีย้งเชือ้ท่ีมีฤทธิ์ยบัยัง้ S. aureus  

สภาวะท่ีใชใ้นการศึกษาลกัษณะของสาร ขนาดของโซนยบัยัง้สมบูรณ ์(มิลลิเมตร) 

เอนไซม ์ns 
     Untreated 
    Treated with Proteinase K 
     Treated with Pepsin 
อณุหภมูิ (°C) 
     32 (30 นาที) 
     40 (30 นาที) 
     60 (30 นาที) 
     80 (30 นาที) 
    100 (30 นาที) 
    121 (15 นาที) 

 
18.46 ± 0.50 
17.48 ± 0.45 
17.89 ± 0.80 

 
19.57 ± 0.71a 
19.63 ± 0.86a 
19.72 ± 0.71a 
19.50 ± 0.55a 
19.07 ± 0.85a 
16.96 ± 0.40b 

ตัวเลขแสดงขนาดของโซนยับยั้ง (clear zone) เฉล่ีย ในหน่วยมิลลิเมตร ± ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ตัวอักษรภาษาอังกฤษท้ายตัวเลข ท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิ ติ
เปรียบเทียบภายในคอลัมน์ การวิเคราะหท์างสถิติใชว้ิธี Kruskal–Wallis Test และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองด้วยวิธี Mann–Whitney U Test โดยก าหนดนัยส าคัญทาง
สถิติท่ีระดบั P–Value < 0.05 เครื่องหมาย “ns” แสดงถึงไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

 
4. การศึกษายีนที่เก่ียวกับการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน P. aeruginosa SWUC02 
โดยใช้เทคนิค whole–genome sequencing 

สายพันธุ์ SWUC02 ไดถู้กจัดจ าแนกเป็น P. aeruginosa โดยวิธีการวิเคราะห์ล าดับนิ
วคลีโอไทดข์องยีน 16S rRNA (Sudyoung และคนอื่น ๆ, 2020) ในการทดลองนี ้P. aeruginosa 
SWUC02 ไดถ้กูน ามาวิเคราะหล์กัษณะสารพันธุกรรมทัง้หมดในจีโนม และผลการทดลองสามารถ
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ยืนยันได้ว่าเป็น P. aeruginosa โดยลักษณะจีโนมเป็น Close circular DNA ท่ีไม่มีพลาสมิด
ภายในเซลล ์และมีขนาดจีโนม 6,404,055 คู่เบส (base pair; bp) มีปริมาณ GC content อยู่ท่ี 
66.45% และมีปริมาณ  Protein Coding Sequence (CDS) 6,214 ล าดับ  (ภาพประกอบ 7, 
ตาราง 7) 

ตาราง 7 ภาพรวมจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 โดย RAST version 2.0  

เร่ือง ลกัษณะ 
Size (bp) 6,404,055 
GC content (%) 66.45 
Protein Coding Sequence (CDS) 6,214 
Hypothetical protein (sequences) 2,380 
Number of Subsystems  394 
tRNA 66 
rRNA 3 
Plasmid - 

– หมายถึง ไม่พบลกัษณะ 

 

ภาพประกอบ 7 แผนท่ีและขนาดจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 โดย CGView Server  
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(เรียงจากวงดา้นนอกสุด คือ Forward CDSs; Reverse CDSs; Open Reading Frame 
(ORF); GC content; และ GC skew) 

ตาราง 8 แสดงยีนดือ้ยาท่ีพบบนจีโนมของ P. aeruginosa จากฐานขอ้มลู CARD และท่ีพบใน P. 
aeruginosa SWUC02 

กลุ่มยีนดือ้ยา ยีน* ชื่อเต็มยีน ยีนที่พบใน  
P. aeruginosa SWUC02 

beta–lactams 
resistance 

blaPAO PAO-1 beta-lactamase   + 
blaGES-1 GES-1 beta-lactamase – 
blaOXA-50 OXA-50 beta-lactamase + 

aminoglycoside 
resistance 

aph(3’)-XV Aminoglycoside phosphotransferase 
XV 

– 

aph(3’)–IIb Aminoglycoside phosphotransferase 
IIb 

+ 

aac(6’)Ib-cr Aminoglycoside acetyltransferase – 
aacA4  Aminoglycoside acetyltransferase A4 – 
aadA6  Aminoglycoside adenylyltransferase 

A6 
– 

chloramphenicol 
acetyltransferase 

catB7 Chloramphenicol acetyltransferase B7 + 

fosfomycin fosA Fosfomycin resistance protein + 
tetracycline tet(G) Tetracycline efflux protein + 

*; ยีนท่ีพบบนจีโนม P. aeruginosa ในฐานขอ้มลู CARD ท่ีมา (McArthur และคนอื่น ๆ, 2013) 
+; พบยีนบนจีโนม P. aeruginosa SWUC02, –; ไม่พบยีนบนจีโนม P. aeruginosa SWUC02 
 

การวิเคราะห์จีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 เพื่อศึกษายีนดือ้ยาท่ีมีในจีโนม โดย
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล ResFinder ซึ่งเป็นฐานขอ้มลูท่ีรวบรวมขอ้มูลยีนดือ้ยาปฏิชีวนะท่ีพบใน
จีโนมแบคทีเรีย (Florensa และคนอื่น ๆ, 2022) และใชโ้ปรแกรมของ ResFinder ส าหรบัวิเคราะห ์
ผลการวิเคราะห์พบว่าในจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 มียีนท่ีเกี่ยวข้องกับการดือ้ยาใน
ก ลุ่ ม  aminoglycoside, beta–lactams, chloramphenicol แ ล ะ  Fosfomycin ไ ด้ แ ก่ 
aminoglycoside phosphotranferase gene (aph(3’)–IIb), beta–lactams resistance gene 
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(blaPAO and blaOXA–50), chloramphenicol acetyltransferase (catB7) แ ล ะ  glutatione 
transferase “fosfomycin resistance protein” (fosA) โดยทกุยีนมี %coverage เป็น 100% และ
มี %identity อยู่ในช่วง 98–100% ทัง้นี ้%coverage แสดงความครอบคลุมระหว่างยีนท่ีวิเคราะห์
และยีนท่ีอยู่บนฐานข้อมูล ResFinder และ % identity แสดงถึงความคล้ายคลึงระหว่างยีนท่ี
วิเคราะหแ์ละยีนท่ีอา้งอิง (ตาราง 9) 

ตาราง 9 แสดงยีนต้านยาปฏิชีวนะของ P. aeriginosa SWUC02 โดยใช้ฐานข้อมูล ResFinder 
โดย “*” แสดงเลขประจ ารหสัขอ้มลูล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนในฐานขอ้มลู Genbank  

 ชื่อยีน Accession no.*  %Coverage %Identity 
P. aeruginosa 
SWUC02 

aph(3’)–IIb_1 X90856 100 98.51 

 blaOXA–50_3 AY306132 100 100 
 blaPAO_4 AY083592 100 99.5 
 catB7_1 AF036933 100 98.28 
 fosA_4 ACWU01000146 100 100 

 
การวิเคราะหจ์ีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 เพื่อศึกษายีนท่ีเกี่ยวขอ้งกับการสรา้ง

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยใช้ Prokka ซึ่งเป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรบัการระบุยีน (annotation) 
(Seemann, 2014) และใช้ RAST เซิร ์ฟเวอร์ ซึ่งเป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการระบุกลุ่มยีนท่ี
เกี่ยวขอ้งกัน (Aziz และคนอื่น ๆ, 2008) เพื่อท าการวิเคราะหห์ากลุ่มยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบักระบวนการ
ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 ยังถูกน าไปเปรียบเทียบ
กับ antiSMASH database และใชโ้ปรแกรมของ antiSMASH ในการระบุชนิดและวิเคราะหก์ลุ่ม
ยีนท่ีมีหนา้ท่ีในการสรา้งสารเมแทบอไลทท์ุติยภูมิ (Blin และคนอื่น ๆ, 2021) นอกจากนี ้BAGEL 
เซิรฟ์เวอร ์เป็นอีกหน่ึงโปรแกรมท่ีใชใ้นการระบุชนิดของกลุ่มยีนท่ีมีหนา้ท่ีในการผลิตแบคทีริโอซิน 
(van Heel และคนอื่น ๆ, 2018) 

ผลการทดลองพบว่าจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 มีกลุ่มยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกับการ
สรา้งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทัง้หมด 16 กลุ่มยีน (ผลการวิเคราะหร์วมจาก RAST, antiSMASH, 
BAGEL และ Prokka) แบ่งออกได้เป็น 3 ประเภทใหญ่ คือ แบคทีริโอซิน (Bacteriocin), สารเม
แทบอไลทท์ติุยภมูิ (Secondary Metabolite) และ ไซเดอโรฟอร ์(Siderophores) (ตาราง 10) 
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ตาราง 10 แสดงผลการวิเคราะหก์ลุ่มยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดว้ยฐานขอ้มลู (a) 
RAST, (b) BAGEL4, (c) AntiSMASH และ (d) Prokka 

ชนิดของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ชื่อสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
Bacteriocin Bottromycinb 

 Colicin E2a 
 Pyocin–S2b, d  
 Colicin Vd 

Secondary Metabolite L–2–amino–4–methoxy–trans–3–butenoic acidc 
 Lankacidin Cc 
 Paerucumarina 
 Phenazined 
 Pyoverdinec 
 Pyochelina,b 
 Endophenazine A/Endophenazine Bc 
 Oxalomycin Bc 
 Pyocyaninec 
 Thanamycinc 

Siderophore Aerobactina 
 Enterobactind 

 
5. สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ได้จาก P. aeruginosa 
SWUC02  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก P. aeruginosa 
SWUC02 เพ่ือใหไ้ดส้ารออกฤทธิ์ท่ีใชย้บัยัง้ S. aureus ไดดี้ท่ีสดุ ไดอ้อกแบบการทดลองในรูปแบบ 
one–factor at a time โดยมี 7 ปัจจัยไดแ้ก่ ปริมาณหัวเชือ้เร่ิมตน้, ความเขม้ขน้ของ CuCl2, อัตรา
การเขย่า, อุณหภมูิเพาะเลีย้ง, ความเป็นกรด–ด่าง ของอาหารเลีย้งเชือ้, ระยะเวลาการเพาะเลีย้ง 
และชนิดอาหารเลีย้งเชือ้ ผลการทดลองพบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเลีย้งเพื่อผลิตสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพคือเลีย้งดว้ยอาหาร LB หรือ TSB ท่ีมี 0.01% CuCl2 โดยมีสภาวะความเป็นกรด–
ด่างเริ่มตน้ท่ี pH 7 ปริมาณเชือ้เริ่มต้นท่ี 1×105 CFU.mL-1 ปริมาณการให้อากาศโดยการเขย่าท่ี
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ความเร็วรอบ 100 rpm เลีย้งท่ีอณุหภมูิ 32 องศาเซลเซียส และเลีย้งเป็นระยะเวลา 12 วนั (ตาราง 
11) 

ตาราง 11 แสดงผลการศึกษาการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  

สภาวะท่ีใชใ้นการ
เพาะเลีย้ง 

ปัจจยัของ
สภาวะ 

ขนาดของโซนยบัยัง้สมบูรณ ์
(มิลลิเมตร) 

ปริมาณหวัเชือ้เร่ิมตน้ 
(CFU.mL–1) 

1×103 
1×104 
1×105* 

12.85 ± 0.68b 
13.66 ± 0.44a 
14.30 ± 0.66a 

ความเขม้ขน้ของ CuCl2 

(w/v) 
0.000% 
0.005% 
0.010%* 
0.015% 
0.020% 

4.65 ± 0.89c 
13.80 ± 0.35b 
14.86 ± 0.34a 
15.42 ± 0.23a 
14.83 ± 0.54a 

อตัราการเขย่า (rpm) 50 
100* 
150 
200 

3.13 ± 0.65c 
15.26 ± 0.48a 
14.85 ± 0.58ab 
14.50 ± 0.43b 

อณุหภมูิเพาะเลีย้ง (องศา
เซลเซียส) 

26 
28 
30 
32* 
34 

3.51 ± 0.52c 
14.16 ± 0.62b 
14.63 ± 0.50ab 
15.46 ± 0.58a 
14.76 ± 0.66ab 
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ตาราง 11 (ต่อ)  

สภาวะท่ีใชใ้นการเพาะเลีย้ง ปัจจยัของสภาวะ 
ขนาดของโซนยบัยัง้สมบูรณ ์

(มิลลิเมตร) 

ความเป็นกรด–ด่าง ของ
อาหารเลีย้งเชือ้ 

5 
6 
7* 
8 
9 

13.49 ± 0.30a 

12.63 ± 0.88ab 

13.18 ± 0.65ab 

12.72 ± 0.61ab 

9.60 ± 0.40b 

ระยะเวลาการเพาะเลีย้ง (วนั)  3 
6 
9 

12* 
15 

9.54 ± 0.38c 
14.90 ± 0.88b 
15.39 ± 0.64b 
17.07 ± 0.47a 
17.16 ± 0.36a 

อาหารท่ีใชใ้นการเลีย้ง TSB 
NB 

King’ s B 
LB* 

18.34 ± 0.85a 
15.50 ± 0.85b 
16.72 ± 0.88b 
18.07 ± 0.98a 

*สภาวะท่ีเลือกน าไปใช้ในการศึกษาต่อไป ตัวเลขแสดงขนาดของโซนยับยั้ง (clear 
zone) เฉล่ีย ในหน่วยมิลลิเมตร ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรภาษาอังกฤษท้ายตัวเลข ท่ี
แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติเปรียบเทียบภายในคอลัมน ์การวิเคราะหท์างสถิติใชว้ิธี 
Kruskal–Wallis Test และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองด้วยวิธี Mann–
Whitney U Test โดยก าหนดนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั P–Value < 0.05 
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6. การแยกและการสกัดสารออกฤทธ์ิจากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 
การศึกษาการแยกและการสกัดสารออกออกฤทธิ์จากน ้าเลี ้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa 

SWUC02 ได้แบ่งตัวท าละลายออกเป็น 3 ชนิดตามสมบัติการมีขั้วจากต ่าไปสูงได้แก่ hexane, 
dichloromethane และ ethyl acetate ตามล าดับ การศึกษาแสดงใหเ้ห็นว่าสารออกฤทธิ์จากน า้
เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 สามารถละลายใน dichloromethane ไดดี้ท่ีสุด โดยแสดงโซน
ยับยั้งต่อ S. aureus ATCC 25923 ขนาด 13.33 ± 4.29 มิลลิเมตร โดยพบโซนยับยั้งสมบูรณ์ท่ี
เกิดขึน้สูงท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับการสกัดด้วยตัวท าละลายชนิดอื่น  (ตารางท่ี 12) จากผลจะ
สังเกตได้ว่ าน ้า เลี ้ยงเชื ้อสามารถท าลายเชื ้อได้ดีกว่าสารสกัด ท่ีสกัดด้วยตัวท าละลาย 
dichloromethane เน่ืองจากในธรรมชาติในการท างานของสารเมแทบอไลท์อาจจะมีปัจจัยท่ี
ส่งเสริมฤทธิ์ให้ดียิ่งขึน้เช่น coenzyme หรือ cofactor เป็นต้น ซึ่งการสกัดอาจมีผลท าให้สาร
ส่งเสริมฤทธิ์เหล่านั้นถกูสกดัออกไปหรือเสียสภาพความสามารถในการส่งเสริมฤทธิ์ (Khatibi และ
คนอื่น ๆ, 2022) อย่างไรก็ตามเน่ืองจากมีความเป็นไปได้ว่าสารนีอ้าจจะมีประโยชน์ท่ีสามารถ
น าไปใชต่้อรวมถึงความสะดวกในการน าไปใชง้านและการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ ์จึงไดน้ าสารนีไ้ป
ศึกษาต่อถึงความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีสามารถท าลายเชือ้หรือไบโอฟิลม์ได้ 

ตาราง 12 แสดงผลของสารสกัดท่ีได้จากน ้าเลี ้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa SWUC02 ในการยับยั้ง  
S. aureus ATCC 25923 

ชดุการทดลอง ขนาดของโซนยบัยัง้สมบูรณ ์(มิลลิเมตร) 
cell-free culture (ชดุควบคมุ)* 18.46 ± 0.50a 
hexane extract** 0.51 ± 1.10c 
dichloromethane extract** 13.33 ± 4.29b 
ethyl acetate extract** 4.98 ± 8.57c 

ตัวเลขแสดงขนาดของโซนยับยั้งสมบูรณ์ (clear zone) เฉล่ีย ในหน่วยมิลลิเมตร ± ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรภาษาอังกฤษทา้ยตัวเลขท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติ
เปรียบเทียบภายในคอลัมน์ จากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี  Kruskal–Wallis Test และ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างชุดการทดลองด้วยวิธี Mann–Whitney U Test โดยก าหนด
นัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ P–Value < 0.05 “*” ความเข้มข้น 100 % v/v ,“**” ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
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7. การศึกษาความเข้มข้นทีต่ ่าที่สดุของสารสกัดน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ใน
การยับย้ังเชือ้และท าลาย S. aureus ATCC 25923 

การศึกษาความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดของสารสกัดน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ใน
การยับยัง้เชือ้และท าลาย S. aureus ATCC 25923 พบว่าความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้ง
เชือ้และท าลาย S. aureus ATCC 25923 ของน า้เลีย้งเชือ้อยู่ท่ี 0.098% และ 0.391% ตามล าดับ 
และความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีสามารถยับยัง้เชือ้และท าลาย S. aureus ATCC 25923 ของสารสกัด
น ้าเลี ้ยงเชื ้อจากตัวท าละลาย dichloromethane อยู่ ท่ีระดับเดียวกันคือ 3.91 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (µg/mL) (ตาราง 13) 

ตาราง 13 แสดงระดับความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดของสารสกัดน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 
ในการยบัยัง้เชือ้ (MIC) และท าลาย (MBC) S. aureus ATCC 25923 

ชดุการทดลอง MIC MBC 
cell–free culture* 0.098% v/v 0.391% v/v 
dichloromethane extract** 3.91 µg/mL 3.91 µg/mL 

“*” ทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 50–0.098% v/v,  
“**” ทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 500–0.98 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
 
8. การศึกษาการยับย้ังไบโอฟิลม์ของ S. aureus ATCC 25923 โดยสารสกัดจากน ้าเลีย้ง
เชือ้ P. aeruginosa SWUC02 

การศึกษาการยับยั้ ง ไบ โอ ฟิ ล์มของ  S. aureus ATCC 25923 โดยน ้า เลี ้ย งเชื ้อ  
P. aeruginosa SWUC02 พบว่าความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้งไบโอฟิลม์ของ S. aureus 
ของสารสกัดน า้เลีย้งเชือ้จากตัวท าละลาย dichloromethane อยู่ท่ีระดับ 15.625 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ในขณะท่ียาปฏิชีวนะ vancomycin มีความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสดุท่ีสามารถยบัยัง้ไบโอฟิลม์ S. 
aureus ATCC 25923 อยู่ ท่ี 0.625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และไม่พบความเข้มข้นต ่าท่ีสุดท่ี
สามารถท าลายไบโอฟิลม์ของ S. aureus ATCC 25923 ได ้โดยความเขม้ข้นท่ีสูงท่ีสุดท่ีท าการ
ทดสอบทั้งสารสกัด dichloromethane และยาปฏิชีวนะ vancomycin คือ 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ตาราง 14) 
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ตาราง 14 แสดงระดับความเข้มขน้ท่ีต ่าท่ีสุดของสารสกัดน า้เลีย้งเชือ้  P. aeruginosa SWUC02 
ในการยบัยัง้ (MBIC) และท าลายไบโอฟิลม์ (MBEC) ของ S. aureus ATCC25923 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร (µg/mL)  

ชดุการทดลอง MBIC (µg/mL) MBEC (µg/mL) 
dichloromethane extract* 15.625  > 500  
vancomycin* 0.625  > 500 

“*” ทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 500–0.98 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
 
9. การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดที่ได้จากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 
ในการยับย้ัง S. aureus สายพันธุท์ี่พบในครัวเรือนและสายพันธุท์ี่ดือ้ยา 

9.1 การทดสอบการดือ้ยาของ S. aureus ทีคั่ดแยกได้จากผิวอ่างล้างมือใน
ครัวเรือน 

น าเชือ้ S. aureus จ านวน 7 สายพันธุ์ (ISL26, 32, 33, 34, 35, 57 และ 59) ท่ีแยก
มาจากครัวเรือนในพื ้นท่ีกรุงเทพมหานคร (สิริรกัษ์ และคนอื่น ๆ, ข้อมูลยังไม่ถูกเผยแพร่) มา
ทดสอบลักษณะการดือ้ต่อยา penicillin และ cefoxitin ตามวิธีของ CLSI, (2021) ด้วยวิธี disk 
diffusion พบว่า ทุกสายพันธุ์ดือ้ต่อ penicillin โดยพบขนาดโซนยับยั้ง ท่ีเกิดจาก penicillin 10 
units น้อยกว่า 28 mm และเมื่อน าทุกสายพันธุไปทดสอบการดือ้ต่อยา cefoxitin ดว้ยวิธี broth 
dilution พบว่า ทุกสายพันธุ์ดือ้ต่อยา โดยพบว่าค่า MIC ของ cefoxitin มากกว่า 8 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร ในทกุสายพนัธุ ์ซึ่งกล่าวไดว้่าทกุสายพนัธุเ์ป็น MRSA (อา้งอิงจากมาตรฐาน CLSI, Zone 
Diameter breakpoint: penicillin 10 units ≤ 28 mm.; MIC breakpoint: cefoxitin ≥ 8 µg/mL) 
(ตารางที่ 15) 
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ตาราง 15 S. aureus ท่ีมีความสามารถในดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ cefoxitin 

สายพนัธุ ์ 
S. aureus 

โซนยบัยัง้ penicillin 
10 units (มิลลิเมตร) 

ความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ penicillin 

MIC cefoxitin 
µg/ml 

ความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ cefoxitin 

ISL26 0 R 8 R 
ISL32 0 R 32 R 
ISL33 0 R 32 R 
ISL34 0 R 32 R 
ISL35 0 R 32 R 
ISL57 0 R 32 R 
ISL59 0 R 8 R 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษแสดงความไวของ S. aureus ต่อยาปฏิชีวนะ โดย “S” หมายถึง 
ไวต่อยาปฏิชีวนะ และ “R” หมายถึง ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ 

 
9.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดทีไ่ด้จากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ในการยับย้ัง S. aureus สายพันธุท์ี่พบในครัวเรือนและสายพนัธุท์ี่ดือ้
ยา 

การศึกษาประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้และสารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 จะสุ่มน าเชือ้ MRSA จากการทดลองท่ีกล่าวมา 7 สายพันธุ์ ไดแ้ก่ ISL26, 32, 33, 34, 
35, 57 และ 59 ส่วนการศึกษาประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 พบว่าน า้
เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 มีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ MRSA ในครวัเรือน โดยมี
ระดับความเข้มข้นอยู่ท่ี 0.1–0.78 % v/v ในขณะท่ีสารสกัดท่ีได้จากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ก็มีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ MRSA ในครวัเรือนเช่นเดียวกัน โดยมีระดับความ
เขม้ขน้อยู่ท่ี 3.91–15.63 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (ตาราง 16) 
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ตาราง 16 แสดงระดับความเข้มข้นท่ีต ่าท่ีสุดของสารสกัดจากน ้าเลี ้ยงเชื ้อและน ้าเลี ้ยงเชื ้อ   
P. aeruginosa SWUC02 ในการยบัยัง้ (MIC) MRSA ท่ีพบในครวัเรือน 

สายพนัธุ ์ 
S. aureus 

MIC ของสารสกดัจากน า้
เลีย้งเชือ้ (µg/mL) 

MIC ของน า้เลีย้งเชือ้ (% v/v) 

ISL26 7.81 0.39 
ISL32 15.63 0.78 
ISL33 3.91 0.10 
ISL34 3.91 0.10 
ISL35 7.81 0.20 
ISL57 15.63 0.39 
ISL59 7.81 0.39 

 
10. การทดสอบประสิทธิภาพการประยุกตใ์ช้สารสกัดจากน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 ในการยับย้ัง S. aureus ที่พืน้ผิวบนอ่างล้างมือครัวเรือน 

จากการศึกษาประสิทธิภาพการประยุกต์ใช้สารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้  P. aeruginosa 
SWUC02 ในการยับยั้ง S. aureus ท่ีพืน้ผิวบนอ่างลา้งมือครวัเรือน โดยในการศึกษานีจ้ะสนใจไป
ท่ีความสามารถของสารสกัด  (dichloromethane extract) จากน าเลี้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa 
SWUC02 ต่อการยบัยัง้แบคทีเรียกลุ่มท่ีใชอ้ากาศและเชือ้ในกลุ่ม Staphylococci พบว่าสารสกดัท่ี
ความเขม้ขน้ 1, 2 และ 4 เท่า (3.91, 7.82, 15.64 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร) ของค่าความเขม้ขน้ท่ีต ่า
ท่ีสดุท่ีสามารถยบัยัง้ S. aureus ATCC 25923 สามารถท าลายเชือ้แบคทีเรียท่ีใชอ้ากาศไดอ้ย่างมี
นัยส าคัญ ท่ี  P–Value < 0.05 เมื่ อ เทียบกับชุดควบคุม  ในขณ ะท่ี การยับยั้ ง เชื ้อ ในกลุ่ ม 
Staphylococci นั้นในทุกความเขม้ขน้ของสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ไม่
มีความแตกต่างทางสถิติกับชุดควบคุม ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่าเชือ้ในกลุ่ม Staphylococci ใน
ธรรมชาตินัน้อาจมีการสรา้งไบโอฟิลม์ท าใหส้ารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ไม่
สามารถเขา้สู่ตวัเชือ้ไดจ้ึงเป็นผลใหไ้ม่สามารถท าลายเชือ้ได้ (ตารางที ่17) 
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ตาราง 17 แสดงผลการทดสอบประสิทธิภาพการประยุกต์ใช้สารสกัดจากน ้าเลี ้ยงเชื ้อ 
P. aeruginosa SWUC02 ในการยบัยัง้ S. aureus ท่ีพืน้ผิวบนอ่างลา้งมือครวัเรือน  

ชุดการทดลอง 
Aerobic Plate Count 
(CFU/cm2 ± S.D.) 

Staphylococci Plate 
Count (CFU/cm2 ± S.D.) 

sterile water 54.53 ± 16.19a 11.10 ± 9.72a 
3.91 µg/mL dichloromethane extract  29.73 ± 15.77b 14.93 ± 9.63a 
7.82 µg/mL dichloromethane extract  17.13 ± 12.55b 18.33 ± 9.13a 
15.64 µg/mL dichloromethane extract  19.5 ± 14.28b 9.13 ± 6.96a 
0.5% NaOCl 0c 0b 

ตัวเลขแสดงจ านวนโคโลนีท่ีเกิดขึน้เฉล่ีย ในหน่วย CFU/cm2 ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษทา้ยตัวเลขท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติเปรียบเทียบภายใน
คอลัมน ์จากการวิเคราะหท์างสถิติดว้ยวิธี Kruskal–Wallis Test และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหว่างชุดการทดลองดว้ยวิธี Mann–Whitney U Test โดยก าหนดนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ P–
Value < 0.05 
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บทท่ี 5 
สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

1. ความสามารถของเชือ้และน ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการยับย้ังแบคทีเรีย
ก่อโรค และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

Pseudomonas เป็นจีนัสของแบคทีเรีย ท่ีสามารถผลิตสารเมแทบอไลต์ทุ ติยภูมิ
ยกตัวอย่างเช่น pyoluteorin, pyrrolnitrin, phenazine–1–carboxylic acid และ bacteriocins 
เป็นตน้ ซึ่งเป็นสารท่ีมีฤทธิ์ในการท าลายหรือยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและเชือ้รา (Preston, 
2004; Santoyo และคนอื่น ๆ, 2012) ในงานวิจัยนี ้P. aeruginosa SWUC02 มีความสามารถใน
การท าลายเชื ้อก่อโรคทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบบางส่วนได้ ในขณะท่ีน ้าเลีย้งเชื ้อ
สามารถท าลาย  S. aureus และ B. cereus ได้ดีท่ีสุด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Raji El 
Feghali และ Nawas, (2018) และ Navarro และคนอื่น ๆ, (2020) รายงานว่า P. aeruginosa LV 
มีความสามารถในท าลายเชือ้แบคทีเรียก่อโรคทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ได้แก่  S. aureus, S. 
saprophyticus และ Enterococcus faecalis จากการศึกษาของ Qi และคนอื่น ๆ, (2020) ได้
ศึกษาความสามารถของ P. monteilii ต่อการยับยั้ง Aeromonas hydrophila พบว่า P. monteilii 
สายพันธุ์ JK-1 มีความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะ และสามารถยับยั้งการเจริญของ  A. 
hydrophila ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากนีก้ารศึกษานีย้ังไดม้ีการวิเคราะหช์นิดของสารปฎิชีว
นะด้วยเครื่อง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) ซึ่งพบว่าเป็นสาร 1–hydroxyphenazine 
และเมื่อน าสารปฏิชีวนะท่ีผ่านการสกัดแลว้ไปท าการทดสอบกบั  A. hydrophila ทัง้แบบ in vitro 
และ in vivo พบว่าสารสกดัปฏิชีวนะนีส้ามารถยับยัง้การเจริญไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพเช่นเดียวกัน 
นอกจากนีย้ังมีหลายงานวิจัยคน้พบว่า P. aeruginosa LV สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ประเภท   pyocyanin ท่ี สามารถท าลายไบโอฟิล์มของ  S. saprophyticus, A. baumannii, 
Enterobacter cloacae, K. pneumoniae, Proteus mirabilis และ E. coli  

จากรายงานการศึกษาเกี่ยวกบัการสังเคราะห ์protease ใน P. aeruginosa พบว่ามีการ
ผลิต proteinase, gelatinase, caseinase, elastase A-B, protease IV และ alkaline protease 
(Oldak และ Trafny, 2005; Twining และคนอื่น ๆ, 1993) ในส่วนของเอนไซม์ glucanase จะมี
หนา้ท่ีในการท าลายผนงัเซลลข์องเชือ้ราซึ่งมีส่วนประกอบหลกัส าคญัเป็น glucan โดยเอนไซมจ์ะ

ไปท าการตัดพันธะ β–1,3– glucan ส่งผลใหเ้กิดความไม่สมบูรณ์ของผนังเซลลแ์ลว้ท าให้เชือ้รา
ตายในเวลาต่อมา (Goel และคนอื่น ๆ, 2010; Raveendran และคนอื่น ๆ, 2018) อย่างไรก็ตาม 
glucanase มีผลต่อการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียไดเ้ช่นกนั ดงัรายงานของ Calazans และคน
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อื่น  ๆ , (2021) ได้มี การศึกษาเกี่ ยวกับ  glucanase ท่ี ผ ลิตจากยีสต์  Wickerhamomyces 
anomalus ต่อการยบัยัง้การเจริญของ S. aureus ท่ีแยกไดจ้ากเนือ้สตัว ์ซึ่งพบว่ามีความสามารถ
ในการท าลายผนงัเซลลข์อง S. aureus ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 

อย่างไรก็ตาม มีหลายรายงานกล่าวถึงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีผลิตโดย P. 
aeruginosa ตัวอย่างเช่น รายงานของ (El-Sheshtawy และ Doheim, 2014) ได้ท าการศึกษา
เกี่ยวกับการผลิตสาร biosurfactant ท่ีได้จาก P. aeruginosa ATCC–10145 ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม 
rhamnolipid เป็นส่วนประกอบ ในงานวิจยัดงักล่าวนี ้ไดท้ าการทดสอบฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพดว้ยวิธี cup assay พบว่าสาร biosurfactant ท่ีผลิตจาก P. aeruginosa ATCC–10145 มี
ความสามารถในการยับยั้ง Micrococcus luteus, Bacillus pumilus และ จากการทดสอบการ
ยับ ยั้ ง เชื ้ อ ราด้ ว ยวิ ธี  agar diffusion พบ ว่ าส าร นี้ยั งมี ฤ ท ธิ์ ใน กา รท า ล าย  Penicillium 
chrysogenum และ Candida albicans นอกจากนี ้Buonocore และคนอื่น ๆ, (2023) ไดศึ้กษา
ถึ งก า รใช้  biosurfactant จาก  P. gessardii สายพั น ธุ์  M15 ท่ี เป็ น  rhamnolipid ใน กลุ่ ม 
glycopeptide จากนั้นทดสอบความสามารถในการยับยั้ง S. aureus พบว่า biosurfactant 
ดงักล่าวสามารถท าลายเซลล ์ยบัยัง้การเกิดไบโอฟิลม์ และท าลายไบโอฟิลม์ของ S. aureus สาย
พนัธุ ์6538 และ MRSA ได ้

นอกจากนี ้(Kamei และ Isnansetyo, 2003) ไดม้ีการศึกษาการยบัยั้งการเจริญของเชือ้ 
S. aureus, Vibrio parahaemolyticus และ P. aeruginosa ด้วย 2,4-diacetylphloroglucinol 
(DAPG)  ท่ีสกัดได้จากน า้เลีย้งเชือ้ Pseudomonas sp. พบว่า DAPG สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชือ้ S. aureus, Vibrio parahaemolyticus และ P. aeruginosa ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดย
มีระดบั MIC อยู่ท่ี 1 และ 6 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามล าดบั และไม่สามารถท าลาย P. aeruginosa ได ้
นอกจากนีท้างผูว้ิจัยยังไดม้ีการศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการทนต่อความรอ้น ยังพบอีกว่า 
DAPG มีคุณสมบัติในการทนอุณหภูมิอยู่ท่ี 35–70 องศาเซลเซียส และความสามารถในการ
ท าลายเชือ้จะหมดลงเมื่ออยู่ในอณุหภมูิมากกว่า 100 องศาเซลเซียส (Zhao และคนอื่น ๆ, 2022) 

 จากการศึกษาโดย Fontoura และคนอื่น ๆ, (2009) ได้ทดสอบการสกัดเปปไทด์ท่ีมี
ความสามารถในการยบัยั้งจลิุนทรียจ์าก Pseudomonas sp. สายพนัธุ ์4B โดยสารสกดัเปปไทดนี์้
สามารถยับยั้งเชือ้จุลินทรียไ์ดท้ัง้แกรมลบและแกรมบวกไดห้ลายชนิด เช่น  Bacillus cereus, B. 
subtilis, Listeria monocytoogenes, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, S. 
aureus, S. heamolyticus, Streptococcus agalactiae, E. coli, Proteus mirabilis, Serratia 
marcescens และ  Salmonella sp. เป็นต้น และยังสามารถยับยั้งยีสต์  Candida utilis และ 
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Kluyveromyces marxianus ได้อีกด้วย จากการศึกษาในปี 2021 ได้มีการศึกษาเกี่ยวกับ  P. 
mediterranea ในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ medipeptins ซึ่งเป็นสารประเภท cyclic 
lipopeptides ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก ได้โดยจาก
การศึกษานี้พบว่าสามารถยับยั้งได้ทั้งเชื ้อก่อโรคพืช เช่น  Xanthomonas campestris pv, 
campestris, X. translucens pv. graminis และ P. syringae pv. tomoto เป็นตน้ และ สามารถ
ยบัยั้งเชือ้ก่อโรคในมนษุยไ์ดแ้ก่ B. cereus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumanii, E. coli 
และ S. aureus เป็นตน้ (Zhou และคนอื่น ๆ, 2021) 

นอกจากสารประเภทเปปไทดแ์ลว้ ก็ยังมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอื่น ๆ อีกตัวอย่างเช่น 
Szamosvari และคนอื่น ๆ, (2019) ได้ศึกษา Pseudomonas quinolone signal (PQS) ซึ่งเป็น
สารส่งสัญญาณระหว่างเซลล ์(quorum sensing signal) ท่ีพบในเชือ้ Pseudomonas spp. โดย
ในการศึกษานี้พบว่า PQS นี ้สามารถท าลายเชื ้อก่อโรค Moraxella catarrhalis ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ โดยกลไกในการยับยั้งการเจริญจะเกิดขึน้อย่างชา้ๆ โดยอาจจะไปกระตุน้การเกิด 
oxidative stress หรืออาจจะท าหนา้ท่ีในการจับการโลหะเช่นเดียวกับซิเดอรโ์รฟอร ์(Lin และคน
อื่น ๆ, 2018) 

จากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ี P. aeruginosa SWUC02 ผลิตขึน้ พบว่า P. 
aeruginosa SWUC02 มีความสามารถในการผลิต protease และ glucanase โดย protease 
เป็นเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการสลายพันธะของโมเลกุลของโปรตีนขนาดใหญ่ให้กลายเป็น
เปปไทด์สายสั้น โดยทั่วไปแล้วเอนไซม์ protease จะมีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย
ทางออ้ม ตวัอย่างเช่น แบคทีเรียบางชนิดมีโปรตีนท่ีอยู่ดา้นนอกเซลลซ์ึ่งอาจมีไวส้ าหรบัน าสารเขา้
สู่เซลล ์การยึดเกาะพืน้ผิวหรือการสรา้งไบโอฟิลม์ เอนไซม ์protease นีจ้ะเขา้ไปท างานโดยการไป
ตัดพันธะในโปรตีนเหล่านั้น ส่งผลให้เกิดการรบกวนกระบวนการต่าง ๆ ภายนอกเซลล์ของ
แบคทีเรียและท าใหแ้บคทีเรียเหล่านัน้ตายในท่ีสดุ (Schmidtchen และคนอื่น ๆ, 2002)  

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีไดจ้าก P. aeruginosa SWUC02 มีความสามารถในการทน
ต่อความร้อนสูงถึง 100 องศาเซลเซียส และสามารถป้องกันการถูกท าลายจากเอนไซม ์
Proteinase K และ Pepsin ได ้นอกจากนีจ้ากการศึกษาคณุสมบติัความมีขั้วสารยังพบอีกว่าสาร
สกัดนีม้ีขัว้ปานกลางซึ่งสามารถถูกสกัดไดดี้ท่ีสุดดว้ยตัวท าละลาย dichloromethane และ ethyl 
acetate ตามล าดับ อย่างไรก็ตามในการศึกษาชนิดของสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 อาจจะตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไปในอนาคต  
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2. ลักษณะจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 
จากการศึกษาในครัง้นีพ้บว่าจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 มีขนาดจีโนม 6.404 

ลา้นคู่เบส และมีกลุ่มยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอยู่หลากหลายชนิดทัง้หมดจ านวน 
17 กลุ่มยีน โดยแบ่งออกเป็นกลุ่มไดเ้ป็น 3 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ สารเมแทบอไลมท์ุติยภูมิ, แบคทีริโอ
ซิน และ ซิเดอรโ์รฟอร ์ในการศึกษาของ Alam และคนอื่น ๆ, (2021) ซึ่งไดม้ีการศึกษา genome 
mining การศึกษาจีโนมของแบคทีเรียเพื่อศึกษากลุ่มของยีนในการผลิตสารท่ีมีประโยชนซ์ึ่งเป็น
สารจากธรรมชาติใน  Pseudomonas โดยผู้วิจัยได้น าข้อมูลจีโนมของ  Pseudomonas จาก
ฐานข้อมูล NCBI มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม antiSMASH, PRISM 4 และ BAGEL4 เพื่อศึกษา
กลุ่มยีนท่ีมีความสามารถในการผลิตสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ จากการศึกษาพบว่าจีโนมของ  
Pseudomonas spp. โดยทั่วไปจะมีกลุ่มยีนท่ีเกี่ยวขอ้งการการผลิตสารเมแทบอไลทท์ุติยภูมิอยู่
ระหว่าง 6-16 กลุ่มยีนต่อจีโนม ไดแ้ก่กลุ่มยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกับการผลิต  aryl polyene, acyl amino 
acids, beta-lactam, beta-lactone, butyrolactone, tRNA-dependent cyclodipeptide 
synthases, non-ribosomal peptides, N-acetylglutamine amide, phenazine, ranthipeptide, 
redox-cofactor, RiPP-like, siderophore, terpene, thiopeptide แ ล ะ  hybrid biosynthesis 
gene clusters (BGCs) ซึ่ง hybrid BGCs หมายถึงกลุ่มยีนท่ีสามารถสังเคราะหส์ารเมแทบอไลท์
ได้มากกว่า 1 ชนิด และ มีขนาดของจีโนมระหว่าง 4.689-7.189 ล้านคู่เบส นอกจากนีจ้ากการ
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BAGEL4 ยังพบอีกว่าแบคทีริโอซินส่วนใหญ่ท่ีพบจะประกอบไปด้วย 
colicin E6, carocin D, colicin E9, putidacin L, colicin, pyocin S, bottromycin, class II 
lanthipeptide และ colicin–10 เป็นตน้ ซึ่งสอดคลอ้งกบัการศึกษาในครัง้นีเ้ช่นเดียวกนั  

จากการศึกษาก่อนหนา้เมื่อเทียบกับผลการศึกษา whole genome sequencing พบว่า
สารหลายชนิดท่ีพบบนจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 สามารถยับยัง้จลิุนทรียไ์ดย้กตัวอย่าง
เช่น Phenazine เป็นสารอินทรีย์ท่ีถูกสังเคราะหไ์ดจ้าก P. aeruginosa ซึ่ง phenazine นีม้ีหลาย
ชนิดขึน้กับโครงสรา้งท่ีแบคทีเรียสังเคราะห์ขึ ้น (Biessy และ Filion, 2018) ยกตัวอย่างเช่น 
pyocyanin ซึ่ งเป็น phenazine เป็นสารรงควัตถุสีน ้าเงินแกมเขียวท่ีถูกสังเคราะห์จาก  P. 
aeruginosa มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ได้หลากหลายชนิด ได้แก่ แบคทีเรีย , เชือ้รา 
และ โปรโตซัว โดยมีกลไกท่ีสามารถกระตุน้การสังเคราะห ์reactive oxygen species: ROS ผ่าน
ปฏิกิริยารีดอกซ ์ส่งผลใหเ้ซลลเ์กิดความเครียดและถูกท าลายเช่นเดียวกับ phenazine ส่วนใหญ่ 
(Baron และคนอื่น ๆ , 1989; Jayaseelan และคนอื่น ๆ , 2014; Raji El Feghali และ Nawas, 
2018) น อกจาก นี้ก ารศึกษายั งพบ  endophenazine A และ  B ซึ่ ง เป็ นสารรงควัตถุ ท่ี มี
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ความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยสามารถยับยั้งได้ทัง้แบคทีเรียและเชือ้รา 
โดยมีกลไกหลักในการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีเกิดจากการกระตุ้นการสรา้ง ROS เช่นเดียวกัน 
(Gebhardt และคนอื่น ๆ, 2002)  

Pyoverdine, Pyochelin, Enterobactin และ Aerobactin เป็นสารในกลุ่มซิเดอรโ์รฟอร์
ซึ่งมีความสามารถในการจับกับไอออนของโลหะและรบัไอออนโลหะเขา้สู่เซลล ์สารในกลุ่มซิเดอร์
โรฟอรเ์หล่านีส่้วนมากไม่ได้มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์โดยตรง แต่เมื่ออยู่ในสภาวะท่ี
ไอออนโลหะมีอยู่อย่างจ ากัด ซิเดอรโ์รฟอรท่ี์สงัเคราะหนี์จ้ะส่งผลใหแ้บคทีเรียมีความสามารถใน
การอยู่รอดไดดี้กว่าแบคทีเรียท่ีไม่มีการสงัเคราะหซ์ิเดอรโ์รฟอร ์(Ghssein และ Ezzeddine, 2022; 
Miethke และ Marahiel, 2007) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่าสารซิเดอรโ์รฟอรใ์นกลุ่มนีบ้าง
ชนิดมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ โดย Britigan และคนอื่น ๆ , (1992) พบว่าเมื่อ 
pyochelin ท่ีจับกับไอออนกับโลหะ (ferripyochelin) สามารถกระตุ้นการเกิด hydroxyl free 
radical จากการสลาย superoxide และ hydrogen peroxide ผ่านปฏิกิริยา Haber–Weiss ซึ่ง
เป็นปฏิกิริยาท่ีไอออนของโลหะเกิดปฏิกิริยารีดอกซใ์นสภาวะท่ีมีอากาศ  

จากการศึกษาในปี  2022 ได้มีการศึกษาจี โนมของ P. aeruginosa FG106 ด้วย
โปรแกรม RAST server และ antiSMASH จากผลการวิเคราะหพ์บว่า P. aeruginosa FG106 มี
ขนาดจีโนมอยู่ท่ี 6,283,027 คู่เบส มีปริมาณ GC content อยู่ท่ี 66.55% และมี protein coding 
sequnces อยู่ท่ี 5941 ยีน นอกจากนีย้งัพบสารเมแทบอไลทท์ติุยภูมิประกอบไปดว้ย pyochelin, 
pyoverdine, L–2–amino–4–methoxy–trans–3–butanoic acid, pyocyanine, thanamycin และ 
bicylomycin จากผลท่ีไดจ้าก P. aeruginosa  FG106 พบว่ามีความสอดคลอ้งกับการศึกษาของ 
Alam และคนอื่น  ๆ , (2021) และผลท่ีได้จาก P. aeruginosa SWUC02 ยิ่ งไปกว่านั้นจาก
การศึกษายังพบอีกว่า P. aeruginosa  FG106 ยังมีการสรา้งเอนไซม์ lipase และ protease อีก
ดว้ย (F. Ghadamgahi และคนอื่น ๆ, 2022) 

จากการศึกษายีนดื้อยาท่ีพบใน P. aeruginosa SWUC02 ในงานวิจัยนี้ พบว่ามียีน 
aminoglycoside phosphotranferase gene (aph(3’)–IIb), beta–lactams resistance gene 
(blaPAO and blaOXA–50), chloramphenicol acetyltransferase (catB7) แ ล ะ  glutathione 
transferase “fosfomycin resistance protein” (fosA) อยู่ในจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 
ซึ่งเป็นยีนท่ีพบไดท้ั่วไปใน Pseudomonas spp. จากการศึกษาโดย Ahmed, (2022) ไดน้ าขอ้มูล
จี โนม ขอ ง  P. aeruginosa ไป ท าก ารวิ เค ราะห์ โดยน า ไป เป รี ยบ เที ยบกั บ ฐ านข้อมู ล 
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (McArthur และคนอื่น ๆ , 2013) 



  63 

พบว่ายีนดือ้ยาส่วนใหญ่ท่ีพบใน P. aeruginosa ประกอบไปด้วย blaPAO, blaGES-1, aph(3’)-XV, 
blaOXA-50, aacA4, catB7, aph(3’)–IIb, aadA6, fosA, tet(G) แ ล ะ  aac(6’)Ib-cr แ ล ะ จ า ก
การศึกษาลักษณะจีโนมของ P. aeruginosa SWUC02 พบว่าเป็น circular genome และไม่พบ 
plasmid อยู่ใน P. aeruginosa SWUC02 ดังนั้นจึงไม่มีโอกาสท่ียีนดื้อยาจาก P. aeruginosa 
SWUC02 จะกระจายไปยังส่ิงแวดล้อม โดยการถ่ายทอดแบบ Horizontal Gene Transfer 
(Martinez และ Baquero, 2002)  
 
3. สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลติสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและการสกัดสารออกฤทธ์ิ
ชีวภาพจากในน ้าเลีย้งเชือ้ของ P. aeruginosa SWUC02  

จากการศึกษาเกี่ยวกับสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ  
P. aeruginosa SWUC02 พบว่ าความสามารถ ในการยับยั้ ง  S. aureus ATCC 25923 มี
ประสิทธิภาพเพิ่มขึน้อย่างมีนัยส าคัญหลังจากท่ีเลีย้ง P. aeruginosa ในสภาวะท่ีเหมาะสมด้วย
วิธี  one-factor at a time (OFAT) ซึ่ งเป็นวิ ธีการศึกษาการหาสภาวะท่ี เหมาะสม  โดยเป็น
การศึกษาทีละปัจจัยเมื่อไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมในปัจจัยท่ีศึกษาแลว้ การศึกษาปัจจยัต่อไปจะยึด
ค่าปัจจยัท่ีเหมาะสมก่อนหนา้ไวแ้ลว้หาสภาวะท่ีเหมาะสมในปัจจัยต่อไป เป็นเช่นนีไ้ปจนครบทุก
ปัจจัย นอกจากนีว้ิธี OFAT ยังสามารถศึกษาไดง้่าย เหมาะกับการศึกษาท่ีมีตัวแปรมาก ๆ มีค่า
ความผิดพลาดของขอ้มูลนอ้ย และสามารถหาขอ้ผิดพลาดในปัจจัยในการทดลองได้ง่าย จากนั้น
จึงน าไปสกัดดว้ยตวัท าละลายต่าง ๆ พบว่าสารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้สามารถละลายไดดี้ในตัวท า
ละลายท่ีมีขั้วปานกลางโดยเฉพาะอย่างยิ่งในตัวท าละลาย dichloromethane ซึ่งเมื่อน าไป
เปรียบเทียบกบัการศึกษาท่ีมีการเพาะเลีย้ง P. aeruginosa ในสภาวะท่ีใกลเ้คียงกนัพบว่ามีความ
สอดคล้องกัน โดย de Oliveira และคนอื่น ๆ, (2016) ได้น า P. aeruginosa สายพันธุ์ LV มาท า
การเพาะเลี้ยงในอาหาร NB ท่ีมี  0.01% CuCl2 เป็นเวลา 10 วัน พบว่าสารท่ีผลิตได้จาก  P. 
aeruginosa สายพันธุ์ LV นี ้สามารถท าลายเซลล์ของ Xanthomonas citri pv. citri ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ และการศึกษานีย้ังไดท้ าการสกัดสารพบว่าสารท่ียบัยั้งอยู่ในกลุ่ม phenazine และ
อาจมีสารประกอบ organometallic ท่ีน่าจะมีความสามารถในการท าลายหรือยบัยั้งเซลลแ์ละไบ
โอฟิลม์ของแบคทีเรียไดอ้ีกดว้ย ต่อมาจากการศึกษาโดย Navarro และคนอื่น ๆ, (2020) ไดม้ีการ
เลีย้ง P. aeruginosa สายพันธุ์ LV ในสภาวะและการสกดัเช่นเดียวกับการศึกษาของ de Oliveira 
และคนอื่น ๆ, (2016) พบว่าสารสกดัท่ีไดจ้าก P. aeruginosa สายพนัธุ ์LV มีความสามารถในการ
ยบัยั้ง K. pneumoniae สายพนัธุ์ Kpn–19 และ Enterococcus feacium ATCC 6569 ไดอ้ย่างมี
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ประสิทธิภาพเช่นเดียวกัน และยังได้มีการไปศึกษาต่อเพื่อระบุชนิดของสารพบว่าสารประกอบ 
organometallic คือ fluopsin C 

นอกจากนีย้ังไดม้ีการศึกษาเกี่ยวกับสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต pyocyanin ซึ่งเป็น
สารท่ีมีความสามารถในการกระตุน้การสรา้ง reactive oxygen species (ROS) ท่ีสามารถท าลาย
เชื ้อจุ ลินทรีย์ก่ อ โรคได้หลายช นิด  (Rani และคนอื่ น  ๆ , 2018) จาก  P. aeruginosa โดย 
(Elbargisy, 2021) ได้น า  P. aeruginosa สายพันธุ์  P21 และ PA14 ซึ่ งแยกได้จากทางเดิน
ปัสสาวะของผูป่้วยท่ีมีอาการการติดเชือ้ในช่องทางเดินปัสสาวะ ไปท าการทดสอบผลของปัจจยัท่ีมี
ผลต่อการสังเคราะห์ pyocyanin ได้แก่ อาหารเลีย้งเชือ้ อัตราการเขย่า อุณหภูมิ ค่าความเป็น
กรด-ด่าง และเวลาท่ีใชใ้นการเลีย้ง พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการสงัเคราะห ์pyocyanin คือน า 
P. aeruginosa ไปเลี้ยงในอาหาร King’ A medium อัตราการเขย่า 200 RPM ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส pH ระหว่าง 7-8 และระยะเวลานาน 4 วนั 

การศึกษาเกี่ยวกับสารสกัดท่ีแยกได้จากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa สกัดไดจ้ากตัวท า
ละลาย ethyl acetate พบว่ามีความสามารถในการยับยัง้ MRSA โดยมีระดบั MIC และ MBC อยู่
ท่ี 0.64 µg/mL และ 1.28 µg/mL ตามล าดบั จากนั้นทางผูว้ิจยัไดน้ าสารสกัดนีไ้ปท าการวิเคราะห์
โครงสรา้งดว้ยเทคนิค HPLC, LC-MS และ NMR พบว่าเป็นสารประกอบชนิดใหม่ 5–(1H–indol–
3–yl)–4–pentyl–1,3–oxazole–2–carboxylic acid. จากงานวิจยัยงัไดม้ีการทดสอบความเป็นพิษ
ต่อเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของมนษุย ์พบว่าสารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa มีความปลอดภัย
ต่อเซลลเ์ม็ดเลือดแดงอย่างมากแมว้่าจะใช้ความเขม้ขน้ของสารสูงถึง 20 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
อย่างไรก็ตามจากการศึกษาสารสกัดท่ีได้จาก P. aeruginosa SWUC02 ในตัวท าละลาย ethyl 
acetate ก็มีความสามารถในการยบัยัง้เช่นเดียวกนั ซึ่งอาจมีความเป็นไปไดว้่าอาจมีสารท่ีในกลุ่ม
เดียวกนั (Santhaseelan และคนอื่น ๆ, 2022) 

จากการศึกษาสารสกดัจาก P. aeruginosa สายพันธุ ์LV พบว่าสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้
ดว้ย dichloromethane คือ phenazine-1-carboxylic acid ซึ่งมีฤทธิ์ในการท าลายในการท าลาย
เชือ้ Botrytis cinerea ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (Simionato และคนอื่น ๆ, 2017) จากการศึกษานีม้ี
ความเป็นไปไดว้่าสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ก็อาจสามารถสกัดออกมา
ไดเ้ช่นเดียวกนั และยงัสอดคลอ้งกบัผลท่ีไดจ้าก whole genome sequencing อีกดว้ย 

จากการศึกษาการใชส้ารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa LV ดว้ยตัวท าละลายท่ีมี
ขัว้ต่างๆกนั เพื่อใชใ้นการยบัยัง้ MRSA พบว่าสารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa LV ดว้ยตัว
ท าละลาย ethyl acetate และ ethyl acetate ผสม dichloromethane มีความสามารถในการ
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ท าลาย MRSA ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีระดบั MIC อยู่ท่ี 125 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร แต่เมื่อ
ทดสอบกับ MRSA ท่ีแยกไดจ้ากผู้ป่วยพบว่าไม่สามารถยับยั้งได้ (V. F. Cardozo และคนอื่น ๆ, 
2013; Kerbauy และคนอื่น ๆ, 2016) เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษานีพ้บว่าระดับความเขม้ขน้ท่ี
ต ่าท่ีสุดของสารสกัดจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 (dichloromethane extract) ใน
การยบัยั้ง (MIC) และการท าลาย (MBC) เซลลข์อง S. aureus ATCC 25923 พบว่ามีระดับ MIC 
และ MBC อยู่ท่ี 3.91 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และสามารถท าลาย MRSA ท่ีพบในครวัเรือนไดโ้ดย
ใชส้ารสกัดท่ีความเขม้ขน้ 3.91 ถึง 15.64 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ซึ่งอาจกล่าวไดว้่าสารสกัดจาก
น า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง MRSA เช่นกัน โดยมีความ
เป็นไปไดว้่าสารออกฤทธิ์ท่ีไดจ้าก P. aeruginosa SWUC02 เป็นสารท่ีอาจแตกต่างจากสารท่ีผลิต
ไดจ้าก P. aeruginosa LV เน่ืองจากประสิทธิภาพในการท าลายท่ีแตกต่างกัน อย่างไรก็ตามใน
งานวิจัยนี้ยังไม่สามารถระบุชนิดของสารท่ีมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ได้ ซึ่งควรมี
การศึกษาต่อไปในอนาคต 

 
4. การประยุกตใ์ช้น ้าเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการยับย้ัง S. aureus สายพันธุ์
ที่พบในครัวเรือนและสายพนัธุท์ี่ดือ้ยา และยับย้ังการเกิดไบโอฟิลม์ S. aureus 

ปัญหาการดือ้ยาของ S. aureus และแนวทางการก าจัดเชือ้ดือ้ยาเป็นส่ิงท่ีก าลังถูกให้
ความส าคญัในปัจจบุนั เน่ืองจาก  S. aureus เป็นเชือ้ก่อโรคฉวยโอกาสท่ีสามารถส่งผลต่อสขุภาพ
ร่างกายต่อมนุษย์ตั้งแต่โรคทั่ วไปจนถึงโรคท่ีท าให้เสียชีวิต จากการประเมินผลการทดสอบ
ประสิทธิภาพของสารสกัดท่ีไดจ้ากน า้เลีย้งเชือ้และน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ในการ
ยับยั้ง S. aureus สายพันธุ์ท่ีพบในครวัเรือนท่ีดือ้ยา จ านวนทั้งหมด 7 สายพันธุ์ พบว่าสารสกัด
สามารถยบัยัง้เชือ้ทัง้หมดไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีช่วงความเขม้ขน้ต ่าท่ีสดุท่ีสามารถยบัยัง้ได้
ของสารสกัดท่ีได้จากน า้เลี ้ยงเชือ้และน า้เลีย้งเชือ้  P. aeruginosa SWUC02 อยู่ท่ี 3.91–15.63 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และ 0.1–0.78 % v/v ตามล าดบั  

จากผลการประยุกต์ใช้น ้าเลีย้งเชือ้  P. aeruginosa SWUC02 พบว่าสารสกัดจากน ้า
เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 สามารถลดปริมาณเชือ้ท่ีพืน้ผิวอ่างลา้งมือครวัเรือนไดอ้ย่างมี
นัยส าคัญ  แต่ไม่สามารถลดปริมาณเชื ้อในกลุ่ม Staphylococci ได้ ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าใน
ธรรมชาติเชือ้อาจอยู่ในสภาวะท่ีมีการสรา้งไบโอฟิลม์ ท าใหส้ารสกดัฯไม่สามารถเขา้ไปท าลายตัว
เซลลข์องเชือ้ในกลุ่ม Staphylococci ไดโ้ดยอา้งอิงจากผลการทดสอบการยับยั้งไบโอฟิลม์ซึ่งสาร
สกัดจากน ้าเลี ้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa SWUC02 ไม่สามารถยับยั้งได้เช่นเดียวกัน นอกจากนี้
การศึกษาการประยุกตใ์ชส้ารสกัดยังพบปัญหาท่ีเกิดขึน้ในการวิจัย เน่ืองจากวิธีการทดลองท่ีไม่
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สามารถควบคุมปริมาณเชือ้เร่ิมตน้ จึงส่งผลใหผ้ลท่ีไดจ้ากการทดลองท่ีไดใ้นแต่ละครัง้ไม่เป็นไป
ตามสมมุติฐาน ดังนั้น การศึกษาการประยุกตใ์ชส้ารสกัดจาก P. aeruginosa SWUC02 อาจจะ
ตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต อย่างไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับการประยุกตใ์ชน้ า้เลีย้งเชือ้  
P. aeruginosa ยังไม่เป็นท่ีแพร่หลาย การศึกษาส่วนใหญ่มักจะเน้นไปใช้ตัวเลือกของสารสกัด
มากกว่า ยกตวัอย่างเช่น จากการศึกษาโดย Saadati และคนอื่น ๆ, (2022) ไดม้ีการศึกษาเกี่ยวกบั
ผลของ rhamnolipid ท่ีสกัดได้จาก P. aeruginosa สายพันธุ์ MA01 ต่อการยับยั้งการเจริญและ
การแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกับการสังเคราะหไ์บโอฟิลม์ของ  MRSA พบว่า rhamnolipid ท่ี
สกดัไดจ้ากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa MA01 มีความสามารถในการยบัยัง้ทัง้เซลลแ์ละไบโอฟิลม์
ของ S. aureus ได้ โดยมีค่า MIC และ MBC อยู่ท่ี 0.18% และ 1.5% ตามล าดับ นอกจากนีเ้มื่อ
น าไปทดสอบการท าลายกับไบโอฟิลม์ของ MRSA พบว่าไบโอฟิลม์ของ MRSA ถกูท าลายไดด้ว้ย 
rhamnolipid ท่ีความเขม้ขน้ 12% ซึ่งสอดคลอ้งกับการศึกษาความสามารถในการยับยั้งและการ
ท าลายไบโอฟิล์มของสารสกัดจากน ้าเลี ้ยงเชื ้อ  P. aeruginosa SWUC02 แสดงให้เห็นว่า
ความสามารถของสารปฏิชีวนะในการท าลายจุลินทรียจ์ะลดลงเมื่อจุลินทรียน์ั้นอยู่ในสภาวะท่ีมี
การสังเคราะห์ไบโอฟิลม์ โดยการสกัด rhamnolipid นั้นสามารถท าได้โดยการใช้ตัวท าละลาย
อินทรีย์ท่ีมีขั้วต ่าจนถึงปานกลางยกตัวอย่างเช่น chloroform หรือ acetone เป็นตน้ ยกตัวอย่าง
จากงานวิจัยในปี 2021 ไดม้ีการศึกษาความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียข์อง rhamnolipid ท่ีได้
จาก P. aeruginosa โดยการสกัดดว้ยตัวท าละลายผสม methanol/chloroform/acetone จากผล
การศึกษาแสดงใหเ้ห็นว่า rhamnolipid ท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มีประสิทธิภาพ
ในการลดปริมาณของ S. aureus ถึงประมาณ 92 % (Msarah และคนอื่น ๆ, 2021) จากความมี
ขัว้ของตัวท าละลายจากการศึกษานี ้แสดงใหเ้ห็นว่าการสกัดสารจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 อาจจะสามารถสกัดออกมาได้เช่นเดียวกัน ซึ่งอาจจะต้องมีการศึกษาในอนาคต
เช่นเดียวกนั 

การศึกษาการประยุกต์ใช้น า้เลีย้งเชือ้ Pseudomonas sp. สายพันธุ์ I–2 มาใช้ในการ
ยับยั้งเชื ้อก่อโรคในกุ้ง  Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus, V. damsela และ V. fluvialis 
ผ่ า น ก า รท ดสอ บ  well diffusion, disc diffusion แ ล ะ  cross-streak พบ ว่ าน ้ า เลี ้ ย ง เชื ้ อ 
Pseudomonas sp. สายพันธุ์ I–2 มีความสามารถในการยับยั้ง Vibrio ได้ทั้ง 4 สายพันธุ์ ทาง
ผูว้ิจัยยังได้มีการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดท่ีได้จาก Pseudomonas sp. สายพันธุ์ I–2 
โดยเป็นสารสกัดท่ีได้จากตัวท าละลาย chloroform ซึ่งมีคุณสมบัติความมีขั้วใกล้เคียงกับตัวท า
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ละลายจากการศึกษานี้ นอกจากนี้สารสกัดยังไม่พบความเป็นพิษต่อตัวอ่อนกุ้งอีกด้วย
(Chythanya และคนอื่น ๆ, 2002) 

จากขอ้มลูงานวิจยัดา้นความปลอดภยัดงักล่าวขา้งตน้ สนับสนุนความเป็นไปไดข้องการ
น าสารสกดัจาก P. aeruginosa SWUC02 ในการน าไปประยกุตใ์ชไ้ม่เพียงแต่การยบัยัง้เชือ้ก่อโรค
ในมนุษยแ์ต่อาจจะสามารถน าไปประยุกตใ์ชก้ับการยับยัง้เชือ้ก่อโรคในปศุสตัว์หรือการก าจัดเชือ้
ผลิตภณัฑก์่อนการอปุโภคหรือบริโภคไดอ้ีกดว้ย 

จากงานวิจัยในครัง้นี ้สามารถสรุปไดว้่า P. aeruginosa SWUC02 และน า้เลีย้งเชือ้ P. 
aeruginosa SWUC02 มีศักยภาพในการยับยั้งการเจริญของเชือ้แบคทีเรียก่อโรค และสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพในน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ยังมีคุณสมบัติในการทนต่อเอนไซม ์
pepsin และ proteinase K อีกทัง้ยังสามารถทนต่อความรอ้นไดม้ากถึง 100 องศาเซลเซียส และ
นอกจากนีก้ารศึกษาดว้ยเทคนิค whole–genome sequencing ยังแสดงใหเ้ห็นยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกับ
การสรา้งสารเมแทบอไลทท์ุติยะภมูิท่ีมีความสามารถในการเป็นสารยบัยัง้จุลินทรียอ์ยู่หลากหลาย
ชนิดซึ่งในอนาคตอาจยังจ าเป็นต้องศึกษาถึงการผลิตสารเหล่านั้นต่อไป อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษานีแ้มว้่าจะยงัไม่ทราบถึงองคป์ระกอบของสารสกัดท่ีไดจ้ากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 แต่สารสกัดท่ีไดจ้ากน า้เลีย้ง P. aeruginosa SWUC02 นีก้็ยงัแสดงใหเ้ห็นถึงศกัยภาพ
ในการยับยัง้การเจริญทัง้ S. aureus และ MRSA อีกทัง้ยังสามารถยับยั้งการสรา้งไบโอฟิลม์ของ 
S. aureus ตลอดจนสามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการลดปริมาณของเชือ้ในธรรมชาติไดอ้ีกดว้ย ซึ่ง
ขอ้มูลท่ีได้จาก P. aeruginosa SWUC02, น า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 และ สารสกัด
จากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ท่ีไดจ้ากการศึกษานีอ้าจเป็นประโยชนต่์อการศึกษาใน
อนาคต 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลีย้งเชือ้ 

สูตรอาหาร 
1. Tryptic Soya Broth 

Tryptone 17 g/L 
Soya peptone 3 g/L 
Sodium chloride 5 g/L 
Dipotassium hydrogen phosphate 2.5 g/L 
Dextrose (Glucose) 2.5 g/L 
น าอาหารมาละลายดว้ยน า้กรองและปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป

ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้น่ึงแรงดันไอน า้ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที 

 
2. 4% Peptone Broth 

Peptone 40 g/L 
น าอาหารมาละลายดว้ยน า้กรองและปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป

ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้น่ึงแรงดันไอน า้ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที 

 
3. Nutrient Broth 

Peptone 5 g/L 
Sodium chloride 5 g/L 
HM peptone B 1.5 g/L 
Yeast extract 1.5 g/L 
น าอาหารมาละลายดว้ยน า้กรองและปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป

ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้น่ึงแรงดันไอน า้ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที 
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4. King’s B medium 
Pancreatic digest of casein 10 g/L 
Proteose peptone No. 3 10 g/L 
Dipotassium phosphate 1.5 g/L 
Magnesium sulfate 1.5 g/L 
น าอาหารมาละลายดว้ยน า้กรองและปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป

ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้น่ึงแรงดันไอน า้ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที 
 

5. Miller’s Luria–Bertani Broth 
Tryptone 10 g/L 
Yeast extract 5 g/L 
Sodium chloride 10 g/L 
น าอาหารมาละลายดว้ยน า้กรองและปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป

ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้น่ึงแรงดันไอน า้ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที 
 

6. Skim milk agar  
Tryptone 5 g/L 
Yeast extract 2.5 g/L 
Dextrose 1 g/L 
Skim milk powder 25 g/L 
น าอาหารมาละลายดว้ยน า้กรองและปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป

ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้น่ึงแรงดันไอน า้ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที 
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7. Mineral salt medium laminarin  
K2HPO4 1.73 g/L 
KH2PO4 0.68 g/L 
MgSO4·7H2O 0.1 g/L 
NaCl 4 g/L  
FeSO4·7H2O 0.03 g/L 
NH4NO3 1 g/L 
CaCl2·2H2O 0.02 g/L 
laminarin 0.15 g/L 
น าอาหารมาละลายดว้ยน า้กรองและปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป

ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้น่ึงแรงดันไอน า้ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที 

 
8. Colloidal chitin agar  

K2HPO4 0.7 g/L 
KH2PO4 0.3 g/L 
MgSO4·3H2O 0.5 g/L 
FeSO4·7H2O 0.01 g/L 
ZnSO4 0.001 g/L 
MnCl2 0.001 g/L 
moist colloidal chitin 2.0% 
น าอาหารมาละลายดว้ยน า้กรองและปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไป

ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้น่ึงแรงดันไอน า้ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ 
เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
วิธีการค านวณและการทดลองการหาคา่ MIC 

ในการค านวณปริมาณความเขม้ขน้ของสารสกดัจากน า้เลีย้งเชือ้จะใชว้ิธีการเจือจางสาร
สกัดลงครัง้ละ 2 เท่า โดยเจือจางจากระดับความเข้มข้นเริ่มต้น 500 จนถึง 0.98 µg/mL โดยมี
วิธีการค านวณดงันี ้

เจือจางครัง้ท่ี 0  
dichloromethane extract ความเขม้ขน้ 1,000 µg/mL 100 µL 

จะไดร้ะดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 1000 µg/mL 
เจือจางครัง้ท่ี 1 

2xMHB 100 µL +  
dichloromethane extract ความเขม้ขน้ 1,000 µg/mL 100 µL 

ท าอย่างนีจ้นกระทั่งถึงครัง้ท่ี 9 
เมื่อเจือจางเสร็จเรียบรอ้ยแลว้จะท าการประปริมาตรทุกหลุมให้เท่ากับ 100 µL แล้วเติมเชือ้ S. 
aureus ท่ีผสมอยู่ในอาหาร ความเข้มข้น 1×105 CFU/mL ลงไปในแต่ละหลุม หลุมละ 100 µL 
ดังนั้น ทุกหลุมในตอนแรกจะถูกเจือจางลงไปอีกหลุมละ 2 เท่า ซึ่งความเข้มข้นใหม่จะแสดง
ดงัต่อไปนี ้
 

ครัง้ท่ีเจือจาง 
ความเขม้ขน้ (µg/mL) 

ก่อนเติมเชือ้ หลงัเติมเชือ้ 
เจือจางครัง้ท่ี 0 1,000 500 
เจือจางครัง้ท่ี 1 500 250 
เจือจางครัง้ท่ี 2 250 125 
เจือจางครัง้ท่ี 3 125 62.5 
เจือจางครัง้ท่ี 4 62.5 31.25 
เจือจางครัง้ท่ี 5 31.25 15.625 
เจือจางครัง้ท่ี 6 15.625 7.8125 
เจือจางครัง้ท่ี 7 7.8125 3.90625 
เจือจางครัง้ท่ี 8 3.90625 1.953125 
เจือจางครัง้ท่ี 9 1.953125 0.9765625 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการยืนยันสายพันธุ ์MRSA ตามมาตรฐาน CLSI 
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